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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF PESCHIERIA australis (Muell) Miers. ON STAPHYLOCOCCUS
AUREUS AND BACILLUS SUBTILIS

Based on written and transmitted popular medicine found in the Guaranitic region of
South America, some plants commonly used to treat infections, sickness and poisoning in
humans or animals were selected as possible sources of useful drugs for applications in
new pharmaceutical products. This paper reports the results obtained from Peschieria
australis Muell) Miers. Samples were taken from the Guarani Department and from around
Posadas City in the Province of Misiones (Argentina). Chemical extractions were made
using the maceration method and the extracts’ antibacterial activity, was determined by
the Kirby-Bauer difussion method.

The results show that a concentration of 100 g/l of P.australis bark in ethanol or water/
ethanol solutions (70:30 or 60:40) is lethal for positives Gram (S.aureus ATCC 25923, S.
aureus clinicals specimens and B.subtifis). Extractions in water were innocuous under the
experimental conditions.

KEY WORDS: antibacterial activity, vegetal extracts, Medicinal plants, antibacterial vege-
tal products.

En la “medicina popular” las infecciones, enfermedades e intoxicaciones humanas y ani-
males son resueltas con tratamientos variados traducidos en éxitos y fracasos rotundos.
Con esta sabiduria, se fijaron objetivos, entre otros, trabajar con extractos vegetales para
encontrar principios activos que conduzcan a proponer su introduccion reglamentaria en
nuevos farmacos. Las muestras de Peschieria australis (Miell.) Miers, (n.v) “Horquetero”
0 «Sapirangui» fueron tomadas del Dpto.Guarani (Misiones) y alrededores de Posadas (Mi-
siones, Argentina). Una vez transportadas al laboratorio, se realizaron las extracciones de
los productos activos, por los métodos de maceracion, decoccion, Soxhlet. Se ensayo la
actividad antibacteriana con la técnica de difusion de Kirby-Bauer, con 15 ul del extracto
vegetal.

Los resultados demostraron que con la concentracion de 100 g/l de corteza de Peschieria
australis en metanol, etanol o mezcla agua/etanol (70:30 0 60:40) proporcionaron extrac-



tos activos contra bacterias Gram positivas tales como las cepas de Staphylococcus auretus ATCC
25923, S. aureus de muestras clinicas y 5. subtilis, e inactivos frente a Gram negativos como E£. coli; E.
cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae. En las condiciones de prueba, ningun ex-

tracto acuoso ha tenido accion.

PALABRAS CLAVES: Actividad antibacteriana, extractos vegetales, plantas misioneras, antibacterianos

vegetales.

INTRODUCCION

La inquietud por utilizar los recursos de nuestra her-
mosa naturaleza provincial [1] en forma criteriosa y cien-
tifica, llevd a indagar la sabiduria popular sobre el uso de
la flora silvestre en la terapia de infecciones, enfermeda-
des e intoxicaciones humanas, para intentar colaborar en
la educacion sanitaria y ayudar en la conservacion de la
flora selvatica misionera para no acrecentar la destruc-
cion y la eliminacion indiscriminada de especies vegeta-
les. Con esta situacion sufren las comunidades humanas
con escasos recursos de nuestra region, ya que hacen de
ellas una “farmacia natural” que se pierde paulatinamen-
te.

Nuestro conocimiento adquirido sobre las enfermeda-
des e infecciones en el hombre se remontan al contacto
frecuente de las culturas y las generaciones. La bibliogra-
fia sobre las costumbres populares es escasa y la existen-
te es incompleta, fundamentalmente en la cultura regio-
nal guaranitica y la nuestra. Sin hacer historia detallada
de la sabiduria popular, ya que no es nuestro objetivo,
podemos decir al respecto que no es facil conseguirla, ya
que requiere un proyecto y una planificacién detallada
para conseguir datos que sean importantes para nuestros
objetivos: para ello nos remitimos a una de las citas que
consideramos de inmenso valor, como la desarrollada por
el equipo encabezado por A. M. Gorosito Kramer en el
trabajo realizado con dos comunidades guaranies “Mbya”
en el Dpto. Guarani de la provincia de Misiones [2].

Por medio de los informantes se traté de indagar en la
comprension de los cddigos que poseen para establecer
los parametros de salud y enfermedad por cuanto difieren
de los nuestros. La utilizacion de las distintas partes de
las plantas, el modo de preparacién, cuando recolec-
tarlas, es un conocimiento controlado por el lider espiri-
tual “Ziande ru” y su ayudante “Tembigwa’i Afieten-
gua”, que es el especialista en herbolaria y que se cons-
tituyo en informante. Los mbyd se preocupan constante-
mente por la conservacion de la naturaleza, porque cuan-
do se destruye la misma por saqueos irracionales sucum-
ben las reservas de especies medicinales y, juntamente

con ellas, la salud de estas comunidades. Esto, mas la
pérdida de espacio fisico por colonizacion, producen un
profundo, dréstico e irreversible golpe a su culturay a su
vida.

Las especies que frecuentemente llamamos plantas
forman parte del patrimonio del pais, y sin embargo pa-
san a menudo desapercibidas como recursos economicos
y /o cientificos.

Segtin la OMS el 80% de la poblacién mundial recu-
rre a las hierbas para atender sus necesidades primarias
de salud, es decir que no solo la poblacién indigena o
autoctona utiliza las plantas medicinales sino también
todos los estratos sociales y culturales.

Se estima en un 35% o un poco mas el consumo en
nuestro pais, si se considera el incremento debido al in-
greso a base de hierbas medicinales que realizan labora-
torios extranjeros que son lideres mundiales, y el merca-
do fitoterapico. Se establece un comercio mundial de
plantas de uso medicinal que actualmente asciende a mas
de 14 millones de dolares.

Un mejor conocimiento de las especies vegetales con
aplicacion de las mismas permitira un ahorro de divisas
reduciendo la importacion, ya sea como droga vegetal o
principio activo.

Dentro de los objetivos y finalidades de un proyecto
mas grande, se tomd la decision de trabajar con la accion
antimicrobiana in vitro [3, 4] de manera cualitativa, para
trasladarla en otros trabajos a la identificacion quimica
de los principios activos, produccion de formas farma-
céuticas [S] como forma de apoyo a la poblacidn en ge-
neral, profesionales de salud, ecologistas, etc.

La metodologia y técnica de procedimientos se basa-
ron principalmente en trabajos de investigacion realiza-
dos por otros autores [5, 6, 7, 8, 9, 10] y en nuestro cono-
cimiento sobre esta y otras especies vegetales.

La especie para nuestro trabajo fue Peschieria
australis ( Miiell. Arg.) Miers que pertenece a la familia
Apocinaceas. Su nombre ha cambiado varias veces: asi,
se llam6 Tabernaemontana australis Muell. Arg., Taber-
naemontana L. sect. Peschiera (A. DC.) Mueller Arg.,
Peschiera A. DC.; la especie tipo es Peschiera hystris
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(Steud.) A. DC. [11], pero en la actualidad se la designa
como Tabernaemontana catharinensis A. DC. [12].

Vulgarmente se la conoce con distintos nombres:
“Palo vibora” o “Palo de vibora” [11,13] que aluden a su
aplicacion en la medicina popular contra mordeduras de
serpientes; “Horquetero” por su llamativa disposicién en
“Y” en la ramificacion dicotomica de todas sus ramas;
también se la designa en esta zona con los nombres
guaraniticos de “Zapirangui” o “Zapirangui-guazi”.

La especie es originaria de Brasil, Paraguay y nordes-
te argentino; en esta ultima region se distribuye natural-
mente en seis provincias: Entre Rios, Corrientes, Santa
Fe, Chaco, Formosa y Misiones, creciendo en bosque
abiertos, préxima a los rios Uruguay y Parana; florece a
fines de primavera y fructifica a mediados del verano. Es
un arbol de mediano fuste, cuya altura se encuentra entre
4 a 8 m pudiendo alcanzar hasta 11 m; el diametro del
tronco varia entre 10 a 30 cm, la corteza es lisa, ligera-
mente rugosa, gris-clara de 5 a 7 mm de espesor.

MATERIALES Y METODOS

l.- Plantas medicinales regionales

a) Muestreo. Se realiz6 en diferentes épocas del afio
en las etapas de crecimiento, floracion y fructificacion,
eligiendo al azar algunos sectores del municipio de San
Vicente (Dpto. Guarani, provincia de Misiones) y otros
de la capital (Posadas).

Las muestras fueron recolectadas de plantas que tenian
una altura proxima a los 4 m, con un tronco de 10 a 15 cm
de didmetro y una corteza cercana a los 5 mm de espesor.

Se recolectaron hojas, tallos, corteza, y flores de
plantas de la especie Peschieria australis (Miiell. Arg.)
Mier, y se trasladaron al laboratorio para su estudio.

b) Clasificacion, estudio fitoquimico, etnobotanico y
etnomédico de Peschieria australis (Pa). La determina-
cion taxonomica de la especie estuvo a cargo del perso-
nal docente del Programa “Estudio floristico y genético
vegetal” de la Carrera de Licenciatura en Genética de la
Facultad de Ciencias Exactas Quimicas y Naturales
(UNaM), quienes conservan la especie en un herbario.

Il.- Obtencion de Extractos Vegetales

Para obtener extractos de Pa, se emplearon métodos
conocidos [5], y también modificados como se indica en
todos los casos.

1.- Materiales

a) Muestras. Estas consistieron en tallos (T), hojas se-
cas (H) y verdes (Hv), corteza verde (Cv) y secada, (C)
de tronco y corteza de raiz (Cr) de Pa.
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b) Solventes. Se utilizo agua destilada, alcohol
etilico, mezclas hidroalcohdlicas con graduaciones entre
10 y 80 grados alcohdlicos (v/v), metanol, acetato de
etilo, hexano (Tabla N°1).

2.- Método de procesamiento

a) Secado. Se realizé en dos etapas, una a temperatu-
ra ambiente a la sombra y en lugar seco durante 8 dias, y
otra a 40°C por 48 hs. en estufa para completar el seca-
do.

b) Separacion de H, T y C. Luego del secado, se se-
pararon las hojas de los tallos de la planta. La (C) se ex-
trajo directamente del arbol en pie. La Cv y las Hv se
procesaron en su estado natural.

¢) Molienda. Al término del secado, se sometio a una
molienda con un molino a cuchillas y posterior tamizado
para homogeneizar, conservandose a temperatura am-
biente hasta su empleo en la preparacion de extractos. A
este polvo se llam¢ droga (D).

d) Extracciones. Para obtener los extractos se pesoé la
cantidad equivalente a 100 gramos de D por litro, y se
sometio a métodos extractivos de decoccidon, maceracion
y Soxhlet [5]. Se emplearon distintos solventes, tiempos,
y temperaturas, como se indican en la Tabla N°I.

e) Extractos para ensayos antibacterianos. Para utili-
zar los extractos crudos obtenidos en la etapa anterior, se
realizé un prefiltrado de la solucion obtenida a través de
papel de filtro Watman N°1 estéril, y luego por filtro
esterilizante de 0, 22 nm y posteriormente a un Bafio
Maria de 65°C por 5 minutos para los extractos acuosos,
y se conservaron en heladera a 4°C. El extracto asi obte-
nido y conservado qued¢ listo para su empleo. En todos
los casos se realizé control de esterilidad de extractos y
discos.

11l.-Accion Antibacteriana

Materiales y Métodos

Materiales

a) Muestras. Se emplearon 51 extractos de Pa.

b) Cepas. Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus cepa de muestra clinica, Bacillus
subtilis, Escherichia coli ATCC 35218, Enterobacter
cloacae ATCC 202, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Klebsiella pneumoniae de muestra clinica.

c¢) Técnica: Prueba de Sensibilidad de Kirby-Bauer
[3] estandarizado por la OMS [4].

c.1) Discos de Prueba. Fueron preparados con papel
Whatman N°1 estéril de 6 mm de didmetro, embebidos
con 15 ul de extracto y luego secados a 37°C durante 24
horas.



Tabla 1: Métodos de extraccion y actividad antimicrobiana de extractos crudos de

P.australis Muell. Miers.

Extracto N° | Método | Droga Solventes T|empo_('ie Variable Resuitados sensibilidad
extraccion
1 2 3 4 5 6
48 DECOC. C AGUA 20min S S R R R R
49 DECOC. T AGUA 20min R R R R R R
A - Droga
50 DECOC. H AGUA 20min R R R R R R
16 DECOC. TH AGUA 20min R R R R R R
2 M H AGUA 48hs R R R R R R
12 M C AGUA 48hs R R R R R R
B 13 M TH AGUA 48hs bogd MR TR R|R]| R | R
14 M H AGUA 43hs R R R R R R
18 M H HAE35 72 hs R R R R R R
¢ I M H AE9S 72hs Sovente T T R | R | R | R
44 M Hv AE9S 72hs + 2Rf* R R R R R R
D 39 M T AE9S 72hs + 2Rf** Droga R R R R R R
43 M Cv AE9S 72hs + 2R N S R R R R
42 M Cv METANOL 72 hs + 2Rf** S S R R R R
Sl E M Cv AE9S Tohseorre | SV TS TR [ R R | R
3 M H AE100 24hs R R R R R R
F 4 M H HAE80 24hs Solvente R R R R R R
5 M H HAE60 24hs R R R R R R
8 M C HAE40 72hs S S R R R R
6 M C HAE3S5 72hs S S R R R R
7 M C HAE30 72hs N S R R R R
G 9 M C HAE3S5 72hs Solvente N S R R R R
21 M C HAE35 72hs S S R R R R
24 M C HAE35 72hs S S R R R R
25 M C HAE3S5 72hs N S R R R R
8 M C HAE40 72hs S R R R R R
| 15 M c AE100 72ns sovene | s [ RI R R| R | R
7 M C HAE30 72hs S S R R R R
I 10 M C HAE20 48hs Solvente R R R R R R
11 M C HAE10 48 hs R R R R R R
19 M C METANOL 72hs S S R R R R
20 M TH METANOL 72hs R R R R R R
29 M H METANOL 72hs R R R R R R
34 M H METANOL 72hs R R R R R R
40 M H METANOL 72hs R R R R R R
J 26 M C METANOL 72hs Droga S S R R R R
37 M C METANOL 72hs N S R R R R
35 M C METANOL 72hs S S R R R R
30 M CR METANOL 72hs N S R R R R
38 M T METANOL 72hs R R R R R R
36 M T METANOL 72hs R R R R R R
K 22 M C HEXANO 72hs R R R R R R
23 M C Ac. ETILO 72hs R R R R R R
45 SOXHLET H METANOL 12 hs+ 6hs* S S R R R R
46 SOXHLET T METANOL 12 hs+ 6hs* R R R R R R
L 27 [soxrer | ¢ METANOL 12 hs+ 6hs* Droga s IsT RITR[R R
51 SOXHLET C METANOL 12 hs+ éhs* N S R R R R
Referencias: * 12 hs de maceracion previa seguidas de 6 hs de extraccion con soxhlet. / ** 72 hs de maceracion, seguidas de 2 hs de reflujo a 60 °C / 1= S.aureus, 2= B.
subtilis, 3=E.coli; 4= E.cloacae; 5= Klebsiella pneumoniae; 6= Pseudomonas aeruginosa
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¢.2) Control de Discos. Similares a los anteriores im-
pregnados con 15 ul con agua destilada estéril.

Para el trabajo se tuvo como norma definir la activi-
dad (S) o la inactividad (R) por la presencia o ausencia
de halo de inhibicion respectivamente.

RESULTADOS

Se obtuvieron los resultados que a continuacion se
indican.

A.- Los extractos de corteza Cv, Cry C.

1.- Dentro de las bacterias aerobicas ensayadas, estos
extractos presentaron actividad antimicrobiana sobre
bacterias Gram positivas y no sobre bacterias Gram ne-
gativas.

2.- Esta actividad dio resultados satisfactorios cuan-
do se usaron extractos obtenidos con solventes como
metanol, etanol, y mezclas hidroalcohoélicas de 30°, 40°
y 100° alcoholicos.

3.- No tuvieron efecto inhibitorio cuando la obten-
cion de los extractos se realizé por decoccioén y mace-
racion con solventes como el agua, o mezclas hidroal-
coholicas de baja graduacion.

B.- Los extractos de (H), (T), (TH) obtenidos por
maceracion con solventes hexano, acetato de etilo, etanol,
metanol y agua en las condiciones de prueba, no tuvieron
actividad antibacteriana alguna.

C.- Los extractos de H con actividad antibacteriana
solamente ocurrieron cuando se uso el método de Soxhlet
y como solvente el metanol seglin los ensayos realizados.

DISCUSION

La falta de acividad antibacteriana de los extractos
acuosos se deberia a la escasa solubilidad de los princi-
pios activos en agua y en mezclas hidroalcohoélicas de
baja graduacién. Podria explicarse del mismo modo
cuando se utilizaron solventes no polares como el hexano
y el acetato de etilo. Por ello, uno de los factores a tener
en cuenta seria la polaridad de los solventes.

Hay diferente distribucion de los principios activos
en las distintas partes de la planta, que podriamos esta-
blecer asi: mayor concentraciéon en corteza de tronco y
raiz, las hojas poseen una baja concentracion y ninguna
en los tallos sin corteza.

Con respecto a la bioactividad de las hojas, se podria
modificar la carga 15 ul de los discos con el extracto y en
su lugar emplear 25 ul, 50 ul, 100 ul, etc., para que se
pueda observar actividad; pero creemos que ademads hay
otros factores que actuarian combinados, estos es, méto-
dos de extraccion y concentracion de extractos.
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Respecto a la presencia del extracto en solucion, cabe
también adecuar los extractos llevandolos a extractos
secos y concentrarlos adecuadamente para ensayarlo.

CONCLUSIONES

La especie ensayada Peschieria australis (Miiell.),
nv. “Horquetero” o “Sapirangui” demostrd principios que
son bioldgicamente activos como antibacterianos, no
descartandose otra actividad.

La actividad antibacteriana, en las condiciones de
prueba, se observo en las bacterias Gram positivas aero-
bias, esto es S. aureus ATCC 25923, S. aureus de mues-
tras clinicas y B. subtilis.

Con las bacterias Gram negativas, E. coli ATCC
35218, E. cloacae ATCC 202, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 y Klebsiella pneumoniae de muestra clini-
ca no resultaron activos.

La corteza de raiz 'y de tronco de Peschieria australis
(Miiell.) tuvo mejor actividad antibacteriana.

Los solventes que dieron mejores resultados fueron
metanol y soluciones hidroalcoholicas de 30°, 40°y 100°
segun condiciones de ensayos.

Como método de extraccion el Soxhlet resulto el mas
apropiado cuando la concentracién del principio bioac-
tivo era baja. °
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