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ASOCIACION DE LOS CAMBIOS EN LA MICROBIOTA DE LA SUPERFICIE
OCULAR Y ADAPTACIONES METABOLICAS MICROBIANAS EN
PACIENTES CON PTERIGION DE UN CENTRO OFTALMOLOGICO DE
TERCER NIVEL EN LA CIUDAD DE MEXICO

INTRODUCCION

La patologia de la superficie ocular es uno de los principales motivos de consulta
oftalmoldgica. Entre las entidades que componen este grupo de afecciones se
encuentran la conjuntivitis viral, bacteriana y fungica, el ojo seco y las
neoformaciones y degeneraciones conjuntivales entre las que se encuentran los

nevos conjuntivales, los carcinomas, la pinguecula y el pterigion.

El pterigion es una alteracion inflamatoria y proliferativa del tejido del limbo
esclerocorneal que crece desde la conjuntiva bulbar hacia la cérnea en forma
triangular, con su base localizada hacia la periferia y el apex hacia la cérnea (Saw
et al, 1999).

Dicha patologia se presenta en todo el mundo, con una mayor frecuencia en sitios
con climas calidos y secos. Clasicamente, la incidencia y prevalencia del pterigion
se ha calculado de acuerdo a la latitud geogréfica, por lo cual, por la ubicacion de
nuestro pais entre 0° y 30° se esperaria una prevalencia entre 10 a 30% de la
poblacién (Aragonés, et al, 2009, Ma Ke et al, 2007), sin embargo en un estudio
realizado por Ruiz-Gonzalez y Nava-Castafieda en relacion a la poblacion que se
presentd a consulta en el periodo 2004 a 2005 en nuestro centro la prevalencia
fue de un 0.36%, poco cercano a la correlacién de prevalencia-exposicién a luz

solar por ubicacién geografica.

Se han realizado varias investigaciones para identificar los factores de riesgo para
el desarrollo del pterigion, encontrandose como principales la exposicion a la luz

UV y a climas célidos y secos (Luthra et al, 2001). La prevalencia del pterigion



aumenta con la edad, con una mayor incidencia entre 20 y 49 afos de edad, con

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

Aun no existe un consenso sobre la etiologia del pterigion, aunque su patogénesis
se ha relacionado a varios factores entre los cuales se encuentran la exposicion
a radiacion ultravioleta y climas secos, la participacion 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 expresion anormal de p53, pérdida de la hetreocigocidad del DNA
microsatélite y en los casos donde existe relacion con virus del papiloma humano
sobreexpresion de proteinas inhibidoras de apoptosis como clAP-1, clusterina y
XIAP (Bautista et al 2014, Detorakis et al 2001, Reid et al 2003).

El espectro de las manifestaciones clinicas del pterigion depende del grado de
severidad de la invasion, siendo en algunos casos asintomatico, mientras que
también puede presentarse sensacion persistente de cuerpo extrano,
astigmatismo, epifora, fotofobia, diplopia por restriccion de los movimientos
oculares, ojo seco o déficit visual por invasion pupilar con obstruccién del eje
visual (Ledn et al, 2010), ademas de constituir un problema estético y de
autoimagen para los pacientes que lo presentan, debido a que puede presentarse
como una lesién grisacea, blanca, amarillenta o rojiza de aspecto exofitico sobre

la conjuntiva.

Morfolégicamente el pterigion consta de tres areas: la cabeza, el cuerpo y el
cuello. La cabeza es un area grisacea, plana y avascular situada en el apex en
cuyo borde anterior se aprecia una franja marrén, la linea de Stocker, constituida

por depdsitos de hemosiderina. El cuello conecta la cabeza y el cuerpo, que se



localiza en la conjuntiva bulbar, con vasos rectos y radiales respecto al apex. La
localizacién mas frecuente es unipolar en el extremo nasal de la conjuntiva bulbar,
seguida por localizacion unipolar temporal, presentandose en menor proporcion
casos de lesion bipolar con ambos extremos afectados en el mismo ojo. El

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

Histoloégicamente el pterigion se ha clasificado en tres tipos: 1) angiomatoso, en
el cual el estroma contiene un importante numero 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 pterigion se forma a partir de una alteracién focal del
limbo esclerocorneal que cursa con proliferacion de tejido conjuntivo elastético
con crecimiento de conjuntiva anormal sobre la cornea y subsecuente destruccion
de la capa de Bowman, con actividad angiogénica, que cursa ademas con

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

Dushku y cols. demostraron la expresion anormal de las metaloproteasas MMP-
1, MMP-2 y MMP-9 en las células basales epiteliales del pterigion, responsables
del dano al colageno fibrilar de la capa de Bowman con subsecuente activacion
de fibroblastos alterados que depositan tejido fibroso sobre areas de dafio debido
a estimulacion inflamatoria de interleucinas y factor de necrosis tumoral. (Dushku
etal, 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 infiltracion neutrofilica y
linfocitaria con predominio de estirpe T, que contribuye al desarrollo de inflamacion
cronica, ademas de proliferacion y activacion de fibroblastos y miofibroblastos
con la reduccién de la apoptosis por accion de interferén o, con induccion de

metaloproteasas y sus inhibidores tisulares (TIMPs), que genera afeccién del
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indice de remodelamiento tisular e invasion centripeta de la cérnea por el epitelio
limbal por accion del factor de crecimiento de fibroblastos p (FGF g) y factor de
crecimiento transformante g (TGFp) y marcada angiogénesis con precursores

como el éxido nitrico (Ochoa-Tabares, 2006).

El origen de dicha respuesta inmunologica anormal aun permanece en estudio,
siendo atribuida en gran parte a alteraciones relacionadas a la radiacion UV,
aunque no se ha encontrado una relacién directa a ningun factor especifico, ni se
han realizado estudios que caractericen a las especies bacterianas que
constituyen a la microbiota residente en la superficie ocular de pacientes con
pterigion que puedan estar relacionadas a la inducciéon o regulacion de este

proceso.

La microbiota humana se establece posterior al nacimiento en un proceso
dinamico que alcanza una composicion homeostatica que permanece estable
durante la mayoria de la vida adulta y se relaciona a la regulacion de diversos
procesos metabdlicos, fisioldgicos e inmunoldgicos del hospedero (Barton et al,
2007, Scholtens et al, 2012) y que en su conjunto constituyen al microbioma; la
comunidad ecologica de microorganismos comensales, simbidticos y patogénicos
que comparten el espacio corporal (Lederberg et al 2001), cuya caracterizacién
en individuos sanos y enfermos busca establecer asociaciones entre su
homeostasis, la induccion de tolerancia inmunolégica y desequilibrio asociado a
estados patologicos (Miller et al, 2009). Esta relacion se evidencioé 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 pelicula lagrimal, en el cual se demostré que
los individuos con una superficie ocular sana en relacion a usuarios de lentes de
contacto sintomaticos y conjuntivas cadavéricas, tenian un mayor nivel de
enzimas mucinoliticas derivadas de bacterias que funcionan para escindir
mucinas unidas a la superficie epitelial, liberandolas a la pelicula lagrimal, estas

mucinas libres, reducen el crecimiento bacteriano ocular, generando una



retroalimentacion que actua para disminuir la carga bacteriana en la lagrima. Es
posible establecer una relacién entre la desregulacion de las especies comensales
habituales que puede irrumpir en este ciclo y potencialmente permitir el

crecimiento bacteriano patégeno.

En el estudio realizado por Dong y cols. en 2011, se caracterizé a la microbiota
residente de la superficie ocular normal por medio de secuenciacién de ADN y
16S ARN, encontrandose 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%) vy
Methylobacterium (<1%), ademas 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 habia logrado conocer por medio de cultivos que
presentaba predominio de bacterias Gram positivas (Staphylococci
Corynebacterium, Propionibacterium, Streptococci) (Miller et al, 2009).
Considerando ademas, que gran numero de estas bacterias se clasificaban como
patdégenas, encontrarlas en la superficie ocular normal establece nuevas
perspectivas en el estudio de sus interacciones con la regulacién inmunolégica y
su incremento, disminucion o cambio en relacion a diversas patologias
infecciosas, no infecciosas o inflamatorias y proliferativas como el pterigién, en los
que la alteracion 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.



Géneros ubicuos en microbiota de CBS
(Dong, 2011)

Pseudomonas
M Bradyrhizobium
M Acinetobacter

Brevundimonas

Aquabacterium
H Sphingomonas

m Corynebacterium

Streptococci
W Streptophyta
Methylobacterium
M Propionibacterium

Staphylococci

Figura 1.1 microbiota residente de la superficie ocular normal por medio de secuenciacion de ADN y 16S
ARN

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la microbiota cultivable de la superficie ocular de pacientes con
pterigion y analizar sus diferencias metabdlicas con respecto a los controles

Sanos.

MATERIAL Y METODOS

1.Estandarizacion de procesos para realizar secuenciacion masiva de

muestras de superficie ocular
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1.1 Estandarizacion de homogenizacién, extraccién y purificacién 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 evaluacion de las mismas que se describen a continuacion.
Los resultados detallados de este proceso se presentaran en el siguiente apartado
sblo para la técnica de eleccién(c) y la eleccion de materiales. El resto se

encuentra disponible en la bitacora en extenso de este proyecto.

a) Homogenizacién, extraccion y purificacion 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
pterigion (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
optimo para la secuenciacion masiva, se decidio optar por probar otro kit con mejor

rendimiento para cantidades pequenas de DNA.

b) Homogenizacidén, extraccién y purificacion 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
pterigion (5) y superficie ocular normal (1) y 4 muestras histopatoldgicas de

pterigion 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 segun lo
reportado por otros investigadores, se realizoé una variacion en el ultimo paso en
el cual el buffer de elucidon se calenté a 70°C y se dejo incubar con la columna de
silicdn por 5 minutos previo a centrifugado final. Con este proceso el DNA obtenido
fue integro y en cantidad adecuada para la secuenciacién 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 purificacion y similares rendimientos de DNA.

c) Homogenizacion, extraccién y purificacion 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
pterigion (4) y superficie ocular normal (1) y 6 muestras histopatoldgicas de
pterigion 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 eligié como el método de extraccion que se utilizara para la
secuenciacion masiva de muestras de pacientes participantes en este proyecto.
Con este método también se realizé la evaluacion, estandarizacion y optimizacion
de toma de muestra con diversos materiales como se menciona en el apartado
1.2.

1.2 Estandarizacion de toma de muestra y eleccion del material de

muestreo por rendimiento y calidad del DNA

-12 -



En la literatura existen reportes de utilizacién de diversos materiales para el
muestreo de superficie ocular y microbioma. La mayoria 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 colaboracion con el departamento de Cérnea y el laboratorio de Biologia celular
y membrana amnidtica del Instituto de Oftalmologia “Fundacion de Asistencia
Privada Conde de Valenciana IAP” con previo consentimiento informado del
procedimiento por parte del paciente, se realiz6 muestreo y se compararon los

siguientes materiales y métodos:

1. Muestra histopatolégica de cabeza de pterigion obtenida posterior a
reseccion quirurgica. El tejido se deposité inmediato a su escision en 500

ul de PBS 1x estéril y se congeld a -80° C hasta su procesamiento.
2. Raspado conjuntival horizontal de pterigion y conjuntiva bulbar con
presion moderada en tres ocasiones secuenciales con hisopo de

alginato de calcio colocado posteriormente en PBS 1x estéril y

congelado a -80° C hasta su procesamiento.

3. Impronta conjuntival con las siguientes membranas:

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

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

um, Darmstadt, Alemania)

3.3 Membranas de Nitrocelulosa Bio-Rad, (Estados Unidos, estériles de
5 mm de diametro), fabricadas y esterilizadas especificamente 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 ul de buffer de

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

Para determinar el método mas adecuado para la toma de muestra se tomaron
los siguientes parametros de evaluacion posterior a homogenizacion, extraccion
y purificacién de DNA por medio del kit Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena

(Jena, Alemania):

A. Analisis cuantitativo por espectrofotometria con Nanodrop 2000 de:

1) Cantidad de DNA recuperado (ng/ul)

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

B. Curvas de amplificacion y analisis de Ct y Melt de DNA extraido por PCR RT
con primers especificos para 16 S para células bacterianas y PGK-1
(fosfogliceratocinasa-1) para células eucariontes y comparacion de abundancia
entre ellas, para descartar exceso de celularidad humana con las siguientes

condiciones:
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Reactivo

Vol. de reactivo para reaccion de

Vol. de reactivo para reaccion de

PGK 1 (ul) 16S (ul)
Taq 5.0 7.5
Primer Forward 0.5 0.3
Primer Reverse 0.5 0.3
H,0 libre de DNAsas 2.0 0.3
Cyto 9 1.0 1.0
DNA 1.0 3.9
Condiciones en 95°C 95°C :
. 72°C : 72°C
termociclador Rotor 5 15 587°C 5 | 60\ 57.5°C —
min | seg 20 10\\ 4°C mni sea N80 i 10\ 40C

Gene Q QIAGEN

15 seg

min '\

60  seg i min \
seq

C. Evaluacién de integridad y confirmacion de amplicones correspondientes a

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

mAmMp por 45 minutos.

1.3 Evaluacién de especies dominantes en pterigiéon primario y sus

adaptaciones metabdlicas al microambiente

Por cuestiones metodoldgicas en relacion a la estandarizacion de procesos de

muestreo, optimizacion de calidad de material de muestra asi como seleccion y

reclutamiento de pacientes con criterios de inclusidn en la instituciéon sede donde

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

servicios de consulta externa (Ruiz-Gonzalez, Nava-Castarfeda, 2006) , asi como

tiempo proyectado para los procesos de secuenciacion masiva y analisis

bioinformatico, el periodo dado para completar la totalidad de este proyecto resulté

insuficiente, por lo cual se realizé6 un método alterno en la misma linea de

investigacion y que satisface en su totalidad el objetivo general de este proyecto
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y genera las bases necesarias para la continuacién de la parte final de este
protocolo por parte del Departamento de Microbiologia y Protedbmica Ocular del

Instituto de Oftalmologia “Fundacion de Asistencia Privada Conde de Valenciana”.

Para ello se obtuvieron muestras de pelicula lagrimal de 20 pacientes con
pterigion primario, bilateral o unilateral y conjunctiva bulbar sana contraleral por
medio de impronta conjuntival con kits estériles realizados especificamente para
el proyecto, consistentes en membranas de nitrocelulosa estériles de 5Smm de
diametro, pinzas romas y tubos de infusién cerebro-corazén. Se explicd el
procedimiento a los pacientes voluntarios y tres a cinco minutos previos se
administré una gota de tetracaina topica en cada ojo, posteriormente se coloco la
membrana de nitrocelulosa sobre la superficie del pterigion o conjuntiva bulbar
sana y se realizo arrastre mecanico suave en sentido externo en 3 ocasiones
secuenciales, la membrana se depositd en infusion cerebro-corazén para su
posterior incubacién por 24 a 72 h a 37°C. Se sembrd la muestra en agar chocolate
y Saboraud, colocandose en incubadora a 37°C para agar chocolate y 28°C para
agar Saboraud por periodos 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 identificacion por el
equipo: Gram positivas (GP), Gram negativas (GN) y levaduras (YST). Las
diluciones para analisis se realizaron en 3ml de solucion salina con las siguientes

densidades, medidas por densidad o6ptica con el instrumento DensiCHECK

(Biomériux):
Tarjeta Unidades
McFarland (McF)

Bacterias Gram Negativas- GN 0.5-0.63
Bacterias Gram Positivas- GP 0.5-0.63
Neisseria, Haemophilus- NH 2.70-3.30
Anaerobios, Corynebacterias- ANC 2.70-3.30
Levaduras- YST 1.80-2.20
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Posteriormente se identificaron mediante el sistema VITEK 2C (Biomériux) y se

realiz6 una comparacion entre las pruebas bioquimicas entre los miembros de

cada especie y su relacion con el tejido del cual procedia cada cepa (Pterigion

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

dichas enzimas.

RESULTADOS Y DISCUSION

2.0 Resultados de estandarizacion de procesos

Las muestras se nombraran de la siguiente manera:

Tipo de muestreo:

RC: Raspado conjuntival

PTER: Tejido de pterigidon

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 pterigion

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

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

2.1 Resultados de Homogenizacion, extraccion y purificacion de DNA

con kit Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena (Jena, Alemania)

a) Espectrofotometria por Nanodrop 2000

Muestra DNA Relacion 260- | Relacion 260- | Total de DNA

obtenido 280 mm 230 mm (ng) en 40 ul

(ng/ml) de buffer 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) Evaluacion de curvas de amplificacion por PCR RT con primers
especificos para 16 S para células bacterianas y PGK-1

(fosfogliceratocinasa-1)

Ct Melt Ct Melt
Muestra Primer 16S Primer 16S Primer PGK1 Primer PGK1
1 2 1 2
C+ 21.2 87.8 - - 78.0 -
C- 31.7 - - 30.1 - -
RC/SOP/ MMA 224 87.3 89.2 28.07 79.9 -
RC/SOP/TSA 23.7 89.1 90.5 29.11 76.2 78.1
RC/SOP/ RJG 16.4 87.5 - 30.4 81.3 -
RC/SOP/JLP 27.2 89.0 - 30.0 77.3 84.2
RC/SON/LRB 28.6 88.3 - 29.8 78.9 -
PTER/SOP/ 28.0 88.4 25.1 80.6 -
MMA 90.7
PTER/SOP/TS 29.5 89.5 - 243 77.4 79.6
A
PTER/SOP/ 26.7 87.0 211 76.5 -
RLO 89.2
PTER/SOP/BJA 24.8 88.0 - 23.9 76.2 83.1

Con base en el analisis de estos parametros y en comparacion 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 lllumina Miseq que genera amplificacion a partir de 1 ng/¥ |
y que se obtuvieron exitosamente tanto células eucariotas como bacterianas, con
un claro predominio de células eucariotas en las muestras histopatologicas de
pterigion y bacterianas en las de superficie ocular, por lo cual se procedi6 a la
evaluacion de los métodos de toma de muestra como se menciona en el apartado

1.2, cuyos resultados se presentan a continuacion.
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2.2 Resultados de la estandarizacién de toma de muestra y elecciéon del

material de muestreo por rendimiento y calidad del DN

a) Espectrofotometria por Nanodrop 2000

Muestra DNA Relacién 260- | Relaciéon 260- | Total de DNA

obtenido 280 mm 230 mm (ng) en 40 pl

(ng/mil) de buffer AE
PTER/SOP/JMM 17.0 212 219 680
RC/SOP/HRL 12.1 1.99 2.09 484
PET/SOP/GNL 10.4 1.90 212 416
PFET/SOP/LCA 13.6 2.04 2.31 544
NTC/SOP/DAM 14.1 2.27 247 564

b) Evaluacion de curvas de amplificacion por PCR RT con primers

especificos

para

(fosfogliceratocinasa-1)

16 S para células

bacterianas y PGK-1

Ct Melt Ct Melt
Muestra Primer 16S Primer 16S Primer Primer PGK1
1 2 PGK1 1 2
C+ 21.2 87.8 - - 78.0 -
C- 31.7 - - 321 - -
PTER/SOP/JM 27.4 86.7 - 20.1 77.0 85.0
M
RC/SOP/HRL 23.9 86.8 - 29.11 78.0 86.2
PET/SOP/GNL 24.3 775 304 77.2 -
83.7
PFET/SOP/LCA 228 | 835 30.0 77.0 84.2
86.8
NTC/SOP/DAM 22.0 87.7 - 29.8 77.3 -
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Al analizar los resultados previos puede concluirse que el muestreo mas adecuado
de DNA con una proporcion aceptable de recuperacion 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/ul, Ct
con amplificacién 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 poblacion de
células bacterianas se encuentra en un rango de 1.33 = 2 células bacterianas por
cada ceélula humana contrario a lo observado en la muestra histopatologica de
pterigion donde la relacion de células bacterianas es de 0.73:1 célula humana. En
relacion a a las temperaturas Melt todas las muestras presentaron un rango de
proximidad adecuada para los primers evaluados en cada caso aun en las que
mostraron picos bifasicos por lo cual se confirma por este método la amplificaciéon

especifica de dichos primers.

c) Evaluacion de integridad y confirmacion de amplicones
correspondientes a primers especificos por electroforesis en geles de

agarosa

Por este método se realiz6 confirmacion de dichos parametros, los geles de

agarosa se presentaran en el apartado de apéndices.

2.3 Evaluacién de especies dominantes en pterigion primario y sus

adaptaciones metabdlicas al microambiente

De nuestros 20 pacientes, 15 presentaron pterigion unilateral (75%) y 5 bilateral
(25%). La edad media de fue de 50.95 afios con un rango de 13 a 92 afos. Un
65% de los pacientes fueron del sexo femenino y un 35% masculino. La

procedencia de los pacientes se distribuyo 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 pterigion
presentaron adecuado crecimiento con la toma de muestra implementada. A partir
del cultivo en infusion cerebro-corazon se lograron aislar una o varias colonias en

los agares chocolate y Saboraud.

En las muestras provenientes de pterigidn primario, Staphylococcus epidermidis
fue la especie con mayor representatividad, presentandose en 65% de los
aislados clinicos, 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 presenté 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 bioquimicos distintos entre
los especimenes provenientes de la muestras de pterigion 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 etiologia del pterigidon aun no es clara, el papel de la radiacion
UV continua siendo preponderante ya que actua directamente por fototoxicidad o
indirectamente a través de radicales libres (RL) que generan cambios en el
microambiente de la superficie ocular con pterigion. Intracelularmente, los RL
generan dafo oxidativo actuando sobre macromoléculas tales como proteinas,
lipidos y acidos nucleicos, sin embargo su papel extracelular en relacion al tejido
conjuntival y sus especies residentes aun no habia tenido un acercamiento. Los
radicales libres, que consisten principalmente en moléculas como el anion
superoxido (O2-), el perdxido de hidrégeno (H202) y el peroxinitrito (ONOO-), son
escindidos por un sistema de enzimas antioxidantes. En 2011, Mehmet et al,
estudiaron la actividad enzimatica de la catalasa (CAT), superéxido dismutasa
(SOD) y glutation peroxidasa (GSH-Px) y los niveles de 6xido nitrico (NO) y malon
dialdehido (MDA) en un grupo de pacientes con y sin pterigion, encontrando que
los niveles de actividad enzimatica fueron significativamente mas bajos en el
grupo de pterigion en comparacion con los controles mientras que en el mismo
grupo se observé un aumento significativo en los niveles de NO y MDA un
producto de la peroxidacion de lipidos que se produce como resultado del estrés
oxidativo. A su vez en 2013, Bautista et al realizaron un analisis proteémico que
evidencio la sobreexpresion de peroxirredoxina 2, una enzima antioxidante, en el
tejido de pterigién en comparacion al tejido sano. Con estas y otras aportaciones
se ha demostrado que el pH bajo y el microambiente oxidativo prevalecen en esta
condicion anormal de la conjuntiva bulbar, con lo cual la homeostasis de la
microbiota ocular se altera y los microorganismos deben hallar vias alternas de
proteccion para evitar la desnaturalizacion de sus componentes, procurar la
obtencion de energia, continuar la colonizacion 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 presenté la diferencia mas marcada

-23 -



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
pterigion en las que se presentd en un 72%. El sistema de arginina deiminasa
representa una via metabdlica de degradacion de arginina que proporciona
energia, CO2 y nitrégeno en forma de amoniaco. Estd ampliamente distribuido
entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y su actividad se regula por
estimulos ambientales, principalmente el ambiente anaerdbico y acido, al
activarse esta via se cataliza la conversion de arginina en ornitina, produciendo
asi amoniaco, dioxido de carbono y un mol de ATP por mol de arginina, lo que
promueve el crecimiento bacteriano, la produccion de amoniaco que actua como
un regulador de pH y produccion de ATP, esta via también se ha encontrado
activa en bacterias multidrogorresistentes y en condiciones de deprivacion
extrema de oxigeno y glucosa in vitro, evidenciandose su importancia como
mecanismo de preservacion y supervivencia bacteriana, explicandose con ello su
expresion bioquimica en muestras provenientes de tejidos con un microambiente

adverso como el de pterigion.

L-citruling,




CONCLUSIONES

Los procesos de estandarizacion de toma de muestra, extracciéon y purficacion de
DNA con rendimientos aceptables en superficie ocular permitiran continuar con el
proceso de secuenciacion masiva y caracterizacion de microbiota en pacientes

con pterigion.

Existen diferencias entre las especies que colonizan la superficie ocular en
conjuntiva bulbar sana y pterigion primario, ademas de que existen diferencias
metabdlicas 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 adaptacion, lo cual debe

continuar en estudio.
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Apéndices

Como se explica en los apartados anteriores, se realizé PCR RT con primers
reverse y forward para 16S y PGK-1 para las muestras correspondientes a la
homogenizacion, extraccion y purificacidon de DNA con el kit Innuprep DNA/RNA
minikit Analityk Jena y para la estandarizacion de toma de muestra y eleccién del
material de muestreo. Posteriormente con el fin de evaluar la integridad del DNA y la
amplificacion especifica de cada primer se realizé electroforesis de DNA en gel de
agarosa a 1x con 90 V y 500 mAmp por 45 minutos. En este apartado se mostraran
imagenes representativas. El banco completo de imagenes se encuentra disponible

en la bitacora en extenso de este protocolo.

pb

2072
-1500

-100
Figura 1. Analisis del gen 16S ribosomal por PCR. Las muestras corresponden al DNA extraido con el kit
Innuprep DNA/RNA minikit Analityk Jena. C-: Control negativo/ C+ : Control positivo/ RC: Raspado
conjuntival/ PTER: Tejido de Pterigion

pb ; NTC  PFETC RC
ool
1500 [ - e
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Figura 2. Analisis del gen 16S ribosomal por PCR. Las muestras corresponden a diferentes materiales
para la obtencion 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 pterigiéon primario y sus pruebas

Pruebas Bioquimicas

JaZaddddddzdg PEEREI3 333333 ek 393
Especle \dentificador | Fechade | Lugarde | Sexo | Comorblll- | Medicamentos | Caracteristicas | Medio de § §§gegiggggi‘§a;géggiE%ggasgiggiggggééegség
Identificada por tomade |residencia| y | dades topicoso | depterigion | cultivoy q m o
Vytek muestra Edad sistémicos tiempo
GRAM POSITIVAS
CBsana
55GP 12/10/16 | COMX | Fa2 | ©OM2 | Glibenclamida|  Primario, BHI48h
vo unilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D 1aah
65GP 20/10/16 | Edo. | F6d | Hipotiroidis- | Levotiroxina | Primario, BHI14a b
México mo vo unllateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D | 120
95GP 70/10/16 | Puebla | ME0| Negadas | Negados Primario, BHI24h
unllateral
unipolar nasal, | Agar chocolate
0l, sensacién
de cuerpo
extraftoy ofo
seco
9PGP 20/10/16 | Puebla | M60| Negadas | Negados |  Primanio, | BRI24h
unllateral
unipolar nasal, | Agar chocolate
0l, sensacion
de cuerpo
extrafioy ojo
W seco
epidermidis 1052GP | 20/10/16 | Chiapas | F81 HAS | NifedipinoVO | Primario, BHIZah
unilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 72h
obstruccion del
eje visual, 0D
Prerigion
3P0DGP | 11/10/16 | Edo. | F75 | HAS,DM2 | Nopuede Primario, BHIZ4h
México referr bilateral
tratamiento | unipolar nasal, | Agar chocolate
olyop
3P0IGP | 11/10/16 | Edo. | F75 | FIAS,DM2 | Nopuede Primario, BHIZ4R
México referr bilateral
tratamiento | unipolar nasal, | Agar chocolate
olyop
2PGP 11/10/i6 | CDMX | F13 | Negadas | Negadas |  Primario, | BHI120h
unllateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D ash
HadzZdddddddddd o 3333 3 ek Bl
Especie Identificador | Fechade | Lugarde |Sexo | Comorbil- | Medicamentos | Caracteristicas |  Medio de § §gg:2:ggg;f%&gsgE§§E%EERSEES§§§§§EE§QEE§§
identificada por tomade | residencia| y dades. téplcos o de pterigion cultivoy 9 “9 r rm B " P
Vytek muestra Edad sistémicos tiempo
GRAM POSITIVAS
CB sana
6P1GP | 20/10/16 | Edo. | F6d | Hipotiroidis- | Levotiroxina |  Primario, 8HI14a h
México mo vo unilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D
7PGP 20/10/16 | tdo. | F34 | Negadas Negadas Primario, BHI96 h
México bilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, Ol y 72h
oo
PGP 20/10/16 | Chiapas | 753 | Negadas Negadas Primano, BAI2ah
unilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D
10P2GP | 20/10/16 | Chiapas | F81|  FAS | Niedipino Vo | Primaric, BAIZAR
unilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal,
obstruccién del
ejevisual, 0D |  Saboraud
Staphylococcus 7 dias
12P1GP | 28/10/16 | Veracruz | MG6 |  HAS | Enalaprl/Hidro |  Priman, BHI24h
~clorotiazida | unilateral
unipolar nasal, | Agar chocolate
op agh
12P2GP | 28/10/16 | Veracruz | M66 | HAS | Enalapri/Hidro | Primario, BHI 240
<lootiazida | unilateral
unipolar nasal, | Agar chocolate
oo 72h
13PGP 01/11/16 Fidalgo | a8 | Negadas | Negados | Prmano, | BHI72h
unilateral
unipolar nasal, | Agar chocolate
oo 72h
15PODGP | 03/11/16 | Hidalgo | F1 | Toscronica |  Ambroxol/ Primario, BHIZ4h
dextrometor- | bilateral
fano unipolar nasal, | Agar chocolate
72h
16POIGP | 03/11/16 | Veracruz | M66 | Negadas Negados Primano, BHIZah
bilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal,00 y
en O con
obstruccion del
eje visual
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\dentificada por tomade |residencia| y | dades tpicoso | depterigion | cultivoy @ = - 2 2} d B
Vytek muestra Edad sistémicos tiempo
GRAM POSITIVAS
Prerigion
20P1GP | 03/11/16 | Chiapas | M36| Epllepsia | Valproatode | Primanio, BRIZah
Staphylococcus concrisisde | Magnesio unilateral
epidermidis ausencia unipolar nasal, | Agar chocolate
Ol y sensacién 72h
de cuerpo
extrafio

Enalapril/Hidro | Primario,
~clorotiazida |  unilateral
unipolar nasal, | Agar chocolate
op a8
oo~ — — — ]

Primario,

Inciplente,
unilateral | Agar chocolate
unipolar a8h

temporal, O

Primario,
unilateral
unipolar nasal,
oi

Primario,

unilateral
unipolar | Agar chacolate
temporal, 0D a8h

01/11/16 Hidalgo | F48 | Negadas Negados Primario, BRI 72h
unilateral

unipolar nasal, | Agar chocolate
oo 72h

Primario,

unilateral
aparente unipolar nasal, | Agar chocolate
remision o 72h

Glaucoma

de dngulo

ablerto con

abandono
de

tratamiento

Especie Identificador | Fechade | Lugarde |Sexo | Comorbill- | Medicamentos | Caracteristicas | Medio de §§§§§§§gEﬁEi’gﬁ5_5_{ggiE%EE%%;EEEEg;Eié;EEEES
identificada por tomade |[residencia| y | dades topicoso | depterigion | cultivoy “ r P
Vytek muestra Edad sistémicos tiempo
GRAM POSITIVAS

Glibenclamida Primario, BHI48 h
vo unllateral
unipolar | Agar chocolate

temporal, 0D 144h

20/10/16 Edo. F64 | Hipotiroidis- | Levotiroxina Primario, BHI 144 h
México mo vo unllateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D 120h
12P3GP | 28/10/16 | Veracruz | MG6 | HAS | Enalaprl/AIdio | Primario,

~clorotiazida |  unilateral
unipolar nasal,
)

78/10/16 | Veracruz | Méé HAS Enalapril/Aidro rimano,
~clorotiazida |  unilateral
unipolar nasal, | Agar chocolate

) 72h

Agar chocolate
72h

03/11/16 Veracruz | F92 | HAS, DM2, | Glibenclamida Primario, BHI48 h
osteoartro- unilateral
sis, catarata | Hidroclorotiazi | unipolar nasal, | Agar chocolate
00 | da/Telmisartan oo a8h

Paracetamol
PRN

03/11/16 Glaucoma Primario,
angulo Gotas bilateral
ablerto OD | lubricantes de | unipolar nasal, | Agar chocolate
carbodmetil- | OlyOD a8h

celulosa
oftldmicas

Latanoprost. BHIABh

Primario, BHI24h

unilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal, 0D 44h

Primario, BHI 24 h
dextrometor- | bilateral
fano unipolar nasal, | Agar chocolate

olyop

Veracruz BHI2ah

03/11/16 Primario,
bilateral
unipolar | Agar chocolate
temporal,0D y 72h

en Ol con
obstruccién del

eje visual
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Vytek muestra Edad sistémicos tiempo.

GRAM POSITIV,

Metforminay | Primario, 8HI24 h
dieta. Gotas |  inciplente,

lubricantes de | unilateral | Agar chocolate
carboximetil- unipolar a8h
celulosa temporal, OF

Enalapril/Hidro Primario, BHI 24 h

-~clorotiazida unilateral

unipolar nasal,
oD

Agar chocolate

Epllepsia | Valproatode | Primario, 8HI 24 h
concrisisde | Magnesio unilateral
ausencia unipolar nasal, | Agar chocolate
Ol y sensacion 72h
de cuerpo
extrafio

Carenal en Primari BHI 72 h
2009 en unllateral
aparente unipolar nasal, | Agar chocolate
remision ol 72h

Glaucoma

de dngulo

abierto con

abandono
de

tratamiento
desde hace
3 meses

DM2,. Metformina Primario, BHI48 h

Hipotiro- | Levotiroxina | unllateral
idismo unipolar | Agar chocolate
desde 2014 temporal, OF a8h

E 93 SE 1R BRS B8 3 8 3
L e AL Y K et e I §5“-§§aﬁ5€§5az=€535§T=§~§§E=§§s§§5§§s“'§
Vytek muestra Edad sistémicos tiempo

Veracruz | £9 AS, DM2, Primario,
osteoartro- unilateral
sis, catarata | Hidroclorotiazi | unipolar nasal, | Agar chocolate
oo da/Telmisartén oo ash

Paracetamol

Glaucoma Latanoprost. Primario, BHI 48 h
sngulo Gotas bilateral
ablerto OD | lubricantes de | unipolar nasal, | Agar chocolate
carboximeti- | O1y0D agh
celulosa
oftlamicas

Primario, BHI96 h
bilateral
unipolar | Agar chocolate

temporal, Ol y 72h

oD
28/10/16 . Metformina y Primario, BHI 24 h
dieta. Gotas. inciplente,
lubricantes de | unilateral | Agar chocolate
carboximetil- | unipolar agh
celulosa temporal, OF

03/11/16 | Veracruz HAS,DM2, | Glibenclamida Primario, BHI48 h
osteoartro- unilateral
sis, catarata | Hidroclorotiazi | unipolar nasal, | Agar chocolate
oo da/Telmisartén oo agh

Paracetamol
PRN

ucoma Latanoprost. Primario,
sngulo Gotas bilateral
ablerto OD | lubricantes de | unipolar nasal, | Agar chocolate
carboximetil- olyop a8h

celulosa
oftlémicas
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Especle
identificada por
Vytek

Identificador | Fecha de
toma de
muestra

Lugar de

residencla

dades

tépicos o
sistémicos

Medicamentos

Caracteristicas | Medio de
depterigion | cultivoy

tiempo

ERIT)
BV
SOHd

unoe
WP
bve
nd

angulo

ablerto OD

Glaucoma

Epilepsia
con crlsis de
ausencla

oftldmicas

Magnesio

Latanoprost. | Primario,
Gotas bilateral

lubricantes de | unipolar nasal, | Agar chacolate

carboximetil- | Oly 0D a8h
celulosa

Primario,
unilateral
unipolar nasal, | Agar chacolate

Oy sensacion 7
de cuerpo

unilateral
unipolar nasal,
oi

GRAM POSITIVAS

LEVADURAS

Identificador

03/11/16

28/10/16

r de
residencla

Veracruz

Glaucoma
angulo

ablerto 0D

Glaucoma

angulo

ablerto OD

Latanoprost.

Enalapril/Hidr
o-clorotiazida

Primario,

Gotas bilateral
lubricantes de | unipolar nasal, Agar
carboximetil- | OlyOD | chocolate 48 h
celulosa
oftlamicas
Tatanoprost. | Primario, BHIABh
Gotas bilateral
lubricantes de | unipolar nasal, Agar
carboximetil- | OlyOD | chocolate 48 h
celulosa
oftlamicas

Primario,
unilateral

op

unipolar nasal,

BHI48 h

BHI2ah

Saboraud 72 h

20/10/16

11/10/16

HAS, DM 2

HAS

No puede

referir
tratamiento

Nifedipino VO

Primario,
bilateral

olyop

Primario,
unilateral
unipolar
temporal,

unipolar nasal,

obstruccién del 7dias
eje visual, 0D

BHI24 h

Saboraud 72 h

BHI2ah

Saboraud

-36-
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Table 12. Test Substrates on GP Card.

Well | Test Mnemonic | Amount/Well
2 D-AMYGDALIN AMY 0.1875mg
4 | PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C | PIPLC 0.015mg 42 | D-SORBITOL assimilation dSORa 0.1875 mg
5 D-XYLOSE AaxyL 0.3 mg 44 SACCHAROSE/SUCROSE assimilation SACa 03mg
8 ARGININE DIHYDROLASE 1 ADHI1 0.111 mg 45 | UREASE URE 0.15mg
9 BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0.036 mg 46 ALPHA-CLUCOSIDASE AGLU 0.036 mg
1 ALPHA-CLUCOSIDASE AGLU 0.036 mg 47 | D-TURANOSE assimilation dTURa 03me
13 | Ala-Phe-Pro ARYLAMIDASE APPA 0.0384 mg 48 | D-TREHALOSE assimilation dTREa 03mg
14| CYCLODEXTRN CDEX 0.5 mg 49 | NITRATE assimilation NO3a 003 mg
15| LAspartate ARVLAMIDASE AspA 0.024 mg 51| L-ARABINOSE assimilation 1ARA 03mg
16 BETA GALACTOPYRANOSIDASE BCAR 0.00204 mg —
7 ALPHA-MANNOSIDASE AMAN 0.036mg 52 | D-GALACT URONATE assimilation dGATa 0.15mg
9 PHOSPHATASE PHOS 0.0504 mg 53 | ESCULIN hydrolysis ESC 0225 mg
20 Leucine ARYLAMIDASE LeuA 0.0234 mg 54 L-CLUTAMATE assimilation ICLTa 0.15mg
23 L-Proline ARYLAMIDASE ProA 0.0234 mg 55 | D-XYLOSE assimilation dXvla 03mg
24 BETA GLUCURONIDASE BGURr 0.0018 mg 56 DL-LACTATE assimilation LATa 0.15mg
25 ALPHA-GALACTOSIDASE ACAL 0.036 mg 58 | ACETATE assimilation ACEz 0.15mg
26 L-Pyrrolidonyl-ARYLAMIDASE PyrA 0.018 mg 59 | CITRATE (SODIUM] assimilation CITa 0.15mg
27 | BETAGLUCURONIDASE BGUR 0.0378 mg 60 | GLUCURONATE ASSIMILATION GRTas 0.15mg
28 | Alanine ARYLAMIDASE AlaA g‘gg ! 2 mg 61 | L-PROLINE assimilation IPROa 0.15mg
25 Teosine ARLAMIDAE i oot e 62| 2-KETO-D-GLUCONATE assimilation 2KGa 0.15mg
31 UREASE URE 0.15mg 63 N-ACETYL-CLUCOSAMINE assimilation NAGa 0.15mg
20 POLYMIXIN B RESISTANCE POLYB 0.00093 me 64 D-GLUCONATE assimilation dCNTa 0.15mg
37 D-GALACTOSE dGAL 0.3 mg
38 D-RIBOSE dRIB 0.3mg
Table 16. Test Substrates on YST Card.
Well | Test Mnemonic | Amount/Well
3 e ARYL AVIDASE Ve S e 42| D-SORBITOL assimilation dSORa 01875 me
5 Leucine-ARYLAMIDASE LeuA 0.0234 mg 44 SACCHAROSE/SUCROSE assimilation SACa 0.3 mg
7| ARGININE GP ARG 0.15mg 45 | UREASE URE 0.15mg
10| ERVTHRITOL assimilation ERVa 03mg 46 | ALPHA-GLUCOSIDASE ACLU 0.036 mg
12 | GLYCEROL assimilation GLYLa 0.16 L 47 D-TURANOSE assimilation dTURa 03mg
13 | Tyrosine ARYLAMIDASE TyrA 0.0276 mg 48 | D-TREHALOSE assimilation dTREa 03mg
14 BETA-N-ACETYL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 0.0408 mg 49 NITRATE assimilation NO3a 0.03mg
15 ARBUTIN assimilation ARBa 03mg 51 L-ARABINOSE assimilation IARA3 03mg
18 | AMYGDALIN assimilation AMYa 0.3mg 52 D-GALACTURONATE assimilation dGATa 0.15mg
19 D-CALACTOSE assimilation dGALa 03 mg 53 ESCULIN hydrolysis ESC 0.225 me
20 | GENTIOBIOSE assimilation GENa 03 mg 54 | L-GLUTAMATE assimilation ICLTa 0.15mg
21 D-GLUCOSE assimilation dGLUa 03mg 55 | D-XYLOSE assimilation dXyLa 03me
;2 Ll\;ll\g}?Y?.E: Eslr]nliﬁgg;’YRANOSlDE assimilation m:;ca gg?n:g 56 DLLACTATE assimiation LATa 13 me
A imi ] o
26| D-CELLOBIOSE assimilation dCELa 0.3me gg ’éﬁmﬁ assinilation - ’E‘ICT? g: : : e
% m“f%ggﬁm&ngSFEmE gﬂm ggz{sgs e 60 | GLUCURONATE ASSIMILATION CRIas 0.15mg
29 | D RAFFINOSE assimilation dRARa 03 me 61 | L-PROLINE assimilation IPROa 0.15mg
30 | PNP-N-acetyl-BD-galactosaminidase 1 NAGAI 0.0306 mg 62 | 2-KETO-D-GLUCONATE assimilation 2KCa 0.15mg
3) D-MANNOSE assimilation dMINEa 0.3mg 63 N-ACETYL-CLUCOSAMINE assimilation NAGa 0.15mg
33 D-MELIBIOSE assimilation dMELa 0.3mg 64 D-CLUCONATE assimilation dCNTa 0.15mg
34 D-MELEZITOSE assimilation dMLZa 03 mg
38 L-SORBOSE assimilation ISBEa 03mg
39 L-RHAMNOSE assimilation IRHA2 03mg
40 XYLITOL assimilation XLTa 0.3 me
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CESION DE DERECHOS

En la ciudad de México D. F., el dia 15 del mes de Febrero del ano 2021, la que suscribe
Dra. Lucero Ramirez Barajas, alumna del Programa de Oftalmologia de la Facultad de
Medicina, sede académica Instituto Fundacion de Asistencia Privada “Conde de
Valenciana” I.A.P, manifiesta que es autor intelectual del presente trabajo de Tesis bajo
la direccion del Dr. Victor Manuel Bautista de Lucio y cede los derechos del trabajo
intitulado “ Asociacion de los cambios en la microbiota de la superficie ocular y
adaptaciones metabdlicas microbianas en pacientes con pterigibn de un centro
oftalmolégico de tercer nivel en la ciudad de México, a la Universidad Nacional

Auténoma de México para su difusion, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben de reproducir el contenido textual, graficas o
datos del trabajo sin el permiso expreso del director del trabajo bajo reserva de
contravenir tacitamente a la ley Federal de derechos y proteccién del autor. El permiso
puede ser obtenido escribiendo a la siguiente direcciébn electronica
vbautistal@institutodeoftalmologia.org . Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el

agradecimiento correspondiente y cita la fuente del mismo.
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Lucero Ramirez Barajas

Autora de Tesis
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Dr. Victor Manuel Bautista de Lucio

Jefe del departamento de Departamento de Microbiologia y Proteémica Ocular, Unidad de Investigacion,
Instituto de Oftalmologia, Fundacion Conde de Valenciana.
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