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Detección de citomegalovirus 
por PCR en tiempo real 
en plasmas positivos a VIH
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Detection of cytomegalovirus by real-time PCR
in HIV-positive plasm

Background: Cytomegalovirus is a betaherpesvirus responsible for 
persistent infections that are generally asymptomatic in healthy individu-
als. In the absence of an effective immune response, as in neonates, 
cancer patients, organ transplant recipients, individuals with AIDS, etc., 
cytomegalovirus may cause severe disease. Early detection of this virus 
would prevent serious health consequences in immunocompromised 
patients; it is important to employ sensitive methods and accurate detec-
tion to support treatment-related decision making. Real-time molecular 
methods, such as the polymerase chain reaction, possess higher sensi-
tivity to detect positive samples. 
Methods: We compared the sensitivity and specifi city of the following 
detection methods: the endpoint PCR trade-validated method (Pol, viral 
gene target) and real-time PCR, which detects viral genes Pol (early 
gene), and pp65 (late gene). We performed a cross-sectional study of 
43 human immunodefi ciency virus-positive samples. 
Results: The molecular detection methods in real-time detected a 
greater number of cytomegalovirus-positive samples than those at the 
endpoint. 
Conclusions: There must be at least two independent cytomegalovirus 
target-genes in order to make the detection by real-time PCR.
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El citomegalovirus humano es un patógeno 
oportunista que pertenece a la familia betaher-
pesvirus. Posee un genoma de ácido desoxirribo-

nucleico (ADN) de doble cadena con aproximadamente 
230 mil pares de bases y 200 marcos de lectura abier-
tos.1-3 La infección por este virus se manifi esta como 
retinitis, esofagitis, colitis o encefalitis y representa la 
principal complicación y primera causa de morbimor-
talidad en pacientes inmunocomprometidos.2 De 20 a 
40 % de los individuos infectados con el virus de la 
inmunodefi ciencia humana (VIH) que no están bajo 
tratamiento antirretroviral desarrollan enfermedad a 
causa del citomegalovirus humano. Se ha observado 
que la coinfección con estos dos virus en individuos 
con una cuenta de linfocitos CD4+ menor a 50/μL 
incrementa el riesgo de presentar severas complica-
ciones en su estado de salud.4-6 El citomegalovirus 
humano inicia su proceso de infección y replicación 
al unirse a los receptores de la célula hospedera, pro-
vocando eventos que dan por resultado la expresión de 
varios tipos de genes:

• Inmediatos o precoces: son el primer grupo que se 
expresa en una infección viral activa. Las proteínas 
virales que producen (IE) son requeridas para ini-
ciar la replicación viral y regular la expresión de 
sus homólogos tempranos (como UL54, también 
conocido como Pol) y tardíos (como UL83, tam-
bién denominado pp65).

• Tempranos: son dependientes de las proteínas vira-
les IE, las cuales son factores que infl uyen en la 
replicación del virus.

• Tardíos: son expresados esencialmente después del 
inicio de la replicación del ADN y están involucra-
dos primordialmente en la ensambladura y la mor-
fogénesis del virus.7-9

Las pruebas de detección molecular comercia-
les-validadas y semiautomatizadas, como COBAS 
AMPLICOR HCMV MONITOR™ Test (CACM, 
Roche Diagnostics) se basan en la detección por reac-



Resumen

625Rev Med Inst Mex Seguro Soc. 2014;52(6):624-9

Ruiz-Tachiquín ME et al. Citomegalovirus en plasmas positivos a VIH

Introducción: el citomegalovirus es responsable de 
infecciones persistentes, generalmente asintomáti-
cas en personas sanas pero que en ausencia de una 
respuesta inmune efectiva puede causar enfermedad 
severa, por ello es muy importante su detección tem-
prana en los individuos con trastornos de la inmunidad. 
El objetivo de esta investigación fue hacer un análisis 
del límite de detección, sensibilidad y concordancia de 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) en punto 
fi nal con los obtenidos con la PCR en tiempo real.
Métodos: se realizó un estudio transversal con 43 
muestras de plasma humano positivas al virus de la 
inmunodefi ciencia humano, provenientes de individuos 
de 18 o más años de edad, de uno u otro sexo. Todas 
las muestras tuvieron una carga viral-VIH mayor a 100 

000 copias/mL. Para la PCR en punto fi nal se empleó 
un método comercial para identifi car UL54 (gen viral 
blanco) y para la PCR en tiempo real se amplifi caron 
fragmentos de los genes UL54 (gen temprano) y UL83 
(gen tardío) del citomegalovirus humano. 
Resultados: mediante PCR en punto fi nal (método 
comercial-validado) solo tres individuos fueron posi-
tivos a citomegalovirus humano (7 %), con una la 
carga viral de 1500 a 1670 copias/mL. Las muestras 
positivas a citomegalovirus humano mediante PCR en 
tiempo real tuvieron un rango de 4.36 a 4692.86 copias 
de citomegalovirus humano
Conclusiones: es necesario tener al menos dos genes 
blancos de citomegalovirus humano para detectarlo de 
manera ratifi cada mediante PCR en tiempo real.

ción en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase 
chain reaction) en punto fi nal (al término de la reacción 
se observan resultados) del gen de expresión temprana 
UL54, para determinar la carga viral y auxiliar en el 
monitoreo de la infección en pacientes infectados y/o 
coinfectados (VIH y/o citomegalovirus humano).10-14 
Para realizar esta técnica se requiere un robot, lo que 
limita su accesibilidad en diferentes sectores de las 
comunidades. Diversos estudios indican que la PCR en 
tiempo real (en el transcurso de la reacción se obser-
van amplifi caciones) tiene una mayor sensibilidad para 
detectar muestras positivas al compararla con los méto-
dos comerciales empleados para las pruebas de rutina 
en los laboratorios.11,15-23 Además, se señala que las 
pruebas de PCR de manufactura casera son rápidas, 
precisas, accesibles y económicas respecto al número 
de muestras analizadas por ensayo. El objetivo de esta 
investigación fue hacer un análisis comparativo en fun-
ción de la sensibilidad y especifi cidad de los siguientes 
métodos moleculares:

• CACM (estándar de referencia), con el cual se 
detecta al gen temprano UL54 (constitutivo) con 
PCR en punto fi nal.

• PCR en tiempo real, con la que se evalúa la detec-
ción de los genes UL54 y UL83 del citomegalovirus 
humano.

Se determinó el límite de detección, sensibilidad y 
concordancia de los ensayos de PCR en punto fi nal y 
se compararon con los obtenidos en tiempo real.

Métodos

Se analizaron 43 muestras de plasma humano positivas 
a VIH, provenientes de individuos de 18 o más años de 
edad, de uno u otro sexo. Todas las muestras tuvieron 
una carga viral-VIH mayor a 100 000 copias/mL (a 

mayor carga viral menor número de CD4+). La carga 
viral de VIH se determinó con COBAS AMPLICOR 
HIV MONITOR™ Test (CAHM Roche Diagnostics). 
Las muestras fueron preservadas a –80º C hasta el 
momento de su uso. El proyecto se realizó conforme 
a las normas éticas defi nidas en la Declaración de Hel-
sinki de 1975 y sus enmiendas, así como a los códi-
gos y normas internacionales vigentes para las buenas 
prácticas en la investigación clínica. El proyecto fue 
aprobado por el Comité de Ética y el Comité Nacional 
de Investigación Científi ca del Instituto Mexicano del 
Seguro Social.

La determinación de la carga viral de citomega-
lovirus humano se llevó a cabo mediante CACM.24 

El método amplifi ca 362 pares de bases situados 
en el extremo 5´ del gen UL54 que codifi ca para la 
ADN polimerasa viral, utiliza iniciadores biotinilados 
(LC342 y LC383) y cuenta con controles positivos, 
negativos y de cuantifi cación. Las condiciones de 
amplifi cación se llevaron a cabo conforme a las indi-
caciones del fabricante:

• La extracción del ADN de las muestras se realizó 
a partir de 200 μL de plasma mediante la lisis de 
partículas virales con un agente caotrópico (tio-
cianato de guanidina). Posteriormente, el ADN se 
precipitó con isopropanol y etanol a 70 %. El ADN 
se resuspendió en solución diluyente, de la cual 
50 μL se emplearon en cada reacción de ampli-
fi cación. Se determinaron las absorciones y se 
cuantifi caron las partículas virales en el analizador 
COBAS MONITOR (robot).11,15,25 Los resultados 
se expresaron como copias del ADN del citome-
galovirus humano/mL de plasma (copias/mL). Los 
límites de detección dentro del intervalo lineal del 
ensayo fueron 400 y 100 000 copias/mL.

Para la detección viral por PCR en tiempo real se 
realizó la extracción del ADN, a partir 1 mL de plasma 
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obtenido, mediante el estuche QIAamp® UltraSens® 
Virus (QIAGEN, Valencia, USA), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante:

• 1 mL de plasma se resuspendió en amortiguador de 
lisis que contenía proteinasa K. Después de la diges-
tión, la reacción se colocó dentro de la columna de 
afi nidad con sílica-gel (QIAamp spin) y los ácidos 
nucleicos fueron eluidos. El ADN se cuantifi có en 
un espectrofotómetro (Beckman, modelo Du530) a 
260 nm. La PCR se realizó a partir de 100 ng del 
ADN total extraído.

Para las PCR en tiempo real se utilizaron ensayos 
prediseñados (Custom TaqMan® Gene Expression 
Assay, Applied Biosystems, California, USA) y se 
amplifi caron fragmentos de los genes UL54 y UL83 
del citomegalovirus humano. Se usaron los siguientes 
componentes para la reacción de amplifi cación: 

• 2.5 μL de TaqMan.
• 10 μL de mezcla maestra de PCR (Universal Mas-

ter Mix PCR).
• 1 μL 20X de mezcla de ensayo (Assay Mix).
• 100 ng del ADN total en un volumen fi nal de 20 μL. 

Las condiciones de amplifi cación consistieron 
en dos minutos a 50 °C (activación de la enzima 
UNG) y 10 minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos 
de 15 segundos a 95 °C para la desnaturalización y un 
minuto a 60 °C para la alineación y extensión. Todos 
los ensayos se realizaron por duplicado en el equipo 
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR. La valora-
ción del producto de amplifi cación se llevó a cabo con 
base en el ciclo umbral de detección (cycle threshold) 
para la PCR en tiempo real. El valor del ciclo umbral 

de detección es el número de ciclos de amplifi cación 
relacionados con la fl uorescencia emitida por la sonda 
TaqMan. Este valor depende del número de blancos de 
citomegalovirus humano encontrados en la muestra: a 
mayor número de copias del virus, menor número de 
ciclos umbral de detección y viceversa. Se utilizó un 
control negativo libre del ADN de citomegalovirus 
humano, verifi cado por PCR en tiempo real. Como 
control positivo se empleó ADN de citomegalovirus 
humano estándar: ATCC DNA From HCMV Strain 
AD169, BSL:1 (VR-538D). El ADN de citomega-
lovirus humano se utilizó para la generación de las 
curvas de cuantifi cación viral con las dos sondas Taq-
Man correspondientes a los dos genes virales blancos, 
UL54 y UL83.

Para validar la capacidad predictiva de las pruebas 
de detección se midió sensibilidad, especifi cidad y 
valores predictivos positivo y negativo. Se consideró 
a CACM como estándar de referencia porque es un 
método comercial-validado y semiautomatizado, que 
se emplea en todo el mundo en los laboratorios de 
pruebas de rutina para la detección de citomegalovirus 
humano en plasma.26-29

Resultados

Se analizaron 43 muestras de plasma positivas a VIH, 
provenientes de individuos con un rango de edad de 
23 a 77 años de edad, de uno u otro sexo: seis (14 %) 
correspondieron al sexo femenino (edad de 34 ± 8.854 
años) y 37 (86 %) al masculino (39.73 ± 11.347 años).

El rango de la carga viral del VIH fue de 43 400 
a 3 700 000 copias/mL. De las 43 muestras, solo tres 
fueron positivas a citomegalovirus humano (7 %); la 
carga viral tuvo un rango de 1500 a 1670 copias/mL 

Cuadro I Carga viral de las muestras determinadas por PCR en punto fi nal con un método comercial-validado

Carga viral n % Copias/mL Media ± DE

Virus de la inmunodefi ciencia humana  43  100  43400-3700000  609753.49 ± 566860.92

Citomegalovirus humano  3  7  1500-1670  1558.67 ± 96.464

DE = desviación estándar

Cuadro II Carga viral de citomegalovirus humano de las muestras analizadas mediante PCR en tiempo real

Sonda TaqMan Gen viral blanco
Muestras positivas a 

citomegalovirus humano 
Ciclo umbral de 

detección 
ADN-Citomegalovirus 

humano
Copias/mL

UL54  Pol  12 (28 %)  32-39  1.16-0.01 pg  4692.86-45.44

UL83  pp65  16 (37 %)  25-40  1.12 pg-1. 29 fg  4521.3-5.20
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(cuadro I), mediante cuantifi cación con PCR en punto 
fi nal (método comercial-validado).

Para evaluar el ensayo de PCR en tiempo real se 
estableció el rango dinámico de detección. Las cur-
vas de cuantifi cación generadas para las dos sondas 
TaqMan correspondientes a los genes UL54 y UL83 
fue de 4 – 4 × 106 copias del virus. UL54 con una 
r2 = 0.985 y una pendiente de –3.300 ± 20.52 y UL83 
con una r2 = 0.998 y una pendiente de –3.321 ± 14.33. 
Las muestras positivas a citomegalovirus humano 
mediante PCR en tiempo real tuvieron un rango de 
4.36 a 4692.86 copias (cuadro II).

Al comparar las muestras positivas detectadas por 
PCR en punto fi nal y las identifi cadas mediante PCR 
en tiempo real, se observó que los ensayos en los que 
se detectaron los genes virales UL54 y UL83 tuvieron 
sensibilidad, especifi cidad y valores predictivos posi-
tivos y negativos similares entre ellos (cuadro III). En 
comparación con los valores generados por un solo 
gen, la combinación de dos genes (UL54 y UL83) 
presentó valores de sensibilidad y especifi cidad mayo-
res: sensibilidad 1, especifi cidad 0.8, valor predictivo 
positivo 0.27, valor predictivo negativo 1 y 25.5 % de 
resultados positivos comparado con 6.9 % que identi-
fi có el estándar.

Respecto a los métodos de extracción del ADN 
viral, la extracción con columna de afi nidad coincidió 
con un mayor número de muestras positivas a citome-
galovirus humano, en comparación con la extracción 
fenólica; el número de muestras positivas con lisis 
proteica (proteinasa K) fue mayor en comparación con 
un agente caotrópico (tiocianato de guanidina).

Respecto al tamaño del amplicón, el método de 
detección viral basado en la PCR en punto fi nal genera 
un amplicón de mayor tamaño (362 pares de bases) 
que el generado por la PCR en tiempo real (menor de 
100 pares de bases); el número de muestras positivas 
al virus fue mayor con un amplicón pequeño.

Discusión

Es importante mejorar la sensibilidad, especifi cidad 
y precisión de los métodos para detectar al citomega-
lovirus humano, debido a que es el principal agente 
causal de muerte en los pacientes inmunocomprome-
tidos. Además, es necesaria una buena selección de 
genes blancos, métodos efi cientes, fl exibles y rápi-
dos. Nuestro grupo de investigación evaluó la detec-
ción del gen UL123  por PCR en tiempo real en un 
trabajo previo.30

La validación de un resultado positivo de genes 
tempranos y tardíos, junto con la evaluación médica 
correspondiente, ayuda al diagnóstico oportuno en 
los pacientes con una respuesta inmunológica com-

prometida o suprimida; asimismo, se evitarían serias 
complicaciones en el desarrollo de la infección. Por 
lo anterior, las investigaciones en el área se han enfo-
cado a identifi car y proponer diferentes alternativas de 
detección viral. 

La PCR en tiempo real tiene varias ventajas: 

• Posee una metodología simple con la que se obtie-
nen resultados en un tiempo razonable.

• Genera un amplicón pequeño (menor a 100 pares 
de bases).

• Permite procesar un número fl exible de muestras 
por ensayo (desde una hasta 92 en el termociclador 
más seis controles).

• Tiene un costo menor en comparación con los 
ensayos comerciales.

• Sus resultados concuerdan con los obtenidos en 
ensayos comerciales (todas las muestras positivas 
a citomegalovirus humano mediante la PCR en 
punto fi nal fueron positivas por la PCR en tiempo 
real).

En las técnicas en tiempo real diseñadas y evalua-
das en este trabajo se ajustó la cantidad del ADN ini-
cial. Las desviaciones estándar entre las repeticiones 
de los puntos de las curvas generadas fueron menores 
a 0.2, con r2 = 0.999 y pendiente de –3.32, aproxi-
madamente, lo que indica más de 90 % de efi ciencia 
de la amplifi cación del blanco. Respecto a los valores 
predictivos positivo y negativo, las técnicas en tiempo 
real son más certeras en detectar muestras negativas 
a citomegalovirus humano, por lo que proponemos la 
detección de más de un gen blanco para validar y rati-
fi car un resultado positivo. 

Por lo mencionado, sería factible su implementa-
ción en laboratorios de biología molecular con mínima 
infraestructura y recursos limitados en diferentes sec-
tores del territorio nacional, con resultados confi ables, 
similares o alternativos a los métodos de detección 
comerciales-validados.

Cuadro III Efi cacia de la PCR en tiempo real comparada con CAMC como 
estándar de referencia

Sensibilidad Especifi cidad VP+ VP–
 Porcentaje 

de positivos*

UL54  1  0.78  0.25  1.0  27.9

UL83  1  0.68  0.19  1.0  37.2

VP+ = valor predictivo positivo, VP – = valor predictivo negativo, 
*Comparado con 6.9 % de resultados positivos que identifi ca el estándar
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