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ASOCIACIÓN	DE	LOS	CAMBIOS	EN	LA	MICROBIOTA	DE	LA	SUPERFICIE	
OCULAR	Y	ADAPTACIONES	METABÓLICAS	MICROBIANAS	EN	

PACIENTES	CON	PTERIGIÓN	DE	UN	CENTRO	OFTALMOLÓGICO	DE	
TERCER	NIVEL	EN	LA	CIUDAD	DE	MÉXICO	

	
	
INTRODUCCIÓN	
	

La patología de la superficie ocular es uno de los principales motivos de consulta 

oftalmológica. Entre las entidades que componen este grupo de afecciones se 

encuentran la conjuntivitis viral, bacteriana y fúngica, el ojo seco y las 

neoformaciones y degeneraciones conjuntivales entre las que se encuentran los 

nevos conjuntivales, los carcinomas, la pingüecula y el pterigión.   

El pterigión es una alteración inflamatoria y proliferativa del tejido del limbo 

esclerocorneal que crece desde la conjuntiva bulbar hacia la córnea en forma 

triangular, con su base localizada hacia la periferia y el ápex hacia la córnea (Saw 

et al, 1999).  

Dicha patología se presenta en todo el mundo, con una mayor frecuencia en sitios 

con climas cálidos y secos. Clásicamente, la incidencia y prevalencia del pterigión 

se ha calculado de acuerdo a la latitud geográfica, por lo cual, por la ubicación de 

nuestro país entre 0º y 30º se esperaría una prevalencia entre 10 a 30% de la 

población (Aragonés, et al, 2009, Ma Ke et al, 2007), sin embargo en un estudio 

realizado por Ruiz-Gonzalez y Nava-Castañeda en relación a la población que se 

presentó a consulta en el período 2004 a 2005 en nuestro centro la prevalencia 

fue de un 0.36%, poco cercano a la correlación de prevalencia-exposición a luz 

solar por ubicación geográfica.  

Se han realizado varias investigaciones para identificar los factores de riesgo para 

el desarrollo del pterigión, encontrándose como principales la exposición a la luz 

UV y a climas cálidos y secos (Luthra et al, 2001). La prevalencia del pterigión 
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aumenta con la edad, con una mayor incidencia entre 20 y 49 años de edad, con 

alta tasa de recurrencia posterior a tratamiento quirúrgico (Chui et al, 2011). 

 

Aún no existe un consenso sobre la etiología del pterigión, aunque su patogénesis 

se ha relacionado a varios factores entre los cuales se encuentran  la exposición 

a radiación ultravioleta y climas secos, la participación de virus oncogénicos como 

el virus del herpes simple, citomegalovirus, virus de Ebstein-Barr y los subtipos 11 

y 18 del virus del papiloma humano (Aikaterini, et al 2013, Bautista et al, 2014), 

cursando con expresión anormal de p53, pérdida de la hetreocigocidad del DNA 

microsatélite y en los casos donde existe relación con virus del papiloma humano 

sobreexpresión de proteínas inhibidoras de apoptosis como cIAP-1, clusterina y 

XIAP (Bautista et al 2014, Detorakis et al 2001, Reid et al 2003). 

 

El espectro de las manifestaciones clínicas del pterigión depende del grado de 

severidad de la invasión, siendo en algunos casos asintomático, mientras que 

también puede presentarse sensación persistente de cuerpo extraño, 

astigmatismo, epífora, fotofobia, diplopía por restricción de los movimientos 

oculares, ojo seco o déficit visual por invasión pupilar con obstrucción del eje 

visual (León et al, 2010), además de constituir un problema estético y de 

autoimagen para los pacientes que lo presentan, debido a que puede presentarse 

como una lesión grisácea, blanca, amarillenta o rojiza de aspecto exofítico sobre 

la conjuntiva. 

 

Morfológicamente el pterigión consta de tres áreas: la cabeza, el cuerpo y el 

cuello. La cabeza es un área grisácea, plana y avascular situada en el ápex en 

cuyo borde anterior se aprecia una franja marrón, la línea de Stocker, constituida 

por depósitos de hemosiderina. El cuello conecta la cabeza y el cuerpo, que se 
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localiza en la conjuntiva bulbar, con vasos rectos y radiales respecto al ápex. La 

localización más frecuente es unipolar en el extremo nasal de la conjuntiva bulbar, 

seguida por localización unipolar temporal, presentándose en menor proporción 

casos de lesión bipolar con ambos extremos afectados en el mismo ojo.  El 

pterigión puede ser unilateral o bilateral. (Coroneo et al, 1999) 

 

Histológicamente el pterigión se ha clasificado en tres tipos: 1) angiomatoso, en 

el cual el estroma contiene un importante número de canales vasculares con 

edema en el espacio intravascular; 2) fibroso en el cual el estroma presenta 

elastosis de forma predominante con pocos elementos vasculares; 3) mixto, que 

contiene ambos elementos (Ratnakar et al, 1976). 

El epitelio que constituye al pterigión se forma a partir de una alteración focal del 

limbo esclerocorneal que cursa con proliferación de tejido conjuntivo elastótico 

con crecimiento de conjuntiva anormal sobre la córnea y subsecuente destrucción 

de la capa de Bowman, con actividad angiogénica, que cursa además con 

inflamación concomitante (Leibowitz et al 2000, Anguria et al 2014).  

Dushku y cols. demostraron la expresión anormal de las metaloproteasas MMP-

1, MMP-2 y MMP-9 en las células basales epiteliales del pterigión, responsables 

del daño al colágeno fibrilar de la capa de Bowman con subsecuente activación 

de fibroblastos alterados que depositan tejido fibroso sobre áreas de daño debido 

a estimulación inflamatoria de interleucinas y factor de necrosis tumoral. (Dushku 

et al , 2002). Se ha propuesto que existe un disparador inicial que activa las células 

epiteliales basales del limbo a producir citocinas proinflamatorias como la IL-6 e 

IL-8, lo cual activa una cascada de eventos que incluyen infiltración neutrofílica y 

linfocitaria con predominio de estirpe T, que contribuye al desarrollo de inflamación 

crónica, además de proliferación y activación de  fibroblastos y miofibroblastos 

con la reducción de la apoptosis por acción de interferón α, con inducción de 

metaloproteasas y sus inhibidores tisulares (TIMPs),  que genera afección del 
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índice de remodelamiento tisular e invasión centrípeta de la córnea por el epitelio 

limbal por acción del factor de crecimiento de fibroblastos β (FGF β) y factor de 

crecimiento transformante β (TGFβ)	  y marcada angiogénesis con precursores 

como el óxido nítrico (Ochoa-Tabares, 2006). 

El origen de dicha respuesta inmunológica anormal aún permanece en estudio, 

siendo atribuida en gran parte a alteraciones relacionadas a la radiación UV, 

aunque no se ha encontrado una relación directa a ningún factor específico, ni se 

han realizado estudios que caractericen a las especies bacterianas que 

constituyen a la microbiota residente en la superficie ocular de pacientes con 

pterigión que puedan estar relacionadas a la inducción o regulación de este 

proceso.  

La microbiota humana se establece posterior al nacimiento en un proceso 

dinámico que alcanza una composición homeostática que permanece estable 

durante la mayoría de la vida adulta y se relaciona a la regulación de diversos 

procesos metabólicos, fisiológicos e inmunológicos del hospedero (Barton et al, 

2007, Scholtens et al, 2012) y que en su conjunto constituyen al microbioma; la 

comunidad ecológica de microorganismos comensales, simbióticos y patogénicos 

que comparten el espacio corporal (Lederberg et al 2001), cuya caracterización 

en individuos sanos y enfermos busca establecer asociaciones entre su 

homeostasis, la inducción de tolerancia inmunológica y desequilibrio asociado a 

estados patológicos (Miller et al, 2009). Esta relación se evidenció en un estudio 

realizado por Berry y cols. en 2002, sobre el papel de las bacterias comensales 

en el metabolismo de la mucina de la película lagrimal, en el cual se demostró que 

los individuos con una superficie ocular sana en relación a usuarios de lentes de 

contacto sintomáticos y conjuntivas cadavéricas, tenían un mayor nivel de 

enzimas mucinolíticas derivadas de bacterias que funcionan para escindir 

mucinas unidas a la superficie epitelial, liberándolas a la película lagrimal, estas 

mucinas libres, reducen el crecimiento bacteriano ocular, generando una 
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retroalimentación que actúa para disminuir la carga bacteriana en la lágrima. Es 

posible establecer una relación entre la desregulación de las especies comensales 

habituales que puede irrumpir en este ciclo y potencialmente permitir el 

crecimiento bacteriano patógeno.  

 

En el estudio realizado por Dong y cols. en 2011, se caracterizó a la microbiota 

residente de la superficie ocular normal por medio de secuenciación de ADN y 

16S ARN, encontrándose 12 géneros principales  (>96%) ubicuos entre los 

individuos de la muestra, constituidos por Pseudomonas (20%), 

Propionibacterium (20%), Bradyrhizobium (16%), Corynebacterium (15%), 

Acinetobacter (12%), Brevundimonas (5%) , Staphylococci (4%), Aquabacterium 

(2%), Sphingomonas (1%), Streptococci (1%), Streptophyta (<1%) y 

Methylobacterium (<1%), además de otros 47 géneros variables entre los 

participantes (<4%), estableciendo una mayor diversidad y mayor prevalencia de 

bacterias Gram negativas (Pseudomonas, Propionibacterium, Bradyrhizobium) a 

la que previamente se había logrado conocer por medio de cultivos que 

presentaba predominio de bacterias Gram positivas (Staphylococci 

Corynebacterium, Propionibacterium, Streptococci) (Miller et al, 2009). 

Considerando además, que gran número de estas bacterias se clasificaban como 

patógenas, encontrarlas en la superficie ocular normal establece nuevas 

perspectivas en el estudio de sus interacciones con la regulación inmunológica y 

su incremento, disminución o cambio en relación a diversas patologías 

infecciosas, no infecciosas o inflamatorias y proliferativas como el pterigión, en los 

que la alteración de mecanismos reguladores del ciclo celular y apoptosis, la 

respuesta inflamatoria concomitante y la alta tasa de recidiva pueden encontrarse 

relacionadas a un perfil de microbiota diferente al presente en la superficie ocular 

normal. 
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Figura 1.1 microbiota residente de la superficie ocular normal por medio de secuenciación de ADN y 16S 

ARN 

 

OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar la microbiota cultivable de la superficie ocular de pacientes con 

pterigión y analizar sus diferencias metabólicas con respecto a los controles 

sanos. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

1.Estandarización de procesos para realizar secuenciación masiva de 
muestras de superficie ocular 
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1.1 Estandarización de homogenización, extracción  y purificación de 
DNA de superficie ocular 
 

Las muestras de superficie ocular contienen escaso DNA, por lo cual es necesario 

encontrar una técnica capaz de recuperar la mayor cantidad de DNA disponible 

con la mayor pureza e integridad posible. Para ello se emplearon diferentes 

técnicas y métodos de evaluación de las mismas que se describen a continuación. 

Los resultados detallados de este proceso se presentarán en el siguiente apartado 

sólo para la técnica de elección(c) y la elección de materiales. El resto se 

encuentra disponible en la bitácora en extenso de este proyecto. 

 

a) Homogenización, extracción  y purificación de DNA de raspado 
conjuntival por kit QIAGEN QIAmp Mini DNA kit (Hilden, Alemania) 

 

Para probar este kit se utilizaron un total de 6 muestras de raspado conjuntival: de 

pterigión (4) y superficie ocular normal (2) de voluntarios con consentimiento 

informado previo, en 3 ocasiones distintas procesadas en los 30 minutos 

posteriores al muestreo de acuerdo con lo indicado por el fabricante.  Debido a 

que la cantidad de DNA obtenida con este kit y su calidad eran menores a lo 

óptimo para la secuenciación masiva, se decidió optar por probar otro kit con mejor 

rendimiento para cantidades pequeñas de DNA. 

b) Homogenización, extracción  y purificación de DNA con kit 
Innuprep DNA microkit Analityk Jena (Jena, Alemania) 

 

Para probar este kit se utilizaron un total de 6 muestras de raspado conjuntival de 

pterigión (5) y superficie ocular normal (1) y 4 muestras histopatológicas de 

pterigión de voluntario con consentimiento informado previo, en 2 ocasiones 
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distintas procesadas en los 30 minutos posteriores al muestreo de acuerdo con el 

procedimiento indicado por el fabricante. Para mejorar el rendimiento según lo 

reportado por otros investigadores, se realizó una variación en el último paso en 

el cual el buffer de elución se calentó a 70ºC y se dejó incubar con la columna de 

silicón por 5 minutos previo a centrifugado final. Con este proceso el DNA obtenido 

fue íntegro y en cantidad adecuada para la secuenciación masiva, sin embargo 

las relaciones 260-280 nm y 230-260 nm mostraban un grado de pureza inferior 

al esperado por lo cual fue necesario probar otro método con mejores resultados 

de purificación y similares rendimientos de DNA. 

 

c) Homogenización, extracción  y purificación de DNA con kit 
Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena (Jena, Alemania) 

 

Para probar este kit se utilizaron un total de 5 muestras de raspado conjuntival de 

pterigión (4) y superficie ocular normal (1) y 6 muestras histopatológicas de 

pterigión de paciente voluntario con consentimiento informado previo, en 2 

ocasiones distintas procesadas en los 30 minutos posteriores al muestreo de 

acuerdo con el procedimiento indicado por el fabricante. Debido a que la cantidad, 

pureza e integridad del DNA fueron adecuadas con este proceso, no se realizaron 

modificaciones y se eligió como el método de extracción que se utilizará para la 

secuenciación masiva de muestras de pacientes participantes en este proyecto. 

Con este método también se realizó la evaluación, estandarización y optimización 

de toma de muestra con diversos materiales como se menciona en el apartado 

1.2. 

 

1.2 Estandarización de toma de muestra y elección del material de 
muestreo por rendimiento y calidad del DNA 



	 -	13	-	

 

En la literatura existen reportes de utilización de diversos materiales para el 

muestreo de superficie ocular y microbioma. La mayoría de los autores han 

utilizado raspados conjuntivales con hisopos estériles con alginato de calcio, sin 

embargo, De Paiva (2016) y Berry (2002) reportan adecuada toma de muestra, 

calidad y  cantidad de DNA con membranas de impronta conjuntival, por lo cual 

en colaboración con el departamento de Córnea y el laboratorio de Biología celular 

y membrana amniótica del Instituto de Oftalmología “Fundación de Asistencia 

Privada Conde de Valenciana IAP” con previo consentimiento informado del 

procedimiento por parte del paciente, se realizó muestreo y se compararon los 

siguientes materiales y métodos: 

 

1. Muestra histopatológica de cabeza de pterigión obtenida posterior a 

resección quirúrgica. El tejido se depositó inmediato a su escisión en 500 

µl de PBS 1x estéril y se congeló a -80º C hasta su procesamiento. 

 

2. Raspado conjuntival horizontal de pterigión y conjuntiva bulbar con 

presión moderada en tres ocasiones secuenciales con hisopo de 

alginato de calcio colocado posteriormente en PBS 1x estéril y 

congelado a -80º C hasta su procesamiento. 

 

3. Impronta conjuntival con las siguientes membranas: 

 

3.1 Membranas Millipore PET (Ptereftalato de polietileno. 0.4 µm, 

Darmstadt, Alemania) 
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3.2 Membranas Millipore Biopore PTFE (Politetrafluoroetileno hidroflíco. 0.4 

µm, Darmstadt, Alemania) 

 

3.3 Membranas de Nitrocelulosa Bio-Rad, (Estados Unidos, estériles de 

5 mm de diámetro), fabricadas y esterilizadas específicamente para el muestreo 

de este proyecto. 

 

Posterior a toma de muestra de impronta conjuntival las membranas fueron 

desmontadas de su soporte con pinzas estériles, colocadas en 500 µl de búffer de 

lisis celular RL (Jena, Alemania) y congeladas a -80º C hasta su procesamiento. 

Para determinar el método más adecuado para la toma de muestra se tomaron 

los siguientes parámetros de evaluación posterior a homogenización, extracción 

y purificación de DNA por medio del kit Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena 

(Jena, Alemania): 

 

A. Análisis cuantitativo por espectrofotometría con Nanodrop 2000 de:  

 

  1)  Cantidad de DNA recuperado (ng/µl) 

  2) Pureza (relaciones 260-280 nm y 260-230 mn) del DNA. 

 

B. Curvas de amplificación y análisis de Ct y Melt de  DNA extraído por PCR RT 

con primers específicos para 16 S para células bacterianas y PGK-1 

(fosfogliceratocinasa-1) para células eucariontes y comparación de abundancia 

entre ellas, para descartar exceso de celularidad humana con las siguientes 

condiciones: 
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Reactivo Vol. de reactivo para reacción de 

PGK 1 (µl) 

Vol. de reactivo para reacción de 

16S (µl) 
Taq 5.0 7.5 

Primer Forward 0.5 0.3 

Primer Reverse 0.5 0.3 

H2O libre de DNAsas 2.0 0.3 

Cyto 9 1.0 1.0 

DNA 1.0 3.9 

Condiciones en 
termociclador Rotor 

Gene Q QIAGEN  
  

   
 
C. Evaluación de integridad y confirmación de amplicones correspondientes a 

primers específicos por electroforesis en geles de agarosa a 1x con 90 V y 500 

mAmp por 45 minutos. 

 

1.3  Evaluación de especies dominantes en pterigión primario y sus 
adaptaciones metabólicas al microambiente 

 

Por cuestiones metodológicas en relación a la estandarización de procesos de 

muestreo, optimización de calidad de material de muestra así como selección y 

reclutamiento de pacientes con criterios de inclusión en la institución sede donde 

se ha reportado una prevalencia de 0.36% de los pacientes que acuden a los 

servicios de consulta externa (Ruiz-Gonzalez, Nava-Castañeda, 2006) , así como 

tiempo proyectado para los procesos de secuenciación masiva y análisis 

bioinformático, el periodo dado para completar la totalidad de este proyecto resultó 

insuficiente, por lo cual se realizó un método alterno en la misma línea de 

investigación y que satisface en su totalidad el objetivo general de este proyecto 
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y genera las bases necesarias para la continuación de la parte final de este 

protocolo por parte del Departamento de Microbiología y Proteómica Ocular del 

Instituto de Oftalmología “Fundación de Asistencia Privada Conde de Valenciana”. 

 

Para ello se obtuvieron muestras de película lagrimal de 20 pacientes con 

pterigión primario, bilateral o unilateral y conjunctiva bulbar sana contraleral por 

medio de impronta conjuntival con kits estériles realizados específicamente para 

el proyecto, consistentes en  membranas de nitrocelulosa estériles de 5mm de 

diámetro, pinzas romas y tubos de infusión cerebro-corazón. Se explicó el 

procedimiento a los pacientes voluntarios y tres a cinco minutos previos se 

administró una gota de tetracaína tópica en cada ojo, posteriormente se colocó la 

membrana de nitrocelulosa sobre la superficie del pterigión o conjuntiva bulbar 

sana y se realizó arrastre mecánico suave en sentido externo en 3 ocasiones 

secuenciales, la membrana se depositó en infusión cerebro-corazón para su 

posterior incubación por 24 a 72 h a 37ºC. Se sembró la muestra en agar chocolate 

y Saboraud, colocándose en incubadora a 37ºC para agar chocolate y 28ºC para 

agar Saboraud por períodos variables dependiendo del crecimiento observable. 

Se tomaron colonias aisladas de cada muestra y se realizaron tinciones de Gram 

para determinar la tarjeta adecuada de reacciones para identificación por el 

equipo: Gram positivas (GP), Gram negativas (GN) y levaduras (YST). Las 

diluciones para análisis se realizaron en 3ml de solución salina con las siguientes 

densidades, medidas por densidad óptica con el instrumento DensiCHECK 

(Biomériux): 
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Posteriormente se identificaron mediante el sistema VITEK 2C (Biomériux) y se 

realizó una comparación entre las pruebas bioquímicas entre los miembros de 

cada especie y su relación con el tejido del cual procedía cada cepa (Pterigión 

primario frente a conjuntiva bulbar sana) y las rutas metabólicas involucradas con 

dichas enzimas. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.0  Resultados de estandarización de procesos 

Las muestras se nombrarán de la siguiente manera: 

Tipo de muestreo: 

RC: Raspado conjuntival          

PTER: Tejido de pterigión               

PET: Membrana Millipore de Ptereftalato 

de polietileno 

PTFE : Membranas Millipore de 

politetrafluoroetileno           

NTC: Membranas de Nitrocelulosa 

estériles 

SON: Superficie ocular normal 

SOP: Superficie ocular con pterigión 

 

Seguido por las iniciales del paciente de cual se tiene un resumen clínico y 

referencia al expediente institucional en la bitácora extensa de este proyecto.  
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P.e: RC/SOP/MNR- Raspado conjuntival de superficie ocular con pterigión 

paciente MNR 

 

2.1 Resultados de Homogenización, extracción  y purificación de DNA 
con kit Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena (Jena, Alemania) 

 

a) Espectrofotometría por Nanodrop 2000 
 

 

 

 

Muestra DNA 
obtenido 
(ng/ml) 

Relación 260-
280 mm 

Relación 260-
230 mm 

Total de DNA 
(ng) en 40 µl 
de búffer AE 

RC/SOP/ MMA 9.8 1.88 2.07 392 

RC/SOP/TSA 9.5 1.79 2.11 380 

RC/SOP/ RJG 16.4 1.98 2.22 656 

RC/SOP/JLP 14.3 1.79 1.94 572 

RC/SON/LRB 11.56 2.01 2.10 462 

PTER/SOP/ MMA 16.1 1.99 2.26 644 

PTER/SOP/TSA 13.6 1.97 2.34 544 

PTER/SOP/ RLO 23.4 2.03 2.33 936 

PTER/SOP/BJA 14.8 1.96 2.14 592 
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b) Evaluación de curvas de amplificación por PCR RT con primers 
específicos para 16 S para células bacterianas y PGK-1 
(fosfogliceratocinasa-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con base en el análisis de estos parámetros y en comparación con la literatura, 

puede concluirse que a pesar de que la superficie ocular contiene escaso DNA, 

los rendimientos obtenidos son suficientes en cantidad y calidad para utilizarse en 

el secuenciador masivo Illumina Miseq que genera amplificación a partir de 1 ng/m l 

y que se obtuvieron exitosamente tanto células eucariotas como bacterianas, con 

un claro predominio de células eucariotas en las muestras histopatológicas de 

pterigión y bacterianas en las de superficie ocular, por lo cual se procedió a la 

evaluación de los métodos de toma de muestra como se menciona en el apartado 

1.2, cuyos resultados se presentan a continuación. 
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2.2 Resultados de la estandarización de toma de muestra y elección del 
material de muestreo por rendimiento y calidad del DN 

a) Espectrofotometría por Nanodrop 2000 

 

 

 

 

 

 

 

b) Evaluación de curvas de amplificación por PCR RT con primers 
específicos para 16 S para células bacterianas y PGK-1 
(fosfogliceratocinasa-1) 
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Al analizar los resultados previos puede concluirse que el muestreo más adecuado 

de DNA con una proporción aceptable de recuperación de células bacterianas y 

eucariotas se obtuvo con las membranas de impronta conjuntival de nitrocelulosa 

y politetrafluoroetileno que presentaron rendimientos superiores a los 10 ng/µl, Ct 

con amplificación temprana cercana al control positivo de 16 S (22.4 ± 4 ciclos) y 

relativamente baja para PGK-1 (29.9 ± 1 ciclo) constatando que la población de 

células bacterianas se encuentra en un rango de 1.33 ± 2 células bacterianas por 

cada célula humana contrario a lo observado en la muestra histopatológica de 

pterigión donde la relación de células bacterianas es de 0.73:1 célula humana. En 

relación a a las temperaturas Melt todas las muestras presentaron un rango de 

proximidad adecuada para los primers evaluados en cada caso aún en las que 

mostraron picos bifásicos por lo cual se confirma por este método la amplificación 

específica de dichos primers.  

 

c) Evaluación de integridad y confirmación de amplicones 
correspondientes a primers específicos por electroforesis en geles de 
agarosa 

Por este método se realizó confirmación de dichos parámetros, los geles de 

agarosa se presentarán en el apartado de apéndices. 

 

2.3 Evaluación de especies dominantes en pterigión primario y sus 
adaptaciones metabólicas al microambiente 

 

De nuestros 20 pacientes, 15 presentaron pterigión unilateral (75%) y 5 bilateral 

(25%). La edad media de fue de 50.95 años con un rango de 13 a 92 años. Un 

65% de los pacientes fueron del sexo femenino y un 35% masculino. La 

procedencia de los pacientes se distribuyó de la siguiente manera: 4 de la Ciudad 
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de México (20%), 5 del Estado de México (25%), 4 de Chiapas (20%), 3 de 

Veracruz (15%) , 3  de Hidalgo (15%) y 1 de Puebla (5%). 

 

Las muestras de impronta conjuntival de conjuntiva bulbar sana y pterigión 

presentaron adecuado crecimiento con la toma de muestra implementada. A partir 

del cultivo en infusión cerebro-corazón se lograron aislar una o varias colonias en 

los agares chocolate y Saboraud. 

 

En las muestras provenientes de pterigión primario, Staphylococcus epidermidis 

fue la especie con mayor representatividad, presentándose en 65% de los 

aislados clínicos, seguido por S. hominis en un 35%. Cada una de la especies  

complementarias acontecieron en menos de 10% de las muestras, sin embargo 

mostraron un escenario diverso e incluyeron a S. warneri, S. aureus, Leuconostoc 

mesenteroides spp mesenteroides, Streptococcus sanguinis, S. mitis, Rothia 

mucilaginosa, Gemella sanguinis y las levaduras Candida albicans y C. sphaerica.  

En las muestras de superficie ocular provenientes de conjuntiva bulbar sana 

Staphylococcus epidermidis se presentó en un 20%, seguido por S. mitis con un 

7.5% de representatividad , el resto de las bacterias ocurrieron en menos de 5% 

y fueron S. warneri, S. aureus, L. mesenteroides spp mesenteroides, S. 

haemolyticus, S. intermedius, Enterococcus columbae, Kocuria rosea, C. 

sphaerica y Rhodotorula glutinis.  

Un aspecto relevante fue algunos de los microorganismos caracterizados 

pertenecientes a la misma especie mostraron perfiles bioquímicos distintos entre 

los especímenes provenientes de la muestras de pterigión o conjuntiva bulbar 

sana, lo cual se correlaciona directamente con las enzimas que se encuentran 

activas en dichas cepas y puede estar relacionado a las diferencias entre el 

microambiente de estos tejidos.   
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A pesar de que la etiología del pterigión aún no es clara, el papel de la radiación 

UV continúa siendo preponderante ya que  actúa directamente por fototoxicidad o 

indirectamente a través de radicales libres (RL) que generan cambios en el 

microambiente de la superficie ocular con pterigión.  Intracelularmente, los RL 

generan daño oxidativo actuando sobre macromoléculas tales como proteínas, 

lípidos y ácidos nucleicos, sin embargo su papel extracelular en relación al tejido 

conjuntival y sus especies residentes aún no había tenido un acercamiento. Los 

radicales libres, que consisten principalmente en moléculas como el anión 

superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el peroxinitrito (ONOO-), son 

escindidos por un sistema de enzimas antioxidantes. En 2011, Mehmet et al, 

estudiaron la actividad enzimática de la catalasa (CAT), superóxido dismutasa 

(SOD) y glutatión peroxidasa (GSH-Px) y los niveles de óxido nítrico (NO) y malon 

dialdehído (MDA) en un grupo de pacientes con y sin pterigión, encontrando que 

los niveles de actividad enzimática fueron significativamente más bajos en el 

grupo de pterigión en comparación con los controles mientras que en el mismo 

grupo se observó un aumento significativo en los niveles de NO y MDA un 

producto de la peroxidación de lípidos que se produce como resultado del estrés 

oxidativo. A su vez en 2013, Bautista et al realizaron un análisis proteómico que 

evidenció la sobreexpresión de peroxirredoxina 2, una enzima antioxidante, en el 

tejido de pterigión en comparación al tejido sano. Con estas y otras aportaciones 

se ha demostrado que el pH bajo y el microambiente oxidativo prevalecen en esta 

condición anormal de la conjuntiva bulbar, con lo cual la homeostasis de la 

microbiota ocular se altera y los microorganismos deben hallar vías alternas de 

protección para evitar la desnaturalización de sus componentes, procurar la 

obtención de energía, continuar la colonización del nicho en el cual se han 

establecido e intentar basificar el microambiente que las rodea. En nuestras 

muestras, la adenosina deiminasa fue la que presentó la diferencia más marcada 
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entre los integrantes del género Staphylococcus, siendo activa en un 18% de las 

cepas provenientes de muestras de conjuntiva bulbar sana frente a las de 

pterigión en las que se presentó en un 72%. El sistema de arginina deiminasa 

representa una vía metabólica de degradación de arginina que proporciona 

energía, CO2 y nitrógeno en forma de amoníaco. Está ampliamente distribuido 

entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y su actividad se regula por 

estímulos ambientales, principalmente el ambiente anaeróbico y ácido, al 

activarse esta vía se cataliza la conversión de arginina en ornitina, produciendo 

así amoníaco, dióxido de carbono y un mol de ATP por mol de arginina, lo que 

promueve el crecimiento bacteriano, la producción de amoníaco que actúa como 

un regulador de pH y  producción de ATP, esta vía también se ha encontrado 

activa en bacterias multidrogorresistentes y en condiciones de deprivación 

extrema de oxígeno y glucosa in vitro, evidenciándose su importancia como 

mecanismo de preservación y supervivencia bacteriana, explicándose con ello su 

expresión bioquímica en muestras provenientes de tejidos con un microambiente 

adverso como el de pterigión.  
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CONCLUSIONES 

Los procesos de estandarización de toma de muestra, extracción y purficación de 

DNA con rendimientos aceptables en superficie ocular permitirán continuar con el 

proceso de secuenciación masiva y caracterización de microbiota en pacientes 

con pterigión. 

Existen diferencias entre las especies que colonizan la superficie ocular en 

conjuntiva bulbar sana y pterigión primario, además de que existen diferencias 

metabólicas entre aislamientos de la misma especie asociados al tejido de los que 

proceden, lo que sugiere que las diferentes condiciones entre ambos 

microambientes pueden cambiar la biota residente y su adaptación, lo cual debe 

continuar en estudio. 
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 Apéndices 

 

 
Como se explica en los apartados anteriores, se realizó PCR RT  con primers 
reverse y forward para 16S y PGK-1 para las muestras correspondientes a  la  
homogenización, extracción y purificación de DNA con el kit Innuprep DNA/RNA 
minikit Analityk Jena y para  la estandarización de toma de muestra y elección del 
material de muestreo. Posteriormente con el fin de evaluar la integridad del DNA y la 
amplificación específica de cada primer se realizó electroforesis de DNA en gel de 
agarosa a 1x con 90 V y 500 mAmp por 45 minutos. En este apartado se mostrarán 
imágenes representativas. El banco completo de imágenes se encuentra disponible 
en la bitácora en extenso de este protocolo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

pb 

Figura 1. Análisis del gen 16S ribosomal por PCR. Las muestras corresponden al DNA extraído con el kit 
Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena. C-: Control negativo/ C+ : Control positivo/ RC: Raspado 
conjuntival/ PTER: Tejido de Pterigión 

C+	C-	PTER	 RC	

pb C-	 C+	 NTC	 PFETC	 PET	RC	

Figura 2. Análisis del gen 16S ribosomal por PCR. Las muestras corresponden a diferentes materiales 
para la obtención de la microbiota de la superficie ocular. C-: Control negativo/ C+ : Control positivo/ 
NTC: Membranas de nitrocelulosa/ PFET: Membranas Millipore de tetrafluoroetileno/ RC: Raspado 
conjuntival/ PET: Membranas Millipore de ptereftalato de polietileno. 
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Especies dominantes en pterigión primario y sus pruebas 

bioquímicas 
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