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Introducción. La criptococosis es una micosis causada por 
el hongo oportunista Cryptococcus neoformans, se presenta 
frecuentemente como una infección del sistema nervioso 
central (SNC), y es importante en las personas 
inmunosuprimidas, especialmente en los pacientes con 
SIDA. Los métodos del diagnóstico molecular permiten la 
detección temprana y específica de la infección. Debido a la 
importancia de las micosis en los pacientes 
inmunosupremidos, es vital contar con estrategias para el 
diagnóstico clínico rápido de micosis como primer paso, 
seguido por la identificación del hongo infeccioso. Los 
protocolos que cumplen con este criterio están básicamente 
basados en la PCR seguida por la hibridación del amplicon, 
sobre una membrana, con sondas específicas para cada 
hongo (1-3). Dos de estos protocolos cuenta con sondas para 
C. neoformans, sin embargo, ninguna fue adecuadamente 
evaluada en muestras de líquido cefalorraquídeo “LCR”.  
El objetivo general de este trabajo es la evaluación de una 
sonda específica derivada del gen ribosomal 28S (3), para 
detectar cantidades mínimas de C. neoformans en muestras 
de LCR, aplicando la tecnología de PCR-ELISA (4), ya que 
es más sencilla y rápida que las hibridaciones sobre 
membranas. 
 
Metodología. El DNA total de los cultivos puros de hongos, 
así como del LCR fue extraído usando el kit “QIAmp tissue” 
(Qiagen), con algunas modificaciones. La reacción 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 el “DIG-
detection kit”(Roche).  
 
Resultados y discusión. La sensibilidad de la PCR para 
detectar DNA de C. neoformans variedades neoformans y 
gattii fue de 200 pg y 2 ng, respectivamente. Los resultados 
del ensayo PCR-ELISA optimizado, mostraron una 
detección específica del DNA de C. neoformans, con una 
sensibilidad de 20 y 2 ng de DNA de las variedades 
neoformans y gattii, respectivamente (fig. 1). Además, el 
ensayo fue probado exitoso para diagnosticar criptococosis 
en LCR, utilizando muestras de pacientes previamente 
diagnosticadas por métodos convencionales y otras 
infectadas in vitro . El LCR no infectado o infectado con 
otros patógenos resultó negativo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig 1. Ensayo PCR-ELISA para detectar DNA de C. 

neoformans variedades: neoformans y gattii. 
 
Conclusiones. La optimización de la PCR empleada nos 
permitió obtener resultados más reproducibles, con 
cantidades pequeñas de hasta 200 pg de DNA de 
Cryptococcus. Las modificaciones que realizamos para 
aplicar los primers y sonda previamente diseñados (1,3), en 
el ensayo PCR-ELISA son importantes porque la estrategia 
además de ser específica, es más rápida que la PCR seguida 
por hibridación sobre membranas de transferencia, lo que 
permite diagnósticos más oportunos. Además, se puede 
automatizar para procesar un gran número de muestras 
clínicas. 
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