Scientia et Technica Afio XV, No 42, Agosto de 2008iversidad Tecnoldgica de Pereira. ISSN 0122-1701

METODOLOGIAS PARA EVALUAR
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1. INTRODUCCION

Desde tiempos prehistéricos el hombre ha utilizado
plantas con fines medicinales (curativos y preves),
alimenticios y cosméticos. Actualmente, especies de
plantas promisorias de uso etnofarmacoldgico sentés

de informacion para el descubrimiento de posibles
sustancias con importante actividad biol6gija [

Las sustancias derivadas de las plantas han atanpa
gran proyeccion , propio de sus aplicaciones \iggsat
[2].

La emergencia de la resistencia bacteriana haragme

nuevos intereses en la busqueda de medicamentos con

poder antibacteriano, prueba de ello es el aumeamios
Ultimos afios del nUmero de publicaciones, relacidoa
productos naturales vy actividad antimicrobiana,
centrandose las investigaciones en los productos
naturales como fuentes de moléculas bioactivas

(3. 4.

El desarrollo de la farmacéutica inicia con la
identificacion de principios activos, los analisis
biol6gicos, la formulacion de la dosis , seguida po
estudios clinicos para establecer la seguridach@fi y
perfil farmacolégico de las nuevas droggs [

En esta revisidén se presentan los criterios mésaetes
que permitan estandarizar los procesos para laasiéh

de la actividad antibacteriana. Los test de suiikgad
antimicrobiana (AST) son una técnica esencial en
muchas disciplinas de la ciencia, y son el primasop
hacia la busqueda de nuevas drogas antiinfecjas [
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2. METODOLOGIAS PARA EVALUAR LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser ugzatas
determinarin vitro la susceptibilidad de bacterias ante
agentes microbianos, pero estos no son igualmente
sensibles 0 no se basan en los mismos principios,
permitiendo que los resultados sean influenciados g
método seleccionado, los microorganismos usadok y e
grado de solubilidad de cada compuesto evaluads. Lo
problemas generales inherentes a los ensayos
antimicrobianos han sido discutidos por varios g0
[7-10, de alli la importancia de conocer los estandares
para estas pruebas de actividad biologica.

Los métodos para evaluar la actividad antibaameri
estan clasificados, en tres grupos principalespbitét de
difusiéon, métodos de dilucién y bioautografia, wanto
método es el andlisis conductimetrico, el cuat¢daetel
crecimiento microbiano como un cambio en la
conductividad eléctrica o impedancia del medio de
cultivo [11]. De este ultimo no se profundizari en esta
revision

Las técnicas de difusion han sido ampliamente gsada
para evaluar extractos de plantas con actividad
antimicrobianal2, 13.

En general se propone usar los métodos de difi{sidn
papel o en pozo) para estudiar compuestos pohates,
métodos de dilucion para sustancias polares y lzogs

De acuerdo a las investigaciones reportadas eerieldo
entre 1980 y 2007, las técnicas mas usadas seeas

en la tabla 1. Las metodologias aplicadas siempre
consideran  la estandarizacién de la concentracion
bacteriana a utilizar, con el animo de evitar un
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crecimiento exhaustivo, que impida el andlisisla®
resultados o proporcione resultados errados lopuede
variar significativamente la respuesta del extract
vegetal o0 aceite, indicando la necesidad dezaiili
concentraciones mayores de éste para inhibir el
crecimiento del microorganismo. La concentracién de
bacterias usada para el estudio de susceptibiktadl
laboratorio ha sido estandarizado en 5 X dfidades
formadoras de colonias (ufc)/mL, lo cual equivalen
patron de 0.5 en la escala de Mac Farland. Es
recomendable tomar el inoculo de cultivos en la fas
exponencial de crecimiento y siempre tomar 4 o 5
colonias de un cultivo puro para evitar seleccionar
variantes atipicaslfl].

Los medios de cultivo més utilizados en dichasitésn
son el agar Mueller Hinton y agar tripticasa spyga
que sus componentes facilitan el crecimiento de
diferentes cepas bacterianas y mayor difusién de la
muestras I5]. Algunos investigadores utilizan el agar
nutritivo [16].

Métodos de difusion

El método de difusion en agar, esta apoyado parsdat
clinicos y de laboratorios; y presenta la ventaja gus
resultados son altamente reproducibied. [

La técnica esta basada en el método originalmente
descrito por Bauer et al., (método de Kirby-BauEste
método de difusién en disco o en pozo fue estaathy

y es actualmente recomendado por el Subcomité de
Ensayos de Susceptibilidad de NCCLS, de Estados
Unidos. El fundamento de esta determinacion es
establecer, en forma cuantitativa, el efecto deamjunto

de sustancias , ensayados individualmente, solwe la
cepas bacterianas que se aislan de procesos asesci
[18, 19. El método se basa en la relacion entre la
concentracién de la sustancia necesaria para linimiai
cepa bacteriana y el halo de inhibicion de cregitoien

la superficie de una placa de agar con un medio de
cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la
bacteria a ensayar y sobre la cual se ha deposilmdo
disco de papel filtro de 6 mm de didmetro, 0 se ha
sembrado en pozo impregnado con una cantidad
conocida de la sustanci2d, 21.

La técnica con sensidiscos presenta varias degagnta
una de ellas es la composicion del papel filtro tviza

el cual se compone de celulosa (uniones b-(1-4) de
monomeros de glucosa), los cuales tienen muchgogru
hidroxilos libres presentes en cada glucosa, hdoigue

la superficie del disco sea hidrofilicaZ], interviniendo
directamente con algunos compuestos cationicdssle
productos naturales absorbiéndolos en la superfiele
disco e impidiendo la difusion de estos en el alger,
compuestos apolares pueden no ser influenciados por
dichos grupos hidroxilos y difundir facilmente dragar.
Esto puede explicar en parte la mas alta sensbilid
detectada cuando el método se utiliza directamente
pozo R3]

En el caso de evaluar varias sustancias los dideos
papel filtro o los pozos deben ponerse en forma
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equidistante. A continuacion se procede a su ircdha

la temperatura adecuada por 24 hok# [uego se mide

el halo de inhibiciéon y se comparan los efectodade
distintas sustancias sobre el microorganismo exdodli
con el antibiético control. La lectura de los femips
representa la actividalkh vitro de la sustancia. Algunos
autores refrigeran las cajas a 4°C para permitir la
predifusion de los extractos antes de la incubd@bh

Método Categorias

pg/mi
Difusién en agar (discos) S,ILR No
Dilucién en agar S IR Si
Dilucién en caldo S, IR Si
Métodos automatizados S, I,R Si
E-test S, IR Si
Abreviaciones: S, susceptible; I, Intermedio;

resistente; CIM, concentracion inhibitoria minima.

Tabla 1. Métodos para el estudio de susceptibilidad
antimicrobiana

Es necesario sefialar que el tamafio del halo deiéidn

es influenciado por varios factores, entre ellosdim de
cultivo en que se realiza la prueba, capacidadfdsi@n

del compuesto, cantidad de inoculo, tiempo de
generacion del microorganismo, sensibilidad al
antibiéticq y periodo de incubacion. Cualquier variacién
de estos factores puede afectar el resultado pruéba,

sin embargo, al emplear un procedimiento estandar e
posible obtener resultados confiables.

Métodos de dilucion

El método de dilucién en agar o en caldo combdes
susceptibilidad microbiana es utilizado paradeinar

la concentracion minima bactericida (MBQ)6[ y la
concentracion minima inhibitoria (MIC2Y, 2§, la cual

es definida como la concentracion mas baja de ratiata
que puede inhibir el crecimiento visible de un
microorganismo después de incubar por 24 horas, y |
(MBCs) como la concentracion mas baja que puede
prevenir el crecimiento de un organismo después de
subcultivar en un medio libre del compuesto ewddya
estas variables son una herramienta para investigar
nuevos antimicrobiano29.

En la técnica de dilucién en caldo, son utilizacobos

o microplacas (microdilucién) que contienen
concentraciones crecientes del extracto vegethl. E
organismo en estudio es inoculado en los diferentess

0 pozos de las microplacas y la MIC es determinada
después de la incubaciés(].

En el método de dilucién en agar, las cajas sebsaEm
por profundidad con una determinada concentrac#én d
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extracto vegetal, luego se inoculan con el
microorganismo en estudio y se incuban por 24 horas
después de ésta, se examina si el microorganisgae or

no en cada una de las cajas, la principal deseed®,|
este método es la cantidad necesaria de muestra a
evaluar.

Los métodos de microdilucion en caldo son una t&cni
Gtil para determinar MIC, en un gran nuamero de
muestras. La ventaja sobre los métodos de difuaidioca

en un aumento de la sensibilidad para cantidades
pequefas, lo cual es importante cuando se tralma c
productos naturales , ademas permite diferenciae en
efecto bactericida o bacteriostati&]|

Determinacion de la MIC

La cuantificacion de la actividadn vitro de los
antimicrobianos se evalla habitualmente mediante
algunas de las variantes de los métodos de dilutién
MIC se ha establecido com@dld Standartl frente a
otros métodos que evalluan susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias
inusuales, da respuestas definitivas cuando eltaesu
obtenido por otros métodos es indeterminado]

Se puede realizar en microdilucién para lo cual se
escogen las placas que tienen 96 pocillos (12 m8n x
mm), en las que se estudia en cada una de ellassrb
microorganismo, 8 antimicrobianos y 11 dilucion&s (
Ultima columna se suele utilizar como control de
crecimiento) o viceversa. Las placas de microdiici
deben sellarse con adhesivo para evitar la evaparac
del medio de cultivo cuando se incuben. Tras la
incubacion se observa la turbidez o se procedea a |
adicion del bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)52
difeniltetrazolium (MTT). Las células vivas vy
metabdlicamente activas son capaces de reduditT €]

de color amarillo en solucién a formazan, compuesto
insoluble que precipita en forma de cristales v&le
evidenciando de esta forma actividad metab6B&h |

El MTT, ha sido usado para visualizar la actividedla
enzima deshidrogenada, esta enzima remueve el
hidrogeno del sustrato y lo transfiere al acepter d
hidrégenos, usualmente una coenzima. De la coerzma
transferido al MTT, el cual es reducido a un conspoe
intensamente coloreado e insoluble en agua llamado
formazan B4]. El formazan absorbe a una longitud de
onda de 550 a 570 nm.

Estandarizacion del método para la determinacion de

la Concentracion Inhibitoria Minima (MIC).

Para las pruebas de actividad antimicrobiana en
microplaca de 96 pozos, se  preparan diferentes
concentraciones de los aceites y /o extractos ayans
los cuales se mezclan con el medio de cultivazual ha
sido inoculado previamente con el microorganismo de
prueba , se deja incubar y posteriormente se dieterm
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por turbidez o por cambio de color con MTT el
crecimiento o no del microorganismo, el pozo que
contenga la menor concentracion del agente quédanhi
completamente el crecimiento define la MIC.

Como prueba confirmatoria se siembra por superéoie
caja de petri con agar nutritivo, 20 ul del cordendel
pozo, dejando incubar por 24 horas a %7 para
posteriormente realizar la lectura.

Otro método muy utilizado es la determinacion de la
concentracion bactericida minina o MBC también
conocido como concentracion letal minina , la cesl
definida como la concentracion mas baja del agente
antimicrobiano necesaria para matar el 99% deluilooc
inicial después de incubacién por 24 horas bajo
condiciones estandarizadas. Este ensayo es unbaprue
que se realiza generalmente como dilucion en caldo
empleando diluciones dobles, y se realiza posterita
determinacion de la MIC. Se comprueba sembrando de
cada una de las diluciones por difusion en agaey s
determina el nimero de ufc (Unidades formadoras de
colonias/ml), puede ser determinado usando un roétod
de macrodilucion (1 o 2 ml por tubo) o por micradibn

(0.1 0 0.2 ml por tubo), sin embargo el método por
microdilucién tiene mas sensibilidad. EI método
estandarizado para alcanzar la MBC a través de
microdilucién en caldo se encuentra en el protock
NCCLS descrito como M -26 /3p].

En los bioensayos de actividad antibacteriana serde
tener en cuenta algunos aspectos:

El panel de microorganismos a evaluar siempre debe
tener dentro de la bateria, microorganismos gram
positivos y gram negativos.

Las cepas ATCC son bien caracterizadas, aunque
también se pueden utilizar aislamientos clinicos.

El inoculo se recomienda que este en el rango dg 10
10° ufc/ml [36].

La concentracion de los extractos a evaluar no debe
exceder el rango de 1 mg/ml para extractos y 0.ning
para compuestos aislad&].

Estudios cinéticos de letalidad bacteriana

Las curvas de letalidad se utilizan fundamentalment
para el estudio de nuevos antimicrobianos y para
determinar el sinergismo/antagonismo de la comidnac

de dos o mas sustancias administradas conjuntamente
[38]. En las bacterias, donde estos ensayos estan muy
desarrollados y estandarizados, los datos que se ha
obtenido han ayudado a comprender el mecanismo de
accion de los antimicrobianos. De hecho, la
determinacion de las curvas de mortalidad-tiempdas
convertido en una herramienta de trabajo parametar

los efectos de los antimicrobianos sobre las baster
[39.
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Las curvas de mortalidad suministran una informacio
dinamica de la actividad bactericida, y sobre lacién
entre la concentracién de antimicrobiano y su &zl
microbicida BQ].

Este es un método que se realiza en caldo, dondsda

de muerte de un inoculo fijo es determinado por la
muestra  control  (microorganismo  sin  agente
antibacteriano) y agentes antimicrobianos conteniio
tubos, los cuales se siembran a diferentes tiempos
usualmente 0,4,8,10,12 y 24 horas de incubacion y
utilizando la dilucion adecuada se determina el enam

de ufc / ml que se forma , al sembrar cada muesttma
placa de agar , multiplicando el nimero de colopiais

la dilucién ensayada se obtendra el numero deastlul
supervivientes. Normalmente de cada concentracn s
ensayan dos o tres diluciones y el ensayo se aeptiz
triplicado (41]. Las curvas de mortalidad son construidas
en papel semilogaritmico graficanden el eje de las
ordenadadas ufc y en el eje de las abscisas el tiempo.
Para determinar el efecto sinérgico o antagéniciree
dos o mas agentes antimicrobianos, las curvas son
construidas a partir de una concentracion fija ddac
agente solo y en combinacién, los resultados
comparan con el control; el cual esta libre deindg
antibacteriang{2)].

se

Se dice que hay actividad sinérgica cuando se peodo
aumento de la destruccion bacteriana de por lo smeno
100 veces (>2 logaritmos en base 10) la produciaeip
antibiético mas activo, o si la actividad de lossd
antimicrobianos es significativamente mayor qusuima

de las actividades separadas. Si la accion badiric
observada difiere en menos de 10 veces la del &rma
mas activo, el efecto es aditivo o autonomg.[Si hay

un aumento en el crecimiento de mas déUBC/ml a

las 24h en la curva de la asociacién frente a la de
antimicrobiano mas activo en solitario se dice lgqag un
efecto antagénicdf.

El tiempo de letalidad ha sido usado ampliamente [z&a
evaluacion de nuevos agentes antimicrobianos yimerm
determinar la tolerancia o la actividad letal derdgs
antibacterianos. Este método ha sido descritaletsle

en NCCLS M26A

Parametros que se deben conocer antes de realizar |
curva de letalidad-tiempo

Antes de realizar los estudios de letalidad-tiemntyuey
una serie de parametros que se deben conocer @mo s
i) la CMI del microorganismo en el medio de cultivo
donde se va a determinar la curva de letalidadtas)
concentracionesque se van a ensayar, normalmente
suelen estudiarse las concentraciones compreneidises
1/2 y 4xCMI, iii) La dindmica de crecimientalel
microorganismo , vi) el tiempo en que la concendrac
es bactericida, es decir el tiempo en el que aa®so de
UFC es de 3 log con respecto al tiempo inicial iy &f
tiempo en que la diferencia en UFC entre el contrel
antibiético es de 3 logp.
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La relacion entre la concentracion y la letalidas s
establece, calculando la tasa de crecimiento yatidad

de cada concentracion. Esta tasa es la pendientae de
curva de letalidad y debe determinarse matematiceeme
Representa la velocidad a la que mueren las céjuias
mide en UFC/tiempo.

Bioautografia

Este ensayo puede representar una herramientaadil

la purificacion de sustancias antibacterianas,mccana
técnica de tamizaje fitoquimico preliminar, o un
fraccionamiento bioguiado4], realizando el ensayo a
través de cromatogramas, que permitan la locafinade

los compuestos activos, incluso en matrices complej
como los derivados de productos naturales. Se puede
definir como una variacion de los métodos de difiugn
agar, donde el analito es absorbido dentro de laca pe
cromatografia delgada TL@4§]. El método consiste en
colocar las muestras a evaluar en placas de TLC,
seleccionar la fase movil que de mejor separacion,
posteriormente esta placa es llevada y colocadarera
invertida sobre una caja de petri previamenteulzata
con el microorganismo a evaluar , se deja de 8lai&s

en la nevera para facilitar la difusion de los a&stins en

el medio, luego se retira la placa y se lleva @ @
incubacién seguln los requerimientos del
microorganismo; luego se observa el halo de inidibic
donde esta el compuesto activo. Para visualizanmies
resultados se puede utilizar alguna sal de tdivmzo
[47-49.

Es importante tener en cuenta que solventes a@dos
demasiado alcalinos pueden permanecer en las placas
TLC, después del secado, inhibiendo el crecimiento
bacteriano $0].

CONCLUSIONES

Se deben tener consideraciones generales partuéioes
de la actividad antimicrobiana en extractos de tpkgn
aceites esenciales y de compuestos aislados a gerti
ellos. Los parametros mas importantes son selectgbn
material vegetal el cual se recomienda hacerlpastir

de perspectivas etnofarmacologicas, o criterios
quimiotaxonomicos, las técnicas empleadas para
seleccionar las metodologias de acuerdo a la hetara
del extracto , asi para extractos no polares tascias
gue no difundan bien en el agar es mas recomendable
técnicas de dilucion que las de difusion ; medio de
cultivo y microorganismos a evaluar, trabajos ms\ian
demostrado que la composicion del medio de cultivo
puede influir la actividad de los extractos o coegias
evaluados.
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