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RESUMEN

En el marco del 80 aniversario del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", se
exponen en apretada sintesis, las actividades mas relevantes en el campo del
diagndstico, la investigacion y la docencia desarrolladas hasta el momento por el
Laboratorio de Micologia de la referida institucion. A 38 afios de su creacion, este
sigue siendo uno de los pocos lugares en Cuba que se desempefia en este campo y
que se reconoce por los logros cientifico-técnicos alcanzados. Sin lugar a duda,
estos responden basicamente al cuadro de salud nacional, sin descuidar el entorno
regional y mundial. Todos los resultados que se exponen, se encuentran
sustentados por mas de 100 publicaciones y otras obras cientificas, lo que avala la
calidad y rigor del trabajo desplegado. Sirva este articulo para homenajear al
fundador del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" y a todos los cientificos
que en el transcurso de estos afios contribuyeron a engrandecer su nombre.

Palabras clave: Micologia; micosis; diagnéstico de laboratorio de las micosis;
histoplasmosis; criptococosis; candidiasis; dermatofitosis.
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ABSTRACT

In the framework of the 80" anniversary of Pedro Kouri Tropical Medicine Institute,
a succinct presentation is provided of the most relevant activities in the fields of
diagnosis, research and teaching so far performed by the Mycology Laboratory at
the Institute. Thirty-eight years after its founding, the Laboratory continues to be
one of the few places in Cuba devoted to this field and recognized for its scientific
and technical achievements, which no doubt essentially respond to the national
health status, without neglecting the regional and global environment. All the
results presented are endorsed by over 100 publications and scientific works, which
is evidence of the quality and rigor of the work done. May this paper be a tribute to
the founder of Pedro Kouri Tropical Medicine Institute and all the scientists who
have brought prestige to its name throughout these years.

Keywords: mycology; mycosis; mycosis laboratory diagnosis; histoplasmosis;
cryptococcosis; candidiasis; dermatophytosis.

INTRODUCCION

El Laboratorio de Micologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK)
fue creado en 1979, a partir de la reorganizacion llevada a cabo en esta institucién
por orientacién del Comandante en Jefe Fidel Castro, en 1978.

Hasta ese momento el diagndstico de las micosis se habia realizado en la capital del
pais de manera limitada en importantes instituciones asistenciales como el Hospital
General "Calixto Garcia", el Hospital "Manuel Fajardo" y el Hospital Militar "Dr.
Carlos J. Finlay". Anteriormente no existia un laboratorio en el Instituto de Medicina
Tropical dedicado al diagnéstico o las investigaciones relacionadas con las
enfermedades causadas por hongos. Tampoco habia antecedentes en el Instituto
Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia (INHEM), instituciéon precursora
de los estudios de la Microbiologia en Cuba.

Con el desarrollo del propio laboratorio en las nuevas instalaciones del IPK y
mediante la capacitacion del personal en instituciones nacionales y extranjeras de
alto nivel cientifico, el trabajo se fue diversificando y profundizando. El objetivo del
presente manuscrito es exponer de manera resumida, las actividades mas
relevantes llevadas a cabo en el Laboratorio de Micologia, como parte del
Laboratorio Nacional de Referencia de Microbiologia del IPK, en la docencia, el
diagndstico, la referencia y las investigaciones en el campo de la Micologia Médica
desde su creacion hasta el presente.

INVESTIGACIONES

Las primeras tareas de investigacion llevadas a cabo, a partir de 1980, estuvieron
relacionadas con dos de las micosis de mayor impacto social para el pais: las
dermatofitosis y la histoplasmosis.

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina Tropical. 2017;69(3)

DERMATOFITOSIS

Las dermatofitosis o tifias son micosis cutaneas causadas por diferentes especies de
hongos, llamados dermatofitos, pertenecientes a los géneros Epidermophyton,
Microsporum y Trichophyton, que tienen una especial afinidad por todos los tejidos
queratinizados del hombre y de los animales. Aunque no se consideran micosis
graves, su prevalencia es elevada en todo el mundo, particularmente en paises de
clima calido y humedo. Pueden ser trasmitidas por contacto directo, a partir del
suelo o la tierra al hombre, del animal al hombre o por contacto interhumanos.?

Entre los trabajos realizados por el Laboratorio de Micologia del IPK (LMIPK) en esa
primera etapa estuvo la identificacion de posibles fuentes de infeccidon por
dermatofitos, teniendo en cuenta las tres categorias ecolégicas en que
habitualmente se agrupan. Entre las especies geofilicas encontradas, en muestras
de tierra de diferentes regiones del pais, se identific6 Microsporum gypseum como
la mas prevalente, lo que coincide con numerosos reportes de diversas partes del
mundo; otras especies como Trichophyton terrestre y T. mentagrophytes fueron
encontradas en proporciones muy bajas.?

En otro estudio realizado en una muestra de perros callejeros se aislé6 Microsporum
canis, tanto a partir de lesiones clinicas como de animales aparentemente sanos;
este permitié confirmar la importancia de dichos animales en la trasmision
zoonotica de las tifas, particularmente en nifios.® También de importancia
zoondtica fue la identificacién temprana de brotes epidémicos de dermatofitosis en
animales de laboratorio y su posterior control; en estos casos fue identificada la
especie T. mentagrophytes var. mentagrophytes, una especie zoofilica con un
amplio rango de hospederos animales, incluyendo al hombre.*

Se demostré también la existencia de un bajo porcentaje (1,3 %) de nifios
portadores sanos de dermatofitos (a nivel de cuero cabelludo), lo que constituye un
elemento a tener en cuenta en la epidemiologia de estas infecciones. Las especies
aisladas en este estudio fueron M. canis (zoofilica) y M. gypseum (geofilica).®

En los estudios realizados en pacientes con dermatofitosis, las especies encontradas
con mayor frecuencia fueron T. rubrum, T. mentagrophytes y E. floccosum,®7 lo
que coincide con los resultados de otros autores.*

Mas recientemente, en otro estudio realizado por nuestro grupo de trabajo entre
jovenes deportistas, se demostro la frecuencia de tinea pedis y tinea corporis,
causadas por las mismas especies antes mencionadas.®

HISTOPLASMOSIS

Reportada por primera vez en Cuba en 1951, la histoplasmosis es causada por
Histoplasma capsulatum var. capsulatum y es la micosis profunda mas importante
en el pais, por lo que evidentemente su estudio y abordaje integral debia estar
entre las prioridades del IPK.®°

Esta considerada una micosis de gran impacto social en Cuba y en amplias regiones
del continente americano, no solo por su caracter endémico sino también por su
frecuente forma de presentacién (como brotes epidémicos, afectando a grupos de
individuos expuestos a una fuente comun), por su vinculacion con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y por ser considerada, en muchos paises,
incluyendo Cuba, una enfermedad ocupacional.® Mas recientemente por la frecuente
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aparicion de brotes epidémicos entre turistas fue incluida en el llamado libro
amarillo de las enfermedades del viajero.1°

Focos naturales (micosis endémica): Entre las primeras tareas de investigaciéon
realizadas por el LMIPK, se llevé a cabo la busqueda e identificacién de posibles
focos naturales de histoplasmosis en Cuba. El protocolo desarrollado permitio
confirmar la presencia de H. capsulatum en el 59 % de las cuevas estudiadas,
fundamentalmente de la regién occidental. En todos los casos, se trataba de cuevas
habitadas por murciélagos, con interés turistico, ecolégico, espeleolégico o de algin
valor socioecondmico. También se demostrd su presencia, aunque con mucho
menos frecuencia, en gallineros domésticos y en un espacio abierto con presencia
de guano de murciélagos. Estos ultimos hallazgos deben servir de alerta sobre
aspectos de la ecologia de H. capsulatum nunca antes informados en el pais y cuyo
valor epidemioldgico es evidente. Estos resultados confirman que los sitios con
acumulacion de excretas de murciélagos constituyen el principal nicho natural de
este hongo en Cuba, lo que coincide con lo reportado en muchas otras latitudes.%:12

Histoplasmosis animal: Al estudiar posibles areas endémicas, ademas de la
busqueda del agente causal en sustratos abiéticos, resulta de gran utilidad realizar
el aislamiento a partir de especies animales o vegetales que pudieran servir de
hospederos o vectores. En el caso de la histoplasmosis, aunque ha sido reportada
en numerosas especies de mamiferos, en habitats muy diversos, el grupo zoolégico
mas asociado a ella es el de los quirépteros. El 24 % de los murciélagos analizados,
pertenecientes a cuatro especies, estaban infectados con H. capsulatum y se
reafirma la importancia de los quirdpteros en la ecologia de este hongo en
Cuba.?13

Brotes epidémicos (histoplasmosis ocupacional): Aunque la histoplasmosis
puede presentarse como casos clinicos esporadicos, su presentacion mas frecuente
en nuestro pais es en forma de brotes epidémicos ocurridos por la exposicién de un
grupo de personas a una fuente comun con altas concentraciones de conidios.* Las
actividades mas relacionadas con estos brotes son las visitas a cuevas con objetivos
muy diversos, la limpieza de locales, demolicién de edificios, remocién o limpieza
de gallineros y aviarios, con la consiguiente generacion de aerosoles cargados de
las particulas infectantes del hongo. Estas epidemias han sido reportadas
mayoritariamente en paises del continente americano, incluyendo a Cuba, y en
viajeros que visitan estas areas geograficas.®

El primer brote epidémico, reportado por nuestro grupo, estuvo relacionado con la
realizacion de actividades de campo en un equipo de investigadores vinculados a la
ecologia de los arbovirus y se comporté como un tipico brote de histoplasmosis,
confirmado con el aislamiento e identificacidon del agente causal a partir de
muestras clinicas de los pacientes y de muestras de tierra procedentes de la cueva
visitada.1®

A solicitud de las autoridades de salud se estudiaron otros brotes epidémicos,
algunos de los cuales estuvieron relacionados con actividades laborales o
recreativas diversas, todos en la antigua provincia de La Habana (hoy Artemisa y
Mayabeque) que tuvieron en comun la realizacidon de una intensa y continuada
actividad fisica, con la consiguiente generacion de aerosoles, sin medios de
proteccién, en cuevas habitadas por murciélagos.'”

Otro estudio mas reciente permitié describir las principales manifestaciones clinico-
epidemioldgicas y confirmar la fuente de infeccidn de un grupo de nueve pacientes.
Al igual que los anteriores, este brote también se consideré de tipo ocupacional.
Este es el primer estudio que utiliza la reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR,
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por sus siglas en inglés) para el diagndstico de la histoplasmosis epidémica, asi
como para la identificacién y caracterizaciéon molecular de su agente etiolégico en
Cuba.819

Estos trabajos permitieron establecer una metodologia para el estudio integral de
los brotes de histoplasmosis, la cual incluye el diagnéstico clinico, epidemiolégico,
micolégico y seroldgico y el aislamiento del agente etiolégico de las fuentes de
infeccion, asi como las medidas de control necesarias.'?

Micosis oportunista marcadora de sida: La histoplasmosis esta considerada una
infeccidon marcadora de sida desde 1987. Numerosos reportes recientes la
confirman como una de las infecciones oportunistas mas importantes en la region
de América Latina y el Caribe, donde causa unas 10 000 muertes al afio, mas que
la tuberculosis, en este grupo de pacientes.?®° En Cuba, los primeros casos de
histoplasmosis en pacientes infectados por el VIH fueron reportados en los primeros
anos de la década de los 90 del siglo pasado, desde entonces, esta micosis se
presenta como una de las mas importantes por su relativa frecuencia y severidad
en los pacientes cubanos con sida.®

En uno de los trabajos realizados por el LMIPK se hizo una caracterizacion clinica de
doce pacientes con diagnéstico de histoplasmosis diseminada progresiva: todos
presentaron fiebre y la hepatomegalia estuvo presente en el 92 %. Fueron comunes
también la astenia, la pérdida de peso, la anorexia, asi como las adenopatias
cervicales y axilares. En piel y mucosas se presentaron lesiones vesiculo-pustulosas
de coloracién violacea, no pruriginosas que en ocasiones llegaban a ulcerarse y
podian cubrir todo el cuerpo (58 %). El exudado obtenido a partir de las lesiones
mucocutaneas fue de gran utilidad diagnéstica, tanto mediante el examen
microscopico de frotis coloreados como por el cultivo. La esplenomegalia y los
sintomas respiratorios se presentaron en el 50 % de los casos.?!

El laboratorio desempeiid un papel fundamental en la confirmacién del diagndstico
mediante el aislamiento e identificacién de H. capsulatum mediante la prueba de
exoantigenos.?? Las pruebas seroldgicas son de utilidad en el diagnéstico de la
histoplasmosis en pacientes inmunocompetentes; sin embargo, su sensibilidad fue
de 33 % en los pacientes con VIH.?3

Los métodos moleculares presentan potencialidades en el diagndéstico y la
caracterizacion de los aislados, pero los ensayos actuales no han sido aprobados
para su uso clinico.?* En este sentido, en el LMIPK se han desarrollado variantes de
PCR que permiten el diagndstico de casos clinicos.'®

A partir de la extensiéon de la pandemia de sida, se hizo necesario profundizar en
los estudios relacionados con otras dos micosis marcadoras de esta enfermedad:
criptococosis y candidiasis.

CRIPTOCOCOSIS

A pesar de la expansion de la terapia antirretroviral altamente efectiva (en
pacientes infectados por el VIH) la prevalencia de la criptococosis se mantiene
inaceptablemente elevada, en especial en los paises de medianos y bajos ingresos.
En Cuba, a partir de 1986 con la aparicion del sida, el nimero de pacientes
afectados por esta micosis se incrementé hasta alcanzar cifras entre 10 y 25 casos
anuales?® (Fig.).
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La elevada morbimortalidad ocasionada por esta micosis motivo el desarrollo de
mas de una treintena de investigaciones en el LMIPK con vistas a esclarecer
aspectos claves que permitieran prevenir la infeccion, asi como mejorar el
prondstico y calidad de vida de los pacientes afectados. A continuacion se resumen
las teméticas abordadas mas relevantes.

Agente causal de la criptococosis en Cuba: En la actualidad se identifican siete
especies pertenecientes al complejo de especies Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii, no obstante, en este contexto manejaremos la
nomenclatura empleada en los trabajos de referencia.?®

Los estudios de aislados recuperados tanto de muestras clinicas como de fuentes
naturales (excretas de palomas y detritos vegetales) sugieren que el principal
agente causal de la criptococosis en Cuba es la especie C. neoformans ser. A.?527
La caracterizacion molecular de los mismos indica que en su mayoria se trata del
tipo AFLP1, apareamiento alfa y que al parecer existe marcada segregacion entre
los aislados clinicos y ambientales.?82° Hasta el momento se han recuperado dos
aislados de C. gattii (AFLP 4 y AFLP5) los cuales corresponden a casos
importados.30-32

Desarrollo y evaluacion de métodos diagndésticos: La disponibilidad de
meétodos diagndsticos confiables de manera regular motivé el desarrollo de varios
estudios en el LMIPK. Entre ellos la produccién y evaluaciéon de antigenos y
anticuerpos especificos, asi como de diversos sistemas diagnosticos. La deteccion
de antigeno mediante aglutinacién al latex jugé un papel importante en la
sostenibilidad del diagnéstico rapido de la infeccién en Cuba.33

Susceptibilidad a los antifungicos: Los resultados obtenidos en estos estudios
han demostrado que la resistencia frente a los medicamentos de eleccién para el
tratamiento de la criptococosis no parece ser un problema en Cuba.343> De manera
adicional, estos estudios permiten conocer las potencialidades de otras alternativas
terapéuticas para el manejo de los pacientes afectados asi como enriquecer con
datos autéctonos los estudios multicéntricos con vistas a determinar los valores de
corte frente a las diferentes especies.3¢

Virulencia y patogenicidad: En el LMIPK también se desarrollan investigaciones
béasicas que contribuyen al conocimiento de los mecanismos por los cuales se
produce la enfermedad en el humano. El valor préactico de los mismos se traduce en
la busqueda de futuras opciones terapéuticas. Asi por ejemplo, hoy se cuenta con
un modelo murino de evaluacién de candidatos; se conoce que los aislados
ambientales, a pesar de su aparente segregacion genética con relacion a los de
origen clinico, presentan potencialidades para ocasionar enfermedad y que la
capacidad de respuesta de determinadas citoquinas favorecen la infeccion por cierto
genotipo, asi como la diseminacion y gravedad del cuadro clinico, entre otros.3"-38

Ecologia y epidemiologia molecular: Las investigaciones de campo para tratar
de determinar las posibles fuentes de infeccidn y con esto evitar la exposicion de
individuos susceptibles, también poseen su espacio en el estudio de la criptococosis
en Cuba. Entre los sustratos més estudiados se encuentran las excretas de aves, en
especial de palomas, asi como detritos vegetales. Los analisis moleculares de los
aislados recuperados de estas fuentes y los de origen clinico, brindan un panorama
mas cercano a la realidad sobre el nicho natural de C. neoformans y el papel
patogénico de esta levadura.?529-32.35
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Caracterizacion clinica de la enfermedad: También se realizaron
investigaciones que acumulan al menos un centenar de individuos y reportes de
casos con caracteristicas sui generis. De manera general, los estudios demuestran
que las manifestaciones clinicas de los pacientes cubanos no difieren de lo que se
reporta en el mundo. No obstante, de manera llamativa se diagnosticé la micosis en
un namero superior a lo esperado en nifios y los informes de laboratorio clinico
demuestran que la presencia de conteos de células dentro de limites normales no
descartan la presencia de la infeccién criptococdsica.3?:3%4° Estos hallazgos
constituyen alertas importantes que contribuyen al diagndstico oportuno de esta
micosis y a mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados.

La experiencia alcanzada por el personal del LMIPK en este campo trasciende las
fronteras del mismo. Parte de los trabajos publicados son producto del trabajo
colaborativo con laboratorios de otros paises, a la vez que Cuba brinda asesoria a
paises de Latinoamérica.**

CANDIDIASIS

El periodo de mayor interés en la historia de las infecciones por Candida comenz6
en la década de 1940, con el uso generalizado de los antibidticos. Desde entonces
ha aumentado de forma abrupta la incidencia de casi todas las formas de
presentacion de candidiasis; no obstante, la candidiasis vaginal, la oral y la invasiva
son las que mas se destacan. Los trabajos de investigacion en el LMIPK se han
basado en el estudio de estas formas clinicas y sus respectivos agentes en nuestras
condiciones.

Caracterizacion de aislados recuperados de candidiasis vulvovaginal:
Fueron determinados los morfotipos de diferentes especies del género, en particular
de Candida albicans*? y se llevd a cabo la diferenciacion entre C. albicans y C.
dubliniensis por métodos fenotipicos, lo que permitié, por primera vez en Cuba,
identificar presuntivamente 13 aislados de esta Gltima especie.*® También se han
abordado estudios de susceptibilidad a los antifUngicos mas empleados en la
terapia, utilizando el método del CLSI M-27A y algunos comerciales como el ATB
Fungus 3.4445 Esta linea de investigacion ha sido una de las mas trabajadas con
resultados significativos en torno a la informacion sobre aislados de C. albicans
resistentes a los triazoles en Cuba. Desde hace algunos afios, se acepta que hay
una tendencia al incremento de la resistencia de esta especie al fluconazol y se ha
demostrado que la mayoria de las levaduras con esta caracteristica posteriormente
desarrollan resistencia cruzada al itraconazol y al voriconazol.

Caracterizacion de aislados recuperados de candidiasis oroesofagica: Entre
estos trabajos se destacan la utilizacion del agar Sabouraud trifeniltetrazolio para
diferenciar los morfotipos, particularmente en C. albicans*® y la determinacién del
serotipo de C. albicans en pacientes seropositivos al VIH. En un primer momento se
estudiaron 210 aislados de C. albicans y resultd un marcado predominio del
serotipo A (95,2 %), independientemente de la raza, el sexo y del sitio de
procedencia del aislamiento.*” Diez afios mas tarde, se realizé otro estudio similar
con 44 aislados de C. albicans, de los cuales 16 pertenecieron al serotipo A

(36,4 %) y 28 al serotipo B (63,6 %).%® Otros estudios han abordado los aspectos
clinicos, micolégicos y terapéuticos en pacientes VIH y sida con candidiasis oral.
También se han realizado estudios de identificacion molecular y de susceptibilidad
con evidencias de un bajo nivel de resistencia a los azoles. Entre estos se destaca
la investigacion de Prieto Santa Anna y otros en 2010, en la cual se analiz6 la
correlacion entre la susceptibilidad in vitro a la nistatina y la respuesta al
tratamiento en pacientes con VIH.*°
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También se realizé un estudio clinico y microbioldgico a 18 pacientes con sida y
candidiasis oroesofagica. C. albicans fue la especie que mas se aisld, con
predominio del serotipo A. Se analizaron por la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida los perfiles proteicos de los 12 aislados de esta especie y se observo
identidad en sus patrones de peso molecular, lo que sugirié que es la misma cepa
la que se halla en la cavidad oral y en el es6fago.®®

Caracterizacion de aislados recuperados de candidiasis sistémica: La
frecuencia de candidiasis producidas por otras especies diferentes de C. albicans (C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata y C. krusei) ha aumentado en los ultimos
anos, en parte porque se acepta su papel patogénico y se identifican con mayor
interés; y por otro lado, muchos autores refieren que el uso indiscriminado de
antimicoéticos ha generado la presencia de especies que hasta hace algunos afios no
producian estos cuadros clinicos.?!

La sistémica o diseminada es la forma mas grave de presentacion de la candidiasis.
Durante el 2012, en el LMIPK se realiz6 el aislamiento e identificacion de aislados
de Candida que procedian de hemocultivos de 50 pacientes con sospecha de
candidiasis invasiva (adultos y nifios). Los factores de riesgo que mas incidieron
para desarrollar una candidiasis invasiva fueron la antibioticoterapia previa y el uso
de catéter venoso central. Se observ6 una resistencia del 4 % frente al itraconazol,
del 2 % frente al ketoconazol y 6 % de susceptibilidad intermedia al fluconazol. C.
guilliermondii present6 los valores mas altos de CMI para fluconazol (= 4 mg/L). La
mortalidad asociada fue de 37,5 % en nifios y 28,1 % en adultos. C. tropicalis y C.
guilliermondii fueron las especies mas frecuentes en los pacientes fallecidos (26,6
% c/u). Solo fue tratado con antifingicos el 47,9 % del total de pacientes y el 53,3
% de los fallecidos. Las drogas mas utilizadas para el tratamiento fueron
anfotericina B y fluconazol.5! Este estudio formd parte del proyecto multicéntrico
sobre la fungemia debida a levaduras, auspiciado por la Red Regional de
Laboratorios para la vigilancia de infecciones micéticas invasivas y susceptibilidad
antifungica en América Latina.

De manera adicional, se determiné la incidencia de candidiasis en 949 neonatos que
requirieron cuidados intensivos. La incidencia general fue de 1,6 % y afecta mas
frecuentemente a nifios con un peso menor de 1 000 g y en los menores de 30
semanas. La mortalidad fue de 13,3 % y en general la especie predominante fue C.
parapsilosis.>?

En la actualidad se realizan estudios con el objetivo de analizar los factores de
virulencia (produccién enzimatica y formaciéon de biopelicula), y la susceptibilidad
antifungica in vitro a la anfotericina B y el fluconazol por el método de microdilucién
en aislados de Candida procedentes de hemocultivos. Hasta el momento se ha
podido observar que existen diferencias en el grado de expresiéon de los factores de
virulencia en las distintas especies de Candida y altos valores de concentracion
minima inhibitoria a los antifingicos estudiados.

Candida asociada a enfermedades crdnicas no infecciosas: Unos de las
investigaciones mas novedosas que esta realizando el laboratorio es el estudio de la
colonizacioén del tracto gastrointestinal por levaduras en nifios con trastornos del
espectro autista (TEA), pues la complejidad de las manifestaciones clinicas que los
caracteriza, sugiere una etiologia multicausal. Se pudo demostrar un mayor grado
de colonizacion del tracto gastrointestinal por Candida en nifios con TEA en
comparacion con el grupo control. No se encontraron diferencias entre las especies
de Candida, lo cual sugiere que la posible asociacion entre Candida y autismo no es
especie dependiente.
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Todas estas investigaciones ratifican la necesidad de mantener una vigilancia
nacional que nos permita monitorear la distribuciéon y susceptibilidad antifingica de
las levaduras aisladas, lo que contribuira a evaluar la evolucion de la resistencia en
nuestro medio.

ASPERGILOSIS

Otra de las lineas importantes de investigacion es la referente a las infecciones
causadas por el género Aspergillus. Como parte de un trabajo de colaboraciéon entre
el IPK y el Hospital Neumoldgico Benéfico Juridico, se estandarizé un sistema ELISA
para la deteccion de IgG-anti Aspergillus fumigatus. Durante el mismo se
estudiaron mas de 300 sueros de pacientes con diferentes manifestaciones
respiratorias y se encontraron altos porcentajes de seropositividad con predominio
en individuos con enfisema-bronquitis y bronquiectasias.>® Fernandez Andreu y
otros fortalecieron el serodiagndstico de la aspergilosis en Cuba al evaluar
diferentes antigenos y antisueros relativos a las especies de Aspergillus mas
importantes del &mbito clinico.5* Este trabajo constituyd un importante ahorro en
importaciones para el pais ademas de ampliar la capacidad diagndstica para las
micosis.

En la actualidad, el LMIPK lleva a cabo un estudio sobre la resistencia a antifungicos
en especies de Aspergillus. San Juan Galan y otros publicaron un trabajo preliminar
sobre cepas de origen clinico y ambiental en el que se observé resistencia al
itraconazol en A. niger y una muy marcada a la anfotericina B, fundamentalmente
en A. flavus y A. fumigatus.®® Otras investigaciones se llevan a cabo en torno a
infecciones crénicas causadas por Aspergillus. En colaboracion con el Hospital
Neumoldgico Benéfico Juridico, el LMIPK recién comenzé un estudio que permitira
contribuir al diagndstico certero de la aspergilosis pulmonar crénica, una
enfermedad que ha cobrado relevancia a nivel internacional.

EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

En el LMIPK también se desarrollan ensayos para determinar la actividad
antifungica de productos naturales. Con este objetivo se implementd y estandarizé
un método modificado de microdilucién en medio liquido basado en las normas del
CLSI-M27-A3. Entre los productos naturales evaluados se encuentran la zeolita, el
dermofural, asi como los extractos hidroalcohdlicos preparados a partir de la planta
Petiveria alliacea L y del invertebrado marino Hermodice carunculata. Estos se
enfrentaron a aislados clinicos que involucraron las cinco especies de Candida de
mayor relevancia clinica (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei y C.
tropicalis). En ambos casos, se evidencid la inhibicién del crecimiento de mas de un
96 % de los aislados testados con bajas concentraciones de los extractos, incluso
frente a aquellas especies intrinsecamente resistentes al fluconazol.56:5" Los
resultados sugieren una fuerte actividad antimicética de uno o mas de sus
compuestos quimicos activos. Conocer el potencial antifungico de estos preparados
es la base para el disefio y la formulacion de nuevas generaciones de antimicaéticos,
que brinden opciones terapéuticas mas efectivas.
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DOCENCIA

El trabajo del grupo del LMIPK también ha estado dirigido, desde sus inicios, a
incrementar el desarrollo de la Micologia Médica en el sistema cubano de salud.
Hemos realizado un extenso programa de formacion de personal mediante cursos y
entrenamientos a profesionales y técnicos. Especial mencién merece la formacion
de médicos microbidlogos y la Maestria en Bacteriologia-Micologia, como parte de la
programacion docente del IPK.

Ademas de las mencionadas, se pueden citar otras actividades de posgrado en las
cuales el personal del laboratorio ha tenido una destacada actividad, tales como:
diplomados de Medicina Tropical a las brigadas médicas internacionalistas,
entrenamientos en Micologia Médica a profesionales cubanos y extranjeros, cursos
Diagndstico de Laboratorio de las Micosis (auspiciado por la UNESCO), Talleres de
Micologia Médica (auspiciado por la Sociedad Cubana de Microbiologia y
Parasitologia), asi como los cursos de actualizacidon en nuestra tematica en
diferentes provincias del pais.

De especial significacién han sido los cursos impartidos en nuestro laboratorio por
destacados profesores extranjeros de elevado prestigio, procedentes de diferentes
organismos e instituciones como OPS, Instituto Pasteur de Paris, Instituto de Salud
Carlos 111, Universitat Rovira i Virgili, entre otros, los cuales han contribuido a
elevar el nivel cientifico de nuestros profesionales.

En la actividad de pregrado, nuestro grupo de trabajo realiz6 una destacada
actividad docente en la licenciatura en Tecnologia de la Salud, perfil de
Microbiologia, y colabora de manera muy activa en la formacion de los estudiantes
de carrera de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad de La
Habana, no solo con la imparticion de contenidos, sino también en la realizacion de
las tesis de diploma. No menos importante ha sido también la contribucién del
LMIPK a la preparacion de los estudios de grado de estudiantes de nivel medio.

El colectivo posee una tradicion bien consolidada en la conduccidn de tesis en todos
los niveles de ensefianza en los que se aplica la micologia, las cuales han sido
desarrolladas tanto por tesistas nacionales como extranjeros.

La participacion en eventos cientificos, tanto nacionales como internacionales, han
contribuido a dar a conocer los resultados antes expuestos a diferentes niveles.
Entre estos eventos, merece la pena destacar la celebracion en el IPK del 2%
Congreso Latinoamericano de Micologia en 1996, auspiciado por la Asociacion
Latinoamericana de Micologia, evento de elevado nivel cientifico y organizativo,
resultado del trabajo mancomunado de los grupos de micélogos de instituciones
nacionales como el Jardin Botanico Nacional, el Instituto de Ecologia y Sistematica
y el IPK.

Los resultados obtenidos han sido reconocidos por las maximas autoridades
cientificas nacionales y han sido distinguidos como resultados relevantes del IPK y
merecedores del Premio Anual de Salud del Ministerio de Salud Publica (2002),
premio del Ministerio de la Agricultura (2004) y logros de la Academia de Ciencias
de Cuba (2004, 2010 y 2014).
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SERVICIO DIAGNOSTICO Y REFERENCIA

El laboratorio se ha desempefiado como Laboratorio Nacional de Referencia para las
micosis, por lo que se llevan a cabo los algoritmos que permiten el diagndstico
convencional de las micosis. Estos incluyen el examen microscoépico directo de las
muestras clinicas y el cultivo en los medios adecuados, con la subsiguiente
identificacion hasta el nivel de especie.

Las pruebas seroldgicas han sido de gran utilidad diagndstica, particularmente en la
histoplasmosis y la aspergilosis. De mas reciente incorporacion son los métodos
moleculares que de manera gradual se han incorporado al diagndstico de las
principales micosis sistémicas.

Como complemento del diagndstico micolégico, el laboratorio también tiene
implementadas las técnicas de referencia para la determinacion de la
susceptibilidad a los agentes antifungicos.

Una de las actividades mas importantes mantenidas durante todos estos afios ha
sido la conservacion de una coleccion de cultivos de hongos patdégenos, como una
garantia de la calidad de las investigaciones, la docencia y el diagndstico que realiza
el Laboratorio de Micologia.58

MAGNITUD E IMPORTANCIA DE LAS INFECCIONES FUNGICAS
EN LA ACTUALIDAD

Las infecciones flngicas, en general, y sus formas invasivas, en particular, se
reconocen como una causa lider de morbimortalidad a escala global. Estas
afecciones incrementaron considerablemente su incidencia en las ultimas décadas y
en la actualidad se acepta que su impacto en la salud humana es al menos de igual
magnitud al generado por bacterias, virus y parasitos.>®

Dos aspectos favorecen el incremento sostenido de la incidencia de las infecciones
fangicas invasivas (IFIl). De una parte, con la pandemia del sida cuatro infecciones
fungicas oportunistas (neumocistosis, criptococosis, histoplasmosis y talaromicosis)
se han convertido en la principal causa de muerte en esta poblaciéon. Por otra parte,
los grandes avances de la medicina en las dltimas décadas, que logran prolongar la
vida en pacientes con graves patologias, al tiempo que favorecen el incremento
considerable de las IFl. En este grupo se destacan dos micosis (candidiasis y
aspergilosis) las cuales afectan anualmente a un millén de casos.®°

Las tasas de mortalidad asociadas a las IFl son inadmisibles (30-70 %) y provocan,
al menos, tantas muertes como la tuberculosis o la malaria. Se estima en mil
millones las personas que padecen alguna micosis, de las cuales 11,5 millones
desarrollan formas clinicas que comprometen sus vidas y 1,5 millones mueren cada
afio.®0

La magnitud de este problema se agrava si consideramos que no presentan
sintomas ni signos patognomaonicos. Como afecciones oportunistas se insertan en el
curso de otras enfermedades bien definidas (cancer, sida, tuberculosis, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, asma) que las enmascaran y dificultan su
diagnostico. Ademas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) no tiene un
programa para las infecciones fungicas y no estan integradas en los programas de
vigilancia epidemioldgica de los diferentes paises, por lo que existe poco
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conocimiento de estas por el personal médico.? No obstante, en los Ultimos 20
afios se lograron considerables avances en los métodos diagnésticos y en el
desarrollo de drogas antifungicas efectivas, aunque la mayoria de la poblacion
mundial aiin no se beneficia de estos avances.®?

Para enfrentar esta situacién, se cre6 el Fondo de Acciéon Global para las Infecciones
Fangicas (GAFFI, sus siglas en inglés) en Londres (2013). Esta fundacion tiene
como misién mejorar la salud de los pacientes que sufren de infecciones fingicas
graves a través de cuatro objetivos basicos: divulgar la repercusion de la
enfermedades fungicas; facilitar el acceso universal al diagnéstico de estas
afecciones; garantizar terapias antifungicas adecuadas y asequibles; asi como,
capacitar a los profesionales de salud en el manejo de estas micosis.®?

Entre las multiples actividades realizadas por GAFFI, se destacan los estudios sobre
la magnitud de las infecciones fungica realizados en mas de 100 paises, para lograr
que la OMS reconozca a los micetomas y la cromomicosis como enfermedades
desatendidas e incorpore la anfotericina B, la 5-fluorocitosina y el itraconazol a su
lista de medicamentos esenciales. También, defini6 la necesidad de crear un
laboratorio de referencia en cada pais o region (que daria cobertura a una poblacion
de 10 millones de habitantes) que disponga del personal calificado y el
equipamiento adecuado para implementar los métodos y sistemas de diagnoéstico
rapido que permitan alcanzar resultados entre 48 y 72 h.5%.62 (tabla).

Tabla. Pruebas diagndsticas que debe realizar un laboratorio de referencia en
Micologia (segin GAFFI)

| sensibilidad | 'ﬁ'empo
Pruebas diagndsticas Infeccidn diagndstica del
(%) resultado
Piel, pelo, ufias, infecciones
Examen directo invasivas 20-90 oy
(Blanco de calcofluor)
Deteccion antigeno Menlngiis, porCryplococcus 99 2 horas
PCR muestras Meumonia por
respiratorias Pneumocystis o8 1 dia
| Deteccidn de antigeno Aspergilosis invasiva
ELISA) en suero : 3 .
( : sl 0 Histoplasmosis Bo 2 dias
muesiras respiratorias
[ iz Mayoria de infecciones
Deteccion de B-D-glucano | fingicas™ _ 65 - 77 2 dias
Antllcuerpos_IgG AsPe_rglfoms pulmonar 80 - 95 ¥ diae
anti-Aspergillus crénica
Antl|cuerpos ;gE Aspergilosis = - g5 > dias
anti- Aspergillus broncopulmonar alérgica
Cultivo e identificacion Iodogles ho_ngos, excepto 10 -50 3-14 dias
| Pneumocystis
Identificacidn molecular a Todos, en particular
artir de histo i i i .
partir patologia tpfeccmnes por hengos SHiEh oo
positiva filamentosos
Miveles séricos de |
itraconazol, voriconazol y Aspergilosis 100 3 dias

| posaconazol

=Alto valor predictive negativo permite descentinuar el tratamiento.
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Nuestro pais no esta ajeno a esta situacion global. Cuenta con muchas fortalezas
entre las que destacan: un sistema de salud competente que brinda una cobertura
universal, voluntad politica para asumir los nuevos retos, baja tasa de prevalencia
de casos sida y tuberculosis, tratamiento antirretroviral a todos los pacientes que lo
necesitan, disponibilidad en el cuadro basico de medicamentos de todos los
antifiungicos recomendados por la OMS. No obstante, entre las principales
limitaciones hay que sefalar la ausencia de programas de vigilancia para estas
enfermedades, la no realizacién de estudios de prevalencia y sobre todo, la no
disponibilidad de los métodos y técnicas para el diagndstico rapido de muchas de
ellas.
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