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Resumen: Elobjetivodel estudio es determinar la actividad antibacteriana de Metformina frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa. Se evalud la actividad antibacteriana mediante la técnica de Kirby Bauer. Se utilizé cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), las cuales se
expusieron a Metformina en concentraciones de 250 mg y 500 mg, Ciprofloxacino (CIP) 5 ug, Imipenem (IPM) 10 pg, y Cefoxitin
(FOX) 30 ug. Frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa se presentd un halo de inhibicién de 6
mm. para Metformina 250 mg, 6 mm. para Metformina 500 mg, y un halo de inhibicién >25 mm. con el uso de Ciprofloxacino 5
ug, Cefoxitin 30 pg, e Imipenem 10 pg respectivamente. En conclusion, In vitro Metformina a dosis de 250 y 500 mg, no presento
efecto antibacteriano frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
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Abstract: The aim of this study was to determine the antibacterial activity of Metformin against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, and Pseudomonas aeruginosa. Antibacterial activity was evaluated using the Kirby Bauer technique. Strains of Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), and Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) were used, which were
exposed to Metformin at a concentration of 250 mg and 500 mg, Ciprofloxacin (CIP) 5 ug, Imipenem (IPM) 10 ug, and Cefoxitin (FOX)
30 ug. Regarding Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa, an inhibition halo of 6 mm was presented
for Metformin 250 mg, 6 mm. for Metformin 500 mg, and an inhibition halo> 25 mm. with the use of Ciprofloxacin 5 pg, Cefoxitin
30 pg, and Imipenem 10 pg respectively. In conclusion, in vitro, Metformin at doses of 250 and 500 mg had no antibacterial effect
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa.
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Introduccion

Uno de los grandes descubrimientos del siglo XIX fue la
terapia antibacteriana descubierta por Alexander Fleming en
el afo 1928 Asi es como se iniciaria su uso en la clinica para
diferentes intervenciones importantes para evitar enferme-
dades infecciosas. Sin embargo, aun en el siglo XXI muchas
de estas enfermedades infecciosas siguen siendo causa de
muerte en el mundo? Para el 2016 se identificé que las en-
fermedades infecciosas respiratorias encabezan la lista como
la enfermedad transmisible con mayor letalidad en el mundo,
seguida por enfermedades diarreicas®.

En el campo de los antibidticos, con la aparicion de la re-
sistencia a la actualidad, este representa un problema clinico
considerable, debido a que las bacterias desarrollan la capaci-
dad para sobrevivir en concentraciones de antibidtico que inhi-
ben/matan a otras de la misma especie®. Capacidades como
la resistencia a B-lactamicos en las bacterias Gram-negativos
por la produccion de B-lactamasas, y Gram-positivos desarro-
llaron resistencia por medio de modificaciones al sitio de ac-
cion de Proteinas Fijadoras de Penicilina (PBP)®.

Hoy en dia una gran mayoria de cepas de Staphylococcus
aureus han desarrollado resistencia a la Meticilina, en Espafia
cerca del 25% de los aislamientos de hemocultivos presentan
resistencia. Asimismo, Pseudomonas aeruginosa ha adquirido
resistencia a una amplia gama de antibiéticos como Piperacilina,
Tazobactam, fluoroquinolonas, aminoglucdsidos, entre otros®.

Para el afio 2017 patdgenos como Enterobacterias y Pseu-
domonas aeruginosa fueron clasificadas en el nivel de priori-
dad critico para la busqueda de nuevas drogas antibacterianas,
al igual con Staphylococcus aureus, Helicobacter pylori, Cam-
pylobacter, Salmonella y Neisseria gonorrhoeae con un nivel
de prioridad alto’.

Todo esto resulta un grave problema, debido a que las in-
dustrias farmacéuticas poco a poco van dejando los proyec-
tos propuestos como el desarrollo de nuevos farmacos contra
bacterias resistentes o le dedican una escasa cantidad de re-
cursos a la investigacion de nuevos antibidticos. Esto se debe a
que existe una baja rentabilidad de estos farmacos en compa-
racion con otros farmacos que atacan enfermedades de mayor
indice mundial como la diabetes®.

Actualmente, solo 5 laboratorios se dedican al estudio de
nuevos farmacos antibacterianos®. En 1998 habfa en el merca-
do mundial de 20 nuevos antibidticos y en el 2011 habia Unica-
mente 4, es decir una disminucién de un 75% en la disponibili-
dad de nuevos antibidticos'®. Sin embargo, la resistencia a cada
antibidtico utilizado en la préctica clinica se ha incrementado,
con independencia de la clase quimica molecular de la droga™.

Una estrategia para la busqueda de nuevos antibioticos, es
buscar el efecto pleiotrépico de drogas conocidas y en actual
uso clinico terapéutico. Es el caso de la Metformina, un medi-
camento comun utilizado en primera linea en el tratamiento de
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la Diabetes Mellitus tipo Il. Resulta interesante el antecedente
de un estudio de medicina traslacional que prueba cémo la Me-
tformina actua inhibiendo un factor de resistencia de Mycobac-
terium tuberculosis, proponiéndose un potencial efecto contra
este patdgeno*?®s,

El propdsito del presente trabajo fue investigar la acti-
vidad antibacteriana de la Metformina sobre cepas ATCC de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeru-
ginosa.

|
Materiales y métodos

Disefio y poblacion de estudio

Estudio es de tipo experimental in vitro. El Estandar de
clorhidrato de Metformina (material de referencia certificado)
fue adquirido por la empresa Sigma-Aldrich con certificado de
analisis (Producto numero: PHR 1084) y proporcionado por el
Centro de Investigacion en Medicina Tradicional y Farmacolo-
gia). La parte microbiologia fue realizada en los Laboratorios
de Investigaciéon en Biologia Molecular de la Escuela Profe-
sional de Medicina Humana de la Universidad Peruana Unidn.
Se utilizaron cepas bacterianas ATCC (American Type Culture
Collection, Microbiologics, St. Cloud, Minnesota USA) Escheri-
chia coli 25922, Staphylococcus aureus 25923 y Pseudomonas
aeruginosa 27853. Se utilizo los siguientes discos de antibidti-
cos (Bioanalyse, Ivedik Osb/Yenimahalle, Turquia), Ciprofloxa-
cino (CIP) 5 ug, Imipenem (IPM) 10 pg y Cefoxitin (FOX) 30 ug.

Resuspension del Estandar de Metformina

Se peso con precision 125 mg y 25 mg de Metformina
(fadrmaco crudo) y se disolvieron en 0,5 ml de metanol para
obtener la concentracién de 250 pg / 10 ply 500 pg / 10 pl.

Fase microbioldgica

Se verifico la viabilidad de cada uno de los microorganis-
mos a ensayar, para la preparacion del indculo se partié de un
cultivo de 18 a 24 h en ATS (Agar Tripticasa Soya) para bacte-
rias a 37°C. A partir de estos cultivos en crecimiento activo, se
tocan tres a cinco colonias y se resuspenden en 5 mL de solu-
cion salina estéril (NaCl 0,85%). El resultado de la suspensidn
se homogeneizé durante 15 segundos y su turbidez se ajusté
a 0,5 de la escala Mc Farland (1.5 x 108 ufc/ml). La técnica
estd basada en el método originalmente descrito por Bauer
et al.*. Se procedié a impregnar cada papel-disco estéril de 6
mm de didmetro (papel filtro Whatman #4) con 10 pL de cada
concentracién de 250 ug y 500 pg de Metformina. El estandar
de Metformina y se dejo secar el papel-disco para permitir su
evaporacion.

Se sembraron en placas de Petri con Agar Mueller-Hin-
ton (AMH) sobre la superficie de las cepas de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923
y Escherichia coli ATCC 25922 respectivamente. Se hisoparon
uniformemente y se incubaron en una estufa a 37 °C de tem-
peratura durante 24 horas. Ademas, se colocd como control
negativo un disco de papel Whatman #4 con 10 pL de agua
destilada y como control positivo se usé imipenem en concen-
tracion de 10 mcg, cefoxitina en concentracién de 10 mcg y
ciprofloxacino en concentracién de 5 mcg*

Al final del periodo, las zonas de inhibicién formadas se
midieron en milimetros usando el vernier. Las zonas de inhibi-
cion de menos de 12 mm de didmetro no se consideraron para
el andlisis de la actividad antibacteriana. Para cada concentra-
cion, se realizaron 6 réplicas.

Analisis estadisticos

Se presenta los resultados mediante gréficos de barras,
expresados mediante valores absolutos. Se empled como so-
porte informatico el programa Microsoft Excel Versién 2010.

|
Resultados

En este estudio se utilizé como parametro de medicion el
diametro de la zona de inhibicién (mm) para evaluar la propie-
dad antimicrobiana del medicamento Metformina. La dilucién
del estandar de Metformina fue enfrentada contra Escheri-
chia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. La zona de inhibicidn
fue de 6 mm (resistente) para todas cepas bacterianas y para
el control negativo. También se utilizaron controles positivos
que produjeron un halo de inhibicién de > 25 mm (sensible)
para cada ensayo con 6 repeticiones de cada uno de ellos (Ver
Figuras 1, 2, 3). EL farmaco Metformina no mostré actividad
antimicrobiana a 250 ug/ pL y 500 ug/ uL.

|
Discusion

Entre los principales patdgenos que destaca la OMS para
la investigacion de nuevos antibidticos para combatir esta en-
fermedad, estan la Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y enterobacterias multidrogoresistentes’. Hoy en dia
existen laboratorios aun investigando nuevos antibiéticos, pero
solo dos de estos presentan una actividad frente a bacterias
Gramnegativas multirresistentes y otras se encuentran aun
en la fase clinica uno, categorizada como “posible agente ac-
tivo"5, Después de la aparicion de estos patdgenos resistentes
a multiples drogas, la investigacién de nuevas alternativas de
antibioticoterapia ha llevado al reconocimiento del potencial
de drogas antibacterianas conocidas como por ejemplo para el
tratamiento de pacientes con diabetes que es la Metformina'?16,

Es asi como surge evidencia cientifica que logra demostrar
que la Metformina podria presentar un efecto sobre el desa-
rrollo de una mejoria en la inmunidad innatal’. Diferentes tipos
de bacterias afectan las vias respiratorias, sin embargo, el uso
de Metformina logré disminuir la hiperglucemia inducida por
Pseudomonas aeruginosal8. Aumentando la resistencia eléc-
trica transepitelial, es otro mecanismo como la Metformina
logra disminuir la hiperglucemia inducida por Staphylococcus
aureus, ya que esta como principal funcién tiende a disminuir
la resistencia eléctrica transepitelial para lograr el eflujo de
glucosa paracelular’®.

Por otra parte, diferentes estudios demostraron que el uso
de Metformina en dosis de 250 mg, 300 mg, 400 mgy 500 mg
reveld tener un efecto contra las diferentes cepas de Esche-
richia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans y Aspergillus ni-
ger’®?? (Tabla 1).

Estudios adicionales han demostrado también lograr una
inhibicion del crecimiento bacteriano induciendo la inactiva-
cion de receptores como LasR y rhiR que desencadenan a la
produccién de piocianina, hemolisina, proteasas y elastasas
que confieren a la Pseudomonas aeruginosa su capacidad de
motilidad y resistencia frente al estrés oxidativo®. Incluso el
uso de nanotubos de carbono en adicién con metformina logro
presentar una actividad inhibitoria frente a Escherichia coli?.

Sin embargo, los resultados del presente estudio demos-
traron que el estandar de Metformina en concentraciones de
250 mg y 500 mg no mostroé una actividad antibacteriana con-
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Figura 1. Actividad antibacteriana obtenida de estéandar de Metformina frente a cepa de Escherichia coli ATCC25922.
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Figura 2. Actividad antibacteriana obtenida de estandar de Metformina frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC25923.
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Figura 3. Actividad antibacteriana obtenida de estandar de Metformina frente a cepa de Pseudomona aeruginosa ATCC27853.
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Metformina En este estudio

250mg | 500mg | 250mg

| Escherichia coli 6mm. | 6 mm. _‘ 13 mm.
Pseudomonas aeruginosa 6mm. | 6mm. | 11 mm.

‘ Staphylococcus aureus 6mm. | 6mm. | 9mm.
Saccharomyces cerevisiae - - 11 mm.
Candida albicans - - 12 mm.

| Aspergillus niger - - 14 mm.

Nasrin et al.?°

Meherumisa et al.2 | Dash et al.?

500mg | 250mg 500mg 300mg | 400mg
I5mm. | 13 mm. 15 mm. 5 mm. 11 mm.
13 mm. 11 mm 13 mm. 9 mm. 12 mm.
12 mm. 9 mm. 12 mm. 6 mm. 7 mm.
13 mm. - - - -
14mm. | 12mm. 14 mm. - -
17mm. | 14 mm. 17 mm. - -

Tabla 1. Actividad antibacteriana de Metformina frente a diferentes patégenos.

tra las cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
y por lo tanto no tendria accidn inhibitoria contra diferentes
organismos que se sabe que son resistentes a multiples far-
macos.

LLos estudios citados arriba no describen el uso de cepas
ATCC (solo se mencionan nombre de especies bacterianas y
fungicas) en sus procedimientos de trabajo. Es posible que los
resultados obtenidos en nuestro estudio difieren con tales pu-
blicaciones por el uso de cepas no catalogadas como cepas
ATCC.

Estos hallazgos son importantes, porque categéricamen-
te se descarta el efecto bactericida de la Metformina, y aun-
gue los antecedentes son favorables para un potencial efecto
antibacteriano, ante la evidencia, puede ser mas sensato el
dilucidar su uso como un farmaco coadyuvante con la terapia
antibidtica. Los efectos pleiotrdpicos de Metformina al modu-
lar la inmunidad (estimulacion)??, y la actividad antiinflama-
toria®®?’, ambos mecanismos (inmunosupresion e inflamacion)
son fisiopatolégicamente favorables para la progresion de la
patogenicidad de las bacterias como, Trichinella spiralis?, Cae-
norhabditis elegans?®2°, hepatitis B virus®, hepatitis C virus®>,
M. tuberculosis****. Por ello una gran iniciativa es contribuir ain
mas en la investigacion de drogas de segundo uso o la elabo-
racion de nuevos farmacos que puedan tener la capacidad de
inhibir o destruir las bacterias que cuentan con una mayor tasa
de resistencia y lograr reducir la letalidad a nivel mundial.

Limitaciones

Entre las limitaciones del estudio estd solo la exposicidn
a las 3 bacterias ATCC ensayadas, no incluyendo a otras bac-
terias y hongos no ATCC, siendo este estudio como base para
investigaciones posteriores que utilicen cepas bacterianas re-
sistentes hospitalarias. También el tipo de procedimiento no
detallado usado por diversos autores para obtener el estandar
de metformina.

|
Conclusiones

En la presente investigacion, se demuestra que Metfor-
mina en concentraciones de 250 mg y 500 mg no presentd
efecto bactericida frente a Escherichia coli (ATCC 25922), Sta-
phylococcus aureus (ATCC 25923) y Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853).
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