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RESUMEN 
 
 

TÍTULO: búsqueda de sustancias de origen sintético y natural con bioactividad in vitro 
contra Mycobacterium tuberculosis 
 
AUTOR: María Fernanda Moreno Vargas, Wellman Ribón 
 
INTRODUCCIÓN: la tuberculosis (TB) es considerada como una emergencia mundial 
en salud. Debido a esto, organismos internacionales y nacionales fomentan	

investigaciones conducentes al mejoramiento y fortalecimiento de las estrategias de 
control y tratamiento de la enfermedad. Actualmente, existen fármacos que se 
encuentran adelantados en su proceso para ser incluidos como fármacos anti TB 
dentro del esquema estándar de tratamiento, sin embargo para algunos ya se han 
reportado cepas resistentes o se prevé su existencia haciendo que el requerimiento 
de nuevos fármacos continúe. 
 
OBJETIVO: determinar la actividad antimicobacteriana in vitro de 15 moléculas 
sintéticas, 14 aceites esenciales y 6 extractos vegetales de plantas provenientes del 
departamento de Santander, Colombia.  
 
METODOLOGÍA: las 15 moléculas sintéticas fueron diseñadas mediante la estrategia 
de síntesis orientada a la diversidad (DOS), los 14 aceites esenciales (AEs) fueron 
extraídos mediante hidrodestilación asistida por la radiación de microondas (MWHD) 
y los 6 extractos vegetales (EVs) se obtuvieron mediante extracción con fluidos 
supercríticos (SFE). La actividad de las sustancias fue probada contra la cepa de 
referencia de Mycobacterium tuberculosis H37Rv de la Colección de Cultivos tipo 
Americana (ATCC) 27294, aplicando los métodos de microdilución y macrodilución 
para evaluar la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) que fue evidenciada mediante 
el ensayo colorimétrico del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolio bromuro 
(MTT). Se realizaron curvas de letalidad para determinar el efecto bactericida de las 
sustancias consideradas como promisorias que presentaron las CMI más bajas, 
mediante la realización de curvas de letalidad. Las pruebas fueron corridas con 
rifampicina (RIF) e isoniacida (INH) como medicamentos control, adicionalmente se 
incluyeron controles de crecimiento y controles de esterilidad del medio de cultivo. 
 
RESULTADOS: se obtuvieron sustancias de origen natural y sintético con bioactividad 
contra M. tuberculosis en un rango de concentraciones probadas. De las 15 moléculas 
analizadas 3 fueron bioactivas con CMI entre 50,8 y 100 µg/mL y las 12 restantes no 
fueron bioactivas. Los extractos de Salvia officinalis, Escallonia pendula y Lippia 
origanoides fueron bioactivos a CMI entre 793,70 y 1000µg/mL. No se evidenció 
bioactividad de los extractos obtenidos de Baccharis aff. Buddleioides, Wedelia 
calycina y Nectranda reticulata Los 14 AEs presentaron bioactividad contra el 
microorganismo y aquellos obtenidos de Eucaliptus citriodora Hook, Cymbopogon 
citratus, Cymbopogon flexuosus y Turnera diffusa se consideraron promisorios por 
presentar CMI entre 31,25 y 100 µg/mL. Los ensayos de curvas de letalidad 
evidenciaron un efecto bactericida de C. citratus y T. diffusa con un porcentaje de 
muerte bacteriana ≥99% al día 6 del ensayo. E. citriodora y C. flexuosus presentaron 
efecto bacteriostático.  
 



	

CONCLUSION: Los resultados de actividad bactericida de los aceites C. citratus y T. 
diffusa contra M. tuberculosis, apoyan la continuidad de los estudios de 
descubrimiento y desarrollo de estas sustancias como agentes anti - TB. Los 
resultados de actividad bacteriostática de los aceites C. flexuosus y E. citriodora Hook, 
apoyan su perspectiva de uso dentro de diversos productos industriales no 
farmacológicos. La presente investigación contribuye al estudio y caracterización de 
la biodiversidad así como al desarrollo de nuevos principios activos contra 
enfermedades de interés en salud pública a nivel mundial como la TB.  
 
PALABRAS CLAVE: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, actividad 
antimicobacteriana, moléculas sintéticas, aceites esenciales, extractos vegetales. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



	

 
ABSTRACT 

 
 

TITLE: search for synthetic and natural substances with in vitro bioactivity against 
Mycobacterium tuberculosis. 

AUTHOR: María Fernanda Moreno Vargas, Wellman Ribón. 

INTRODUCTION: tuberculosis (TB) is still considered as an important worldwide 
health problem. For this reason, national and international health agencies encourage 
the researchers to improve and strengthen the control strategies and disease 
treatment. Currently, there have been important advances in the discovery and 
development of drugs that probably will be included in the standard scheme of anti-TB 
treatment, however for many of the current treatments, there have been resistant 
strains reported and even worst for most of the new treatments resistance is expected, 
making it necessary to maintain a continuous search for treatment alternatives. 

OBJECTIVE: determine the in vitro antimycobacterial activity of 15 synthetic 
molecules, 14 essential oils and 6 extracts from endemic plants growing in the 
department of Santander, Colombia. 

METHODS: the 15 synthetic molecules were designed using the strategy of diversity-
oriented synthesis (DOS), the 14 essential oils were extracted by hydrodistillation 
assisted by microwave radiation (MWHD) and the 6 plant extracts were obtained by 
supercritical fluid extraction (SFE). Bioactivity was tested against the reference strain 
of Mycobacterium tuberculosis H37Rv from American Type Culture Collection (ATCC) 
27294 using the macrodilution or microdilution methods to evaluate the Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC) which was evidenced by the colourimetric assay of 3 - 
(4,5 - dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT). Killing curves 
were performed to determine the bactericidal effect of the substances considered as 
promising with lower MICs. The tests were run with isoniazid and rifampin as control 
drugs. Additionally, growing control and sterility of the culture medium control were 
included.  

RESULTS: Both, natural and synthetic substances showed bioactivity against M. 
tuberculosis within the range of concentrations tested. 3 of 15 analyzed molecules 
were bioactive with MICs between 50.8 and 100 mg / mL and the other 12 were not 
bioactive. The extracts from Salvia officinalis, Escallonia pendula and Lippia 
origanoides were bioactive with MICs between 793.70 and 1000μg/mL. There was no 
evidence of bioactivity of extracts from Baccharis aff. buddleioides, Nectranda calycina 
and Wedelia reticulata. The 14 essential oils showed bioactivity against the 
microorganism and the oils obtained from Eucalyptus citriodora Hook, Cymbopogon 
citratus, Cymbopogon flexuosus and Turnera diffusa were considered as promising 
(MICs between 31.25 and 100 µg / mL). The killing curves indicated a bactericidal 
effect of C. citratus and T. diffusa with a ≥ 99% of bacterial death rate at day 6th of the 
assay. E. citriodora and C. flexuosus presented bacteriostatic effect. 



	

CONCLUSIONS: bactericidal activity showed from C. citratus and T. diffusa against 
M. tuberculosis support further research for the discovery and development of anti - 
TB agents. The bacteriostatic activity display by C. flexuosus and E. citriodora Hook 
suggest a promissory use of this extracts in various industrial nonpharmacological 
products. This research contributes to the study and characterization of biodiversity 
and the development of new active principles against diseases of public health concern 
as TB. 

 

KEYWORDS: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis, antimycobacterial activity, 
synthetic molecules, essential oils, plant extracts. 
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6. DISEÑO METODOLÓGICO 
 
 

Para el cumplimiento de los objetivos planteados, el desarrollo del trabajo 

experimental fue conducido en el Mycobacterium: Laboratorio de Investigación y 

Extensión, así como en el Laboratorio Central de Investigaciones del GIEM; ubicados 

en la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, en Bucaramanga 

– Colombia. 

 
6.1 CEPAS BACTERIANAS 

 
Se emplearon las siguientes cepas de referencia procedentes de la colección de 

cultivos tipo americana (ATCC): 

 

• Cepa objeto de estudio: Mycobacterium tuberculosis H37Rv (27294), como 

microorganismo sensible a todos los medicamentos empleados en el 

tratamiento actual de la tuberculosis. 

 

• Cepas control: Escherichia coli (25922), como control de microorganismo Gram 

negativo y Staphylococcus aureus (25923), como control de microorganismo 

Gram positivo. 
 

M. tuberculosis H37Rv fue mantenido en medio Lowestein-Jensen (LJ) (AnexoE). E. 

coli y S. aureus se cultivaron en agar Mueller Hinton (MHA) (Difco Laboratories) 

(Anexo E).  

 

Los microorganismos control fueron utilizados para probar las sustancias 

consideradas como promisorias que obtuvieron las CMI más bajas en los ensayos de 

bioactividad frente a M. tuberculosis. 
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6.2 SUSTANCIAS DE PRUEBA 
 

6.2.1 Moléculas sintéticas: criterio de selección, método de obtención y 
preparación de soluciones iniciales 
 
La moléculas objeto de estudio fueron seleccionadas de acuerdo a la actividad 

biológica reportada previamente (Palma et al., 2009; Gómez Ayala et al. 2010); sin 

embargo cabe aclarar que no existen reportes previos de su efecto sobre el género 

Mycobacterium. Estos compuestos fueron sintetizados en el LSO de la UIS bajo la 

dirección del Doctor Alirio Palma. Se emplearon rutas sintéticas diseñadas 

específicamente para tales propósitos (Palma et al., 2009). Los compuestos sintéticos 

utilizados en este estudio se detallan en la tabla 2. 
 

Tabla 2. Moléculas sintéticas evaluadas en el estudio. Fuente LSO.	

Grupo Código 
LSO Nombre Estructura química 

1.Derivados de las 
naftoazepinas 

AF160 7-Bromo-2-exo-(2-clorofenil)-2,3,4,5-
tetrahidro-1,4-epoxinafto[1,2-b]azepina 

 

AF166 7-Bromo-cis-(2-clorofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-
1H-nafto[1,2-b]azepin-4-ol 

 

AF167 2-exo-(Furan-2-il)-2,3,4,5-tetrahidro-1,4-
epoxinafto[1,2-b]azepina 

 

AF171 2-exo-(3-Metiltiofen-2-il)-2,3,4,5-tetrahidro-
1,4-epoxinafto[1,2-b]azepina 

 

AF174 2-exo-(5-Nitrofuran-2-il)-2,3,4,5-tetrahidro-
1,4-epoxinafto[1,2-b]azepina 
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AF190 2-exo-Fenetil-2,3,4,5-tetrahidro-1,4-
epoxinafto[1,2-b]azepina 

 

AF194 2-exo-Butil-2,3,4,5-tetrahidro-1,4-
epoxinafto[1,2-b]azepina 

 

AF195 7-Bromo-2-exo-(furan-2-il)-2,3,4,5-tetrahidro-
1,4-epoxinafto[1,2-b]azepina 

 

2. Derivados de las 
1-benzoazepinas 

LIA1D 2-exo-Vinil-2,3,4,5-tetrahidro-1,4-
epoxibenzo[b]azepina 

 

LIA4P 8-Cloro-9-metil-cis-2-(prop-1-en-2-il)-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-benzo[b]azepin-4-ol 

 

SAM99 7-Flúoro-2-exo-(4-clorofenil)-2,3,4,5-
tetrahidro-1,4-epoxibenzo[b]azepina 

 

3. Derivados de las 
quinolonas 

ES1D1 

Etil 13-etil-4-oxo-8,13-dihidro-4H-
benzo[5,6]azepino[3,2,1-ij]quinolina-5-

carboxilato 

 

 

ES2D1 
Etil 13-etil-2-flúoro-4-oxo-8,13-dihidro-4H-

benzo[5,6]azepino[3,2,1-ij]quinolina-5-
carboxilato 
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ES2DB 

Etil 13-etil-2-flúoro-11-metil-4-oxo-8,13-
dihidro-4H-benzo[5,6]azepino[3,2,1-

ij]quinolina-5-carboxilato 

 

 

 ES2DC 

Etil 13-etil-2-flúoro-10-metil-4-oxo-8,13-
dihidro-4H-benzo[5,6]azepino[3,2,1-

ij]quinolina-5-carboxilato 

 

 

Medicamentos 
control 

Rifampicina 

	

Isoniacida 

	
 
Las soluciones iniciales de moléculas sintéticas fueron preparadas un día antes de la 

realización de los ensayos. Para esto se diluyeron 2mg de muestra en 100 µL de 

DMSO (Sigma-Aldrich) para obtener una concentración de 20mg/mL, las cuales 

fueron almacenadas a 4°C.  

 
6.2.2 Sustancias de origen natural: criterio de selección, clasificación 
taxonómica, método de obtención y preparación de soluciones iniciales 
 
Las especies aromáticas a evaluar, fueron escogidas de acuerdo a sus características 

de crecimiento endémico en el departamento de Santander – Colombia y a la 

disponibilidad de sus productos en el CENIVAM, donde se realizaron los 

procedimientos de extracción.  

 

La clasificación taxonómica fue realizada en el Herbario Nacional Colombiano del 

Instituto de Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de 

Colombia (Bogotá).  
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La extracción de AEs se realizó mediante la técnica de MWHD, siguiendo las 
metodologías descritas por Stashenko et al. (1993). 
 
Para la obtención de EVs se aplicó el proceso de extracción con SFE, siguiendo las 
metodologías descritas por Stashenko et al. (1996). 
 

Los AEsy EVs utilizados en este estudio se detallan en las tablas 3 y 4. 

 

Para el trabajo con AEs se tomaron alícuotas de 250 μL para ser diluidas en igual 

volumen de DMSO. Las concentraciones de las soluciones madre dependieron del 

peso de cada aceite (Anexo F). Las soluciones iniciales de cada aceite se prepararon 

a partir de las soluciones madre a concentraciones de 20; 10; 5; 2,5 y 1,25 mg/mL. 

Las soluciones iniciales de los EVs se prepararon pesando 10 mg de muestra y 

diluyéndolos en 100 µL de DMSO para lograr una concentración de 100 mg/mL. Las 

soluciones fueron almacenadas a 4°C 

 

Tabla 3. AEs de plantas endémicas del departamento de Santander-Colombia 
incluidos en el estudio. Fuente CENIVAM. 

Código de 
la muestra 

Nombre 
científico 

Nombre 
común Lugar de colecta 

Número de 
Voucher 

HNC* 
Parte 

empleada 

N° 1 
 Tagetes lucida  Cav. Anisillo 

Bucaramanga, 
Santander 

512074 Hojas + tallos 

N° 2 
Cymbopogon citratus Limoncillo 

Bucaramanga, 
Santander 519986 Hojas 

N° 3 
Rosmarinus officinalis Romero Sucre, Santander 555842 Hojas + tallos 

N° 4 
Turnera diffusa Damiana 

Los Santos, 
Santander 516293 Hojas + tallos 

N° 5 
Cymbopogon flexuosus Limoncillo 

Bucaramanga, 
Santander Pendiente Hojas 

N° 6 
Lippia alba Mill Pronto alivio 

Bucaramanga, 
Santander 480750 Hojas + tallos 

N° 7 
Citrus scinensis Osbeck Naranja 

Bucaramanga, 
Santander Pendiente Cáscara 

N° 8 Swinglea glutinosa Limón africano Bucaramanga, 
Santander 521530 Frutos 

N° 9 Cananga odorata Ilang-ilang 
Bucaramanga, 

Santander 531012 Flores 

N° 10 
Eucaliptus citriodora Hook Eucalipto 

Bucaramanga, 
Santander Pendiente Hojas 



45	
	

N° 20 Lippia origanioides 
Qto. Carvacrol 

Orégano de 
monte Socorro, Santander 512271 Hojas + tallos 

N° 21 Lippia origanioides FD: 0252 
Qto. Carvacrol 

Orégano de 
monte 

Piedecuesta, 
Santander 516290 Hojas + tallos 

N° 22 Lippia origanioides FD: 0250 
Qto. Carvacrol 

 
Orégano de 

monte 

Piedecuesta, 
Santander 516290 Hojas + tallos 

N° 23 Lippia origanioides FD: 0251 
Qto. Carvacrol 

Orégano de 
monte 

Piedecuesta, 
Santander 516290 Hojas + tallos 

* HNC: Herbario Nacional Colombiano (COL) 

 
 
 
Tabla 4. EVs de plantas endémicas del departamento de Santander-Colombia 

incluidos en el estudio. Fuente CENIVAM. 
 

Código de 
la muestra 

Nombre 
científico 

Nombre 
común 

Lugar de 
colecta 

Número de 
Voucher 

HNC* 
Parte 

empleada 

N° 27 
 Baccharis aff. buddleioides - Sogamoso, 

Boyacá 517744 Hojas + tallos 

N° 40 
Salvia officinalis Salvia Sucre, 

Santander 555844 Hojas + tallos 

N° 54 
Wedelia calycina Amarillo Barichara, 

Santander 559439 Hojas + tallos 

N° 55 
Nectranda reticulata Laurel Charalá, 

Santander 560248 Hojas + tallos 

N° 57 
Escallonia pendula Tibar Curití, 

Santander 560238 Hojas + tallos 

N° 58 
Lippia origanoides Orégano de monte Umpalá, 

Santander 560267 Hojas + tallos 

* HNC: Herbario Nacional Colombiano (COL) 

 

6.3 MEDICAMENTOS CONTROL: criterio de selección y preparación de 
soluciones iniciales 
 

Se incluyeron medicamentos para los cuales las cepas utilizadas presentaran 

sensibilidad. RIF e INH (Sigma-Aldrich) se usaron como controles positivos para los 

ensayos de bioactividad frente a M. tuberculosis y Gentamicina (GNT) (Invitrogen) 

como control positivo para los ensayos frente a E.coli y S.aureus. 

 
RIF e INH fueron preparadas a 1mg/mL, mientras que GNT se preparó a 0,1 mg/mL. 

Se utilizó agua destilada estéril como diluyente para INH y GNT y una mezcla de 

metanol y agua destilada estéril como diluyente para RIF. Las soluciones se  
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esterilizaron por filtración utilizando filtros de membrana con poro de 0,22 µm y luego 

se almacenaron en alícuotas a -20ºC (Anexo E). 

 

6.4 INDICADOR DE CRECIMIENTO: preparación de soluciones iniciales  
 

Soluciones de MTT en Tween 80 y PBS fueron utilizadas como indicador de 

crecimiento bacteriano para el revelado de las pruebas de bioactividad frente a M. 

tuberculosis y E. coli y S. aureus, respectivamente.  

 
La solución inicial de MTT (Sigma-Aldrich)  fue preparada a pesando  de 5 mg/mL en 

agua destilada estéril y posteriormente se esterilizó por filtración almacenándose 

protegida de la luz (Anexo E). 

 

Para los ensayos frente a M. tuberculosis fue utilizada una solución inicial de Tween 

80 (Merck) al 20% en agua destilada estéril (Anexo E). 

 

Para los ensayos frente a E. coli y S. aureus se usó una solución inicial de PBS 10x 

(Anexo E). 

 

Todas las soluciones iniciales se almacenaron a 4°C. 

 

6.5 MEDIOS DE CULTIVO 
 

Para las pruebas de bioactividad frente a M. tuberculosis se empleó el medio 

Middlebrook 7H9 (Difco Laboratories), suplementado con 10% de OADC (ácido oleico-

albúmina-dextrosa-catalasa) (Difco Laboratories) (Anexo E). Los ensayos conducidos 

contra E.coli y S.aureus se realizaron utilizando caldo Mueller Hinton (MHB) (Baltimore 

Biological Laboratory, BBL) (Anexo E). En las curvas de letalidad se usó medio de 

cultivo LJ (Baltimore Biological Laboratory, BBL). 
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6.6 IMPLEMETACIÓN DE LA METODOLOGÍA COLORIMÉTRICA DEL MTT PARA 
EL ALCANCE DEL OBJETIVO ESPECÍFICO NÚMERO 1.	 
 

La actividad antimicobacteriana fue evaluada teniendo como referencia las 

metodologías recomendadas por Abate et al. (1998) y Palomino et al. (2002); con las 

modificaciones propuestas por Bueno Sánchez et al. (2009). La metodología 

colorimétrica de MTT fue implementada y adaptada a las condiciones 

medioambientales de Bucaramanga y del Mycobacterium: Laboratorio de 

Investigación y Extensión, para los ensayos de microdilución en placa y macrodilución 

en tubo, a ser utilizados en la determinación de la bioactividad de sustancias de origen 

natural y sintético contra las cepas objeto de estudio. Los reactivos utilizados en la 

preparación de soluciones iniciales y los protocolos finales paso a paso para 

implementar la metodología se detallan en el anexo E.  

 

6.7 ENSAYOS DE BIOACTIVIDAD DE MOLÉCULAS SINTÉTICAS, EXTRACTOS 
VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES PARA EL ALCANCE DEL OBJETIVO 
ESPECÍFICO NÚMERO 2. 
 

6.7.1 Ensayos de bioactividad frente a Mycobacterium tuberculosis 

 

6.7.1.1 Obtención del inóculo 
 En frasco de vidrio estéril de 25 mL con 8 perlas de vidrio, marcado, tapado y 

previamente pesado (P1); se depositó la masa bacilar obtenida con espátula de 

madera estéril a partir de un cultivo bacteriano con 15-28 días de incubación y se 

estableció la diferencia entre el peso inicial  y el peso final (P2) para determinar el 

peso de masa bacilar (P3) (P3 = P2 – P1).  Para homogenizar la biomasa, se realizó 

una agitación inicial en seco utilizando un agitador mecánico durante 30 segundos. 

Con el fin de conseguir una suspensión bacteriana de 1mg/mL, correspondiente al 

tubo N°1 del estándar de McFarland (3 X 108 ufc/mL), se adiciono un volumen en mL 

de agua destilada estéril igual al peso de la masa bacilar; por ejemplo 10 mL para P3= 

10 mg. Se agitó nuevamente mecánicamente durante 60 segundos para lograr una 

suspensión homogénea. Seguidamente se realizó una dilución 1:10 con medio de 

cultivo líquido Middlebrook 7H9 + OADC 10%, la cual fue utilizada como inóculo de 
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trabajo. Adicionalmente se preparó una solución bacilar correspondiente al 1% del 

inóculo de trabajo, usada como uno de los controles de crecimiento. 

 

6.7.1.2 Preparación de soluciones de trabajo 
 
A partir de las soluciones iniciales de cada una de las muestras se realizaron 

diluciones en medio  de cultivo líquido Middlebrook 7H9 + OADC 10%, para lograr las 

concentraciones de trabajo requeridas en cada ensayo particular las cuales se 

detallan en tablas 5, 6 7. En todas las pruebas se incluyo un control con DMSO, cuya 

solución de trabajo fue preparada a partir del compuesto puro (98%) diluido de la 

misma forma y a la concentración más alta a la que se iban a probar las muestras. 

Una vez preparadas, las soluciones se esterilizaron por filtración. 

 

Las concentraciones evaluadas correspondieron a la mitad de las concentraciones de 

trabajo. Aquellas soluciones marcadas con (*) fueron soluciones intermedias 

requeridas para preparar las soluciones de trabajo pero no se usaron en los ensayos 

contra M. tuberculosis. Las soluciones de trabajo se esterilizaron por filtración. 

 

Tabla 5. Preparación de soluciones de trabajo para la evaluación de moléculas 
sintéticas contra M. tuberculosis. 

Nombre y concentración de la solución 
de trabajo a preparar 

Volumen y concentración de 
sustancia Volumen de diluyente 

RIF [100 µg/mL]* 100 µL RIF [1mg/mL] 900 µL medio M7H9+OADC 

RIF [4 µg/mL] 100 µL RIF [100 µg/mL] 2400 µL medio M7H9+OADC 

INH [100 µg/mL]* 100 µL RIF [1mg/mL] 900 µL medio M7H9+OADC 

INH [2 µg/mL] 50 µL RIF [100 µg/mL] 2450 µL medio M7H9+OADC 

Fase 1: Molécula [200 µg/mL] 10 µL Molécula [20000 µg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

Fase 1: Molécula [20 µg/mL] 100 µL Molécula [200 µg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

Fase 1: Molécula [2 µg/mL] 100 µL Molécula [20 µg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

Fase 1: Molécula [0,2 µg/mL] 100 µL Molécula [2 µg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

Fase 2: Molécula [128 µg/mL] 6,7 µL Molécula [20000 µg/mL] 993,6 µL medio M7H9+OADC 
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DMSO Fase 1 10 µL DMSO 990 µL medio M7H9+OADC 

DMSO Fase 2 6,7 µL DMSO 993,6 µL medio M7H9+OADC 

 
 
Tabla 6. Preparación de soluciones de trabajo para la evaluación de AEs contra 

M. tuberculosis. 

Nombre y concentración de la 
solución de trabajo a preparar 

Volumen y concentración de 
sustancia Volumen de diluyente 

RIF [10 µg/mL]* 10 µL RIF [1mg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

RIF [0,5 µg/mL] 150 µL RIF [10 µg/mL] 2850 µL medio M7H9+OADC 

INH [10 µg/mL]* 10 µL INH [1mg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

INH [0,25 µg/mL] 75 µL INH [10 µg/mL] 2925 µL medio M7H9+OADC 

AE [1000 µg/mL] 200 µL Aceite [20 mg/mL] 3800 µL medio M7H9+OADC 

AE [500 µg/mL] 200 µL Aceite [10 mg/mL] 3800 µL medio M7H9+OADC 

AE [250 µg/mL] 200 µL Aceite [5 mg/mL] 3800 µL medio M7H9+OADC 

AE [125 µg/mL] 200 µL Aceite [2,5 mg/mL] 3800 µL medio M7H9+OADC 

AE [62,5 µg/mL] 200 µL Aceite [1,25 mg/mL] 3800 µL medio M7H9+OADC 

DMSO 200 µL DMSO 3800 µL medio M7H9+OADC 

 
 
Tabla 7. Preparación de soluciones de trabajo para la evaluación de EVs contra 

M. tuberculosis. 

Nombre y concentración de la 
solución de trabajo a preparar 

Volumen y concentración de 
sustancia Volumen de diluyente 

RIF [10 µg/mL]* 10 µL RIF [1mg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

RIF [0,5 µg/mL] 150 µL RIF [10 µg/mL] 2850 µL medio M7H9+OADC 

INH [10 µg/mL]* 10 µL INH [1mg/mL] 990 µL medio M7H9+OADC 

INH [0,25 µg/mL] 75 µL INH [10 µg/mL] 2925 µL medio M7H9+OADC 

EV [4000 µg/mL] 100 µL Extracto [100 mg/mL] 2400 µL medio M7H9+OADC 

DMSO 100 µL DMSO 2400 µL medio M7H9+OADC 
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La preparación de la solución de trabajo de MTT se realizó en el momento del revelado 

del ensayo, mezclando un volumen de solución inicial de MTT + 1,2 volúmenes de 

solución inicial de tween 80 al 20%. Posteriormente se esterilizó por filtración 

utilizando membranas de 0,22 µm. 

 

6.7.1.3 Montaje del ensayo de microdilución en placa para evaluación de 
moléculas sintéticas 

 

Para los experimentos se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos de fondo plano 

y con tapa, estériles.  

 

La fase inicial fue conducida para determinar la bioactividad de cada molécula a 

concentraciones de 100, 10, 1 y 0,1 µg/mL. La distribución de las muestras y controles 

se realizó como se muestra en la figura 3. Inicialmente se añadieron 100 µL de medio 

M7H9+OADC en B10, C10, D10 y E10 así como en B11, C11 y D11 y 200 µL en E11, 

F11 y G11, estos últimos fueron considerados como controles de esterilidad del medio 

de cultivo. Luego cada pozo correspondiente a las muestras fue adicionado con 100 

µL de solución de la solución de trabajo respectiva. Ejemplo: compuesto 1 de [200 

µg/mL] en B2, C2 y D2; compuesto 1 de [20 µg/mL] en B3, C3 y D3; compuesto 1 de 

[2µg/mL] en B4, C4 y D4; compuesto 1 de  [0,2 µg/mL] en B5, C5 y D5. Para los pozos 

control de medicamento, 100 µL de solución de trabajo de INH fueron dispensados en 

el pozo B10 y 100µL de solución de trabajo de RIF en el pozo B11. Seguidamente se 

realizaron diluciones seriadas de 2 hasta el pozo D10 y D11 respectivamente. Se 

desecharon los  100 µL finales. Las concentraciones evaluadas para la INH fueron 

0.5; 0.25 y 0,125 µg/mL y  las de RIF fueron 1; 0.5 y 0.25 µg/mL. El G10 fue utilizado 

como control con DMSO, al cual se le añadieron 100 µL de la solución de trabajo de 

la sustancia. Finalmente se agregaron 100 µL de inóculo de trabajo en todos los 

pozos, excepto en los de la periferia y en E11, F11 y G11 y en F10.  En el pozo F10 

fueron adicionados 200 µL de inóculo bacteriano del 1% de concentración. Los pozos 

de la periferia de la placa se llenaron con 200 µL de agua destilada estéril. 
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Figura 3. Distribución de muestras y controles para la primera fase de 
evaluación de la bioactividad moléculas sintéticas frente a M. tuberculosis. 

 
 

Figura 4. Distribución de muestras y controles para la segunda fase de 
evaluación de la bioactividad moléculas sintéticas frente a M. tuberculosis. 

 
Las moléculas que en la primera fase presentaron bioactividad menor o igual 100 

µg/mL, se evaluaron nuevamente a 64, 32, 16, 8, 4, 2 y 1µg/mL		
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En la figura 4 se observa la distribución de las muestras y controles en la placa. 

Inicialmente, se adicionaron 100µL de medio de cultivo líquido M7H9+OADC en las 

columnas 3, 4, 6, 7, 9 y 10, desde B hasta G, así como en B5, C5 y D5 y B8, C8, D8, 

B11 y 200µL en E11, F11 y G11. Luego se dispensaron 200µL de solución de trabajo 

del compuesto 1 en los pozos B2, C2 y D2, 200 µL de solución de trabajo del 

compuesto 2 en E2, F2 y G2, 200µL de solución de trabajo del compuesto 3 en E5, 

F5 y G5 y 200µL de solución de trabajo del compuesto 4 en E8, F8 y G8; de los cuales 

se tomaron 100 µL para realizar diluciones seriadas de 2 en los pozos 

correspondientes a cada compuesto. Se desecharon los 100 µL finales. Para el 

montaje de los pozos control de medicamentos se dispensaron 100µL de solución de 

trabajo de INH en el pozo B9 y 100 µL de solución de trabajo de RIF en el pozo B10. 

Seguidamente se realizaron diluciones seriadas de 2 hasta el pozo D9 y D10 

respectivamente y se desecharon los 100µL finales. Las concentraciones evaluadas 

para la INH y RIF fueron las mismas que en la fase inicial. El pozo D11 fue utilizado 

como control con DMSO al cual se adicionó 100µL de solución de trabajo de la 

sustancia.  Finalmente se agregaron 100µL de inóculo de trabajo en todos los pozos, 

excepto en los de la periferia y en C11. En C11 se adicionaron 200µL de solución 

bacilar del 1% de concentración. Los pozos de la periferia se llenaron con 200 µL de 

agua destilada estéril.  

 

6.7.1.4 Montaje del ensayo de microdilución en placa para evaluación de 
extractos vegetales 
 
Se utilizaron placas con las mismas especificaciones que las descritas en 6.7.1.3. 

 
En principio, se depositaron 200µL de medio M7H9+OADC en B11 y 100µL en todas 

las columnas desde 2 hasta 10, desde B hasta G y en C11, D11 y F11. Posteriormente 

se adicionaron 100µL de solución de trabajo del extracto 1 en B2, B3 y B4; 100µL de 

solución de trabajo del extracto 2 en B5, B6 y B7 y 100µL de solución de trabajo del 

extracto 3 en B8, B9 y B10 y se realizaron diluciones seriadas de 2 de cada extracto 

desde B hasta G y se descartaron los 100µL finales. Se adicionaron 100µL de solución 

de trabajo de INH de 0.5µg/mL en C11, 100µL de solución de trabajo de RIF de 

1µg/mL en D11 y 100µL de solución de trabajo de DMSO en G11. Luego se 

adicionaron 100µL de inóculo bacteriano en todos los pozos, pero no en B11 ni E11. 
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Posteriormente se adicionaron 200µL de inóculo bacteriano del 1% de concentración 

en E11. Finalmente se adicionaron 200µL de agua destilada en los pozos de la 

periferia. La distribución de las muestras y los controles re realizó como se muestra 

en la figura 5.  

 
 

Figura 5. Distribución de muestras y controles para la evaluación de la 
bioactividad de EVs frente a M. tuberculosis. 

 
 

 

 

6.7.1.5 Montaje del ensayo de macrodilución en tubo para evaluación de aceites 
esenciales 
 
Los experimentos fueron realizados utilizando tubos de vidrio 13X100mm con tapa 

rosca.  

 

Se dispuso de 5 tubos para evaluar cada uno de los aceites y en cada tubo se 

dispensó 1mL de solución de trabajo de la muestra. Dos tubos fueron utilizados para 

el control de medicamentos a los cuales se les adicionó 1mL de solución de trabajo 

de INH 0.25µg/mL de y 1mL de solución de trabajo de RIF de 0,5 µg/mL, 

respectivamente. Otro tubo se tomó como control de DMSO, en el cual se agregó 1mL 

de solución de trabajo de la sustancia. Seguidamente se adicionó 1mL de inóculo de 
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trabajo en cada tubo.  Adicionalmente se preparó un tubo con 2mL de medio 

M7H9+OADC el cual fue utilizado como control de esterilidad; un tubo con 1mL de 

medio M7H9+OADC y 1mL de inóculo de trabajo, que fue utilizado como control de 

crecimiento y uno con 1.98mL medio M7H9+OADC y 0,02mL de inóculo de trabajo, 

que correspondió al control de crecimiento del 1%. Una representación del esquema 

de montaje es mostrado en la figura 6. 

 

Figura 6. Esquema de montaje del ensayo de macrodilución en tubo para la 
evaluación de la bioactividad de AEs frente a M. tuberculosis. 

 
 
 
6.7.1.6 Condiciones de incubación del ensayo 
 
Las placas de todos los ensayos de microdilución se incubaron tapadas y dentro del 

empaque original, en cámara húmeda con gasas estériles impregnadas con agua 

destilada estéril. Tanto los ensayos en microplaca como los ensayos en tubo fueron 

incubados durante 7 días a 37 °C. Cada muestra fue evaluada por triplicado y se 

realizaron 3 réplicas del ensayo en tres días diferentes. 

 
6.7.1.7 Revelado de los ensayos  
 
Concluido el tiempo del ensayo de bioactividad se procedió a realizar el revelado de 

los ensayos. Para los ensayos en microplaca, se dispensaron 22µL de solución de 

trabajo de MTT en cada pozo, excepto en los de la periferia. Para los ensayos de 

macrodilución se añadieron 220µL a cada tubo. Luego se procedió a una nueva 

incubación de 24 horas a 37°C. 
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6.7.1.8 Lectura e interpretación de resultados 

 
Pasado el tiempo de revelado, se realizó la confirmación visual del color.  El cambio 

de color de amarillo a violeta indicó la viabilidad de la bacteria. La CMI fue definida 

como la menor concentración de la muestra donde no hubo cambio de color. Se 

interpretó como No Bioactiva aquella muestra en la que todos los pozos o tubos de 

ensayo tuvieron un color violeta y como Bioactiva aquella en la que al menos a una 

concentración se mantuvo el color amarillo (Ver figura 8).  

 

6.7.1.9 Criterio de actividad  
 
De acuerdo a lo reportado en la literatura, se consideraron promisorias aquellas 

moléculas sintéticas  con CMI ≤ 10µg/mL o su equivalente molar y las sustancias de 

origen vegetal con CMI ˂ 100 µg/mL (Pavan et al. 2012; Bueno-Sánchez y 

Kouznetsov, 2010) 

 

De acuerdo a los datos de bioactividad obtenidos de los ensayos con moléculas 

sintéticas, AEs y EVs se pudo definir cuales sustancias podían ser consideradas como 

promisorias. Cinco muestras de AEs fueron consideradas para este proceso ya que 

obtuvieron CMI <100 µg/mL; estas correspondieron a E. citriodora Hook, C. flexuosus, 

C. citratus, T. diffusa y L. origanoides (N°20).  
 

E. citriodora Hook, C. flexuosus, C. citratus, T. diffusa fueron evaluados contra los 

microorganismos control E. coli y S. aureus y se determinó su efecto bactericida o 

bacteriostático frente a M. tuberculosis mediante la realización de curvas de letalidad.  

 
6.7.2 Ensayos de bioactividad de frente a Escherichia coli y Sthaphylococcus 
aureus 
 

La realización de estos ensayos se condujo siguiendo las indicaciones de las guías 

M26-A, M07-A8 del y M100_S21 del NCCLS - CLSI.  
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6.7.2.1 Obtención del inóculo 
A partir de cultivos puros de cada uno de los microorganismos en MHA con 16 a 24 

horas de crecimiento, se tomaron entre 5 y 30 colonias que fueron luego inoculadas 

en 5mL de MHB usando una temperatura de 35°C. Los caldos fueron incubados a 

35°C hasta lograr una turbidez comparable visualmente con el tubo N° 0.5 del 

estándar de McFarland (1-2 X 108 ufc/mL). Cuando fue necesario ajustar la turbidez, 

se utilizó caldo estéril a la misma temperatura. Posteriormente se realizó una dilución 

1:150 para conseguir una concentración de 1 X 106 ufc/mL, la cual fue utilizada como 

inóculo de trabajo. 

 

6.7.2.2 Preparación de soluciones de trabajo 
Se realizaron diluciones en medio de MHB para lograr las concentraciones de trabajo 

las cuales se esterilizaron por filtración (Ver tabla 8). 

 

Tabla 8: Preparación de soluciones de trabajo para la evaluación de AEs 
contra E. coli y S. aureus 

Nombre y concentración de la 
solución de trabajo a preparar 

Volumen y concentración de 
sustancia Volumen de diluyente 

GNT [8 µg/mL] 240 µL GNT [0,1mg/mL] 2760 µL caldo Mueller Hinton 

AE [1000 µg/mL] 200 µL Aceite [20 mg/mL] 3800 µL caldo Mueller Hinton 

AE [500 µg/mL] 200 µL Aceite [10 mg/mL] 3800 µL caldo Mueller Hinton 

AE [250 µg/mL] 200 µL Aceite [5 mg/mL] 3800 µL caldo Mueller Hinton 

AE [125 µg/mL] 200 µL Aceite [2,5 mg/mL] 3800 µL caldo Mueller Hinton 

AE [62,5 µg/mL] 200 µL Aceite [1,25 mg/mL] 3800 µL caldo Mueller Hinton 

DMSO 200 µL DMSO 3800 µL caldo Mueller Hinton 

 
Para la preparación de la solución de trabajo de MTT se mezcló un volumen de 

solución inicial de MTT + 1,2 volúmenes de solución inicial de PBS. Posteriormente 

se esterilizó por filtración utilizando membranas de 0,22 µm. 
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6.7.2.3 Montaje del ensayo de macrodilución en tubo para evaluación de aceites 
esenciales 
 

Se empleo material de vidrio de las mismas especificaciones y se realizo el 

procedimiento de montaje de igual manera que en 6.7.1.5; con la salvedad de que se 

empleo GNT de 8 µg/mL como medicamento control y MHB fue utilizado para la 

preparación de los controles de crecimiento y el control de esterilidad. 

 

 

6.7.2.4 Condiciones de incubación del ensayo 
 
Los tubos fueron incubados a 37°C durante 20 horas, luego de lo cual se realizó el 

revelado. 

 

 

6.7.2.5 Revelado del ensayo 
 
Concluido el tiempo del ensayo de bioactividad se procedió a realizar el revelado del 

ensayo Se añadieron 220µL de indicador de MTT a cada tubo. Luego se procedió a 

una nueva incubación de 30 minutos a 37°C. 

 

6.7.2.6 Lectura e interpretación de resultados 
 
Se realizó la confirmación visual del color, se definieron la CMI para cada muestra y 

se obtuvieron los datos de bioactividad, siguiendo lo descrito para los ensayos con M. 

tuberculosis.  

 

6.8 CURVAS DE LETALIDAD CONTRA Mycobacterium tuberculosis PARA 
CUMPLIR CON EL OBJETIVO ESPECÍFICO NÚMERO 3.  
 

Estos AEs fueron evaluados en su actividad bactericida o bacteriostática mediante los 

ensayos de curvas de letalidad antimicobacteriana, según las recomendaciones del 

CLSI, como se muestra en la figura 7. 
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6.8.1 Montaje del ensayo 
 

La fase inicial del ensayo, consistió en el montaje del ensayo de bioactividad como se 

describió en 6.7.1.5, con un volumen final de 6mL. Las concentraciones evaluadas 

consistieron en 1, 2 y 3 veces la respectiva CMI de cada muestra. Se tomaron 

alícuotas de 1mL de cada tubo durante los tiempos 0, 2, 4 y 6 días; las cuales fueron 

centrifugadas a 3000rpm durante 15 minutos y lavadas con agua destilada estéril, 

procedimiento que se repitió 3 veces. Finalmente, se prepararon diluciones 1:100 y 

1:10000 con agua destilada estéril y se sembraron por triplicado en medio LJ a razón 

de 200µL. 

 

Figura 7. Esquema de montaje del ensayo de curvas de letalidad para la 
evaluación del efecto bactericida y bacteriostático de AEs frente a M. 

tuberculosis. 

 
 
6.8.2 Condiciones de incubación del ensayo 
 

Los tubos fueron incubados a 37°C durante 30 días y se realizó la lectura. 

 

 

6.8.3 Lectura e interpretación de resultados 
 
Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió al conteo colonias y se obtuvo la 

media del conteo de UFC/mL en cada tubo del triplicado.  
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6.9 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
La estimación global de la exactitud del ensayo colorimétrico del MTT se realizó 

mediante el análisis ROC (acrónimo de las palabras Receiver Operating 

Characteristic, o Característica Operativa del Receptor) utilizando el programa IBM 

SPSS Statistics 20. 

 
Para el análisis de las CMI se utilizó el programa EXCEL, expresando los resultados 

como la media geométrica.  

 

Los datos obtenidos de los ensayos de curvas de letalidad se graficaron en escala 

logarítmica de las Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (Log10 UFC/mL).  

 

La actividad bactericida fue definida como la disminución mayor o igual a 3 log10  en 

el conteo de UFC, correspondientes al 99% de muerte bacteriana a cada tiempo 

específico con respecto al tiempo inicial. 

 
6.10 CONSIDERACIONES ÉTICAS 

 
De acuerdo con los principios establecidos en la Resolución 008430 de Octubre 4 de 

1993 del Ministerio de Salud de la República de Colombia y debido a que esta se 

consideró una investigación sin riesgo, este estudio fue desarrollado conforme a los 

siguientes criterios: 

• Para la ejecución de las actividades correspondientes al logro de objetivos, no 

fue necesaria la interacción con pacientes, por lo cual ésta investigación no 

requirió de la aplicación del consentimiento informado.  

 

• La experimentación en bioactividad sobre microorganismos de importancia en 

salud pública ha sido conducida previamente en múltiples laboratorios de 

investigación a nivel mundial y hay reportados varios protocolos para la 

conducción de los ensayos.  
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• El conocimiento generado a partir de éste estudio no puedo obtenerse por otro 

medio idóneo y fue necesaria la aplicación de pruebas in vitro sobre los 

microorganismos de prueba. 
 

• Para la correcta manipulación de cepas ATCC de M. tuberculosis, incluido 

como un microorganismo perteneciente al grupo de riesgo III; las actividades 

se llevaron a cabo en el Mycobacterium: Laboratorio de Investigación y 

Extensión de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, 

siguiendo los reglamentos específicos para el manejo de este tipo de 

microorganismos emanados de la Organización Mundial de la Salud, el CDC 

(Centers for Disease Control and Prevention) de Atlanta y el Ministerio de la 

Protección Social.  

 

•  Se hizo uso del equipo básico de protección personal que incluyó bata de 

laboratorio desechable en material anti fluido, máscara respiratoria N-95, 

guantes, cofia y polainas, así como con una póliza de accidentes juveniles y 

con el cubrimiento en salud por parte de una Entidad Promotora de Salud 

(EPS).  
 

• La Escuela de Bacteriología y Laboratorio Clínico de la Universidad Industrial 

de Santander, lugar en el que se realizaron los procedimientos respectivos, 

cuenta con la infraestructura requerida para garantizar la bioseguridad y 

biocontención del microorganismo.  
 

• La investigación se llevó a cabo previa autorización de los representantes legales 

de las entidades adscritas al convenio en el cual estuvo enmarcado éste estudio, 

así como del director del proyecto. 
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7. RESULTADOS 
 

 

7.1 IMPLEMENTACIÓN DE LA METODOLOGÍA COLORIMÉTRICA DEL MTT 
 
Se generó un protocolo experimental (Anexo E) según los lineamientos del método 

científico y la literatura descrita acerca de este tipo de ensayos para lograr la 

implementación de la metodología colorimétrica del MTT adaptada a las condiciones 

medioambientales de Bucaramanga y del Mycobacterium: Laboratorio de 

Investigación y Extensión de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de 

Santander, en Bucaramanga – Colombia.  

 

En la figura 8 se muestra un ensayo de MTT revelado. El tubo con solución de color 

amarillo indica que la muestra es Bioactiva a la concentración probada.  El tubo con 

solución de color violeta indica metabolismo celular y por tanto la muestra es No 

Bioactiva a la concentración probada. 

 

Figura 8: Inspección visual del ensayo colorimétrico del MTT para la 
evaluación de la actividad antibacteriana de AEs. Tubo amarillo: muestra 

Bioactiva. Tubo violeta: muestra No Bioactiva. 

 
 

Se realizó un análisis ROC para las moléculas sintéticas, AEs y EVs incluidos en el 

estudio el cual permitió obtener una representación global de la exactitud del ensayo 

colorimétrico del MTT para 26 de un total de 35 muestras. La exactitud máxima fue 

considerada para un área bajo la curva de ROC (ABC) con valor de 1 y la mínima con 

un valor de 0,5.  
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El 96,15% de las muestras tuvieron valor de ABC entre 0,5 y 1,0. La figura 9 muestra 

el porcentaje de muestras de acuerdo a los rangos dados del ABC. Las muestras 

correspondientes a 10 AEs (N°1, N°3, N°4, N°6, N°7, N°8, N°20, N°21, N°22 y N°23) 

y 5 EVs (N°27, N°40, N°54, N°55 y N°58) tuvieron un valor de ABC entre 0,9 y 1,0 

(58%); 5 muestras correspondientes a 3 aceites esenciales (N°2, N°5 y N°9), 1 

extracto vegetal (N°57) y 1 molécula sintética (AF174) tuvieron un valor de ROC entre 

0,7 y 0,8 (19%), 5 muestras correspondientes a 4 moléculas sintéticas (SAM99, 

AF166, ES1D1 y ES2D1) y un aceite esencial (N°10) obtuvieron un valor de ROC 

entre 0,5 y 0,6 (19,23%). Solo una molécula sintética (LIA4P) obtuvo un valor de ROC 

<0,5 (3,85%).  

 

El ensayo mostro características de discriminación  perfecta (100% de sensibilidad y 

100% de especificidad, ROC 1,0) para las muestras de AEs N°21: L. origanoides 

(Orégano de monte) FD: 0252, N°22: L. origanoides FD: 0250 y N°23: L. origanoides 

FD: 0251 

 

La sensibilidad del ensayo fue de 100% para las muestras de AEs N°2, N°3, N°4, N°5, 

N°6, N°8, N°9, N°10, N°21, N°22 Y N°23, los EVs N°27, N°54, N°55 y N°58 y las 

moléculas SAM99, AF166, ES1D1, ES2D1 y LIA4P. 

 

Se obtuvo 90% de sensibilidad para la muestra N°20, 75% para la muestra N°40, 69% 

para la muestra AF174, 67% para las muestras N°1 y N°7 y 64% para la muestra N°57. 

 

Figura 9: porcentaje de muestras de acuerdo al valor de ABC. 

 

57,69%
19,23%

19,23%

3,85%
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Figura 10: Porcentaje de resultados bien clasificados como Bioactivos o No 
bioactivos de acuerdo la muestra. 

 
 

La especificidad para las muestras N°20, N°21, N°22, N°23, N°40 y AF164 fue del 

100%; para las muestras N°1, N°3, N°7, N°57 y N°58 estuvo entre 92 y 94%; mientras 

que en las muestras N°8, N°27, N°54 y N°55 oscilo entre 82 y 88% y en las muestras 

N°2, N°4, N°5, N°6, N°9, N°10, SAM 99, AF166, ES1D1, ES2D1 y LIA4P fue menor 

del 82%. 

 

El porcentaje de resultados bien clasificados como Bioactivos o No bioactivos para 

cada muestra se representa en la figura 10. 21 de 26 muestras analizadas por ROC 

tuvieron un porcentaje de resultados bien clasificados mayor al 80%. En las 5 

muestras restantes el porcentaje estuvo entre 77,78 y 73,33%. 

 

La figura 11 muestra las curvas ROC generadas para las muestras consideradas 

como promisorias a las cuales se les determino el efecto bactericida. 
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Figura 11: Curvas ROC de las muestras N°2, N°4, N°5 y N°10 

 

  
 
 
7.2 EVALUACIÓN DE LA BIOACTIVIDAD DE MOLÉCULAS SINTÉTICAS, 
EXTRACTOS VEGETALES Y ACEITES ESENCIALES  
 
7.2.1 Tres moléculas sintéticas fueron activas contra Mycobacterium 
tuberculosis 
 

En los anexos A y B se muestran los resultados y las evidencias fotográficas de los 

ensayos de bioactividad de las moléculas sintéticas objeto de estudio contra M. 

tuberculosis. De las 15 moléculas analizadas, 3 (20%) fueron bioactivas contra el 

microorganismo entre 50,8 y 100 µg/mL;  las 12 restantes (80%) no fueron bioactivas 

dentro del rango de concentraciones probadas; estas correspondieron a las 

identificadas con los códigos AF160, AF166, AF167, AF171, AF190, AF194 y AF195 

del grupo de los derivados de las naftoazepinas; LIA1D del grupo de los derivados de 

las 1-benzoazepinas  y ES1D1, ES2D1, ES2DB y ES2DC de los derivados de las 

quinolonas.  
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En la tabla 9 se muestra la CMI determinada para todos los compuestos con base en 

tres ensayos realizados durante las fases 1 y 2.  

 

Comparados con RIF e INH, los compuestos AF174, SAM99 y LIA4P presentaron CMI 

significativamente más altas. Ahora bien, tomando en cuenta el criterio de actividad 

propuesto en esta investigación para moléculas sintéticas (CMI ≤ 10µg/mL), el efecto 

bactericida de estas moléculas no fue evaluado ya que no se consideraron como 

promisorias.  

 

Tabla 9. Concentración mínima inhibitoria de moléculas sintéticas contra M. 
tuberculosis. 

Grupo Código LSO 
CMIa ± Sb, nc=3 

(µg/mL) µM 

1.Derivados de las naftoazepinas 

AF160 >100 (S: NRd) >249,5 

AF166 >100 (S: NR) >248,3 

AF167 >100 (S: NR) >360,5 

AF171 >100 (S: NR) >325,2 

AF174 50,80 ± 10,67 157,6 

AF190 >100 (S: NR) >317 

AF194 >100 (S: NR) >374 

AF195 >100 (S: NR) >280,7 

2. Derivados de las 1-

benzoazepinas 

LIA1D >100 (S: NR) >534 

LIA4P 100 ± 0 397,2 

SAM99 100 ± 0 345,1 

3. Derivados de las quinolonas 

ES1D1 >100 (S: NR) >287,8 

ES2D1 >100 (S: NR) >273,6 

ES2DB >100 (S: NR) >263,5 

ES2DC >100 (S: NR) >263,5 

Medicamentos control 
RIF 0,25 ± 0 0,303 

INH 0,125 ± 0 0,9 
a Concentración mínima Inhibitoria; b  Error estándar de la media; c Número de réplicas; d  No Reportado. 

 

 

7.2.2 Tres extractos vegetales fueron activos contra Mycobacterium 
tuberculosis 
 
En los anexos A y B se muestran los resultados y las evidencias fotográficas de los 

ensayos de bioactividad de las moléculas sintéticas objeto de estudio contra M. 

tuberculosis. El 50% de los extractos analizados fueron bioactivos contra el 
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microorganismo a CMI entre 793,70 y 1000µg/mL; estos correspondieron a las 

especies vegetales Salvia officinalis, Escallonia pendula y Lippia origanoides. No se 

evidenció bioactividad de los extractos obtenidos de Baccharis aff. Buddleioides, 

Wedelia calycina y Nectranda reticulata. 

En la tabla 10 se muestra la CMI determinada para todos los EVs con base en tres 

ensayos realizados. 

 

Tabla 10. Concentración mínima inhibitoria de EVs M. tuberculosis 
Código de la 

muestra 
Nombre 

científico 
Nombre 
común 

CMIa(µg/mL) ± Sb, nc=3 

N° 27 
 Baccharis aff. buddleioides - ˃1000 

N° 40 
Salvia officinalis Salvia 793,70 ± 96,23 

N° 54 
Wedelia calycina Amarillo 

˃1000	

N° 55 
Nectranda reticulata Laurel 

˃1000	

N° 57 
Escallonia pendula Tibar 

793,70 ± 96,23	

N° 58 
Lippia origanoides Orégano de monte 1000 ± 0 

a Concentración mínima Inhibitoria; b  Error estándar de la media; c Número de réplicas 

 

Los extractos obtenidos de S. officinalis y E. pendula fueron activos a una CMI de 

793,7µg/mL, mientras que L. origanoides presentó una CMI de 1000µg/mL.  

 

De acuerdo al criterio de actividad propuesto en esta investigación para sustancias de 

origen natural (CMI ˂ 100 µg/mL), el efecto bactericida de los extractos no fue 

evaluado ya que no se consideraron como promisorios. 

 

 

7.2.3 Todos los aceites esenciales fueron activos contra Mycobacterium 
tuberculosis 

 
En los anexos A y B se muestran los resultados y las evidencias fotográficas de los 

ensayos de bioactividad de los AEs objeto de estudio contra M. tuberculosis. El 100% 

de las muestras analizadas fueron bioactivas contra el microorganismo a CMI entre 

500 y 31,25 µg/mL. Esto puede correlacionarse con el alto contenido de componentes 

volátiles presentes en este tipo de productos vegetales, los cuales han mostrado tener 

un amplio espectro antimicrobiano. 
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Tabla 11. Concentración mínima inhibitoria de aceites esenciales contra M. 
tuberculosis 

Código de la 
muestra 

Nombre 
científico 

CMIa(µg/mL) ± Sb, 
nc=3 Componentes mayoritarios (%) 

N° 10 
Eucaliptus citriodora Hook 

31,25 ± 0,0 a-Pineno (6.3), b-pineno (4.8), 1.8-cineol (3.4), 
linalol (2.9), citronelal (49.3),	iso-pulegol (12.9), 

citronelol (9.5) 

N° 2 
Cymbopogon citratus 

49,61 ± 18,04 β-Mirceno (20.2), linalol (3.0),  neral (29.0%), 
geranial (26.0), geraniol (2.9). 

N° 5 
Cymbopogon flexuosus 

49,61 ± 18,04 Geranial (37.5), neral (28.2), acetato de 
geranilo (10.0), geraniol (9.0),	trans-b-

cariofileno (2.0) 

N° 4 
Turnera diffusa 

78,75 ± 12,03 

a-Pineno (2.5%),	b-mirceno (2.4),	D3-careno 
(8.7),	p-cimeno (16.5), limoneno (4.0),	g-
terpineno	(3.8),	b-elemeno (3.4), trans-b-

cariofileno (3.5), drima-7,9(11)-dieno (11.6),	b-
selineno (4.2),	g-patchuleno (4.5), viridifloreno 

(4.7). 

N° 20 Lippia origanioides “socorro” 
FD:  0249 

Qto. Carvacrol 

99,21 ± 12,03 p-Cimeno (8.7), g-terpineno (5.1), timol (11.5), 
carvacrol (50.6),	trans-b-cariofileno (5.2) 

N° 9 
Cananga odorata 

125,00 ± 84,20 
a-Pineno (1.5), p-metilanisol (8.9), benzoato de 
metilo (10.0),	linalol	(14.1), acetato de bencilo 
(18.2), trans-b-cariofileno (3.8), germacreno D 

(7.8), benzoato de bencilo (12.3) 

N° 21 Lippia origanioides FD: 0252 
Qto. Carvacrol 
“Pescadero” 

125,00 ± 0,0 p-Cimeno (11.9),	g-terpineno (8.5), timol (10.1), 
carvacrol (40.4), trans-b-cariofileno (5.4) 

N° 22 Lippia origanioides FD: 0250 
Qto. Carvacrol 
“Pescadero” 

125,00 ± 0,0 p-Cimeno (13.2), g-terpineno (7.6), timol (10.1), 
carvacrol (42.0), trans-b-cariofileno (5.0) 

N° 23 Lippia origanioides FD: 0251 
Qto. Carvacrol 
“Pescadero” 

125,00 ± 0,0 p-Cimeno (9.2),	g-terpineno (6.42), timol (12.4), 
carvacrol (41.2), trans-b-cariofileno (5.6) 

N° 6 
Lippia alba Mill 

198,43 ± 72,17 Limoneno (31.8), carvona (38.3), piperitona 
(2.6), piperitenona (4.4),	b-burboneno (1.3), 

biciclosesquifelandreno (9.0) 
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N° 8 
Swinglea glutinosa 

250,00 ± 0,0 
a-Pineno (12.0), sabineno (11.0), b-pineno 

(49.6), limoneno (4.4), 1,8-cineol (3.0), terpinen-
4-ol (2.7),	trans-b-cariofileno (1.5),	germacreno 

D (8.1) 

N° 7 
Citrus scinensis Osbeck 

353,55 ± 72,17 Limoneno (71.3),	b-mirceno (5.0), linalol (5.4), 
sabineno (1.6),	g-terpineno (2.0),	n-octanol (2.0) 

N° 1 
 Tagetes lucida  Cav. 

353,55 ± 72,17 β-Mirceno (1.6), trans-β-ocimeno (1.0), estragol 
(95.7) 

N° 3 
Rosmarinus officinalis 

500,00 ± 0,0 
a-Pineno	(20.0),	b-pineno	(10.5), 1,8-cineol 

(13.3),	g-terpineno		(2.1), alcanfor (25.0), trans-
b-cariofileno (10.7),	a-humuleno (2.1), óxido de 

cariofileno (5.2) 

a Concentración mínima Inhibitoria; b  Error estándar de la media; c Número de réplicas; 
 

En la tabla 11 se muestra la CMI determinada para todos los AEs con base en tres 

ensayos realizados. 

 

Los aceites obtenidos de L. alba Mill, S. glutinosa, C. scinensis Osbeck, T. lucida  Cav, 

R. officinalis, C. odorata y L. origanioides (N°21, N°22 y N°23)  presentaron actividad 

contra el microorganismo a un rango de CMI entre 125  y 500 µg/mL.  

 

Los extraídos de E. citriodora Hook, C. citratus, C. flexuosus, T. diffusa y L. 

origanioides (N°20) fueron activos a CMI ˂100 µg/mL, por lo cual se consideraron 

como promisorios.  E. citriodora Hook, C. citratus, C. flexuosus, T. diffusa  fueron 

probados contra las cepas de referencia de S. aureus y E. coli y se realizó el ensayo 

de curvas de letalidad de contra M. tuberculosis. 

 

Las especies analizadas de Cymbopogon contenían porcentajes de neral, geranial y 

β-Mirceno entre 20-37%. Los componentes trans-b-cariofileno, a-Pineno, cimeno y 

limoneno fueron los más comunes dentro los AEs estudiados 
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7.2.4 Los aceites esenciales de Cymbopogon citratus y Cymbopogon flexuosus 
fueron activos contra Staphylococcus aureus 
 
De 4 aceites analizados, C. citratus y C. flexuosus fueron activos frente a S. aureus a 

una CMI de 500 µg/mL (anexo B) en los tres ensayos realizados. E. citriodora Hook y 

T. diffusa no presentaron actividad frente al microorganismo incluso a la máxima 

concentración probada. Ninguno de los 4 aceites presentó bioactividad frente a E. coli.  

 

 

7.3 EVALUACIÓN DEL EFECTO BACTERICIDA DE Eucaliptus citriodora Hook, 
Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuousus y Turnera diffusa FRENTE A 
Mycobacterium tuberculosis 
 

7.3.1 Dos aceites esenciales presentaron efecto bactericida y dos efecto 
bacteriostático  
Los resultados y las evidencias fotográficas del ensayo de curvas de letalidad de los 

AEs y los medicamentos control se muestran en los anexos C y D. Las gráficas 

generadas con estos resultados se muestran en las figuras 12 a 17  

 

RIF e INH presentaron efecto bactericida a las concentraciones probadas 

correspondientes a 1CMI, 2CMI y 3CMI.  

 

Figura 12: curva de letalidad de RIF frente a M. tuberculosis 
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El segundo día del ensayo con RIF se lograron porcentajes de muerte bacteriana del 

83 y 92% con 1CMI y 2CMI respectivamente. Estos porcentajes aumentaron el cuarto 

día obteniéndose un efecto bactericida (≥99% de muerte bacteriana). El mismo efecto 

observado con 3CMI desde el segundo día del ensayo.  

 

Figura 13: curva de letalidad de INH frente a M. tuberculosis 
 

 
 

INH mostró un potente efecto esterilizante desde el segundo día del ensayo con el 

cual se lograron porcentajes de muerte bacteriana ≥99% . 

 

C. citratus y T. diffusa presentaron efecto bactericida a 125 µg/mL (3CMI). 

 

Figura 14: curva de letalidad de C. citratus frente a M. tuberculosis 
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Figura 15: curva de letalidad de T. diffusa frente a M. tuberculosis 
 

 
 

C. citratus inició mostrando un efecto bacteriostático durante el segundo día del 

ensayo con porcentajes de muerte bacteriana de 18, 68 y 86% con 1CMI, 2CMI y 

3CMI respectivamente. Para el cuarto día se logró el 36% de muerte bacteriana con 

1CMI y el 95% con 2CMI y 3CMI. Para el sexto día el efecto bacteriostático se mantuvo 

con 1CMI (50%) y 2CMI (97%), mientras que con 3CMI se obtuvo un efecto 

bactericida. 

 

Se evidenció un efecto bacteriostático de T. diffusa desde el segundo día del ensayo 

con porcentajes de muerte bacteriana de 38 (1CMI), 81 (2CMI) y 86% (3CMI). Un 

aumento de estos porcentajes fue observado durante el cuarto día del ensayo, sin 

embargo el efecto bacteriostático se mantuvo hasta el sexto día con 1CMI (81%), 

mientras que se logró un efecto bactericida con 2CMI y 3CMI.  

 

C. flexuosus y E. citriodora HooK presentaron actividad bacteriostática a todas las 

concentraciones probadas. 
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Figura 16: curva de letalidad de C. flexuosus frente a M. tuberculosis 
 

 
Un aumento en el porcentaje de muerte bacteriana fue observado para los dos AEs 

durante todos los días del ensayo a 1CMI, 2CMI y 3CMI. Para el día sexto del ensayo 

se obtuvo el 90 y 94% de muerte bacteriana con C. flexuosus y E. citriodora Hook 

respectivamente usando 3CMI 

 

Figura 17: curva de letalidad de E. citriodora Hook frente a M. tuberculosis 
 

 
. 

El efecto de la INH fue tiempo dependiente. El efecto de la RIF, C. citratus y T. diffusa 

fue tiempo y concentración dependiente observándose un mayor porcentaje de muerte 

bacteriana a través del tiempo. 
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8. DISCUSIÓN 
 

 
Existen diversas metodologías para la determinación de la bioactividad de nuevas 

sustancias contra el M. tuberculosis; sin embargo en este estudio se opto por la 

implementación del ensayo colorimétrico del MTT por las razones que se exponen a 

continuación: 

 

Los métodos de dilución y difusión en agar, son metodologías que también pueden 

usarse para la determinación de la CMI de nuevas sustancias, sin embargo al usarse 

cajas de Petri la muestra puede volatilizarse, afectando los resultados. La prueba del 

MTT acoplada al ensayo de macrodilución en tubo, permite la evaluación de 

sustancias volátiles como los AEs sorteando esta dificultad, ya que se emplean tubos 

con tapa rosca que permiten un cierre hermético que impide la pérdida de muestra 

durante el proceso. Adicionalmente debido al uso de medios de cultivo sólidos, el 

tiempo necesario para la lectura de la prueba es mucho más largo (20-40 días) en 

comparación con las metodologías de dilución en medio líquido, como el que se usa 

en el MTT (8 días incluyendo el ensayo de revelado) (Bueno-Sánchez, 2012; Primm y 

Franzblau, 2007; Martin et al., 2003).  

 

Otras alternativas como el método radiométrico y la citometría de flujo requieren 

equipos automatizados que aumentan el costo de la prueba y exponen al investigador 

al uso de reactivos más tóxicos. En el caso de las metodologías colorimétricas como 

el MTT puede realizarse una inspección visual y determinar la CMI por un viraje en el 

color en los pozos o tubos de ensayo, lo cual la convierte en una metodología mucho 

más práctica y económica (Primm y Franzblau, 2007; Groll et al., 2010; Mshana et al., 

1998; Bueno-Sánchez, 2012; Martin et al., 2005; Palomino et al., 2002). 

 

Si bien se ha documentado una eficiencia similar de las metodologías colorimétricas 

MTT y REMA (resazurin microtiter assay) para la determinación de susceptibilidad a 

las drogas antituberculosas, el MTT permite una interpretación visual del color mucho 
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más fácil ya que la diferencia entre sus colores es mucho más definida (MTT: amarillo 

– violeta, REMA: azul – rosado) (Martin et al., 2005). 
 
El ensayo colorimétrico del MTT hace parte de una serie de metodologías empleadas 

en la determinación de la viabilidad celular. En el caso de las micobacterias, estas 

pruebas han sido propuestas como alternativas para la investigación de la 

susceptibilidad a las drogas antituberculosas y son usadas rutinariamente en el 

descubrimiento de nuevas sustancias antimicobacterianas (Mshana et al. 1998, 

Palomino et al. 2002, Martin et al. 2003, Montoro et al. 2005, Primm y Franzblau 2007, 

Bueno Sánchez y Kouztnetsov 2010).  

 

Debido a que el colorante utilizado (MTT) que posee un color original amarillo, puede 

ser reducido a cristales de formazan insolubles en medios acuosos por las enzimas 

participantes en el metabolismo celular ocasionando el viraje del color a violeta; puede 

discriminarse eficientemente cuándo las células presentes en la muestra se 

encuentran metabólicamente activas o no (ver figura 8) (Pontino et al., 2006; Abate et 

al., 2004; Berridge et al., 1996). 

 

Esta característica permite clasificar las sustancias investigadas entre Bioactivas y No 

Bioactivas contra el microorganismo a cada concentración determinada, haciendo 

posible la generación de una variable dicotómica susceptible de ser analizada 

mediante el análisis ROC (Zweig y Campbell, 1993; Martin et al., 2005; Montoro et al., 

2005). 

 

La sensibilidad reflejada por el ensayo colorimétrico del MTT indica que es válida 

como prueba de tamizaje para el descubrimiento de nuevas sustancias bioactivas 

contra M. tuberculosis. Estos resultados concuerdan con los reportados por Montoro 

y colaboradores (2005) quienes obtuvieron sensibilidades entre 88,5 y 100% al 

evaluar la conveniencia de la prueba para la determinación de susceptibilidad de 

aislamientos clínicos de M. tuberculosis a las drogas antituberculosas.  

 

Las diferencias en los resultados de sensibilidad y especificidad de la prueba entre las 

diferentes sustancias analizadas es atribuible a la naturaleza diversa de las mismas; 

adicionalmente en el caso de las sustancias de origen natural la totalidad de sus 
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componentes no ha sido determinada por lo cual no es posible conocer a cabalidad 

cómo se ven afectados estos parámetros.  

 

Por otro lado, cabe anotar que las características de crecimiento propias de las 

micobacterias dificultan la obtención de un inóculo de distribución homogénea en 

solución ya que hay formación de agregados bacterianos y al presumirse que cerca 

del 1% de la población bacilar puede presentar características de resistencia, los 

resultados pueden variar de un ensayo a otro. 

 

La correlación entre la estructura química, teniendo en cuenta los sustituyentes del 

compuesto AF174 y su actividad antimicobacteriana, refleja la importancia del 

nitrofurano en la posición 5 de la naftoazepina. Esto concuerda con lo reportado en la 

literatura acerca de la actividad antimicobacteriana in vitro de algunos derivados del 

5-Nitrofuran-2-il que han mostrado inhibir a los bacilos de crecimiento lento y bacilos 

latentes de M. tuberculosis y M. smegmatis a CMI de 13,9 a 153,9 y 43,2 a 213,2 µM 

respectivamente; resultando incluso más potentes que RIF e INH por lo que se han 

propuesto como importantes agentes que pudieran ser utilizados para acortar el 

tratamiento de las infecciones causadas por estas micobacterias (Sriram et al. 2009).  

 

Otros ensayos han mostrado una actividad bactericida superior de los nitrofuranos, 

contra los bacilos latentes de BCG en comparación con el nitroimidazol. 

Adicionalmente, se han relacionado las diferencias en el potencial redox de estas dos 

clases de heterociclos nitrogenados con las variaciones en su actividad biológica, ya 

que en los nitrofuranos es más alto y estos a su vez pueden ser reducidos y activados 

más fácilmente (Murugasu-Oei y Dick 2000). 

 

Dentro del grupo de los derivados de las 1-benzazepinas, la bioactividad se vio 

aumentada cuando los compuestos presentaban mayor número de sustituyentes. La 

forma alcohólica del compuesto LIA4P junto con los sustituyentes de cloro en la 

posición 8 y metilo en la posición 9 de la benzazepina, parecen favorecer de manera 

positiva la actividad biológica. Así mismo, es posible que la adición de un átomo de 

flúor en la posición 7 y un grupo clorofenilo en la posición 2 del compuesto SAM99, 

estén relacionadas con su efecto inhibitorio sobre M. tuberculosis. Los resultados 

obtenidos concuerdan con  los reportados sobre el fármaco Fenoldopam (ver figura 
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18), un derivado de la benzazepina que presenta un sustituyente de cloro y un 

hidroxifenilo y que ha mostrado tener un efecto bioactivo contra M. tuberculosis 

actuando sobre la enzima fructosa bifosfato aldolasa (FBA) (Fenoldopam / NCBI Wep 

page).  

 

Figura 18. Estructura del compuesto 9-cloro-5-(4-hidroxifenil)-2,3,4,5-
tetrahidro-1H-3-benzazepina-7, 8-diol hidrobromido. Fenoldopam. Fuente 

Fenoldopam / NCBI Wep page 

 
Dado que en aún no existen datos disponibles acerca de los compuestos derivados 

de las quinolonas investigados en el presente estudio, se hace difícil la comparación 

de su actividad biológica con otros compuestos relacionados. Posiblemente estas 

moléculas no presentaron bioactividad contra el microorganismo porque estaban en 

la forma de éster y no de ácido, como usualmente aparecen las quinolonas. 

 

Aunque no han sido reportados otros estudios del efecto de esta planta contra M. 

tuberculosis, los resultados del presente trabajo se correlacionan con otros que 

documentan la actividad antimicobacteriana de extractos obtenidos de otras especies 

de Salvia. Por ejemplo S. dolomítica, S. rádula y S. verbenaca recolectadas en 

Suráfrica con CMI entre 100 y 500 µg/mL (Kamatou et al. 2007) y S. verticillata L. 

procedente de Turkía con CMI de 16 µg/mL (Ozcelik et al. 2012).  

 

No existen reportes de la actividad biológica de E. pendula, por lo cual los resultados 

obtenidos en este estudio representan un primer acercamiento al conocimiento de sus 

propiedades bioactivas sobre bacterias de importancia en salud pública como M. 

tuberculosis, brindando además una visión de su potencial uso como agente 

antibacteriano. Adicionalmente, esta planta ha sido estudiada para hacer parte de un 
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programa mixto de reforestación en algunas zonas de Colombia y en caso de 

continuarse el interés por sus potenciales usos biocomerciales, su cultivo no 

representaría mayor requerimiento de tecnificación	(Cabezas Gutierrez et al. 2008). 
 

El efecto antibacteriano de L. origanoides  nativa de Colombia ya ha sido investigado 

documentándose un efecto bactericida selectivo más contra bacterias patógenas 

(Concentración mínima bactericida (CMB) 0.098mg/mL frente a Salmonella enteritidis) 

que contra bacterias benéficas (CMB 50mg/mL frente a Lactobacillus acidophilus y 

Bifidobacterium breve) (Betancourt et al. 2012). En otros estudios se ha encontrado 

una mayor actividad de sus extractos en bacterias Gram – positivas que en Gram – 

negativas, razón que se atribuye a las diferencias en la morfología de la membrana 

bacteriana (Henao et al. 2009).  Por otro lado, M. tuberculosis mostró resistencia a los 

extractos etanólicos de L. lacunosa y Lippia rotundifolia provenientes de Brasil cuando 

fueron probados a una concentración máxima de 100µg/m, mientras que fue sensible 

a las fracciones de hexano y diclorometano de las mismas especies a  

concentraciones entre 25 y 100 µg/m. En el mismo estudio se pudo concluir la 

influencia de los procedimientos previos a la extracción sobre la actividad biológica de 

los extractos y además se pudo correlacionar una mayor actividad antimicobacteriana 

de sus fracciones más lipofílicas (hexano y diclorometano) con respecto a sus 

fracciones polares (agua y metanol) (Leitao et al. 2006). Ensayos posteriores 

realizados por Castellar y colaboradores en 2004 revelaron que los componentes de 

L. lacunosa mayormente involucrados en su actividad biológica incluían las 

metoxiflavonas cirsimaritina, eupatilina, eupatorina, salvigenina, 3'-O-metil-

eupatorina, 3',7-dimetoxi-5,6,4'- trihidroxiflavona y 7'-O-metilapigenina, y el triterpeno 

ácido oleanolico, los cuales presentaron CMI entre 25 to 200 µg/mL.  

 

Aunque en el presente estudio el extracto obtenido de L. origanoides no fue 

considerado como promisorio es pertinente la obtención de fracciones extraídas por 

otras metodologías y con la utilización de diferentes solventes, con el fin de corroborar 

la actividad biológica de los componentes individuales de la mezcla.  

 

Debido a que no existen muchos reportes acerca de la evaluación del efecto 

antimicobacteriano de AEs mediante la aplicación del método de macrodilución en 

tubo y adicionalmente de la actividad antimicobacteriana de AEs obtenidos de plantas 
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colombianas algunos apartes de la discusión se centran en los estudios realizados por 

Bueno Sánchez y colaboradores acerca de este tema.  

 

Comparando la CMI del aceite esencial extraído C. odorata proveniente de 

Bucaramanga – Santander reportada anteriormente con actividad anti M. tuberculosis 

a 300 µg/mL por Bueno-Sánchez y colaboradores (2009); la muestra analizada en 

nuestro estudio presentó mayor efecto inhibitorio contra el microorganismo (CMI 125 

µg/mL). Posiblemente haya correlación entre los diferentes sitios de recolección y las 

partes de la planta utilizadas para el proceso de extracción con las divergencias en la 

actividad biológica de los dos aceites. Adicionalmente, cabe resaltar que algunos 

componentes como el a-Pineno  y el trans-b-cariofileno presentes en el aceite 

analizado en este proyecto, estaban ausentes en la muestra analizada en 2009; por 

el contrario otros como el cinamil acetato, geranil acetato y α-humuleno sí estaban 

presentes en aquella y no en la nuestra. También se advirtieron diferencias en la 

proporción de los componentes comunes para las dos muestras, lo que conlleva a 

pensar de nuevo en la importancia del análisis individual de los mismos para 

determinar su efecto sobre el microorganismo. 

 

Por el contrario, el aceite obtenido de S. glutinosa analizado en este estudio presentó 

menor CMI (250 µg/mL) que la analizada en 2009 por Bueno-Sánchez y colaboradores 

(CMI 100 µg/mL). Los componentes a-Pineno, â�Pinene, sabineno, limoneno, 1,8-

cineol, terpinen-4-ol y trans-b-cariofileno, fueron comunes para los dos aceites, sin 

embargo los componentes  bicyclosesquifelanandreno, .ã�Terpineno y á�Terpineol no 

estuvieron presentes en la muestra analizada en nuestro estudio. 
 

L. alba también fue analizada en los dos estudios. Pese a existir diferencias en cuanto 

a la zona de recolección y el numero y porcentaje de sus componentes, la muestra 

procedente del departamento del Tolima analizada en 2009 y la analizada en este 

estudio presentaron CMI similares (Bueno-Sánchez et al. 2009). Sin embargo, una 

segunda muestra analizada en 2009 procedente de Bucaramanga – Santander 

presentó CMI menor (130 µg/mL) que la de este estudio (198,43 µg/mL). Carvona, 

piperitona, piperitenona, b-burboneno, biciclosesquifelandreno, geranial, neral, 

geraniol, trans�â�Cariofileno, geranil acetato,  6-Metil-5-hepten-2-ona, cis-Verbenol, 
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trans-Verbenol y á�Humuleno fueron los componentes discordantes entre las dos 

muestras.  

 

Las diferentes muestras obtenidas de L. origanoides recolectadas en el municipio de 

Pescadero- Santander presentaron CMI de 125 µg/mL. Estos datos concuerdan con 

lo anteriormente reportado acerca de la actividad antimicobacteriana de L. origanoides 

procedente del departamento de Nariño – Colombia donde se obtuvo igual CMI 

cuando el aceite fue probado contra M. tuberculosis (Bueno-Sanchez et al 2009).  

 

Así mismo la muestra analizada en el presente estudio procedente del municipio de 

Socorro – Santander presento una menor CMI (99,21 µg/mL) que las procedentes del 

municipio de Pescadero. Si bien todas provenían del quimiotipo carvacrol, aquella 

procedente del municipio de Socorro contenía un porcentaje ligeramente mayor de 

carvacrol, lo cual refleja el impacto de las condiciones geobotánicas en las que se 

desarrolla la planta sobre la composición del aceite y por tanto de su actividad 

biológica. La actividad antimicobacteriana del carvacrol ya ha sido documentada 

obteniéndose valores de CMI de 125 µg/mL frente a M. tuberculosis H37Rv, 250 

µg/mL frente a  M. chelonae MNT 1407 (Bueno-Sanchez et al. 2009) y 72,2 µg/mL M. 

avium subsp. paratuberculosis (Wong et al. 2008).  

 

El efecto inhibitorio del crecimiento del aceite esencial de E. citriodora Hook  sobre 

microorganismos patógenos ya ha sido reportado anteriormente (Akin-Osanaiye et al. 

2007,  Macedo et al. 2011, Luqman et al. 2008) y aunque su actividad 

antimicobacteriana se documentó frente a M. smegmatis a una CMI de 10 mg/mL, en 

el presente estudio se obtuvo un efecto inhibitorio sobre M. tuberculosis a 31,25 

µg/mL.  

 

El potencial antibacteriano de C. citratus y C. flexuosus también se ha investigado 

previamente sobre bacterias como S. aureus y E. coli entre otras, encontrándose CMI 

entre 0,31 y 5 mg/mL y un mayor efecto sobre Gram positivos que sobre Gram 

negativos. El alto contenido de citral (70-80%), una mezcla de los aldehídos neral y 

geranial ha sido relacionado específicamente a estas dos especies por lo cual es 

ampliamente cultivado a nivel mundial. Se ha demostrado el efecto antimicrobiano 

positivo de estos dos componentes el cual a su vez es reforzado por la presencia del 
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mirceno (Ordonez et al. 2004,  Negrelle et al. 2007, Naik et al. 2010, Adukwu et al. 

2012, Machado et al. 2012). 

 

Los datos obtenidos del AEs de T. diffusa analizado en el presente estudio, 

concuerdan con los reportados previamente donde se obtuvieron CMI entre 62,5 y 

127 µg/mL para las cepas de M. tuberculosis H37Rv sensible y sus variantes 

resistentes ATCC35837, ATCC35838, ATCC35822 Y ATCC35820 (Bueno-Sanchez 

et al. 2011). 

 

Los hallazgos de bioactividad de C. citratus, C. flexuosus, E. citriodora Hook y T. 

diffusa frente a E. coli y S. aureus  son concordantes con los reportados anteriormente 

donde se ha obtenido un mayor efecto inhibidor frente a microorganismos Gram – 

positivos que frente a Gram – negativos (Luqman et al. 2008, Ordonez et al. 2004, 

Naik et al. 2010). 

 

El porcentaje de muerte bacteriana logrado con los AEs estudiados presentó un 

comportamiento dinámico aumentando en función del tiempo y la concentración 

utilizada. El efecto bactericida de C. citratus y T. diffusa da cuenta de su potencial 

como agentes antimicobacterianos. Un efecto similar fue observado en el estudio de 

Bueno Sanchez et al. 2009 donde se reporta el efecto bactericida de T. diffusa frente 

a M. chelonae.  

 

La diferencia entre los efectos bactericida y bacteriostático de los AEs de la especie 

vegetal Cymbopogon puede deberse a las diferencias entre sus componentes 

mayoritarios y minoritarios así como a su proporción (Archila Calderon, 2008; Ordonez 

et al., 2004). 

 

A pesar de las diferencias en las CMI presentadas entre este estudio y otros diferentes 

reportes las cuales son atribuibles a las diferentes especies evaluadas de cada planta, 

el método de obtención del extracto y sus componentes, las cepas bacterianas 

empleadas así como el método de evaluación de la actividad biológica (United Nations 

Industrial Development Organization, 2005; Wei y Shibamoto, 2009; Archila Calderon, 

2008; Leyva et al., 2007; Bandoni, 2000; Stashenko y Combariza, 1998), cabe resaltar 

las similitudes en cuanto al efecto antimicobacteriano de los AEs y EVs aquí evaluados 
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con los datos reportados en la literatura científica, lo cual da cuenta del gran potencial 

de estas sustancias como fuente de nuevos agentes anti TB.  

 

Futuros estudios son requeridos para evaluar el efecto de los AEs probados sobre la 

pared celular micobacteriana. Adicionalmente es importante evaluar el efecto de los 

componentes individuales de cada AEs sobre M. tuberculosis así como las 

interacciones entre estos y los medicamentos antituberculosos de referencia para 

determinar los posibles efectos sinérgicos y aditivos que se pudieran presentar. 

 

Finalmente se enfatiza en la relevancia que la información obtenida en la presente 

investigación representa para el conocimiento de las propiedades biológicas de 

especies vegetales endémicas del departamento de Santander, lo cual a su vez apoya 

las políticas nacionales que fomentan la caracterización de la biodiversidad 

colombiana. 
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9. CONCLUSIONES 
 

 

La implementación de la metodología colorimétrica del MTT para el proceso de 

descubrimiento de nuevas sustancias bioactivas contra M. tuberculosis representa 

grandes ventajas sobre otros sistemas para la determinación de la bioactividad en 

términos de practicidad, costos y rapidez de los resultados.  

 

Los resultados de actividad bactericida de los aceites C. citratus y T. diffusa contra M. 

tuberculosis, apoyan la continuidad de los estudios de descubrimiento y desarrollo de 

estas sustancias como agentes anti TB. 

 

Los resultados de actividad bacteriostática de los aceites C. flexuosus y E. citriodora 

Hook contra M. tuberculosis, apoyan su perspectiva de uso dentro de diversos 

productos industriales no farmacológicos, como productos de limpieza e higiene y 

cuidado personal. 

 

Se resalta la importancia de los datos obtenidos sobre la actividad biológica de las 

especies vegetales estudiadas ya que esto contribuye al conocimiento sobre sus 

potenciales usos como antimicrobianos. 

 

Santander constituye una fuente de compuestos antimicobacterianos utilizables en 

diversas áreas conducentes al control y erradicación de la enfermedad, además de 

contar con las fuentes de financiación, la infraestructura y el potencial y capacidad 

investigativa para llevar a cabo y dar continuidad a los estudios de bioactividad. 
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ANEXO A Tablas consolidadas de resultados de bioactividad de moléculas sintéticas, aceites esenciales y extractos 
vegetales frente a Mycobacterium tuberculosis 
Resultados de bioactividad de aceites esenciales contra Mycobacterium tuberculosis 

N° 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 
500 250 125 62,5 31,25 500 250 125 62,5 31,25 500 250 125 62,5 31,25 
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B B B B B B B N
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N°2: 
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B B B B B B B B B N
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B 
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B 
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B 
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B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B 
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Osbeck 
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Eucaliptus 
citriodora 

Hook 

B B B N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B B 

N°20: Lippia 
origanoides 
"Socorro" 

B B B B B B B B B B B B N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N°21: Lippia 
origanoides 
FD: 0252 

B B B B B B B B B N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N°22: Lippia 
origanoides 
FD: 0250 

B B B B B B B B B N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N°23: Lippia 
origanoides 
FD: 0251 

B B B B B B B B B N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B B B B B B B B B B N

B 
N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

N
B 

B: bioactivo; NB: no bioactivo. Concentraciones en µg/mL. P1: prueba 1. P2: prueba 2. P3: prueba 3. 



	

 

 

Resultados de bioactividad de extractos vegetales contra Mycobacterium tuberculosis  

N° 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 

1000 500 250 125 62,5 31,25 1000 500 250 125 62,5 31,25 1000 500 250 125 62,5 31,25 
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B 
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B 
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B 

N
B 

N
B 

N
B 
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B 
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B 

N
B 

B: bioactivo; NB: no bioactivo. Concentraciones en µg/mL. P1: prueba 1. P2: prueba 2. P3: prueba 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 



	

 

Resultados de bioactividad de la fase 1 de moléculas sintéticas contra Mycobacterium tuberculosis  

Moléculas 
Fase 1 

Replica 1 Replica 2 Replica 3 

100 10 1 0.1 100 10 1 0.1 100 10 1 0.1 

P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 

ES1D1	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

ES2D1	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

ES2DB	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

ES2DC	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF160	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF166	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF167	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF171	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF174	 B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B B B B NB NB NB NB NB NB B B B NB B B NB NB NB NB NB NB 

AF190	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF194	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

AF195	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

SAM99	 B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

LIA1D	 NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

LIA4P	 B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB 

        B: bioactivo; NB: no bioactivo. Concentraciones en µg/mL. P1: prueba 1. P2: prueba 2. P3: prueba 3. 

 

 

 



	

 

 

 

Resultados de bioactividad de la fase 2 de moléculas sintéticas contra Mycobacterium tuberculosis  

Moléculas Fase 2 

Replica 1 
64 32 16 8 4 2 1 

P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 
64 64 64 32 32 32 16 16 16 8 8 8 4 4 4 2 2 2 1 1 1 

AF174 B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 
SAM99 NB NB NB NB NB NB NB NB NB  -  -   -  -   -  -   -  -   -  -   -  -  
LIA4P NB NB NB NB NB NB NB NB NB  -  -   -  -   -  -   -  -   -  -   -  -  

Moléculas Fase 2 

Replica 2 
64 32 16 8 4 2 1 

P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 
64 64 64 32 32 32 16 16 16 8 8 8 4 4 4 2 2 2 1 1 1 

AF174 B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 
SAM99 NB NB NB NB NB NB NB NB NB  -  -   -  -   -  -   -  -   -  -   -  -  
LIA4P NB NB NB NB NB NB NB NB NB  -  -   -  -   -  -   -  -   -  -   -  -  

Moléculas Fase 2 

Replica 3 
64 32 16 8 4 2 1 

P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 P1 P2 P3 
64 64 64 32 32 32 16 16 16 8 8 8 4 4 4 2 2 2 1 1 1 

AF174 B B B B B B NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB NB 
SAM99 NB NB NB NB NB NB NB NB NB  -  -   -  -   -  -   -  -   -  -   -  -  
LIA4P NB B NB NB NB NB NB NB NB  -  -   -  -   -  -   -  -   -  -   -  -  

B: bioactivo; NB: no bioactivo. Concentraciones en µg/mL. P1: prueba 1. P2: prueba 2. P3: prueba 3. 

  



	

ANEXO B Evidencias fotográficas de los ensayos de bioactividad de moléculas 

sintéticas, aceites esenciales y extractos vegetales frente a Mycobacterium 
tuberculosis y Staphylococcus aureus 

Evidencias fotográficas de los ensayos de bioactividad de aceites esenciales 
contra Mycobacterium tuberculosis  

 

                         

       N°1 Tagetes lucida Cav            N° 2 Cymbopogon citratus          

 

                         

   N°3 Rosmarinus officinalis                 N°4 Turnera diffusa 

 



	

Evidencias fotográficas de los ensayos de bioactividad de aceites esenciales 
contra Mycobacterium tuberculosis  

 

                         

  N° 5 Cymbopogon flexuosus           N° 6 Lippia alba Mill 

 

                        

  N° 7 Citrus scinensis Osbeck         N° 8 Swinglea glutinosa 

 

 

 



	

Evidencias fotográficas de los ensayos de bioactividad de aceites esenciales 
contra Mycobacterium tuberculosis 

 

                           

    N° 9 Cananga odorata      N° 10 Eucaliptus citriodora Hook 

 

                          

N° 20 Lippia origanoides “Socorro”              N° 21 Lippia origanoides “Piedecuesta” 

 

  



	

Evidencias fotográficas de los ensayos de bioactividad de extractos vegetales 
contra Mycobacterium tuberculosis  

 

 

N° 27 Baccharis aff. Buddleioides; N° 40 Salvia officinalis; N° 54 Wedelia calycina 

 

N° 55 Nectranda reticulata; N° 57 Escallonia pendula; N° 58 Lippia origanoides 

 

 



	

Evidencia fotográfica de los ensayos de bioactividad moléculas sintéticas 
contra Mycobacterium tuberculosis  

	

N°1: AF174; N° 2: SAM99; N° 3: LIA4P; N° 4: AF166 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



	

ANEXO C Tablas consolidadas de resultados de bioactividad de las moléculas 
sintéticas, Aceites esenciales y extractos vegetales 

 

Conteo de unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
en los cultivos correspondientes al control de crecimiento de Mycobacterium. 
tuberculosis 

Control de crecimiento 
Tiempo Dilución Tubo UFC 

0 100 1 > 100 

0 100 2 > 100 

0 100 3 > 100 

0 10000 1 18 

0 10000 2 19 

0 10000 3 18 

2 100 1 > 100 

2 100 2 > 100 

2 100 3 > 100 

2 10000 1 10 

2 10000 2 12 

2 10000 3 11 

4 100 1 > 100 

4 100 2 > 100 

4 100 3 > 100 

4 10000 1 10 

4 10000 2 10 

4 10000 3 9 

6 100 1 > 100 

6 100 2 > 100 

6 100 3 > 100 

6 10000 1 12 

6 10000 2 13 

6 10000 3 12 

 

 

 

  



	

Conteo de unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
frente a Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los 
controles de rifampicina e isoniacida 

Rifampicina Isoniacida 
Tiempo Concentración Dilución Tubo UFC Tiempo Concentración Dilución Tubo UFC 

0 0,25 100 1 > 100 0 0,125 100 1 > 100 

0 0,25 100 2 > 100 0 0,125 100 2 > 100 
0 0,25 100 3 > 100 0 0,125 100 3 > 100 
0 0,25 10000 1 6 0 0,125 10000 1 11 
0 0,25 10000 2 10 0 0,125 10000 2 16 
0 0,25 10000 3 7 0 0,125 10000 3 14 
2 0,25 100 1 50 2 0,125 100 1 24 
2 0,25 100 2 32 2 0,125 100 2 25 
2 0,25 100 3 41 2 0,125 100 3 21 
2 0,25 10000 1 1 2 0,125 10000 1 0 
2 0,25 10000 2 1 2 0,125 10000 2 0 
2 0,25 10000 3 2 2 0,125 10000 3 0 
4 0,25 100 1 9 4 0,125 100 1 14 
4 0,25 100 2 6 4 0,125 100 2 18 
4 0,25 100 3 3 4 0,125 100 3 18 
4 0,25 10000 1 0 4 0,125 10000 1 0 
4 0,25 10000 2 0 4 0,125 10000 2 0 
4 0,25 10000 3 0 4 0,125 10000 3 0 
6 0,25 100 1 7 6 0,125 100 1 7 
6 0,25 100 2 6 6 0,125 100 2 3 
6 0,25 100 3 3 6 0,125 100 3 7 
6 0,25 10000 1 0 6 0,125 10000 1 0 
6 0,25 10000 2 0 6 0,125 10000 2 0 
6 0,25 10000 3 0 6 0,125 10000 3 0 
0 0,5 100 1 > 100 0 0,25 100 1 > 100 
0 0,5 100 2 > 100 0 0,25 100 2 > 100 
0 0,5 100 3 > 100 0 0,25 100 3 > 100 
0 0,5 10000 1 10 0 0,25 10000 1 10 
0 0,5 10000 2 8 0 0,25 10000 2 5 
0 0,5 10000 3 8 0 0,25 10000 3 7 
2 0,5 100 1 20 2 0,25 100 1 16 
2 0,5 100 2 18 2 0,25 100 2 16 
2 0,5 100 3 17 2 0,25 100 3 16 
2 0,5 10000 1 0 2 0,25 10000 1 0 
2 0,5 10000 2 2 2 0,25 10000 2 0 
2 0,5 10000 3 0 2 0,25 10000 3 0 
4 0,5 100 1 10 4 0,25 100 1 8 
4 0,5 100 2 7 4 0,25 100 2 11 
4 0,5 100 3 8 4 0,25 100 3 11 
4 0,5 10000 1 0 4 0,25 10000 1 0 
4 0,5 10000 2 0 4 0,25 10000 2 0 
4 0,5 10000 3 0 4 0,25 10000 3 0 
6 0,5 100 1 3 6 0,25 100 1 4 
6 0,5 100 2 0 6 0,25 100 2 4 
6 0,5 100 3 0 6 0,25 100 3 4 
6 0,5 10000 1 0 6 0,25 10000 1 0 
6 0,5 10000 2 0 6 0,25 10000 2 0 
6 0,5 10000 3 0 6 0,25 10000 3 0 
0 1 100 1 > 100 0 0,5 100 1 > 100 
0 1 100 2 > 100 0 0,5 100 2 > 100 
0 1 100 3 > 100 0 0,5 100 3 > 100 
0 1 10000 1 8 0 0,5 10000 1 10 
0 1 10000 2 5 0 0,5 10000 2 9 
0 1 10000 3 5 0 0,5 10000 3 11 
2 1 100 1 16 2 0,5 100 1 16 
2 1 100 2 6 2 0,5 100 2 9 
2 1 100 3 15 2 0,5 100 3 18 
2 1 10000 1 0 2 0,5 10000 1 0 
2 1 10000 2 0 2 0,5 10000 2 0 
2 1 10000 3 0 2 0,5 10000 3 0 
4 1 100 1 6 4 0,5 100 1 5 
4 1 100 2 7 4 0,5 100 2 4 
4 1 100 3 7 4 0,5 100 3 5 
4 1 10000 1 0 4 0,5 10000 1 0 
4 1 10000 2 0 4 0,5 10000 2 0 
4 1 10000 3 0 4 0,5 10000 3 0 
6 1 100 1 0 6 0,5 100 1 1 
6 1 100 2 0 6 0,5 100 2 3 
6 1 100 3 1 6 0,5 100 3 0 
6 1 10000 1 0 6 0,5 10000 1 0 
6 1 10000 2 0 6 0,5 10000 2 0 
6 1 10000 3 0 6 0,5 10000 3 0 

 

 



	

Conteo de unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los aceites 

esenciales de Cymbopogon citratus y Turnera diffusa 

Cymbopogon citratus Turnera diffusa 
Tiempo Concentración Dilución Tubo UFC Tiempo Concentración Dilución Tubo UFC 

0 31,25 100 1 > 100 0 62,5 100 1 > 100 
0 31,25 100 2 > 100 0 62,5 100 2 > 100 
0 31,25 100 3 > 100 0 62,5 100 3 > 100 
0 31,25 10000 1 7 0 62,5 10000 1 6 
0 31,25 10000 2 6 0 62,5 10000 2 6 
0 31,25 10000 3 9 0 62.5 10000 3 9 
2 31,25 100 1 > 100 2 62,5 100 1 > 100 
2 31,25 100 2 > 100 2 62,5 100 2 > 100 
2 31,25 100 3 > 100 2 62,5 100 3 > 100 
2 31,25 10000 1 6 2 62,5 10000 1 4 
2 31,25 10000 2 5 2 62,5 10000 2 4 
2 31,25 10000 3 7 2 62.5 10000 3 5 
4 31,25 100 1 167 4 62,5 100 1 > 100 
4 31,25 100 2 172 4 62,5 100 2 > 100 
4 31,25 100 3 160 4 62,5 100 3 > 100 
4 31,25 10000 1 5 4 62,5 10000 1 2 
4 31,25 10000 2 5 4 62,5 10000 2 2 
4 31,25 10000 3 4 4 62.5 10000 3 1 
6 31,25 100 1 > 100 6 62,5 100 1 37 
6 31,25 100 2 > 100 6 62,5 100 2 39 
6 31,25 100 3 > 100 6 62,5 100 3 35 
6 31,25 10000 1 2 6 62,5 10000 1 1 
6 31,25 10000 2 4 6 62,5 10000 2 2 
6 31,25 10000 3 5 6 62.5 10000 3 1 
0 62,5 100 1 > 100 0 125 100 1 > 100 
0 62,5 100 2 > 100 0 125 100 2 > 100 
0 62,5 100 3 > 100 0 125 100 3 > 100 
0 62,5 10000 1 12 0 125 10000 1 9 
0 62,5 10000 2 13 0 125 10000 2 8 
0 62.5 10000 3 12 0 125 10000 3 9 
2 62,5 100 1 > 100 2 125 100 1 51 
2 62,5 100 2 > 100 2 125 100 2 54 
2 62,5 100 3 > 100 2 125 100 3 62 
2 62,5 10000 1 4 2 125 10000 1 1 
2 62,5 10000 2 3 2 125 10000 2 3 
2 62.5 10000 3 5 2 125 10000 3 1 
4 62,5 100 1 77 4 125 100 1 31 
4 62,5 100 2 77 4 125 100 2 33 
4 62,5 100 3 80 4 125 100 3 30 
4 62,5 10000 1 0 4 125 10000 1 1 
4 62,5 10000 2 2 4 125 10000 2 1 
4 62.5 10000 3 0 4 125 10000 3 0 
6 62,5 100 1 75 6 125 100 1 21 
6 62,5 100 2 48 6 125 100 2 22 
6 62,5 100 3 78 6 125 100 3 23 
6 62,5 10000 1 0 6 125 10000 1 0 
6 62,5 10000 2 0 6 125 10000 2 0 
6 62.5 10000 3 1 6 125 10000 3 0 
0 125 100 1 > 100 0 250 100 1 > 100 
0 125 100 2 > 100 0 250 100 2 > 100 
0 125 100 3 > 100 0 250 100 3 > 100 
0 125 10000 1 13 0 250 10000 1 6 
0 125 10000 2 15 0 250 10000 2 7 
0 125 10000 3 15 0 250 10000 3 9 
2 125 100 1 > 100 2 250 100 1 35 
2 125 100 2 > 100 2 250 100 2 29 
2 125 100 3 > 100 2 250 100 3 29 
2 125 10000 1 2 2 250 10000 1 1 
2 125 10000 2 2 2 250 10000 2 2 
2 125 10000 3 2 2 250 10000 3 0 
4 125 100 1 27 4 250 100 1 12 
4 125 100 2 13 4 250 100 2 12 
4 125 100 3 23 4 250 100 3 12 
4 125 10000 1 1 4 250 10000 1 0 
4 125 10000 2 0 4 250 10000 2 1 
4 125 10000 3 1 4 250 10000 3 0 
6 125 100 1 0 6 250 100 1 3 
6 125 100 2 3 6 250 100 2 3 
6 125 100 3 4 6 250 100 3 7 
6 125 10000 1 0 6 250 10000 1 0 
6 125 10000 2 0 6 250 10000 2 0 
6 125 10000 3 0 6 250 10000 3 0 

 

 



	

Conteo de unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los aceites 

esenciales de Cymbopogon flexuosus y Eucaliptus citriodora Hook 

Cymbopogon flexuosus Eucaliptus citriodora Hook 
Tiempo Concentración Dilución Tubo UFC Tiempo Concentración Dilución Tubo UFC 

0 31,25 100 1 > 100 0 31,25 100 1 > 100 
0 31,25 100 2 > 100 0 31,25 100 2 > 100 
0 31,25 100 3 > 100 0 31,25 100 3 > 100 
0 31,25 10000 1 7 0 31,25 10000 1 6 
0 31,25 10000 2 6 0 31,25 10000 2 9 
0 31,25 10000 3 5 0 31,25 10000 3 10 
2 31,25 100 1 > 100 2 31,25 100 1 > 100 
2 31,25 100 2 > 100 2 31,25 100 2 > 100 
2 31,25 100 3 > 100 2 31,25 100 3 > 100 
2 31,25 10000 1 5 2 31,25 10000 1 7 
2 31,25 10000 2 4 2 31,25 10000 2 5 
2 31,25 10000 3 6 2 31,25 10000 3 5 
4 31,25 100 1 55 4 31,25 100 1 > 100 
4 31,25 100 2 50 4 31,25 100 2 > 100 
4 31,25 100 3 50 4 31,25 100 3 > 100 
4 31,25 10000 1 5 4 31,25 10000 1 3 
4 31,25 10000 2 4 4 31,25 10000 2 3 
4 31,25 10000 3 2 4 31,25 10000 3 3 
6 31,25 100 1 > 100 6 31,25 100 1 66 
6 31,25 100 2 > 100 6 31,25 100 2 70 
6 31,25 100 3 > 100 6 31,25 100 3 76 
6 31,25 10000 1 2 6 31,25 10000 1 3 
6 31,25 10000 2 3 6 31,25 10000 2 1 
6 31,25 10000 3 3 6 31,25 10000 3 1 
0 62,5 100 1 > 100 0 62,5 100 1 > 100 
0 62,5 100 2 > 100 0 62,5 100 2 > 100 
0 62,5 100 3 > 100 0 62,5 100 3 > 100 
0 62,5 10000 1 4 0 62,5 10000 1 9 
0 62,5 10000 2 5 0 62,5 10000 2 10 
0 62.5 10000 3 5 0 62.5 10000 3 11 
2 62,5 100 1 > 100 2 62,5 100 1 > 100 
2 62,5 100 2 > 100 2 62,5 100 2 > 100 
2 62,5 100 3 > 100 2 62,5 100 3 > 100 
2 62,5 10000 1 4 2 62,5 10000 1 5 
2 62,5 10000 2 4 2 62,5 10000 2 5 
2 62.5 10000 3 4 2 62.5 10000 3 7 
4 62,5 100 1 >100 4 62,5 100 1 >100 
4 62,5 100 2 >100 4 62,5 100 2 >100 
4 62,5 100 3 >100 4 62,5 100 3 >100 
4 62,5 10000 1 4 4 62,5 10000 1 4 
4 62,5 10000 2 3 4 62,5 10000 2 3 
4 62.5 10000 3 4 4 62.5 10000 3 3 
6 62,5 100 1 70 6 62,5 100 1 44 
6 62,5 100 2 70 6 62,5 100 2 37 
6 62,5 100 3 70 6 62,5 100 3 44 
6 62,5 10000 1 2 6 62,5 10000 1 1 
6 62,5 10000 2 4 6 62,5 10000 2 2 
6 62.5 10000 3 2 6 62.5 10000 3 4 
0 125 100 1 > 100 0 125 100 1 > 100 
0 125 100 2 > 100 0 125 100 2 > 100 
0 125 100 3 > 100 0 125 100 3 > 100 
0 125 10000 1 8 0 125 10000 1 12 
0 125 10000 2 5 0 125 10000 2 11 
0 125 10000 3 7 0 125 10000 3 12 
2 125 100 1 > 100 2 125 100 1 > 100 
2 125 100 2 > 100 2 125 100 2 > 100 
2 125 100 3 > 100 2 125 100 3 > 100 
2 125 10000 1 5 2 125 10000 1 6 
2 125 10000 2 4 2 125 10000 2 5 
2 125 10000 3 3 2 125 10000 3 3 
4 125 100 1 104 4 125 100 1 > 100 
4 125 100 2 85 4 125 100 2 > 100 
4 125 100 3 100 4 125 100 3 > 100 
4 125 10000 1 2 4 125 10000 1 3 
4 125 10000 2 1 4 125 10000 2 2 
4 125 10000 3 0 4 125 10000 3 3 
6 125 100 1 27 6 125 100 1 44 
6 125 100 2 24 6 125 100 2 45 
6 125 100 3 25 6 125 100 3 40 
6 125 10000 1 0 6 125 10000 1 0 
6 125 10000 2 2 6 125 10000 2 0 
6 125 10000 3 0 6 125 10000 3 2 

 

 

 



	

 

 

ANEXO D Evidencias fotográficas de los ensayos de curvas de letalidad de 

aceites esenciales frente a Mycobacterium tuberculosis 

 
Unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad frente a 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los controles 
de isoniacida 

 

 



	

 

 

Unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad frente a 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los controles 

de rifampicina 

 

 



	

 

 

 

 

Unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los aceites 

esenciales de Cymbopogon citratus 

 

 



	

 

 

 

 

Unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los aceites 

esenciales de Turnera diffusa 

 



	

 

 

 

Unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad Mycobacterium 
tuberculosis en los cultivos correspondientes a los aceites esenciales de 

Cymbopogon flexuosus  

 



	

 

 

Conteo de unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad 
Mycobacterium tuberculosis en los cultivos correspondientes a los aceites 

esenciales de Eucaliptus citriodora Hook 

 



	

 

 

Unidades formadoras de colonia del ensayo de curvas de letalidad en los 
cultivos correspondientes al control de crecimiento de Mycobacterium 

tuberculosis 

	
  



	

ANEXO F Concentraciones de las soluciones madre de aceites esenciales 

Código de la muestra 
Nombre 

científico 

Concentración de la 
solución madre (mg/mL) 

N° 1 

 
Tagetes lucida  Cav. 480 

N° 2 Cymbopogon citratus 436 

N° 3 Rosmarinus officinalis 440 

N° 4 Turnera diffusa 460 

N° 5 Cymbopogon flexuosus 448 

N° 6 Lippia alba Mill 446 

N° 7 Citrus scinensis Osbeck 416 

N° 8 Swinglea glutinosa 400 

N° 9 Cananga odorata 476 

N° 10 Eucaliptus citriodora Hook 430 

N° 20 
Lippia origanioides 

Qto. Carvacrol 
461 

N° 21 

Lippia origanioides FD: 
0252 

Qto. Carvacrol 

462 

N° 22 

Lippia origanioides FD: 
0250 

Qto. Carvacrol 

461 

N° 23 

Lippia origanioides FD: 
0251 

Qto. Carvacrol 

459 



	

 


