DIAGNOSTICO MOLECULAR DE CRIPTOCOCOSISEN MUESTRASDE LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO MEDIANTE LA PCR-ELISA
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Introduccion. La criptococosis es una micosis causada por
el hongo oportunista Cryptococcus neoformans, se presenta
frecuentemente como una infeccion del sistema nervioso
centra (SNC), y es importante en las personas
inmunosuprimidas, especialmente en los pacientes con
SIDA. Los métodos del diagnostico molecular permiten la
deteccion tempranay especifica de la infeccién. Debido ala
importancia de las micosis en los pacientes
inmunosupremidos, es vital contar con estrategias para €l
diagnéstico clinico répido de micosis como primer paso,
seguido por la identificacion del hongo infeccioso. Los
protocolos que cumplen con este criterio estan basicamente
basados en la PCR seguida por la hibridacion del amplicon,
sobre una membrana, con sondas especificas para cada
hongo (1-3). Dos de estos protocol os cuenta con sondas para
C. neoformans sin embargo, ninguna fue adecuadamente
evaluada en muestras de liquido cefalorraguideo “LCR”.

El objetivo general de este trabajo es la evaluacion de una
sonda especifica derivada del gen ribosomal 28S (3), para
detectar cantidades minimas de C. neoformans en muestras
de LCR, aplicando la tecnologia de PCR-ELISA (4), ya que
es més sencilla y répida que las hibridaciones sobre
membranas.

Metodologia. El DNA total de los cultivos puros de hongos,
asi como del LCR fue extraido usando el kit “QIAmp tissue”
(Qiagen), con algunas modificaciones. La reaccion de PCR
con los primers universales de hongos (1) fue optimizada, en
presencia de digoxigenina-dUTP (Roche, Mannheim) para
obtener productos de PCR marcados con DIG. Los ensayos
PCR-ELISA se realizaron con la sonda de C. neoformans (3)
marcada con biotina en el extremo 5, y aplicando €l “DIG-
detection kit” (Roche).

Resultados y discusion. La sensibilidad de la PCR para
detectar DNA de C. neoformans variedades neoformansy
gattii fue de 200 pg y 2 ng, respectivamente. Los resultados
del ensayo PCR-ELISA optimizado, mostraron una
deteccion especifica del DNA de C. neoformans, con una
sensibilidad de 20 y 2 ng de DNA de las variedades
neoformans y gattii, respectivamente (fig. 1). Ademas, €
ensayo fue probado exitoso para diagnosticar criptococosis
en LCR, utilizando muestras de pacientes previamente
diagnosticadas por métodos convencionales y otras
infectadas in vitro. E LCR no infectado o infectado con
otros patdgenos resul té negativo.
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Fig 1. Ensayo PCR-ELISA para detectar DNA de C.
neoformans variedades. neoformansy gattii.

Conclusiones. La optimizacion de la PCR empleada nos
permitié obtener resultados més reproducibles, con
cantidades pequefias de hasta 200 pg de DNA de
Cryptococcus. Las modificaciones que realizamos para
aplicar los primers y sonda previamente disefiados (1,3), en
el ensayo PCR-ELISA son importantes porque la estrategia
ademaés de ser especifica, es méas répida que la PCR seguida
por hibridacién sobre membranas ¢k transferencia, 1o que
permite diagnésticos mas oportunos. Ademas, se puede
automatizar para procesar un gran nimero de muestras
clinicas.
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