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Resumen

Los productos naturales tales como los extractos de plantas y/o sus compuestos 
puros proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo de nuevas drogas que pue-
dan ser utilizadas para el control microbiano. Existen pruebas estandarizadas in vitro 
conocidas como bioensayos de susceptibilidad antimicrobiana, las cuales son técnicas 
esenciales en la búsqueda de actividades biológicas de nuevos compuestos naturales.

Dentro de los principales métodos de evaluación preliminar de la actividad antimi-
crobiana se encuentran los métodos de difusión en disco y difusión del pozo en agar, 
mediante los cuales se determina en forma cualitativa el efecto antimicrobiano de los 
extractos de plantas sobre los microorganismos de interés, los resultados obtenidos se 
expresan midiendo el diámetro de los halos de inhibición producido por los extractos.

Por otro lado los métodos de dilución son apropiados para la determinación 
cuantitativa de la actividad antimicrobiana, la técnica más utilizada es la denomi-
nada concentración mínima inhibitoria (CMI), con la cual se define la concen-
tración mínima capaz de inhibir el crecimiento visible del microorganismo. Esta 
técnica puede ser mejorada con la ayuda de indicadores REDOX, que son utiliza-
dos generalmente para la determinación del crecimiento/viabilidad microbiana.

Una vez que se ha establecido de forma cualitativa y cuantitativa el efecto antimicro-
biano de los extractos es conveniente determinar el compuesto responsable de dicha 
actividad. La bioautografía es la técnica más utilizada para tal fin ya que nos indica 
directamente la localización del compuesto de interés en una cromatografía de capa 
delgada. Dicho compuesto puede ser obtenido en cantidades suficientes, utilizando 
técnicas como la cromatografía en columna y la cromatografía en capa preparativa para 
realizar diferentes bioensayos o para caracterizarlo mediante técnicas espectroscópicas. 

Las metodologías para determinar la actividad antimicrobiana de extractos de 
plantas son muy variadas, sin embargo, siempre aportan información muy valiosa 
para la búsqueda preliminar de compuestos con propiedades antimicrobianas. Es 
importante tomar en cuenta los factores que pueden causar variaciones en los 
resultados, de ahí la importancia de la estandarización de los métodos y la reco-
mendación es evaluar la actividad antimicrobiana por métodos ya estandarizados. 
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3.1. Introducción

Desde la antigüedad han sido empleadas las plantas para diferentes fines ya sean 
en el área de alimentos (condimento), en la cosmetología y en la médica princi-
palmente enfocados a curar o prevenir diversas enfermedades (Negroni, 2000). 
Los productos naturales tales como los extractos de plantas y/o sus compuestos 
puros proveen oportunidades ilimitadas para el desarrollo de nuevas drogas que 
puedan ser utilizadas para el control microbiano. A este respecto, el desarrollo 
de farmacéuticos comienza con la identificación de los principios activos, para 
después utilizando diversos ensayos biológicos obtener información sobre la 
capacidad antimicrobiana del compuesto de interés, ya sea obteniendo la con-
centración mínima inhibitoria o la concentración mínima bactericida (Ncube, 
Afolayan & Okoh, 2008). Para determinar su correcta evaluación existen pruebas 
estandarizadas que se llevan a cabo con el fin de valorar su actividad, en especial 
la antimicrobiana, a través de diferentes métodos in vitro principalmente desa-
rrollados en el laboratorio y así establecer a qué microorganismos son sensibles 
o muestran una resistencia ya sean a bacterias, hongos y protozoos (Ramirez & 
Marin, 2009); además se deben considerar diversos ensayos de toxicidad, para 
asegurar su consumo (Cos, Vlietinck, Berghe & Maes, 2006). 

Estas pruebas estandarizadas son de vital importancia, debido a que la actividad 
biológica de extractos de plantas o sus compuestos puros es evaluada en todo 
el mundo por diferentes grupos de investigación. Esto es relevante debido a 
que se pueden obtener diferentes beneficios de los métodos antes menciona-
dos como son el establecer una terapia alterna, una vez que el extracto vegetal 
ha sido evaluado en diferentes concentraciones, considerando sus propiedades 
antimicrobianas y tóxicas, además de establecer el descubrimiento de nuevos 
mecanismos de acción de los extractos vegetales, generar una base de datos que 
permitan seleccionar los diferentes extractos vegetales para el tratamiento de 
diversas afectaciones médicas, hasta desarrollar políticas de uso de los extractos 
vegetales estudiados (Taroco, Seija & Vignoli, 2006). 

Las pruebas de susceptibilidad microbiana son técnicas esenciales en la inves-
tigación y los resultados pueden variar dependiendo de una gran cantidad de 
factores involucrados en el desarrollo de las mismas (Bakht, Humaira, Madiha 
& Haq, 2015). Desde la selección de las plantas, el tipo de extracción, la elección 
de bioensayos apropiados hasta detalles como la cantidad de inóculo y técnica 
utilizada para la determinación de actividad antimicrobiana, pueden influir en los 
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resultados de una manera contundente. Los métodos antimicrobianos y antifún-
gicos, están clasificados en tres grupos principales: difusión, dilución y métodos 
bioautográficos (Ramirez & Marin, 2009).

Los ensayos de sensibilidad deben estar estandarizados y sujetos a procesos de 
control que aseguren su reproducibilidad. Y aunque no existe una reglamentación 
y/o estandarización de la metodología para la evaluación de la capacidad inhibi-
toria de los extractos de plantas, como está establecido para los antibióticos, la 
mayoría de los métodos están basados en los utilizados para evaluar la resistencia 
y/o susceptibilidad a antibióticos. Los métodos para evaluar la actividad de ex-
tractos sobre bacterias y hongos suelen ser similares, variando la preparación del 
inóculo, medio de cultivo, temperatura y el tiempo de incubación (Cowan, 1999).

Método de difusión. Es un método cualitativo, que se caracteriza por ser de fácil 
estandarización y está indicado para microorganismos no exigentes y crecimiento 
rápido. Este método está apoyado por datos clínicos y de laboratorio y además 
presenta la ventaja de ser reproducible; el método se desarrolla en base a los 
fundamentos descritos por (Bauer, Kirby, Sherris & Turck, 1966) en el método 
de Kirby-Bauer. Esta técnica se puede realizar ya sea en pozo o disco ya que 
actualmente ambos se encuentran estandarizados y son recomendados por el 
Subcomité de ensayos de susceptibilidad del NCCLS, de los Estados Unidos 
(Ramirez & Marin, 2009).

Se recomienda su empleo cuando una bacteria se aísla y se desconoce su sensi-
bilidad, sobre todo si se conoce que el microorganismo presenta resistencia a los 
antimicrobianos más frecuentes y además, cuando se sabe que el microorganismo 
tiene sensibilidad a cierto medicamento, pero el paciente presenta una alergia 
hacia él, para estudiar nuevas alternativas de tratamiento a través de extractos 
naturales (Taroco et al., 2006).

A través de este método se determina en forma cualitativa el efecto de ciertas 
sustancias a estudiar sobre cepas bacterianas las cuales pueden provenir de mues-
tras aisladas de pacientes o bien ser de referencia (ATCC). El método se desa-
rrolla en base a la relación entre la concentración de la sustancia necesaria para 
inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibición de crecimiento en la superficie 
de una placa de agar con un medio de cultivo adecuado y que se encuentra sem-
brado de forma homogénea con el microorganismo a estudiar y sobre el cual se 
coloca un papel filtro de 6 mm de diámetro o se deposita en un pozo en el agar 
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de la placa una cantidad determinada de la sustancia a probar. Una desventaja que 
se presenta cuando la sustancia a probar es un extracto natural es el papel filtro 
Whatman debido a que contiene celulosa y esta posee grupos hidroxilos libres 
presentes en cada glucosa haciendo que la superficie del disco sea hidrofílica 
actuando directamente con algunos compuestos catiónicos de los productos na-
turales absorbiéndolos en la superficie del disco impidiendo la difusión de estos 
en el agar; lo que explica porqué el método de pozo es más sensible (Burgess, 
Jordan, Bregu, Mearns-Spragg & Boyd, 1999).

3.2. Metodología

3.2.1. Técnica de difusión en placa

•  Material vegetal. La planta colectada se debe secar en la sombra a tempera-
tura ambiente, posteriormente la planta seca es triturada para llevar a cabo el 
proceso de extracción. 

•  Microorganismos. Es importante de establecer si estos provienen de mues-
tras clínicas de paciente o si son cepas de referencia ATCC con la finalidad 
de conocer las condiciones físico-químicas específicas de cada uno de los 
microorganismos en estudio y que estos no sean factores que influyan de 
manera negativa en el procedimiento.

•  Medio de cultivo. Cuando las cepas se encuentran liofilizadas se cultivan en 
caldo para posteriormente preservarse en agar inclinado en tubo (bacterias). 
El tipo de agar para el tubo inclinado dependerá del tipo de microorganismo, 
aunque los medios más recomendados son infusión cerebro y corazón (ICC), 
agar soya tripticasa (TSA), agar Mueller Hinton (MH) o agar nutritivo. En el 
caso de hongos y levaduras, se recomienda agar Saboreaud-Dextrosa. Las tem-
peraturas de incubación, varían dependiendo del microorganismo en cuestión, 
siendo la temperatura de 35±2°C para la mayoría de las bacterias mientras que 
para hongos y levaduras la temperatura recomendada es de 29±2°C. El tiempo 
de incubación puede variar de 24-48 h, mientras que para el crecimiento de 
hongos se recomiendan de 5 a 7 d. Para las pruebas de actividad antimicrobia-
na se deben incubar según las condiciones descritas anteriormente aplicando 
el método de pozo o de disco. Para la técnica de difusión en pozo algunos 
medios son recomendados para microorganismos específicos, tal es el caso 
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del agar Baird-Parker para el cultivo de Staphylococcus aureus; el agar McConkey 
para Escherichia coli; agar sangre para Streptococcus β hemolítico y agar Saboreaud-
Dextrosa para Saccharomyces cerevisiae; para el método de disco se emplea coti-
dianamente Muller Hilton a excepción de las levaduras en las que se emplea el 
medio descrito en el método modificado de pozo en agar. 

•  Preparación del inóculo. Una vez cultivadas las cepas en el medio incli-
nado, se toman con el asa inóculos del cultivo colocándose en un tubo con 
solución salina (0.85%) se debe ajustar el inóculo a 0.5 unidades (108 cel/mL) 
según la escala de Mc Farland y se verifica con la absorbancia a 580 nm cer-
cana al 25%. 

3.2.1.1.  Método de difusión en Disco (Kirby-Bauer)

Se realiza la inoculación y siembra sobre la superficie de los agares Mueller Hin-
ton (bacterias) y Saboreaud-Dextrosa (levadura). Se impregnan de 10 a 25 µL 
de los extractos, estándares y blancos en cada uno de los discos de papel filtro 
Whatman N° 42 por triplicado y se colocan sobre la superficie de la placa de 
agar inoculada. Estas se incuban invertidas a 35±2°C por 24 h para bacterias y 
a 29±2°C por 48 h en caso de levaduras, posteriormente se miden los halos de 
inhibición incluyendo el diámetro de los discos (Figura 1).

Figura 1. Halos de inhibición producidos por extractos de plantas mediante la técnica de difusión en disco



83ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

3.2.1.2.  Método modificado de pozos de agar

Se deposita el inóculo y se siembra sobre las superficies del agar selectivo 
estipulado para este método; seguido de ello se hacen los pozos sobre la su-
perficie del agar con el apoyo de un sacabocados estéril de 6 mm de diámetro 
y en cada uno de ellos se deposita de 10 a 25 µL de los extractos a evaluar, 
estándares (control positivo y negativo) y blanco por triplicado, se deja reposar 
por espacio de 30 min (para evaporar el líquido), finalmente se incuba con la 
caja invertida a 35±2°C por 24 h para bacterias y a 29±2°C por 48 h en caso 
de levaduras, posteriormente se miden los halos de inhibición (Figura 2) (Rios, 
Recio & Villar, 1988).

3.2.2. Métodos de dilución

Estos métodos son apropiados para la determinación cuantitativa de la actividad 
antimicrobiana (Klančnik, Piskernik, Jeršek & Možina, 2010). En esta técnica una 
cantidad de extracto de planta o compuesto activo, es mezclado con una cantidad 
de medio de cultivo. Puede ser llevado a cabo tanto en medio sólido como en 
medio líquido. La concentración final deseada debe ser considerada p/v o v/v 
con respecto al medio de cultivo. 

Figura 2. Halos de inhibición producidos por extractos de plantas mediante la técnica de difusión en pozo
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3.2.2.1. Dilución en agar

En este método, el agar es mezclado con una cantidad de extracto de planta o 
compuesto activo para obtener una concentración final con el medio. Por ejem-
plo, si tuviésemos un extracto crudo del que no conociéramos su concentración, 
podría agregarse una alícuota en peso (mg, µg) aforando a un volumen final; es 
decir si tuviésemos una alícuota de 100 µg y completáramos el volumen con el 
medio de cultivo a 1 mL tendríamos una concentración de 100 µg/mL. Poste-
riormente, se siembra por extensión en la superficie del agar 1 mL del cultivo 
microbiano incubándose por tiempo determinado para cada tipo de microorga-
nismo. Para este método, la concentración mínima inhibitoria (CMI) se define 
como la menor concentración capaz de inhibir al microorganismo y por lo tanto 
no hay crecimiento visible. La desventaja de este método radica en la gran can-
tidad de medio que se coloca en la placa Petri regular (23 mL aprox) por lo que 
se requiere gran cantidad de extracto y/o compuesto. Para contrarrestar esto, 
pueden utilizarse placas pequeñas o placas de tres divisiones sembrando 100 µL 
de cultivo microbiano. Esto con el fin de utilizar menor cantidad de agar, extracto 
y/o compuesto. También puede sembrarse por goteo mediante el método de Mi-
les y Misra (descrito más adelante) con lo que podrían sembrarse en una misma 
placa, cepas diferentes. A pesar de esta recomendación, hay que tener cuidado 
con la cantidad de humedad contenida en el agar, pues al sembrar por goteo, las 
gotas pueden migrar a través del agar y juntarse unas con otras. Por ello es de 
suma importancia que las placas tengan la prueba de esterilidad que ayudará a 
evitar un exceso de humedad en el medio.

3.2.2.1.1. Dilución en medio líquido

En el caso de dilución en medio de cultivo líquido (dilución en caldo), se proce-
derá de la misma forma descrita en la sección anterior para obtener una concen-
tración final del extracto en el medio, sin embargo, la interpretación de los resul-
tados se realiza de manera diferente, por turbidimetría e indicadores REDOX, 
que son utilizados generalmente para la determinación del crecimiento/viabilidad 
microbiana. Para este tipo de técnicas se requiere un espectrofotómetro en el cual 
se realizan lecturas a una densidad óptica (DO) de 600 nm para la determinación 
de crecimiento microbiano y de 540-570 nm cuando se utiliza REDOX. Las 
desventajas de la turbidimetría se presentan en aquellos compuestos no solubles 
que pudieran interferir con la lectura. Es por ello de suma importancia utilizar 
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un control de crecimiento (medio de cultivo y microorganismo sin adición de 
compuesto o extracto) así como un blanco que contenga medio de cultivo y el 
compuesto en cuestión sin adición del microorganismo. 

En el caso de los indicadores REDOX, los utilizados principalmente son el 
bromuro de difeniltetrazolio (MTT) y resazurina. El primero está basado en 
la conversión del MTT a formazán por las células metabólicamente activas, 
produciendo un color púrpura directamente proporcional a la viabilidad celu-
lar; normalmente se prepara en una concentración de 0.5% con agua destilada 
(v/v) después de 24-48 h de incubación o el requerido por el microorganismo. 
Una vez adicionado el MTT la reacción se lleva a cabo en 3-5 h, presentán-
dose un viraje a azul en aquellos cultivos en donde haya viabilidad celular. 
Los cultivos deben ser centrifugados para recuperar el formazán al cual se le 
adiciona dimetil sulfóxido (DMSO) para disolverlo, finalmente se lee a una 
DO de 540-570 nm dependiendo de las indicaciones del fabricante, ya que hay 
casos en que el ensayo se proporciona a manera de «KIT» especificando la DO 
de lectura (Wang et al 2010). Este ensayo tiene la desventaja que el resultado 
no es directo, sino que se lleva a cabo en dos etapas, la reducción del MTT a 
formazán y la disolución de éste último en un compuesto orgánico siendo el 
DMSO el más utilizado.

El segundo método se basa en la reducción de resazurina a resofurina por 
las células metabólicamente activas, produciendo un color rosa directamente 
proporcional a las células viables. La resazurina se prepara con agua destilada 
a una concentración de 0.01% esterilizándose por filtración (Palomino et al., 
2002); después del tiempo de incubación requerido por el microorganismo, 
se agrega una alícuota (10% v/v) de la resazurina preparada y se deja incubar 
por 30 min más para observar el cambio de color. Este método tiene la ventaja 
de ser directo sin embargo hay que ser cuidadosos con las interferencias en 
la lectura que se pudieran presentar debido al tipo de compuestos o extractos 
adicionados.

Estos dos métodos pueden escalarse a micrométodos en donde los cultivos se 
realizan en placas de 96 pozos (microplacas), teniendo en cuenta las proporcio-
nes arriba mencionadas.

La CMI se considera aquella concentración en la que no haya viabilidad por lo 
tanto no hay cambio de color. 
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El método de dilución en medio líquido permite también determinar efecto 
bacteriostático o bactericida. Para hacer esta determinación se debe realizar un 
conteo en placa antes y después de la incubación, mediante la utilización de dilu-
ciones seriadas (1:10) en tubos con 9 mL de solución salina al 0.85%. Posterior-
mente se adiciona 1 mL del cultivo y se va diluyendo en serie pasando 1mL del 
tubo anterior al tubo nuevo las veces que se desee. Para inóculos muy grandes se 
recomienda una serie de 10 tubos, mientras que para inóculos pequeños, de 5 a 
6 diluciones. Al diluir se van obteniendo diluciones seriadas (10-1, 10-2, 10-3 etc.) 
por lo que al plaquear 1 mL de 10-1, el resultado obtenido se multiplica por el 
inverso de la dilución es decir por 10. Esto es, si la cuenta en placa de la dilución 
10-1 resultó en 150 colonias, el resultado final será 1500 UFC/mL. Si hubiese 
12 colonias en la dilución 10-2, el resultado se multiplicaría por 100 por lo que 
el conteo final quedaría como 1200 UFC/mL. Este método se puede escalar a 
micro-método colocando 1.8 mL de solución salina en tubo, adicionando 200 
µL del cultivo y en las subsecuentes diluciones. En el citado micro-método, se 
podrían plaquear 100 µL, por lo que el resultado final para 1 mL tendría que 
multiplicarse por 10 debido a que solo se plaqueó la décima parte. Es decir, si en 
la dilución 10-2 se obtuvieran 12 colonias, antes de multiplicarse por el inverso de 
la dilución, se multiplicaría por 10 (120 UFC) para posteriormente multiplicarse 
por el inverso: 120 × 100 = 12,000 UFC/mL. 

Para determinar si el efecto del extracto o compuesto en cuestión es bacteriostá-
tico o bactericida, se toma en cuenta el conteo en placa obtenido. Para conside-
rarse bactericida, no debe haber crecimiento en el cultivo, mientras que al obtener 
un crecimiento igual al inóculo inicial, se considera bacteriostático. Una de las 
técnicas utilizadas para el conteo bacteriano es la técnica de Miles y Misra (1938), 
en donde después de realizar las diluciones en tubo e incubar el tiempo determi-
nado, se toman alícuotas de 20 µL depositando en forma de gota en el agar (Lee 
et al., 2009). Por lo que en este caso, el resultado obtenido deberá multiplicarse 
por 50 para ajustar el resultado a 1 mL para posteriormente multiplicar por el 
inverso de la dilución. Es decir si en la dilución 10-2 se obtuvieron 9 colonias, 
este resultado se multiplicará por 50 antes de multiplicarse por el inverso de la 
dilución (9 × 50 = 450 × 100 = 45,000 UFC/mL). 

Los métodos de dilución en caldo son métodos que han permitido determinar 
la CMI de una gran cantidad de compuestos. Las ventajas de estos métodos 
sobre la difusión son la sensibilidad y reproducibilidad, además de ser utilizados 
para una gran cantidad de microorganismos. La concentración mínima bacteri-
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cida, normalmente refiere aquella concentración que causa la muerte total del 
microorganismo, por lo que requiere un plaqueo del cultivo que corrobore este 
hecho. Uno de los medios que se recomienda para este tipo de ensayos es el 
Muller Hinton para aquellos microorganismos que no se consideran fastidiosos 
también el Soya Tripticasa junto con el agar nutritivo, podrían considerarse para 
estos microorganismos. Hay que considerar los factores que pudiesen generar 
variaciones en el resultado, entre ellos el inóculo. Se recomienda un inóculo de 
105 para bacterias y de 104 para levaduras. Un inóculo muy bajo 102 dará falsos 
positivos, mientras que uno alto 108, dará falsos negativos. Aunado a esto, es 
importante tomar los inóculos de cultivos frescos que se encuentren en fase 
logarítmica (Cos et al., 2006).

3.2.3. Bioautografía

Este método es una variante del de difusión en agar, con la premisa de que el 
extracto crudo al que se le evaluarán las propiedades antimicrobianas, es co-
locado sobre una placa de cromatografía en capa fina (CCF), posteriormente 
es eluído con una mezcla apropiada de solventes, permitiendo la separación 
de los diferentes componentes del extracto (Ncube et al., 2008). La CCF es un 
método ideal para la separación de compuestos naturales debido a que después 
de eluir la cromatografía se evapora el solvente, evitando así la posible activi-
dad de el mismo (Cretu & Morlock, 2014; Jesionek, Choma, Majer-Dziedzic & 
Malinowska, 2014)

La bioautografía es empleada como una técnica preliminar de tamizaje fito-
químico, para detectar compuestos que afectan las tasas de crecimiento de mi-
croorganismos en mezclas y matrices complejas, como los extractos de plantas 
(Choma & Jesionek, 2015), se conoce como purificación guiada por bioensayos 
(Schmourlo, Mendonça-Filho, Alviano & Costa, 2005). Esta técnica tiene un 
gran número de ventajas ya que simplifica el proceso de aislamiento e iden-
tificación de compuestos antimicrobianos a partir de extractos crudos, utiliza 
relativamente muy poca cantidad de muestra, lo cual es ideal cuando se trabaja 
con extractos de plantas, además da una idea precisa de la polaridad de los 
compuestos activos (Runyoro, Matee, Ngassapa, Joseph & Mbwambo, 2006); 
es un ensayo práctico, fácil de realizar y es sumamente reproducible, una vez 
que se ha estandarizado la técnica (Silva, Simas, Batista, Cardarelli & Tomassini, 
2005). 
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Los métodos bioautográficos son divididos principalmente en tres categorías 
(Dewanjee, Gangopadhyay, Bhattacharya, Khanra & Dua, 2015): 

a)  Bioautografía por contacto. 
b)  Bioautografía directa. 
c)  Bioautografía por inmersión o por superposición de agar. 

Hay que considerar que antes, se debe seleccionar la fase móvil que proporcione 
mayor separación de los componentes del extracto con el fin de poder realizar la 
identificación del compuesto responsable con mayor facilidad.

3.2.3.1. Bioautografía por contacto

En este método se deben preparar placas Petri con agar Mueller Hinton (MH), 
posteriormente, la placa cromatográfica previamente eluída y sin restos de sol-
ventes, se coloca «cara abajo» sobre el agar inoculado con la cepa de interés, una 
vez colocada se debe permitir que los compuestos separados difundan hacia el 
agar, por lo que es recomendable mantener la CCF sobre el agar por 2 h. Des-
pués de esto, el cromatograma es retirado y la placa Petri será incubada conside-
rando las condiciones óptimas de crecimiento del microorganismo. Transcurrido 
el tiempo de incubación, la actividad antimicrobiana se evidencia mediante la 
aparición una zona de inhibición del crecimiento sobre la superficie del agar en 
el lugar donde el o los compuestos antimicrobianos estuvieron en contacto con 
la capa de agar (Horváth et al., 2010). 

3.2.3.2. Bioautografía directa

En este método, la cromatografía en capa delgada previamente eluída y sin 
restos de solventes, es sumergida en una suspensión del microorganismo de 
interés, el cual se encuentra en crecimiento activo y en un caldo de cultivo 
apropiado (Queiroz, Wolfender, Atindehou, Traore & Hostettmann, 2002), 
posteriormente la bioautografía se incuba en una cámara húmeda y bajo las 
condiciones apropiadas para el desarrollo del microorganismo utilizado, esto 
permitirá que la sílica cubierta con el caldo de cultivo sirva de soporte y per-
mita el crecimiento del microorganismo directamente sobre la CCF. Después 
del tiempo de incubación se observan las zonas donde no hay crecimiento, las 



89ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

cuales corresponden a los compuestos antimicrobianos buscados (Choma & 
Grzelak, 2011).

3.2.3.3. Bioautografía por inmersión o por superposición de agar

Esta técnica es una combinación de la bioautografía por contacto y la bioauto-
grafía directa. En esta el cromatograma es cubierto con una capa de agar MH 
previamente inoculado, hay que considerar que el agar debe estar aproximada-
mente a 45 °C al momento de inocularlo para evitar inactivar al microorganismo 
en cuestión. Posteriormente, la placa cubierta con agar es incubada en cámara 
húmeda durante el tiempo y la temperatura apropiada, después de esto, zonas 
claras sobre la placa de CCF indican la actividad antimicrobiana de los compo-
nentes (Figura 3) (Marston, 2011).

Estandarización de las técnicas.

Estas técnicas, aunque fáciles de realizar, presentan algunos inconvenientes, sobre 
todo en la estandarización de las mismas, varios factores importantes deben ser 
considerados: la fase móvil apropiada para conseguir la mejor separación de los 
componentes del extracto, la cual debe ser establecida con anterioridad (Horváth 
et al., 2010); el tiempo de contacto de la cromatoplaca y el agar inoculado, ya que 
suele ser muy variable con los diferentes extractos, por lo que hay que realizar una 
serie de ensayos para minimizar este problema. También es importante conside-
rar que en algunas ocasiones el contacto de la placa cromatográfica con el agar 

Figura 3. Zona de inhibición producida por un componente antimicrobiano en una bioautografía

Zona de inhibición
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no es completamente eficiente y en otras ocasiones la sílica de la cromatoplaca 
puede desprenderse del soporte y caer sobre la superficie del agar, además existe 
el problema ocasionado por la polaridad de los compuestos separados, ya que se 
debe considerar que entre menos polares sean estos compuestos, menor será su 
difusión (Dewanjee et al., 2015). Además, existen reportes que sugieren que al 
momento de separar los componentes de un extracto mediante CCF, puede oca-
sionar la interrupción de sinergismo entre los componentes activos del extracto 
reduciendo de este modo su actividad (Schmourlo et al., 2005).

Rios, Recio y Villar (1988) mencionan que en estas técnicas influyen diversos 
factores como la composición del medio de cultivo, el pH y la solubilidad del 
extracto en el medio de cultivo utilizado en la bioautografía, por lo que puede 
resultar difícil la estandarización de estos métodos debido a la diferencia existente 
entre los diversos extractos de plantas (Figura 4).

Basándonos en lo anterior se destaca la importancia de estandarizar las técnicas 
bioautográficas, ya que mucha de la literatura menciona que aunque presentan in-
convenientes, son técnicas especialmente diseñadas para la detección selectiva de 
compuestos con actividad antimicrobiana (Nagy, Kocsis, Kőszegi & Botz, 2002).

Como parte de la estandarización de las técnicas bioautográficas, es de suma 
importancia considerar el inóculo del microorganismo de interés, y para esto la 
literatura señala que lo más recomendable es trabajar con 1X106 UFC/mL en 

Figura 4. CCF de diferentes extractos de plantas observados con luz UV
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el caso de bacterias y para el caso de hongos filamentosos 1X106 conidias/mL 
(Schmourlo et al., 2005).

Para facilitar la observación de las zonas de inhibición es recomendable utilizar 
indicadores de actividad enzimática microbiana, por lo general se utilizan sales de 
tetrazolio (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol; MTT), estas 
sales detectan la actividad deshidrogenasa de microorganismos vivos, los cuales las 
transforman en un compuesto altamente coloreado llamado formazán, por lo que 
las zonas de inhibición incoloras, contrastan con el fondo purpura intenso (Silva 
et al., 2005). Otro colorante altamente utilizado es la resazurina (7-Hidroxi-3H-
fenoxazina-3-ona 10-oxido), el cual detecta la viabilidad celular en respuesta a una 
reducción química del medio, dicha reducción provoca que el indicador que es de 
color azul intenso, cambie a su forma reducida, quedando un color rosa, observán-
dose fácilmente las zonas de inhibición de color azul (Figura 5).

3.2.4. Cromatografía en columna 

Los compuestos con actividad antimicrobiana detectados mediante estas técni-
cas bioautográficas, pueden ser obtenidos en cantidades suficientes para realizar 
evaluaciones espectroscópicas, con las cuales se podrá caracterizar el compuesto 
responsable de la actividad antimicrobiana (Choma & Jesionek, 2015). Para esto, 
se puede utilizar la cromatografía en columna mediante la cual el extracto se 
separa obteniendo diferentes fracciones (Figura 6).

Figura 5. Bioautografía revelada con resazurina, mostrando las zona de inhibición

Zona de inhibiciónBanda activa

Bandas sin actividad
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Posteriormente las fracciones obtenidas «semipuras» son separadas mediante la 
cromatografía en capa preparativa (2.5 mm de espesor), donde se coloca el ex-
tracto a lo largo de toda la base de la placa, para eluirla con el sistema de solventes 
utilizados en la CCF, después del desarrollo de la cromatografía, las bandas del 
compuesto antimicrobiano son raspadas y lavadas con el solvente apropiado, 
posteriormente el solvente se evapora y el compuesto es colocado en viales ám-
bar para su posterior análisis (Figura 7) (Móricz, Fornal, Jesionek, Majer-Dziedzic 
& Choma, 2015), por métodos espectroscópicos (UV, IR, RMN, CG-EM) y la 
toxicidad de los compuestos activos.

a) b)

Figura 6. Separación de los compuestos por cromatografía en columna  
a) Observada al visible; b) Observada con luz UV

Banda activa

Figura 7. Cromatografía en capa preparativa de la fracción activa mostrando el compuesto  
con actividad antimicrobiana, seleccionado de acuerdo a la autobiografía
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Nombre científico Técnica utilizada Microorganismo Referencia

Thymus vulgaris
Lavandula angustifolia
Eucalyptus globulus
Mentha spicata
Cinnamomum 
Zeylanicum

Bioautografía Directa

Staphylococcus 
saprophyticus

Bacillus cereus
Pseudomonas 
Syringae
Micrococcus lysodeikticus

(Horváth et al., 
2010)

Hypericum perforatum
Aislamiento por 

cromatografía 
preparativa

Bacillus subtilis
Escherichia coli

(Jesionek et al., 
2014)

Chelidonium majus

Bioautografía Directa
Aislamiento 

cromatografía 
preparativa

B. subtilis
E. coli

(Móricz et al., 
2015)

Helichrysum italicum Concentración Mínima 
Inhibitoria

Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis

(Ramirez & 
Marin, 2009)

Achyranthes aspera Difusión en agar B. subtilis
(Narayan, 
Kartik, Manoj 
& Singh, 2010)

Nymphaea nouchali

Difusión en disco en 
agar

Concentración 
Mínima Inhibitoria 
por método 
microdilución/ 
colorimétrico

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa 
Salmonella typhi 
Vibrio cholerae
Aspergillus niger 
Candida albicans
Penicillium 
Trichophyton 

mentagrophytes

(Parimala & 
Shoba, 2014)

Salvia indica

Difusión en pozo en 
agar

Concentración Mínima 
Inhibitoria

Proteus vulgaris, 
P. aerueginosa, 
E. coli
S. aureus,

(Viswanad, 
Aleykutty, 
Jaykar, 
Zachariah & 
Thomas, 2011) 

Adansonia digitata,
Hibiscus sabdarifa,
Aframomum polyanthum,
A. alboviolaceum 
Ocimmum gratissimum

Concentración Mínima 
Inhibitoria

E. aerogenes
K. pneumoniae
Enterobacter cloacae
P. aeruginosa

(Djeussi et al., 
2013)

Continúa
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Nombre científico Técnica utilizada Microorganismo Referencia

Rhus coriaria
Sacropoterium spinosum
Rosa damascena

Método de 
microdilución

Concentración Mínima 
Inhibitoria

P. aeruginosa
(Adwan,  
Abu-Shanab & 
Adwan, 2010)

Melissa officinalis, 
Mentha piperita, 
Laurua nobilis, 
R. coriaria,
Dianthus coryophyllum, 
Pipper nigrum, 
Capsicum annum

Método en pozo en 
agar

Concentración Mínima 
Inhibitoria

B. subtilis, 
S. aureus
S. epidermidis
E. coli,
P. aeruginosa
C. albicans 
A. niger

(Ertürk, 2006)

Acacia arabica, 
Nymphaea lotus 
Sphareranthus hirtus, 
Emblica officinalis, 
Cinchorium intybus
Cardua marianum

Método en pozo en 
agar

Concentración Mínima 
Inhibitoria

Concentración Mínima 
Bactericida

E. coli,
S. typhi, 
P. aeroginosa

(Hassan, 
Rahman, 
Deeba & 
Mahmud, 
2009)

Margaritaria discoidea
Cajanua cajan
Ziziphus abyssinica
Combretum zeyheri
P lectranthus barbatus

Bioautografía por 
sobreposición en 
agar

C. albicans (Runyoro et al., 
2006)

Ottonia martiana

Técnica de difusión en 
papel filtro;

Bioautografía con 
observación 
colorimétrica

S. aureus
Streptococcus mutans
Streptococcus pyogenes
E. coli
P. aeruginosa
E. aerogenes

(Machado et al., 
2012) 

Scutellaria baicalensis
Magnolia officinalis,
Rubus chingii,
Terminalia chebula
Rabdosia rubescens

Concentración Mínima 
Inhibitoria

Concentración Mínima 
Bactericida

Técnicas 
Espectrofotométricas

Acinetobacter baumannii
E. coli

(Miyasaki et al., 
2013)

Continuación
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3.3. Conclusión

La metodología para determinar la actividad antimicrobiana de extractos de plan-
tas es muy variada y aporta información muy valiosa para la búsqueda preliminar 
de extractos o compuestos con propiedades antimicrobianas. Es importante to-
mar en cuenta los factores que pueden causar variaciones en los resultados, de 
ahí la importancia de la estandarización de los métodos y de las recomendaciones 
realizadas en métodos ya estandarizados. Las condiciones específicas utilizadas 
durante el desarrollo del método aseguran la reproducibilidad de los resultados, 
que son de suma importancia para evaluar la actividad antimicrobiana. Hay que 

Nombre científico Técnica utilizada Microorganismo Referencia

Xylopia aethiopica
Mitracarpus scaber
Aframomum danielli
Cinnamomum zeylanicum
Albizia lebbeck
Baillonella toxisperma
Fagara leprieuri

Técnica de difusión en 
pozo en agar

Concentración Mínima 
Inhibitoria

Concentración Mínima 
Bactericida

Trichophyton rubrum
C. albicans 
S. saprophyticus 
S. epidermidis
S. typhi
S. aureus
K. pneumonia
E. coli

(Njimoh et al., 
2015)

Acacia farnesiana

Técnica de difusión en 
pozo en agar

Concentración Mínima 
Inhibitoria

Concentración Mínima 
Bactericida

Cromatografía en 
columna

V. cholerae

(Sanchez, 
Heredia, 
Camacho-
Corona & 
Garcia, 2013)

Azadirachta indica

Técnica de difusión en 
pozo en agar

Técnicas espectrofoto-
métricas

S. aureus,
S. epidermidis
Propionibacterium acnés

(Nand, Drabu 
& Gupta, 2012)

Lythrum salicaria Técnica de difusión en 
pozo en agar

A. baumannii
P. aeruginosa

(Guclu, Genc, 
Zengin & 
Karabay, 2014)

Tabla 1. Plantas con la actividad antimicrobiana evaluada por diferentes técnicas
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considerar algunos factores que son decisivos para obtener resultados reprodu-
cibles y exactos, desde el método de extracción, solventes utilizados, medios de 
cultivo, cantidad de inóculo, uso correcto de controles; esto nos permitirá des-
cartar algunos errores sistemáticos durante la realización de las evaluaciones que 
pudieran arrojar falsos positivos o negativos. 
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