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RESUMEN 

La presente investigación tuvo como objetivo determinar el efecto inhibitorio in vitro 

del extracto vegetal etanólico de Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica) frente a cepas de        

Escherichia coli productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y Shigella sp. La 

investigación fue de tipo básica, de nivel explicativo y de diseño experimental. La muestra 

estuvo constituida por tres cepas de E. coli BLEE y Shigella sp. conservadas en el Laboratorio 

de Microbiología y Parasitología de la UNPRG, seleccionadas mediante muestreo no 

probabilístico por criterio. El extracto etanólico de H. sabdariffa fue evaluado a 

concentraciones de 1000, 800, 600, 400 y 200 mg/mL, empleándose la técnica de difusión en 

agar; la técnica empleada fue la observación y el instrumento una ficha de recolección de datos. 

Los resultados mostraron que el extracto etanólico de H. sabdariffa ejerció un efecto inhibitorio 

concentración–dependiente frente a ambas especies bacterianas, con incrementos de halos de 

inhibición de 6,33 a 12,22 mm en E. coli BLEE y de 10,67 a 19,11 mm en Shigella sp.. El 

análisis de varianza evidenció diferencias significativas entre concentraciones tanto para E. coli 

BLEE (p < 0,001) como para Shigella sp. (p = 0,004), a nivel de cepas, no se observaron 

diferencias en E. coli BLEE (p = 0,092), mientras que en Shigella sp. sí fueron significativas 

(p < 0,001), identificándose a las cepas 1 y 3 como las más susceptibles. Se concluye que el 

extracto etanólico de H. sabdariffa presenta actividad inhibidora in vitro frente a E. coli BLEE 

y Shigella sp.. 

Palabras clave: Hibiscus; Escherichia coli; Beta-Lactamasas; Shigella; Extractos 

vegetales. 
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ABSTRAC 

This research aimed to determine the in vitro inhibitory effect of the ethanolic plant 

extract of Hibiscus sabdariffa (Jamaica flower) against extended-spectrum beta-lactamase 

(ESBL)-producing strains of Escherichia coli and Shigella sp. The research was basic, 

explanatory, and experimental in design. The sample consisted of three ESBL-producing E. 

coli and          Shigella sp. strains maintained in the Microbiology and Parasitology Laboratory 

of UNPRG, selected using non-probability sampling. The ethanolic extract of H. sabdariffa 

was evaluated at concentrations of 1000, 800, 600, 400, and 200 mg/mL using the agar 

diffusion technique. Data was collected through observation using a data collection form. The 

results showed that the ethanolic extract of H. sabdariffa exerted a concentration-dependent 

inhibitory effect against both bacterial species, with increases in inhibition zones from 6.33 to 

12.22 mm in ESBL-producing E. coli and from 10.67 to 19.11 mm in Shigella sp. Analysis of 

variance revealed significant differences between concentrations for both ESBL-producing                        

E. coli (p < 0.001) and Shigella sp. (p = 0.004). At the strain level, no differences were observed 

in ESBL-producing E. coli (p = 0.092), while in Shigella sp., differences were significant               

(p < 0.001), with strains 1 and 3 identified as the most susceptible. It is concluded that the 

ethanolic extract of H. sabdariffa exhibits in vitro inhibitory activity against ESBL-producing 

E. coli and Shigella sp. 

Keywords: Hibiscus; Escherichia coli; Beta-lactamases; Shigella; Plant extracts. 
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INTRODUCCIÓN 

El uso de plantas medicinales constituye una práctica ancestral profundamente 

arraigada en Perú, un país reconocido por su mega diversidad y el vasto conocimiento 

tradicional de su flora. Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 

el 80 % de la población mundial, y un porcentaje significativo en regiones como Latinoamérica, 

recurre a la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades primarias de salud. En este 

contexto, el Hibiscus sabdariffa, conocido comúnmente como flor de Jamaica, ha ganado 

popularidad en el Perú, no solo se consume ampliamente como una bebida refrescante y 

colorante natural, sino que diversas comunidades le atribuyen empíricamente propiedades 

medicinales. Si bien su cultivo no es masivo en todo el país, se adapta y se encuentra en varias 

regiones, facilitando su acceso y uso tradicional. 

Tradicionalmente, a la flor de Jamaica se le han atribuido propiedades diuréticas, 

antioxidantes e incluso antisépticas, lo que sugiere un potencial en el manejo de diversas 

afecciones. Estudios recientes han evidenciado que los extractos de Hibiscus sabdariffa poseen 

actividades antimicrobianas significativas contra una variedad de patógenos, incluyendo 

bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y hongos 

como Candida albicans. Estos efectos se atribuyen principalmente a la presencia de 

compuestos fenólicos y antocianinas en la planta (Venkatesan et al., 2024). 

Paralelamente, la creciente resistencia bacteriana a los antibióticos representa una 

amenaza global para la salud pública, con un impacto particularmente severo en regiones como 

Latinoamérica. En Perú, se ha observado un incremento preocupante en la prevalencia de 

enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), como 

Escherichia coli. Estas cepas son responsables de infecciones urinarias, intraabdominales y 

sepsis, complicando significativamente su manejo clínico. De igual manera, las infecciones por 

Shigella sp, una causa común de diarrea disenteriforme, presentan un desafío creciente debido 

a la emergencia de cepas multirresistentes. Esta situación limita drásticamente las opciones 

terapéuticas disponibles y contribuye a una mayor morbilidad y mortalidad, especialmente en 

poblaciones vulnerables como los niños. La problemática se agrava por la limitada 

disponibilidad de tratamientos efectivos, el aumento de los costos asociados a la atención 

médica y la escasez de nuevos antibióticos en el mercado.  

A pesar del conocimiento empírico sobre las propiedades medicinales del Hibiscus 

sabdariffa y la relevancia de su uso tradicional en diversas comunidades peruanas, existe una 

marcada carencia de estudios científicos que validen rigurosamente su eficacia y seguridad 
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frente a patógenos resistentes específicamente relevantes en nuestro contexto, como las cepas 

de E. coli productoras de BLEE y Shigella sp. Esta brecha en la investigación no solo impide 

su inclusión en protocolos terapéuticos estandarizados, sino que también limita el 

aprovechamiento de su potencial como una alternativa o coadyuvante viable y sostenible en la 

lucha contra la creciente resistencia antimicrobiana, esto subraya la urgencia y pertinencia de 

investigar su efecto inhibitorio in vitro como una contribución vital a la salud pública. 

En el presente estudio se planteó como problema de investigación la siguiente 

interrogante: ¿Cuál es el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa 

(Flor de Jamaica) frente a cepas de Escherichia coli productoras de β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) y Shigella sp.? a partir de ello, se formuló la siguiente hipótesis de trabajo: 

Existe un alto efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa frente a 

cepas de Escherichia coli productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y 

Shigella sp. 

En coherencia con el problema e hipótesis planteados, el estudio tuvo como objetivo 

general: Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa 

(Flor de Jamaica) frente a cepas de Escherichia coli productoras de β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) y Shigella sp., para alcanzar este propósito, se establecieron los siguientes 

objetivos específicos: Analizar comparativamente el efecto del extracto etanólico y sus 

distintas concentraciones sobre cepas de Escherichia coli productoras de BLEE y Shigella sp., 

y Determinar el grado de sensibilidad de dichas cepas frente a las diferentes concentraciones 

del extracto mediante ensayos microbiológicos in vitro. 
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CAPÍTULO I. DISEÑO TEÓRICO 

1.1. Antecedentes  

Padilla y Neyra (2022), en un estudio de tipo experimental con enfoque prospectivo, se 

evaluó la actividad antimicrobiana del extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa L. frente a 

cepas de Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas de exposición. El diseño contempló el uso 

de 16 placas Petri, en las cuales se colocaron 7 discos de papel filtro N°4 por placa, sumando 

un total de 112 discos y pozos. La técnica utilizada fue la difusión en agar mediante el método 

de Kirby-Bauer adaptado con pozos. Las placas fueron distribuidas en cuatro grupos 

experimentales según la concentración del extracto (25%, 50%, 75% y 100%), obtenidas por 

dilución del extracto madre (preparado mediante maceración en etanol al 96%) con alcohol en 

distintas proporciones. Como controles se emplearon clorhexidina al 0.12% (positivo) y agua 

destilada (negativo). Los resultados evidenciaron un efecto inhibitorio del extracto de                 

H. sabdariffa L. sobre S. mutans, siendo más pronunciado a las 48 horas y en la concentración 

al 100 %, donde se observó un halo de inhibición promedio de 14.23 mm, este hallazgo sugiere 

el potencial del extracto como agente antimicrobiano alternativo.  

Juárez (2023), mediante un estudio con enfoque cuantitativo, de diseño experimental y 

corte transversal, evaluó el efecto antimicótico del extracto etanólico de flores secas de              

H. sabdariffa L. (flor de Jamaica) frente a la cepa Candida albicans. Para determinar la 

actividad antimicótica, se empleó la técnica de difusión en agar tipo Kirby-Bauer. Se 

establecieron cuatro grupos experimentales con concentraciones de extracto al 25%, 50%, 75% 

y 100%. Se utilizó el antifúngico Fluconazol (F) como control positivo. Los resultados 

demostraron actividad antimicótica significativa en las concentraciones del 75% y 100%. A 

una concentración del 75%, el extracto presentó un 21.91% de inhibición en comparación con 

el Fluconazol, considerado como referencia con un 100% de efectividad. A una concentración 

del 100%, el extracto alcanzó un efecto de inhibición del 47.96%, indicando una mayor eficacia 

a medida que se incrementa la concentración del extracto.  

Del Rosario (2023), evaluó con un estudio experimental el efecto antimicrobiano del 

extracto metanólico y el aceite esencial de H. sabdariffa L. frente a Escherichia coli, con el 

objetivo de proponer su uso como aditivos naturales en la industria agroalimentaria. Se 

identificaron compuestos bioactivos mediante análisis fitoquímico: el extracto presentó 

flavonoides, saponinas y taninos, mientras que el aceite esencial mostró alcaloides, saponinas 

y taninos. Se aplicaron tratamientos con concentraciones del 20%, 30% y 40%. Los 

tratamientos más eficaces fueron el T3 (extracto metanólico al 40%) con un 31.67% de 
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inhibición, y el T8 (aceite esencial al 40%), ambos derivados demostraron actividad 

antimicrobiana significativa frente a E. coli.  

Encarnación y Esquivel (2018), realizaron un estudio experimental in vitro de tipo 

cuantitativo y cohorte longitudinal que comparó el efecto antibacteriano del extracto de             

H. sabdariffa (70%) frente a la clorhexidina al 0.12% sobre Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Se evaluaron los halos de inhibición a las 24, 48 y 72 horas en medio 

de cultivo Müller-Hinton, utilizando un diseño con dos grupos experimentales y un grupo 

control. A las 72 horas, el extracto de H. sabdariffa mostró un halo de inhibición promedio de 

23 mm en el 8.9 % de las muestras, mientras que la clorhexidina generó halos de 24 mm en el 

11.1%. El grupo control no presentó inhibición. Se concluyó que H. sabdariffa posee efecto 

antibacteriano comparable al de la clorhexidina 0.12%.  

Velázquez y Silva (2024), en su estudio reciente emplearon una metodología de síntesis 

verde para obtener nanopartículas de plata (AgNPs) utilizando extractos de hojas y tallos de  

H. sabdariffa var. Colima, con el fin de generar un agente antimicrobiano ecológico. Las 

AgNPs demostraron una alta capacidad antioxidante con valores de reducción cercanos al 90% 

en las pruebas DPPH, ABTS y FRAP. Asimismo, mostraron una inhibición superior al 90% 

frente a Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus y Salmonella enteritidis, así como 

del biofilm de Pseudomonas aeruginosa. El bioensayo con Artemia salina confirmó la ausencia 

de toxicidad. Estos resultados respaldan el uso de H. sabdariffa como agente reductor en la 

síntesis de nanopartículas antimicrobianas seguras y sostenibles para aplicaciones en la 

industria alimentaria.  

Portillo et al. (2022), evaluaron el efecto antimicrobiano del extracto acuoso de cálices 

de H. sabdariffa frente a E. coli enterohemorrágica (EHEC) y Salmonella enterica serovar 

Typhimurium multirresistentes en ratones CD-1 (n=6 por grupo, 9 grupos totales). La 

concentración mínima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) del extracto fueron 20 mg/mL y 

50 mg/mL, respectivamente; para el cloranfenicol, entre 17.5 y 82 μg/mL. Tras la inoculación 

con 1 × 10⁴ UFC de cada patógeno, se administraron tratamientos orales de extracto (50 

mg/mL), cloranfenicol (82 μg/mL) o solución salina. En los grupos tratados con extracto 

acuoso no se detectaron bacterias en heces a partir del segundo día y los animales se 

recuperaron. En contraste, en los grupos con cloranfenicol o sin tratamiento, las bacterias 

persistieron y se registró mortalidad. Esto indica que el extracto de H. sabdariffa tiene mayor 

eficacia antimicrobiana contra estas bacterias multirresistentes en este modelo.  

Rangel et al. (2018), evaluaron el comportamiento de bacterias transmitidas por 

alimentos en mangos enteros y cortados (variedades Ataulfo y Kent), así como el efecto 
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antibacteriano de extractos de cáliz de H. sabdariffa y sanitizantes químicos. Las bacterias 

evaluadas incluyeron Listeria monocytogenes, Shigella flexneri, Salmonella spp. y diversas 

cepas de Escherichia coli. Los mangos enteros contaminados sumergidos por 5 minutos en 

extractos acuosos, etanólicos, metanólicos, acetónicos y acetato de etilo, así como en 

hipoclorito de sodio, plata coloidal y ácido acético, mostraron una reducción bacteriana 

significativa. Después de 20 días a 25 ± 2 °C, la carga bacteriana disminuyó en 

aproximadamente 2.5 log UFC/g en mangos Ataulfo y 2 log UFC/g en mangos Kent; a 3 ± 2 

°C, las reducciones fueron de 1.9 y 1.5 log UFC/g respectivamente. En mangos cortados, las 

bacterias crecieron a 25 ± 2 °C, pero su crecimiento se inhibió a 3 ± 2 °C. No se detectaron 

residuos de solventes en los extractos secos. Los extractos acetónicos, etanólicos y metanólicos 

del cáliz de jamaica lograron una reducción mayor (entre 2 y 2.6 log UFC/g) de bacterias que 

el hipoclorito de sodio, plata coloidal y ácido acético. 

1.2. Bases teóricas  

Hibiscus sabdariffa 

Hibiscus sabdariffa L. es un arbusto que pertenece  a la subfamilia Malvoidea, familia 

Malvaceae y orden Malvales dentro del clado Rosidae, Superosidae  que corresponde a las 

Pentapétalas y Dicotiledoneas nucleares (APC V, 2026). Este arbusto generalmente crece dos 

metros, pero pueden llegar hasta tres dependiendo de las condiciones edafoclimáticas, presenta 

cinco pétalos y un cáliz carnoso suculento, el mismo que de manera industrial es deshidratado 

y en esa forma llega a los centros de expendio. Es una planta herbácea anual originaria de 

África tropical, especialmente de regiones como Egipto y Sudán. Actualmente, su cultivo se 

ha extendido a diversas regiones del mundo, incluyendo América Latina y el sudeste asiático, 

debido a sus múltiples aplicaciones en la alimentación y la medicina tradicional (Fosado et al., 

2022).  

Los cálices de Hibiscus sabdariffa son una fuente rica en compuestos bioactivos que le 

otorgan múltiples propiedades terapéuticas y funcionales. Entre los más destacados se 

encuentran las antocianinas, pigmentos que confieren el característico color rojo intenso a la 

flor. Las principales antocianinas reportadas son la delfinidina-3-sambubiósido y la cianidina-

3-sambubiósido, las cuales poseen actividad antioxidante significativa (Cid-Ortega y Guerrero-

Beltrán, 2020).  

Diversos estudios han demostrado que Hibiscus sabdariffa posee una notable riqueza 

fitoquímica, con compuestos que le otorgan propiedades terapéuticas relevantes. Los análisis 

realizados en sus cálices secos revelan la presencia significativa de flavonoides (20.08%), 

taninos (17.0%), alcaloides (2.14%), fenoles (1.1%), saponinas (0.96%) y glucósidos (0.13%). 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/malvaceae
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/malvaceae
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Estos metabolitos secundarios contribuyen a sus efectos antioxidantes, antiinflamatorios, 

antimicrobianos, diuréticos y cardioprotectores. Además, la planta es fuente de minerales 

esenciales como hierro, cobre, calcio, magnesio y manganeso, lo que complementa sus 

beneficios en la salud humana (Okereke et al., 2015); ); así mismo, mediante cromatografía 

liquida acoplada a espectrometría de masa (LC/MS) se han podido identificar entre los 

constituyentes químicos ácido de hibisco, ácido 3-cafeoilquínico, ácido 5-cafeoilquínico, ácido 

5-feruloilquínico, cianidina-3-O-glucósido, entre los flavonoides a miricetina, quercetina-7-O-

rutinósido, quercetina-3-O-glucósido, delfinidina-3-O-sambubiósido y kaempferol-3-O-p-

cumaroil-glucósido, además de ser un potente antioxidante llegando a capturar el 86 % del 

radical DPPH (2,2-difenil-picrilhidrazilo), un radical sintético utilizado en laboratorio para 

pruebas antioxidantes de productos naturales (Harmita, et al.,2022) 

H. sabdariffa ha sido ampliamente estudiada por sus múltiples beneficios para la salud 

humana. Entre sus propiedades terapéuticas destacan su notable actividad antioxidante, 

atribuida a la presencia de compuestos fenólicos y antocianinas, que le confieren la capacidad 

de neutralizar radicales libres y prevenir el daño oxidativo celular. Además, diversos estudios 

han evidenciado su efecto antihipertensivo, ya que el consumo regular de infusiones de esta 

planta puede contribuir a la reducción de la presión arterial en individuos con hipertensión leve 

a moderada. En cuanto a sus propiedades hipolipemiantes, se ha observado que los extractos 

de H. sabdariffa pueden disminuir los niveles de colesterol LDL y triglicéridos, favoreciendo 

así el control del perfil lipídico. Asimismo, se le atribuyen efectos diuréticos y 

hepatoprotectores, lo que respalda su uso tradicional en la promoción de la diuresis y la 

protección hepática frente a agentes tóxicos (Shaban et al., 2022). Además, estudios 

fitoquímicos han identificado la presencia de triterpenos, esteroides, taninos, saponinas, 

alcaloides y quinonas, compuestos con distintas acciones biológicas, incluyendo efectos 

antimicrobianos, hepatoprotectores y antiinflamatorios (Fosado et al., 2022).  

Enterobacterias  

Los miembros de esta familia presentan como características microbiológicas: tamaño 

intermedio (de 0.3 a 1.0 por 1.0 a 6 μm), comparten una estructura antigénica conocida como 

antígeno común enterobacteriano; algunas especies pueden desplazarse mediante flagelos 

peritricos, mientras que otras carecen de movilidad, no forman esporas y son capaces de 

desarrollarse rápidamente en condiciones tanto aeróbicas como anaeróbicas, ya que son 

anaerobios facultativos, además, pueden crecer en medios de cultivo selectivo y no selectivo. 

Por otro lado, cuentan con un metabolismo que, fermenta la glucosa, reduce nitratos, son 

positivas a la prueba de catalasa y negativas a la oxidasa (Pérez et al., 2014).  
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Las enterobacterias son responsables de una amplia gama de patologías en los seres 

humanos, incluyendo aproximadamente un tercio de los casos de bacteriemia, más del 70 % de 

las infecciones del tracto urinario (ITU), así como numerosas infecciones gastrointestinales, 

algunas especies, como Salmonella serotipo typhi, Shigella spp. y Yersinia pestis, están 

estrechamente relacionadas con enfermedades humanas específicas (Murray et al., 2021).  

Escherichia coli (E. coli) forma parte del grupo de las enterobacterias y se distingue 

por su adaptabilidad, su frecuente presencia en diversos entornos y su tendencia a experimentar 

modificaciones genéticas de forma espontánea. Se han identificado numerosos genomas 

secuenciados de E. coli, lo que evidencia una notable variabilidad genética entre cepas 

comensales y patógenas, demostrando la diversidad existente dentro de esta misma especie. 

Algunas cepas son inofensivas y habitan normalmente el intestino de humanos y animales, 

desempeñando un rol como parte de la flora intestinal. No obstante, otras cepas han 

desarrollado características patogénicas, clasificándose en dos grandes grupos: las que causan 

infecciones intestinales (como la diarrea) y las que provocan infecciones en otros sitios del 

cuerpo. Además, se han identificado cepas híbridas que combinan rasgos de distintos patotipos. 

Las variantes facultativas pueden vivir normalmente en el intestino sin causar daño, pero en 

determinadas condiciones pueden comportarse como patógenos oportunistas al diseminarse a 

otros tejidos. Por otro lado, las cepas intestinales obligadas son capaces de originar 

enfermedades digestivas de distinta gravedad, desde infecciones leves hasta trastornos serios 

que ponen en riesgo la vida del paciente (Braz et al., 2020).  

Shigella sp es una bacteria Gram-negativa que representa la principal causa de la 

shigelosis en diversas regiones, incluyendo Perú y otros países de Latinoamérica, cuya 

presencia siempre indica una infección activa. Su transmisión se da predominantemente por la 

vía fecal-oral, requiriendo una dosis infecciosa mínima para provocar la enfermedad, la cual se 

manifiesta con diarrea acuosa que puede progresar a disentería (sangre y moco en heces), fiebre 

y cólicos abdominales. Esta infección es particularmente grave en niños menores de cinco años 

en comunidades con saneamiento deficiente, donde contribuye significativamente a la 

morbilidad y mortalidad infantil. El manejo de la shigelosis se ha tornado crecientemente 

complejo debido a la emergencia y propagación de cepas multirresistentes a antibióticos de uso 

común, como las fluoroquinolonas y el trimetoprim-sulfametoxazol, lo que limita 

drásticamente las opciones terapéuticas, prolonga la enfermedad, incrementa el riesgo de 

complicaciones y eleva los costos de atención médica. Esta compleja situación epidemiológica 

de Shigella sp en Perú subraya la urgente necesidad de explorar alternativas terapéuticas 

innovadoras. (Toro y Correa, 2010).  
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La resistencia bacteriana de estas dos especies constituye una problemática persistente 

y de gran relevancia para la salud pública. La Organización Mundial de la Salud (OMS) la ha 

identificado como una de sus principales preocupaciones debido a las graves consecuencias 

que acarrea, tanto a nivel sanitario como económico. De hecho, proyecciones recientes 

advierten que, para el año 2050, las muertes atribuibles a infecciones resistentes podrían 

superar a las causadas por el cáncer en la actualidad. Desde el punto de vista económico, 

estudios realizados en el Reino Unido estiman que el impacto financiero global de esta crisis 

podría alcanzar los 100 billones de dólares. La rápida proliferación de cepas bacterianas 

multirresistentes y panresistentes ha puesto en duda la efectividad de muchos antibióticos 

disponibles, generando un desafío de escala mundial (Camacho, 2023).  

Los antibióticos betalactámicos constituyen una amplia clase de agentes 

antimicrobianos que incluye a las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, 

monobactámicos y los inhibidores de penicilinasas, todos ellos caracterizados por la presencia 

de un anillo betalactámico en su estructura. Su acción terapéutica se basa en interferir con la 

síntesis de la pared celular bacteriana, al unirse a las proteínas fijadoras de penicilina (PBP). 

Sin embargo, muchas bacterias, especialmente las gramnegativas, han desarrollado 

mecanismos de defensa mediante la producción de enzimas denominadas betalactamasas, que 

degradan el anillo betalactámico y neutralizan el efecto del antibiótico (Astocondor, 2018). Las 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE), también conocidas como de espectro ampliado, 

son enzimas producidas principalmente por bacterias gramnegativas como Escherichia coli y 

Shigella sp. Estas enzimas confieren resistencia no solo a penicilinas y cefalosporinas de 

primera y segunda generación, sino también a oximino-cefalosporinas y al aztreonam 

(Miranda, 2013). Los genes responsables de la producción de BLEE se localizan en elementos 

genéticos móviles, lo que favorece su propagación entre bacterias. Además, estas enzimas 

suelen estar asociadas a resistencia simultánea a otros antimicrobianos, como aminoglucósidos, 

cotrimoxazol y quinolonas. Las familias más comunes de BLEE incluyen TEM, SHV y CTX-

M (Pérez et al., 2014). 

 

1.3.  Bases conceptuales (Operacionalización o categorización de variables)  

Operacionalización de variables 

Variable independiente: Extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa  

Variable dependiente: Susceptibilidad de las cepas de Escherichia coli productoras 

de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y Shigella sp. 
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Cuadro de operacionalización de variables 

Variables Definición operacional Dimensiones Indicadores 
Tipo de 

variable 

Escala de 

medición 

Variable 

independiente: 

Extracto etanólico de 

Hibiscus sabdariffa  

Sustancia obtenida a partir de     

H. sabdariffa mediante extracción 

etanólica, utilizada para 

impregnar discos en distintas 

concentraciones, con el fin de 

evaluar su efecto inhibitorio sobre 

cepas de estudio, mediante el 

método de Kirby-Bauer. 

Concentración del 

extracto etanólico 

de H. sabdariffa 

Concentraciones de 

1000 mg/mL a 200 

mg/mL ensayadas en 

placa  

Numérica De Razón 

Variable dependiente: 

Susceptibilidad de las 

cepas de E. coli 

productoras de            

β-lactamasas de 

espectro extendido 

(BLEE) y Shigella sp. 

Es la capacidad de inhibición o 

eliminación observada en cepas 

de E. coli productoras de BLEE y 

Shigella sp. tras la exposición al 

extracto etanólico de                   

H. sabdariffa, evaluada a través 

del diámetro del halo de 

inhibición alrededor de los discos 

impregnados.  

Inhibición del 

crecimiento 

bacteriano 

Diámetro del halo de 

inhibición (mm) 
Numérica De Razón 
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CAPÍTULO II. DISEÑO METODOLÓGICO 

2.1. Diseño de contrastación de hipótesis/procedimiento a seguir en la investigación  

Diseño de investigación:  

La investigación fue de tipo básica y de nivel explicativo, ya que permitió demostrar la 

existencia de una relación de causa y efecto a partir de la comparación de los resultados 

obtenidos bajo condiciones experimentales controladas, presentó un diseño experimental, 

debido a que se manipuló intencionalmente la variable independiente (extracto etanólico de   

H. sabdariffa) para observar su efecto causal sobre la variable dependiente, definida como la 

susceptibilidad de cepas bacterianas de E. coli productoras de β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) y Shigella sp. 

La hipótesis se contrastó mediante un diseño factorial completamente al azar 

(2×3×1×5×3), considerando como factores: la especie bacteriana (2 niveles: E. coli BLEE y 

Shigella sp.), el número de cepas por especie (3 niveles), el tipo de extracto vegetal (1 nivel: 

extracto etanólico de H. sabdariffa), las concentraciones del extracto (5 niveles) y el número 

de repeticiones por tratamiento (3 niveles). 

2.2. Población y muestra 

La población de este estudio estuvo constituida por todas las cepas viables de E. coli 

productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y Shigella sp. conservadas en el 

Laboratorio de Microbiología y Parasitología de la Facultad de Ciencias Biológicas de la 

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, provenientes de aislamientos clínicos realizados 

previamente. En cuanto al material botánico, se utilizaron los pétalos de H. sabdariffa (Flor de 

Jamaica) como fuente para la obtención del extracto etanólico empleado en los ensayos in vitro, 

para lo cual se dispuso de 500 g de pétalos secos adquiridas en el centro de abastos de la ciudad 

de Chiclayo; estas se consideraron como material biológico y no como unidad de análisis. 

Para la muestra, se emplearon tres cepas por cada especie bacteriana (E. coli BLEE y 

Shigella sp.), el diseño experimental consideró cinco concentraciones del extracto etanólico de 

H. sabdariffa (1000, 800, 600, 400 y 200 mg/mL), por ende, el diseño factorial se estructuró 

como 2 × 3 × 1 × 5 × 3, correspondiente a dos especies bacterianas, tres cepas por especie, un 

tipo de extracto vegetal, cinco concentraciones y tres repeticiones por tratamiento, lo que dio 

un total de 90 unidades experimentales, con las cuales se evaluó in vitro el efecto inhibitorio 

del extracto. 
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Procedimiento a seguir en la investigación 

a) Obtención de Hibiscus sabdariffa  

La flor de Jamaica se obtuvo en el centro de abastos de la ciudad de Chiclayo, lugar 

donde son expendidos de forma disecadas y empaquetadas. 

b) Preparación del extracto etanólico de H. sabdariffa  

Para el inicio de la extracción se tuvo en cuenta todas las condiciones de asepsia que se 

deben reunir para llevar a cabo la extracción de manera estéril, trabajando con las medidas de 

bioseguridad requeridas. El material de laboratorio a utilizar se esterilizó, de la misma manera 

se desinfectó la mesa de trabajo con alcohol etílico de 96° antes de iniciar el proceso. El 

procedimiento fue de la siguiente manera:  

- Se seleccionaron los pétalos secos más conservados, descartando las impurezas y los 

pétalos dañados. 

- En un frasco ámbar se depositará 500 gr de pétalos triturados y luego se agregaron 1000 ml 

de alcohol etanólico al 96 %, se tapó el envase de forma hermética, se envolvió con papel 

aluminio y se dejó reposar en lugar oscuro.  

- Para obtener una mejor disolución, el frasco ámbar que contendrá el producto de 

maceración se mantuvo en oscuridad agitándose por 5 min todos los días durante 7 días.  

- Una vez transcurridos los 7 días, la fase líquida se filtró y se depositó en recipientes para 

posterior llevar a incubar hasta lograr la evaporación final de la solución de alcohol.  

- Posterior a la evaporación de la solución de alcohol, la fase sólida restante fue almacenada 

en frascos color ámbar con ayuda de espátula estéril.  

- Se procedió a pesar el frasco para determinar la masa del extracto, para su posterior uso en 

la fase experimental. 

c) Preparación de las concentraciones del extracto etanólico de H. sabdariffa 

Del total de extracto seco obtenido de H. sabdariffa, se utilizaron 10 g para la 

preparación de la solución madre, esta cantidad de extracto etanólico seco se disolvió en 

alcohol etílico al 40 % dentro de un frasco ámbar de 10 mL de capacidad, completando dicho 

volumen y obteniéndose así una concentración final de 1000 mg/mL. A partir de esta solución 

madre, se prepararon diluciones seriadas utilizando alcohol etílico al 40 % como diluyente, 

hasta obtener las siguientes concentraciones: 800 mg/mL, 600 mg/mL, 400 mg/mL y 200 

mg/mL, siguiendo el procedimiento descrito por Moreno (2020) y las recomendaciones del 

estándar CLSI M07-A9 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012) (ver Tabla 1). 
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Tabla 1 

Concentraciones del extracto etanólico de H. sabdariffa. 

Solución madre 

(mL) 

Alcohol al 40 % 

(mL) 

Volumen final 

(mL) 

Concentración final 

(mg/mL) 

10,0 0,0 1,0 1000 (+) 

0,8 0,2 1,0 800 

0,6 0,4 1,0 600 

0,4 0,6 1,0 400 

0,2 0,8 1,0 200 

Nota. +: Concentración de la solución madre. 

d) Obtención de las cepas bacterianas  

Las cepas de E. coli productoras de β-lactamasas (BLEE) y Shigella sp. fueron 

proporcionadas por el laboratorio de Microbiología y Parasitología de la Facultad de Ciencias 

Biológicas de la Universidad Nacional “Pedro Ruiz Gallo”. 

e) Verificación de las cepas bacterianas (Moreno y Villegas, 2018) 

Para la identificación de enterobacterias, las cepas fueron sembradas en agar McConkey 

y agar SS, para luego realizar pruebas bioquímicas como: TSI, citrato, LIA, MIO; de esta 

manera quedaron identificadas en género y especie para su posterior utilización en la 

investigación. 

f) Determinación de fenotipo BLEE (Lezameta et-al., 2010). 

- La determinación de cepas de E. coli productoras de β-lactamasas (BLEE) se realizó 

mediante el método de Jarlier (método de sinergia del doble disco). 

- Se utilizó una placa de agar Mueller Hinton (MH) y se inoculó con una suspensión 

bacteriana de 0,5 McFarland, sobre ella se colocaron discos de susceptibilidad 

antimicrobiana: ceftazidima (30 µg), cefotaxima (30 µg) y cefepime (30 µg) a 20 mm de 

centro a centro de un disco central de amoxicilina/ácido clavulánico (20/10 µg), esta placa 

se incubará a 35 °C por 18 – 24 h; posteriormente, se realizó la lectura. 

- La presencia de BLEE se manifestó por el efecto sinérgico entre el inhibidor y los discos 

de antimicrobianos). 

 

 

 



 

 

30 

 

g) Efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa (Flor de 

Jamaica) 

Estandarización del Inóculo bacteriano (INS, 2010):  

Para estandarizar la densidad del inóculo se utilizó una suspensión de sulfato de bario 

(0,5 de la escala de Mac Farland) como estándar. El inóculo se obtuvo mediante el método 

descrito por el Instituto Nacional de Salud, según el cual se utiliza solución salina fisiológica 

esterilizada como diluyente para la estandarización hasta obtener una densidad poblacional 

semejante al tubo N° 0,5 del Nefelómetro de Mc Farland equivalente a 1.5x108 UFC/mL. 

Preparación de los discos de susceptibilidad (Romero y Villegas, 2017).  

- Para la preparación de los discos sensibilidad se utilizó papel de filtro Whatman N° 01 del 

cual se obtuvo discos de 6 mm de diámetro con la ayuda de un perforador.  

- Los discos se colocaron dentro de un frasco de vidrio el cual se esterilizó en autoclave (15 

lb. de presión a 121° C por 15 minutos).  

- Se dejó secar en horno a 80° durante 24 horas.  

- Posteriormente, con la ayuda de una pinza estéril, los discos se colocaron en placas Petri 

esterilizadas y se impregnaron con 10 μl de cada una de las concentraciones del extracto 

natural de H. sabdariffa, se dejaron secar por 10 minutos para luego realizar la prueba de 

susceptibilidad. 

Prueba de susceptibilidad bacteriana según el Método de Difusión de Kirby Bauer 

(Romero y Villegas, 2017) 

˗ En placas Petri previamente esterilizadas se sirvieron 20 mL de Agar Müller Hinton, se 

dejaron solidificar y se realizó control de esterilización llevándolas a incubación a 37° por 

24 horas.  

˗ Con el hisopo esterilizado se tomó el inóculo estandarizado, eliminando el exceso por 

rotación firme contra la pared interna del tubo, luego se sembró superficialmente por estrías 

en tres direcciones diferentes, con el fin de cubrir toda la superficie del agar y se dejó secar 

durante cinco minutos. 

˗ Se colocaron los discos impregnados con el extracto natural a diferentes concentraciones y 

además el disco de control con 10 μl. de solución salina fisiológica estéril, a una distancia 

aproximada de 20 a 25 mm presionándolos suavemente con una pinza esterilizada.  

˗ Luego de 15 minutos se llevaron las placas a incubación a 37 °C por 24 horas.  

˗ Transcurrido el tiempo se midieron los halos de inhibición (mm) y se registró la medida los 

halos de cada una de las cepas.  
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˗ Se consideró además un control microbiológico del extracto para lo cual se sembró por 

separado en una placa con Agar Müller Hinton una muestra del extracto de H. sabdariffa 

(Flor de Jamaica). 

h) Análisis estadístico de datos  

Una vez obtenidas las mediciones de los halos de inhibición, se elaboró una base de 

datos en el programa Microsoft Excel, donde la información recolectada fue organizada y 

codificada de manera sistemática. Posteriormente, el análisis estadístico se realizó utilizando 

el software IBM SPSS Statistics, aplicando estadística descriptiva e inferencial bajo un diseño 

factorial 2×3×1×5×3, que consideró dos especies bacterianas, tres cepas por especie, un tipo 

de extracto vegetal, cinco concentraciones y tres repeticiones por tratamiento. Este diseño dio 

lugar a 30 combinaciones de tratamiento (2×3×1×5) y a un total de 90 unidades experimentales 

(30 tratamientos × 3 repeticiones), con las cuales se evaluó in vitro el efecto inhibitorio del 

extracto etanólico, para todas las pruebas estadísticas se estableció un nivel de significancia de 

α = 0,05.  

La comparación de las medias de los halos de inhibición entre los grupos 

experimentales se realizó mediante la prueba de Análisis de la Varianza (ANOVA), en aquellas 

comparaciones donde se identificaron diferencias estadísticamente significativas (p < 0,05), se 

aplicó la prueba de comparaciones múltiples de Tukey como análisis post hoc, con el fin de 

determinar entre qué grupos específicos existían dichas diferencias. Los resultados obtenidos 

fueron presentados en tablas y gráficos estadísticos, lo que permitió una interpretación clara y 

comparativa del efecto inhibitorio del extracto etanólico de H. sabdariffa, en función de sus 

diferentes concentraciones y condiciones experimentales. 

2.3. Técnicas e instrumentos de recolección de datos   

Técnicas  

La técnica empleada fue la observación, debido a que el procedimiento experimental se 

basó en la evaluación directa de los halos de inhibición formados alrededor de los discos 

impregnados con el extracto etanólico de H. sabdariffa, se registró de forma objetiva el efecto 

inhibitorio del extracto sobre las cepas bacterianas de E. coli productoras de β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEE) y Shigella sp., considerando el diámetro de los halos de inhibición, 

medidos en milímetros, o su ausencia. Esta observación se realizó de manera sistemática y 

estructurada, en condiciones controladas de laboratorio, acorde con el diseño experimental 

planteado. 
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Instrumento de recolección de datos  

El instrumento que se empleó fue una ficha de recolección de datos, diseñada para el 

registro sistemático de las medidas de los halos de inhibición obtenidos durante el experimento. 

Esta ficha contempló campos para la especie bacteriana (E. coli productora de β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEE) y Shigella sp.), el código de la cepa, la concentración del extracto 

etanólico de H. sabdariffa, el número de repetición y el diámetro del halo de inhibición medido 

en milímetros. 

Los datos registrados en la ficha fueron ingresados en una base de datos en Excel, lo 

que permitió organizar y depurar la información de manera eficiente, posteriormente, la base 

fue exportada al software estadístico IBM SPSS Statistics versión 27 para el procesamiento y 

análisis de los datos obtenidos, garantizando un manejo sistemático, ordenado y preciso de la 

información recolectada (ver Anexo 01). 
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CAPÍTULO III. RESULTADOS 

El presente capítulo expone los resultados obtenidos del estudio in vitro del efecto 

inhibitorio del extracto etanólico de Hibiscus sabdariffa (Flor de Jamaica) frente a cepas 

clínicas de Escherichia coli productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y 

Shigella sp. Los ensayos de susceptibilidad bacteriana se realizaron mediante el método de 

difusión en agar, evaluando concentraciones crecientes del extracto entre 200 y 1000 mg/mL, 

a partir de estos ensayos se determinaron los diámetros de los halos de inhibición como medida 

de la actividad antibacteriana, organizando los datos en tablas y gráficos que permiten 

visualizar el comportamiento del extracto según la especie bacteriana, la concentración 

aplicada y la cepa evaluada. 

Los resultados se presentan de acuerdo con los objetivos específicos del estudio: en 

primer lugar, se describe el efecto inhibitorio del extracto de H. sabdariffa frente a E. coli 

BLEE y Shigella sp. a diferentes concentraciones; en segundo lugar, se analiza 

comparativamente la magnitud de los halos de inhibición entre ambas especies y entre sus 

respectivas cepas, con el fin de determinar el grado de sensibilidad bacteriana; y, finalmente, 

se realiza un análisis estadístico inferencial mediante pruebas ANOVA y comparaciones post 

hoc de Tukey para contrastar las hipótesis planteadas y establecer si las diferencias observadas 

son estadísticamente significativas. Estos análisis permiten sustentar, con evidencia estadística, 

la relación entre la concentración del extracto y su eficacia antimicrobiana, así como la 

variabilidad en la respuesta entre las cepas estudiadas. 
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Determinación del efecto inhibitorio in vitro del extracto etanólico de H. sabdariffa       

(Flor de Jamaica) frente a cepas de E. coli productoras de β-lactamasas de espectro 

extendido (BLEE) y Shigella sp. 

El comportamiento antibacteriano del extracto etanólico de H. sabdariffa frente a las 

cepas clínicas evaluadas mostró variaciones tanto según la especie bacteriana como de acuerdo 

con la concentración probada. Los diámetros promedio de los halos de inhibición generados in 

vitro se determinaron frente a cepas productoras de β-lactamasas de espectro extendido (E. coli 

BLEE) y Shigella sp., utilizando concentraciones crecientes del extracto entre 200 y 1000 

mg/mL. 

En el caso de E. coli productora de BLEE, se observó un aumento progresivo del halo 

de inhibición conforme se incrementó la concentración del extracto, a 200 mg/mL, el diámetro 

promedio fue de 6,33 mm, elevándose a 7,67 mm a 400 mg/mL y alcanzando 12,22 mm a 1000 

mg/mL, estos resultados indican un efecto inhibitorio concentración-dependiente de intensidad 

moderada frente a E. coli BLEE. En cambio, frente a Shigella sp. el extracto de H. sabdariffa 

mostró una actividad inhibidora más marcada, el halo promedio se incrementó de 10,67 mm a 

200 mg/mL hasta 19,11 mm a 1000 mg/mL. Los resultados sugieren que el extracto etanólico 

de H. sabdariffa ejerce un efecto inhibitorio in vitro dependiente de la concentración en ambas 

especies, siendo más evidente y de mayor magnitud frente a cepas de Shigella sp. que frente a 

cepas de E. coli productoras de BLEE (ver Tabla 2). 
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Tabla 2 

Diámetros promedio de los halos de inhibición (mm) producidos por el extracto etanólico de 

H. sabdariffa frente a E. coli BLEE y Shigella sp. (200–1000 mg/mL). 

Extracto 

etanólico 
Especie Cepa 

Concentraciones (mg/mL) 

200 400 600 800 1000 

H. sabdariffa 

E. coli 

BLEE 

Cepa 1 6,00 8,00 9,33 9,67 11,00 

Cepa 2 6,00 6,67 8,67 9,33 11,67 

Cepa 3 7,00 8,33 9,67 12,00 14,00 

Media 6,33 7,67 9,22 10,33 12,22 

Shigella sp. 

Cepa 1 13,33 16,33 19,00 21,67 23,00 

Cepa 2 6,33 8,67 10,67 11,67 14,33 

Cepa 3 12,33 14,00 15,00 16,00 20,00 

Media 10,67 13,00 14,89 16,44 19,11 

 

Análisis comparativo del efecto del extracto etanólico de H. sabdariffa y sus distintas 

concentraciones sobre cepas de E. coli productoras de BLEE y Shigella sp. 

El análisis comparativo del efecto del extracto etanólico de H. sabdariffa sobre E. coli 

productora de BLEE y Shigella sp. evidenció un patrón claramente concentración-dependiente 

en ambas especies, con incrementos progresivos en los diámetros promedio de los halos de 

inhibición a medida que se aumentó la concentración del extracto de 200 a 1000 mg/mL. Sin 

embargo, la magnitud de la respuesta antibacteriana fue consistentemente mayor en         

Shigella sp. que en E. coli BLEE a todas las concentraciones evaluadas. 

A 200 mg/mL, el halo promedio frente a E. coli BLEE fue de 6,33 mm, mientras que 

para Shigella sp. alcanzó 10,67 mm, mostrando una diferencia inicial de aproximadamente 4,34 

mm a favor de Shigella sp. Esta brecha se mantuvo e incluso tendió a incrementarse conforme 

aumentó la concentración: a 400 y 600 mg/mL, los halos promedio frente a E. coli BLEE fueron 

de 7,67 mm y 9,22 mm, respectivamente, frente a 13,00 mm y 14,89 mm en Shigella sp. 
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En las concentraciones más altas (800 y 1000 mg/mL), el extracto mantuvo este patrón 

diferencial, E. coli BLEE presentó diámetros promedio de 10,33 mm y 12,22 mm, mientras 

que Shigella sp. alcanzó 16,44 mm y 19,11 mm, respectivamente, de esta manera, aunque en 

ambas especies se observa un incremento sostenido del efecto inhibitorio con el aumento de la 

concentración, Shigella sp. muestra una mayor sensibilidad global al extracto de H. sabdariffa, 

reflejada en halos de inhibición de mayor tamaño en todo el rango de concentraciones evaluado 

(ver Tabla 3). 

Tabla 3 

Comparación de los halos de inhibición del extracto etanólico de H. sabdariffa frente a       

E. coli BLEE y Shigella sp. (200–1000 mg/mL). 

Concentración (mg/mL) X̄ halo E. coli BLEE (mm) X̄ halo Shigella sp. (mm) 

200 6,33 10,67 

400 7,67 13,00 

600 9,22 14,89 

800 10,33 16,44 

1000 12,22 19,11 

Nota. X̄: valor promedio (media aritmética) del diámetro del halo de inhibición expresado en 

milímetros (mm). 
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Determinación del grado de sensibilidad de dichas cepas frente a las diferentes 

concentraciones del extracto mediante ensayos microbiológicos in vitro 

Con el fin de determinar el grado de sensibilidad de las cepas evaluadas frente al 

extracto etanólico de H. sabdariffa, se calcularon los diámetros promedio de los halos de 

inhibición integrando todas las concentraciones ensayadas. En E. coli productora de BLEE, los 

valores promedio oscilaron entre 8,47 mm (Cepa 2) y 10,20 mm (Cepa 3), con un promedio 

global de 9,16 mm, lo que refleja una sensibilidad moderada y relativamente homogénea entre 

cepas. 

En Shigella sp., los diámetros promedio fueron notablemente mayores: 10,33 mm 

(Cepa 2), 15,47 mm (Cepa 3) y 18,67 mm (Cepa 1), alcanzando un promedio global de 14,82 

mm, estos resultados evidencian una mayor susceptibilidad de Shigella sp. al extracto en 

comparación con E. coli BLEE, así como una variabilidad más marcada entre sus cepas, lo que 

confirma un efecto inhibitorio más intenso sobre esta especie bajo las condiciones in vitro 

evaluadas (ver Tabla 4). 

Tabla 4 

Sensibilidad de cepas de E. coli BLEE y Shigella sp. al extracto etanólico de H. sabdariffa: 

promedios de los halos de inhibición (mm) considerando todas las concentraciones. 

Especie Cepa X̄ halo (mm) X̄ global por especie (mm) 

E. coli BLEE 

Cepa 1 8,80 

9,16 Cepa 2 8,47 

Cepa 3 10,20 

Shigella sp. 

Cepa 1 18,67 

14,82 Cepa 2 10,33 

Cepa 3 15,47 

Nota. X̄: valor promedio (media aritmética) del diámetro del halo de inhibición expresado en 

milímetros (mm).  
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Análisis estadístico complementario 

Para contrastar de manera inferencial las hipótesis planteadas sobre la eficacia 

antibacteriana del extracto etanólico de H. sabdariffa y la susceptibilidad de las cepas de            

E. coli productoras de BLEE y Shigella sp., se realizó un análisis estadístico complementario 

basado en pruebas de ANOVA y comparaciones post hoc de Tukey. Este análisis tuvo como 

finalidad respaldar con evidencia estadística las diferencias observadas previamente a nivel 

descriptivo, tanto entre las distintas concentraciones del extracto como entre las cepas 

bacterianas evaluadas.  

Se formularon cuatro hipótesis: dos orientadas a determinar si la eficacia del extracto 

varía significativamente según la concentración frente a cada especie bacteriana, y dos dirigidas 

a identificar posibles diferencias en la susceptibilidad entre cepas de E. coli BLEE y de Shigella 

sp. frente al extracto. El ANOVA permitió establecer la presencia o ausencia de diferencias 

globales entre grupos, y en aquellos casos en los que se detectaron diferencias significativas se 

aplicó la prueba de Tukey para precisar entre qué concentraciones o cepas se encontraban 

dichas discrepancias. Finalmente, con el objetivo de complementar y visualizar de forma más 

clara estos resultados inferenciales, se incorporaron gráficos que muestran la variación de los 

promedios de los halos de inhibición según concentración y cepa bacteriana. 
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Planteamiento de las hipótesis  

Primera hipótesis: 

H0: No existen diferencias significativas entre la eficacia de las concentraciones del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE. 

H1: Sí existen diferencias significativas entre la eficacia de las concentraciones del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE. 

Segunda hipótesis: 

H0: No existen diferencias significativas entre la eficacia de las concentraciones del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp. 

H1: Sí existen diferencias significativas entre la eficacia de las concentraciones del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp. 

Tercera hipótesis: 

H0: No existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de E. coli 

BLEE frente al extracto etanólico de H. sabdariffa. 

H1: Sí existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de E. coli 

BLEE frente al extracto etanólico de H. sabdariffa.  

Cuarta hipótesis: 

H0: No existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de Shigella 

sp. frente al extracto etanólico de H. sabdariffa. 

H1: Sí existen diferencias significativas entre la susceptibilidad de las cepas de Shigella 

sp. frente al extracto etanólico de H. sabdariffa. 
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Se aplicó un análisis de varianza (ANOVA) para contrastar las cuatro hipótesis 

planteadas respecto a la eficacia del extracto etanólico de H. sabdariffa y la susceptibilidad de 

las cepas de E. coli BLEE y Shigella sp., las decisiones estadísticas se tomaron con un nivel de 

significancia de α = 0,05. 

Los resultados mostraron diferencias estadísticamente significativas en la eficacia del 

extracto según la concentración, tanto frente a E. coli productora de BLEE (F = 40,075; p < 

0,001) como frente a Shigella sp. (F = 4,613; p = 0,004), lo que llevó al rechazo de las hipótesis 

nulas de la primera y segunda hipótesis. Esto indica que el tamaño de los halos de inhibición 

varía de manera significativa al modificar la concentración del extracto, evidenciando un efecto 

concentración–dependiente sobre ambas especies bacterianas. 

En relación con la susceptibilidad entre cepas, no se observaron diferencias 

significativas entre las cepas de E. coli BLEE (F = 2,531; p = 0,092), por lo que no se rechazó 

la hipótesis nula de la tercera hipótesis. Este resultado sugiere que las cepas evaluadas de           

E. coli BLEE presentan un comportamiento relativamente homogéneo frente al extracto de      

H. sabdariffa. A diferencia de las cepas de Shigella sp., las cuales sí mostraron diferencias 

significativas en su respuesta (F = 16,962; p < 0,001), lo que condujo al rechazo de la hipótesis 

nula de la cuarta hipótesis y evidencia una variabilidad marcada en la susceptibilidad entre 

cepas de Shigella sp. tratadas con el extracto (ver Tabla 5). 

Tabla 5 

Análisis de varianza (ANOVA) del efecto del extracto etanólico de H. sabdariffa sobre los 

halos de inhibición frente a E. coli BLEE y Shigella sp., según concentración y cepa 

bacteriana. 

Análisis de varianza 

Fuente de variación 
Suma de 

cuadrados 
gl 

Cuadrados 

medios 
F Sig. Decisión 

Concentraciones de H. 

sabdariffa frente a      

E. coli BLEE 

188,800 4 47,075 40,075 0,001 Rechazar H0 

Concentraciones de H. 

sabdariffa frente a 

Shigella sp. 

374,578 4 93,644 4,613 0,004 Rechazar H0 

Cepas de E. coli BLEE 

frente a H. sabdariffa 
25,378 2 12,689 2,531 0,092 Aceptar H0 

Cepas de Shigella sp. 

frente a H. sabdariffa 
530,178 2 265,089 16,962 0,001 Rechazar H0 

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

Se rechaza (no se acepta) H₀ cuando p < 0,05. 
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Prueba de Tukey (post hoc) 

Tras evidenciar diferencias estadísticamente significativas en el ANOVA para las 

concentraciones del extracto etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE, se aplicó la 

prueba post hoc de Tukey con el fin de identificar entre qué concentraciones se presentan dichas 

diferencias, esta prueba permitió comparar todos los pares de promedios de halos de inhibición 

controlando el error tipo I (α = 0,05). 

Los resultados muestran que las concentraciones de 200 mg/mL (6,33 ± 0,50 mm) y 

400 mg/mL (7,67 ± 0,87 mm) pertenecen al mismo subconjunto estadístico (letra “a”), lo que 

indica que no difieren significativamente entre sí en términos de efecto inhibitorio. De forma 

similar, las concentraciones de 600 mg/mL (9,22 ± 0,67 mm) y 800 mg/mL (10,33 ± 1,50 mm) 

se agrupan en un segundo subconjunto (letra “b”), sin diferencias significativas entre ellas, pero 

sí con respecto a las concentraciones más bajas, finalmente, la concentración de 1000 mg/mL 

(12,22 ± 1,48 mm) forma un subconjunto independiente (letra “c”), siendo significativamente 

superior a todas las demás concentraciones evaluadas. 

Estos resultados confirman un patrón de incremento escalonado del efecto 

antibacteriano frente a E. coli BLEE, donde las concentraciones bajas (200–400 mg/mL), 

medias (600–800 mg/mL) y alta (1000 mg/mL) constituyen grupos estadísticamente distintos 

en cuanto al tamaño de los halos de inhibición (ver Tabla 6). 

Tabla 6 

Comparación múltiple de Tukey de los diámetros promedio de los halos de inhibición del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE, según concentración. 

Concentración 

(mg/mL) 

Promedio de los halos de 

inhibición (mm) 

Subconjuntos  

1 2 3 

200 6,33 ± 0,50 a   

400 7,67 ± 0,87 a   

600 9,22 ± 0,67  b  

800 10,33 ± 1,50  b  

1000 12,22 ± 1,48   c 

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

significativa. 
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La comparación de los promedios de los halos de inhibición generados por las 

diferentes concentraciones del extracto etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE 

muestra una tendencia ascendente conforme aumenta la concentración, en el rango de 200 a 

1000 mg/mL. Los valores promedio se incrementan de 6,33 mm a 200 mg/mL hasta 12,22 mm 

a 1000 mg/mL, lo que evidencia una relación directa entre la dosis del extracto y su efecto 

inhibitorio. La línea de tendencia ilustra este patrón de aumento progresivo, mientras que las 

barras de error representan la desviación estándar, reflejando una variabilidad moderada en 

cada grupo de concentración. En concordancia con los resultados del ANOVA y de la prueba 

post hoc de Tukey, estos resultados confirman que la actividad antibacteriana de H. sabdariffa 

frente a E. coli BLEE es dependiente de la concentración, con un incremento gradual en la 

eficacia antimicrobiana a medida que se eleva la concentración del extracto (ver Figura 1). 

Figura 1 

Comparación de los promedios de halos de inhibición entre las concentraciones del extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE. 
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Tras encontrar diferencias significativas en el ANOVA para las concentraciones del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp., se aplicó la prueba post hoc de Tukey 

con el propósito de identificar entre qué concentraciones se presentan dichas diferencias en los 

halos de inhibición. 

Los promedios muestran una tendencia general de aumento del halo de inhibición a 

medida que se incrementa la concentración del extracto, pasando de 10,67 ± 3,87 mm a 200 

mg/mL hasta 19,11 ± 4,54 mm a 1000 mg/mL, sin embargo, el patrón de subconjuntos 

estadísticos revela que no todas las concentraciones difieren significativamente entre sí. 

La concentración de 200 mg/mL se ubica únicamente en el subconjunto “a”, mientras 

que la concentración de 1000 mg/mL se ubica solo en el subconjunto “b”, indicando una 

diferencia estadísticamente significativa entre la dosis más baja y la más alta, en cambio, las 

concentraciones intermedias de 400, 600 y 800 mg/mL aparecen en ambos subconjuntos       

(“a” y “b”), lo que sugiere un comportamiento transicional: no presentan diferencias 

significativas ni con la concentración mínima ni con la máxima. 

Esto indica que el extracto etanólico de H. sabdariffa muestra una actividad inhibidora 

globalmente dependiente de la concentración frente a Shigella sp., con un incremento 

progresivo del halo, pero con diferencias estadísticamente claras solo entre los extremos del 

rango evaluado (200 vs. 1000 mg/mL) (ver Tabla 7). 

Tabla 7 

Comparación múltiple de Tukey de los diámetros promedio de los halos de inhibición del 

extracto etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp., según concentración. 

Concentración 

(mg/mL) 

Promedio de los halos de 

inhibición (mm) 

Subconjuntos  

1 2 

200 10,67 ± 3,87 a  

400 13,00 ± 4,53 a b 

600 14,89 ± 4,51 a b 

800 16,44 ± 5,00 a b 

1000 19,11 ± 4,54  b 

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

significativa. 
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La comparación de los promedios de los halos de inhibición generados por el extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp. muestra una clara tendencia ascendente 

conforme aumenta la concentración del extracto, en el rango de 200 a 1000 mg/mL. Los halos 

promedio se incrementan desde 10,67 mm a 200 mg/mL hasta 19,11 mm a 1000 mg/mL, lo 

que evidencia una relación directa entre la dosis y el efecto inhibitorio. 

Las barras de error representan la desviación estándar, indicando una variabilidad 

moderada en la respuesta bacteriana para cada concentración, junto con los resultados del 

ANOVA y la prueba de Tukey, estos datos respaldan que la actividad antibacteriana de              

H. sabdariffa frente a Shigella sp. es globalmente dependiente de la concentración, con un 

aumento progresivo del halo de inhibición a medida que se eleva la dosis del extracto               

(ver Figura 2). 

Figura 2 

Comparación de los promedios de halos de inhibición entre las concentraciones del extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp.. 
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Para comparar la susceptibilidad de las cepas de E. coli productoras de BLEE frente al 

extracto etanólico de H. sabdariffa, se aplicó la prueba post hoc de Tukey a los promedios de 

los halos de inhibición. Los valores obtenidos muestran halos promedio de 8,47 ± 2,17 mm 

para la cepa 2, 8,80 ± 1,78 mm para la cepa 1 y 10,20 ± 2,68 mm para la cepa 3. 

A pesar de estas diferencias numéricas, las tres cepas se agrupan en un mismo 

subconjunto estadístico (letra “a”), lo que indica que no existen diferencias estadísticamente 

significativas en la susceptibilidad frente al extracto (p > 0,05), es decir, las cepas de E. coli 

BLEE evaluadas responden de manera similar al tratamiento con H. sabdariffa, y la variación 

observada en los halos de inhibición puede atribuirse a fluctuaciones biológicas no 

significativas más que a un verdadero cambio en la sensibilidad bacteriana (ver Tabla 8). 

Tabla 8 

Comparación de la susceptibilidad de cepas de E. coli BLEE frente al extracto etanólico de 

H. sabdariffa. 

Cepas de E. coli BLEE  
Promedio de los halos de 

inhibición (mm) 

Subconjuntos 

1 

Cepa 2 8,47 ± 2,17 a 

Cepa 1 8,80 ± 1,78 a 

Cepa 3 10,20 ± 2,68 a 

Nota. Letras iguales = No existe diferencia significativa. 
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La comparación de los promedios de los halos de inhibición generados por el extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a tres cepas clínicas de E. coli productoras de BLEE evidencia 

diferencias numéricas pequeñas en la susceptibilidad bacteriana. La cepa 3 presentó el mayor 

halo de inhibición (10,20 mm), seguida de la cepa 1 (8,80 mm) y la cepa 2 (8,47 mm). Las 

barras de error representan la desviación estándar asociada a cada promedio, mostrando una 

variabilidad moderada entre las repeticiones, sin embargo, de acuerdo con los resultados del 

ANOVA, estas diferencias no alcanzaron significancia estadística (p > 0,05), por lo que las tres 

cepas pueden considerarse con una respuesta similar frente al extracto de H. sabdariffa, sin 

evidenciarse variaciones relevantes en su grado de susceptibilidad (ver Figura 3). 

Figura 3 

Comparación de la susceptibilidad de cepas de E. coli BLEE frente al extracto etanólico H. 

sabdariffa. 
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Con el objetivo de comparar la susceptibilidad de tres cepas de Shigella sp. frente al 

extracto etanólico de H. sabdariffa, se aplicó la prueba post hoc de Tukey a los promedios de 

los halos de inhibición, los resultados muestran halos promedio de 10,33 ± 2,94 mm para la 

cepa 2, 15,47 ± 2,90 mm para la cepa 3 y 18,67 ± 5,46 mm para la cepa 1. 

Las letras asignadas a los subconjuntos estadísticos indican que la cepa 2 se ubica 

únicamente en el subconjunto “a”, mientras que las cepas 1 y 3 se agrupan en el subconjunto 

“b”, esto evidencia que la cepa 2 presenta una susceptibilidad significativamente menor frente 

al extracto en comparación con las cepas 1 y 3 (p < 0,05), al compartir la misma letra, las cepas 

1 y 3 no difieren significativamente entre sí, a pesar de que la cepa 1 muestra un halo promedio 

ligeramente mayor. 

Los resultados indican una variabilidad marcada en la respuesta de Shigella sp. al 

extracto de H. sabdariffa, con cepas de alta susceptibilidad (cepas 1 y 3) y una cepa menos 

sensible (cepa 2), lo que confirma diferencias significativas en la magnitud del efecto 

inhibitorio entre las cepas evaluadas (ver Tabla 9). 

Tabla 9 

Comparación de la susceptibilidad de cepas de Shigella sp. frente al extracto etanólico de  

H. sabdariffa mediante la prueba de Tukey. 

Cepas de Shigella sp.  
Promedio de los halos de 

inhibición (mm) 

Subconjuntos 

1 2 

Cepa 2 10,33 ± 2,94 a  

Cepa 3 15,47± 2,90  b 

Cepa 1 18,67 ± 5,46  b 

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

significativa. 
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La comparación de los promedios de los halos de inhibición generados por el extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a tres cepas clínicas de Shigella sp. evidencia diferencias 

marcadas en la susceptibilidad bacteriana. La cepa 1 mostró el mayor halo de inhibición    

(18,67 mm), seguida de la cepa 3 (15,47 mm), mientras que la cepa 2 presentó el valor más 

bajo (10,33 mm). Las barras de error representan la desviación estándar asociada a cada 

promedio, reflejando la variabilidad experimental en cada cepa. De acuerdo con el ANOVA y 

la prueba post hoc de Tukey, la cepa 2 difiere significativamente de las cepas 1 y 3 (p < 0,05), 

que comparten un comportamiento similar entre sí. Estos resultados indican que existe una 

variabilidad importante en la respuesta de Shigella sp. al extracto de H. sabdariffa, con cepas 

claramente más susceptibles (cepas 1 y 3) y una cepa menos sensible (cepa 2) al efecto 

inhibitorio del extracto (ver Figura 4). 

Figura 4 

Comparación de la susceptibilidad de cepas de Shigella sp. frente al extracto etanólico H. 

sabdariffa. 
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CAPÍTULO IV. DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman que el extracto etanólico de 

Hibiscus sabdariffa ejerce un efecto inhibitorio in vitro frente a cepas clínicas de Escherichia 

coli productoras de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y frente a Shigella sp., no 

obstante, la magnitud de dicha inhibición difiere de manera notable entre ambas especies, lo 

que permite establecer comparaciones relevantes con los antecedentes y profundizar en las 

razones microbiológicas que explican estas diferencias. 

En el caso de E. coli BLEE, los halos de inhibición observados en la presente 

investigación alcanzaron valores promedio cercanos a 12 mm en la mayor concentración 

evaluada, este efecto, aunque evidente, puede considerarse moderado si se compara con 

estudios previos realizados con otras bacterias o con cepas no multirresistentes, por ejemplo, 

Padilla y Neyra (2022) reportaron halos promedio de 14,23 mm utilizando extracto etanólico 

de H. sabdariffa al 100 % frente a Streptococcus mutans, una bacteria Gram positiva. La 

diferencia entre ambos resultados puede explicarse, en primer lugar, por la naturaleza de las 

cepas evaluadas, mientras S. mutans carece de mecanismos avanzados de resistencia 

antimicrobiana, E. coli BLEE presenta sistemas enzimáticos capaces de neutralizar una amplia 

variedad de agentes antibacterianos, lo que limita la acción del extracto y reduce el tamaño de 

los halos observados. 

Una situación concordante se observa al contrastar los resultados del presente estudio 

con los reportados por Portillo et al. (2022), quienes demostraron una marcada actividad 

antimicrobiana del extracto acuoso de H. sabdariffa frente a cepas multirresistentes de E. coli 

enterohemorrágica y Salmonella enterica, evidenciando incluso mayor eficacia que el 

cloranfenicol en un modelo in vivo, aunque dicho estudio empleó un extracto acuoso y un 

diseño experimental distinto, los resultados respaldan el potencial antibacteriano de                     

H. sabdariffa frente a enterobacterias con perfiles de resistencia complejos, ante esta situación, 

la menor magnitud de los halos de inhibición observados en E. coli BLEE en el presente trabajo 

no debe interpretarse como ausencia de actividad del extracto etanólico, sino como una 

respuesta condicionada por los mecanismos de resistencia propios de estas cepas clínicas. 

A diferencia, los resultados frente a Shigella sp. muestran una inhibición 

considerablemente mayor, con halos promedio que superan los 19 mm en la concentración más 

alta, estos valores se aproximan a los reportados en antecedentes donde H. sabdariffa demostró 

una elevada eficacia antibacteriana, Rangel et al. (2018), aunque utilizaron como indicador la 

reducción logarítmica de UFC y no halos de inhibición, evidenciaron una disminución 

significativa de Shigella flexneri al emplear extractos etanólicos y metanólicos de jamaica, lo 
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que coincide con la alta sensibilidad observada en el presente estudio, la concordancia entre 

ambos trabajos sugiere que Shigella presenta una susceptibilidad intrínseca mayor a los 

compuestos bioactivos del cáliz de H. sabdariffa. 

La diferencia en la respuesta entre Shigella sp. y E. coli BLEE puede atribuirse a varios 

factores, aunque ambas pertenecen al grupo de las bacterias Gram negativas, Shigella no 

presenta de forma generalizada mecanismos de resistencia tan sofisticados como las                     

β-lactamasas de espectro extendido, lo que facilita la acción de flavonoides, taninos y otros 

metabolitos secundarios presentes en el extracto etanólico. Esta mayor susceptibilidad se 

refleja claramente en los halos obtenidos, los cuales superan incluso a los observados en E. coli 

BLEE a concentraciones equivalentes, reforzando la consistencia biológica de los resultados. 

Al comparar estos resultados con el estudio de Del Rosario (2023), quien reportó 

porcentajes de inhibición frente a E. coli utilizando extracto metanólico y aceite esencial de    

H. sabdariffa, se observa que, aunque las metodologías difieren, ambos estudios coinciden en 

que el efecto antibacteriano aumenta conforme se incrementa la concentración del extracto, la 

discrepancia en la forma de expresión de los resultados no impide reconocer un patrón común, 

la actividad antimicrobiana de H. sabdariffa es real, pero su magnitud depende tanto del tipo 

de extracto como del perfil de resistencia de la bacteria evaluada. 

La discusión de estos resultados permite afirmar que el extracto etanólico de                     

H. sabdariffa presenta un efecto inhibitorio in vitro dependiente de la concentración frente a  

E. coli BLEE y Shigella sp., con una eficacia claramente mayor frente a esta última, la menor 

inhibición observada en E. coli BLEE concuerda con lo reportado en la literatura cuando se 

evalúan bacterias multirresistentes, mientras que los valores elevados de halo frente a     

Shigella sp. coinciden con antecedentes que destacan la sensibilidad de este patógeno a los 

extractos de la flor de Jamaica. 

Con respecto al primer objetivo específico, el análisis comparativo del efecto del 

extracto etanólico de H. sabdariffa sobre E. coli productora de BLEE y Shigella sp. pone en 

evidencia una respuesta antibacteriana diferenciada entre ambas especies, aun cuando en los 

dos casos se mantiene un patrón dependiente de la concentración, este comportamiento sugiere 

que, si bien el extracto actúa de manera progresiva conforme aumenta la dosis, la sensibilidad 

bacteriana no es uniforme y está condicionada por características propias de cada 

microorganismo. 

La mayor inhibición observada de forma consistente en Shigella sp. concuerda con lo 

reportado por Rangel et al. (2018), quienes evidenciaron una elevada susceptibilidad de              

S. flexneri frente a extractos de H. sabdariffa, esta coincidencia respalda la idea de que Shigella 
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presenta una menor capacidad de tolerancia frente a los compuestos bioactivos de la planta, lo 

que se traduce en halos de inhibición más amplios en comparación con E. coli, en contraste, la 

respuesta más limitada de E. coli BLEE resulta coherente con su perfil de multirresistencia, el 

cual puede atenuar la acción de agentes antimicrobianos, incluso de origen vegetal. 

Al comparar estos resultados con estudios que evaluaron H. sabdariffa frente a bacterias 

no productoras de BLEE, como los reportados por Del Rosario (2023), se observa que los 

niveles de inhibición suelen ser mayores en cepas sin mecanismos de resistencia específicos, 

esta diferencia refuerza la interpretación de que la menor sensibilidad de E. coli BLEE no 

implica ausencia de efecto del extracto, sino una respuesta modulada por la presencia de             

β-lactamasas de espectro extendido. 

La diferencia entre ambas especies confirma que el extracto etanólico de H. sabdariffa 

ejerce un efecto antibacteriano in vitro dependiente de la concentración, pero con una eficacia 

claramente superior frente a Shigella sp., esta diferencia resulta consistente con los 

antecedentes revisados y subraya la importancia de considerar el perfil de resistencia bacteriana 

al evaluar el potencial antimicrobiano de extractos vegetales. 

Y con respecto al segundo objetivo específico, en el cual se determinó el grado de 

sensibilidad de las cepas frente al extracto etanólico de H. sabdariffa, se encontraron 

diferencias claras tanto entre especies como entre cepas de una misma especie, lo que permite 

interpretar la acción antibacteriana del extracto desde una perspectiva más fina que la simple 

comparación de concentraciones. En E. coli productora de BLEE, los valores promedio de los 

halos reflejan una sensibilidad moderada y relativamente homogénea, lo cual resulta coherente 

con la presencia de mecanismos de resistencia que tienden a limitar, pero no a anular, la acción 

de agentes antimicrobianos de origen vegetal. 

Este comportamiento concuerda con lo observado por Del Rosario (2023), quien 

reportó una inhibición moderada de E. coli al emplear extractos de H. sabdariffa, incluso a 

concentraciones elevadas, la coincidencia sugiere que, independientemente del tipo de solvente 

utilizado, E. coli presenta una respuesta restringida frente a los metabolitos bioactivos de la 

planta, probablemente asociada a su capacidad de adaptación y defensa celular, la baja 

variabilidad entre cepas BLEE observada en el presente estudio refuerza la idea de un perfil de 

sensibilidad relativamente uniforme dentro de este grupo bacteriano. 

En contraste, Shigella sp. mostró una sensibilidad claramente superior, con valores 

promedio más elevados y una mayor variabilidad entre cepas, este patrón coincide con lo 

descrito por Rangel et al. (2018), quienes evidenciaron una marcada susceptibilidad de                

S. flexneri frente a extractos de H. sabdariffa, la mayor dispersión de los valores entre cepas de 
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Shigella sugiere que, si bien la especie es globalmente más sensible, existen diferencias 

intraespecíficas que podrían estar relacionadas con variaciones en la estructura de la membrana 

bacteriana externa o en la expresión de mecanismos defensivos. 

Estos resultados confirman que el extracto etanólico de H. sabdariffa induce un mayor 

grado de sensibilidad en Shigella sp. que en E. coli BLEE, lo que concuerda con los 

antecedentes revisados y puede explicarse por la menor complejidad de los mecanismos de 

resistencia presentes en Shigella.  

El análisis inferencial confirmó que las diferencias observadas en el efecto inhibitorio 

del extracto etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli productora de BLEE y Shigella sp. son 

estadísticamente significativas, lo que indica que la variación en los halos de inhibición 

responde a factores biológicos reales y no al azar, en particular, el análisis de varianza 

evidenció que la concentración del extracto influye de manera significativa en la magnitud del 

efecto antibacteriano en ambas especies. 

La significancia asociada al incremento del efecto inhibitorio con el aumento de la 

concentración respalda el comportamiento dosis–respuesta descrito previamente en estudios 

sobre H. sabdariffa, como los de Padilla y Neyra (2022) y Del Rosario (2023), aunque dichos 

trabajos no aplicaron análisis estadísticos comparativos, los resultados del presente estudio 

confirman estadísticamente que este patrón es consistente y reproducible, mientras que el 

análisis post hoc de Tukey permitió establecer diferencias significativas entre E. coli BLEE y 

Shigella sp., corroborando que esta última presenta una mayor sensibilidad global al extracto 

etanólico, este resultado concuerda con lo reportado por Rangel et al. (2018), quienes señalaron 

una elevada susceptibilidad de Shigella frente a extractos de  H. sabdariffa, la significancia 

estadística obtenida en el presente estudio refuerza que esta diferencia entre especies es 

estructural y no circunstancial. 

En el caso de E. coli BLEE, la menor variabilidad intercepa observada se tradujo en 

diferencias estadísticas menos pronunciadas, lo que puede atribuirse a la homogeneidad del 

mecanismo de resistencia BLEE, este resultado es coherente con lo descrito en la literatura para 

bacterias multirresistentes y confirma que, aun bajo este perfil, el extracto ejerce un efecto 

inhibitorio significativo, aunque de menor magnitud. El análisis inferencial valida 

estadísticamente el efecto antibacteriano del extracto etanólico de H. sabdariffa, demostrando 

que dicho efecto es dependiente de la concentración y diferencial entre especies, con mayor 

impacto frente a Shigella sp. que frente a E. coli BLEE. 
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CONCLUSIONES 

Se determinó que el extracto etanólico de H. sabdariffa presenta efecto inhibitorio in 

vitro frente a cepas de E. coli productoras de BLEE y Shigella sp.. 

Se analizó que el efecto inhibitorio del extracto etanólico de H. sabdariffa fue mayor 

frente a Shigella sp. que frente a E. coli BLEE. 

Se determinó que las cepas de E. coli BLEE mostraron una sensibilidad moderada y 

homogénea al extracto, mientras que las cepas de Shigella sp. presentaron mayor sensibilidad 

y variabilidad en su respuesta. 
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RECOMENDACIONES 

Se recomienda a investigadores en microbiología realizar nuevos estudios in vitro e in 

vivo sobre el extracto etanólico de H. sabdariffa, ampliando el número de cepas y especies 

bacterianas evaluadas, para confirmar y profundizar su potencial como alternativa o 

coadyuvante en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes. 

A laboratorios de microbiología clínica y de investigación, se recomienda emplear 

extractos liofilizados de H. sabdariffa en estudios posteriores, a fin de mejorar la estabilidad, 

estandarización y reproducibilidad de los ensayos in vitro, facilitando su comparación y posible 

aplicación en investigaciones preclínicas o en el desarrollo de fitofármacos. 

A autoridades sanitarias y equipos de salud pública, se recomienda promover y apoyar 

líneas de investigación sobre productos naturales con actividad frente bacterias 

multirresistentes, como E. coli BLEE y Shigella sp., para disponer a mediano y largo plazo de 

alternativas terapéuticas complementarias ante el incremento de la resistencia a los antibióticos 

convencionales. 
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ANEXOS 

Anexo 1 

Instrumentos de recolección de datos. 

Ficha de recolección de datos para las medidas de los halos de inhibición (mm) por el 

método modificado de difusión de Kirby Bauer 

Extracto etanólico de 

la planta 
Especie Cepa 

Concentración 

(mg/mL) 

Medida de los 

halos inhibición 

(mm) 

Hibiscus sabdariffa 

(Flor de 

Jamaica) 

Escherichia coli 

productoras de β-

lactamasas de 

espectro extendido 

(BLEE) 

Cepa 1 

200 mg/mL  

400 mg/mL  

600 mg/mL  

800 mg/mL  

1000 mg/mL  

Cepa 2 

200 mg/mL  

400 mg/mL  

600 mg/mL  

800 mg/mL  

1000 mg/mL  

Cepa 3 

200 mg/mL  

400 mg/mL  

600 mg/mL  

800 mg/mL  

1000 mg/mL  

Shigella sp. 

Cepa 1 

200 mg/mL  

400 mg/mL  

600 mg/mL  

800 mg/mL  

1000 mg/mL  

Cepa 2 

200 mg/mL  

400 mg/mL  

600 mg/mL  

800 mg/mL  

1000 mg/mL  

Cepa 3 

200 mg/mL  

400 mg/mL  

600 mg/mL  

800 mg/mL  

1000 mg/mL  
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Anexo 2 

Clasificación taxonómica de H. sabdariffa.  

 

Clasificación taxonómica de H. sabdariffa (Flor de Jamaica) (APG V, 2026) 

❖ Clado: Angiospermas 

❖ Clado:  Eudicotiledóneas 

❖ Clado: Eudicotiledóneas nucleares 

❖ Clado: Superrósidas 

❖ Clado: Rósidas 

❖ Clado: Málvidas (Eurrósidas II) 

❖ Orden: Malvales Juss 

❖ Familia: Malvaceae Juss 

❖ Subfamilia: Malvoideae Burnett 

❖ Tribu: Hibisceae Rchb 

❖ Género: Hibiscus 

❖ Especie: H. sabdariffa L. 
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Figura 5 

Hibiscus sabdariffa L. (flor de Jamaica). 

 

 

Fuente: Tomado de Expandindo a distribuição geográfica de Hibiscus sabdariffa L. 

(Malvaceae): uma espécie naturalizada e negligenciada para a flora brasileira, por C. A. 

Coelho y B. S. Amorim, 2019, Hoehnea, 46(1), e1012018. 
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Anexo 3 

Anexo metodológico complementario. 

Preparación de las concentraciones del extracto etanólico de H. sabdariffa 

Las concentraciones utilizadas en los ensayos antibacterianos se obtuvieron a partir del 

extracto etanólico seco de H. sabdariffa. Del total de extracto seco obtenido, se emplearon       

10 g para la preparación de la solución madre, esta cantidad de extracto etanólico seco fue 

pesada en balanza analítica y posteriormente disuelta en alcohol etílico al 40 %, completando 

un volumen final de 10 mL en un frasco ámbar, con el fin de proteger el extracto de la luz y 

preservar su estabilidad, de esta manera, se obtuvo una solución madre con una concentración 

de 1000 mg/mL. 

La concentración de la solución madre se determinó aplicando la fórmula general de 

concentración: 

Concentración =  
masa del soluto (mg)

volumen total de la disolución (mL)
 

Sustituyendo los valores correspondientes: 

Concentración =  
10 000 (mg)

10 (mL)
= 1000 mg/mL 

A partir de esta solución madre, se prepararon diluciones seriadas utilizando alcohol 

etílico al 40 % como diluyente, con el objetivo de obtener las concentraciones de 800 mg/mL, 

600 mg/mL, 400 mg/mL y 200 mg/mL, de acuerdo con el procedimiento descrito por Moreno 

(2020) y siguiendo las recomendaciones del estándar CLSI M07-A9 (Clinical and Laboratory 

Standards Institute, 2012). Para la preparación de cada dilución, se estableció un volumen final 

constante de 1,0 mL. El volumen de solución madre necesario para cada concentración se 

calculó empleando la fórmula de dilución: 

C1 x V1 = C2 x V2 

Donde: 

• C1: corresponde a la concentración de la solución madre (1000 mg/mL), 

• V1: es el volumen de solución madre requerido, 

• C2: representa la concentración deseada, y 

• V2: es el volumen final de la dilución (1,0 mL). 
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Por ejemplo, para obtener una concentración final de 800 mg/mL, se utilizó 0,8 mL de 

la solución madre y se completó el volumen con 0,2 mL de alcohol etílico al 40 %. Este mismo 

procedimiento se aplicó de manera análoga para la obtención de las concentraciones de 600, 

400 y 200 mg/mL, garantizando la precisión, homogeneidad y reproducibilidad de todas las 

diluciones preparadas. La concentración original de 1000 mg/mL, correspondiente a la solución 

madre, se indica en la tabla con el símbolo (+) (ver Tabla 1). 

Tabla 1 

Concentraciones del extracto etanólico de H. sabdariffa. 

Solución madre 

(mL) 

Alcohol al 40 % 

(mL) 

Volumen final 

(ml) 

Concentración final 

(mg/mL) 

10,0 0,0 1,0 1000 (+) 

0,8 0,2 1,0 800 

0,6 0,4 1,0 600 

0,4 0,6 1,0 400 

0,2 0,8 1,0 200 

Nota. +: Concentración de la solución madre. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

64 

 

Anexo 4 

Registro fotográfico del proceso experimental de la investigación. 

a) Reactivación de cepas 

Figura 6 

Placas de agar McConkey con cultivos de tres cepas de E. coli BLEE. 

 
 

Figura 7 

Pruebas bioquímicas de TSI, Citrato, LIA y MIO para confirmación de cepas del género E. 

coli. 
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Figura 8 

Placas de agar Salmonella-Shigella con cultivos de cepas de Shigella sp.. 

 

 

Figura 9 

Pruebas bioquímicas de TSI y LIA para confirmación de 3 cepas del género Shigella sp.. 
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b) Obtención del extracto etanólico   

Figura 10 

Flores secas de H. sabdariffa. 

 

 

 

 

Figura 11 

Flores seleccionadas para el extracto etanólico de H. sabdariffa. 
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Figura 12 

Almacenamiento del macerado de las flores secas de H. sabdariffa. 

 

 

 

Figura 13 

Pesado del extracto etanólico de H. sabdariffa. 
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Figura 14 

Preparación de la solución madre y de las concentraciones del extracto etanólico de H. 

sabdariffa. 
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Figura 15 

Concentraciones del extracto etanólico empleadas en el estudio. 
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Prueba de susceptibilidad bacteriana según el método modificado de difusión de Kirby-

Bauer 

Figura 16 

Preparación de placas de Petri con agar Müller-Hinton. 

 

 

Figura 17 

Preparación del tubo patrón 0.5 de McFarland. 
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Figura 18 

Siembra en agar Müller-Hinton con hisopo estéril impregnado con el inóculo bacteriano. 
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Figura 19 

Colocación de discos impregnados con diferentes concentraciones del extracto etanólico y de 

un disco control con solución salina estéril en el centro de cada placa. 
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Figura 20 

Ensayo de difusión en disco (Kirby-Bauer) mostrando la actividad inhibitoria del extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a E. coli BLEE. 
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Figura 21 

Ensayo de difusión en disco (Kirby-Bauer) mostrando la actividad inhibitoria del extracto 

etanólico de H. sabdariffa frente a Shigella sp. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 


