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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana constituye un problema creciente de salud publica que impulsa la
bisqueda de alternativas terapéuticas derivadas de plantas medicinales con actividad biologica
comprobada. Por ello, en este estudio se evaluo el potencial antimicrobiano y la seguridad hematica de
tres extractos vegetales, mediante el método de difusion en disco de Kirby-Bauer para determinar la
actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli (ATCC K12) y Staphylococcus aureus (ATCC Seattle
1945), utilizando ciprofloxacino como control positivo. La biocompatibilidad hematica se evaluo
mediante ensayo de hemolisis en eritrocitos humanos O+, con lectura espectrofotométrica a 540 nm.
Los extractos mostraron actividad antimicrobiana moderada, con halos de inhibicion entre 9-14 mm
frente a Escherichia coli y 7-14.33 mm frente a Staphylococcus aureus, representando porcentajes de
inhibicion relativa entre 20-39% respecto al control positivo. Peumus boldus presento el mayor efecto
frente a Staphylococcus aureus (14.33 mm). En la evaluacion hemolitica, Peumus boldus mostrd un
perfil no hemolitico (<2%), mientras que Lavandula angustifolia alcanzd 51.8% de hemolisis a 3000
ppm, disminuyendo a valores ligeramente hemoliticos en concentraciones menores. El presente estudio
revela que los extractos evaluados poseen actividad antimicrobiana moderada y perfiles de seguridad

variables, destacando Peumus boldus como el candidato mas prometedor.
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Potential of plant extracts against medically relevant microorganisms and
blood biocompatibility, in vitro analysis

ABSTRACT

Antimicrobial resistance represents a growing public health concern that has driven the search for
therapeutic alternatives derived from medicinal plants with proven biological activity. Therefore, this
study evaluated the antimicrobial potential and hematological safety of three plant extracts using the
Kirby—Bauer disk diffusion method to determine antimicrobial activity against Escherichia coli (ATCC
K12) and Staphylococcus aureus (ATCC Seattle 1945), with ciprofloxacin used as a positive control.
Hemocompatibility was assessed through a hemolysis assay in human O+ erythrocytes, with
spectrophotometric readings at 540 nm. The extracts demonstrated moderate antimicrobial activity, with
inhibition halos ranging from 9-14 mm against Escherichia coli and 7-14.33 mm against
Staphylococcus aureus, representing relative inhibition percentages between 20-39% compared to the
positive control. Peumus boldus exhibited the greatest effect against Staphylococcus aureus, (14.33
mm). In the hemolytic evaluation, Peumus boldus showed a non-hemolytic profile (<2%), whereas
Lavandula angustifolia reached 51.8% hemolysis at 3000 ppm, decreasing to slightly hemolytic values
at lower concentrations. This study reveals that the evaluated extracts possess moderate antimicrobial

activity and variable safety profiles, highlighting Peumus boldus as the most promising candidate.
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INTRODUCCION

La resistencia antimicrobiana constituye una de las principales amenazas para la salud publica global,
debido a la disminucion progresiva en la eficacia de los antibidticos convencionales y al incremento de
infecciones causadas por microorganismos multirresistentes (Gupta P. et al., 2025). Este fendmeno ha
sido ampliamente documentado en patégenos prioritarios, incluidos aquellos agrupados en el grupo
ESKAPE (grupo de patdégenos multirresistentes), caracterizados por su elevada capacidad de evadir
tratamientos terapéuticos y generar complicaciones clinicas significativas (Sadeghi et al., 2025). En este
contexto, la bisqueda de nuevas alternativas antimicrobianas ha impulsado el interés por los productos
naturales de origen vegetal, los cuales representan una fuente diversa de compuestos bioactivos con
potencial farmacologico (Angelini, 2024; Yuan G. et al., 2024).

Los metabolitos secundarios derivados de plantas, tales como flavonoides, alcaloides, terpenos y
compuestos fendlicos, han demostrado actividad frente a una amplia variedad de microorganismos,
actuando mediante multiples mecanismos de accion (Yuan Z. et al., 2021). Entre estos se incluyen la
disrupcion de la membrana celular bacteriana, la inhibiciéon de enzimas clave en el metabolismo
microbiano y la interferencia con sistemas de transporte como las bombas de eflujo, contribuyendo asi
a contrarrestar la resistencia bacteriana (Martinez-Klimova et al., 2024). La naturaleza multicomponente
de los extractos vegetales favorece ademas la accidn sinérgica entre sus constituyentes, lo que puede
reducir la probabilidad de desarrollo de resistencia en comparacion con antibidticos de blanco tinico
(Angelini, 2024; Atanasov, 2026).

Diversos estudios recientes han evidenciado que los compuestos derivados de plantas no solo poseen
actividad antimicrobiana directa, sino que también pueden potenciar la eficacia de antibidticos
convencionales mediante la modulacién de mecanismos de resistencia bacteriana (Gupta D. et al., 2024).
En particular, la interaccion de compuestos naturales con la membrana bacteriana ha sido identificada
como un mecanismo clave, ya que permite comprometer la integridad estructural de la célula microbiana
y facilitar la accion de otros agentes antimicrobianos (Epand et al., 2022). Asimismo, la actividad
bioldgica de estos compuestos depende de su estructura quimica, lo cual influye directamente en su

capacidad de interaccion con blancos celulares especificos, como se ha demostrado en estudios frente a

cepas resistentes de Staphylococcus aureus (Wang et al., 2023).




En el ambito de la investigacion fitoquimica, el desarrollo de técnicas de extraccion, aislamiento y
caracterizacion ha permitido optimizar la obtencion de compuestos bioactivos a partir de plantas
medicinales, mejorando la reproducibilidad y el potencial terapéutico de los extractos obtenidos (Kumar
et al., 2024). En este sentido, el uso de extractos etanolicos se ha consolidado como una estrategia
eficiente para recuperar compuestos de polaridad intermedia con actividad biologica relevante (Yuan G.
et al., 2024). Ademas, la diversidad de especies vegetales en regiones como América Latina ha sido
identificada como una fuente importante de compuestos con actividad frente a microorganismos
patogenos, lo que refuerza la relevancia de explorar especies de uso tradicional en estudios
experimentales (Saldanha et al., 2023; Woo et al., 2023).

A pesar de estos avances, la evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos vegetales requiere el
uso de metodologias estandarizadas que permitan comparar resultados de manera confiable. El método
de difusion en agar tipo Kirby-Bauer, recomendado por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), es ampliamente utilizado para determinar la sensibilidad bacteriana mediante la medicion de
halos de inhibicion generados por agentes antimicrobianos (Yuan G. et al., 2024). Sin embargo, en el
caso de extractos vegetales, factores fisicoquimicos como la polaridad, el tamafio molecular y la
complejidad de la mezcla pueden influir en su capacidad de difusion en el medio, lo que debe
considerarse al interpretar los resultados obtenidos (Yuan Z. et al., 2021)

Por otra parte, la evaluacion del potencial terapéutico de extractos vegetales debe complementarse con
estudios de biocompatibilidad que permitan determinar su seguridad en sistemas biologicos. En este
contexto, el ensayo de hemolisis constituye una herramienta relevante para evaluar la integridad de la
membrana celular en eritrocitos humanos, proporcionando informacion preliminar sobre la posible
citotoxicidad de los compuestos evaluados. Se ha demostrado que ciertos metabolitos, particularmente
aquellos de naturaleza lipofilica, pueden interactuar con la bicapa lipidica de las células, generando
efectos hemoliticos a concentraciones elevadas (Epand et al., 2022).

En conjunto, estos antecedentes evidencian la necesidad de estudios integrales que permitan evaluar
simultaneamente la actividad antimicrobiana y la biocompatibilidad de extractos vegetales. En este

sentido, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de extractos

etandlicos de Peumus boldus, Lavandula angustifolia y Cymbopogon citratus frente a Escherichia coli




ATCC K12y Staphylococcus aureus ATCC Seattle 1945 mediante el método de difusion en agar Kirby-
Bauer, asi como determinar su biocompatibilidad hematica mediante un ensayo de hemolisis en
eritrocitos humanos tipo O+.

Materiales y Métodos

Actividad antimicrobiana

El estudio empled extractos etandlicos obtenidos de Peumus boldus, Lavandula angustifolia y
Cymbopogon citratus, los cuales fueron evaluados frente a dos cepas bacterianas de referencia:
Escherichia coli (ATCC K12) y Staphylococcus aureus (ATCC Seattle 1945). Para el estudio de la
actividad antimicrobiana de los extractos, se emple6 el método de difusion en agar “Kirby-Bauer” con
discos estandarizado recomendado por el CLSI, utilizando agar tripticaseina de soya e impregnando
discos de papel con concentraciones de 12, 25 y 50 ug/mL (microgramos por mililitro) de cada extracto.
Se empled ciprofloxacino como control positivo (Sdnchez-Bautista et al., 2018) y caldo estéril como
control negativo. Tras 24 horas de incubacion a 37 °C, para la interpretacion de los resultados se tuvo
en cuenta la formacion o la ausencia de halo de inhibicion de crecimiento. La lectura se realizé midiendo
el diametro del halo de inhibicion de crecimiento en milimetros.

Ensayo de hemolisis

La biocompatibilidad hematica se evalud a través de un ensayo de hemolisis utilizando eritrocitos
humanos tipo O+, expuestos a diluciones de los extractos comprendidas entre 93.75 y 3000 ppm (partes
por millén), con incubacion durante 30 minutos a 37°C y posterior lectura espectrofotométrica a 540
nm (nandmetros) para cuantificar la liberacion de hemoglobina (Elizondo-Luevano et al., 2024). Los
resultados obtenidos al buscar un efecto hemolitico en los extractos han sido interpretados basandonos
en el criterio sugerido por Mesdaghinia et al. (2019), quien reporta que se puede considerar ligeramente
hemolitico cuando los resultados son entre 2- 5% y > 5% hemolitico.

Resultados y Discusion

Los ensayos de actividad antimicrobiana mediante difusién en disco revelaron que los extractos
etandlicos poseen una actividad moderada frente a las cepas evaluadas. Frente a Escherichia coli, los

halos de inhibicion se situaron entre 9 y 14 mm (milimetros) (Tabla I), destacando el extracto de

Cymbopogon citratus (zacate limon) con inhibiciones especificas entre 10 y 12.66 mm.




Tabla I. Didmetro promedio del halo de inhibicion de extractos vegetales Peumus boldus,
Lavandula angustifolia y Cymbopogon citratus frente a Escherichia coli.

Bacteria Extracto Concentracion pg/mL X+S % de inhibicion
50 11£2 27.73%
25 9.33+£0.58 23.53%
Peumus
E. coli 12 9.67£1.15 24.37%
boldus
C- - 0%
C+ 39.67+£10.02 -
50 10.33£1.15 26.05%
25 10+£1 25.21%
Lavandula
E. coli 12 10.67£1.15 26.89%
angustifolia
C- - 0%
C+ 39.67£10.02 -
50 12.66+1.15 31.93%
25 11+1 27.73%
Cymbopogon
E. coli 12 10+£1 25.21%
citratus frente
C- - 0%
C+ 39.67+£10.02 -

*Los datos corresponden a los didmetros promedio de halo de inhibicién (mm) frente a Escherichia coli, expresados como

media + desviacion estandar de tres réplicas independientes. Elaboracion: propia.

En el caso de Staphylococcus aureus, los halos oscilaron entre 7 y 14.33 mm (Tabla II), el extracto de

Peumus boldus (boldo) mostro la mayor eficacia (14.33 mm), mientras que Cymbopogon citratus resulto

ser el menos eficaz contra esta bacteria grampositiva. Al comparar estos resultados con el control

positivo (ciprofloxacino), los porcentajes de inhibicion relativa para todos los extractos variaron entre

el 20 % y el 39 %.




Tabla II. Didmetro promedio del halo de inhibicién de extractos vegetales Peumus boldus,
Lavandula angustifolia y Cymbopogon citratus frente a Staphylococcus aureus.

Bacteria Extracto Concentracion pg/mL X+S % De Inhibiciéon
50 12.33+1.15 33.64%
25 13.33+4.93 36.36%
Peumus
S. Aureus 12 1433 +£7.51 39.09%
boldus
C- - 0%
C+ 36.66 +£5.77 -
50 12+ 1.73 32.73%
25 10 £1.00 27.27%
Lavandula
S. Aureus 12 12.33 £1.53 33.64%
angustifolia
C- - 0%
C+ 36.66 £5.77 -
50 13 +£1.00 35.45%
25 11 +1.00 30%
Cymbopogon
S. Aureus 12 7.33 £0.58 20%
citratus
C- - 0%
C+ 36.66 £5.77 -

Los datos corresponden a los diametros promedio de halo de inhibicion (mm) frente a Staphylococcus aureus, expresados como

media + desviacion estandar de tres réplicas independientes. Elaboracion: propia.

En cuanto al perfil hemolitico los resultados obtenidos al buscar un efecto hemolitico en los extractos
se clasificaron basandonos en el criterio segun Mesdaghinia et al. (2019), quien reporta que se puede
considerar ligeramente hemolitico cuando los resultados son entre 2- 5% y > 5% hemolitico.

En la evaluacion hemolitica, el extracto de Peumus boldus presentd valores de hemolisis entre 0.78 % y

1.56 % por lo que se denomind perfil no hemolitico incluso a concentraciones de 3000 ppm, mientras

que Lavandula angustifolia mostr6 un perfil hemolitico marcado, alcanzando 51.8 % a una




concentracion de 3000 ppm y reduciéndose a 4.77 % en la concentracion de 187.5 ppm esta
concentracion se denomin6 como ligeramente hemolitico.

Los resultados obtenidos mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer) revelaron que los
extractos etanolicos de Peumus boldus, Lavandula angustifolia y Cymbopogon citratus poseen una
actividad antimicrobiana frente a las cepas de Escherichia coli ATCC K12 y Staphylococcus aureus
ATCC Seattle 1945. Los halos de inhibicién observados, que oscilaron entre 7.33 y 14.33 mm,
representan un efecto relativo del 20 % al 39 % en comparacién con la potencia del ciprofloxacino; este
nivel de inhibicion es consistente con la literatura cientifica reciente, la cual reporta diametros de entre
8 y 16 mm para extractos vegetales crudos no fraccionados evaluados bajo lineamientos CLSI (Bibi et
al., 2025; Elmi et al., 2025; Koide da Silva et al., 2021). Esta concordancia sugiere que, aunque los
extractos evaluados no alcanzan la eficacia de un antibidtico sintético purificado, mantienen un perfil
fitoquimico robusto capaz de interferir con el crecimiento de bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas en condiciones controladas (Béilasoiu Jigdu et al., 2024; Gao et al., 2020; Massoud et al.,
2024).

Actividad frente a Escherichia coli

Frente a Escherichia coli, el extracto de Cymbopogon citratus presentd mayor efecto inhibitorio,
alcanzando 12.66 + 1.15 mm a 50 ug/mL (31.93 % de inhibicion relativo), 11 £ 1 mm a 25 pg/mL (27.73
%)y 10+ 1 mma 12 ug/mL (25.21 %). Estos valores se situan dentro del rango reportado por el estudio
publicado en Journal of Ethnopharmacology, donde extractos etanolicos de Cymbopogon citratus
generaron halos de 11-15 mm frente a cepas de Escherichia coli (Costa et al., 2011). De manera similar,
investigaciones recientes en Frontiers in Cellular and Infection Microbiology atribuyen la actividad
antimicrobiana al citral lo que explica la inhibicion observada incluso con extractos no purificados (Gao
et al., 2020). Asimismo, el estudio en Plants reportd halos entre 10 y 14 mm para extractos ricos en
terpenoides, cifras similares a las obtenidas en este estudio (Balasoiu Jigdu et al., 2024). Las diferencias
con estudios que reportan halos superiores a 15 mm pueden explicarse por el empleo de aceites

esenciales purificados o concentraciones efectivas mas altas de metabolitos activos (Gonzalez-Pastor et

al., 2023).




En contraste, el extracto de Peumus boldus evidencid actividad frente a Escherichia coli, con halos de
11£2 mm (27.73%) a una concentracion de 50 pg/mL, y valores cercanos a los 9 mm en las
concentraciones de 25 y 12 pg/mL. Estos resultados guardan una estrecha relacion con lo reportado en
estudios previos donde extractos etandlicos de boldo frente a bacterias Gram negativas generaron zonas
de inhibicion en un rango de 8 a 13 mm (Koide da Silva et al., 2021). Resulta notable la ausencia de una
relacion dosis-respuesta estrictamente lineal en los puntos de menor concentracion (25 y 12 pg/mL).
Este fenomeno no es aislado en la bioprospeccion de productos naturales; como se ha documentado
anteriormente, la complejidad fitoquimica de los extractos crudos puede modular la dinamica de
difusion en el agar (Gonzalez-Pastor et al., 2023).

Actividad frente a Staphylococcus aureus

En el caso de Staphylococcus aureus, se observo mayor susceptibilidad general, lo cual es consistente
con la literatura que describe mayor sensibilidad de bacterias Gram positivas a compuestos fenolicos y
alcaloides vegetales (Bhinge et al., 2017). El extracto de Peumus boldus alcanzé 14.33 £ 7.51 mm a 12
pg/mL (39.09 %), 13.33 £ 4.93 mm a 25 pg/mL (36.36 %) y 12.33 + 1.15 mm a 50 pg/mL (33.64 %).
Estas cifras se alinean con lo descrito en Pharmaceutical Biology donde extractos ricos en compuestos
fenolicos produjeron halos de 12-16 mm frente a Staphylococcus aureus (Bhinge et al., 2017).
Asimismo, el analisis publicado en Antioxidants destaca el papel de flavonoides y alcaloides en la
inhibicion de bacterias Gram positivas, lo que respalda el desempefio superior del boldo frente a esta
cepa (Polanco et al., 2024; Uwaiya et al., 2025). El extracto de Lavandula angustifolia mostro halos
entre 10 y 12.33 mm (27-33 %), valores concordantes con lo reportado en Food Science and Nutrition
y en Antibiotics donde se describen halos de 9—13 mm con extractos etanolicos de lavanda (Bibi et al.,
2025; Elmi et al., 2025).

Asimismo, la literatura reconoce que la difusion de compuestos vegetales en agar depende de su
polaridad, tamafio molecular y afinidad con la matriz del medio (Bibi et al., 2025; Woo et al., 2023). Por
tanto, halos moderados no implican necesariamente baja potencia intrinseca, sino posibles limitaciones

fisicoquimicas de difusion. (Elmi et al., 2025; Koide da Silva et al., 2021).

Biocompatibilidad hematica de los extractos




En relacion con la biocompatibilidad hematica, el analisis se interpretd segun el criterio propuesto por
Mesdaghinia et al. (2019), considerando <2 % como no hemolitico, 2—5 % como ligeramente hemolitico
y >5 % como hemolitico. Bajo este marco, Peumus boldus presentd valores entre 0.78 % y 1.56 %,
clasificindose como no hemolitico (Figura I). Este perfil coincide con lo reportado en ACS Omega y en
Life, donde extractos vegetales ricos en antioxidantes mostraron hemolisis inferior al 2 % en modelos
similares (Bélagoiu Jigdu et al., 2024; Elizondo-Luevano et al., 2024).

Figura I: Porcentaje de hemolisis para las distintas concentraciones del extracto de Peumus boldus. Se
observa un comportamiento no lineal, con valores maximos de hemolisis a concentraciones intermedias
(250-500 ppm) y una disminucion progresiva a concentraciones elevadas (1500-3000 ppm). El punto
rojo indica el valor de referencia o control (1,11% a 125 ppm). Elaboracion: propia.
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En contraste, Lavandula angustifolia alcanzé 51.8% a 3000 ppm, clasificandose como hemolitico
(Figura II). Este hallazgo es consistente con lo reportado en MethodsX y en American Journal of Plant
Sciences, donde aceites esenciales ricos en monoterpenos demostraron capacidad de alterar la membrana

eritrocitaria a concentraciones elevadas (de Carvalho Selvati-Rezende et al., 2017; Elmi et al., 2025;

Massoud et al., 2024).




Figura II: Porcentaje de hemolisis para las distintas concentraciones del extracto de Lavanda
angustifolia. A bajas concentraciones (125 ppm) se registra el valor mas alto (144,36%), con una caida
pronunciada hasta 500 ppm (9,69%). A partir de este punto, los valores aumentan gradualmente hasta
51,80% a 3000 ppm, sugiriendo un comportamiento bifasico dependiente de la concentracion.
Elaboracion: propia.

160,00

140,00 144,36%

120,00
100,00
80,00

60,00 51,80%

40,00 31,93%

22,76%

20,00 14,14%

9,69%

0,00
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

En conjunto, los resultados indican que Cymbopogon citratus presenta mejor desempefio frente a Gram
negativas, mientras que Peumus boldus muestra el mejor equilibrio entre actividad antimicrobiana y
biocompatibilidad hematica. Aunque la potencia es inferior a la del control positivo (ciprofloxacino), la
naturaleza multicomponente de los extractos sugiere potencial para aplicaciones topicas o como fuentes
de moléculas lideres para estudios de fraccionamiento. Futuros estudios deberian incluir determinacioén
de Concentracion Inhibitoria Minima (MIC) y Concentracion Bactericida Minima (MBC) mediante
microdilucion, analisis de fracciones purificadas y evaluacion citotoxica en lineas celulares humanas, lo
que permitird una caracterizacion mas precisa del potencial terapéutico de estos extractos vegetales.
CONCLUSIONES

Los extractos de Peumus boldus y Cymbopogon citratus demostraron actividad antimicrobiana
moderada frente a bacterias de interés clinico, mientras que Lavandula angustifolia, presentd efectos
hemoliticos a altas concentraciones, lo que limita su seguridad en posibles aplicaciones sistémicas. Entre
los extractos evaluados, Peumus boldus destacé como el candidato mas prometedor al presentar un
equilibrio favorable entre actividad antimicrobiana y biocompatibilidad hematica.

Estos hallazgos respaldan el potencial de los extractos vegetales como fuente de compuestos bioactivos

con aplicaciones en el desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas frente a la creciente resistencia




antimicrobiana. No obstante, la actividad observada fue inferior a la del control antibidtico, lo que

sugiere la necesidad de procesos de purificacion, aislamiento de compuestos activos y evaluacion de

posibles efectos sinérgicos.
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