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RESUMEN

La microbiota ocular se encuentra principalmente en la conjuntiva y estd constituida por bacterias

de los géneros Staphylococcus corynebacterium spp., Bacillus spp., Neisseria spp., Moraxella spp.

y Streptococcus spp. Esta diversidad puede variar segin las condiciones estacionales, la tempe-

ratura, la edad y la exposicién ambiental. Objetivo: caracterizar la diversidad de la microbiota

residente y transitoria de la conjuntiva en adultos jévenes. Metodologia: estudio observacional

descriptivo de corte transversal en 67 adultos jovenes, hombres y mujeres entre 18 y 25 afios de

edad, que cumplieron con los criterios de inclusién y aceptaron firmar el consentimiento infor-

mado. A cada sujeto se le tomaron dos muestras del saco conjuntival, con un intervalo de una

semana. Estas se cultivaron en agar sangre y agar chocolate a 37 °C por 24 horas. Las colonias

aisladas se identificaron mediante el sistema automatizado VITEK. Resultados: se determinaron

16 géneros y 29 especies diferentes. El género mds frecuente fue Staphylococcus (55,6 %), seguido

de Acinetobacter (12,0 %), Bacillus (7,0 %), Pasterella (4,6 %) y Escherichia (3,7 %). La micro-

biota residente estuvo constituida principalmente por el género Staphylococcus y sus especies  Palabras clave: micro-
mds representativas fueron S. epidermidis (50,0 %) y S. lentus (13,3 %). Conclusién: existe gran ~ biota ocular, VITEK,
diversidad de bacterias en la microbiota conjuntival, mayor en la microbiota transitoria que en  conjuntiva, patégenos
la residente; probablemente, esto depende del ambiente en el que se encuentra el individuo. oportunistas.

* Estudiante de dltimo semestre del programa de Optometria, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de La Salle,
Bogotd, Colombia. Integrante del Centro de Investigacién en Salud y Visién (CISVI), Universidad de La Salle.

[ Imartin32@unisalle.edu.co

** Bacteriéloga, MSc en Inmunologia. Docente investigador, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad de La Salle,
Bogotd, Colombia. Directora del CISVI, Universidad de La Salle.

Cémo citar este articulo: Martin Algarra V, Jaimes Nifio V, Rodriguez MF. Caracterizacién de la microbiota conjuntival transitoria y resi-
dente de adultos jévenes. Cienc Tecnol Salud Vis Ocul. 2017;15(1):37-45. doi: http://dx.doi.org/10.19052/sv.3994

CIEN. TECNOL. SALUD. VIS. OCUL. / VOL. 15, No. 1/ ENERO-JUNIO DEL 2017 / PP. 37-45 / 1SSN: 1692-8415 / 1SsN-e: 2389-8801



(VN)
(@]

ABSTRACT

Ocular microbiota is mainly found in the conjunctiva and consists of bacteria of the gene-
ra Staphylococcus corynebacterium spp., Bacillus spp., Neisseria spp., Moraxella spp., and
Streptococcus spp. This diversity may vary according to seasonal conditions, temperature,
age, and environmental exposure. Objective: To characterize the diversity of resident and
transient conjunctival microbiota in young adults. Methodology: A cross-sectional obser-
vational descriptive study including 67 young adults, men and women between 18 and
25 years of age, who met the inclusion criteria and agreed to sign the informed consent
form. Two samples from the conjunctival sac were collected from each subject, with an
interval of one week. These were cultured on blood agar and chocolate agar at 37 °C for
24 hours. Isolated colonies were identified using the VITEK automated system. Results:
Sixteen genera and 29 different species were identified. The most common genus was
Staphylococcus (55.6%), followed by Acinetobacter (12.0%), Bacillus (7.0%), Pasterella
(4.6%) and Escherichia (3.7%). Resident microbiota consisted primarily of the genus Sta-

Martin Algarra V, Jaimes Nifio V, Rodriguez MF

Keywords: ocular mi-  phylococcus and its most representative species were S. epidermidis (50.0%) and S. lentus
crobiota, VITEK, con-  (13.3%). Conclusion: There is a great diversity of bacteria in the conjunctival flora, greater
junctiva, opportunistic  in the transient than in the resident microbiota; this probably depends on the environment

pathogens. in which the individual lives.

INTRODUCCION

La microbiota es la poblaciéon de microrganismos
que habita la piel y las mucosas de las personas
sanas (1); principalmente, estd constituida por
bacterias oportunistas que se caracterizan por
su dindmica patégena en diferentes entornos: en
algunos causan la enfermedad (determinados
hospederos o tejidos) y en otros no (piel y muco-
sas, animales o ambiente) (2). La mayoria de la
microbiota es estable (residente), lo que permite
establecer algunos patrones en diferentes sitios;
sin embargo, la exposicién y las distintas condi-
ciones individuales o colectivas contribuyen a su

remarcable diversidad (3).

En el ojo, la microbiota se encuentra esencial-
mente en los parpados y la conjuntiva, ya que la
cérnea, gracias a su localizacion y curvatura, prac-
ticamente estd desprovista de microrganismos (4).
La conjuntiva es el tejido del ojo mds colonizado,
sobre todo por bacterias de los géneros Staphylo-
coccus, Corynebacterium sp., Propionibacterium
sp., Micrococcus sp., Bacillus sp. y Streptococcus
sp. (5,6). El género Staphylococcus es el mds preva-
lente en el ojo, con porcentajes que van entre 81,5
y 32,6 %, de los cuales las especies mds frecuentes
son Staphylococcus coagulasa negativas (6-9).

La microbiota ocular puede variar de acuerdo
con las condiciones estacionales, la temperatu-
ra, la exposicion ambiental, la higiene y la edad.
Al nacer predominan en el ojo del individuo S.
epidermidis, S. aureus, Diphtheroides, Strepto-
coccus viridans, Bacillus haemophilus, Bacteroi-
des, Propionibacterium y Lactobacillus, similar
a la microbiota del cérvix; dos dias después del
nacimiento S. epidermidis, S. aureus y E. coli
son mds comunmente aislados (4,6,10), y en los
nifios y adultos los mds frecuentes son Staphylo-
coccus coagulasa negativos, Diphteroides, Propio-
nibacterium y Streptococcus —estos tltimos se

presentan con mayor regularidad en los nifios—

(6,11,12).

Segtin la localizacion, las condiciones climaticas
y la actividad, se ha reportado que en la micro-
biota ocular de sujetos que viven en zonas rurales
los microrganismos mds comunes en 0jos sanos
son Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Streptococcus viridans, Haemophilus sp.,
Pseudomona, Actinomyces sp., Nocardia sp. y Es-
cherichia coli (13,14).

Como se puede evidenciar, esta poblacién de

bacterias es relativamente homogénea en la su-
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perficie ocular; sin embargo, nuevos estudios con
técnicas moleculares han ampliado la cantidad
de géneros y especies que se encuentran en la
flora normal de la conjuntiva, incluidos géneros
como Pseudomonas, Bradyrhizobium, Acineto-
bacter, Brevundimonas, Aquabacterium y Sphin-
gomonas, habitantes frecuentes del ambiente,
el agua y el suelo (15). Estas bacterias, que ge-
neralmente forman parte de la microbiota tran-
sitoria, tienen poca relevancia siempre que los
microrganismos residentes permanezcan, ya que
si estos se alteran, los microrganismos transitorios
pueden colonizar, proliferar y producir enferme-
dades; asi mismo, su crecimiento depende de fac-
tores fisioldgicos, como temperatura, humedad y
nutrientes (2,16).

La importancia del estudio de la microbiota ocular
radica en la frecuencia en la que estos agentes oca-
sionan infecciones en la superficie ocular (17,18).
En Colombia, las investigaciones microbiolgi-
cas en los ojos son limitadas, particularmente
en infecciones, en las que se ha reportado alta
prevalencia de estafilococos coagulasa negati-
vas (77 a 43 %), Corynebacterium sp. (36 a 5%),
Haemphyllus sp. (15 %) y Staphylococcus aureus
(32230 %) en conjuntivitis (19,20). S. aureus es
la especie patégena del género Staphylococcus;
esta se encuentra con cierta frecuencia como
parte de la microbiota de la conjuntiva (6-8), la
mayoria presentan incremento en la resistencia
a antibiéticos, independientemente de si se ais-

lan de infecciones o de la microbiota normal

(7-9,18,21-23).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacién es
caracterizar los géneros y las especies prevalentes
en la conjuntiva de adultos jévenes sin patologia
ocular, mediante el sistema automatizado VITEK,
para contribuir a la construccién de conocimien-
to en este campo de la optometria, asi como a la
generacién de futuros proyectos que determinen
los patrones de resistencia a los antibiéticos de

microbiota ocular en nuestro medio.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: observacional descriptivo de corte

transversal.

Muestra: se seleccionaron 67 adultos jévenes,
hombres y mujeres de 18 a 25 afios que cumplieron
los criterios de inclusiéon —segmento anterior del
ojo sano— y exclusion —sujetos con enfermedad
infecciosa, usuarios de lentes de contacto o con
tratamiento antibiético con un tiempo inferior
a tres semanas—. Todos los sujetos incluidos en
la investigaciéon firmaron un consentimiento in-
formado después de recibir la explicacion del
proyecto y de sus riesgos potenciales.

Procedimientos: inicialmente, se efectué un exa-
men biomicroscépico para evaluar las estructuras
oculares y descartar cualquier alteracién o patolo-
gia. Luego, se tomaron dos muestras, con intervalo
de una semana, del fondo del saco conjuntival
de un solo ojo seleccionado al azar, mediante
un hisopo con punta de algodén estéril, hume-
decido con solucién salina fisiol6gica estéril y sin
anestesia topica.

Cultivo: las muestras se cultivaron en agar sangre
y agar chocolate (Oxoid) a 37 °C por 24 horas. Se
realiz6 tincién de Gram a las colonias y repique
en agar tripticasa de soya o agar sangre (Oxoid) en

las mismas condiciones de temperatura y tiempo.

Identificacién microbiolégica: las colonias aisladas
se suspendieron en 3,0 mL de solucién salina esté-
rilal 0,45 %, pH 7,0 (Biomerieux, Marcy I'Etoile,
Francia), en un tubo de ensayo de poliestireno
transparente de 12 x 75 mm, hasta alcanzar una
concentracién de 1,5 x 108 bacterias, correspon-
diente al tubo n.° 05 de McFarland o segtn los
requerimientos de cada tarjeta. La concentra-
ci6n se determing a través del VITEK® 2 Densi-
CHEK™ (Biomerieux, Marcy I'Etoile, Francia)
previamente calibrado. Finalmente, se colocé el
tubo con la tarjeta correspondiente en el casete
del equipo VITEK® 2 compact (Biomerieux,
Marcy I'Etoile, Francia) para identificar el género
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y la especie. Para las bacterias Gram positivas se
emplearon las tarjetas VITEK® 2-GP (referencia
21342) y VITEK® 2-BCL (referencia 21342) y para
las bacterias Gram negativas, la tarjeta VITEK®
2-GN (referencia 21341).

RESULTADOS

Se analizaron 67 sujetos, estudiantes de pregrado
de la Universidad de La Salle, que cumplieron con
los criterios de inclusiéon —todos tenian el segmen-
to anterior ocular sano y ninguno usaba lentes de
contacto, ni firmacos tépicos o sistémicos al mo-
mento del estudio—. E1 47 % de los participantes
pertenecian al género femenino; la edad promedio
de los individuos que participaron fue de 20 afios.

Se obtuvo crecimiento de colonias en el 80,6 % de
los sujetos; asi mismo, en 13 participantes (19,4 %)
no hubo crecimiento en ninguna de las dos to-
mas, para un total de 113 aislamientos (59 en la
primera toma y 54 en la segunda), de los cuales
el 4% (5/113) no se identifico; el 54,9 % (62/113)
eran cocos Gram positivos; el 31,9% (36/113),
bacilos Gram negativos, y el 8 % (9/113), bacilos

Gram positivos.

DIVERSIDAD DE GENEROS AISLADOS
DE LA CONJUNTIVA

Se identificaron 16 géneros y 29 especies diferen-
tes; en la mayoria de los participantes se determiné
un solo tipo de bacteria y inicamente en el 23,9 %
(16/67) de los casos se registré mds de una espe-
cie, con un méximo de tres bacterias distintas por
ojo. El género mds frecuentemente aislado fue
Staphylococcus (55,6 %), seguido de Acinetobac-
ter (12,0%), Bacillus (7,0 %), Pasterella (4,6 %) y
Escherichia (3,7 %). De acuerdo con el hdbitat, el
66,7 7% de los aislamientos identificados constituyen
la microbiota de piel y mucosas, de los cuales el
6,5 % forman parte de la familia de Enterobacterea-
ceae; el 25,9 % de los géneros se aislan con mayor
frecuencia en el suelo, el aire o el aguayel 7,4 %
fueron géneros de bacterias zoonéticas (figura 1).

El género Staphylococcus fue el que presenté ma-
yor diversidad de especies: los estafilococos coa-
gulasa negativa fueron los mds frecuentes (95 %),
dentro de los cuales S. epidermidis fue la especie
mds representativa (50 %); S. lentus, la segun-
da especie mds aislada (13,3 %), es un patégeno
oportunista de la piel y las mucosas de animales

que rara vez afecta a los humanos, al igual que
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FIGURA 1. Porcentaje de géneros aislados de la conjuntiva de sujetos sin patologia ocular, clasificados de acuerdo con el

habitat donde frecuentemente se aislan
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S. caprae (1,7%) y S. intermedius (3,3 %). La es-
pecie patégena S. aureus represent6 el 5 % de los
aislamientos del género (tabla ).

TABLA 1. Porcentaje de especies del género Staphylococcus
aisladas de la conjuntiva de sujetos sin patologia ocular

ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS %

S. coagulasa negativos 95,0
S. epidermidis 50,0
S. lentus 13,3
S. capitas 11,7
S. aureus 5,0
S. warneri 6,7
S. pasteuri 33
S. intermedius 3,3
S. auricularis 1,7
S. haemolyticus 1,7
S. hominis 1,7
S. caprae 1,7

MICROBIOTA OCULAR RESIDENTE Y TRANSITORIA

Se consideré microbiota residente a los géneros
que se encontraron en las dos muestras del mismo

sujeto: Staphylococcus se aislé en 21 sujetos en
las dos oportunidades; las especies S. epidermidis
coincidieron en 11 sujetos; S. capitas, en 2 sujetos,
y S. lentus, S. intermedius, S. warneri, S. pasteuri
y S.aureus, en un sujeto cada una. Asi mismo,
Moraxella lacunata se identificé en un sujeto
en las dos muestras. Del género Acinetobacter
se determinaron tres especies, A. baumannii, A.
iwoffii y A. ursingii, en 11 sujetos; solo en uno
se registré el mismo género, pero con diferente
especie.

Las otras bacterias identificadas se consideraron
transitorias, ya que se aislaron en una sola muestra
y con diferente frecuencia. Del género Bacillus
se encontraron dos especies, B. cereus y B. vallis-
mortis, en 8 sujetos; Escherichia coli se identificé
en 4 sujetos en una sola muestra; Pasterella pneu-
motropica, en 5 sujetos; Rhizobium radiobacter y
Bordetella bronchiseptica, en 3 sujetos, y Pantoea
agglomerans, en 2 sujetos. Enterococcus faecium,
Kocuria rosea, Gemella bergeri, Methylobacterium
aquaticum, Sphingomona paucimobilis, Aeromona
salmonicia y Aerococus viridans se aislaron en una
sola muestra en un sujeto (figura 2).
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FIGURA 2. Diversidad de géneros de bacterias identificadas en la primera y segunda muestra de la conjuntiva de sujetos

sin patologia ocular
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DISCUSION

Acorde con la literatura cientifica, las bacterias
mds frecuentes en la microbiota conjuntival, iden-
tificadas mediante el sistema automatizado VI-
TEK, fueron del género Staphylococcus, con un
porcentaje similar (55,6 %) al reportado en varios
estudios (9,12,14,24). Los estafilococos coagulasa
negativos fueron las bacterias mds representativas
(95 %), dentro de los cuales S. epidermidis fue la
especie mds aislada (50 %), junto con otras —S.
warneri, S. haemolyticus, S. auricularis, S. hominis
y S. capitas— previamente reportadas en la mi-
crobiota conjuntiva (7,24). La alta frecuencia de
identificacién de este género en las dos muestras
de conjuntiva de cada sujeto corrobora que es
el principal constituyente de la microbiota resi-
dente en el ojo. S. epidermidis es la especie mds
prevalente en la superficie ocular, pero también
es la que ocasiona infecciones oculares con mds
regularidad (17). La bacteria ha desarrollado nue-
vas variantes al adquirir genes que le confieren
resistencia a los antibiéticos y la habilidad para
producir biopeliculas (25,26). En la conjuntiva
sana existe una alta prevalencia de S. epidermidis
formadoras de biopelicula (27), de alli la impor-

tancia de su identificacién en la microbiota ocular.

S. aureus, la especie patégena del género Sta-
phylococcus, es la bacteria predominante en la
mayoria de infecciones oculares (28); sin embargo,
se presenta con baja frecuencia (1,5a 14 %) en la
microbiota conjuntival (7,9,14), como se encontré
en el presente estudio (5 %). Moraxella lacunata
es un patégeno oportunista de piel y mucosas
que puede ocasionar infecciones invasivas en el
ojo; se considera un patégeno importante en la
generaciéon de conjuntivitis, queratitis, endoftal-
mitis y la principal causa de blefaritis en jévenes
(28,29); al igual que S. aureus, se ha reportado
con baja frecuencia en la conjuntiva sana, simi-
lar a nuestros resultados (2,8 %). Aunque se aislé
solo en dos sujetos, cabe destacar que en uno de
ellos ocurrié en las dos muestras, lo que indica
que forma parte de la microbiota residente en

este individuo.

S. intermedius, S. pasteuri, S. lentus 'y S. caprae,
cuatro especies aisladas del género Staphylococ-
cus, se asocian a la microbiota animal (cabras,
ovejas, gatos y bovinos) y a la contaminacién de
productos ldcteos; rara vez estas especies se ob-
tienen de muestras humanas (30,31). Otras dos
especies zoondticas identificadas en la conjuntiva
fueron Bordetella bronchiseptica (cerdos y perros)
y Paterella pneumotropica (ratas y ratones). La pre-
sencia de estas bacterias puede deberse, en parte,
a que el 55 % de los participantes eran estudiantes
de medicina veterinaria o a la convivencia con
mascotas (dato que no se analizé en este estu-
dio); sin embargo, estas bacterias se clasificaron
como flora transitoria, ya que solo se aislaron en
una muestra de cada sujeto. La convivencia con
animales y la actividad que desempenan los in-
dividuos incrementa la diversidad y la cantidad
del microbioma ambiental, que probablemente
incide en la comunidad de bacterias que forman

parte de la flora normal de piel y mucosas (32,33).

Através del sistema automatizado VITEK se identi-
ficé mayor diversidad en la microbiota conjuntival
que en los estudios que utilizan métodos microbio-
l6gicos convencionales: se registraron 29 especies
de bacterias, de las cuales solo diez se reportan
ampliamente en la literatura. Con sorpresa, se
hall6 que muchos de estos patégenos oportunistas
son usuales habitantes de la microbiota gastroin-
testinal —E. coli, Enterococcus faecium, Pantoea
agglomerans y Gemella bergeri— y el ambiente
(agua y suelo) —Acinetobacter (A. baumannii,
A. iwoffii y A. ursingii), Bacillus (B. cereus y B.
vallismortis), Sphingomonas paucimobilis, Aero-
monas salmonicida, Aerococcus viridans, Methylo-
bacterium aquaticum y Rhizobium radiobacter —.
Las bacterias de la microbiota intestinal se han
reportado con cierta frecuencia en la conjuntiva
humana, especialmente E. coli (8,14,34); el origen
de estas bacterias en la conjuntiva puede deberse
a autocontagio o malos hdbitos de higiene.

La importancia del ambiente en la interaccién y
constitucién del microbioma humano se observa

en su gran diversidad, reportada en la actualidad
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mediante técnicas moleculares. El concepto de
microbioma ntcleo y variable puede compararse
con el de flora residente y transitoria; este tltimo
depende en mayor medida de otros factores, co-
mo los ambientales (35). Las bacterias Bacillus,
Aeromonas, Sphingomona, Aerococcus, Methy-
lobacterium y Rhizobium, identificadas en esta
investigacion, se encuentran habitualmente en
el suelo, el agua, el aire y en ambientes indoor
(16,36); estos son patégenos oportunistas en indi-
viduos inmuno-comprometidos y su presencia en
la mayoria de los casos reportados es nosocomial.
Eistos géneros solo se han identificado en la mi-
crobiota humana con técnicas moleculares: en la
piel se han registrado Sphingomona, Aeromona y
Rhizobium (37) y en la conjuntiva, Bradyrhizo-
bium, Sphingomona y Methylobacterium (15).
Bacillus y Acinetobacter se han reportado en la
conjuntiva sana con baja frecuencia a través de
métodos microbiol6gicos convencionales (6). En
este estudio se identificé Acinetobacter en el 13 %
de los aislamientos; similar porcentaje solo ha
sido reportado por investigadores que usan téc-
nicas moleculares (15). Este género comprende
un conjunto de patégenos oportunistas, especial-
mente la A. baumanni, importantes en infeccio-
nes nocosomiales por presentar multirresistencia
antibidtica (38).

Con excepcién de Acinetobacter, todas las bacterias
de origen ambiental se clasificaron como microbio-
ta transitoria. La conjuntiva puede albergar cierta
cantidad de microrganismos que proceden de la
piel o del ambiente, pero el flujo lagrimal efecttia
un continuo barrido de las particulas que se de-
positan en la conjuntiva; asi mismo, las proteinas
como la inmunoglobulina A (IgA), las enzimas y los
péptidos antimicrobianos impiden la colonizacién
permanente de la mayoria de bacterias (39). En
consecuencia, estos microrganismos colonizan de
forma intermitente durante horas, dfas o semanas

y varfan de un ser humano a otro.

Los resultados de esta investigacién corroboran la
diversidad de la microbiota conjuntival, principal-

mente de la microbiota transitoria; no obstante,

son necesarios mds estudios para determinar cudl
es el papel de estos microrganismos en la salud
y enfermedad de la superficie ocular y cudl es su

susceptibilidad y resistencia a los antibiéticos.
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