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RESUMEN

Se ha incrementado el uso terapéutico de las sanguijuelas y se ha demostrado que ellas
pueden inocular bacterias causantes de infecciones en el 20% de los pacientes. El hallazgo
en Antioquia de dos especies de sanguijuelas promisorias para hirudoterapia motivd este
estudio para identificar las bacterias en la superficie, la probdscide y el intestino de estos
anélidos y evaluar su sensibilidad a antibioticos. Las sanguijuelas estudiadas se identificaron
como Haementeria sp., y Oxytychus ornatus. Muestras de la superficie, boca e intestino de
ambos ane¢lidos se inocularon en agar sangre, agar sangre con ampicilina y agar eosina azul de
metileno. La identificacion de las bacterias y su sensibilidad a antibioticos se evaluaron por el
método automatizado Vitek (Biomerieux®). Se hicieron en total 26 aislamientos pertenecientes
a 12 especies de nueve géneros. Enterobacter cloacae fue la especie maés frecuente en ambos
anélidos. Las bacterias fueron sensibles a los antibidticos comunmente empleados en las
infecciones causadas por este tipo de microorganismos. Se sugiere hacer profilaxis con
antibidticos en los pacientes que reciban terapia con los anélidos investigados e implementar
los protocolos estandarizados para el lavado de los animales antes de su uso y para el aseo de
los acuarios en donde se los mantenga.
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SUMMARY

Characterization of the aerobic bacterial
community in leeches Haementeria sp (Hirudinea:
Glossiphoniidae) y Oxytychus ornatus (Hirudinea:
Macrobdellidae) de EI Bagre, Antioquia

Therapeutic use of Ileeches (hyrudotherapy) has
increased, and it has been shown that they can
transmit bacteria associated with infections in 20% of
patients. Two species of leeches have been found in
Antioquia, Colombia, apparently promising for such
therapy. This study was done to identify bacteria in
the surface, mouth and intestine of these species and
to test the antibiotic sensitivity of the isolates. The
studied species were Haementeria sp., and Oxytychus
ornatus. Specimens were obtained from their surface,
mouth and intestine. Blood agar, blood agar with
ampicillin, and eosine-methylene blue agar were
used as culture media. Identification and sensitivity
tests were carried out with the Vitek (Biomerieux®)
automated method. A total of 26 isolates was obtained
belonging to 12 species and nine genera. [solates were
sensitive to the commonly used antibiotics. We suggest
to do antibiotic prophylaxis in patients undergoing
hyrudotherapy, and to implement standardized
protocols to disinfect the animals before use and for
the cleaning of the aquarium where they are kept.
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INTRODUCCION

El empleo de Ilas sanguijuelas con propdsitos
curativos, conocido como hirudoterapia, se
encuentra ampliamente documentado en textos
antiguos y contemporaneos (1). En la actualidad
las investigaciones sobre los anélidos hematdfagos
se enfocan en diversos aspectos, entre ellos la
identificacién y aplicacidon de las sustancias que
liberan en el hospedero durante la ingesta de sangre,
con efectos anticoagulante, vasodilatador, inhibidor
de la agregacion plaquetaria y antinflamatorio, entre
otros (2-6). Asimismo, se busca reducir los riesgos
durante los tratamientos meédicos con las diferentes
especies de sanguijuelas, como Hirudo medicinalis,

H. verbana, H. orientalis, Hirudinaria manillensis y
Asiaticobdella buntonensis, identificando las bacterias
procedentes de la superficie del cuerpo, la boca y el
tracto digestivo, debido a que el 20% de los pacientes
tratados con los hirudineos desarrollan infecciones
que se generan durante el procedimiento en los sitios
expuestos a las sanguijuelas (7-11). En consecuencia, se
hacen estudios para determinar la sensibilidad de esa
microbiota a los antibidticos, con el fin de establecer
criterios de administracion profilactica a los pacientes
que van a ser tratados con los hirudineos (12-14).

En Colombia se tienen registros acerca de Ila
presencia de hirudineos en ecosistemas naturales
(15). Sin embargo, no se ha evaluado ni puesto
en practica su uso en el ambito clinico. Por ello el
hallazgo de sanguijuelas en Antioquia, promisorias
para hirudoterapia, constituyd un estimulo para
llevar a cabo el presente estudio, con el fin de hacer
la identificacion taxonomica de la comunidad
bacteriana que habita en la superficie, boca e
intestino de los anélidos, asi como para determinar la
sensibilidad de los microorganismos a los antibioticos.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue aprobado en junio de 2006 por
el Comité de Etica para la Experimentacién con
Animales, de la Universidad de Antioquia.

Captura: durante noviembre de 2007 se recolectaron
41 sanguijuelas en una fuente de agua dulce ubicada
en la zona minera del municipio de EI Bagre, al
nordeste del departamento de Antioquia, Colombia,
a 07° 35" latitud N y 74° 48’ longitud O, a 50 msnm,
con una temperatura promedio de 28 °C. Los
animales se transportaron vivos por via aérea, en
agua del lugar, al Laboratorio de Malacologia Médica
y Trematodos, del Programa de Estudio y Control de
Enfermedades Tropicales (PECET) de la Universidad
de Antioquia, donde se mantuvieron en acuarios con
agua declorinada y con temperatura similar a la del
sitio de captura. El agua de los acuarios se cambid
diariamente. No se les suministré alimento.

Las sanguijuelas se separaron por morfotipos y
se dispusieron en acuarios independientes. Seis
ejemplares de cada morfotipo se fijaron para su
estudio taxondmico. Para el andlisis de la microbiota
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se utilizaron 12 ejemplares del morfotipo 1 y 17
del morfotipo 2. Cada ejemplar se relajé sobre una
placa de hielo durante 30 minutos; para obtener la
microbiota se les barrid la superficie con un hisopo
de alginato estéril que se sumergié en 3 mL de agua
peptonada; 100 ul de esta solucion se sembraron en
agar sangre, agar eosina azul de metileno y agar sangre
con ampicilina (20 mg/L), cubriendo la totalidad de la
superficie del agar con un asa. Se incubd a 37 °C y el
crecimiento microbiano se observo a las 24 y 48 horas.

El mismo ejemplar se l[impié con alcohol yodado y
se disecd asépticamente en camara de bioseguridad
bajo estereomicroscopio. Se tomaron muestras
de la probdscide y el intestino que se sometieron a
ultrasonido durante tres minutos. Se inocularon
100 ul de la solucidon, que se incubaron y leyeron
siguiendo el procedimiento descrito para las muestras
de superficie. Las colonias obtenidas se reaislaron en
agar nutritivo y se incubaron a 37 °C durante 48 horas;
a cada colonia se le hicieron coloracion de Gram,
prueba de oxidasa (Biomerieux®) e identificacién
bioquimica por el sistema automatizado ViteR 1
(Biomerieux®).

Para evaluar la respuesta microbiana a los antibidticos,
se calculd un tamafo muestral por conveniencia
correspondiente al 50% de las colonias de cada especie
bacteriana aislada, las cuales se escogieron mediante
un proceso de muestreo aleatorio simple; de esta
manera se busco tener una representaciéon adecuada
delas colonias de las especies bacterianas identificadas.
Cada cepa seleccionada se evalud con antibidticos
especificos dependiendo del tipo de microorganismoyy,

de acuerdo con las normas del Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI), se la clasific6 como sensible
(S), de sensibilidad intermedia (I) o resistente (R). La
concentracion inhibitoria minima (CIM) para cada
antibiético se da en ug/mL (16).

RESULTADOS

Posicion taxondémica de Ilas sanguijuelas: en
las sanguijuelas recolectadas se identificaron dos
morfotipos, asignados a dos familias: Glossiphoniidae
que se caracteriza por presentar una probodscide,
con la cual se alimenta de sangre de vertebrados,
estuvo representada por Haementeria sp. (Fillippi,
1848). Y Macrobdellidae que se caracteriza por
presentar tres mandibulas bien formadas con menos
de 100 denticulos, con los cuales se alimentan de
sangre, estuvo representada por Oxytychus ornatus
(Weyenbergh, 1883).

Identificacion de la microbiota asociada a Ias
sanguijuelas: en total se aislaron 12 especies
bacterianas pertenecientes a nueve géneros, cuya
distribucion varid segun la especie de hirudineo y la
ubicacion en el animal. De las 12 especies, 11 fueron de
bacilos gramnegativos y la restante fue un coco.

En 8 de las 12 Haementeria sp., se hicieron nueve
aislamientos provenientes de igual numero de
muestras. Pertenecieron a seis géneros y seis especies;
cuatro de los aislamientos fueron de Enterobacter
cloacae. Los otros cinco géneros bacterianos
estuvieron representados por un aislamiento cada
uno (tabla 1).

Tabla 1. Bacterias aisladas de Haementeria sp. (n = 12)

Especie bacteriana Superficie
Bordetella bronchiseptica

Enterobacter cloacae 2
Enterococcus faecalis

Klebsiella pneumoniae

Pasteurella multocida

Aeromonas veronii biovar sobria

Total 2

Probéscide Intestino Total %
1 1 11
1 1 4 44,5
1 1 11,1
1 1 1,1
1 1 11,1
1 1 1,1
3 4 9 100,0
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En 12 de los ejemplares de O. ornatus se hicieron
17 aislamientos provenientes de igual ntimero de
muestras. Pertenecieron a seis géneros y nueve
especies. La especie predominante fue E. cloacae

(cinco aislamientos; 29,4%), seguido de Aeromonas
hydrophila (tres aislamientos; 17,6%). Se obtuvieron
dos aislamientos de Enterobacter intermedius y dos
de Klebsiella pneumoniae y un aislamiento de cada
uno de los cinco microorganismos restantes (tabla 2).

Tabla 2. Bacterias aisladas de Oxytychus ornatus (n=17)

Especie bacteriana Superficie Boca Intestino Total %
Aeromonas hydrophila 1 2 3 17,6
Aeromonas veronii biovar sobria 1 1 59
Citrobacter freundii 1 1 59
Enterobacter cloacae 1 4 5 294
Enterobacter intermedius 2 2 11,7
Ewingella americana 1 1 59
Klebsiella oxytoca 1 1 59
Klebsiella pneumoniae 1 1 2 11,7
Morganella morganii 1 1 59
Total 3 1 13 17 100,0
El total de aislamientos fue de 26: 9 en Haementeria DISCUSION

sp., ¥y 17 en Oxytychus ornatus. Como se observa en
las tablas 1 y 2, el mayor nimero de aislamientos
(n=17) provino del intestino. De la superficie del
cuerpo solo se aislaron cinco y de la regién oral,
cuatro. Se observa ademds que la especie bacteriana
mads ubicua y frecuente fue E. cloacae, puesto que se
obtuvo de intestino, probdscide y superficie de las
dos especies de hirudineos en repetidas ocasiones. La
siguié K. pneumoniae presente en ambos anélidos y
aislada tanto del intestino como de la superficie del
cuerpo. A. veronii biovar sobria se aisld del intestino
de Haementeria sp.y de la probdscide de O. ornatus.

Pruebas de sensibilidad a antibioticos

Se estudid la sensibilidad a los antibidticos de
aislamientos de 10 especies (16). En la tabla 3 se
presentan los resultados obtenidos para las cuatro
mas frecuentes: E. cloacae, A. veronii biovar sobria,
K pneumoniae y A. hydrophila. Se destaca la
sensibilidad de estas cuatro especies a meropenem,
imipenem y amikacina.

Esta constituye la primera evaluacién de la flora
bacteriana de las sanguijuelas silvestres Haementeria
sp.. y Oxytychus ornatus, recolectadas en Colombia;
la diversidad de géneros encontrada es similar a la
registrada para otras especies de sanguijuelas en otros
paises (7, 9,10), lo que corrobora lo planteado por
Wilken y Appleton en 1996 (11) acerca de la tendencia
natural de las sanguijuelas a alojar microorganismos
del ambiente (17). Tal es el caso del hallazgo en
ambas especies de sanguijuelas de Enterobacter
cloacae en el intestino y la superficie, que coincide
con lo informado por otros autores (11,18). La alta
frecuencia de este microorganismo y su presencia
en la superficie, boca e intestino podrian obedecer
al habito alimentario de la sanguijuela o a que hace
parte de su microbiota (19,20).

Es importante destacar la presencia de Aeromonas
debido a que A. hAydrophila ha sido responsable de
infecciones en el 6,5% de los pacientes sometidos a
hirudoterapia en Francia, en tanto que A. veroniibiovar
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Tabla 3. Sensibilidad a los antibidticos de las especies bacterianas mas frecuentes en ambos tipos de sanguijuelas

Especie (nimero de colonias evaluadas)

Antibiético E. cloacae A. veroniibiovar K. pneumoniae A. hydrophila
(n=5) sobria* (n =2) (n=2) (n=3)
Amikacina S=5 S=2 S=2 S=3
Ampicilina R=5 S=1,R=1 R=2 S=3
‘:mg:c"tg'l:/ R=4,1=1 R=2 S=1,1=1 R=3
Cefepime S=5 S=2 S=2 S=3
Cefotaxime S=5 S=2 S=2 S=3
Ceftazidime S=5 S=2 S=2 S=3
Cefalotina R=4,S=1 R=2 S=1,1=1 R=3
Ciprofloxacina S=5 S=2 S=2 S=3
Gentamicina S=5 S=2 S=2 S=3
Imipenem S=5 S=2 S=2 S=3
Meropenem S=5 S=1,1=1 S=2 S=3
Nitrofurantoina S=4,1=1 S=2 S=2 S=3
Piperacilina S=5 S=2 S=1,R=1 S=3
Trimetoprim/sulfa S=5 S=2 S=1,R=1 SEB

sobria se ha visto relacionada con casos de meningitis
(21-23). Queda por establecer si estas bacterias son
simbiontes de Haementeria sp., y Oxytychus ornatus, tal
como sucede en H. medicinalis (19,20,24,25).

En lo que respecta a la profilaxis con antibidticos,
medida cuya validez estd por demostrar, proponemos
el uso de los betalactamicos y las cefalosporinas
de cuarta generacion, debido a su eficacia contra
las bacterias que aislamos de Haementeria sp., y
Oxytychus ornatus; sin embargo, otros autores
sugieren, con base en sus experiencias, usar
aminoglucésidos y fluoroquinolonas (26). Cabe
sefialar la importancia de disponer de una amplia
variedad de antibioticos para la profilaxis, ante la
posible aparicidon de microorganismos resistentes.

Finalmente, se recomienda atender las indicaciones
sobre la desinfeccidn externa de las sanguijuelas antes

de usarlas en las terapias, utilizando una solucién
de acido hipocloroso (12,5 ppm) que suprime las
bacterias externas sin causarles efectos negativos a
los animales (27).
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