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RAW EXTRACTS OF POLYGONUM PUNCTATUMELLIOT WITH ANTIMICROBIAL ACTIVITY

ABSTRACT

Polygonum punctatum Elliot is an abundant species in the Province of Misiones used in popular medicine
for wound antisepsis, as cicatrizant, etc.The objective of this work was to determine the antimicrobial
activity of crude extracts obtained by different methods and with different parts of the plant against different
bacterial and fungal genera. The antibacterial activity was determined by diffusion and minimum inhibitory
concentration by dilution in agar against Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, meticiline resistant Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalls,
Salmonella enteritidis, Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter Iwoffii, Klebsiella pneumoniae and
antifungal activity by diffusion in plates and paper disks against Candida albicans, Aspergillus parasiticus,
Aspergiflus niger, Penicillum chrysogenum Thom and Penicillum citrinum Thom.

The extracts resulted active by diffusion against Gram positive and Gram negative strains. By minimum
inhibitory concentration the tested bacteria proved to be resistant, except Bacillus subtilis. The antifungal
effect was observed in the Penicillum genera and Aspergillus parasiticus species.

KEYWORDS: Polygonum punctatum Elliot, vegetable antimicrobial, antifungal extracts, phytomedicines.

RESUMEN

Polygonum punctatum Elliot es una especie abundante en la provincia de Misiones y es utilizada en medicina
popular en la antisepsia de heridas, como cicatrizante, etc. Nuestro objetivo fue determinar la actividad
antimicrobiana de extractos crudos obtenidos por diferentes métodos, y con distintas partes de la planta,
frente a una serie de diversos géneros bacterianos y flngicos. Se determiné la actividad antibacteriana por
difusion y concentracioén inhibitoria minima por dilucion en agar frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus metici-
lino resistente, Streptococcus faecalis, Salmonella enteritidis, Staphylococcus epidemidis, Acinetobacter
Iwoffil, Klebsiella pneumoniaey la actividad antifungica por difusion en pocillos y discos de papel frente
a Ccandlida albicans, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger, Penicillum chrysogenum Thom'y Penicillum
citrinum Thom.

Por difusion los extractos resultaron activos frente a cepas Gram positivas y Gram negativas mientras que
por concentraciones inhibitorias minimas las bacterias ensayadas resultaron resistentes, excepto Bacillus
subtilis. Efectos antiflngicos fueron observados en el género Penicillumy la especie Aspergillus parasiti-
cus.

PALABRAS CLAVES: Polygonum punctatum Elliot; antimicrobianos vegetales; extractos antiflngicos; fito-
medicamentos.
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INTRODUCCION

El uso de los vegetales como fuente de compuestos
fitomedicinales pasa por un momento de absoluta vigen-
cia. Actualmente, las plantas se pueden usar con mayor
rigor cientifico al contar con técnicas de microanalisis
quimico, que permiten el conocimiento de muchos com-
puestos de los que se sospechaba un poder curativo, pero
que no habia podido ser confirmado mas que por el uso
tradicional.

La OMS ha presentado ptublicamente una estrategia
valida hasta el afio 2005 cuyo objetivo es el de apoyar
las medicinas tradicionales en todos los rincones del orbe
[1]. Entre otros conceptos destaca la necesidad de llevar
la medicina tradicional a la cientifica, pensando en los
paises en vias de desarrollo [2].

En la provincia de Misiones el uso de las plantas
medicinales como alternativa terapéutica para diferentes
aspectos de la salud humana forma parte de una cultura
arraigada en la gente. Este hecho no se circunscribe so-
lamente a las comunidades guaranies, una gran parte de
la poblacién no indigena también las utiliza. Es por ello
necesario frenar el vertiginoso ritmo de deforestacion de
selvas tropicales, ya que existe la posibilidad de que con
cada especie vegetal que se pierda, no se puedan disponer
de valiosos principios activos contra enfermedades de
importancia en salud publica.

En el afio 2005 cobro notoriedad a nivel provincial
y nacional el caso de un nifio aborigen con tumores en
el corazon, presumiblemente de origen infeccioso. El
choque de dos culturas diferentes puso en riesgo su vida
[3]. Ello evidencia la necesidad de considerar también a
la medicina alternativa y el trabajo interdisciplinario e
integral en la curacion del paciente.

Frente a esta realidad insoslayable es que la provincia
puso en marcha el Programa Provincial de Desarrollo
Integral de Plantas Medicinales con el fin de revalorizar
y de introducir a la Atencion Primaria de Salud, algunos
medicamentos a base de plantas medicinales, preferen-
temente autdctonas. Misiones cuenta con la habilitacion
para realizar convenios con otras provincias o paises
interesados en esta temadtica y los fitomedicamentos mi-
sioneros son los Unicos reconocidos en el pais [4,5].

La Asociacion Argentina de Fitomedicina resalta que
la obtencion de un buen fitomedicamento implica una
serie de cuidadosos pasos que comienzan en las buenas
précticas de cultivo hasta la venta del mismo en el comer-
cio, advirtiendo que las plantas mal usadas pueden hacer
mucho daio [5]. Un riguroso control es necesario porque
es falso que todo lo natural sea bueno.

Nuestro objetivo, desde la Universidad, es el de cola-
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borar en la busqueda de nuevos principios activos anti-
microbianos de las plantas, garantizar su eficacia, segu-
ridad y calidad que se adecuen a las normativas de las
disposiciones del Instituto Nacional de Medicamentos
(INAME), reglamentadas en junio de 1999 por medio de
metodologias y técnicas estandarizadas.

Para este estudio la especie vegetal elegida fue Po-
lygonum punctatum Elliot. El género Polygonum posee
una distribucién mundial, se encuentra desde Estados
Unidos hasta el sur de la Argentina. Se desarrolla en los
campos de terrenos bajos, inundables, himedos, a orillas
de rios, arroyos, arrozales, aunque muchas veces forman
malezales conocidos con el nombre de "cataysales".

Este género se ubica dentro de la familia de las po-
ligonaceas. En la Argentina se encuentran entre 20 y 30
especies. Polygonum punctatum Elliot se conoce con el
nombre vulgar de "catay" o "caa-tay", "kaa-tay", "yerba
picante", "picantilla", "sanguinaria" y abunda especial-
mente en la provincia de Misiones. Hierba anual, hasta de
1,5 metros de altura. Es utilizada en la medicina popular,
para el tratamiento de la sarna y hongos, machacando y
triturando toda la planta en agua fria. El cocimiento de la
planta en agua o decoccion se la utiliza como diurética,
abortiva, anticonceptiva y antihelmintica [6,7].

Existen antecedentes sobre el uso popular de la planta
en la antisepsia de las heridas. Ademas, el estudio fitoqui-
mico y los resultados alentadores de la actividad antibac-
teriana realizados en un trabajo anterior, nos alentaron a
profundizar su estudio [8].

MATERIALES Y METODOS

Muestras y preparacion de extractos vegetales

Se recolectaron tallos (T), hojas (H), flor (F1), rama
(R), fruto (Fr) y raiz (Rz) de Polygonum punctatum en
las localidades de San Vicente y Santa Rita, Provincia
de Misiones.

El material fue clasificado y depositado para su con-
servacion en el Herbario de la Facultad de Ciencias Exac-
tas, Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de
Misiones [8]. Se emplearon en forma natural verde (v)
y desecada (s) a temperatura ambiente £+ 25° C, en lugar
ventilado y a la sombra. Posteriormente se efectud la mo-
lienda con un molino a cuchillas tipo Viley obteniéndose
particulas por tamizado, de 5 a 10 mesh. El material fue
envasado en frascos adecuados y conservados en un am-
biente seco y fresco. A este polvo se le llam6 droga.

Para obtener los extractos crudos se pesaron diversas
cantidades de droga a razon de 100, 150 y 200 g/l de
solvente respectivamente, se usaron métodos de extrac-
cioén conocidos como decoccion, maceracion, soxhlet y
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solventes de distinta polaridad como el alcohol etilico,
metanol, acetato de etilo y hexano.

Accion antibacteriana

El estudio de la determinacion de la sensibilidad anti-
microbiana por difusion con discos y de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de los extractos se realizo si-
guiendo las Normas del Clinical And Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) / National Committee For Clinical
Laboratory Standards (NCCLS).

Meétodo de difusion: se llevaron a cabo en dos expe-
riencias en diferentes tiempos de acuerdo a la disponibi-
lidad de droga y de cepas bacterianas [9].

EXPERIENCIA 1
Muestras: se emplearon 17 extractos crudos de Po-
lygonum punctatum Elliot (Tabla N°1).

TABLA N° 1: Obtencion de extractos crudos de Polygonum
punctatumElliot.

Ext N° Pa;tlgndt(; B Solventes It\en:t::?:gig:

1 THFr/v Agua

2 TV Agua

3 Friv Agua Decoccion

4 THFr/s Agua

5 Rz/s Agua

6 THFr/s Metanol

7 Rz/s Metanol

8 T/s Metanol

9 TH/s Metanol

10 THFr/s Acetato de etilo

1 Fl/v Acetato de etilo )

12 H/V Acetato de etilo Maceracion

13 THFIFr/v Acetato de etilo

14 THFrFI/s Acetato de etilo

15 TV Acetato de etilo

16 THFr/s Hexano

17 H/v Etanol 96°
Todas las muestras procedieron de San Vicente y se utilizaron en una
concentracion de 100 g/1.

Cepas: Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 25923,

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterobac-
ter cloacae ATCC 202 y Escherichia coli ATCC 35218.

Discos de Prueba: se utilizaron discos de papel What-
man N°3 de 6 mm de didmetro, embebidos con 25ul, 50ul
y 100ul de extracto crudo con una carga correspondiente
a 2,5 mg, 5 mgy 10 mg, secados a 37° C durante 24
horas.

EXPERIENCIA 2
Muestras: se emplearon 6 extractos crudos de Polygo-
num punctatum Elliot (Tabla N° 2).

TABLA N° 2: Obtencion de extractos crudos de Polygornum
punctatum Elliot.

Parte de la Método de
0
EXtN planta L extraccion
18 Fl/s 200
19 Fr/s 200 )
Maceracion
20 R/s 200
21 H/s 100
22 HFIFr/s 150
Soxhlet
23 THFIFr/s 100
Referencias: ver texto. Todas las muestras procedieron de Santa Rita 'y el
solvente utilizado fue el metanol.

Cepas: se incluyeron ademas Staphylococcus aureus
meticilino resistentes ATCC 43300, Streptococcus fae-
calis ATCC 29232, Salmonella enteritidis EB 1874/88,
Staphylococcus epidemidis ATCC 12228, Acinetobacter
Iwoffii cepa remitida por el INEI-ANLIS “Dr Carlos Mal-
bran”, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Discos de Prueba: los discos fueron impregnados con
50 pl de extracto pero de carga variable segun la concen-
tracion del extracto en cada caso.

Técnica: se sembraron placas de Agar Mueller Hinton
(AMH) con un hisopo a partir de una suspension estan-
darizada de cada microorganismo. Luego de colocar los
discos embebidos con los extractos sobre la superficie del
agar, se procedio a la incubacion a 35 °C durante 16-18
hy a la lectura de las placas observando la presencia de
los halos de inhibicion medidos en mm.

En las dos experiencias se utilizd la misma técnica
y se efectuaron los controles que se detallan a continua-
cion.

a) De contaminacion de extractos: cultivo en estrias
con un ansa de los mismos en placas de AMH y poste-
rior incubacion a 35 °C debiendo observarse ausencia de
desarrollo.

b) De viabilidad de cepas: cultivo de los microorga-
nismos en placas de AMH para obtener cultivos frescos
y para detectar contaminacion.

¢) De inactividad de los solventes: con discos embe-
bidos con cada solvente y sometidos a las mismas condi-
ciones que los discos de prueba. Al cultivarse en el AMH
no debe observarse inhibicion del desarrollo de ninguna
de las cepas de prueba.

d) De metodologia: con discos de gentamicina (10
ug) y ampicilina (10 pg) frente a P. aeruginosa ATCC
27853 y E. coli ATCC 35218 respectivamente.

Concentracion inhibitoria minima: se realiz6 el mé-
todo de dilucion en agar [10].

Muestra: extracto de Fl y Fr obtenido por soxhlet y
con solvente acetato de etilo. Para la prueba se empled
la fraccidn acuosa del extracto seco, solubilizandose en
el momento de realizar el trabajo, a una concentracion
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final de 50 mg/ml.

Concentraciones probadas: el rango utilizado estuvo
entre 78 a 2.500 pg/ml.

Cepas: se emplearon todas las cepas utilizadas en el
método de difusion.

Técnica: el extracto se incorpor6 dentro del medio
AMH, de manera tal que cada placa contenia una con-
centracion de extracto diferente. Los indculos de los
distintos microorganismos se aplicaron por triplicado
simultaneamente sobre la superficie del agar utilizando
un replicador de Stern.

Controles: a) De método: como antibidtico de referen-
cia se usoé cefalotina, frente a S. aureus ATCC 29213.

b) De viabilidad de las cepas 1: cultivo de los micro-
organismos en placas de AMH sin extracto, para obtener
cultivos frescos y para detectar mezcla de gérmenes.

c) De viabilidad de las cepas 2: se procedié de la
misma manera pero al finalizar la inoculacion de todas
las placas (efecto “carry over”).

Accion antifiingica

En el estudio de la determinacion de la sensibilidad
se emplearon dos métodos:

Meétodol. Prueba de sensibilidad al extracto por difu-
sion en discos de papel de filtro (PSEDDi) [9].

Muestras: se emplearon 6 extractos crudos de Polygo-
num punctatum Elliot (Tabla 2).

Cepas: hongos levaduriformes: Candida albicans
CDC B385 (cedida por la division Micologia del INEI
“Dr Carlos G. Malbran). Hongos filamentosos: Asper-
gillus parasiticus, Aspergillus niger, Penicillium chry-
sogenum Thom y Penicillum citrinum Thom aisladas e
identificadas de té negro cultivado en Misiones [11].

Discos de prueba: se prepararon los discos de la mis-
ma manera que en el estudio de la accion antibacteriana
y fueron embebidos con 100 pl del extracto crudo.

Preparacion del Inoculo de hongos filamentosos: cada
especie fungica fue cultivada en pico de flauta con Agar
papa dextrosa (PDA, Oxoid), durante 10 dias a 25 +2 °C.
Luego se prepard una suspension madre de conidias,
agregando a cada tubo 10 ml de solucién fisioldgica
0,85% con 0,1% de Tween 80 (Polisorbato 80, Sigma),
para prevenir la aglomeracion y la rapida precipitacion de
las conidias. Las suspensiones conteniendo las conidias
desprendidas fueron recogidas en frascos de vidrio esté-
riles color caramelo y se realiz6 su recuento en camara de
Neubauer, constituyendo la suspension madre de conidias
(SME). A partir de la SME se prepar6 la suspension de
trabajo, ajustando la concentracion de conidias a 1x10°
UFC/ml con solucion fisioldgica [12].

Preparacion del Indculo de Candida albicans: cultivo
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del mismo en agar Sabouraud 40 (AS40) durante 24 h a
37 °C. Se preparo una suspension en solucion fisiologica
y se ajusté al tubo N° 1 de la escala de Mc Farland.

Técnica: se utiliz6 la misma técnica descripta, adap-
tada a las cepas fungicas [9]. Con un hisopo se distri-
buyeron uniformemente las células levaduriformes y/o
conidias por toda la placa de AS40. Luego se colocaron
6 discos embebidos con los extractos. Se Incubaron las
placas sembradas con C. albicans a 37°C, se observo la
presencia o ausencia de desarrollo a las 24 horas y hasta
10 dias.

Las placas sembradas con los hongos filamentosos
se incubaron a 28°C, se observo a partir del tercer dia y
hasta 20 dias. Todas las determinaciones se realizaron
por duplicado.

Meétodo 2. Prueba de sensibilidad al extracto por di-
fusion en pocillos de agar (PSEDPA) [13].

La preparacion de las placas y la siembra del indculo
se llevaron a cabo como en el método anterior.

Preparacion y carga de los pocillos: con un saca-
bocado se realizaron pocillos de 6 mm de diametro. Se
cargaron los mismos con 50 pl del extracto crudo.

Incubacion: se tomaron los mismos parametros que
en el Método 1.

Controles: a) De contaminacion de extractos: se
sembro cada extracto crudo en AS40 y se incubé a 28 °C
durante 15 dias.

b) De viabilidad de las cepas: cultivo de C. albicans
y de los hongos filamentosos en AS40 y posterior incu-
bacion a 37°C durante 24 a 48 h 'y a 28°C durante 5 dias
respectivamente.

c¢) De inactividad del solvente: con discos embebidos
con el solvente y sometidos a las mismas condiciones que
los discos de prueba. Al cultivarse en AS40 no debe dar
inhibicion del desarrollo.

Se definio la sensibilidad (S) o resistencia (R) por la
presencia o ausencia de halos de inhibicion respectiva-
mente, medidos en mm.

RESULTADOS

a) Resultados de la actividad antibacteriana

Se registraron en tablas solo aquellos extractos que
mostraron actividad antibacteriana en las condiciones
de prueba.

METODO DE DIFUSION

En la experiencia 1 (Tabla 3).

Los extractos obtenidos de distintas partes de las
plantas verdes y secadas, cuando se utiliz6 como solven-
te el acetato de etilo, mostraron actividad antibacteriana
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sobre S. aureus y B. subtilis.

Cuando la obtencion de los extractos se realizo con
solventes como el hexano y etanol 96°, la actividad se
observo sobre S. aureus.

Con las bacterias Gram negativas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae los
extractos no resultaron activos.

Los extractos obtenidos por maceracion con meta-
nol de THF1/s, Raiz/s, T/s y TH/s no tuvieron actividad
inhibitoria sobre las bacterias Gram positivas y Gram
negativas.

No tuvieron efecto inhibitorio los extractos obtenidos
por decoccion usando como solvente el agua de THFr/v,
T/v, Fr/v, THFr/s y Raiz/s de la planta, no resultaron
activos.

TABLA N° 3: Actividad antibacteriana de extractos crudos
obtenidos por maceracion de Polygonum punctatum Elliot.

Resultados (diametro del halo en mm)
Sthaphyloccocus aureus Bacillus subtilis

Ext. N° Carga por disco en p Carga por disco en pl
25 50 100 25 50 100

10 9 R R R R R
1 13 13 12 8 10 1
12 R R 10 8 9 10
13 11 12 12 8 10 13
14 R 8 R 8 10 11
15 R R 9 R 8 8
16 9 R R R R
17 R R 8 R R R

Referencias: R = resistente

En la experiencia 2 (tabla 4).

TABLA N° 4: Actividad antibacteriana por difusion de extractos
crudos de Polygonum punctatum Elliot.

Resultados (didmetro del halo en mm)

Ext.|Conc. | Mét. S. |S. aureus| B. E. E. A
N° | g/l |ext. |aureus| met-r |subtilis| coli|cloacae|lwoffi
18 | 200 16 R R 9 9 10
19 | 200 |Mac.| M R 9 R R 10
20 | 200 15 9 R R R R
22 | 150 R R R R R R
2] 100 | [ R 7 R |R| R R

Referencias: Mac. = maceracion, Sox = soxhlet; S. gureus met-r. =

Staphylococcus aureus meticilino-resistente; M = metanol; R = resistente.

En los extractos obtenidos por maceracion y utili-
zando como solvente el metanol los resultados fueron
variables, dependiendo de la parte de la planta utilizada.
El extracto de H/s obtenido por maceracion con metanol
no mostré actividad antibacteriana alguna.

Con el método de soxhlet tuvo efecto antibacteriano
el extracto de THFrFl1/s sobre S. aureus meticilino-re-
sistente.

No se observo actividad de los extractos sobre los
bacilos Gram negativos aerobios Salmonella enteritidis,
Pseudomonas aeruginosa'y Klebsiella pneumoniae. Tam-
poco fueron activos sobre las bacterias Gram-positivas
Streptococcus faecalis y Staphylococcus epidermidis.

Controles de metodologia: los halos de inhibicion se
observaron en el rango esperado.

CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA

La CIM de Bacillus subtilis resulto igual a 625 pg/ml.
Las otras cepas fueron resistentes.

La CIM del control coincidié con el rango esperado
(0,12-0,5. pg/ml)

b) Resultados de la actividad antifingica

Se registraron en tabla solo aquellos extractos que
mostraron actividad antifingica (Tabla N° 5).

Con el método por difusion en discos de papel, y en
las condiciones de prueba no se observé inhibicion sobre
todas las cepas ensayadas con los extractos crudos de
Polygonum punctatum Elliott.

No se observo actividad de los extractos sobre Can-
dida albicans y Aspergillus niger por ninguno de los
métodos de difusion empleados

Los extractos obtenidos de fruto y rama desecados
por maceracion con metanol no presentaron actividad en
las condiciones de prueba.

TABLA N° 5: Actividad antifingica por difusion en pocillos de
extractos crudos de Polygonum punctatum Elliot.

Ext.|Conc.| Mét. | Partes de | Aspergillus| Penicillum | Penicillum
Ne | g/l ext. | laplanta | parasiticus|chrysogenum| citrinum
18 | 200 Flor/s R 9 9
Mac. -
21 | 200 Hoja/s R R 10
Hoja, Flor
22 | 150 |Soxhlet ¥ Fruto/s 9 R R

Referencias: R = resistente.

DISCUSION

El espectro de actividad de los extractos de Polygo-
num punctatum Elliot abarco a bacterias Gram positivas
y Gram negativas. Se observo actividad frente a las cepas
S. aureus, S.aureus meticilino-resistente, B. subtilis, A.
Iwoffii, E. coli y E. cloacae.

No se observo actividad de los extractos frente a S.
epidermidis y S. faecalis en las condiciones de prueba.
Ello difiere de otros autores que emplearon procedimien-
tos diferentes y resultaron sensibles. En forma coinciden-
te con ellos, hubo inhibicion frente a 4. Iwoffii y fueron
inactivos con P. aeruginosa y S. enteritidis [8].

Se observo distinta distribucion de los principios
activos en las diferentes partes de la planta y con solven-
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tes de polaridad variable. Los extractos de flor y fruto
mostraron inhibicion sobre bacterias Gram negativas y
Gram positivas, y se amplio el espectro de accion de otros
vegetales que se circunscriben unicamente a las bacterias
Gram positivas [13].

En los extractos obtenidos con acetato de etilo el efec-
to inhibitorio se observo frente a el S. aureus y B. subtilis.
La incapacidad de los principios activos de atravesar la
membrana externa de los bacilos Gram negativos podria
explicar la resistencia.

La falta de actividad antibacteriana de los extractos
acuosos de Polygonum punctatum Elliot es coincidente
con los encontrados con otras plantas obtenidos por decoc-
cion con agua y la atribuimos a diversas causas, entre ellas
a la escasa solubilidad del o de los principios activos, al
poco poder de extraccion o a la inhibicion de los princi-
pios activos por el calor al realizar la decoccion [14].

Las altas cargas de los discos embebidos con los
extractos crudos, cuando se lleva a cabo el método de
difusion en nuestra experiencia y de otros estudios reali-
zados con otras plantas, difieren sustancialmente con la
de los antimicrobianos de uso clinico en donde es mucho
menor [8, 13, 14, 15,16]. El mismo razonamiento podria
aplicarse a los resultados obtenidos con la concentracion
inhibitoria minima. La obtencion de los principios bio-
activos podria modificar esta situacion.

La amplia variacion de los efectos antifiingicos es
dificil de dilucidar, porque no contamos con datos sobre
la composicion quimica de los extractos.

CONCLUSIONES

La actividad de los extractos crudos de Polygonum
punctatum Elliot es amplia y variable. Esta sujeta a cam-
bios importantes tales como: parte de la planta empleada,
método de extraccion y polaridad del solvente.

Es posible seleccionar la actividad sobre bacterias
Gram positivas o Gram negativas o ambas u hongos
solamente.

Los resultados obtenidos justifican una propuesta a
acotar las variables para obtener mayores logros.
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