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GLOSARIO

Aceite de arbol de té: Aceite esencial obtenido de las hojas del arbol Melaleuca
alternifolia, de la familia de las mirtaceas, usado por sus propiedades antibacterianas,

antifingicas y antivirales.

Blefaritis: Inflamacion de los parpados, a menudo debido a una infeccion.

Carcinoma: Tumor maligno formado por células epiteliales.

Chalazion: Es una masa no dolorosa en ¢l parpado causada por la obstruccion de una

glandula de Meibomio, la cual produce secreciones grasas.

Cdrnea: Membrana transparente y convexa que cubre la parte anterior del ojo.

Demodicosis: Infeccion causada por el acaro Demodex en la piel o los foliculos pilosos.

Distiquiasis: Crecimiento anomalo de pestafias adicionales en el borde del parpado, que

pueden rozar contra el ojo.

Foliculo: Cavidad en la que se encuentra una glandula o una estructura en el organismo.

Glandulas de Meibomio: Glandulas sebaceas ubicadas en el parpado que producen una

sustancia oleosa que forma parte de la pelicula lagrimal.

Huésped: Ser vivo que alberga a otro ser vivo, como un parasito o microorganismo.

Infestacion: Presencia de organismos parasitos en el organismo de un ser vivo.

Madarosis: Pérdida de las pestafias, a menudo asociada con enfermedades oculares.



Meibomitis: Inflamacion de las glandulas de Meibomio, que se encuentran en el

parpado y secretan una sustancia aceitosa.

Palpebral: Relativo al parpado.

Parasito: Organismo que vive a expensas de otro.

Pelicula lagrimal: Capa de lagrimas que recubre la superficie ocular.

Parpado: Piel que cubre y protege el ojo.

Periocular: Que esta alrededor del ojo.

Rosécea: Enfermedad cronica de la piel caracterizada por enrojecimiento facial.

Sindrome de Sjogren: Enfermedad autoinmune que afecta las glandulas exocrinas,

especialmente las lagrimales y salivales, causando sequedad en los ojos y la boca.

Superficie ocular: Capa externa del ojo, incluyendo la cornea y la conjuntiva.

Triquiasis: Crecimiento anomalo de las pestafias hacia el interior del ojo, lo que puede

provocar irritacion o dafio en la cérnea.

Gen: Elemento hereditario que transmite caracteristicas en los seres vivos.



RESUMEN

Se ha planteado como indicador la infestacién por Demodex folliculorum (DF) en diferentes enfermedades
de los parpados y la superficie ocular. El objetivo de la tesis doctoral ha sido evaluar la presencia y
densidad del acaro en el area interpalpebral mediante reaccién en cadena de polimerasa (PCR), en
comparacion con la microscopia éptica como método de referencia, para valorar la posible relacion entre
la presencia y densidad del parasito y la blefaritis. Método. Se analizaron 194 ojos (148 casos y 46
controles) de pacientes diagnosticados de blefaritis mediante examen periocular y palpebral (casos) y
pacientes similares en edad, sexo y region demografica sin patologia (controles). Evaluandose sintomas,
grado blefaritis y disfuncion de las glandulas de Meibomio. Excluyéndose a pacientes con cirugia ocular
previa (Gltimos 6 meses) y tratamiento con medicacion ocular tépica y/o sistémica (Gltimo mes) y los que
no firmaron consentimiento informado. Para la deteccion y cuantificacién de DF se utilizaron dos técnicas a
modo comparativo: conteo directo mediante microscopia Optica como método de referencia y
cuantificaciéon del ADN mediante PCR a tiempo real. Se realizd6 un estudio prospectivo unicéntrico e
intervencional en los pacientes con demodicosis confirmada. Ante la falta de normalidad de los datos para
su andlisis se emplearon pruebas estadisticas no paramétricas. Para evaluar la eficacia de los tratamientos
empleados y los cambios en la densidad de DF a lo largo del tiempo se realiz6 un andlisis longitudinal,
utilizandose la prueba de Wilcoxon con muestras pareadas para realizar comparaciones antes y después
del tratamiento en cada paciente; y Kruskal-Wallis para comparar la eficacia global de los diferentes
escalones terapéuticos. Asi como comparaciones por pares entre los escalones terapéuticos, utilizando la
prueba de la U de Mann-Whitney con el fin de identificar diferencias especificas entre cada uno de ellos.
Considerandose un nivel de significancia de p<0.05. Resultados. De los 148 ojos del grupo de casos, 52
tenian blefaritis anterior, 52 blefaritis mixta y 44 blefaritis posterior. En los casos la prevalencia de DF fue
del 40%, mientras que entre los controles del 10%, diferencia significativa (p<0.01 en ambos) mediante
la técnica de microscopia 6ptica. En relacion al nimero de copias de ADN, el grupo con patologia present6
una media significativamente mayor (11958.22; SD=27792.24) respecto al grupo sin patologia observable
(5461.68; SD=14964.22), con un estadistico de prueba de 4220.50 (p<0.001). Asimismo, la carga de DF
mediante microscopia fue notablemente mas alta en el grupo con patologia (media=1.10; SD=2.05) frente
al grupo sin patologia (media=0.15; SD=0.51), con un estadistico de prueba de 4385.00 (p<0.001). La
blefaritis mixta presenté los valores mas elevados tanto en numero de copias de ADN como en numero de
DF, seguida por la blefaritis anterior. Asi mismo, el nimero de copias de ADN segun la gravedad de la
blefaritis muestra valores crecientes desde los casos leves hasta los severos (p<0.001), pero la carga de
DF, aunque los valores también aumentan con la gravedad, las diferencias no alcanzaron significacion
estadistica (p=0.76). En los resultados obtenidos mediante PCR se observa una mayor densidad en
mujeres (p=0.013), no evidente mediante la técnica de visualizacion directa (p=0.743). El indice de
parasitacion es significativamente mayor en pacientes mayores de 59 afios, encontrando diferencias
significativas tanto en el nimero de copias de ADN como en el nimero DF observados por microscopia
(p<0.05 en ambos casos). En una segunda fase del estudio se analizaron 118 muestras oculares, antes y
después del tratamiento especifico frente al parasito, apreciando diferencias significativas en el nimero de
copias de ADN entre la primera y segunda visita (p<0.001). Sin embargo, no se encuentran estas
diferencias en el nimero de DF mediante microscopia (p=0.453). Es observable diferencias significativas
en el nimero de copias de ADN en los pacientes con gravedad moderada (p=0.006) y severa (p=0.044)
después de realizar el tratamiento. Conclusiones. La PCR cuantitativa en tiempo real se ha mostrado
mucho mas sensible que el método estandar de conteo mediante microscopia éptica para la deteccion y
cuantificacion de Demodex folliculorum. Se ha observado asociacion entre Demodex folliculorum y la
blefaritis mixta y anterior; asi como también con la gravedad de la blefaritis, existiendo mayor densidad en
la blefaritis moderada y grave. Los protocolos de tratamiento disminuyeron significativamente la densidad
de Demodex folliculorum en la blefaritis moderada y grave.

Palabras clave. Demodex folliculorum, Blefaritis, Reaccion en Cadena de la Polimerasa.



ABSTRACT

Infestation by Demodex folliculorum (DF) has been proposed as an indicator in various eyelid and ocular
surface diseases. The aim of the doctoral thesis was to evaluate the presence and density of the mite in
the interpalpebral area using polymerase chain reaction (PCR), compared to optical microscopy as the
reference method, to assess the potential relationship between the presence and density of the parasite
and blepharitis. Method. A total of 194 eyes (148 cases and 46 controls) from patients diagnosed with
blepharitis were analyzed through periocular and palpebral examination (cases), and similar patients in
terms of age, sex, and demographic region without pathology (controls). Symptoms, the degree of
blepharitis, and Meibomian gland dysfunction were evaluated. Patients with prior ocular surgery (within
the last 6 months), those treated with topical or systemic ocular medication (within the last month), and
those who did not sign the informed consent were excluded. Two techniques were used for the detection
and quantification of DF as a comparative approach: direct counting through optical microscopy as the
reference method, and DNA quantification via real-time PCR. A prospective, single-center, interventional
study was conducted in patients with confirmed demodicosis. Since the data did not follow a normal
distribution for analysis, non-parametric statistical tests were employed. To evaluate the efficacy of the
treatments used and changes in DF density over time, a longitudinal analysis was performed, using the
Wilcoxon paired-sample test for comparisons before and after treatment for each patient, and the Kruskal-
Wallis test to compare the overall efficacy of different therapeutic steps. Pairwise comparisons between
therapeutic steps were made using the Mann-Whitney U test to identify specific differences between each.
A significance level of p<0.05 was considered. Results. Of the 148 eyes in the case group, 52 had
anterior blepharitis, 52 had mixed blepharitis, and 44 had posterior blepharitis. In the case group, the
prevalence of DF was 40%, while in the control group, it was 10%, with a significant difference (p<0.01 in
both) using the optical microscopy technique. Regarding the number of DNA copies, the pathology group
showed a significantly higher mean (11958.22; SD=27792.24) compared to the group without observable
pathology (5461.68; SD=14964.22), with a test statistic of 4220.50 (p<0.001). Furthermore, the DF load
using microscopy was notably higher in the pathology group (mean=1.10; SD=2.05) compared to the
group without pathology (mean=0.15; SD=0.51), with a test statistic of 4385.00 (p<0.001). Mixed
blepharitis presented the highest values in both DNA copies and DF numbers, followed by anterior
blepharitis. Similarly, the number of DNA copies according to the severity of blepharitis showed increasing
values from mild to severe cases (p<0.001), but DF load, while also increasing with severity, did not show
statistical significance (p=0.76). The PCR results showed a higher density in women (p=0.013), which was
not evident using the direct visualization technique (p=0.743). The parasitization index was significantly
higher in patients over 59 years old, with significant differences both in the number of DNA copies and the
number of DF observed by microscopy (p<0.05 in both cases). In a second phase of the study, 118 ocular
samples were analyzed before and after specific treatment for the parasite, observing significant
differences in the number of DNA copies between the first and second visits (p<0.001). However, no
differences were found in the number of DF under microscopy (p=0.453). Significant differences were
observed in the number of DNA copies in patients with moderate (p=0.006) and severe (p=0.044) severity
after treatment. Conclusions. Real-time quantitative PCR proved to be much more sensitive than the
standard counting method using optical microscopy for the detection and quantification of Demodex
folliculorum. An association was observed between Demodex folliculorum and mixed and anterior
blepharitis, as well as with the severity of blepharitis, with higher density in moderate and severe cases.
Treatment protocols significantly decreased the density of Demodex folliculorum in moderate and severe
blepharitis.

Key words. Demodex folliculorum, Blepharitis, Polymerase Chain Reaction.



Capitulo I: Introduccion




1.1 Marco Teorico

1.1.1 Region palpebral
1.1.1.1 Anatomia

La region palpebral esta conformada por los parpados superior e inferior. Los
parpados tienen una longitud de unos 30 mm, uniéndose en el canto interno y externo.
En el canto externo el dngulo se apoya directamente sobre el globo ocular a diferencia
del canto interno donde el angulo queda separado del globo ocular por una pequefia area

llamada lacus lacrimalis, donde se encuentra la cartincula'.

Un concepto importante es la division de los parpados en una lamela anterior y
otra posterior. La lamela anterior del parpado engloba la piel y el musculo orbicular. La
lamela posterior se compone del tarso y la conjuntiva. En el borde palpebral puede
distinguirse una linea, mas marcada en algunas personas que en otras, que se conoce
como linea gris y que actuaria como linea divisoria entre las dos lamelas antes

mencionadas'?. (Fig.1.1.)



Figura 1.1 Imagen de lamelas anterior y posterior del parpado. Tomada de:

Nerad, Jeffrey A. Oculoplastic Surgery: The requisites in ophthalmology. 2001.

Hay diferencias sutiles al evaluar el parpado superior respecto al inferior. El
parpado superior se extiende desde el borde palpebral hasta el limite inferior de la ceja,
mientras que el parpado inferior no presenta una delimitacion tan clara con la mejilla. El
parpado superior descansa 1-2 mm por debajo del limbo superior mientras que el

inferior descansa a lo largo del limbo inferior'*.

Los parpados se insertan en los huesos de la orbita a través de los tendones
cantales medial y lateral. Los tendones se insertan a su vez en las placas tarsales
compuestas por tejido fibroso. Dentro de las placas tarsales se encuentran las glandulas

de Meibomio o glandulas sebaceas modificadas. Los foliculos de las pestafias por el



contrario se originan en la superficie anterior de la placa tarsal y salen del parpado por

el margen®>*.

Existen 3 o 4 hileras de pestaiias a lo largo del margen palpebral superior, y 1 o
2 hileras de pestafias en el margen palpebral inferior. Las pestafias se extienden desde el

lateral de los puntos lagrimales hasta el canto lateral®.

1.1.1.2 Mecanismos de proteccién del globo ocular

1.1.1.2.1 Parpados

Los globos oculares se encuentran cubiertos anteriormente por los parpados, los

cuales cumplen las siguientes funciones:

Eliminar el estimulo luminoso durante el cierre palpebral y evitar la

desecacion de la cornea.

- Las pestaias actian como sensores que inducen el cierre de los parpados a
modo de barrera contra cuerpos extrafios.

- Facilitar la distribucion de la lagrima por la superficie ocular mediante el
parpadeo y también limpiarla de impurezas mediante su accion de barrido*>.

- Efecto de aspiracion de la lagrima y bombeo a través de la via lagrimal

mediante el parpadeo.



1.1.1.2.2 Pelicula lagrimal

La pelicula de lagrima es el segundo mecanismo de defensa de la superficie del
globo ocular después de los parpados. Se caracteriza por estar compuesta por tres capas:

mucosa, acuosa y lipidica. (Fig.1.2.)

La pelicula lagrimal presenta un gradiente de concentracion de mucina, siendo
mas abundante en la porcidn interna, que se adhiere a la cornea y conjuntiva. Mientras
que en la porciéon mas externa la concentracion de mucina es menor y la pelicula queda

cubierta por lipidos que reducen la evaporacion lagrimal.

Figura 1.2. Esquema de la composicion de la pelicula lagrimal. Tomada de:
Pflugfelder SC, Stern ME. Biological functions of tear film. Exp Eye Res. 2020

Aug;197:108115.

Las mucinas que forman la capa mucosa se unen a las membranas celulares y
permiten fijar la pelicula lagrimal a la superficie ocular. Son secretadas por las células
caliciformes que se encuentran localizadas en la conjuntiva®’. La capa mucinosa de la
pelicula lagrimal atrapa cuerpos extrafios para ser eliminados posteriormente por el

drenaje de la via lagrimal.



Las glandulas lagrimales accesorias de Kraused y Wolfring se encargan de la
secrecion acuosa basal, en tanto que la secrecion lagrimal refleja y la mayoria de
proteinas de la lagrima se producen en la glandula lagrimal principal. Las proteinas de
la lagrima cumplen una funcién primordial en la defensa contra agentes microbianos’.

Ademas, contiene electrolitos y factores de crecimiento.

La pelicula lipidica de la pelicula lagrimal es producida casi en su totalidad por
las glandulas de Meibomio cuyos orificios se encuentran en el borde palpebral.

(Fig.1.3.)

La capa lipidica reduce la tension superficial en la interfaz aire - lagrima dando
como resultado que la pelicula lagrimal se extienda sobre la superficie ocular. Los
lipidos polares y no polares se encargan de impedir la evaporacion entre dos

parpadeos!'®-13.

A diferencia del componente acuoso de la pelicula lagrimal, que parece
acortarse poco después de un parpadeo, la capa lipidica parece ser continua sobre los
meniscos de lagrima y, de hecho, continia moviéndose sobre la superficie ocular

después del parpadeo.

La evaporacion de la lagrima entre parpadeos puede contribuir al ojo seco,
siendo la tasa de evaporacion lagrimal un indicador de la estabilidad de la capa lipidica
lagrimal con tasas mas altas de evaporacion lagrimal asociadas con un aumento de la

sequedad ocular y malestar!'416,



Figura 1.3. Orificios de glandulas de Meibomio bien demarcados en el borde
palpebral en paciente sometido a expresion terapéutica de tapones lipidicos. Tomada
de: Arita R, Fukuoka S. Non-pharmaceutical treatment options for meibomian gland

dysfunction. Clin Exp Optom. 2020 nov;103(6):742-755.



1.1.1.2.3 Factores quimicos y neurales
Factores hormonales en la produccion lagrimal

El mecanismo por el que se regula la secrecion de lagrima no esta aun bien
aclarado, pero existe una regulaciéon que depende de las hormonas sexuales. Se ha
informado que los niveles bajos de androgenos estan consistentemente asociados con el
ojo seco'’. En las glandulas de Meibomio y glandulas lagrimales se han identificado

receptores para hormonas esteroideas'®.

Los cambios biofisicos y bioquimicos en la pelicula lagrimal en mujeres
posmenopausicas se han investigado en algunos estudios. No obstante, las terapias

hormonales sustitutivas no siempre mejoran la secrecion lagrimal'®.

Los andrégenos act@ian sobre las células epiteliales acinares regulando la
actividad de las gldndulas de Meibomio y con ello la produccién de lipidos de la
pelicula lagrimal. Asimismo, son necesarios para el funcionamiento de las glandulas
lagrimales. Esto explica que pacientes sometidos a tratamientos antiandrogénicos
pueden presentar disfuncion de las glandulas de Meibomio palpebrales con reduccion

del tiempo de rotura lagrimal (BUT) y ojo seco?®?!.

Ademas, el descenso de niveles de androgenos que se produce con el incremento
de edad se correlaciona con una atrofia en las glandulas de Meibomio y alteracion de la

capa lipidica de la lagrima.



Regulacion neural en la produccion lagrimal

Se conoce menos de la inervacion sensorial de la conjuntiva y del margen del
parpado a diferencia de la cornea. En la conjuntiva, las terminaciones nerviosas libres
peptidérgicas se encuentran principalmente alrededor de los vasos sanguineos del
estroma, pero también se pueden encontrar en menor grado en el epitelio o alrededor de

los acinos de las glandulas de Meibomio y los foliculos linfaticos?>%3.

Los componentes de la pelicula lagrimal son producidos principalmente por las
glandulas lagrimales principales y accesorias, las glandulas de Meibomio y las células
caliciformes conjuntivales. La regulacion neural de la secrecion por cada uno de estos

tejidos es distinta.

Las glandulas lagrimales principal y accesorias, las células mucosas
conjuntivales y las glandulas de Meibomio tienen abundante inervacion incluyendo

fibras simpdticas, parasimpaticas y fibras sensoriales del trigémino?*.

La glandula lagrimal esté4 inervada principalmente por fibras parasimpaticas y en

menor medida simpaticas y sensoriales?.

Las glandulas de Meibomio palpebrales producen los principales componentes
lipidicos de las lagrimas. La secrecion se produce cuando las células acinares se rompen
y liberan su contenido en la luz del sistema de conductos (secrecion holocrina). No
existen estudios que examinen el papel de los nervios y sus neurotransmisores en la
regulacion de la secrecion holocrina de las glandulas de Meibomio. Sin embargo, se ha
demostrado la proximidad de las fibras nerviosas a las glandulas de Meibomio en una

amplia gama de especies animales incluyendo a los humanos®.



Regulacion neural del parpadeo

Las vias neuronales implicadas en el parpadeo reflejo son mas conocidas que las
del parpadeo espontaneo. El musculo orbicular actiia para cerrar el parpado superior
durante el parpadeo. La estimulacién de la superficie ocular surge en los nervios
sensoriales que se proyectan hacia las neuronas motoras del nervio facial (VII par

craneal) a través de las fibras sensoriales del trigémino (V par craneal)?®?’.

En el margen del parpado, la morfologia de las terminaciones nerviosas
sensoriales es mas diversa e incluye abundantes corpusculos de Meissner, terminaciones
de disco de Merkel y terminaciones nerviosas libres dérmicas e intraepiteliales?®.
Ademas, existen terminaciones nerviosas complejas lanceoladas, circulares de Ruffini,
Merkel y libres alrededor de las pestafias?®. Muchos de estos tipos de terminaciones
estan especializados para la deteccion de estimulos mecanicos de muy baja intensidad,
lo que explica por qué los valores del umbral mecanico en el borde palpebral son

similares o incluso inferiores a los de la cornea®.
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1.1.2 Blefaritis
1.1.2.1 Aspectos generales

La blefaritis es una inflamacién o infeccion del parpado incluyendo el margen
palpebral, dividiéndose este ltimo en una lamela anterior y otra posterior'*. Cuando se

afectan las estructuras adyacentes, conjuntiva y/o coérnea, pasa a denominarse

blefaroqueratoconjuntivitis; siendo esta afectacion frecuente.

La inflamacion o infeccion del borde del parpado es un hallazgo habitual en las

consultas de Oftalmologia y pueden observarse en el 38,9% de los pacientes que acuden

a las consultas de Oftalmologia general30.

Aunque este proceso inflamatorio puede ser agudo, con frecuencia causado por
agentes infecciosos, inmunitarios o alérgicos identificados, es mas habitual que curse de

manera cronica en pacientes con apenas sintomatologia o incluso asintomaticos.

1.1.2.2 Epidemiologia

A pesar de que la blefaritis es una de las patologias mas frecuentes en
Oftalmologia, atin existe insuficiente informacion epidemioldgica sobre su incidencia y
prevalencia. Esto puede deberse a que en la practica clinica existe una gran variabilidad
a la hora de catalogar la enfermedad y también en que los estudios publicados presentan

diferentes grupos de edad?!.

Los sintomas relacionados con la blefaritis son muy frecuentes y los pacientes de

menor edad pueden incluso referirlos en mayor medida que los mayores®¢. Del mismo
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modo, los Oftalmologos objetivan blefaritis en un 37% de los pacientes atendidos en

consulta y los Optometristas en un 47%?>.

La prevalencia también es diferente atendido a la clasificacion y etiologia de la
blefaritis. Los pacientes con blefaritis anterior estafilococica resultaron ser mas jovenes,
con una media de 40 afios, y mayoritariamente mujeres (80%)*’. Por otro lado, en la
blefaritis posterior o disfuncion de glandulas de Meibomio (DGM) la prevalencia varia
mucho segun la literatura consultada®®, siendo un hallazgo frecuente en la poblacion
anciana, predominantemente masculina y con diferencias raciales, siendo mas comun en

pacientes asiaticos que en caucésicos™.

Si analizamos las caracteristicas epidemiologicas de la DGM en la poblacion
general adulta de Espafia la prevalencia de DGM asintomatica es del 21,9 %, siendo
mayor con la edad y en varones; mientras que la prevalencia de DGM sintomatica es del

8,6 % y también aumenta con la edad, pero no se asocia con el sexo*.
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1.1.2.3 Clasificacion y etiopatogenia

Tradicionalmente se ha empleado una clasificacion anatomica para dividir a las
blefaritis segin la zona en la que predomine la afectacion del margen palpebral. Si
afecta principalmente a la lamela anterior del parpado se denomina blefaritis anterior,
concentrandose la inflamacion y/o infeccion por delante de la linea gris limitandose a la
piel del parpado, el borde libre de éste y las pestanas. Pueden objetivarse collaretes o

secreciones sebaceas*'*?. (Fig.1.4.)

Figura 1.4. Paciente con blefaritis anterior. Foto tomada por: el Dr. Juan
Iglesias Martin. Servicio de Oftalmologia. Hospital Universitario Juan Ramoén Jiménez.

Huelva.
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La blefaritis se denomina posterior cuando la inflamacion y/o infeccion afecta
principalmente a las glandulas de Meibomio y a la conjuntiva del tarso, con apenas

compromiso de la piel del parpado o de su borde libre*!*?. (Fig.1.5.)

Figura 1.5. Paciente con blefaritis posterior. Foto tomada por: el Dr. Juan
Iglesias Martin. Servicio de Oftalmologia. Hospital Universitario Juan Ramon Jiménez.

Huelva.

En el caso de que la blefaritis se localice tanto en la lamela anterior como la
posterior se denomina mixta. En este caso el comportamiento clinico de la blefaritis
posterior se equipara al problema dermatologico acompafiante junto con periodos de

empeoramiento y remision.
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Ademas de esta clasificacion anatdmica existen multiples clasificaciones para

describir la inflamacion crénica que afecta al borde palpebral y por extension a otras

estructuras adyacentes.

McCulley?’ realiza una clasificacion de las blefaritis cronicas en funcién de sus

caracteristicas clinicas dividiéndolas en tres categorias que afectan predominantemente

a la mitad anterior del parpado:

Blefaritis estafilocdcica que cursa con inflamacion de la lamela anterior con
eritema cutaneo, telangiectasias y collaretes alrededor de pestafias, costras e
incluso ulceraciones. Es mdas habitual en mujeres jovenes y se asocia con
infeccion por S. aureus (46%) y S. epidermidis (92%) en muestras
microbiologicas.

Blefaritis seborreica que puede asociarse con dermatitis seborreica en cuero
cabelludo y pliegues cutaneos (nasogenianos € inguinales), con escamas
grasientas en la lamela anterior del parpado. No tiene distribucion por sexo
pero afecta a personas de mayor edad que la estafilocdcica.

Blefaritis estafilococica y seborreica mixta con signos inflamatorios mas

llamativos y encontrandose mayor cantidad de S. aureus (80%).

A continuacion, el mismo McCulley®’ describe otras tres formas que afectarian

principalmente a la lamela posterior del parpado:

Blefaritis seborreica meibomiana donde existe dilatacion de los conductos de
las glandulas de Meibomio con secrecidon espumosa sobre el borde palpebral.
Blefaritis por inflamacion focal o generalizada de las glandulas de Meibomio
donde a diferencia de la anterior se produce una obstruccion de los

conductos terminales. Esta forma se asocia a rosacea y dermatitis seborreica.
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- Blefaritis asociada a dermatitis descamativas (dermatitis atopica y

psoriasica).

Un grupo de trabajo internacional promovido por la sociedad Tear Film and
Ocular Suface Society (TFOS)*® se ocupd de unificar las blefaritis seborreicas
meibomianas y por inflamacién focal o generalizada, siendo renombradas como

disfuncion de glandulas de Meibomio (DGM).

Esta DGM se define como una inflamacion crénica y difusa de las glandulas de
Meibomio donde se produce obstruccion de los conductos terminales, pero también
cambios en la cantidad y calidad de la propia secrecion que producen. De manera que
puede darse una hipersecrecion seborreica o bien una hiposecrecion segun el estado de

las glandulas.

En la practica clinica habitual es frecuente encontrar diferentes tipos de blefaritis
durante el seguimiento de un mismo paciente, con solapamiento de signos y sintomas.
Esto se debe a que existen multiples factores patogénicamente relacionados con esta

enfermedad:

- Infecciones por microorganismos: bacterias (S. aureus, Propionibacterium
acnes, Corynebacterium spp o Moraxella lacunata entre las mas destacadas),
virus (papiloma y Molluscum contagiosum), hongos y parasitos como acaros
del género Demodex**.

- Trastornos alérgicos o de hipersensibilidad (dermatitis atopica y de
contacto).

- Dermatitis seborreica y rosacea entre otros trastornos dermatolégicos.
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1.1.2.4 Manifestaciones clinicas

Los sintomas en las blefaritis son inespecificos respecto a otros tipos de
problemas oculares ya que puede aparecer lagrimeo, fotofobia, picor, quemazon,
irritacion y enrojecimiento tanto palpebral como ocular, incluso sin signos evidentes del

cuadro inflamatorio*?. Estos sintomas tan variables suelen ser bilaterales, aunque en

ocasiones asimétricos y los pacientes notan empeoramiento matutino debido al contacto
de los parpados con la superficie ocular durante el suefo, y a la ausencia del parpadeo

que provoca que se acumulen productos inflamatorios y lipidos en la pelicula lagrimal.

Una historia clinica detallada permite identificar los posibles factores de riesgo
que puedan estar ocasionando la cronificacion del problema y esto permitiria lograr un

abordaje integral del mismo™*.
Estos factores de riesgo pueden clasificarse en cuatro grupos**:

1. Factores socioecondmicos: raza asidtica, edad avanzada y bajo nivel
socioeconomico.

2. Factores oculares: 0jo seco y otras patologias inflamatorias oculares, cirugia
palpebral, uso crénico de lentes de contacto y colirios con conservantes y
cuadros infecciosos que incluyen la parasitosis por especies del género
Demodex.

3. Factores sistémicos: menopausia, déficit de androgenos, sindrome de
Sjogren, hipertension arterial, hipercolesterolemia, diabetes, hiperplasia de
prostata y enfermedades cutdneas (rosacea, dermatitis atdpica y psoriasis
principalmente).

4. Factores farmacologicos: terapia hormonal sustitutiva, antiandrogénicos,
antiprostaticos, antihistaminicos, antidepresivos y retinoides.
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Una exploracion palpebral mediante biomicroscopia con lampara de hendidura

permite evidenciar una serie de signos caracteristicos como son:
Alteracion de las pestafas:

La disminucién del ntimero de pestafias (madarosis), su acortamiento, fragilidad,
crecimiento aberrante (triquiasis y distiquiasis) y la presencia de escamas duras entorno

a las mismas conocidas como collaretes suelen ser signos de blefaritis cronica.

La asociacion de collaretes, enrojecimiento de conjuntiva con o sin reaccion
papilar e infiltrados en la periferia de la cornea es caracteristica de infeccion por

estafilococos, llegando a provocar opacidad corneal y vascularizacion periférica®.

En las blefaritis seborreicas ademas de hiperemia de la conjuntiva se asocian con
depositos lipidicos a modo de grumos entorno a las pestanas y las glandulas de
Meibomio suelen aumentar de tamafio por bloqueo de los orificios de salida provocando

la aparicion de orzuelos.
Alteracion del borde libre palpebral:

Se produce una congestion de los vasos sanguineos del borde libre de los
parpados por inflamacion de foliculos pilosos, glandulas de Zeiss, glandulas de Moll,

glandulas sudoriparas y de Meibomio.

En las blefaritis posteriores se observa una secrecion espesa de lipidos sobre los
orificios de las glandulas de Meibomio provocando inicialmente una secrecion
espumosa sobre el borde palpebral y la superficie ocular y posteriormente, conforme se
cronifica la enfermedad, aparece una queratinizacion del borde libre con estenosis de los

conductos glandulares.
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La blefaritis cronica ocasiona una hipertrofia del margen de los parpados con
cicatrices y granulomas conjuntivales junto con malposicion del parpado y de las

propias pestafias.

1.1.2.5 Secuelas

En las formas agudas se asocian orzuelos y chalazién que pueden dar lugar a un
defecto cosmético. La anomalia palpebral ocasionada por estos procesos suele ser
generalmente transitoria. Sin embargo, en casos graves puede inducir una distorsion

permanente del borde palpebral y en general del propio parpado.

En las blefaritis cronicas ademas de la deformacion palpebral se producen con

frecuencia anomalias en las pestafias.

En general las secuelas mas frecuentes son la distorsion del margen del parpado,
la presencia de conjuntivitis crénica y de ojo seco®. Estas secuelas son menos

47,48

frecuentes en pacientes jovenes siendo mas evidentes en pacientes mayores, sobre

todo en relacion con la rosicea y la dermatitis seborreica®>*.

1.1.2.6 Diagnostico

El diagnostico de blefaritis se basa habitualmente en la historia clinica del
paciente y en los hallazgos caracteristicos de la biomicroscopia con lampara de

hendidura.

42,49

Los sintomas de la blefaritis son bastante inespecificos y los pacientes

pueden referir sensacién de cuerpo extrafio, picor, ardor o sequedad ocular. Es habitual
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la presencia de enrojecimiento ocular, irritacion, quemazon, lagrimeo, vision borrosa o
fluctuante y en ocasiones fotofobia cuando existe afectacion corneal. Estos sintomas
empeoran por las mafianas y se intensifican con la exposicion al aire acondicionado, la
calefaccion y a las actividades que disminuyan la frecuencia de parpadeo como la
lectura. En pacientes con blefaritis cronicas pueden referir sintomas subjetivos graves e
incapacitantes mientras que los signos objetivos en la exploracion sean sutiles o apenas

apreciables si no se examinan adecuadamente**°.

La exploracion palpebral mediante biomicroscopia revela una serie de signos
como son la descamacion de la piel y el engrosamiento del borde libre con eritema y
telangiectasias. Es frecuente la formacion de costras en las pestanas, pérdida de las

pestafias y parpados pegados por la presencia de secreciones principalmente matutinas.

El diagnostico es por tanto esencialmente clinico, basado en la historia clinica y
en la exploracion mediante ldmpara de hendidura de los margenes de los parpados y del

comportamiento de la pelicula lagrimal.

No existen pruebas diagnosticas especificas de blefaritis excepto el empleo de
técnicas de imagen in vivo como la Meibografia, que ayuda al diagndstico de las
alteraciones de las glandulas de Meibomio mediante imagenes de la estructura acinar en
forma de racimos en el espesor del tarso de los parpados, empleando una luz infrarroja

que permite su analisis computarizado y revela datos de la integridad de las mismas>'.

Ademas, se han empleado en estudios de investigacion otras tecnologias como la
Tomografia de Coherencia Optica (OCT), Ultrasonido o la Microscopia Confocal®?;

aunque no se ha extendido su uso en la practica clinica a diferencia de la Meibografia.

Las pruebas clinicas clasicas solo proporcionan una evaluacion indirecta de la

funcion de las glandulas de Meibomio y de la secrecion de las mismas, pero tienen la
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ventaja de ser accesibles y de bajo coste. Pueden distinguirse principalmente cuatro

tipos>>:

Cuestionarios sintomaticos, inicialmente disenados para el ojo seco: tanto el
DEQ-5 como el OSDI pueden resultar tutiles para el diagnostico y
seguimiento de las blefaritis.

Evaluacién de la expresion palpebral: aporta datos de la calidad de la
secrecion de las glandulas de Meibomio segun sea clara (normal) o espesa a
modo de “pasta de dientes” (patologica); y también datos cuantitativos segun
el nimero de gldndulas que puedan o no excretar su contenido.

Tiempo de rotura de la pelicula lagrimal (BUT): empleando colorantes
vitales como la fluoresceina, rosa de Bengala o verde de lisamina que
permiten una valoracion cuantitativa del BUT, y por tanto la relaciéon que
existe entre la disfuncion de las glandulas de Meibomio y el ojo seco
evaporativo. Estas tinciones también nos permiten resaltar las areas de
afectacion corneal y conjuntival.

Test de Schirmer: es la prueba que permite medir la cantidad de lagrima
producida siendo un criterio diagnostico del sindrome de Sjogren y sindrome
de ojo seco en general incluso cuando la exploracion inicial no muestra datos
evidentes de patologia, especialmente en las blefaritis, que ayuda en el

diagnostico de 0jo seco evaporativo.

También han ido surgiendo diferentes técnicas diagndsticas usadas en el

diagnostico precoz del ojo seco que pueden resultar utiles como son la determinacion de

la altura del menisco lagrimal mediante interferometria o imagen de video™, y la

osmolaridad de la lagrima®.
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Los cultivos de los margenes cutaneos y de las glandulas de Meibomio de los
parpados pueden estar indicados en pacientes que tienen blefaritis anterior recidivante
con o sin inflamacidn severa y en pacientes que no responden al tratamiento instaurado.
Igualmente, la evaluacion microscopica de pestaias depiladas puede revelar la

existencia de acaros del género Demodex en caso de blefaritis cronicas>®!%2.

Siempre debe tenerse en cuentas la posibilidad de un carcinoma en pacientes con
blefaritis que no responden al tratamiento, especialmente en casos unilaterales, casos de
asimetria marcada, resistencia al tratamiento o bien lesiones focales recurrentes que no
responden al tratamiento®’. Ante la duda debe de remitirse la pieza de biopsia para su
estudio anatomopatoldgico para descartar la existencia de un carcinoma de glandulas

sebaceas o un carcinoma de las glandulas de Meibomio.

1.1.2.7 Tratamiento
1.1.2.7.1 Blefaritis anterior

La primera medida fundamental es la higiene palpebral, que incluye la
aplicacion de masaje, calor local y soluciones o geles jabonosos comerciales. El empleo
adecuado de estas medidas puede reducir el componente lipidico y bacteriano implicado

en la blefaritis3’38-8,

Habitualmente se aplica calor local mediante toallitas calientes planchadas o
impregnadas en agua caliente y posteriormente se procede al masaje del parpado en
sentido horizontal desde el canto interno hacia el lateral. Los exfoliantes palpebrales que
usan una dilucion de champll para bebes han sido la terapia méas ampliamente

59,60

aceptada™®’, pero estudios recientes demuestran la superioridad de preparados
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comerciales preferiblemente mediante toallitas especiales®!. Ademas, el champu para
bebés puede tener un efecto adverso sobre la funcion de las células caliciformes de la

conjuntiva®!,

La frecuencia de aplicacion de estas medidas puede variar en funcién de la
intensidad del proceso patoldgico, aunque se recomienda mantener la higiene palpebral
por la manana durante largos periodos de tiempo, incluso tras desaparecer los

sintomas®.

El tratamiento con antibioticos topicos ha demostrado proporcionar cierto alivio
sintomatico de las blefaritis y ha sido eficaz en disminuir las bacterias en el borde
palpebral en los casos de blefaritis anterior, aunque se desconoce el mecanismo exacto
por el que la flora microbiana interviene en el proceso. Se han empleado con éxito
practicamente todos los ungiientos oftalmicos disponibles, pero de entre ellos, los
macroélidos (eritromicina o azitromicina) parecen aportar la ventaja de afiadir un efecto
antiinflamatorio.®? La frecuencia y duracion del tratamiento dependera de la severidad
de la blefaritis y de la respuesta al tratamiento, pero por lo general no se recomienda la
prescripcion de pomadas o colirios antibioticos a largo plazo, aunque es un enfoque que

adoptan algunos facultativos.®?

Se puede utilizar un ciclo corto de corticoides topicos aplicados varias veces al
dia en casos de inflamacidon palpebral moderada o intensa, o en casos de queratitis
marginal o flicténulas®®. Una vez que se controla la inflamacion, los corticoides se
pueden disminuir de forma gradual hasta suspenderlos y luego utilizar de forma
intermitente para mantener al paciente clinicamente estable. Se debe utilizar la dosis
minima eficaz de corticoides y en la medida de lo posible evitar el tratamiento a largo

plazo®. Los pacientes deben ser advertidos de los potenciales efectos adversos de los
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corticoides, como son el riesgo de aumento de la presion intraocular y catarata. Estos
efectos adversos se pueden reducir utilizando corticoides de baja penetracion ocular
como la fluorometolona o hidrocortisona. Ademas, la aplicacion local de inhibidores de
calcineurina, como la Ciclosporina A o la pomada de Tacrolimus pueden aportar un

beneficio adicional en el control de los sintomas inflamatorios persistentes®%4,

1.1.2.7.2 Blefaritis posterior

En el apartado anterior se comentd que la limpieza de parpados es
particularmente 1til en los casos de blefaritis anterior, mientras que las compresas
calientes son muy utiles en la blefaritis posterior y en la DGM. El régimen terapéutico
optimo con frecuencia se realiza en funcion de la respuesta al tratamiento. El paso
inicial en el tratamiento es recomendar al paciente la utilizaciéon de compresas calientes

ademas de la higiene palpebral®.

A pesar de la eficacia demostrada de las compresas calientes en muchos estudios
clinicos, el cumplimiento es con frecuencia deficiente, debido al tiempo necesario y a la
dificultad que supone mantener la temperatura de la compresa durante un periodo
prolongado de tiempo. Ademds de las compresas caseras, ahora hay una amplia
variedad de dispositivos disponibles en el mercado para la gestion de las anomalias del
parpado que elevardn la temperatura del parpado durante un periodo de tiempo mas

prolongado®®7.

Como la DGM provoca la reduccion del grosor de la capa lipidica, puede ser
beneficioso reemplazar los lipidos por colirios lubricantes oculares o que contengan

lipidos®-°.
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Los suplementos dietéticos mediante acidos grados omega-3 de manera
prolongada pueden mejorar algunos signos asociados a las blefaritis posteriores, aunque

debe valorarse el balance riesgo-beneficio por su potencial efecto anticoagulante’.

Las tetraciclinas se usan para tratar la blefaritis cronica debido a sus efectos
antimicrobianos y antiinflamatorios, y varios estudios han descrito los efectos
beneficiosos de la minociclina y la doxiciclina’'’2. Sin embargo, hasta la fecha no
existen ensayos clinicos aleatorizados, controlados y con doble enmascaramiento que
demuestren la eficacia de los antibidticos sobre la higiene del parpado u otros

73,74

tratamientos Igualmente, debe tenerse en cuenta el impacto positivo de la

azitromicina sistémica en el tratamiento de la DGM, especialmente en personas que

sufren intolerancia u otros antibiticos sistémicos’>”’.

Ante la elevada proporcion de pacientes con una respuesta parcial o
insatisfactoria a los tratamientos tradicionales de la blefaritis, se han incorporado al
arsenal terapéutico algunas técnicas que persiguen mejorar la secrecion de las glandulas
sebaceas de los parpados o las alteraciones vasculares presentes. Existen diversos
métodos para el exprimido forzado de las glandulas de Meibomio sin la aplicacion de
calor’®”. Estos métodos incluyen el aislamiento del parpado para exprimirlo entre los
dedos del examinador y aplicar fuerza apretando los parpados uno contra el otro; o bien
utilizando un objeto rigido en la superficie interior del parpado y el pulgar, el dedo u
otro objeto rigido en el parpado exterior para aplicar fuerza’®®. Sin embargo, un factor
limitante en todos estos métodos es el dolor que experimenta el paciente, que solo se
alivia minimamente con anestésicos topicos. Por ello se han desarrollado dispositivos
comerciales que aplican, de forma controlada y mantenida en el tiempo, calor y presion

sobre los parpados.
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Asimismo, existen dispositivos de luz pulsada intenta (LPI) que han sido
empleados con éxito en diferentes afecciones dermatologicas, como la rosacea®!, que
emiten una radiacion filtrada capaz de reducir las telangiectasias patologicas asociadas a
la blefaritis, mejorar la secrecion sebacea y aliviar los sintomas asociados al ojo seco

evaporativo®>%3,

1.1.2.8 Blefaritis atipicas

Los pacientes que no respondan al tratamiento o que presenten una inflamacion
atipica del borde palpebral deben ser reevaluados cuidadosamente para descartar la
presencia de un tumor palpebral. La presencia de ciertas caracteristicas como una lesion
nodular, ulceracion, cicatrices, pérdida de pestafias, costras y descamacion de la dermis,
o noddulos conjuntivales amarillentos asociados a inflamacion pueden sugerir la

presencia de un tumor palpebral.

El carcinoma de células basales y el carcinoma de células escamosas son los
tumores malignos que con mas frecuencia afectan a los parpados, seguidos por el
melanoma y el carcinoma sebaceo®. El carcinoma sebaceo puede tener un origen
multicéntrico y debido a su extension pagetoide puede inducir una inflamacion
conjuntival grave. Este tipo de tumor suele ser dificil de diagnosticar y debe sospecharse
en pacientes de edad avanzada con chalazion de repeticion o con blefaritis y/o

conjuntivitis unilaterales cronicas que no responden al tratamiento®.

También hay que destacar los casos reportados de blefaritis como efecto
secundario de las terapias sistémicas, particularmente en el contexto de Ila
quimioterapia, con farmacos como bortezomib, cetuximab, inhibidores de TNFa y

dupilumab®®. Es crucial realizar un seguimiento regular y atento de los pacientes que se
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someten a estos tratamientos para establecer rapidamente una terapia de apoyo

adecuada.

Ademas, debe considerarse también la posibilidad de una infeccion por especies
del género Demodex en aquellos pacientes que no presenten mejoria clinica con los

tratamientos mencionados en el anterior capitulo.

1.1.3 Demodex Folliculorum
1.1.3.1 Perspectiva historica

Aunque los acaros del género Demodex se han asociado recientemente con la
blefaritis durante muchos afios se creia que eran inocuos. Henle fue el primer autor en

detectar especies del género Demodex en un caso de acné facial en 184186

. Sin embargo,
no fue hasta 1876 cuando se informa por primera vez del acaro del género Demodex
como una manifestacion ocular, cuando Michel detectd su presencia en el foliculo

piloso del parpado®®. Sin embargo, la importancia clinica de las especies del género

Demodex atin no era concluyente.

En 1900, Hunsche estudi6 las pestanas de 116 cadaveres e informd que, aunque
la incidencia de la infestacion por especies del género Demodex aumentaba con la edad,
el 4caro era esencialmente no patdgeno y que no resultaba dafiino; al mismo tiempo,
Raehlmann sugiri6 que el Demodex, aunque a veces asintomatico, podria provocar

conjuntivitis y dermatitis angular®®.

Hubo una confusion temprana sobre la patogénesis de acaros del género

Demodex y la blefaritis no estaba implicada en ese momento.
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En 1963, Akbulatova describié por primera vez a Demodex brevis como una

subespecie distinta al Demodex folliculorum, prefiriendo ambas un nicho diferente®’.

La asociacion con blefaritis fue establecida definitivamente por Coston®® en
1967, que describié la anatomia y fisiologia completa del acaro con imagenes del
microscopio Optico junto con hallazgos clinicos detallados. Es importante destacar que
sefialo que la blefaritis inducida por las especies Demodex no era una afeccion aislada y
podria presentarse como patologia cutanea, como rosacea, dermatitis perioral, e incluso
carcinoma basocelular. El estudio de Coston no fue aceptado por todos en la comunidad

cientifica oftalmoldgica.

1.1.3.2 Epidemiologia

La prevalencia de pacientes con blefaritis en los Estados Unidos se estima en
mas de 25 millones en un momento dado®. Sin embargo, es importante recordar que no
todos estos casos se asocian con acaros del género Demodex; Del mismo modo, el
Demodex sp. puede estar presente en individuos asintomaticos o personas que se quejan

de sequedad ocular.

Como resultado, los informes epidemioldgicos sobre blefaritis por el género
Demodex no han sido claros. En un estudio de 2018 en el que participaron mas de 500
personas el Demodex sp. se detectd en el 79,2% de los pacientes con blefaritis, pero
también en el 31,4% de los controles (P, 0,001)°°. En otro estudio de 229 pacientes con
sintomas de ojo seco se encontr6 Demodex sp. en el 40,2% de los pacientes’’. En
consecuencia, aunque estos parasitos son la infestacion mas comun en el subgrupo de
pacientes con blefaritis, sigue siendo bastante comun entre pacientes que padecen

sintomas de ojo seco y en la poblaciéon general'*?.
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Las personas de cualquier edad, sexo o raza pueden contraer blefaritis por
Demodex sp. Varios estudios han demostrado que la prevalencia y la carga de
infestacion por Demodex sp. aumenta notablemente con la edad, en pacientes con o sin

diagnostico de blefaritis®>*.

En los pacientes de edad avanzada, por lo general de 50 a 70 afos, se cree que
tienen un sistema inmunologico mas débil y una mayor fragilidad general de la piel,
permitiendo asi la penetracion del dcaro®. Sin embargo, la literatura es mixta cuando se
trata de sexo, con algunos estudios que muestran una prevalencia mas alta en mujeres,

mientras que otros reportan lo mismo en los hombres®**4>,

A pesar de estos informes contradictorios, es evidente que la infestacion por
Demodex sp es mas prevalente entre hombres y mujeres mayores. Esta observacion
puede ser estratificada para blefaritis anterior y posterior. En general la blefaritis
anterior es menos frecuente y los pacientes tienen mas probabilidades de ser mujeres y
més jovenes, en comparacion con aquellos que padezcan de blefaritis posterior®®. La

fisiopatologia subyacente detréas de esta diferencia no es bien entendida.

Demodex sp ha sido reportado en todo el mundo®” y se han identificado mas de
100 especies de estos acaros, de las cuales solo 2 (Demodex brevis y Demodex
folliculorum) han sido halladas en la piel de seres humanos. Sin embargo, la
secuenciacion del genoma mitocondrial sugiere que las 2 especies se comportan de
diferente manera en lo que respecta a la transmision, y como resultado, puede haber
variaciones geograficas. Demodex folliculorum tiende a residir en los foliculos pilosos
del parpado més cercanos a la superficie anterior de la piel, y por tanto se cree que es
mas contagioso, pasando de un huésped a otro con mayor frecuencia que su homoélogo

el Demodex brevis®®.
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Como resultado, Demodex folliculorum no presenta una diferencia geografica
clara entre huéspedes de paises como China, Espaiia o Estados Unidos, lo que podria
explicarse por la fuerte globalizacion de la era moderna®. Por otro lado, Demodex
brevis muestra bastante variacidn genética consistente entre huéspedes de origen
europeo y ascendencia asidtica, posiblemente debido a una mayor dificultad de
transmision. En cualquier caso, es importante tener en cuenta la infestacion por

Demodex sp. es independiente de la raza.

1.1.3.3 Clasificacion y ciclo de vida

Demodex brevis (DB) y Demodex folliculorum (DF) son ectoparasitos que
comparten el phylum Arthropoda, pero existen caracteristicas bien documentadas que

hacen que estas especies sean distintas.

Los 4caros adultos de DB son ligeramente mads cortos, aproximadamente 0,15 a
0,2 mm de longitud, mientras que los organismos DF tienden a crecer hasta 0,3-0,4
mm!%. En particular los 4caros difieren en su nicho preferido en el cuerpo. A pesar de
que ambos pueden tener manifestaciones oculares el DB tiene una distribucion mas
amplia en el cuerpo porque se encuentra mas comunmente en otros lugares como en el

cuello y el pecho'®!.

Los Demodex sp. son los ectoparasitos mas habituales del cuerpo humano y se
encuentran comunmente en individuos mayores de 40 afios y practicamente universales

después de los 45 afios!?%1%3,
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Curiosamente, los Demodex sp. no tienen aparato excretor, y de ahi su corta vida
util, de manera que al regurgitar material fecal después de la muerte pueden ocasionar

un estimulo inflamatorio en el huésped'®.

En la presentacion ocular, el DF se encuentra mas tipicamente en la base de las
pestafias, en el canal superior de una unidad pilosebacea, alimentandose de células de la
piel y de sebo. El DB tiende a infiltrarse mas profundamente en las glandulas sebaceas y
de Meibomio, alimentandose de células epiteliales glandulares para su supervivencia, lo

que se cree que contribuye a la formacién de chalazion!%%-106-203.206

Los Demodex sp. se reproducen a través de fertilizacion interna y muestran un
ciclo de vida de 14 a 18 dias desde la fase de huevo a larva!®. El apareamiento se
produce en la apertura del foliculo y los huevos se liberan en el cabello cercano a los
foliculos o glandulas sebaceas donde eclosionan en unas 100 horas'®. Debido a la
limitada esperanza de vida de los acaros adultos, de aproximadamente 3 semanas, el
apareamiento frecuente es critico para la propagacion efectiva de la progenie de los

Demodex sp.

1.1.3.4 Patogenia

El papel patogénico del parésito en oftalmologia ha sido debatido durante
muchos afos, existiendo antecedentes de enfermedades oftalmoldgicas en los cuales se
han encontrado cantidades importantes de estos dcaros como la rosacea ocular y la

blefaritis cronica!?>19°,

Los factores predisponentes para la infestacion por Demodex sp. han sido

descritos y discutidos ampliamente, como son la edad, el déficit de higiene ocular, el
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uso de gafas, la exposicion a la luz solar, el estrés, la rosacea, la diabetes mellitus, la
deficiencia inmunoldgica e incluso en pacientes que reciben tratamiento para la

insuficiencia renal y leucemia, entre otros!?7:198:109,

Las manifestaciones clinicas estan directamente relacionadas con el grado de
infestacion, de manera que una cantidad de 5 &caros por foliculo piloso puede ser
interpretado como un estado parasitario considerable!!’. Sin embargo, algunos autores
sugieren que este acaro podria ser beneficioso para el ser humano mientras que el
ambiente del huésped no facilite su excesiva proliferacion'!!. Incluso se ha sugerido que
la presencia del parasito controlaria la actividad bacteriana sirviendo como defensa
hacia otras especies de acaros''?. Esto se debe a que el Demodex sp. suele ser

90

considerado un comensal de la piel humana™, aunque hoy en dia sigue siendo tema de

debate.

El mecanismo de transmision es por medio del contacto directo de la piel
infestada con el acaro en etapa larval o etapa adulta, asi como también por contacto con
toallas, ropa de cama y polvo que contengan el acaro en etapa oval'?’. El traspaso del
acaro de un individuo a otro no necesariamente generard la enfermedad, pudiendo
ocurrir mas frecuentemente en el caso de una deficiencia inmune''®. La enfermedad

ocasionada por ambos parasitos recibe el nombre de demodicosis.

Demodex y blefaritis anterior

DF encuentra su habitat principal en la base del foliculo de las pestafias

106,114

causando dafio mecdnico directo al hacerlo Estas abrasiones epiteliales

microscopicas pueden causar hiperplasia e hiperqueratinizacion reactiva!'*!'>.  Los
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acaros ponen sus huevos en la base de las pestafias lo que provoca una distension

folicular y pestafias mal dirigidas (distiquiasis)''¢. (Fig.1.6.)

Como estos acaros no tienen oOrganos excretores el material no digerido es
regurgitado y se combina con estas células epiteliales, queratina, y huevos para formar
la mayor parte de los depositos cilindricos de las pestafas, que resulta patognomonico
de la infestacion por Demodex sp'!>!'®. Estos depositos a su vez contienen proteasas y

lipasas que causan sintomas de irritacion palpebral'!?

. De hecho, de todos los sintomas
oculares investigados, el unico sintoma que se correlaciond directamente con Demodex

sp fue la irritacion de los parpados.

Figura 1.6. Ejemplar adulto de DF. Foto tomada por: el Dr. Alberto Tenorio

Abreu. Servicio de Microbiologia. Hospital Universitario Juan Ramon Jiménez. Huelva.

Los estafilococos y estreptococos de la superficie de los dcaros estan

directamente implicados en la blefaritis microbiana, tanto anterior como posterior!'®.
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Ademas, las bacterias alojadas en el interior de los acaros (Bacillus oleronius) también
han demostrado que activan el sistema inmunoldgico del huésped!?®!121% Incluso en su
muerte, los acaros pueden provocar una respuesta inflamatoria mediante la liberacion de
una serie de antigenos bacterianos que desencadenan la cascada inflamatoria del

huésped.

Por ultimo, se cree que los residuos liberados por los acaros causan una
respuesta inmunitaria de hipersensibilidad retardada que esta respaldada por un aumento
en el nimero de Células T CD4+, macrofagos y células de Langerhans solo en sujetos
con un hallazgo positivo de DF'%¢!2!17 T a medicion de estas respuestas inflamatorias

del huésped puede ser una valiosa prueba no invasiva para Demodex sp.

Demodex y blefaritis posterior

El DB se ha relacionado con la DGM sintomatica, en parte debido a su
predisposicion a invadir la glandula de Meibomio, donde causa una obstruccion
mecanica primaria de su orificio!#197:199202.204 Ep consecuencia, se ha encontrado que

la gravedad de la DGM se correlaciona con la demodicosis por DB y no por DF!1$197,

El acumulo de los excrementos del parasito contribuye atin mas a este bloqueo y
A4 4 : 4 119,199,202,204
también puede provocar una reaccion mediada por células' 77" Este bloqueo

conduce al relleno, hinchazén y agrandamiento de la glandula.

Se ha planteado la hipdtesis de que actia como un cuerpo extrafio, causando una

reaccién granulomatosa localizada!2%293-204,

Este granuloma puede desarrollar un
chalazion, que se sospecha que es causado por una respuesta del huésped a cuerpo

extrafio. Esta hipotesis se ve confirmada por la evidencia del 4caro DB en el centro de
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granulomas meibomianos como chalazion y una alta correlacion entre la prevalencia de
DB y el chalazion!0®116203.204206 "En ypn estudio reciente el DB también tendia a
asociarse con una mayor tasa de recurrencia de chalazion después de su extirpacion

quirtrgica'?!.

Demodex e inflamacion de la superficie ocular

La inflamacion del borde del parpado puede extenderse y causar inflamacion de
la conjuntiva, lo que da lugar a una blefaroconjuntivitis. Esto parece ser cierto no solo
para los adultos sino también para los nifios, a pesar de que normalmente se piensa que
estan excluidos de la infestacion por Demodex sp. Pacientes pediatricos con
blefaroconjuntivitis recalcitrantes que no se resuelven con un tratamiento convencional

pueden responder después de un ciclo corto de aceite de arbol de t&!222%,

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus son los principales
patogenos en la blefaroconjuntivitis pediatrica, y como ha como se ha mencionado, los

4caros del género Demodex pueden ser un vector de estas bacterias en el 0jo!96:196.205,

Kheirkhah et al. fueron los primeros en informar sobre los cambios inducidos
por Demodex sp. en la cornea'?®. La inflamacién por una blefaritis anterior y posterior
puede afectar a la coérnea causando queratopatia punteada superficial,
neovascularizacion, infiltracion estromal y marginal, lesiones flictenulares, opacidades,

cicatrices nodulares, limbitis, e incluso la perforacion'?!"123,

Por tanto, se aconseja realizar un cribado de Demodex sp. en aquellas queratitis

refractarias de causa desconocida en pacientes con o sin blefaritis evidente!?*!%,
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Demodex y comorbilidades

El acaro se ha implicado no solo en la rosacea facial sino también en casos de
rosacea ocular!%:19:123 De hecho, la correlacion entre Demodex sp. y la gravedad de la

rosacea ocular también se ha demostrado!°.

La infestacion por estos parasitos no se limita a los margenes de los parpados,
pestanas y glandulas de Meibomio. La literatura dermatologica sugiere que Demodex
sp. también puede estar asociado con una multitud de afecciones de la piel, como los

carcinomas de células basales y sebaceas!9%:125:126,

1.1.3.5 Diagnostico

El diagnéstico clinico de la blefaritis por Demodex sp. cominmente se basa en
los signos mas que en los sintomas, ya que los sintomas de la demodicosis coinciden
con otras afecciones del segmento anterior del ojo, incluyendo la blefaritis anterior y
posterior, 0jo seco evaporativo y no evaporativo, asi como procesos inflamatorios de la
superficie ocular. Los pacientes pueden quejarse de picazon, ardor, sensacion de cuerpo
extrafio, pestafias enmarafiadas o con costras, lagrimeo, vision borrosa, molestias o
irritacion ocular, entre otros!%!2!. El sintoma mas comtn que sugiere Demodex sp. es la

picazon, especialmente por la noche, cuando los dcaros tienden a ser mas activos.

Los criterios actuales para el diagnostico de la blefaritis por Demodex sp. son
complejos. En primer lugar, un fuerte indice clinico de sospecha debe desarrollarse a
partir de los antecedentes cuando una blefaritis, conjuntivitis o queratitis en adultos, o

bien una blefaroconjuntivitis o chalazion en los nifios, son resistentes al tratamiento
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estandar, especialmente a corticoides!?%29>2%_ La triquiasis puede ser secundaria a la

infestacion por el acaro y sugiere una evaluacion adicional.

Clinicamente, el signo mas importante es el cilindrico de caspa en la base de las

pestafias en el examen con lampara de hendidura'®*

. Los estudios han demostrado que si
clinicamente es evidente esta caspa cilindrica entre el 50% y el 90% de los pacientes

tendran Demodex sp!''>. (Fig.1.7.)

Figura 1.7. Cilindros de caspa (collaretes) en pestafias de paciente con
demodicosis. Foto tomada por: el Dr. Juan Iglesias Martin. Servicio de Oftalmologia.

Hospital Universitario Juan Ramoén Jiménez. Huelva.

Un diagndstico definitivo de la infestacion por el dcaro se realiza mediante el
muestreo de pestafias y su posterior examen con un microscopio optico'?!. El muestreo
estandar definido por Coston recomienda la depilacion de 4 pestafias donde se evidencia
el cilindro de caspa en su base'?’. Sin embargo, es importante tener en cuenta las
limitaciones de este muestreo, ya que la caspa cilindrica y el Demodex sp. no siempre se

37



retiran por completo durante la depilacion; por lo tanto, debe tenerse cuidado para no
dafiar el foliculo de las pestafias al retirarlo y deben analizarse varias muestras para
confirmar el diagnostico. Si los acaros son extraidos con éxito son visibles a la luz del

microscopio y se puede realizar su contaje.

Por tultimo, la microscopia confocal in vivo (IVCM) ha surgido como una
técnica eficaz y no invasiva para evaluar el Demodex sp., especialmente si el muestreo
de pestaias no es concluyente o no es realizable. Ademas, la IVCM proporciona una
informacion adicional que la microscopia optica no puede, como la evaluacién de la
disfuncion glandular, la inflamacién periglandular y los infiltrados conjuntivales!?193,
La IVCM genera imagenes in vivo a diferentes profundidades, que permite eliminar el
proceso de extraccion manual y la seccion de especimenes, permitiendo una
visualizacién mas realista'?>!®>. Aunque el resultado final es que no hay diferencia

estadisticamente significativa para la identificacion del 4caro entre la utilizacion de

estos dos métodos de microscopia'?®.

Después de la toma de muestras, la pregunta sigue siendo qué nimero de acaros
representan la infestacion normal frente a un sobrecrecimiento patoldgico, o qué
cantidad de acaros se requiere para provocar los sintomas. Se necesita mas investigacion

en estas areas.

1.1.3.6 Tratamiento

Uno de los objetivos principales en el tratamiento del Demodex sp. es reducir la
sobrepoblacion de parasitos en los parpados y las pestafias proporcionando un entorno

mas saludable para la superficie ocular que disminuya la inflamacion.
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Mientras que la terapia para la blefaritis tradicional incluye compresas tibias y
combinaciones de antibioticos y esteroides, estas terapias no erradican el Demodex sp.,

y a menudo son un condicionante para que persista'’.

Los pacientes deben entender que la higiene de los parpados a largo plazo es
necesaria al tratarse de una enfermedad cronica que requiere terapia también cronica. Al
tratar el Demodex sp. el objetivo principal es reducir el nimero de estos acaros, ya que
toda la poblacion de dcaros no puede ser completamente eliminada'?”!*127 Existen una
serie de opciones de tratamiento para pacientes con Demodex sp. y su seleccion se basa

en la gravedad de la afeccion.

El agente terapéutico mas eficaz y comunmente utilizado es el aceite de arbol de
té (TTO), siendo la opcion de tratamiento preferido en la consulta y en el hogar del
paciente frente al Demodex sp.!27-132:133.193 'Qe ha demostrado que una concentracion tan
baja de TTO como del 5% cuando se aplica en los parpados dos veces al dia y hasta un
50% cuando se aplica una vez a la semana son eficaces para reducir la infestacién de
Demodex sp. cuando se aplican sobre los parpados y la base del foliculo de las

pestafias!3133,

El objetivo de la aplicacion de la solucion del TTO al 50% es estimular la
migracion de los 4caros fuera del foliculo de las pestafias. A esto le sigue una limpieza
diaria de parpados con toallitas comerciales que contienen TTO al 5% para prevenir la

replicacion del 4caro en la superficie de la piel'?”-!34,

A los pacientes se les instruye para limpiar los parpados y las pestaias, asi como
untar el limpiador de parpados en las raices de las pestafias del borde superior e inferior

121,135

de los parpados . Las toallitas limpiadoras deben  darse con una cobertura

completa en la base de las pestafias para que sean efectivas y los dcaros no puedan para
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poner huevos e incubar mas acaros del género Demodex!3*. También se les indica que
usen las toallitas en la frente, cejas y mejillas, ya que los acaros viven en todas esas

8',1'6215132’136.

La ivermectina y el metronidazol en administracion oral se han estudiado de
manera extensa, tanto de forma independiente como en terapia combinada, para la
blefaritis por Demodex sp. resistente al tratamiento con TTO. Sin embargo, multiples
revisiones sistematicas indican que estos agentes no son los preferidos debido a su

137,138,201 Esta tasa

amplio espectro de efectos adversos y su alta tasa de recaidas
alarmantemente alta de recaidas y de potenciales efectos secundarios pone a la
ivermectina y el metronidazol detras del TTO topico como tratamiento de segunda linea
para la blefaritis por Demodex sp., ya que el TTO ofrece mejores resultados

clinicos!'?3201,

No obstante, también se ha demostrado que no existe una Unica opcion de
tratamiento que erradique al Demodex sp. después de 4 semanas de terapia, destacando

la naturaleza crénica de la afeccion y la necesidad de terapia a largo plazo'*®. (Fig.1.8.)
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Figura 1.8. Demodex moribundos en pestanas tras realizar tratamiento con TTO.
Foto tomada por: el Dr. Alberto Tenorio Abreu. Servicio de Microbiologia. Hospital

Universitario Juan Ramon Jiménez. Huelva.

1.2 Antecedentes y Justificacion

La blefaritis se define como una inflamacion de los parpados y es una de las
enfermedades oculares mas comunes que afecta tanto a nifios como a adultos’®!*. La
blefaritis se puede clasificar de diferentes maneras. En primer lugar, se puede
categorizar segun el proceso de la enfermedad como aguda o cronica. La blefaritis
aguda puede ser de etiologia bacteriana, viral o parasitaria pero la forma mas comun es

la blefaritis cronica.

McCulley?” clasifico la blefaritis cronica en seis categorias: estafilococica,
seborreica, seborreica con sobreinfeccion estafilococica, seborreica con seborrea
meibomiana, seborreica con meibomitis secundaria y la meibomitis primaria.

Actualmente se utiliza la siguiente clasificacion: estafilocdcica (principalmente por S.
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aureus), disfuncion de las glandulas seborreicas y la DGM'8. Por otra parte, otros
autores utilizan una clasificacion segun la ubicacion anatomica, siendo anterior si la
inflamacién afecta principalmente a la base de las pestafias (estafilocdcica y seborreica),
posterior si afecta el margen del parpado posterior (seccion de parpado que entra en
contacto con la cornea y la conjuntiva bulbar), y la blefaritis marginal que incluye tanto
la parte anterior como la posterior del parpado'’. La DGM afecta principalmente a las
glandulas sebaceas ubicadas en el parpado posterior y por tanto se incluye como un

subconjunto de la blefaritis posterior.

En Estados Unidos se estima que entre el 37 y 47% de los pacientes atendidos en

las consultas de Oftalmologia presentan signos de blefaritis>¢4,

La blefaritis frecuentemente altera la superficie ocular provocando conjuntivitis,
eritema conjuntival, una deficiente funcion lagrimal y queratitis. También puede
exacerbar los sintomas de enfermedades coexistentes de la superficie ocular incluidas

las alérgicas, las conjuntivitis y deficiencia de la capa acuosa de la lagrima’®+,

La naturaleza cronica de la blefaritis, su etiologia incierta y la frecuente
coexistencia con otras enfermedades de la superficie ocular constituyen un desafio en el
manejo de los pacientes afectados**. Sin un tratamiento definitivo su manejo incluye la
aplicacion de compresas tibias, higiene de parpados, antibioticos topicos y orales junto
con agentes antiinflamatorios**. Aunque estas estrategias terapéuticas pueden abordar
los sintomas y los factores contribuyentes a la blefaritis no siempre actlian sobre la

causa principal.
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La presencia del acaro Demodex sp. en los tejidos del parpado fue informada por
primera vez en 1876 y su asociacion con la blefaritis se estableci6 en 1967; sin
embargo, no ha sido hasta estos ultimos 5 afos cuando el numero de articulos

publicados sobre la blefaritis por Demodex sp. ha aumentado drasticamente!*3,

Desde hace tiempo se acepta que la prevalencia de Demodex sp. aumenta con la
edad y afecta a mas del 80% de las personas mayores de 60 afios y el 100% de los

mayores de 70 afios'®’.

Entre los mas jovenes, en poblaciones universitarias, la prevalencia de Demodex

sp. ha sido considerada como consistentemente baja, entre 2% y 27%!°%-152,

Los investigadores que han estudiado poblaciones de pacientes con signos y
sintomas de blefaritis encuentran altas tasas de infestacion, con una prevalencia que
oscila entre el 29% y el 90%'%. Los ultimos estudios indican que los 4caros del género

Demodex se encuentran presentes en mas del 60% de los pacientes con blefaritis!*13%

157

Recientemente se han encontrado tasas similares de blefaritis por Demodex sp.
en pacientes de todas las edades!>. Ademas, mas del 60% de pacientes con diagnostico
de blefaritis presentan collaretes en la base de las pestafias, que son el signo
patognomonico de infestacion por Demodex sp.!*®. Del mismo modo, mas del 60% de
pacientes con blefaritis presentan Demodex sp. basandose en el diagnostico por la

depilacion de pestafias'>"*.

La blefaritis por Demodex sp. tiene la misma prevalencia en ambos sexos!>*158,

La tasa de infestacion también es similar, independientemente del origen étnico, con un
72% de pacientes blancos, un 65% de pacientes negros y un 69% de pacientes

hispanos!'®’.
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La blefaritis previa, la rosacea, la diabetes y la edad avanzada son factores de

121

riesgo para la blefaritis por Demodex sp.''. Otros factores que pueden predisponer a

padecer demodicosis incluyen la inmunosupresion local o sistémica, el estrés, el

consumo excesivo de alcohol, y una mayor exposicion al sol y al tabaco!!%121:160,

Los collaretes son excreciones exudativas solidificadas que forman un cilindro a
modo de collar alrededor de la base del foliculo de las pestafias y son considerados un
signo patognomonico de blefaritis por Demodex sp.!*®. No sélo la presencia de
collaretes es indicativa de Demodex sp.*®, pero encontrar un alto nimero de éstos se ha

asociado con una infestacion mas grave!!>160-162,

Estos collareres pueden ser facilmente identificados en la lampara de hendidura
indicando a los pacientes que miren hacia abajo o cierren los parpados, de modo que
haya una vision clara de la base del margen de las pestafias superiores!!>121:158163 'Se ha
demostrado que todos los ojos con collaretes son positivos para Demodex sp.

5

identificados por microscopia'’> o bien por prueba genética mediante reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) para el ADN del 4caro'>®.

Una muestra de pestaias depiladas vista bajo un microscopio puede permitir una
mayor confirmacion de la presencia de Demodex sp. Sin embargo, no existe un método
universalmente aceptado para tomar muestras de las pestafias y cuantificar la densidad

de los 4caros del género Demodex, y realizar comparaciones precisas resulta dificil'®*

Se han encontraron resultados casi idénticos en las tasas de demodicosis,
independientemente de si los investigadores definieron demodicosis por la presencia de

collaretes'® o por la depilacion de pestafias con el recuento de 4caros'’.

Fuera de los ensayos clinicos, la depilacion de pestafias y la microscopia puede

ser poco practica, y la presencia de collaretes en la lampara de hendidura puede ser el
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inico diagnostico indicador de Demodex sp. Ademas, Zhang et al.!> recientemente
concluyeron que la identificacion positiva de collaretes, con la manipulacion de
pestafias en la ldmpara de hendidura (sin depilacion), puede ser el método mas adecuado
para ¢l diagnéstico de Demodex sp. en entornos clinicos y que los collaretes por si solos

deberian alertar al médico de la alta probabilidad de demodicosis ocular.

Las anomalias de las pestafias son otro signo clinico importante de blefaritis por

Demodex sp. La triquiasis, o direccion anomala de las pestaiias es comun.!'>!% La

112,166

madarosis o pérdida de pestafias se produce en casos mas avanzados y es

1.1%7 encontraron una odds

predictivo de blefaritis por Demodex sp. Sedzikowska et a
ratio de 4,30 de que los pacientes que presentaban pérdida de pestafias tendrian

Demodex sp.

Dado que el objetivo de las pestafias es proteger la superficie ocular, el dafo
folicular inducido por el acaro dando lugar a una mala direccion o pérdida de las
mismas puede hacer que los pacientes con blefaritis sean mas sintomaticos e impactar
mas negativamente sobre la salud de la superficie ocular.!>® También son frecuentes el
eritema y las telangiectasias del borde del parpado observadas en la blefaritis por
Demodex sp.!0168:169 v pueden contribuir a la percepcion por los pacientes de una

apariencia cosmética negativa,!¢%-207208

La carga de sintomas y los efectos psicosociales en pacientes con blefaritis por
infestacion confirmada por acaros del género Demodex presenta un verdadero problema
de salud'®2%72%  Aproximadamente un tercio de los pacientes acuden a multiples
visitas médicas para resolver sus sintomas, y mas de la mitad refieren suftrir sintomas

frecuentemente o de forma permanente'®. Alrededor de la mitad de los pacientes
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experimentan sintomas durante al menos cuatro afios, y mas de la mitad de los pacientes

que experimentan sintomas no son correctamente diagnosticados'®’.

Los pacientes que padecen blefaritis cronica refieren cierto impacto negativo en
sus vidas diarias, como molestias en la conduccion nocturna, cansancio en la rutina de
higiene diaria. e intolerancia en el porte de lentes de contacto; y ademas, en mujeres la
dificultad en el uso de maquillaje o pestafias artificiales!¢*2°72% Por otra parte, los

pacientes con blefaritis presentan mayor riesgo de ansiedad y depresion!’%-207-208,

La blefaritis por acaros del género Demodex es comun en la poblacion en edad
de someterse a cirugia de cataratas, donde casi la mitad presentan infestacion y se asocia

a OjO sec0171’158’192.

Una superficie ocular sana es fundamental para el calculo exitoso de la potencia
de la lente intraocular (LIO) a implantar, unos buenos resultados visuales y la
satisfaccion después de una cirugia de catarata o una cirugia refractiva, por lo que es
importante evaluar a los pacientes en el preoperatorio para descartar enfermedades de la

superficie ocular y parpados, incluyendo la blefaritis por Demodex sp.

La blefaritis por Demodex sp. puede ser una enfermedad cronica lo que requiere
una gestion adecuada a largo plazo®®’. Si no se trata puede provocar complicaciones

corneales, algunas graves, como neovascularizacion, ulceracion e incluso perforacion.!’?

Es probable que la blefaritis por Demodex sp. suponga una importante carga de
salud publica adicional infradiagnosticada®’’. Se necesitan estudios para evaluar con

precision su impacto socioeconémico®?’.

Los acaros del género Demodex pueden detectarse mediante un examen de

raspado de la piel, una biopsia estdndar de la superficie de la piel, una extraccion con
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cinta adhesiva y por métodos de exprimicion'’®. Sin embargo, la demodicosis ocular se

puede determinar habitualmente mediante la extraccion de pestanas.

La deteccion de los acaros del género Demodex y la diferenciacion entre
Demodex folliculorum y Demodex brevis se pueden realizar mediante exadmenes
microscopicos basados en sus caracteristicas morfologicas. La infestacion por Demodex

folliculorum ocurre con mayor frecuencia que Demodex brevis.!”?

Sin embargo, el examen microscopico para la deteccion y la identificacion del
Demodex sp. presenta ciertas dificultades, especialmente en los estados inmaduros del
acaro. Ademads, este método convencional para contar Demodex sp. implica la
depilacion aleatoria de cuatro pestafias no adyacentes por parpado y posteriormente la
adicion de una gota de aceite (se prefiere aceite de mani) antes de montar las pestanas
con un cubreobjetos. Sin embargo, esto puede conducir a resultados erroneos por varias

razones:

En primer lugar, como la posibilidad de detectar Demodex sp. es mucho mayor
al muestrear pestafias con caspa cilindrica (collaretes) en comparacioén con aquellas sin
caspa cilindrica, la depilacion aleatoria de pestafias puede resultar en un recuento mas

bajo si las pestafias sin caspa cilindrica son las seleccionadas.

En segundo lugar, la adicion de aceite antes de montar el cubreobjetos puede dar
lugar en una menor incidencia por permitir que los acaros no adherentes se vayan

flotando, especialmente en pestaiias sin caspa cilindrica.

En tercer lugar, incluso si se depilan intencionalmente pestafias con caspa

cilindrica, se pueden utilizar diferentes cantidades de fragmentos de caspa cilindrica.
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En cuarto lugar, los Demodex sp. integrados en un collarete con fragmentos

compactos de caspa no se podrian contar con precision sin anadir alcohol.

Por ultimo, aunque solo sean pestafias con caspa cilindrica clinicamente
evidente, algunos fragmentos de caspa cilindrica que albergan Demodex sp. todavia se

adhieren a la piel del parpado.

Estos errores potenciales explican por qué el uso del método convencional
podria dar lugar a un recuento erroneo de Demodex sp. Varios informes describen el uso
de técnicas moleculares para su deteccion como la PCR, que se dirige a varios genes
para la deteccion e identificacion de Demodex sp.”®!"#176 En estos estudios la PCR
tuvo mayor sensibilidad en la deteccion del dcaro que el método convencional, y es un
método comodo y rapido. Ademas, la PCR proporciona resultados estandar, a diferencia
de la observacion microscopica que proporciona resultados mucho més subjetivos. El
analisis de PCR se puede aplicar a una variedad de muestras, incluidas aquellas que no

requieren métodos invasivos, como el empleo de hisopos y cera para la piel.

El proposito del presente estudio es comparar la sensibilidad de la PCR y el
examen microscopico para diagnosticar una infestacion por Demodex sp. en frotis
cutdneo. Ademads, investigamos las posibles correlaciones entre la presencia y densidad

de Demodex sp. y las caracteristicas clinicas de los pacientes.
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Capitulo II:
Hipotesis y Objetivos
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2.1 Hipotesis y Objetivos

2.1.1 Hipotesis

e Existe mayor visualizacion de Demodex folliculorum (DF) en pacientes
con blefaritis comparado con pacientes sin patologia observable.

e Existe mayor densidad del acaro (copias de ADN) en pacientes con
blefaritis comparado con pacientes sin patologia observable.

e Existe mayor cantidad y densidad de DF en la region palpebral donde se
localiza mas habitualmente y por tanto en las blefaritis anteriores y
mixtas.

e La infestacion por DF y la gravedad de la blefaritis estdn relacionados
por una mayor densidad de DF.

e Existe menor cantidad y densidad de DF en pacientes con demodicosis

tras realizar el tratamiento.
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2.2.2 Objetivos

General:

Especificos:

Evaluar la presencia y cuantificar la densidad del acaro DF del area
interpalpebral, mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
comparacion con el método estandar, con el objeto de ver si dicha

presencia puede tenerse en cuenta como indicador de demodicosis.

Identificar el acaro DF mediante microscopia optica.

Identificar el acaro DF mediante PCR.

Establecer la presencia y densidad de infestacion por DF en blefaritis.
Establecer la presencia y densidad de infestacion por DF en blefaritis por
subgrupos segun localizacion topografica en el parpado y el nivel de
gravedad de la enfermedad.

Establecer la presencia y densidad de infestacion por DF en pacientes sin
patologia observable.

Establecer la presencia y densidad de infestacién por DF en blefaritis
segun la edad.

Establecer la presencia y densidad de infestacion por DF en blefaritis
segun el sexo.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre los

tres tipos de blefaritis y el contaje de DF.
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Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre los
tres tipos de blefaritis y la densidad de infestacion del DF.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
gravedad de la enfermedad y el contaje de DF.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
gravedad de la enfermedad y la densidad de infestacion del DF.
Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
presencia de DF en blefaritis comparado con la presencia del acaro en
pacientes sin patologia observable.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
densidad de DF en blefaritis comparado con la densidad del acaro en
pacientes sin patologia observable.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
presencia de DF en pacientes con demodicosis antes del tratamiento
comparado con después del tratamiento.

Determinar si hay diferencias estadisticamente significativas entre la
densidad de DF en pacientes con demodicosis antes del tratamiento

comparado con después del tratamiento.
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Capitulo III:
Material y Método
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3.1 Disefio metodoldgico

3.1.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio de investigacion prospectivo unicéntrico, siendo intervencional

en los pacientes con demodicosis confirmada.
3.1.2 Poblacion

El total de ojos analizados de pacientes que acudieron a la consulta de la Unidad de
Cornea del Servicio de Oftalmologia en el Hospital Juan Ramén Jiménez de Huelva
(Espana), siendo diagnosticados de blefaritis (anterior, posterior o mixta) mediante un
examen ocular completo de rutina, que incluye la valoracion del area periocular y
palpebral, tomados como los casos; y de pacientes con similares caracteristicas de edad,

sexo y region demografica sin patologia observable tomados como controles.

Se evaluaron los sintomas, el grado de blefaritis y disfunciéon de glandulas de
Meibomio (DGM) como normal, leve, moderada y severa siguiendo una escala con un
sistema de puntuacion que se conoce como “Uludag Ocular Demodicosis Clinical

Scoring (UODS)”!77,

El reclutamiento de pacientes se realiz6 desde febrero de 2018 hasta marzo de 2020 (2

afos).

Casos

La poblacion de casos estuvo formada por ojos de pacientes analizados en los 2 afios
del estudio, con diagndstico de blefaritis, remitidos a la Unidad de Cérnea del Servicio

de Oftalmologia.
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Los criterios de inclusion fueron:

o Blefaritis en sus subtipos anterior, posterior o mixta.
o0Edad de 16 afios o superior.
oPacientes que hayan firmado el consentimiento informado previamente donde se

autoriza el estudio.

Los criterios de exclusion fueron:

O Cirugia ocular previa en los ultimos 6 meses.

O Tratamiento con medicacion ocular topica y/o sistémica en el ultimo mes.

Controles

La poblacion de controles estuvo formada por ojos de pacientes analizados en los 2
afios del estudio, remitidos a la Unidad de Cornea del Servicio de Oftalmologia, pero

sin patologia observable (sin sintomas ni signos evidentes de blefaritis).

Los criterios de inclusion fueron:

oPacientes asintomaticos y con exploracion de la superficie ocular y palpebral sin
hallazgos patologicos.

0Edad de 16 anos o superior.

oPacientes que hayan firmado el consentimiento informado previamente donde se

autoriza el estudio.

Los criterios de exclusion fueron:

0oPresencia de blefaritis.

o Lesiones palpebrales con relacion conocida con el DF.
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3.2  Aspectos éticos

Los pacientes que participaron en el estudio lo hicieron de forma libre, voluntaria e
informada, teniendo en cuenta que cumplian con los requisitos para someterse a una
prueba de deteccion diagndstica inocua que formaba parte de la practica clinica habitual

y no existiendo otro procedimiento alternativo.

El presente estudio se ha regido en cada una de las fases de la actividad investigadora
de los principios cientificos aceptados y apoyados por el conocimiento de la bibliografia
cientifica y de la practica clinica; y de los principios éticos establecidos en la
Declaraciéon de Helsinki: Recomendaciones para guiar a los médicos en la investigacion
biomédica en seres humanos. Adoptada por la 18* Asamblea Médica Mundial, Helsinki,
Finlandia, 1964; Revisada por la 29* Asamblea Médica Mundial, Tokio Japén 1975;

Enmendada por la 59* Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008.

El tratamiento de los datos de caracter personal de los sujetos participantes de la
investigacion cientifica se ajusto a lo establecido en la Ley Orgénica 5/1992, de 29 de

octubre, de Regulacion del tratamiento automatizado de los datos de caracter personal.

Igualmente, se tuvo en cuenta también la Ley 41/2002 basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion y

documentacion clinica y la Ley 14/2007 de investigacion biomédica.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado por escrito (anexo 1).

56



3.3 Obtencidn de la muestra a estudio

Se analizaron todos los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion del estudio,
tanto para el grupo de casos como para el grupo control, sometidos a la toma de
muestras en cada ojo en el periodo de tiempo de 2 anos establecido en el Hospital Juan

Ramon Jiménez de Huelva (Espana).

Para el tamano muestral se ha partido de diversos estudios, que analizaban Ia
incidencia y densidad de Demodex en sujetos normales y afectados de blefaritis'?7-11%:16,
A partir de estos datos, y con un indice de confianza del 95%, un error maximo de
estimacion del 10% y una tasa de reposicion del 5% por posibles pérdidas, se estimo
que un tamafio de muestra en las condiciones mas desfavorables -donde se requeriria
mayor cantidad de unidades muestrales- estimando una incidencia del 40%-42% (grupo
sano). En los grupos con blefaritis anterior, posterior y mixta, la incidencia media se

situa en el 78.7% (con un rango desde el 60% hasta el 91.7%), estimandose una muestra

por cada uno de los grupos con los mismos criterios estadisticos del grupo sano.

Se obtuvo un tamafio muestral de 194 ojos, siendo 148 para el grupo de casos y 46
para el grupo de controles. De los 148 ojos del grupo de casos se distribuyeron 52 en el

grupo de blefaritis anterior, 52 en el de blefaritis mixta y 44 en el de blefaritis posterior.
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3.4 Variables

3.4.1 Independientes

00jos con muestras positivas para DF: demostracion de la existencia del ADN del
acaro en la muestra estudiada mediante PCR.

00jos con muestras negativas para DF: demostracion de la no existencia del ADN
del &caro en la muestra estudiada mediante PCR.

o0Densidad de la infestacion: cantidad de copias de ADN del acaro en la muestra
estudiada mediante PCR en tiempo real.

O Visualizacion de la infestacion: nimero de Aacaros en la muestra estudiada
mediante microscopia Optica.

0 Edad: anos cumplidos.

0 Sexo: El bioldgico: H: Hombre, M: Mujer.

3.4.2 Dependientes
0 Tipo de blefaritis para los casos: anterior, posterior o mixta.
0Gravedad de la blefaritis para los casos: leve, moderada o severa.
0 Tipo de tratamiento para la demodicosis en casos y controles: primero, segundo

o tercer escaldn terapéutico.

3.5 Instrumentos

Los datos clinicos se recogieron por parte del Servicio de Oftalmologia a través del

programa Diraya de especialidades dentro de la historia clinica de cada paciente.

Para la deteccion del DF se llevo a cabo la amplificacion, deteccion y cuantificacion

del ADN mediante PCR a tiempo real con el CFX-96 de Bio-rad.
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Para el andlisis estadistico de los datos se us6 el programa IBM SPSS Statistics

(version 24.0).

3.5.1 Deteccion de Demodex folliculorum mediante Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de diagnoéstico molecular que consiste en amplificar
exponencialmente fragmentos de ADN con el fin de detectar mas facilmente la diana.
Es un método potencialmente capaz de detectar cualquier fragmento gendmico de
cualquier ser vivo. La técnica, aprovechando las propiedades de las moléculas de ADN,
consiste en una serie de ciclos de calentamientos y enfriamientos de una matriz con los
elementos indispensables (buffer, nucledtidos, enzima polimerasa, cebadores y
catalizador), para la elongacion y multiplicacion del fragmento deseado. La
amplificacion se lleva a cabo en un tubo de reaccion cerrado inserto en un dispositivo
llamado termociclador, que permite las subidas y bajadas de temperaturas programadas
en series de 35 a 45 ciclos de amplificacion. En cada ciclo las moléculas sintetizadas se
multiplican por dos, permitiendo un crecimiento exponencial dependiente del numero

de ciclos totales y de la concentracion inicial.

Los termocicladores actuales, adicionalmente, incorporan una serie de detectores
de luz de diferentes longitudes de onda, permitiendo hacer una lectura en tiempo real si
incorporamos una molécula emisora de luz llamada fluor6foro a la mezcla de reactivos.
Esta técnica es la que se conoce como PCR en tiempo real, capaz de detectar la
amplificacion a la misma vez que se produce la reaccion, apareciendo la lectura en un
monitor a modo de curva logaritmica. Ademas, si se afiade una curva patron, es posible

cuantificar el nimero de moléculas iniciales, pasando a ser una PCR en tiempo real
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cuantitativa. Esta variante de PCR es la que se ha utilizado en la deteccion de Demodex

folliculorum en el presente estudio.

Concretamente, se utilizo una PCR cuantitativa en tiempo real con sondas
Tagman. Las sondas Tagman consisten en pequefios fragmentos de oligonucleotidos
disefiados para que puedan hibridar con una zona interna de la molécula diana, y que a
su vez llevan unidos en un extremo una molécula fluor6fora y en el otro extremo un
extintor (quencher). De forma que cuando la sonda esta intacta no emite luz por la
proximidad del quencher, pero una vez hibridado a la diana es degradada por la
polimerasa liberando el fluor6foro y emitiendo luz, pudiéndose detectar y transcribir en

forma de curva sigmoidea en el monitor.

El desarrollo de esta técnica para detectar Demodex folliculorum formo parte de
la elaboracion de la Tesis Doctoral'** con el objetivo de poder estudiar la posible
relacion de la aparicion de carcinoma basocelular palpebral con la presencia y densidad

del acaro.

Para la puesta a punto de la técnica, se utilizaron 3 controles positivos del
parésito, obtenidos e identificados mediante visualizacion directa en microscopio Optico
a partir de muestras de pestafias procedentes de pacientes con blefaritis cronica. Cada
control positivo constd de tres ejemplares completos y adultos. También se utilizaron
tres controles negativos de biopsias procedentes de tejidos profundos. Los controles
positivos y negativos fueron almacenados a -20°C hasta su procesamiento. Se utilizé un
sistema manual de extraccion de acidos nucleicos en columnas de silica (ISOLATE
Genomic DNA Spin Column- Bioline), apto también para para la extraccion a partir de
tejidos solidos. Para el desarrollo de la técnica, se utilizaron cebadores disefiados y

dirigidos a detectar la secuencia diana especifica 18S ARNr (KF745889.1).
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El sistema de deteccion utilizado fue mediante una sonda TagMan con un
fluor6foro FAM unido al extremo 5’y un extintor de sefial (Quencher) al extremo 3. El
disefio de cebadores y sonda se realizo con la aplicacion informatica Primer Express 3.0
(Applied Biosystem). La especificidad del amplicon fue validado mediante BLAST
frente a la base de datos de nucledtidos NCBI. La validez de los oligos (cebadores y
sonda) fueron confirmados mediante el software on line Oligo Calculator version 3.26.
Como control de extraccion y amplificacion se utilizaron cebadores y sonda TagMan

para la deteccion del gen humano de la ARNasa P.

Las secuencias de oligonucledtidos y sonda para la deteccion de Demodex

folliculorum fueron:

sense: CGAGGATCTATTGGAGGGCAAGT;

antisense: GAACTGAGATACAACTACGAGCT;

sonda: [6FAM]AGCCGCGGTAATTCCA[BQH]1a].

Las secuencias de oligonucleotidos para la deteccion del gen de la ARNasa P

fueron:

sense: AGATTTGGACCTGCGAGCG;

antisense: GAGCGGCTGTCTCCACAAGT;

sonda: [6FAM]TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG [BQH]1a].

La plataforma utilizada para el desarrollo de la PCR fue el termociclador a
tiempo real 7500 Fast (Applied Biosystems), con el siguiente programa de
temperaturas: 10 minutos a 95°C y 40 ciclos de 95°C 15 segundos, 55°C 25 segundos y

72°C 30 segundos. El DNA de los tres controles positivos se extrajo mediante el sistema
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en columna anteriormente mencionado, obteniéndose 100 ul de eluido. El volumen total
de cada reaccion fue de 25 ul, compuesto de 12,5 pl de Master Mix 2X (Promega), 1 pl
de mezcla de cebadores a concentracion 10 mM, 1 ul de solucion ROX, 0,5 pul de sonda
TagMam especifica (Sigma-Aldrich), 5 pl de agua libre de ARNasa y 5ul de eluido de

extraccion.

El amplicon obtenido por los controles mediante la PCR, fue secuenciado por el
secuenciador automatico 3500 Series Genetic Analyzers (Applied Biosystems) y
comparado con la base de datos del GenBank del NCBI para confirmar la especificidad

de la reaccion.

El amplicon de los controles positivos fue cuantificado mediante espectroscopia
(Qubit 3.0 fluorometer, life technologies), realizando una curva patrén con 5 puntos de
concentraciones: 10 copias/pl, 100 copias/ul, 1.000 copias/ul, 10.000 copias/pl y

100.000 copias/pl.

La sensibilidad se estableci6 con el nimero minimo de copias capaz de detectar
la PCR, mediante diluciones seriadas de concentraciones conocidas analizadas por
triplicado. Las concentraciones que se utilizaron para determinar la sensibilidad fueron

1,5, 10, 100 y 1000 copias/pl.

Finalmente, la técnica se testd con una serie piloto de 46 muestras de biopsias
cutaneas parafinadas aportadas por anatomia patoldgica procedentes de pacientes con

lesiones de carcinoma basocelular de areas perioculares de presentacion clinica nodular.

Las muestras consistieron en 15 cortes de 15 um de grosor de una superficie de
1 cm2 equivalente a 22,5 mg de tejido aproximadamente, que se desparafinaron
mediante disolucidn con xilol durante 30 minutos y centrifugacion 1 minuto a 11.000 g.

El producto desparafinado se incubo a 56°C durante 24 horas en tubo cerrado con 200ul
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de solucion de lisis para optimizar el rendimiento en la extraccioén de biopsias de tejidos

solidos.

La densidad parasitaria se expres6 en numero de amplicones por cada 1,125 mg
de muestra solida (22,5 mg/20= 1,125 mg, debido a que en cada reaccion se utilizé 5 pl
de eluido de los 100 pul obtenidos). Los resultados cuantitativos se obtuvieron mediante
la variable CT (cycle threshold= ciclo umbral) en comparacién a la curva patron,
calculados por el software de la plataforma 7500 Fast. Todas las muestras fueron
analizadas por duplicado en la misma reaccion, una para la determinacion de Demodex
Sp. y otra para deteccion de la ARNasa P como control de extraccion y amplificacion en
la reaccion. Las muestras presuntamente positivas fueron secuenciadas y cotejadas con
la base de datos del NCBI. Los tres controles positivos identificados mediante
microscopia Optica, fueron también amplificados e identificados mediante la PCR
desarrollada. La secuenciacion de los amplicones mostré una homologia del 100% con
el alineamiento de la secuencia KF745889.1 de la base de datos del GenBank
correspondiente a Demodex folliculorum. Los tres controles negativos, lo fueron

también mediante PCR.

La curva patrén utilizada para la cuantificacion mostrd valores de CT (cycle
threshold= ciclo umbral) de 17,13; 21,51; 25,05; 27,58 y 30,61 para las concentraciones
de 100.000, 10.000, 1.000, 100 y 10 copias/pul respectivamente. Las concentraciones de
10, 100 y 1000 copias/pul para determinar la sensibilidad fueron detectadas en los tres
analisis por triplicado. Las concentraciones de 1 y 5 copias/ul se detectaron por la PCR
en uno de los andlisis realizados por triplicado, no detectandose en dos de las tres

reproducciones. Por tanto, el limite de deteccion se situ6 entre 1 y 10 copias/pl.
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3.6 Recogiday analisis de datos

El especialista en Oftalmologia realizd una recogida de las variables de manera
prospectiva y consecutiva durante las revisiones de los pacientes, que se almacenaron en
una base de datos de Microsoft Office Excel 2016 donde previamente habia sido
asignado un cédigo numérico a cada ojo por analizar sus muestras. En los pacientes con
demodicosis confirmada recibieron un tratamiento especifico y se recogieron los datos

sociodemograficos y clinicos antes y después del mismo.

Posteriormente, el especialista en Microbiologia se encargd de realizar la PCR en el

laboratorio del Hospital Juan Ramoén Jiménez.

Tras un proceso de depuracion de la base de datos para detectar posibles
anomalias o errores en la transcripcion de datos, se realizo el analisis estadistico de los

resultados mediante el programa IBM SPSS Statistics (version 24.0).

3.7 Procedimientos

3.7.1 Oftalmologia

En todos los candidatos se realizd una historia clinica completa e igualmente una
valoracion ocular rutinaria que incluy6 la exploracion bajo microscopia Optica de los

parpados y area periocular.

Se otorgd a cada ojo del candidato un cédigo numérico para la toma de muestras del
ojo derecho o izquierdo. En total se formaron cuatro grupos de pacientes, en
condiciones de estabulacion normalizadas y se realizo la toma de muestras en los dos

ojos de cada paciente. Los grupos se dividieron como: sin patologia observable,
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blefaritis anterior, posterior y mixta. Y dentro de las blefaritis, a su vez en leve,

moderada o severa.

La toma de muestras se realizo de la siguiente manera:

Muestra de pestafias

Todas las tomas de muestras se realizaron por la misma persona bajo exploracion con
lampara de hendidura. Se extrajeron en total 8 pestafias mediante pinza fina estéril para
cada ojo; 4 pestafias en el ojo derecho y 4 en el izquierdo. En cada ojo, 2 pestafias
fueron extraidas del parpado superior y 2 del inferior. La extraccion se realiz6 con la
misma técnica estandarizada ante la sospecha de Demodex en aquellas pestafias que se

consideran altamente sospechosas (con collarete cilindrico).

Muestra de frotis cutaneo

Se realizé frotis de piel entorno a la linea de pestafias de ambos parpados mientras el
paciente mantenia los ojos cerrados. El sistema de recogida y transporte utilizado para
las muestras fue el ESwab, que consiste en un paquete estéril que contiene dos
componentes: un tubo con tapon de rosca de polipropileno con una etiqueta, de forma
conica y con el fondo relleno con un 1 mL de medio de transporte de Liquid Amies y
una torunda de recogida de muestras que tiene una punta floqueada con fibra de nailon

Suave.
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3.7.1.1 Pacientes con demodicosis

Los pacientes con blefaritis y demodicosis confirmada recibieron un tratamiento
especifico frente al DF. Igualmente, los controles que presentaron una visualizacion

positiva de la infestacién bajo microscopia optica también recibieron tratamiento.

El tratamiento dirigido a la erradicacion del parasito constaba de tres escalones

terapéuticos:

0 1° Escalon: el més basico para casos leves mediante una higiene palpebral diaria
entregando informe explicativo de coémo realizarla empleando toallitas
comerciales para el tratamiento de la blefaritis.

O 2° Escal6én: para casos moderados donde se suma a lo anterior la aplicacion de
pomada antibidtica de eritromicina oftadlmica y aceite de arbol de té diluido al
50% en un ciclo corto de tiempo.

0 3° Escalon: para casos severos, que con lleva mayor tiempo y frecuencia de
tratamiento con aceite de arbol de té al 50% (ciclo largo de tiempo) y la adicion
de ivermectina oral o bien metronidazol oral para los casos refractarios, ademas

de las medidas de los niveles anteriores.

En estos pacientes se realizo una segunda visita al mes del tratamiento y se obtuvieron
nuevas muestras para Microbiologia. Ademas de cuantificarse la densidad de DF se
midi6 el grado de mejoria clinica entre la primera y segunda visita mediante la

anamnesis y la exploracion oftalmologica.
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3.7.2 Microbiologia

Muestra de pestanas

Las pestaflas se observan con microscopio optico con el objetivo de 10X, que junto
con el aumento 10X de los oculares, aporta un aumento total de 100X. Las pestafias se
visualizan una a una en busqueda del parasito DF haciéndose un contaje medio por

pestana.

Muestra de frotis cutaneo

La deteccion molecular de DF mediante PCR se realiza en muestras de frotis de la
zona afectada arrastrando escamas, detritus y posibles restos del parasito a estudiar. Una
vez obtenida la muestra, se realizard en primer lugar la extracciéon de los &cidos
nucleicos. Posteriormente se procedera a la amplificacion, deteccion y cuantificacion
mediante PCR a tiempo real con el CFX-96 de Bio-rad. La deteccion se realizd
mediante sondas Tagman con fluoréforos distintos para la diana y control interno. Los

primers y sondas utilizadas son los descritos por Tenorio-Abreu et al. en 2016'%.

3.8 Limitaciones del estudio

La prueba diagnoéstica es de alto coste, por lo que no se pudo estudiar un gran
numero de ojos, sino una muestra representativa. Ademas, el tamafio muestral también
se vio afectado durante la pandemia COVID-19 debido al estado de alarma que provoco
una asistencia especializada mas selectiva y al empleo practicamente exclusivo de la

PCR en la deteccién del virus.
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3.9 Anadlisis estadistico

Los datos recopilados fueron ingresados en una hoja de calculo de Microsoft
Excel 2016 y posteriormente exportados al software estadistico IBM SPSS Statistics

version 24.0 para su analisis.

Dada la falta de normalidad de los datos se emplearon pruebas estadisticas no

paramétricas para todas las comparaciones.

En la primera parte del estudio, para evaluar las diferencias en la densidad de
infestacion del DF y la visualizacion por contaje bajo microscopio entre los grupos de
casos y controles, asi como para comparar variables demograficas (edad y sexo), se

utiliz6 la prueba de la U de Mann-Whitney.

En el grupo con patologia, la prueba de Kruskal-Wallis se empled para comparar
multiples grupos en relacion con el tipo y la gravedad de la blefaritis. Las
comparaciones por pares entre los tipos y gravedad de blefaritis se realizaron utilizando

la prueba de la U de Mann-Whitney.

En la fase intervencional, para evaluar la eficacia de los tratamientos empleados y
los cambios en la densidad de DF a lo largo del tiempo, se realizo un analisis
longitudinal. Se utiliz6 la prueba de Wilcoxon con muestras pareadas para realizar
comparaciones antes y después del tratamiento en cada paciente. Asimismo, se empled
la prueba de Kruskal-Wallis para comparar la eficacia global de los diferentes escalones
terapéuticos. Posteriormente, se realizaron comparaciones por pares entre los escalones
terapéuticos utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney con el fin de identificar
diferencias especificas entre cada uno de ellos. Se consideraron estadisticamente

significativos los resultados basados en un nivel de significancia de 0.05.
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Capitulo IV: Resultados
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4.1 Matriz de datos

Se muestra en el anexo 2, donde se reune la informacién de cada paciente y las

muestras de cada ojo entre los casos y los controles.

4.2 Caracteristicas demograficas y clinicas de los casos y controles

El grupo de casos con diagnostico de blefaritis estuvo compuesto por 148 ojos (de
74 sujetos) frente a 46 ojos (de 23 sujetos) del grupo control, sin patologia observable.
Por tanto, los datos del estudio que se recogen y analizan hacen referencia a cada ojo

como unidad de estudio.

Las mujeres predominan en ambos grupos, aunque con una diferencia menos
marcada en el grupo con patologia. En este ultimo, las mujeres representan el 58.11%
(86 0jos) y los hombres el 41.89% (62 ojos); mientras que el grupo control, las mujeres

han sido el 69.57% (32 ojos) frente al 30.43% (14 ojos) de hombres.

En los casos con blefaritis, la edad media es de 56.66 afios, con una distribucion
ligeramente sesgada hacia edades menores (coeficiente de asimetria -0.52) y desviacion
tipica 19.08 afios (rango de 16 a 84 afos). Para los pacientes del grupo sin patologia la
edad media es de 53.70 afios, con una distribucion relativamente simétrica (coeficiente
de asimetria 0.28), dispersion ligeramente inferior (desviacion tipica 14.96 afios y rango
de 27 a 84 anos). La curtosis es negativa en ambos casos (-0.86 y -0.69,

respectivamente) lo que sugiere menor concentracion de valores alrededor de la media.

70



Respecto al nivel de gravedad de blefaritis en el grupo con patologia, un 29.73%
presenta blefaritis posterior y el resto con igual proporcion (35.14%) de blefaritis
anterior o mixta (tabla 1). Segun la gravedad, los casos moderados son los mas comunes
en blefaritis posterior y anterior frente a los severos que presentan un mayor porcentaje

de casos en blefaritis mixta.

BLEFARITIS N %
POSTERIOR 44 29.73%
LEVE 15 10.14%
MODERADA 16 10.81%
SEVERA 13 8.78%
ANTERIOR 52 35.14%
LEVE 13 8.78%
MODERADA 23 15.54%
SEVERA 16 10.81%
MIXTA 52 35.14%
LEVE 6 4.05%
MODERADA 15 10.14%
SEVERA 31 20.95%
148 100%

Tabla 1. Distribucion del tipo y gravedad de blefaritis en el grupo de casos.

Se analizaron como variables secundarias la prevalencia de enfermedades
concomitantes que estuviesen relacionadas con un incremento del riesgo de padecer
demodicosis: dermatitis, rosacea, sindrome de Sjogren y diabetes. En el grupo de casos
se obtuvo que mas del 90% de los casos no padecian estas enfermedades y en el grupo
de controles solo se detectd diabetes con un 13.04% de prevalencia respecto a un 9.46%

de los casos (tablas 2 y 3).
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DERMATITIS ROSACEA SIOGREN DIABETES
N % N % N % N %
NO 134 90.54% 138 93.24% 138 93.24% 134 90.54%
sl 14 9.46% 10 6.76% 10 6.76% 14 9.46%
Total 148 100% 148 100% 148 100% 148 100%
Tabla 2. Prevalencia de enfermedades concomitantes en casos.
DERMATITIS ROSACEA SJOGREN DIABETES
N % N % N % N %
NO 46 100% 46 100% 46 100% 40 86.96%
sl 6 13.04%
Total 46 100% 46 100% 46 100% 46 100%

Tabla 3. Presencia de enfermedades concomitantes en controles.

Igualmente, se analizaron como variables secundarias la prevalencia de sintomas

relacionados con alteracion de la superficie ocular y que estuviesen relacionados con la

infestacion por DF: lagrimeo, fotofobia, picor, quemazon, irritaciéon y enrojecimiento

tanto palpebral como ocular. En el grupo de casos se obtuvo que el 72.97%% de los

casos padecian estos sintomas y en el grupo de controles no se detectaron (anexo 2).

72




4.3 Presencia, densidad y contaje de DF en casos de blefaritis y en los controles

4.3.1 Presencia de DF

Se define la presencia de DF como la visualizacion positiva de la infestacion bajo

microscopia Optica, ya que se considera la técnica gold standard de deteccion.

En el grupo de casos con blefaritis la prevalencia de DF fue del 40.54%, mientras
que entre los controles el &caro se encontro en el 10.87%, diferencia que resulta

significativa (p<0.01 en ambos).

4.3.2 Densidad de infestacion por DF y contaje por visualizacion directa

La densidad expresada como el nimero de copias de ADN del acaro en la
muestra estudiada mediante PCR en tiempo real varido en los diferentes subgrupos

estudiados.

Los resultados del analisis mediante la prueba de la U de Mann-Whitney
evidencian diferencias estadisticamente significativas entre el grupo con patologia y el
grupo sin patologia observable en cuanto al nimero de copias de ADN y la carga de
Demodex. En relacion con el nimero de copias de ADN, el grupo con patologia
presentd una media significativamente mayor (11958.22; SD=27792.24) en
comparacion con el grupo sin patologia observable (5461.68; SD=14964.22), con un
estadistico de prueba de 4220.50 y un valor de p<0.001. Asimismo, la carga de

Demodex fue notablemente mas alta en el grupo con patologia (media=1.10; SD=2.05)
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frente al grupo sin patologia (media=0.15; SD=0.51), con un estadistico de prueba de

4385.00 y valor de p<0.001.

Estos resultados sugieren que ambos parametros, tanto el nimero de copias de
ADN como la carga de Demodex, estan relacionados con la presencia de patologia, lo
que refuerza su posible papel como marcadores biologicos en el contexto de
enfermedades inflamatorias o infecciosas. Cabe destacar que, aunque inicialmente el
grupo con patologia estaba compuesto por 148 casos, se registrdé una pérdida de sujetos
en las mediciones de estos parametros, quedando finalmente 138 casos analizados para

el nimero de copias de ADN y 144 casos para la carga de Demodex (tabla 4).

GRUPO SIN PATOLOGIA

GRUPO CON PATOLOGIA Prueba U de Mann-Whitney

OBSERVABLE
N Mean sD N Mean D Estadistico p-valor
de prueba
Ne COPIAS ADN 138 11958.22 2779224 46  5461.68 14964.22  4220.50 <.001
N2 DEMODEX 144 1.10 2.05 46  0.15 0.51 4385.00 <.001

Tabla 4. Comparativa por copias y carga de Demodex en ambos grupos

(Prueba de la U de Mann-Whitney).
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4.4 Densidad de infestacion por DF y contaje por visualizacion directa en los casos

de blefaritis segun tipo y nivel de gravedad

La tabla 5 presenta las diferencias en el nimero de copias de ADN y la carga de
Demodex segtn el tipo de blefaritis comparando los tres subgrupos (posterior, anterior y

mixta).

BLEFARITIS N % Media Media N2 de
N2 Copias ADN Demodex
POSTERIOR 44 29.73% 4371.60 0.50
LEVE 15 10.14% 2670.13 0.27
MODERADA 16 10.81% 5241.09 0.44
SEVERA 13 8.78% 5264.71 0.85
IANTERIOR 52 35.14% 7704.75 0.98
LEVE 13 8.78% 2246.25 0.38
MODERADA 23 15.54% 6218.46 1.22
SEVERA 16 10.81% 15372.97 1.14
MIXTA 52 35.14% 23653.37 1.74
LEVE 6 4.05% 827.46 1.50
MODERADA 15 10.14% 24575.83 2.08
SEVERA 31 20.95% 28026.08 1.65
Total 148 100% 11958.22 1.10

Tabla 5. Densidad y contaje de DF segun tipo de blefaritis y nivel de gravedad.

La prueba de Kruskal-Wallis muestra diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.029) en el namero de copias de ADN entre los tipos de blefaritis. La blefaritis
mixta presenta los valores mas elevados (media=23653.37; SD=43960.07), seguido de
la blefaritis anterior (media=7704.75; SD=11877.13) y la blefaritis posterior

(media=4371.60; SD=5296.11). (tabla 6)
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En cuanto al nimero de Demodex, la prueba de Kruskal-Wallis también muestra

diferencias significativas entre los grupos (p=0.006). La blefaritis mixta presenta la

mayor carga de Demodex (media=1.74; SD=2.56), seguida de la anterior (media=0.98;

SD=1.85) y la posterior (media=0.50; SD=1.23). (tabla 6)

N2 copias ADN

N2 Demodex

n Prueba de

Tipos de N Mean SD Kruskal- N Mean SD Prueba de .

Blefaritis . Kruskal-Wallis
Wallis

POSTERIOR a4 4371.60 5296.11 44 0.50 1.23
7.109 10.222

ANTERIOR . 1.

0 48 770475 11877.13 p-value=.029 >0 0-98 8 p-value=.006
MIXTA 46 23653.37  43960.07 50 1.74 2.56
Total 138 11958.22 27792.24 144 1.10 2.05

Tabla 6. Comparativa por tipo de blefaritis en el grupo de casos

(Prueba de Kruskal-Wallis).

Las comparaciones dos a dos confirman que las diferencias significativas se dan

entre la blefaritis posterior y la mixta, tanto en el nimero de copias de ADN (p=0.008)

como en la carga de Demodex (p=0.001). No se detectaron diferencias estadisticamente

significativas entre la blefaritis posterior y anterior, ni entre la anterior y la mixta.

(tabla 7).

Los resultados refuerzan la asociacion entre blefaritis mixta y el acaro, tanto por

un mayor impacto en el nimero de copias de ADN como una mayor carga de Demodex,

reflejando una mayor complejidad o severidad en este subtipo.
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N2 copias ADN N2 Demodex

Estadistico Estadistico

de prueba EgE o de prueba R
POSTERIOR-ANTERIOR 12.464 0.135 11.898 0.122
POSTERIOR-MIXTA 22.449 0.008 24.528 0.001
IANTERIOR-MIXTA -9.985 0.226 -12.630 0.089

Tabla 7. Comparaciones dos a dos de los tipos de blefaritis en el grupo de casos

(Prueba de la U de Mann-Whitney).

En el caso del nimero de copias de ADN, la prueba de Kruskal-Wallis indica
diferencias estadisticamente significativas seglin la gravedad de la blefaritis (p<0.001),
con valores crecientes desde los casos leves hasta los severos (tabla 8). Esto refuerza la

relacion entre la severidad de la blefaritis y una mayor alteracion biologica.

Para la carga de Demodex, aunque los valores también aumentan con la
gravedad, las diferencias no alcanzan significacion estadistica, posiblemente debido a

una mayor variabilidad dentro de los grupos. (tabla 8)

N2 copias ADN N2 Demodex

Tipos de Prueba de Prueba de
Gravedad N LD 2 Kruskal-Wallis N LA 1 Kruskal-Wallis
LEVE 33 2180.96 2794.33 20202+ 34 0.53 1.06 5159
MODERADA ' ‘

o 50 9944.32 2393777, yalye<.001 52 1.19 2.59 p-value=.076
SEVERA 55 19655.38  35946.41 58 1.34 1.86
Total 138 11958.22  27792.24 144 1.10 2.05

Tabla 8. Comparativa por gravedad en el grupo de casos

(Prueba de Kruskal-Wallis).

Al contrastar dos a dos observamos que existen diferencias significativas a un

nivel de confianza del 95% en todos los casos (tabla 9).
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Las comparaciones por pares, utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney,
muestran diferencias estadisticamente significativas en el nimero de copias de ADN
entre los tres niveles de gravedad (tabla 9). Estos resultados refuerzan la asociacion
entre el nimero de copias de ADN y la gravedad de la blefaritis, donde los casos mas

severos presentan alteraciones bioldgicas mas pronunciadas.

N2 copias ADN
Estadistico de prueba p-valor
LEVE-MODERADA -20.189* 0.024
LEVE-SEVERA -39.203** <.001
MODERADA-SEVERA -19.014%* 0.015

Tabla 9. Comparaciones dos a dos por nivel de gravedad en el grupo de casos

(Prueba de la U de Mann-Whitney).

La tabla 10 contrasta hombres y mujeres en el grupo de casos, detectando la
existencia de diferencia estadisticamente significativa en el numero de copias de ADN
(valor de p=0.013). Esto sugiere que el sexo influye de manera significativa en la
cantidad de copias de ADN, con los hombres mostrando un valor medio de 6402.42
copias (SD 16690.98) y las mujeres un valor medio mucho mayor, de 15529.80 copias
(SD 32515.62). Por otro lado, en cuanto al nimero de Demodex, no se encuentran
diferencias significativas entre hombres y mujeres (valor de p=0.743), indicando que el
sexo no afecta de manera relevante la cantidad de estos parasitos en los pacientes del

grupo de casos.
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N2 Copias ADN N2 Demodex
Prueba U de Prueba U de
Sexo N Mean SD Mann-Whitney Mean SD Mann-Whitney
HOMBRE 54 6402.42 16690.98 2838.00 60 1 2.11 2592.00
MUJER 84  15529.80 3251562  Pvalue=013 g4 44y 2.00 p-value=.743
TOTAL 138 11958.22  27792.24 144 1.10 2.05

Tabla 10. Comparativa por sexo en el grupo de casos

(Prueba de la U de Mann-Whitney).

Al analizar las diferencias entre grupos de edad (hasta 59 afios vs. mas de 59

afios), se encuentran diferencias significativas tanto en el numero de copias de ADN

como en el nimero de Demodex (valores de p<0.05 en ambos casos) (tabla 11). En

cuanto a las copias de ADN, el grupo de hasta 59 afios presenta un valor medio de

8817.40 copias (SD 24030.77), mientras que el grupo mayor de 59 afios tiene un valor

medio de 15009.30 copias (SD 30706.32), con una diferencia significativa (valor de

p=0.004).

En cuanto al nimero de Demodex, los pacientes menores de 59 afios tienen una

media de 0.61 parésitos (SD 1.26), mientras que los mayores de 59 afios presentan una

media de 1.58 (SD 2.51), con una diferencia también significativa (valor de p=0.002).

Esto indica que tanto el nimero de copias de ADN como el nimero de Demodex

aumentan con la edad en este grupo de pacientes.
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N2 copias ADN N2 Demodex

Prueba U de Prueba U de
*
Eead N Mean SD Mann-Whitney N Mean  SD Mann-Whitney
Hafta 59 afios 68 8817,40 24030,77 305150 72 0,61 1,26 3266.50
Més de 59 p-valor=.004 p-valor=.002
anos 70 15009,30 30706,32 72 1,58 2,51
TOTAL 138 11958.22 27792.24 144 1.10 2.05

*Agrupada segun valor mediano

Tabla 11. Comparativa por edad en el grupo de casos

(Prueba de la U de Mann-Whitney).

4.5 Densidad de infestacion por DF y contaje por visualizacion directa antes y

después del tratamiento en pacientes con demodicosis

El grupo de controles, sin patologia observable, tuvo una prevalencia de 5
muestras oculares (10.87%) con DF, recibiendo los pacientes el primer escalon
terapéutico. También recibieron el primer escalén aquellos que presentaron sintomas
relacionados con alteracion de la superficie ocular a pesar de no tener presencia de DF
ni blefaritis, siendo 13 muestras (28.26%) en total las que se analizaron antes y después

del tratamiento.

El grupo de casos con blefaritis, por su parte tuvo una prevalencia de 60
muestras oculares (40.54%) con DF, recibiendo tratamiento de primer, segundo o tercer
escalon segun el nivel de gravedad de la blefaritis. Igualmente, recibieron tratamiento
aquellos pacientes que presentaron sintomas relacionados con alteracion de la superficie
ocular a pesar de no tener presencia de DF, pero si de blefaritis. Se analizaron un total

de 118 muestras oculares (79.73%) antes y después del tratamiento.
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TRATAMIENTO
SEGUN TIPO Y
GRAVEDAD

POSTERIOR
LEVE
MODERADA
SEVERA

ANTERIOR
LEVE
MODERADA
SEVERA

MIXTA
LEVE
MODERADA
SEVERA

Total

12 ESCALON
N %
4 30.77%
15.38%
2 15.38%
0.00%
7 53.85%
38.46%
15.38%
2 15.38%
2 15.38%
13

22 ESCALON
N %
22 41.51%
3 5.66%
14 26.42%
5 9.43%
17  32.08%
1 1.89%
16  30.19%
14  26.42%

5.66%
13.21%

4 7.55%

53

32 ESCALON
N %
6 11.54%
6 11.54%
14 26.92%
1 1.92%
13 25.00%
32 61.54%
1.92%
4 7.69%
27 51.92%
52

N

12
10

30

SIN TRATAMIENTO

%

40.00%
33.33%

6.67%
46.67%
23.33%
13.33%
10.00%
13.33%

13.33%

N

44
15
16
13
52
13
23
16
52
6
15
31
148

Total
%

29.73%
10.14%
10.81%
8.78%
35.14%
8.78%
15.54%
10.81%
35.14%
4.05%
10.14%
20.95%
100%

Tabla 12. Distribucion de los escalones terapéuticos segun tipo de blefaritis y su

nivel de gravedad.

Total

TIPO TRATAMIENTO
12 ESCALON

22 ESCALON

32 ESCALON

SIN TRATAMIENTO

N %
13 8.78%
53 35.81%
52 35.14%
30 20.27%
148 100%

Media
N2 copias ADN
Antes de tto

3654.56
5690.12
24738.57

1562.64
11958.22

Media N2 Demodex
Antes de tto

0.46
1.09
1.81
0
1.10

Tabla 13. Densidad y contaje de DF antes de recibir el tratamiento.

La tabla 14 compara la cantidad de copias de ADN y niimero de Demodex en

pacientes con patologia en funcion del tratamiento. La prueba de Kruskal-Wallis para

comparar los diferentes tipos de tratamiento (escalones) en relacion al nimero de copias

de ADN indica diferencias significativas entre los grupos de tratamiento en cuanto al

nimero de copias de ADN (p<0.001).

En cuanto al nimero de Demodex entre los grupos de tratamiento no hay

diferencias significativas a un nivel de confianza del 95% (p=0.100); sin embargo, los
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resultados no son concluyentes de forma rotunda a un nivel de confianza del 90%, ya

que estarian en el borde del umbral que define la significacion.

N2 copias ADN N2 Demodex

Tipos de Prueba de Prueba de
tratamiento N Mean SD Kruskal-Wallis N Mean Sb Kruskal-Wallis
12 ESCALON 13 3654,56 3828,65 13 0,46 0,63
22 ESCALON 49 5690,12 8817,19 22.840 53 1,09 1,88 4.600

J p-valor<.001 p-valor=.100
32 ESCALON 52 24738,57 41273,79 52 1,81 2,59
Total 114  11958.22  27792.24 118 1,34 2,19

Tabla 14. Comparativa por tipo de tratamiento en el grupo de casos
(Prueba de Kruskal-Wallis).

Para explorar las diferencias mas especificas entre los escalones, se realiz6 la
prueba de la U de Mann-Whitney. Estar prueba detectd la existencia de diferencias
significativas entre el primer y tercer escalon, y entre el segundo y tercero, pero no entre
el primer y segundo escalon. Esto indica que los tratamientos del tercer escalon son muy
distintos en cuanto a la cantidad de copias de ADN comparado con los tratamientos de

los otros dos escalones.

N2 copias ADN
Estadistico de prueba p-value
12 ESCALON-22 ESCALON -0.425 0.967
12 ESCALON-32 ESCALON -30.038 0.003
22 ESCALON-32 ESCALON -29.613 <.001

Tabla 15. Comparaciones dos a dos por nivel de gravedad en el grupo de casos

(Prueba de la U de Mann-Whitney).

La tabla 16 realiza una comparativa entre la primera y segunda visita en los
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diferencias significativas en el numero de copias de ADN entre la primera y segunda
visita, con un valor de p<0.001 para la prueba de Wilcoxon. Esto sugiere que el
tratamiento o la evolucion de la patologia tiene un efecto notable sobre la cantidad de
copias de ADN entre las dos visitas. Sin embargo, la prueba no encuentra diferencias
significativas en el numero de Demodex entre las visitas, ya que el valor de p es 0.453,
lo que indica que el numero de estos parasitos no cambia de manera significativa entre

las dos visitas.

N2 copias ADN N2 Demodex
Visita N Mean ) RIEDCE N Mean SD AU
Wilcoxon Wilcoxon
12 VISITA 58 18436,17  32518,70  -3.302 56 1,36 2,00 -.750
22 VISITA 58 1150453  34757,38  Pvalor<00l g5 145 18y  P-valor=453

Tabla 16. Comparativa entre la primera y segunda visita en el grupo de casos

(Prueba de Wilcoxon).

La prueba de Wilcoxon para analizar por tipo de blefaritis (tabla 17), encuentra
diferencias significativas en el nimero de copias de ADN solo en los pacientes con
blefaritis posterior, con un valor de p=0.011, lo que indica una diferencia importante

entre las dos visitas en este subgrupo.

En cambio, en los pacientes con blefaritis anterior y mixta, no se observan
diferencias significativas en el nimero de copias de ADN (valores de p de 0.088 y
0.131, respectivamente). En cuanto al nimero de Demodex, no se encuentran
diferencias significativas para ninguno de los tipos de blefaritis, con valores de p

superiores a 0.05 en todos los casos.
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Prueba de Wilcoxon
N2 Copias ADN_1 - N2 Demodex_1 -

[TIPO BLEFARITIS N2 Copias ADN _2 (N2 Demodex_2
IANTERIOR YA -1,706b -0,599b

Sig. asin. (bilateral) 0,088 0,549
MIXTA YA -1,511b -0,179b

Sig. asin. (bilateral) 0,131 0,858
POSTERIOR YA -2,534b -0,756b

Sig. asin. (bilateral) 0,011 0,450

Tabla 17. Comparativa por tipo de blefaritis en el grupo de casos entre la

primera y segunda visita (Prueba de Wilcoxon).

En funcion de la gravedad de la patologia (Tabla 18), existen diferencias
significativas en el nimero de copias de ADN en los pacientes con gravedad moderada
y severa (valores de p de 0.006 y 0.044, respectivamente), lo que sugiere que la
evolucién de la patologia en estos grupos puede estar asociada a un cambio significativo
en el nimero de copias de ADN. En cambio, en los pacientes con gravedad leve, no se
observan diferencias significativas en el nimero de copias de ADN (valor de p=1). Las
diferencias, tampoco son significativas, en el ntimero de Demodex (valores de p

superiores a de 0.05) en funcién de la gravedad.

Prueba de Wilcoxon
N2 Copias ADN_1 - N2 Demodex_1 -

GRAVEDAD N2 Copias ADN _2 [N2 Demodex_2
LEVE z 0,000b -1,000c

Sig. asin. (bilateral) 1,000 0,317
MODERADA z -2,722c -0,256¢

Sig. asin. (bilateral) 0,006 0,798
SEVERA z -2,014c -0,649c

Sig. asin. (bilateral) 0,044 0,517

Tabla 18. Comparativa por nivel de gravedad de blefaritis en el grupo de casos

entre la primera y segunda visita (Prueba de Wilcoxon).
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En los pacientes con el segundo y tercer escalon terapéutico, Wilcoxon (tabla
19) detecta diferencias significativas para el numero de copias de ADN entre la primera
y segunda visita, con valores de p de 0.036 y 0.033, respectivamente, lo que indica que
el tratamiento tiene un efecto notable en la cantidad de copias de ADN en estos grupos.
Sin embargo, no se encuentran diferencias significativas en el numero de Demodex en
ninguno de los escalones, con valores de p de 1 y 0.359 en los tratamientos segundo y
tercero, respectivamente. El primer escalon no se puede contrastar por falta de datos

suficientes.

Prueba de Wilcoxon
N2 Copias ADN _2 -|N2 Demodex_2 -
TIPO TRATAMIENTO N2 Copias ADN_1 (N2 Demodex_1
22 ESCALON y4 -2,094b 0,000c¢
Sig. asin. (bilateral) 0,036 1,000
32 ESCALON z -2,129b -0,917b
Sig. asin. (bilateral) 0,033 0,359

Tabla 19. Comparativa por tipo de tratamiento en el grupo de casos entre la

primera y segunda visita (Prueba de Wilcoxon).
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4.5.1 Variables secundarias después del tratamiento en los casos

Se analizaron como variables secundarias la prevalencia de cumplimiento del

tratamiento y de la asistencia a las consultas en la segunda visita, ya que pueden influir

en la evolucion de la enfermedad (tabla 20).

CUMPLIDOR ACUDE
N % N %
NO 18 12.16% 40 27.03%
sl 96 64.86% 108 72.97%
SIN DATOS* 34 22.97%
Total 148 100% 148 100%

*Corresponden a los pacientes que no acudieron a la segunda

visita y por tanto no disponemos de informacién del

cumplimiento del tratamiento.

Tabla 20. Prevalencia de condicionantes en la evolucion de la enfermedad

en el grupo de casos

Igualmente se recogieron la prevalencia de mejoria sintomatica (subjetiva) y de

mejoria clinica (objetiva) tras el tratamiento en la segunda visita, siendo del 96.49% y

del 98.24% respectivamente.
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4.5.2 Diagramas de cajas (Box plots)

El analisis del box-plot de las diferencias entre la primera y segunda visita, en
términos de nimero de copias de ADN y numero de Demodex, ofrece una vision sobre
la variabilidad de los cambios observados en estos parametros y la existencia de valores

atipicos.

La caja representa el intervalo en el que se encuentran la mayoria de los cambios
(entre el cuartil 25 y el cuartil 75). Este rango permite visualizar como varian los

resultados entre visitas para la mayoria de los pacientes.

Las lineas o “bigotes” indican los valores que estan dentro de un rango
aceptable, basado en los datos generales. Los valores fuera de este rango son

considerados atipicos.

n.n

Los valores marcados con "o" o bien "*" corresponden a pacientes cuyos
resultados se desvian significativamente del resto, valores atipicos (outliers). Esto
podria deberse a casos clinicamente particulares, errores en la medicion o respuesta

diferencial al tratamiento.
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4.5.2.1 Box-plot de diferencias en namero de copias de ADN

La mayoria de los pacientes experimentaron una reduccion en el nimero de
copias de ADN entre visitas, pero algunos mostraron valores negativos (aumentos), lo

cual es atipico y merece atencion para investigar las causas.

Destacan los casos identificados como 57, 8 y 28, cuyos valores negativos
sugieren un aumento inesperado de copias en la segunda visita. Estos valores atipicos
inferiores a cero en el box-plot podrian indicar fallos en la adherencia al tratamiento,

resistencia al mismo o condiciones individuales que alteran la respuesta esperada

(Box plot 1).
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Box plot 1: Diferencia de copias de ADN entre la visita 1 y 2.
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4.5.2.2 Box-plot de diferencias en nimero de Demodex

Aunque no se observaron diferencias significativas a nivel global, hay pacientes

con incrementos inesperados en la segunda visita.

Los valores atipicos identificados 89, 4, 64, 65, 30 y 115, indicando una posible
mayor infestacion en la segunda visita. La identificacion de estos casos puede ayudar a
perfeccionar estrategias terapéuticas o a estudiar subgrupos con caracteristicas

particulares (Box plot 2).
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Box plot 2: Diferencia de nimero de Demodex entre la visita 1 y 2.
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Capitulo V: Discusion
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El presente estudio ensaya una técnica molecular para la deteccion y
cuantificacion de Demodex folliculorum con el objetivo de usarla y estandarizarla como
herramienta al diagnostico de laboratorio de la blefaritis asociada a dicho parasito. Para
ello se utiliza el frotis de la linea palpebral con un hisopo que posteriormente se
suspende en medio liquido y con el que se hard la extraccion y amplificacion de los
acidos nucleicos. Estas muestras presentan la ventaja de su facil obtencion y de no ser

cruentas para los pacientes.

Esta PCR fue desarrollada previamente por el equipo investigador de nuestro
centro para la deteccion y cuantificacion del parasito en biopsias cutdneas debido a la
posible asociacion entre D. folliculorum y el desarrollo de carcinoma basocelular. Esta
técnica mostrd unos excelentes resultados de sensibilidad, especificidad y

reproducibilidad en el estudio'®’.

La blefaritis cronica es una afeccion ocular que puede estar relacionada con la
infestacion por D. folliculorum, asociandose a exacerbaciones y manifestaciones mas
graves. Con la PCR cuantitativa que presentamos en este estudio pretendemos hacer un
diagnostico mas preciso, ademas de utilizar una muestra mas sencilla y eliminando el
sesgo del observador que se produce en la observaciéon de pestaiias mediante

microscopia optica.

Por tanto, en el presente estudio, se propone el uso de la PCR cuantitativa de D.
folliculorum como método diagndstico y de seguimiento en la evolucion del tratamiento
de la blefaritis cronica, en la que Demodex folliculorum juega un posible papel

asociado.
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La blefaritis es una inflamacidon ocular cronica que afecta principalmente al
margen del parpado, encontrada en aproximadamente el 47% de los pacientes a los que
se realizan exdmenes oculares’®**!7® La blefaritis altera frecuentemente la superficie
ocular provocando conjuntivitis, deficiencia funcional de la lagrima y queratitis.
También puede exacerbar los sintomas de las enfermedades de la superficie ocular

coexistentes como la conjuntivitis alérgica y el ojo seco.

La naturaleza cronica de la blefaritis, su etiologia incierta y la frecuente
coexistencia de otras enfermedades de la superficie ocular dificultan el manejo de los
pacientes afectados*. El tratamiento incluye la aplicacion de compresas tibias, higiene
de los parpados, antibioterapia topica y oral, asi como farmacos antiinflamatorios
topicos**. Estas estrategias abordan los sintomas y factores que contribuyen a la

blefaritis, pero no la causa principal.

Investigaciones recientes sugieren que la blefaritis por este pardsito esta
infradiagnosticada'®® debido a la superposicion de los sintomas con otras enfermedades
de la superficie ocular. Existe una falta de consenso en torno al diagnostico, tratamiento,

y signos y sintomas de la blefaritis causada por Demodex.

7 se llegd a la

En una reunién de expertos realizada en Estados Unidos'’
conclusion de que la blefaritis por Demodex es cronica y recurrente, y, con respecto a
aspectos demograficos como la edad, informaron una mayor frecuencia en personas
mayores de 59 afios. Otros estudios también han demostrado que la prevalencia del
pardsito aumenta notablemente con la edad, en pacientes con o sin diagndstico de

blefaritis”***. Con respecto a nuestros resultados, encontramos que el indice de

parasitacion es significativamente mayor en pacientes mayores de 59 afios, coincidiendo
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con el resto de autores, y encontramos diferencias significativas tanto en el nimero de

copias de ADN como en el nimero de Demodex observados por microscopia.

En relacion al sexo, analizando nuestros resultados obtenidos mediante PCR se
observa una diferencia estadisticamente significativa, siendo la densidad mayor en
mujeres. Sin embargo, mediante la técnica de visualizacion directa no se han observado
diferencias en la distribucion por sexo. En comparacién con otros estudios, algunos
muestran una prevalencia mas alta en mujeres, mientras que otros reportan la misma

prevalencia en ambos sexos’%+93: 154158,

La prevalencia de D. folliculorum mediante visualizacion por microscopia Optica
en nuestro estudio fue cuatro veces superior en los pacientes con blefaritis frente a los
controles sanos, y la densidad media fue diez veces superior en los casos de blefaritis
que en el grupo control. En comparacion a otros estudios, Wesolowska et al, en 2014,
informaron de prevalencias del 54,7% y 40% en una cohorte de pacientes hospitalizados
con cualquier patologia y controles de muestras de personal sanitario respectivamente,
aunque en la cohorte de pacientes hospitalizados no se detallaron los casos con
blefaritis. Por otro lado, Murphy et al. en 2017, mediante un cuestionario y la busqueda
de D. folliculorum en 156 personas en Irlanda, determinaron una prevalencia global

mediante visualizacion directa del 68%'%3

. Mongi et al. en Argentina, en un estudio
entre 2005 y 2015, encontraron un 53% de prevalencia mediante microscopia de

infestacion en 72 pacientes examinados incluyendo pacientes sintomaticos y

asintomaticos'*.

En otro estudio espafiol de 2005, en el que se estudi6 el indice de parasitacion
mediante microscopia Optica en pacientes con blefaritis cronica en comparaciéon a un

grupo control de pacientes sanos, observaron presencia del dcaro en el 75% de los

93



pacientes con blefaritis y en el 20% de los pacientes del grupo control, con un indice de
parasitacion de 0,69 y 0,08 A4caros/pestafia respectivamente!**, coincidiendo en

proporcidon con nuestros datos de cuatro veces mas de presencia y diez veces mas en

indice de parasitacion en pacientes con blefaritis frente a los controles sanos.

Algunos autores han relacionado D. folliculorum con algunos sindromes como
0jo seco, rosacea o diabetes!0%106:121.123.177.192 "Ep ] presente estudio, que incluye datos
de dermatitis, rosacea, sindrome de Sjogren y diabetes, se relaciond la presencia de DF
con todos ellos excepto con la diabetes al no encontrase diferencias significativas con el
grupo control sano, a diferencia de una serie de estudios que relacionan y consideran la

121 Ademas,

diabetes un factor de riesgo para el desarrollo de blefaritis por Demodex
diferentes autores establecen una clara asociacidon entre la rosicea y la blefaritis por

Demodex folliculorum y lo consideran un factor de riesgo'% 1% 123 a] igual que nuestro

estudio en el que se aprecia una mayor prevalencia que en el grupo control.

Se ha identificado un aumento de la prevalencia de Demodex en pacientes con
trastornos de la piel que incluyen pitiriasis folicular, dermatitis perioral, acné, dermatitis
seborreica, y carcinoma basocelular, entre otras'**®, Un estudio encontré que los
estudiantes afectados por enfermedades de la piel tienen tasas mas altas de infestacion
de Demodex en comparacion con personas sanas, y sugirié que la infestacion de acaros
se asocia con la aparicion de las siguientes cinco dermatitis: rosacea, blefaritis, acné
vulgar, alopecia seborreica y pitiriasis®>. Otros sindromes que se han relacionado con la
presencia de Demodex son la caspa cilindrica en las pestafias'!>, blefaritis asociada a
queratoconjuntivitis'®® o la queratitis refractaria'>*!*®. El grupo de expertos DEPTH!”’
determino6 que el sindrome de ojo seco aparece en mas de la mitad de los pacientes con
Demodex coincidiendo con nuestro estudio en el que la prevalencia de ojo seco en

pacientes con blefaritis fue del 77% frente al grupo control que no hubo ninglin paciente
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con 0jo seco, por lo que parece que el ojo seco puede ser un sindrome asociado a
blefaritis, o la blefaritis se agrava con el sindrome de ojo seco. En resumen, en cuanto a
la clinica, parece que Demodex estd ampliamente extendido entre la poblacion, y se
comporta como un oportunista que agrava los sindromes relacionados con alteraciones

de la piel.

El grupo de expertos DEPTH!”” establecié que la blefaritis por Demodex puede
diagnosticarse en funcion de las collaretes, los acaros y/o los sintomas del paciente, y
consideraron que los pacientes que no responden a las terapias tipicas deben ser
evaluados ante la posibilidad de demodicosis. Ademas, los autores aconsejaron realizar
examen de la blefaritis por Demodex en cada exploracion ocular de manera rutinaria!”’.
Establecieron que el examen con ldmpara de hendidura es el método mas comun
utilizado para diagnosticar la demodicosis y que la visualizacion de los 4caros no es
necesaria para hacer el diagnostico. Igualmente, consideraron que la depilacién no es
necesaria, al igual que tampoco el contaje de los 4caros de manera indiviual!”’. Sin

embargo, admitieron que el recuento de dcaros individualmente se correlaciona con la

densidad/gravedad de los collares y la gravedad de los sintomas'”’.

Por otra parte, los expertos del grupo DEPTH!”’, establecieron que los acaros del
género Demodex son parasitos comunes que se encuentran de manera comensal en la
piel periocular y cuando hay sobrecrecimiento pueden aparecer sintomas de blefaritis, y
establecieron que la blefaritis por Demodex es una afeccion cronica y recurrente, que,

aunque es posible su erradicacion, la posibilidad de recidiva es alta.

En nuestro estudio, mediante visualizacion directa, se observd que en el 40% de
los casos con blefaritis se pudo verificar la presencia del parésito, con una media de

1,10 parasitos por paciente, mientras que en el grupo control de sanos la prevalencia fue
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del 10% con una media de 0,15 parasitos por paciente, siendo significativamente mas
baja tanto en prevalencia como en cantidad en el control sano. Nuestros datos coinciden
con otros estudios en los que hay mayor prevalencia de Demodex en pacientes con

blefaritis que en pacientes sanos!93-107 119-123,

En cuanto a los resultados por PCR, observamos que en el 100% de los casos
con blefaritis se detecta ADN de D. folliculorum con una densidad media en ntimero de
copias de 11958, mientras que en el grupo control sano el parésito se detecta en el 97%,
siendo la densidad media de 5461 copias. Estos hallazgos demuestran la enorme
ubicuidad que presenta este acaro entre la poblacion humana, practicamente casi la
poblacion total estaria parasitada y/o colonizada o presenta restos gendmicos de dicho

parasito seglin los resultados del presente estudio.

Con estos hallazgos, podemos decir que la utilizacion de la PCR como método
diagnostico puede presentar ventajas en cuanto a sensibilidad y estandarizacién
diagnostica. Aunque, sin embargo, la simple presencia de D. folliculorum no parece
implicar necesariamente enfermedad ya que en el grupo control habia presencia
genoOmica casi en la totalidad del conjunto, pero la densidad si parece estar relacionada
con la clinica de la blefaritis. Por tanto, en estudios adicionales, seria conveniente
establecer puntos de corte con el método molecular a efectos de mejorar la

interpretacion de los resultados.

En la actualidad, son escasos los estudios de detecciéon y cuantificacion de
Demodex mediante PCR. El primer articulo fue publicado en 2012 por Casas et al.!”,
donde empleaban la PCR cuantitativa para el estudio de la rosdcea mediante biopsias
cutdneas del area facial por microabrasion. El andlisis de la piel detectdo el D.

folliculorum con mayor frecuencia en la rosacea que en los controles de la misma edad
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(96% frente a un 74%, p<0.01). La densidad de D. folliculorum fue 5.7 veces mayor en
los pacientes con rosacea que en los voluntarios sanos. Coincidiendo con nuestro
estudio en el que se detecta mediante PCR seis veces mas densidad en nimero de copias
de ADN en pacientes con blefaritis moderada y severa frente a los controles sanos, no

existiendo diferencias entre blefaritis leve y controles sanos.

En otro estudio realizado en Tailandia'*® en 2016, se compard también la
deteccion de Demodex mediante microscopia Optica y PCR. Este estudio se realizd
sobre 100 pacientes seleccionados desde la consulta de oftalmologia con patologia
ocular, aunque no describieron de forma detallada el tipo de signos o sintomas en el
conjunto total, es decir, no se especificaron los casos de blefaritis. Si lo hicieron en los
casos con Demodex confirmado, describiendo el porcentaje de ellos que presentaban
caspa cilindrica y disfuncion de las glandulas de Meibomio. Se hicieron cinco grupos
etarios de 20 paciente cada uno, aunque no se igualaron en sexo (dos tercios fueron
mujeres). Las muestras obtenidas de cada paciente fueron 8 pestafias (dos de cada
parpado), realizandose examen por microscopia optica y posteriormente realizando PCR
convencional a tiempo final, aunque por ninguno de los métodos se hizo cuantificacion.
Los resultados de este estudio fueron que en el 41% y en el 78% de los pacientes se
detectd6 Demodex folliculorum mediante visualizacion directa y PCR respectivamente.
En comparacién con nuestro estudio, el porcentaje detectado por visualizacion directa
coincide casi de forma exacta en ambos estudios. Sin embargo, mediante PCR, aunque
en el estudio tailandés se duplica el porcentaje en comparacion con la microscopia, se
aleja de la sensibilidad reportada en nuestro estudio, en el que se detectd en el 100% de
los pacientes. Si bien es verdad, que nosotros utilizamos una PCR “mas moderna” y a
“tiempo real” basado en la deteccion de sondas que emiten luz y es captada por un

detector altamente sensible, generalmente con mayor sensibilidad que una PCR a
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tiempo final. También hay que decir que la muestra para deteccion de ADN en nuestro
caso fue distinta. Realizamos un frotis abarcando toda la linea palpebral de ambos
parpados con el que quizds con esta técnica se arrastre mayor cantidad de restos
genodmicos, aunque para saber realmente qué muestra ofrece un mayor rendimiento
diagnostico se debid comparar con la extraccion realizada desde las pestafias en

paralelo, algo que en estudios adicionales podremos realizar.

En nuestro estudio, a diferencia del estudio tailandés'>®, la PCR cuantitativa nos
permitié no solo confirmar la presencia del Demodex folliculorum, sino también obtener
datos en niimero de copias de ADN o densidad. En el grupo de casos la densidad media
total en nimero de copias de ADN fue el doble que en los controles sanos. Sin embargo,
si comparamos la densidad de los casos de blefaritis moderada y severa, la media de la
densidad en copias de ADN fue seis veces superior que el grupo control sano, por tanto,
en nuestro estudio existe una relacion estadisticamente significativa entre gravedad y
densidad de Demodex. Esta asociacion entre gravedad y densidad de parasito también se
observa en los datos obtenidos mediante visualizacion directa. Sin embargo, en el
estudio tailandés'®, no se pudo relacionar la gravedad con la presencia de Demodex
folliculorum, en el que midieron la gravedad en una escala de 0 a 10 en funcion del
grado de disfuncion de las glandulas de Meibomio, que no es una variable idéntica a las
nuestras en las que el diagnostico de blefaritis lo basamos principalmente en la
presencia de collaretes entre otros signos de alteracion del margen palpebral y de las
pestafias. Dichos datos tampoco serian exactamente comparables con los nuestros al no

haber cuantificado la presencia de Demodex.

Trave et al.'®’

, recientemente en 2024, publico otro estudio para la deteccion de
Demodex en la rosacea papulopustular mediante examen microscopico y PCR

empleando la biopsia cutdnea superficial estandarizada, en el cuero cabelludo y en la
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cara. En el examen microscopico los pacientes con rosacea presentaron una mayor
prevalencia de muestras positivas para Demodex que los controles en el cuero cabelludo
y en la cara. La PCR también mostr6é una mayor prevalencia de muestras positivas para
Demodex en la cara y en el cuero cabelludo en pacientes con rosacea. Pero en este caso
tampoco cuantificaron ni por microscopia 6ptica ni por PCR, tan solo por microscopia
consideraron positivas biopsias con mas de 5 parasitos, pero no se hizo conteo ni
calcularon densidades. Aunque la prevalencia fue estadisticamente superior en los casos
respecto a los controles, el tamafio muestral fue muy pequefio, de tan solo 20 casos y 10
controles, por lo que los datos de este estudio no se muestran con solidez suficiente. Por
otra parte, una vez mas en este caso se utilizo una PCR convencional a tiempo final con
las diferencias o desventajas antes mencionadas frente a la PCR cuantitativa en tiempo
real que utilizamos nosotros. Las muestras tampoco fueron las mismas que en nuestro
estudio, empleando biopsia cutdnea versus frotis palpebral para PCR y conteo en
pestanas. Por tanto, este estudio viene a reforzar la idea de Demodex esta asociado a

afecciones de la piel que en este caso seria la rosacea y en el nuestro la blefaritis.

En 2016, Sanchez Espafia et al.!®® publicaron el primer estudio sobre
cuantificacion de D. folliculorum en el carcinoma basocelular (CBC) de la region
periocular mediante PCR en tiempo real, donde se analizaron biopsias de tumores
extirpados quirurgicamente. Se obtuvieron 375 especimenes de CBC como casos y 51
muestras de lesiones perioculares benignas como controles. La prevalencia de D.
folliculorum en los pacientes con CBC fue el doble que en los controles. En nuestro
estudio la prevalencia en los casos fue cuatro veces superior que, en los controles,
aunque esta diferencia se puede deber a que en el estudio de Sanchez Espafia los
controles eran lesiones benignas, pero no era piel sana. Ademas, el grupo de casos

también mostrd una mayor densidad de infestacion que el grupo control al igual que en
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nuestro estudio. También se observo que en los pacientes con biopsias positivas frente a
Demodex presentaban un riesgo 3 veces mayor de desarrollar CBC que los que fueron
negativas. Este trabajo, junto con el articulo de Tenorio-Abreu et al.'** en el que
desarrollaron la PCR cuantitativa en tiempo real para estandarizar la cuantificacion
relativa por masa de tejido de la parasitacion por D. folliculorum, fue parte de la Tesis
Doctoral en 2018 titulada “Desarrollo de una PCR para la deteccion y cuantificacion de
la parasitacion por Demodex folliculorum en biopsias de neoplasias cutaneas del area

periocular”!#,

Recientemente en 2024 se ha publicado un estudio en china'®’

en el que
compararon la deteccion y cuantificacion de Demodex por microscopia optica y PCR a
tiempo real cuantitativa al igual que nuestro estudio. En el estudio participaron 88
pacientes, 60 casos de blefaritis con alta sospecha de Demodex y 28 pacientes sanos
como control. Las muestras para estudio fueron tres pestafias de cada parpado para
observacion directa al microscopio y un frotis con hisopo humedo sobre la linea
palpebral para hacer PCR cuantitativa en tiempo real. En el 80% y 70% de los casos
fueron positivos mediante visualizacion directa y PCR respectivamente, y en el 36% y
25% de los controles fueron positivas mediante microscopia y PCR respectivamente,
mostrandose la PCR menos sensible que la microscopia. Justamente lo contrario que en
nuestro estudio, en el que la PCR fue mucho mas sensible que la microscopia tanto en
los casos como en los controles, llegandose a detectar en la totalidad de los casos y la
mayoria de los controles. En cuanto a la cantidad de parasitos, en el estudio chino no
muestran datos de medias o indice de parasitacion, sino de mediana y rangos, asi que en
los casos muestran una mediana de 2 pardsitos por paciente con rango de 0 a 21, y en

los controles muestran una mediana de 0 con rango entre 0 y 5 parasitos por pestafia. La

mediana de los resultados por PCR en los casos fue de 57 copias con rango entre 0 y
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105.146 copias, y la mediana en los controles fue de 0 con un rango entre 0 y 21.060
copias. No podemos comparar con nuestros datos porque no hablan de medias, aunque
en el contaje de parasitos con el dato de la mediana se puede intuir un hallazgo similar
en ambos estudios, no siendo asi por PCR en el que nuestro estudio muestra una mayor

mediana.

En la segunda parte de nuestro estudio pretendimos medir la eficacia del
tratamiento mediante la cuantificacion de la densidad tras el mismo. Los pacientes
recibieron tratamiento de primer, segundo o tercer escalon dependiendo del nivel de
gravedad que presentaban, siendo a mayor gravedad mayor escalon terapéutico. Asi,
tras el tratamiento se observd una disminucion estadisticamente significativa en la
densidad de Demodex en los casos de blefaritis moderada y severa medida mediante
PCR, por lo que la eficacia del tratamiento quedd demostrada en el estudio. En la
blefaritis leve no se observo disminucion de la densidad tras el tratamiento. Estos datos
indican la importancia del papel del parasito Demodex en la gravedad de la blefaritis.
Por el contrario, tanto en la blefaritis leve, antes y después del tratamiento, asi como en
los controles sanos, las densidades mediante PCR fueron similares, por lo que estos
hallazgos sugieren que la poblacion en general se encuentra en estados basales de
colonizacion que cuando el pardsito prolifera y aumenta la densidad aparecen una
mayor frecuencia de complicaciones. Sin embargo, mediante visualizacion directa no se
observaron diferencias significativas tras el tratamiento en ningin grupo de gravedad,
por lo que con esta técnica tradicional no hubiéramos demostrado la eficacia del

tratamiento en la disminucién de la cantidad de parasitos.

Como aporte practico del presente estudio, se ha logrado cuantificar y establecer

la densidad de infestacion por tipo y gravedad de blefaritis. La PCR puede aportar
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beneficios a la hora de evaluar la eficacia de los tratamientos aplicados en segunda

visita, pudiéndose cuantificar la posible reduccion de la carga.

La metodologia empleada permitié detectar con alta sensibilidad y especificidad
la presencia del acaro en el area palpebral y especificamente en la blefaritis. Nuestros
datos y los de estudios previos demuestran que existe una mayor densidad de copias de
ADN de Demodex en pacientes con blefaritis, apoyando la hipétesis sobre la patogenia
del acaro y su rol en diferentes enfermedades dermatoldgicas. Seria necesario
desarrollar nuevos trabajos prospectivos con mayor nivel de evidencia para comparar

los resultados de la PCR cuantitativa y el recuento de acaros a la microscopia.

Proponemos que la PCR podria emplearse en pacientes con blefaritis, con o sin
signos claros de demodicosis del area palpebral, como una alternativa mas sensible a la
microscopia, con el fin de identificar la presencia de un reservorio de Demodex que
podria representar una diana de tratamiento. Con suerte, en el futuro, podrian estar
disponibles tratamientos efectivos para controlar la infestacion de Demodex y podrian
ser utiles para prevenir las recurrencias de la blefaritis poco tiempo después de la

interrupcion de un tratamiento estandar.

Ademas, la PCR podria ser particularmente Util en pacientes que rechazan
procedimientos invasivos o dolorosos, ya que ha demostrado ser una técnica muy

sensible.
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La PCR cuantitativa en tiempo real para la deteccion y cuantificacion de
Demodex folliculorum se ha mostrado mucho mas sensible que el método

estandar de conteo mediante microscopia optica.

La muestra de frotis palpebral para la deteccion y cuantificacion de Demodex
folliculorum puede ser una excelente alternativa indolora para el estudio del

parasito en cuadros de blefaritis.

Demodex folliculorun es un parasito ubicuo y comensal cuyo aumento de
densidad se asocia a multiples afecciones cutdneas, entre ellas la blefaritis

cronica.

La densidad de Demodex folliculorum aumenta progresivamente con la edad,
siendo significativamente superior en la cohorte de mayores de 59 afios que

en el resto de la poblacion.

La densidad de Demodex folliculorum fue significativamente superior en
mujeres en los datos obtenidos de PCR, no siendo asi mediante visualizacion

directa.

Existe relacion entre Demodex folliculorum y blefaritis anterior y mixta.

Existe relacion entre Demodex folliculorum y gravedad de la blefaritis,

existiendo mayor densidad en blefaritis moderada y grave.

Los protocolos de tratamiento disminuyeron significativamente la densidad

de Demodex folliculorum en la blefaritis moderada y grave.
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Anexo 1: Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO — INFORMACION AL PACIENTE

Antes de proceder a la firma de este consentimiento informado, lea atentamente la informaciéon que a
continuacion se le facilita y realice las preguntas que considere oportunas.

Naturaleza:

Le estamos pidiendo que participe en un estudio de investigacion porque presenta blefaritis o bien
porque, aun no teniendo esta enfermedad puede ayudar a otros pacientes en su diagnodstico.

Este tipo de estudio se realiza para poder saber mas acerca de este problema y asi poder encontrar
mejores opciones terapéuticas para personas con blefaritis.

Su participacion es completamente voluntaria; si no desea hacerlo su médico continuara con su
atencion habitual y su negativa no le traera ningun inconveniente.

Lea toda la informacion que se le ofrece en este documento y haga todas las preguntas que necesite al
investigador que se lo esta explicando, antes de tomar una decision. También lo alentamos a
consultarlo con su familia, amigos y médicos de cabecera.

El Dr. sera quien dirija el estudio y

sera quien lo financie,
pero ni los investigadores ni recibiran pago alguno.
Importancia:

1) ¢ Por qué se realiza este estudio?

El propdsito de esta investigacion es evaluar una técnica que ayude a diagnosticar de forma mas
certera la presencia de un acaro que se asocia con la blefaritis.

2) ¢ Cuantas personas participaran y de dénde se las seleccionara?

Participaran un total de aproximadamente 200 pacientes seleccionados en este mismo centro.

3) ¢ Qué se sabe de este tipo de acaro?

Que se relaciona con la blefaritis, que consiste en una inflamacién de los parpados que puede ocasionar
quemazon, lagrimeo, enrojecimiento ocular y sensibilidad a la luz, ademas de facilitar las infecciones
oculares.

4) ; Qué debo hacer si acepto participar?

Si Ud. acepta participar en el estudio, lo primero que debe hacer es firmar este Consentimiento
Informado. Luego, se le haran examenes para ver si presenta todas las condiciones necesarias para ser
incluido.

5) ¢ Cuanto tiempo deberé permanecer en el estudio?

Los pacientes seran examinados por la misma persona en una consulta especializada, donde se le
realizara una toma de muestras que consistira en un frotis de piel con una torunda y en una depilacion
mecanica de 8 pestafas por 0jo.

6) ¢ Todos los participantes recibiremos el mismo tipo de procedimiento en el estudio?

Existiran 4 grupos y se decidira (segun presente o no blefaritis) a qué grupo pertenecera usted,
realizandose en todos ellos el mismo procedimiento de toma de muestras.

7) ¢Qué otras opciones tengo para tratar mi enfermedad, si decido no participar en este estudio de
investigacion?

En caso de padecer blefaritis se puede realizar un tratamiento estandar en funciéon de los hallazgos
encontrados que consiste en higiene palpebral asociando o no farmacos segun la gravedad sin toma de
muestra previa.

8) ¢ Qué riesgos tendré si participo del estudio?

No existen apenas riesgos. La muestra de piel se realiza con una torunda roma, que no provoca
irritacion. Las pestafas se depilan con una pinza y sélo generan una pequefa molestia al extraerse,
siendo el proceso reversible (es decir, que vuelven a crecer).

9) ¢ Tendré beneficios por participar?

En caso de padecer una blefaritis resistente al tratamiento estandar, puede beneficiarse de un
tratamiento especifico que ayude a erradicar al acaro.

10) ¢, Qué gastos tendré si participo del estudio?

Ud. no tendra gasto alguno.
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11) ¢, Qué pasara si sufro algun evento adverso mientras participo en el estudio?

Si durante el transcurso del mismo usted sufre un dafo fisico, una lesién o una consecuencia en su
salud relacionada con el procedimiento del mismo se le proveera toda la asistencia médica inmediata y
necesaria para su tratamiento.

12) ¢ Puedo dejar de participar en cualquier momento, aun luego de haber aceptado?

Usted es libre de retirar su consentimiento para participar en la investigacion en cualquier momento sin
que esto lo perjudique en su atencion médica posterior; simplemente debera notificar al investigador de
su decision.

Luego de que retire su consentimiento no se podran obtener datos sobre Ud. y su salud pero toda la
informacion obtenida con anterioridad si sera utilizada.

13) ¢ Me pagaran por participar?

No se le pagara por su participacion en este estudio.

14) ;Como mantendran la confidencialidad de mis datos personales? ;Cémo haran para que mi
identidad no sea conocida?

Los datos que lo identifiquen seran tratados en forma confidencial como lo exige la Ley. Salvo para
quienes estén autorizados a acceder a sus datos personales, Ud. No podra ser identificado y para ello
se le asignara un cédigo.

En caso de que los resultados de este estudio sean publicados en revistas médicas o presentados en
congresos meédicos, su identidad no sera revelada.

15) ¢ Quiénes tendran acceso a mis datos personales?

Como parte del estudio, el Investigador Principal y todo el equipo de investigacion tendran acceso a los
resultados de sus estudios.

16) ¢ A quiénes puedo contactar si tengo dudas sobre el estudio y mis derechos como participante en un
estudio de investigacion?

16.a) Sobre el estudio: contactar al Investigador Principal.

16.b) Sobre sus derechos como participante en un estudio de investigacién: Comité de Etica en
Investigacion.

Implicaciones para el donante/paciente:

» La donacién/participacion es totalmente voluntaria.

« El donante/paciente puede retirarse del estudio cuando asi lo manifieste, sin dar explicaciones y sin
que esto repercuta en sus cuidados médicos.

e Todos los datos caracter personal, obtenidos en este estudio son confidenciales y se trataran
conforme a la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

« La donacién/informacion obtenida se utilizara exclusivamente para los fines especificos de este
estudio.

Riesgos de la investigacion para el donante/paciente:

No existen apenas riesgos. La muestra de piel se realiza con una torunda roma, que no provoca
irritacion. Las pestafas se depilan con una pinza y sélo generan una pequefa molestia al extraerse,
siendo el proceso reversible (es decir, que vuelven a crecer).

Si requiere informacion adicional se puede poner en contacto con nuestro personal de XXXXXX
en el teléfono: XXX XXX XXX o en el correo electronico: XXXX@XXXX.XX
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CONSENTIMIENTO INFORMADO — CONSENTIMIENTO POR ESCRITO DEL PACIENTE

(Nombre y Apellidos):

He leido el documento informativo que acompana a este consentimiento (Informacion al Paciente)

He podido hacer preguntas sobre el estudio: “Determinacién de la densidad de Demodex
folliculorum en pacientes con blefaritis mediante técnica molecular de PCR.”

He recibido suficiente informacion sobre el estudio: “Determinacion de la densidad de Demodex
folliculorum en pacientes con blefaritis mediante técnica molecular de PCR.”

He hablado con el profesional sanitario informador:

Comprendo que mi participacion es voluntaria y soy libre de participar o no en el estudio.

Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio seran confidenciales y se
trataran conforme establece la Ley Organica de Proteccion de Datos de Caracter Personal 15/99.

Se me ha informado de que la donacion/informacién obtenida solo se utilizara para los fines
especificos del estudio.

Deseo ser informado/a de mis datos genéticos y otros de caracter personal que se obtengan en el
curso de la investigacion, incluidos los descubrimientos inesperados que se puedan producir,
siempre que esta informacion sea necesaria para evitar un grave perjuicio para mi salud o la de mis
familiares bioldgicos.

Si No

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

Cuando quiera
Sin tener que dar explicaciones
Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto titulado “Determinacion de la densidad
de Demodex folliculorum en pacientes con blefaritis mediante técnica molecular de PCR.”

Firma del paciente Firma del profesional

(o representante legal en su caso) sanitario informador
Nombre y apellidos: ................... Nombre y apellidos: ..........
Fecha: ... Fecha: ...,
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Anexo 2: Matriz de datos

Controles

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUJER

MUJER

MUJER

HOMBRE

HOMBRE

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER
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HOMBRE

HOMBRE
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MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUJER

MUJER

MUJER

HOMBRE

HOMBRE

MUJER

MUJER

MUJER

MUJER

HOMBRE

HOMBRE

52

52

72

72

51

51

39

39

27

27

58

58

63

63

41

41

47

47

34

34

48

48

60

60

76

76

47

47

79

79

65

65

84

84

66

66

54

54

36

36

PATOLOGIA

ASOCIADA Diabetes oJo
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
DIABETES Sl DERECHO
DIABETES Sl IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
DIABETES Sl DERECHO
DIABETES Sl IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
DIABETES Sl DERECHO
DIABETES Sl IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO IZQUIERDO
NO NO DERECHO
NO NO 1IZQUIERDO

Ne COPIAS
ADN_1

72,8
51,53
30,57
84,13
56,12

665,38

32,86

466,87
1431,98
2410,09

632,54
3336,9
334,77
5535,54
588,42
273,41
5262,33
25,69
895
77,14
116,49
2950,93

16734,62

79207,52

63761,62

258,05
3149,36
303,68
1371,18
948,29
1303,51
21398,53
850,82
1026,8
808,83
55,71
155,94
623,46

3856,1

Ne

DEMODEX_1

0

SINTOMAS_1
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO

DEMODICOSIS_1
NO
NO
NO
NO
NO
Sl
NO
NO
NO
NO
NO
S|
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
S|
Sl
NO
NO
NO
NO
NO
Sl
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO

TRATAMIENTO_1
NO
NO
NO
NO
NO
Sl
NO
NO
NO
NO
S|
Sl
Sl
Sl
NO
NO
Sl
Sl
NO
NO
NO
NO
Sl
S|
NO
NO
NO
NO
S|
S|
Sl
S|
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO

TIPO
TRATAMIENTO_1

12 ESCALON

12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON

12 ESCALON

12 ESCALON

12 ESCALON

12 ESCALON

12 ESCALON

12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON

12 ESCALON

MEJORIA_2

Sl
Sl
Sl

Sl

Sl

Sl

S|

Sl
S|
Sl

S|
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HOMBRE

HOMBRE
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36
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44
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NO
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DERECHO

1ZQUIERDO
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4895,26

26,38

941,41

1266,35

21091,3

NO

NO
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NO

NO

NO

NO

NO

Factores de riesgo y variables secundarias en los casos
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Bl
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MUIJER
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73
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71

71
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53
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32
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48
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DERMATITIS ROSACEA SJGGREN DIABETES CUMPLIDOR ACUDE

S|

Sl

NO

NO

S|

Sl
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NO

NO
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NO

NO
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NO

NO

S|

S|
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NO
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NO

NO
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NO

NO

NO

NO
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NO

NO

NO
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NO
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S|
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S|
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S|
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Sl
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1ZQUIERDO

DERECHO
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1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO
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S|

Sl

S|

Sl

NO

NO

S|
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81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

9%

95

96

97

98

929

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

MUIJER

MUIJER

MUIJER

MUIJER

MUIJER

MUIJER

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

MUIJER

MUIJER

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

HOMBRE

MUIJER

MUIJER

HOMBRE

HOMBRE

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

HOMBRE

HOMBRE

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

MUJER

MUIJER

HOMBRE

HOMBRE

60

60

77

77

59

59

33

33

82

82

67

67

23

23

38

38

73

73

39

39

76

76

74

74

71

71

64

64

39

39

44

44

65

65

23

23

80

80

58

58

48

48

72

72

30

30

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

DERECHO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

DERECHO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO

DERECHO

1ZQUIERDO
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

Sl
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NO
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Sl
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NO
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S|

S|
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NO
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NO
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NO

NO

NO
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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NO
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NO

NO

NO

NO
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

S|

Sl
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NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

S|

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

S|

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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NO
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Sl

S|

Sl

S|
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NO

Sl

S|

S|

Sl

NO

NO

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

NO

NO

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

NO

NO

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

NO

Sl

Sl

Sl

Sl

S|

Sl

NO

NO

NO

NO

N

Sl

N

Sl

N

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

Sl

S|

Sl

S|

Sl

NO

NO

NO

NO

S|

Sl

S|

Sl

NO

NO
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127 MUJER 57 DERECHO NO NO NO NO Sl Sl

128 MUJER 57 IZQUIERDO NO NO NO NO Sl Sl

129 MUJER 78 DERECHO NO SI NO NO Sl Sl

130 MUJER 78 IZQUIERDO NO SI NO NO Sl Sl

131 MUJER 54 DERECHO NO NO NO NO Sl Sl

132 MUJER 54 IZQUIERDO NO NO NO NO Sl Sl

133 HOMBRE 75 DERECHO NO NO NO SI Sl Sl

134 HOMBRE 75 IZQUIERDO NO NO NO SI Sl Sl

135 MUJER 48 DERECHO NO NO Sl NO Sl Sl

136 MUJER 48 IZQUIERDO NO NO Sl NO Sl Sl

137 MUJER 60 DERECHO NO NO NO NO NO

138 MUJER 60 IZQUIERDO NO NO NO NO NO

139 MUJER 16 DERECHO NO NO NO NO NO Sl

140 MUJER 16 IZQUIERDO NO NO NO NO NO Sl

141 HOMBRE 36 DERECHO NO S| NO NO Sl Sl

142 HOMBRE 36 IZQUIERDO NO SI NO NO Sl Sl

143 MUJER 60 DERECHO NO NO NO NO Sl Sl

144 MUJER 60 IZQUIERDO NO NO NO NO Sl Sl

145 MUJER 45 DERECHO NO NO NO NO NO Sl

146 MUJER 45 IZQUIERDO NO NO NO NO NO Sl

147 HOMBRE 32 DERECHO NO NO NO NO Sl Sl

148 HOMBRE 32 IZQUIERDO NO NO NO NO Sl Sl

Pacientes con demodicosis antes del tratamiento
TIPO GRAVEDAD _ N2 COPIAS N2 SINTOMAS_ DEMODICOSIS_ TRATAMIENTO_ TIPO

Id BLEFARITIS_1 1 ADN_1 DEMODEX_1 1 1 1 TRATAMIENTO_1
1 ANTERIOR MODERADA 32783,68 10 Sl Sl S| 22 ESCALON
2 ANTERIOR MODERADA 13374,22 0 N NO N 22 ESCALON
3 ANTERIOR MODERADA 8856,77 2 Sl Sl S| 22 ESCALON
4 ANTERIOR MODERADA 41920,43 1 N N N 22 ESCALON
5 ANTERIOR LEVE 2225,82 0 Sl NO S| 12 ESCALON
6 ANTERIOR LEVE 3692,38 2 N N N 12 ESCALON
7 ANTERIOR MODERADA 16375,52 0 Sl NO SI 22 ESCALON
8 ANTERIOR MODERADA 1303,51 0 N NO SI 29 ESCALON
9 ANTERIOR LEVE 2410,09 0 NO NO NO
10 ANTERIOR LEVE 4145,25 0 NO NO NO
11 ANTERIOR MODERADA 1064,6 1 NO Sl SI 12 ESCALON
12 ANTERIOR MODERADA 99,35 0 NO NO SI 12 ESCALON
13 ANTERIOR SEVERA 2225,82 0 Sl NO SI 32 ESCALON
14 ANTERIOR SEVERA 5495,66 0 N NO SI 32 ESCALON
15 ANTERIOR LEVE 116,49 0 NO NO NO
16 ANTERIOR LEVE 997,53 0 NO NO NO
17 ANTERIOR MODERADA 101,53 0 NO NO NO
18 ANTERIOR MODERADA 79,87 0 NO NO NO
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19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

ANTERIOR

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

LEVE

LEVE

MODERADA

MODERADA

SEVERA

SEVERA

LEVE

MODERADA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

MODERADA

LEVE

LEVE

LEVE

MODERADA

MODERADA

MODERADA

SEVERA

SEVERA

MODERADA

MODERADA

MODERADA

MODERADA

MODERADA

MODERADA

SEVERA

SEVERA

LEVE

SEVERA

SEVERA

SEVERA

MODERADA

MODERADA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

SEVERA

MODERADA

SEVERA

218,51

3126,67

567,53

888,55

9182,83

2209,79

1080,11

2666,84

637,99

5739,33

10535,15

4586,84

36539,39

37611,63

17989,46

8120,68

2686,19

5535,54

720,47

57,77

453,56

1034,25

48442,93

18651,74

2241,91

1257,22

3241,77

3639,37

1954,19

941,46

2085,59

3884,08

248,89

285,89

16494,36

1391,15

28165,2

10459,25

3639,37

139220,99

12441,31

100552,79
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S|

Sl
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Sl
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S|

Sl

NO

NO

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

Sl
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22 ESCALON
22 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
22 ESCALON

22 ESCALON

22 ESCALON

22 ESCALON

32 ESCALON

32 ESCALON

32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON

32 ESCALON
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94
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100
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110

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA

MIXTA
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MIXTA
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MIXTA

MIXTA

MIXTA
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POSTERIOR
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SEVERA
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MODERADA

SEVERA

MODERADA
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MODERADA
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MODERADA

LEVE

LEVE

MODERADA

MODERADA

LEVE

LEVE

2705,68

1728,15

2070,56

33502,59

1691,64

1884,8

13277,87

2887,61

424,99

189,09

181925,43

68542,78

3940,66

339,65

4236,15

1940,11

9182,83

36539,39

163226,2

34733,98

16614,06

20490,02

61,65

9,82

741,61

5535,54

1954,19

8856,77

55,71

19,25

3126,67

17989,46

118746,15

10015,15

85,36
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1431,98

9800,28

0
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32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
32 ESCALON
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POSTERIOR

POSTERIOR

POSTERIOR

POSTERIOR
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POSTERIOR

POSTERIOR
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MODERADA

SEVERA

SEVERA

LEVE

LEVE

MODERADA
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8238,97

14273,51
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Pacientes con demodicosis después del tratamiento

11

12

13

14

21

22

27

28

29

30

31

32

B3]

34

37

38

41

42

43

44

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

GRAVEDAD_2

TIPO
BLEFARITIS_2
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  MODERADA
ANTERIOR  MODERADA
SANO NINGUNA
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  MODERADA
ANTERIOR  MODERADA
ANTERIOR  NINGUNA
ANTERIOR  LEVE
SANO NINGUNA
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
SANO NINGUNA
SANO NINGUNA
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
MIXTA MODERADA
MIXTA MODERADA
MIXTA LEVE
SANO NINGUNA
MIXTA MODERADA
MIXTA MODERADA
POSTERIOR  LEVE
POSTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
ANTERIOR  LEVE
MIXTA LEVE
MIXTA MODERADA
MIXTA LEVE
MIXTA MODERADA

Ne
COPIAS
ADN _2
3312,86

302,54

494,68

1322,49

339,65
82123,5
2

190,46
1431,98
6443,25
41618,4

1
1753,33
2375,49

1248,16

4027,07

69,21

623,46

1303,51

191,85

172946,
49
15567,3
1
7445,77
1103,79
168,45
245,31
3884,08
35755,3
1

378,56

114,81

Ne
DEMODEX_2

1

SINTOMAS_2

NO

NO

NO

NO

NO

NO

Sl

S|

NO

NO

Sl

Sl

NO

NO

Sl

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

S|

Sl

NO

S|

NO

NO

DEMODICOSIS_2
Sl
S|
Sl

S|

NO

NO

NO
NO
NO
S|
Sl
S|
Sl

NO

Sl

NO

NO
NO
S|
S|
NO
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NO
S|
S|

S|

TRATAMIENTO_2

S|

Sl

S|

Sl

S|
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S|

S|
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S|

S|

S|

S|

NO

NO

Sl

Sl

S|
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S|

Sl

S|

S|

Sl

S|

TIPO TRATAMIENTO_2
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON

12 ESCALON

22 ESCALON
22 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
12 ESCALON
22 ESCALON

22 ESCALON

22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON
22 ESCALON

22 ESCALON

SINTOMATICA_2

S|

Sl

S|

Sl
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NO

S|

Sl

N

Sl

N

Sl

N

Sl

N
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Sl

Sl

Sl

Sl

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

Sl

Sl

S|

Sl

S|

Sl

S|

S|

Sl

S|

MEJORIA
CLINICA_2

S|
Sl
S|
Sl
S|
Sl
S|
Sl
N
Sl
N
Sl
N
Sl
N
Sl
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Diferencia de mediciones antes y después del tratamiento

Id Dif_N2CopiasADN_1-2 Dif_DEMODEX_1-2
1 29470,82 9
2 13071,68
3 8362,09 1
4 40597,94 -4
7 16035,87
8 -80820,01
21 377,07
22 -543,43
27 -5805,26
28 -35879,08
29 8781,82 1
30 2211,35 -2
31 35291,23 1
32 33584,56
41 48373,72
42 18028,28
53 782,08 4
54 3692,23
57 -156452,13
58 -14176,16
59 20719,43 0
60 9355,46 0
61 3470,92
62 138975,68
63 8557,23
64 64797,48 -2
65 2327,12 -3
66 1613,34 0
67 2058,27
68 33472,89
71 -4842,14
72 -10978,98
73 284,41
74 -184,03 0
75 -9445,09
76 63855,35
85 15477,88
86 17973,07
89 -18457,47
90 273,21 0
91 -5710,08
92 7955,28
107 1369,43
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108 9741,67
111 55,04
112 -201,6
113 9855,53
114 12,31
115 -816,55
116 -323,99
123 16122,95
124 11448,09
125 7788,67
126 14230,56
127 11398,31
128 13694,41
129 -3534,43
130 4661
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Capitulo IX: Indicios de Calidad
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9.1 Publicaciones en revistas

Iglesias-Martin J, Tenorio-Abreu A, Rodriguez-Molins E, Jiménez Alcantara M.
Severe chronic blepharitis. Torpid evolution of several years. Enferm Infecc Microbiol
Clin (Engl Ed). 2019 Jun-Jul;37(6):410-412.  English, Spanish. doi:

10.1016/j.eimc.2018.09.012. Epub 2018 Nov 15. PMID: 30447950. ISSN 0213-005X.
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9.2 Libro abstract

Titulo: Determinacion de la densidad de Demodex folliculorum en pacientes con
blefaritis mediante técnica molecular de PCR. Libro de Abstract Virtual SEIMC 2020,

25/08/2020. Codigo del abstract: 456. ISBN-978-84-09-22864-5.
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9.3 Participacion en congresos

Comunicaciones en panel (posters):

Poster

Titulo: Desarrollo de una PCR para la deteccion y cuantificacion de D.
folliculorum en blefaritis cronica. XXIII Congreso de la Sociedad Espafiola de

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, Madrid, 25/05/2019.
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Poster

Titulo: Determinacién de la densidad de Demodex folliculorum en pacientes con
blefaritis mediante técnica molecular de PCR. I Jornadas de Doctorado en Ciencias de la

Salud, Huelva, 19/09/2019.
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Comunicaciones orales:

Titulo: ;Demodex o de moda? Jornada de Coérnea y Superficie Ocular. LII

Congreso Nacional de la Sociedad Andaluza de Oftalmologia, Malaga, 25/01/2020.
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