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I. MARCO TEÓRICO 
 
 

1. Citomegalovirus humano 
 
El CMVH pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesviridae, género 
Citomegalovirus, especie herpesvirus humano 5. Esta subfamilia se diferencia de las 
otras (alfa, gamma) de acuerdo a las propiedades biológicas, el ciclo reproductivo de 
es lento, crecen lentamente en cultivos, la célula infectada puede aumentar mucho 
de tamaño (citomegalia).y puede permanecer en latencia en glándulas secretoras, 
células linfoides, riñón y otros tejidos. Figura 1. (1, 2) 

 
El virión puede tener hasta 35 proteínas, incluso contiene enzimas implicadas en el 
metabolismo de los ácidos nucleicos, síntesis de ADN y procesamiento proteico. El 
virión maduro del CMVH mide entre 150 y 200 nm. 
 
1.1. La estructura del virión consta de: 
 
ADN: ácido desoxirribonucleico lineal de doble cadena. Tamaño aproximado de 120 
y 230 Kpb, esta diferencia depende de las secuencias repetitivas internas y 
terminales que pueda tener el virión. Fluye inmediatamente tras ser liberado de la 
nucleocápside al núcleo de la célula infectada. 
 
NÚCLEO: estructura proteica que contiene el ADN viral. 
 
CÁPSIDE: estructura formada por proteínas que se ensamblan dando forma a una 
estructura icosaédrica de 162 capsómeros (pentámeros y hexámeros). 
 

TEGUMENTO: estructura amorfa de proteínas que rodea a la cápside y mantiene la 
asociación entre esta y la envoltura del virión, las proteínas que lo constituyen 
intervienen en procesos esenciales del virus, como el mantenimiento de su 
estructura, regulación de su expresión génica e influye en la respuesta de las células 
del hospedero a la infección de CMVH.  
 
ENVOLTURA: estructura formada por glicoproteínas, algunas de ellas participan en 
la patogénesis desencadenada por el CMVH. (2) 

 

Figura 1. Modelo tridimensional del CMVH 
donde muestra los componentes estructurales 
del mismo. En el núcleo se localiza el genoma 
de ADN lineal de doble cadena; cápside (100-
110 nm de diámetro) con 162 capsómeros; 
tegumento material amorfo que rodea a la 
cápside y envoltura lipídica con glicoproteínas 
en la superficie. Tomado y modificado de: 
http://danival. org/600%20 microbio/7400not 
asvir/algunos/vir_algunos_cmv.html 
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2. ORGANIZACIÓN DEL GENOMA DEL CITOMEGALOVIRUS HUMANO 
 
Solo una cepa del CMVH ha sido completamente secuenciada y adaptada al 
laboratorio, la cepa AD169 (GeneBank NC_00347) su secuencia cuenta con 
230,283 pb. Esta secuencia reveló que el ADN de CMVH contiene 225 marcos 
abiertos de lectura (Open Reading Frames, ORF´s por sus siglas en ingles) que 
codifican para 160 distintas proteínas aproximadamente. Figura 2. (2) 
 

El genoma del CMVH es el más grande y complejo entre los herpesvirus, está 
constituido de ADN lineal de doble cadena con aproximadamente 230 Kb, PM de 
155 x106D, alto contenido de GC. (2) Organizado por dos componentes L (largo), 
usualmente de un tamaño de 100 Kb, la cual codifica cerca de 100 genes y S (corto), 
cada uno de ellos consta de secuencias únicas (UL y US) no repetidas, flanqueadas 
por repeticiones invertidas denominadas ab y b’a’ (TRL/IRL) para L y a’c’ y ca 
(IRs/TRs) para S, orientados en ambas direcciones (5´→3´ y 3´→5´). (1, 49) Estas 
regiones repetidas permiten reorganizaciones de las regiones únicas del genoma. 
(50) 

 

L S

UL US

UL83 

535 pb

ORF

121968 pb 120283 pbpp65

L S

UL US

UL83 

535 pb

ORF

121968 pb 120283 pbpp65

 
 

Figura 2. Organización del genoma del CMVH. Marcos de lectura abiertos (ORF´s), 
UL83 se localiza dentro del componente UL, UL83 gen que codifica para la proteína 
pp65, este fragmento se localiza en las bases número 122341 hasta 120656, por lo tanto 
el gen UL83 mide 1685 bases de las cuales se amplificaron 535. Tomado y modificado de: 
Journal of Virology, Oct. 1995, p. 5959–5968, Vol. 69, No. 10. Copyright q 1995, American Society 
for Microbiology. 

 
2.1. PROTEÍNAS DEL VIRIÓN 

 
Las partículas purificadas del CMVH contienen de 30 a 40 polipéptidos con un PM 
entre 20 a 300 kD. (3-6) Varnum y colaboradores en el 2004, reportaron que el virión 
esta compuesto por 50% de proteína de tegumento, 30% de proteína de 
cápside,13% de proteína de envoltura y 7% de proteínas no definidas. (7) 
 

 La proteína grande de la cápside (MCP) codificada por el gen UL86. 
 La proteína pequeña de la cápside (mCP) codificada por el gen UL85. 
 Las proteínas pequeñas de unión de la cápside (mC-BP) codificadas por el gen 
UL46, también llamado (UL48/49). 

◄120656] 
3´ 

◄122341] 
 5´ 

ORF´s 

TRL 

TRL 

IRL      IRS TRS 
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 Las proteínas más pequeñas de la cápside (SCP) codificadas por el gen 
UL48.550, también llamado (UL48/49). 
 Tres distintas proteínas de ensamblaje (AP) codificadas por los genes UL80, 
UL80a y UL80.5.(3, 8-12) 

 
La envoltura del virión tiene dos complejos de glicoproteínas. (13, 14) 
 

1. Compuesta de uniones covalentes procesados proteolíticamente en dímeros, 
una es la glicoproteínas B (gB), codificadas por el gen UL55, la cual es una 
proteína de superficie y blanco principal para neutralizar anticuerpos del 
hospedero. (15-17) 
 

2. Compuesta por productos de los genes UL75, UL115 y UL74 llamadas gH, gL 
y gO, respectivamente. (18,19) El complejo de estas glicoproteínas juega un 
papel crítico y no entendido completamente su participación en el inicio de la 
infección. 
 

2.1.1. PROTEÍNAS DE LA CÁPSIDE  
 
Las MCP del CMVH contiene 1,370 aminoácidos, la proteína pUL86 es conservada 
entre las proteínas de los herpesvirus comunes y forma el mayor componente de los 
pentámeros y hexámeros de la cápside. Dos más pequeñas y menos abundantes 
son las mCP con 360 aminoácidos (pUL85) y las mC-BP con 290 aminoácidos 
(pUL46) asociadas en una relación 2:1 en forma de tripletes. (20, 8, 12)  
 

Las SCP contienen 75 aminoácidos pUL48.5 ó pUL48/49, no han sido 
caracterizadas mediante análisis de microscopia electrónica. (20, 21) Y con 708 
aminoácidos la proteína codificada por UL80, dando lugar al menos a tres proteínas 
diferentes que realizan distintas funciones en el ensamblaje de la cápside. Las 
proteínas más abundantes son llamadas AP y son derivadas de la porción carboxilo 
del gen UL80.5 mediante eventos de ensamblajes autos catalíticos, ensambles de 
serina de 30 kD como ensamble mediante proteasa maduracional. (22, 23) 
 
2.1.2. GLICOPROTEÍNAS DE LA ENVOLTURA  
 
La envoltura del CMVH contiene proteínas virales derivadas de lípidos de las 
membranas intracelulares del huésped. La obtención de la envoltura y la asociación 
de glicoproteínas ocurren en ambos sitios, núcleo y citoplasma. La envoltura de 
glicoproteínas es un blanco importante para los anticuerpos del hospedero en el 
mecanismo inmune. (13, 24,14) Estudios recientes revelaron que aproximadamente hay 
ocho diferentes especies de glicoproteínas en la envoltura del virus, una de ellas es 
gB (gpUL55), siendo una de las proteínas más abundante de la envoltura, a demás 
es un blanco principal para neutralizar anticuerpos del hospedero. (25-29, 30, 31) Los 
homólogos de gB juegan un papel esencial en la unión a receptores y fusión celular 
(13) 
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La glicoproteína B se encuentra en todas las membranas de células infectadas 
y se incorpora al virión cuando se efectúa el envolvimiento. (32) Son abundantes, 
conservadas e inmunogénicas y es la glicoproteína de envoltura más estudiada, las 
gB han sido las principales candidatas para el desarrollo de vacunas contra el 
CMVH. (33, 34) El análisis de la secuencia de ADN reveló que existen cuatro distintos 
genotipos de gB en circulación. (35) La existencia de estos genotipos ha demostrado 
utilidad en estudios epidemiológicos. (36)  
 
2.1.3. PROTEÍNAS DEL TEGUMENTO 
 
Por lo menos, se localizan 25 proteínas en la capa del tegumento entre la cápside y 
la envoltura del virión. (22) Los productos de 11 ORF´s, son los siguientes genes 
UL25, UL26, UL32, UL47, UL48, UL48.5, UL82, UL83, UL85, UL88, UL99, se 
descubrieron cuando los polipeptidos de cuerpo densos del virión se separaron 
electroforéticamente y todos parecen ser fosforilables y altamente inmunogénicos. 
Los ORF´s son todos conservados en betaherpesvirus (37-40) y sólo un número 
pequeño son conservados en herpesvirus comunes. 
 

Dos proteínas del tegumento, pp150 (ppUL32 ó fosfoproteína básica) con 
1,048 aminoácidos (150 a 155 kD) y pp65 (ppUL83 ó proteína de la matriz inferior) 
con 561 aminoácidos (65 a 68 kD), son blancos principales para los linfocitos T 
CD8+, son las proteínas más abundantes del virión formadas durante la replicación 
viral. (4, 6)  

Gran cantidad de la proteína pp65 del virus es producida por cepas de 
laboratorio y asociada a la producción de abundantes cuerpos densos. 

 
El antígeno pp65 es blanco principal del ensayo de antigenemia, este ensayo 

es usado para ayudar a un rápido y oportuno diagnóstico del CMVH en infecciones 
clínicas. Aunque todas las proteínas del tegumento son fosforiladas, pp65 es el 
mayor aceptor de fosfatos en células infectadas, siendo también blanco principal 
para la fosforilación in vitro por la asociación de la proteína cinasa al virión. (41,42)  

 
Otra fosfoproteína abundante del tegumento es pp150 (ppUL32 ó fosfoproteína 

básica) (4, 41) codificada por el gen UL32. (43) Está incorporada principalmente dentro 
de los viriones, forma los cuerpos densos y se estima que constituye un 20% de la 
masa del virión. (44) La pp150 también es blanco para la fosforilación por la 
asociación de la proteína cinasa al virión. (41) 

 
De igual forma pp150 es un antígeno viral reconocido ampliamente, 

detectándose en un 85 a 90% en suero de pacientes seropositivos a CMVH, (45) 
resultando la inclusión en recombinación de proteínas basado en ensayos 
serológicos. (46) 

 
Varias proteínas adicionales se han identificado como probables componentes 

del tegumento. La fosfoproteína llamada pp71 (ppUL82 ó proteína de matriz 
superior), funciona como transactivador de expresión de genes. (47) Otra llamada 
ppUL69, también es un transactivador asociado al tegumento. (48) 
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2.1.4. Gen UL83 que codifica para la fosfoproteína pp65 [(ppUL83) proteína de 
la matriz inferior] 

 
La fosfoproteína pp65 es el componente principal de las partículas de CMVH. (51) y se 
confieren al núcleo de células en el inicio de una infección lítica. (52) La proteína es 
blanco de la inmunidad humoral, celular y principal objetivo de antígenos de los 
linfocitos T citotóxicos. (53, 54) La persistencia de esta proteína viral en presencia de 
una fuerte vigilancia inmune implica una importante función durante el ciclo viral.  
 

Sorprendentemente, el gen UL83 es completamente prescindible para la 
reproducción en los cultivos de fibroblastos, y es esencial para la formación cuerpos 
densos. (55) 
 

Muchos genes de CMVH no requeridos para la replicación in vitro del virus 
ayudan a modular o evadir el sistema inmunitario, estos genes y pp65 han sido 
implicados en la lucha contra la respuesta innata y adaptativa. Se encontró que pp65 
sirve para mediar la fosforilación de las proteínas virales antigénicas inmediatas 
tempranas (Inmediate Early Antigen, IEA) que bloquea su presentación en las 
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase I. Además de estas 
alteraciones en la inmunidad adaptativa, pp65 también protege a las células 
infectadas contra la inmunidad innata mediante la inhibición de las células Natural 
Killer citotoxicicas a través de una interacción con el receptor que activa a NK p30. 
(56) 
 

El rápido transporte de pp65 al núcleo, indica que puede tener una función 
importante en la iniciación de la expresión de genes y replicación  viral. 
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3. MULTIPLICACIÓN 
 
La infección por CMVH es de especie específica. Se replica sólo en células 
humanas y es dependiente del tipo celular. Después de infectar a su blanco el 
CMVH utiliza las células epiteliales de la orofaringe como sitio de reproducción 
primaria, de allí se disemina por vía linfática a los leucocitos causando viremia e 
infección de órganos distantes llegando a instalarse en los diferentes tipos celulares. 
El CMVH al infectar las células produce un agrandamiento en ellas de hasta cuatro 
veces su tamaño normal (citomegalia), rodeadas de un halo intranuclear que les da 
la característica de “ojo de búho”. (51) 
 

 In vitro. Líneas semicontinuas de fibroblasto MRC-5 o WI-38 de pulmón 
embrionario humano son células sensibles y productivas. 

 
 In vivo. Son infectados diferentes tipos celulares. Entre ellas, células epiteliales 
glandulares (riñón, hígado, glándulas salivales, epitelio digestivo, parénquima 
pulmonar, páncreas), células musculares, óseas, endoteliales, monocitos, 
linfocitos activos. El CMVH infecta a la mayoría de las membranas de todos los 
órganos y las células resistentes del sistema nervioso central (SNC). (58, 59) 

 
En los procesos de replicación y trascripción ocurre la síntesis de proteínas 

virales que sigue un esquema de cascada. El ciclo de replicación del virus es el más 
largo entre los herpesvirus, de 96 a 120 h aproximadamente.  

 
Expresión genética viral de los herpesvirus. 

 
La transcripción viral es iniciada por una proteína activadora-trans, forma parte 

del tegumento. A esta proteína se la conoce como activador-trans de los genes alfa, 
gen UL48 (VP16), la cual activa la transcripción de los genes inmediatos-tempranos 
virales, actuando conjuntamente con algunos factores de transcripción celular, como 
el factor de proliferación endógena.  

 
La presencia ó ausencia de este factor es críticos en determinar cuándo los 

herpesvirus expresa los genes líticos ó al contrario cuándo establecen una infección 
latente. (58) 
 
1.- Genes inmediatos-tempranos ó genes alfa (Inmediate Early Antigen, IEA); los 
cuales se expresan en presencia de inhibidores de la síntesis proteica. En su 
mayoría son proteínas regulatorias que activan a otros genes virales y su vez 
inducen el ensanchamiento de la célula y regulan las transcripciones. 

2.- Genes tempranos, (Early Antigen, EA), aparecen entre la 2ª y la 24ª h. Se 
fabrican antes de la replicación del ADN viral, actuando como enzimas que participan 
en el metabolismo del ADN; como la timidina cinasa (TK) y la ribonucleótido-
reductasa (RR) y enzimas que actúan directamente en la replicación del ADN; como 
la ADN polimerasa y la ADN helicasa. 
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3.- Genes tardíos (Late Antigen, LA), se producen después de que se ha replicado el 
ADN. Incluyen proteínas estructurales, requeridas para producirse las partículas 
virales, lo mismo que el VP16 que son incorporados al tegumento viral. Un gen tardío 
interesante produce el gamma 1-34.5, un factor de virulencia. Esta proteína no es 
necesaria para la replicación viral en algunas líneas celulares en los cultivos de 
tejido, pero es necesaria para la replicación en las líneas celulares de origen 
neuronal, en las cuales, éstos mutantes de delección disparan una respuesta de 
estrés que produce una parada total y prematura de toda la síntesis proteica. (58) 
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3.1. REPLICACIÓN VIRAL 

La unión y penetración del CMVH en células blanco es un proceso rápido. Una 
de las glicoproteínas de envoltura se une a la célula del hospedero, lo que facilita la 
entrada. La entrada del virus es el resultado de la cascada de interacciones entre 
proteínas virales y celulares, culminando en la fusión de la envoltura del virón con la 
membrana plasmática celular. Posteriormente, la cápside y el tegumento son 
liberados al citoplasma, ocurriendo una rápida translocación al núcleo. La formación 
de la cápside y el empaquetamiento de ADN viral ocurren en el núcleo.  

En seguida, la cápside adquiere su envoltura primaria al contacto con la capa 
interna de la envoltura nuclear, misma que pierde al fusionarse con la capa externa 
de la estructura. Una vez en el citoplasma continúa la maduración al rodearse con el 
tegumento. Finalmente, la envoltura que rodea a las dos capas se adquiere cuando 
el virión penetra las vesículas del aparato de Golgi. (Esquema. 1) 

Las partículas ya maduras son transportadas a la superficie de la célula. La 
progenie del virus se acumula en el citoplasma, posteriormente se liberan al espacio 
extracelular. Esto ocurre aproximadamente a las 72 h después de una infección 
primaria. (59, 60, 49) La infección puede ser lítica, productiva y/o latente misma que 
puede ser reactivada cuando falla el sistema inmune. 

 
Ciclo lítico  
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Esquema 1. Diagrama de flujo del ciclo lítico deL CMVH. Primero ocurre la absorción y 
fusión de la partícula viral dentro de la membrana celular. Segundo hay liberación de la 
cápside, migración hacia el núcleo donde se libera el ADN del virus, ocurriendo dos 
eventos: 1) replicación de ADN y 2) trascripción de ARNm. En la transcripción de los ARNm 
virales se originan dos grupos de proteínas que sigue dos caminos: 1) replicación viral y 2) 
ensamblaje de la nucleocápside. En este punto, se enlaza la trascripción y replicación 
virales, posteriormente ocurre la salida del núcleo por gemación. 

Migración hacia núcleo celular y desencapsidación 
con liberación de ADN viral 
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Multiplicación del 
virus  

Virus en 
estado 
latente  

Reactivación 
sintomática  

Reactivación 
asintomática  

4. INFECCIONES HUMANAS 
 
Fisiopatología. Durante el curso natural de la infección por CMVH ocurre una 
primoinfección seguida de etapas de infección latente con períodos de reactivación o 
reinfección. Una persona infectada con una cepa del CMVH puede reinfectarse con 
otra cepa diferente. Figura 3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1. INMUNOPATOLOGÍAS ASOCIADAS A UNA INFECCIÓN  
 
El CMVH es un patógeno importante para los “individuos inmunocomprometidos”, 
con VIH-1 ó 2+/SIDA, los receptores de trasplante de órgano(s) sólidos, médula 
ósea, cáncer, sepsis y neonatos, ya que son blancos importantes para 
reactivaciones y para desarrollar enfermedades inflamatorias asociadas a ésta. (61)  
 
INFECCIÓN PRIMARIA: Presenta neutropenia, trombocitopenia y seguida por un 

período asintomático. (62) Aunque el virus persiste de por 
vida. La inmunidad celular protege de reactivaciones pero 
raramente erradica al virus. 

 
INFECCIÓN LATENTE: Caracterizada por secreción viral intermitente, fluctuación 

en la tasa de anticuerpos, episodios de viremia recurrente 
en un individuo en el curso de su vida. El ADN del CMVH 
permanece en leucocitos periféricos, células madre de la 
médula ósea, células retículo endoteliales, macrófagos, 
células epiteliales y glandulares.  

 
REACTIVACIÓN: La mayoría de las enfermedades asociadas al virus son resultado 

de reactivación de virus latente ó persistente adquiridos antes de 
la inmunosupresión. Las reactivaciones se producen 
frecuentemente en: reacciones alogénicas (transfusión 
abundante de sangre, transplante), afección del sistema inmune, 
especialmente en caso de déficit de la inmunidad celular o 
terapéutica inmunosupresora. (62) 

 
Signos 
clínicos   

Figura 3. Después de una primoinfección, acompañada o no de signos clínicos la 
replicación viral se detiene pero el virus no se elimina del organismo, persiste en estado 
latente. A partir del estado de latencia pueden presentarse reactivaciones endógenas 
con producción de virus y aparición o no de signos clínicos de manera repetitiva. 
Tomada de: Virologie. Médicale, A. Mammette, Edition C, et al.14 a edición, 1992. 
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• Púrpura 
• Hepatoesplenomegalia 
• Ictericia 

5. MANIFESTACIONES CLÍNICAS 
 
A la infección causada por CMVH se le conocía como infección grave diseminada o 
enfermedad de inclusión citomegálica (EIC), caracterizada por la presencia de 
calcificaciones intracerebrales, apnea, hepatoesplenomegalia, coriorretinitis, 
trombocitopenia, exantema, anemia hemolítica, hiperbilirrubinemia, viruria al nacer y 
diversos deterioros estructurales y funcionales de órgano(s). Si se presenta una 
infección durante la gestación, puede provoca la EIC, (63, 64, 65) abortos, niños 
muertos al nacer, muertes postnatales por hemorragia, anemia hemolítica, lesión del 
hígado o del SNC. 
 

La intensidad en el transcurso de la enfermedad es variable. Una infección 
congénita se presenta de dos formas: 
 

 Forma sintomática: se presenta en el 10% de los neonatos infectados y se 
asocia con secuelas neurológicas en más de la mitad de ellos. (66) 

 
 Forma asintomática: se presenta del 10 al 17%, desarrollando secuelas 
neurológicas a largo plazo, incluyéndose retraso mental y más frecuentemente 
hipoacusia sensorial. (66) 

 
Los recién nacidos (RN) sintomáticos se caracterizan por compromiso de 

múltiples órganos, principalmente del sistema reticuloendotelial y SNC. Las 
anormalidades mas frecuentemente encontradas en la infección sintomática son:  
 

• Prematuridad  
• RCIU  
• Petequias  

 
Compromiso neurológico, como microcefalia, letargia, hipotonía. 
Secuela sensorial, la más común en una infección congénita es hipoacusia 
sensorial. 
Defectos oculares, una de las anormalidades más común es la coriorretinitis, 
seguida del estrabismo, atrofia óptica, microftalmos y cataratas. (66) 
 

En los estudios de laboratorio puede encontrarse trombocitopenia, anemia 
hemolítica, aumento de proteínas en líquido cefalorraquídeo, hiperbilirrubinemia con 
bilirrubina directa >2 mg/dl y aumento en las transaminasas hepáticas. La magnitud 
del daño prenatal es medida por la presencia de microcefalia con ó sin 
calcificaciones cerebrales, RCIU y prematuridad. (66) 

 
La mortalidad para estos pacientes es del 30%, ocurriendo la mayor parte 

durante el periodo neonatal, usualmente causada por falla multiorgánica, 
coagulación intravascular diseminada e infecciones bacterianas. La muerte durante 
el primer año se debe a una falla hepática progresiva y posterior a esta edad, a un 
gran compromiso neurológico, mal nutrición y neumonía aspirativa. (66)  
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6. RESPUESTA INMUNE CONTRA CMVH 
 
La defensa inicial contra la invasión viral comienza con la respuesta inmune innata 
incluyendo diferentes citocinas con propiedades regulatorias de la respuesta inmune 
(celular y humoral) antiviral, también las citocinas pueden tener efectos antivirales 
directos, tal es el caso del factor de necrosis tumoral-α alfa (TNF-α) e interferón-γ 
gama (IFN-γ) que actúan sobre las células infectadas impidiendo la replicación viral 
(Figura 4). Las citocinas tipo I, participan como moléculas efectoras antivirales en la 
respuesta por células T contra las infecciones virales. (67) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las citocinas IL-1, TNF-α, IFN-γ e IL-12 son algunas de las que están implicadas en 
reducir y controlar la replicación viral. Sin embargo, la funcionalidad de estas 
continua aún después de cumplir sus funciones en la activación de células T CD8+ 
que participan en la eliminación del virus y de esta manera las citocinas generen la 
patogénesis indirectamente. (68) 

 

El TNF-α e IFN-γ se reconocen por tener actividad inmunomoduladora y 
antiviral en el control de la infección del CMVH, Pomeroy científico que realizó un 
experimento donde implementa el tratamiento con IFN-γ exógeno en ratones 
infectados con CMVM y explicó que dos días después de iniciar la infección, tuvo un 
efecto protector a dosis bajas, mientras que la terapia con IFN-γ incrementó la 
morbilidad y mortalidad cuando se emplearon altas dosis (68), por lo tanto el IFN-γ 
tiene un papel muy importante en la respuesta inmunológica en contra el CMVM y 
presenta efectos benéficos y adversos dependientes de la dosis y tiempo. 

Figura 4. Las proteínas virales son procesadas en el citoplasma de la célula infectada, 
generando péptidos que son presentados por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad 
Clase I a los linfocitos T, los cuales liberan IFN-γ al microambiente para activar a los 
macrófagos quienes secretan citocinas tipo I y óxido nítrico. Tomado de: José D´Artagnan 
Villalba-Magdaleno, et al., 2000 Revista Biomédica Vol. 11/N. 4/Octubre-Diciembre. 
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7. MODOS DE TRANSMISIÓN 
 
1. Por contacto directo, en portadores asintomáticos se transmite por secreciones 

cervicales, esperma, orina, leche materna, lágrimas. 
 
2. Por vía transplacentaria de la madre al hijo. En el curso del embarazo, la infección 

puede ser transmitida in útero. 
 
3. Por vía perinatal los RN pueden adquirir el virus por el canal del parto o durante la 

lactancia. 
 
4. Por vía faríngea o genital (la prevalencia de seropositividad es muy elevada entre 

homosexuales y heterosexuales con varias parejas). 
 
5. Por la sangre (transfusiones). 
 
6. Trasplante de órgano(s) cuando estos provienen de donantes seropositivos. (49, 69) 
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30% son asintomáticos (5 al 10% tendrán 
perdida de audición) 
10% son sintomáticos (2 al 3% mortalidad y 
8% secuelas neurológicas) 

30% son asintomáticos (25% producen 
rechazo al injerto y 20% le provoca la muerte 
Clínicamente provocan mononucleosis, 
neumonitis, hepatitis, enfermedades 
gastrointestinales 

59% problema hepático 
65 al 93% cardiaco 
20% medula ósea 
90% pacientes infectados  
con VIH-1ó2+/SIDA 

8. EPIDEMIOLOGÍA  
 
El CMVH es un virus de amplia distribución mundial. El humano ha sido el único 
reservorio encontrado hasta el momento, la prevalencia de anticuerpos IgG contra el 
virus se incrementa con la edad del paciente pero puede ser influenciada por la zona 
geográfica, estado socioeconómico y cultural, encontrándose el 95% de prevalencia 
en adultos de países en vías desarrollo y del 40 al 60% en países desarrollados. (70) 
 

Estas diferencias son marcadas principalmente durante la infancia, datos de 
Suramérica y África señalan una seroprevalencia en niños preescolares del 95 al 
100% en comparación con países como Inglaterra o Estados Unidos en donde este 
grupo de edad no sobrepasa el 20%. (70, 71) 
 
 
Incidencia de una infección primaria en neonatos 
 
 
El 40% de los neonatos nacidos  
se infectan por CMVH 
 
 
 
Incidencia de infección en receptores de transplante de órganos 
 
 
Del 80 al 90% de los pacientes 
adquieren una infección por CMVH  
Primoinfeccion 60% 
Reactivación 10% 
Sobreinfeccion 20% 
 
 
Incidencia de infección por CMVH en pacientes inmunosuprimidos. 
 
 
La incidencia de infección que  
presenta un paciente  
inmunosuprimido  
es del 60 al 90% (72) 
 
 
 
 
 
 
 

50% viremia. 
90% diseminad 
(Necropsia) 
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9. DETECCIÓN EN EL LABORATORIO 
 
Situaciones en las que es necesaria la detección en el laboratorio 
 

 Determinación del estado inmune frente al virus en donantes y receptores de 
órgano(s). 
 Conocimiento de la susceptibilidad a la infección en pacientes de alto riesgo 
(transplantados). 
 Guía de inicio del tratamiento anticipado en transplantados (terapia preventiva). 
 Diagnóstico diferencial de la infección en el neonato. 
 Como ayuda en el diagnóstico diferencial de la enfermedad. 
 Como monitoreo de la eficacia del tratamiento antiviral específico. 
 Detección de la resistencia a los antivirales. 
 Encuestas sero-epidemiológicas en la población o en grupos poblacionales. (73) 

 
9.1. Métodos directos 
 
9.1.1. Detección del virus 
 
La infección del CMVH se puede observar en el microscopio óptico por 
preparaciones citológicas e histológicas. Observándose células gigantes con una 
inclusión intranuclear en forma de "ojo de pescado o de búho"(las células se 
redondean y aumentan de tamaño). Esta técnica puede presentar falsos positivos. 
Obteniéndose de muestras de orina de RN, líquido amniótico, lavado bronquio 
alveolar y biopsia de órgano infectado. (74) 

 
9.1.2. Detección directa de antígenos por inmunomarcaje 
 
La sensibilidad y especificidad del examen microscópico puede aumentar por el uso 
de anticuerpos anti-CMVH, detectando antígenos del CMVH intranucleares por un 
método inmunocitoquímico. La detección de estos antígenos por las técnicas de 
inmunofluorescencia o inmunoperoxidasa se realiza mediante muestras de orina, 
aspirado bronquial, lavado bronquio alveolar, leucocitos y biopsias. Estas 
metodologías tendrán alta especificidad si usan anticuerpos monoclonales anti-
CMVH marcados con un fluorocromo ó enzima. (75) 
 
9.1.3. Detección del virus o de su estructura RT-PCR 
 
Existen técnicas moleculares, entre ellas NASBA (Nucleic acid sequencing-based 
assay) y la PCR. La amplificación isotérmica NASBA es utilizada en métodos 
comerciales (Nuclisens® CMV pp67, BioMérieux) donde el blanco a amplificar no es 
el ADN del virus sino el ARNm del gen que codifica para la proteína pp67 producida 
durante la replicación. Con ello se pretende diferenciar la infección activa con la 
multiplicación del virus de latencia. Ventajas, accesibilidad a diversos laboratorios, 
familiaridad con la metodología y como desventaja, difícil interpretación, etc. 
Actualmente, se ha cambiado el sistema de detección por otro que utiliza tecnología 
en tiempo real. (76, 77) 
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9.1.4. Prueba de antigenemia  
 
Consiste en detectar la presencia de antígenos del CMVH en los leucocitos 
extraídos de sangre de pacientes con sospecha de infección activa por el virus, 
utilizando tinciones inmunofluorescentes o inmunoenzimáticas, habitualmente las 
primeras. La antigenemia presenta una serie de ventajas teóricas, como su 
estandarización, largo procedimiento, la obtención de resultados es de 4 o 6 h. (78,79) 
 
Recomendaciones para conseguir resultados óptimos: 
 

 EL antígeno idóneo es la fosfoproteína de matriz de 65 kD (pp65). Existen en el 
mercado diversos anticuerpos (Chemicon, Argene-Biosoft, BioRad, etc.). 

 La fijación de las preparaciones se hace con formaldehído. 
 Un aspecto fundamental es la rapidez de procesamiento, ya que el antígeno 
pp65 es lábil, por lo que se aconseja no demorarse más de 18 h, 
preferiblemente dentro de las 4 h después de la toma de la muestra (esto puede 
representar un problema en laboratorios con recursos limitados o para aquellos 
que deriven muestras a laboratorios de referencia).  

 Los mejores resultados en sensibilidad y precisión se obtienen sobre una 
preparación con 2x105 leucocitos. 

 La precisión es aceptable entre 10 y 250 células CMV+ /preparación. Más allá de 
este límite superior resulta extremadamente difícil realizar recuentos 
reproducibles y tampoco es clínicamente necesario. (79, 80) 

 
9.2. Métodos indirectos 
 
9.2.1. Búsqueda de anticuerpos 
 
La infección primaria provocada por CMVH, se acompaña de una respuesta humoral 
típica. Los primeros anticuerpos en producirse son las IgM de 7 a 12 días, seguidos 
por una respuesta de las IgG de 2 a 3 semanas, frente a diferentes proteínas del 
virus. Estos últimos anticuerpos permanecen de por vida, mientras que las IgM 
persisten de 3 a 4 meses. 
 
Fijación del complemento (FC): método clásico para la detección de las IgG, pero 
su laboriosidad y sensibilidad analítica son limitaciones graves para la realización de 
la técnica. 
 
Inmunofluorescencia (IF): método que utiliza como fuente de antígenos, 
microcultivo del virus. Permite detectar las IgM e IgG, es más sensible que FC, 
produce falsos positivos, ya que el CMVH induce la expresión de receptores FC en 
la superficie de las células infectadas que reaccionan de forma inespecífica con las 
IgG. Para evitar esto, existe la variante denominada fluorescencia 
anticomplementaria (ACIF), siendo un método de referencia para la detección de las 
IgG. Sin embargo, su complejidad y laboriosidad la circunscriben a laboratorios de 
referencia. 



 
 

16

Partículas de látex: son sensibilizadas para detectar anticuerpos anti-CMVH por 
aglutinación. En el mercado existen varias: CMVscan®, Becton-Dickinson. La técnica 
es rápida de 5 a 10 min, sencilla, fácil lectura, sensibilidad elevada, incluso superior 
a la IF, siendo una técnica de gran utilidad para una detección serológica 
pretransplante de donantes y receptores, así como para conocer el estado inmune 
del paciente. (81) 

 

Las técnicas indirectas presentan falsos negativos por competición con las IgG, 
especialmente en presencia de un título elevado de éstos. También pueden 
producirse falsos positivos por la presencia del factor reumatoide que reacciona 
inespecíficamente con otras IgG. (82) 

 
9.2.2. Métodos basados en Cultivo 
 
El CMVH es un virus con gran especificidad de especie y sólo las células diploides 
humanas permiten el crecimiento in vitro. Las más utilizadas son las líneas 
semicontinuas de fibroblastos MRC-5 o WI-38 de pulmón embrionario humano. El 
cultivo convencional suelen inocularse en tubos de cultivo celular y la positividad se 
detecta mediante la observación del efecto citopático característico. Su detección 
suele ser en 10 días pero puede prolongarse de 15 a 20 días. (60)  
 

El método de cultivo Shell Vial (SV) ha permitido prevenir alguno de los 
inconvenientes del cultivo en tubo y con ello avances innegables en detección del 
CMVH. Detecta antígenos virales inmediato-tempranos mediante la utilización de 
anticuerpos monoclonales, en un cultivo sobre viales de fondo plano.  

 
El método SV permite realizar la mayor parte de las detecciones en 24 h y 

algunos en 48 h. Para el revelado de los viales se puede utilizar una tinción 
fluorescente o enzimática. Existen diversos anticuerpos monoclonales (o mezcla de 
ellos) comerciales que detectan antígenos inmediato-tempranos por lo general la 
proteína de 72 kD. (83) 
 
9.3. Métodos moleculares cuantitativos 
 
Carga viral, existen dos tipos de tecnología aplicada para la determinación de la 
carga viral del CMVH. 
 

 La técnica de captura del híbrido (Hybrid Capture CMVH ADN Assay). Basada 
en la formación de un híbrido mixto en el ADN del CMVH, existe una lisis previa 
de la muestra y una sonda de ARN complementaria. Posteriormente, estos 
híbridos son captados por anticuerpos anti-híbrido de ADN-ARN fijados sobre 
las paredes de un tubo soporte de la reacción que se revela con la adición de un 
conjugado con fosfatasa alcalina que actúa sobre un substrato 
quimioluminiscente. Amplifica la señal original unas 3,000 veces. (60)  
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 La PCR competitiva cuantitativa y cualitativa, COBAS AMPLICOR CMV 
MONITOR™ Test (Roche Diagnostics). Ensayo in vitro de amplificación de 
ácidos nucleicos para la cuantificación de ADN del CMVH en plasma humano 
con el analizador COBAS AMPLICOR™. Puede cuantificar el ADN del CMVH 
dentro de un intervalo de 600 a 100,000 copias de ADN del CMVH/ml de plasma 
(copias/ml). Ayuda a evaluar la respuesta viral frente al tratamiento antivírico 
mediada por los cambios en los niveles de ADN del CMVH. ( 83, 84)  
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10. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 
 
En 1984, Kary Mullis ideó el método llamado PCR el cual amplifica secuencias 
específicas de ADN. La técnica tiene como objetivo obtener un gran número de 
copias de un fragmento de ADN en particular, partiendo de un molde, 
fundamentándose en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar 
cadenas de ADN, usa ciclos de temperaturas altas y bajas para separar las hebras 
de ADN recién formadas entre sí tras cada fase de replicación.  
 

Posteriormente, se vuelven a unir las polimerasas a las cadenas de ADN recién 
formadas para duplicarse. Inicialmente, la técnica era bastante lenta, porque las 
polimerasas se desnaturalizaban al realizar los cambios de temperatura y era 
necesario agregar nuevas polimerasas en cada ciclo. Figura 5.  

 
El descubrimiento de polimerasas termoestables simplificó el proceso, ya que 

se podía pasar de un ciclo a otro sin necesidad de realizar la reposición de las 
polimerasas. El ADN amplificado se coloca en un gel de agarosa y realiza un 
corrimiento electroforético y posteriormente se visualiza una banda con bromuro de 
etidio (BrEt) y luz ultravioleta (UV). (77, 78) 

 

 

 

Figura 5. Reacción en cadena de la polimerasa, PCR. La polimerasa multiplica rápidamente un 
pequeño fragmento ADN. Cada ciclo de PCR consta de tres fases. En la primera, ocurre 
desnaturalización, se calienta el ADN para separar las dos cadenas que la forman. En la 
segunda, ocurre una hibridación de los iniciadores, la temperatura de la mezcla se rebaja para 
que los iniciadores del ADN se enlacen en las cadenas separadas de esta molécula. En la 
tercera o polimerización se eleva de nuevo la temperatura para que la polimerasa copie 
rápidamente el ADN. En cada ciclo de la PCR se duplica todo el ADN presente en la reacción, de 
manera que en unas pocas horas se obtienen más de mil millones de copias de un solo 
fragmento. Biblioteca de Consulta Microsoft® Encarta® 2003. © 1993-2002 Microsoft 
Corporation. Reservados todos los derechos. 
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11. ESTANDARIZACIÓN DEL MÉTODO DE LA PCR 
 
En el desarrollo y estandarización de un sistema de PCR se optimizan una serie de 
parámetros críticos y se determinan parámetros imprescindibles que permitan 
plantear que el sistema diseñado sea confiable. (85) En una reacción de amplificación 
incluye la secuencia blanco, la enzima ADN polimerasa, dos oligonucleótidos, 
desoxinucleótidos trifosfatos (dNTP´s), cloruro de magnesio (MgCl2), el buffer de 
reacción y aditivos opcionales, todos son mezclados y colocados en un 
termociclador automático que realiza los ciclos en los tiempos y temperaturas 
programadas de forma exacta. (86) 
 
ADN molde 
 
La correcta amplificación de la región de interés es dependiente de la cantidad y 
calidad del ADN molde. Los reactivos que se emplean normalmente para purificar los 
ácidos nucleicos (sales, guanidinio, proteasas, duodecil sulfato de sodio (SDS) y 
solventes orgánicos) son inhibidores potentes de las ADN polimerasas. (86) Para ello 
existen una serie de reglas sencillas para que el ADN molde no sea un problema en 
la reacción:  
 

1. Se debe garantizar su integridad, es decir no puede estar fragmentado en 
trozos más pequeños del que se desea amplificar. 

 
2. La muestra no debe llevar agentes quelantes (EDTA) ya que reducen la 

concentración de iones Mg2+ en la solución. (87) 
 

3. No debe contener factores sanguíneos, fenol, detergentes que pueden inhibir 
la actividad de la polimerasa. (85)  
 

Cuando se amplifica un gen de copia simple se emplean cantidades entre los 
100 y 500 ng. En el caso de la amplificación de genes repetidos se puede reducir la 
cantidad a emplear entre los 10 y 50 ng. El mínimo oscila entre 10 y 100 ng y el 
máximo entre 400 y 500 ng. (88)  
 
Elección y concentración de la enzima 
 
Existen diferentes tipos de ADN polimerasa que llevan a cabo la replicación de ADN. 
Estas se pueden clasificar en: Termolábiles (Temperatura óptima de 37ºC a 42ºC, se 
desnaturalizan con el calor) y termoestables (Temperatura óptima de 74 ºC, resiste 
entre 40 a 50 seg a 96ºC). (88) 
 

Una de las más utilizadas ha sido la Taq ADN polimerasa. (88) Es una enzima 
termoestable aislada de Thermus aquaticus (Taq), una bacteria que soporta altas 
temperaturas, carecen de actividad 3´-> 5´ exonucleasa, lo que las hace menos 
seguras a la hora de comparar las fidelidades.  
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Por ello hay que intentar obtener las mejores condiciones para garantizar su 
correcto funcionamiento, por lo que se recomienda no usar un alto número de ciclos, 
las concentraciones de los dNTP´s deben ser iguales, disminuir en lo posible el 
tiempo de cada etapa y la concentración de MgCl2 debe oscilar entre 1.5 mM y 3.0 
mM. (89) Se recomienda utilizar entre 1 y 1.25 U de enzima en 50 µl de reacción. 
Incrementos en la cantidad de enzima y del tiempo de extensión generan la 
aparición de artefactos debido a la actividad exonucleasa intrínseca 5´ -> 3´ de la 
enzima. (86,87) 
 
Diseño y concentración de los iniciadores 
 
Los iniciadores deben tener un tamaño entre las 18 y 30 pb. Se recomienda que el 
contenido de G+C oscile entre el 40 y 60%, evitando la presencia de regiones con 
largas secuencias de una sola base, así como secuencias que puedan producir 
estructuras secundarias internas. Los extremos 3´ no deben ser complementarios, 
para evitar la formación de dímeros. Además, se debe evitar la presencia de tres G ó 
C cerca del extremo 3´. (89, 90) 
 

La temperatura de alineamiento (TM) de los iniciadores debe ser similar en 
ambos, la cual generalmente oscila entre los 45 y 60ºC. La secuencia de los 
iniciadores puede incluir en el extremo 5´ sitios de corte para enzimas de restricción, 
lo cual dependerá del propósito de la investigación. (91, 92) La concentración de 
iniciadores a emplear debe oscilar entre los 5 y 50 pmoles, para una concentración 
final de 0.1 y1 µM en 50 µl de reacción. (87) 
 
Deoxinucleótidos trifosfato  
 
Los dNTP´s deben ser añadidos en la reacción en iguales concentraciones, puesto 
que los mismos pueden captar iones Mg2+. Por lo general la concentración final más 
utilizada de dNTP´s en un volumen de reacción de 50 µl es de 0.2 mM. (93,94) 
 
Concentración de Cloruro de magnesio (MgCl2) 
 
La concentración de magnesio es un factor crítico que afecta el funcionamiento de la 
enzima Taq ADN polimerasa. Los componentes de la reacción tales como: el ADN 
molde, agentes quelantes presentes en la muestra (EDTA o citrato), dNTP´s y 
proteínas pueden afectar la cantidad de magnesio libre. (87) Su carencia puede 
inactivar la enzima y su exceso reduce la fidelidad de la enzima y puede incrementar 
las uniones inespecíficas. (95) Por tales razones resulta imprescindible determinar la 
concentración óptima de esta sal, la cual generalmente se encuentra en el rango de 
1.5 a 3.0 mM. 
 
Composición del buffer de reacción y aditivos  
 
Por lo general el buffer de reacción 10 x está formado por 100 mM tris-HCl (pH entre 
8 y 9 a 25ºC), 500 mM KCl, 0.1% gelatina, 1% de Triton x-100 y 15 mM de MgCl2.  
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El buffer tris se encarga de regular el pH de la reacción, el cual afecta la 
actividad y fidelidad de la enzima. (96,97) En ocasiones se hace necesario el uso de 
aditivos, los cuales ayudarían en la práctica a aumentar la especificidad y fidelidad 
de la PCR. La adición de betamina, dimetilsulfóxido (DMSO) y formamida es 
beneficioso cuando el ADN molde posee regiones ricas en GC y forma potentes 
estructuras secundarias del ADN que puede provocar que la polimerasa se detenga. 
(98) 

El ADN con regiones ricas en GC puede ocasionar una ineficiente separación 
de las dos cadenas de ADN, por lo tanto la adición de aditivos en estos casos es 
benéfica, pues la betamina reduce la cantidad de energía requerida para separar las 
cadenas de ADN molde y el DMSO y formamida interfieren en la formación de 
enlaces de hidrógeno entre ambas cadenas. También se pueden usar detergentes 
como el tween 20, laureth 12 (0.1%) o Tritón x-100, que ayudan a estabilizar la 
enzima. 
 
Parámetros del programa de amplificación  
 
Los dos parámetros que comúnmente se optimizan son la temperatura y el tiempo 
de alineamiento. Los tiempos y temperaturas del resto de las etapas usualmente no 
varían significativamente. (99, 100) Un tiempo de alineamiento de 30 a 45 seg es 
frecuentemente empleado. Si se incrementa de 2 a 3 min habrá una influencia 
negativa en la reacción, tiempos más largos suelen incrementar la probabilidad de 
aparición de productos inespecíficos. (85)  

 

La Taq polimerasa tiene actividad reducida entre los 45 y 65ºC, intervalos a los 
cuales son elegidas la mayoría de las temperaturas de alineamiento 
 
El número de ciclos también es un aspecto importante a considerar. Este número 
depende de la cantidad de ADN que existe en la muestra una vez que el resto de los 
factores han sido optimizados. Es importante no realizar un número alto de ciclos 
(normalmente se emplean de 25-35 ciclos) ya que puede dar lugar a la amplificación 
de productos no deseados originados por hibridaciones no específicas. (87, 88) 
 
Precauciones en la PCR  
 
El ensayo de la PCR es muy sensible, por ello es de gran importancia evitar 
contaminaciones, ya que es posible que el ADN no deseado (aunque se encuentre 
en una cantidad muy pequeña) se amplifique obteniendo un resultado que no es 
real. Existen una serie de recomendaciones que ayudan a evitar las 
contaminaciones y la aparición de falsos positivos: lugar físico e instrumental 
exclusivo para la realización del ensayo, utilización de reactivos y tubos estériles, así 
como puntas resistentes a aerosol, uso de guantes, colocar controles de agua, 
además de colocar muestras negativas conocidas. (101)  
 

Para evitar la aparición de resultados falsos negativos, producidos 
generalmente por errores al pipetaer y/o presencia de inhibidores, se recomienda 
emplear controles internos que compiten con la muestra problema. (102, 103) 
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12. SECUENCIACIÓN DE UN FRAGMENTO DEL GENOMA DE CMVH 
 
Método enzimático de terminación de cadena o método de Sanger 
 
La mayoría de los métodos de secuenciación automatizada son modificaciones del 
método desarrollado por Sanger. En esté método el ADN secuenciado funciona 
como molde para la síntesis enzimática de ADN nuevo que comienza en un sitio 
definido por la unión de un iniciador. En la reacción se utiliza una mezcla de 
desoxinucleótidos y didesoxinucleótidos (Figura 6.) a concentraciones que crean una 
probabilidad finita de que un didesoxinucleótido se incorpore en lugar del 
correspondiente desoxinucleótido en cada posición de la cadena que está siendo 
sintetizada Figura 7. (104) 
 

 
 
Para obtener la secuencia de las bases nitrogenadas de un segmento de ADN por el 
método enzimático de terminación de cadena, se necesitan los siguientes 
compuestos: 
 
1. Segmento de ADN a analizar. Cantidad suficiente del fragmento a analizar. Se 

recomienda clonar el ADN viral en un vector apropiado, para obtenerlo puro y en 
mayor cantidad. 

 
2. Enzima que replique el ADN. Normalmente las ADN polimerasas I del 

bacteriófago T4. Esta enzima emplea como molde ADN de cadena sencilla y 
siguiendo las reglas de complementariedad de las bases nitrogenadas va 
añadiendo nucleótidos a partir de un iniciador. 

 
3. Cebador. Oligonucleótido corto, alrededor de 20 bases de longitud necesario para 

que las ADN polimerasas I comience a añadir nucleótidos el extremo 3'-OH. Este 
cebador debe poseer una secuencia de bases complementaria a la del fragmento 
de ADN que se va a secuenciar. 

 
4.  Cuatro dinucleótidos trifosfatos. Adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina 

(T) (dATP, dCTP, dGTP y dTTP). 

Figura 6. Fórmulas de deoxinucleotidos 
trifosfato (dNTP´s). Dideoxinucleotidos 
trifosfato (ddNTP´s) carecen de un 
grupo hidroxilo en el extremo 3´. 
Tomada de: 1ª Reunión del Grupo de 
Trabajo en Retrovirus (GTR). MC 
Nogales.S.Microbiología.www.gtretrovir
us.com/Reuniones/ponencias01/casos 
_clinicos/aportacionesII/mc_nogales.ppt
. 



 
 

23

5.  Nucleótidos didesoxi (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP). Los nucleótidos didesoxi 
son nucleótidos modificados que han perdido el grupo hidróxilo de la posición 3' 
de la desoxirribosa. Estos nucleótidos pueden incorporarse a la cadena de ADN 
naciente, pero no es posible que se una a ellos ningún otro nucleótido en el 
extremo 3'. Por tanto, una vez incorporado un nucleótido didesoxi se termina la 
síntesis de la cadena de ADN. (104) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Secuenciación de ADN de una cadena de terminación. 
A) La reacción involucra la síntesis de nuevas cadenas de ADN que son moldes de una sola cadena 
complementarias a esta. 
B) La síntesis de la cadena no procede indefinidamente, porque la mezcla de reacción contiene 
cantidades pequeñas de dideoxynucleótido, que bloquea el alargamiento adicional porque tiene un átomo 
de hidrógeno, grupo oxhidrilo unido al carbón 3´. 
C) La síntesis de la cadena es de ddATP resultando cadenas que se terminan enfrente de T5´ de los 
moldes. La familia “A” de cadenas terminadas se coloca en un carril del gel de poliacridamida, junto a las 
familias de cadenas terminadas de las reacciones T, G y C.  
D) El patrón de bandas es visualizado en una autorradiografía, las cadenas terminadas se convierten en 
radioactivas por la inclusión de un dNTP etiquetado en las reacciones de la síntesis de la cadena. La 
secuencia, mostrada a la derecha, es leída observando qué carril de adentro de cada banda, empezando 
abajo de la autoradiografia y moviendo la banda por la banda hacia arriba. NOTA: El procedimiento 
descrito se realizaba en los inicios de la secuenciación, en la actualidad se realiza de manera 
automatizada y con marcaje no radioactivo. Tomada de: Biochemistry / Jeremy Berg, John Tymoczko, 
Lubert Stryer. 5th Ed. 
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12.1. PREPARACIÓN DEL ADN MOLDE 
 
a) Obtención del ADN molde 
 
La calidad de ADN molde es un factor importante para una secuenciación exitosa. 
Residuos de proteínas, ARN, sales, carbohidratos, cloroformo, etanol, detergentes, 
fenol, EDTA, etc. contribuyen mala secuencia. 
 
Recomendaciones para obtener un molde de calidad: 
 
Para obtener el ADN molde más puro es recomendable utilizar métodos de 
purificación con microcolumnas.  
 
1. Si en la purificación de ADN se ha utilizado algún solvente orgánico como fenol o 

cloroformo, el ADN debe purificarse al menos dos veces mediante precipitación 
con etanol, para eliminar cualquier traza del solvente orgánico. 

 
2. Si se utiliza etanol o isopropanol para precipitar el ADN, se debe realizar la 

precipitación utilizando acetato de amonio en lugar de acetato de sodio. Lavar el 
precipitado después de la centrifugación al menos una vez con etanol al 70%. 
Secar el precipitado y resuspenderlo en agua estéril. 

 
3. Si se utiliza una minicolumna para la purificación de ADN, se recomienda 

centrifugar la columna dos veces después del paso de lavado y a continuación 
eludir el ADN con agua estéril. Este procedimiento también permite la eliminación 
del etanol presente en la solución de lavado de la muestra. 

 
b) Productos de la PCR 
 
1. El producto de la PCR debe visualizarse como una banda única en un gel de 

agarosa. (104) 
 
c) Cuantificación de ADN molde 
 
La obtención de un buen resultado en la reacción secuenciación está determinada a 
una cuantificación precisa de ADN molde. Una pequeña cantidad de ADN en la 
reacción produce datos de secuencia con baja señal, ruido de fondo, errores y 
ambigüedades. Demasiado ADN molde produce efectos similares.  

 
La cuantificación de la muestra es un paso previo de gran importancia. Se 

puede realizar mediante la medida de absorbancia a 260 nm en un 
espectrofotómetro o cuantificar mediante electroforesis en gel de agarosa y 
comparar la intensidad de la banda con un marcador de masa ó concentración 
conocida. El corrimiento del gel de agarosa nos permitirá detectar otros posibles 
errores presentes en la muestra. Presencia de más de un amplificado o detección de 
dímeros de los oligonucleótidos utilizados en la amplificación.  
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Figura 8. Representación de los resultados de secuenciación emitidos por PC. Cada 1 
de 4 mezclas que terminan se prepara con una etiqueta que despide luz fluorescente 
en una longitud de onda, ejemplo: azul para A, verde para T etc. Tomada de: L.M. 
Smith. Kaiser R.J, P. Hughes, C. Dodd, C.R. Connell, C. Heiner, S.B.H. Kent, L.E. 
Naturaleza 321 (1986): 674. 

En la Tabla 1 se muestra la cantidad de ADN necesario para cada tipo de 
molde, teniendo en cuenta que la cantidad estará sujeta a ajustes según se requiera. 
(85) 
 

Producto de la PCR: Cantidad 
100-200 pb 10 ng 
200-500 pb 20 ng 
500-1000 pb  30 ng 
>1000 pb 100 ng 
ADN cadena sencilla 100 ng 
ADN cadena doble 250 ng 
Cósmido, BAC 1 µg 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RESULTADOS EMITIDOS POR COMPUTADORA DE UNA SECUENCIACIÓN 
AUTOMATIZADA  
 
En la figura 8 se observa el resultado de una reacción de secuenciación emitido por 
la computadora donde se ilustra el orden de las bases puricas y pirimidicas de la 
secuencia amplificada mediante la detección de la fluorescencia de los fragmentos 
de los oligonucleótidos. Cada 1 de 4 mezclas que terminan se prepara con una 
etiqueta que despide luz fluorescente en una longitud de onda determinada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1. Cantidad de ADN molde utilizado en las reacciones de 
secuenciación respecto al producto de la PCR. Tomado de: 
Universidad de Valencia, Guía para la secuenciación automática 
de ADN. SERVICIO CENTRAL DE SOPORTE A LA 
INVESTIGACIÓN EXPERIMENTAL-S.C.S.I.E. 
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13. CLONACIÓN DEL PRODUCTO DE LA PCR 
 
La tecnología de ADN recombinante es una técnica que permite introducir material 
genético foráneo en un individuo, y hace que éste organismo incorpore dicho 
material a su genoma y lo exprese como si fuera suyo. (105, 106) Esta tecnología se 
desarrolló a partir del descubrimiento de las enzimas de restricción (107, 108) y su 
acción sobre los ácidos nucleicos. 
 

El principio de la tecnología de ADN recombinante se basa en la inserción de 
un fragmento de ADN foráneo (109) en un hospedero (110) por medio de un vector de 
clonación que puede ser un virus o un plásmido. (115) Una vez que el fragmento de 
ADN foráneo se ha introducido en el hospedero, comienza el proceso de clonación 
molecular y recombinación, dando como resultado la expresión del gen o genes 
introducidos en un organismo diferente. (114)  

 

13.1. Enzimas de restricción: producción de fragmentos de ADN para 
recombinación 

 
Las enzimas de restricción o endonucleasas de restricción fueron descubiertas por 
Werner Aber, Hamilton Smith y Daniel Nathans. (113) Éstas son específicas, catalizan 
la hidrólisis de los enlaces fosfodiéster de los ácidos nucleicos y son capaces de 
cortar ambas hebras de ADN en lugares específicos, creando de esta manera una 
serie de fragmentos. (113) La función de las enzimas de restricción es la proteger al 
organismo de AND extraño. Cuando una porción de ADN foráneo ingresa a la célula, 
las enzimas de restricción se encargan de degradarlo a pequeños fragmentos, 
siempre y cuando éste no esté modificado. (114) Actualmente se conocen unas 200 
enzimas de restricción (las más conocidas se muestran en la Tabla 2). Se nombran 
de acuerdo al organismo del cual se extraen, por ejemplo EcoRI y EcoRII, que se 
extraen de E. coli o HaeIII que se extrae de Haemophilus aegyptius.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Tabla 2. Principales enzimas de 
restricción. De acuerdo a la especificidad 
se conocen tres tipos: 
I. Cortan en un sitio cercano al sitio de 
restricción, a una distancia que varía 
aleatoriamente, por lo que no suelen 
emplearse para ADN recombinante. 
II. Reconocen y cortan en la secuencia 
específica con alta precisión.  
III. Similares al tipo II en cuanto a la 
precisión del lugar de corte, pero se 
diferencian de éstas porque sólo cortan 
entre nucleótidos del mismo tipo, por 
ejemplo entre dos adeninas. Tomado de: 
Griffiths A., Miller J., Suzuki D., Lewontin 
r. W. Gelbart. 1998. Genética. 5º Edición, 
2º reimpresión, editorial McGraw–Hill 
Interamericana, Madrid, pp 429–452, 
456–479. 
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13. 2. Vectores de clonación 
 
Una vez que se han aislado los fragmentos de ADN de interés por medio de 
enzimas de restricción, el siguiente paso es unirlos a vectores de clonación.  
 

Los vectores de clonación permiten la unión de los fragmentos de ADN extraño 
a su propio ADN por medio de sitios de restricción compatibles, sin afectar su 
replicación por medio de un proceso de recombinación. (110, 108, 115) 

 
El vector es el vehículo que transporta el gen o genes de interés al hospedero, 

que normalmente es una bacteria o una célula eucariota viva. Una vez dentro de la 
célula, el vector se multiplica produciendo varias copias idénticas del gen que 
transporta. (115) Para que un vector sea útil en la tecnología de ADN recombinante, 
debe recuperarse fácilmente de la célula hospedadora, además de no producir 
daños. Actualmente se conocen como vectores a plásmidos, bacteriófagos, 
cósmidos, vectores transbordadores, células eucariotas y cromosomas artificiales, 
entre otros. (83, 108) 

 
13.3. Plásmidos 
 
Los plásmidos son moléculas de ADN bicatenario de carácter extracromosómico y 
tienen la capacidad de replicarse autónomamente. Además, transportan al gen o a 
los fragmentos de ácidos nucleicos de interés, los plásmidos transportan otros genes 
que le confieren propiedades importantes al hospedador, como la resistencia a 
ciertos antibióticos. Figura 9. (83, 108) 

 

 
 

Figura 9. Representación esquemática del plásmido pBR322 con sus diferentes sitios 
de restricción. Tomado de: Klug, W. M. Cummings. 1999. Conceptos de Genética. 5º 
edición, Editorial Prentice Hall, Madrid, pp 453–515. 
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13.4. Características que hacen adecuado a un vector de clonación 
 
1. Debe ser pequeño 
2. Estable cuando se encuentra dentro el hospedero 
3. Que produzca muchas copias de él 
4. Fácil de aislar en su forma súper enrollada 
5. Pueda clonar fragmentos relativamente grandes 
6. Que se conozca la secuencia completa de bases de él mismo 
7. Que existan sitios de restricción únicos para las principales endonucleasas 
8. Posea varios genes de resistencia a antibióticos 
9. Fácil de introducir a los hospedero 
 
13.5. Hospederos procariotas 
 
El primer hospedero empleado para clonación de ADN mediante esta técnica y el 
más usado en la actualidad es E. coli. Se cuenta con información sobre su genoma y 
características fisiológicas. E coli en su forma nativa produce retención de proteínas 
en el periplasma, haciendo difícil su aislamiento. 
 

Para contrarrestar este problema se han desarrollado cepas modificadas de 
esta bacteria, E. coli mutantes para la biorremediación de ambientes contaminados 
con mercurio. (116) Otra ventaja de E. coli es que puede aceptar una amplia gama de 
vectores, como plásmidos, bacteriófagos y cósmidos, entre otros. (108 109) 

 
13.6. Transfección y clonación de ADN 
 
Una vez que se aísla el fragmento clonado se inserta en el vector y selecciona el 
hospedero adecuado, se debe proceder con la transfección del material genético 
para que comience el proceso de clonación de ADN. 
 

La transfección de ADN incluido en el vector se debe hacer tomando en cuenta 
que la célula posee una barrera que la limita y escoge selectivamente qué 
sustancias penetrarán dentro de ella (membrana celular). Para superar esta barrera, 
se han diseñado las técnicas de transfección de sustancias, que se encargan de 
abrir poros en la membrana o inducir la endocitosis por vías naturales. (109)  

 
Estos procedimientos se dividen en técnicas de permeabilidad celular, 

microinyección y técnicas de transfección propiamente dichas. Figura 10. 
 
Nota: En la transferencia intercelular de ADN y recombinación genética en bacterias; existen tres 
procesos: 1) transformación, 2) traducción y 3) conjugación, por lo tanto, la transformación solo 
ocurre en bacterias que son capaces de captar ADN de alto PM del medio. 
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CLONACIÓN Y TRANSFORMACIÓN  
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Obtención de ADN recombinante. Inserción de un fragmento de ADN en un 
plásmido e introducción de un plásmido recombinante en una célula bacteriana. Las bacterias 
que contiene el plásmido se seleccionan haciéndolas crecer en un medio que contenga un 
antibiótico. Solo sobrevivirán las bacterias portadoras del plásmido. Tomada de: Molecular 
Biology and Biotechnology. Principles and applications of recombinant ADN. B. R. Glick y J.J. 
Pasternack. ASM Press, 1998. http://www.uned.es/091279/ingenieria_genetica/tema3/DNA_ 
recombinante 3.htm 
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II. JUSTIFICACIÓN 
 
 

El CMVH es un patógeno vírico que produce un gran número de enfermedades 
dependientes del estado inmunológico del individuo, agregando que es el principal 
agente infeccioso causante de defectos congénitos, por lo que es necesario contar 
con métodos de detección y monitoreo de la infección cursada por este virus.  
 

En pacientes inmunofuncionantes la detección se realiza por medio de las 
reacciones de los anticuerpos del individuo infectado, pero en los pacientes 
inmunocomprometidos esta metodología no es útil por la propia deficiencia 
inmunitaria. 

 
Para los pacientes inmunocomprometidos existen varias pruebas de laboratorio 

que pueden ayudar en el diagnóstico de la infección. Por mencionar algunas la 
antigenemia que detecta la presencia de antígenos virales en leucocitos extraídos de 
la sangre de pacientes con sospecha de infección activa por el virus. Otra prueba es 
el aislamiento viral en cultivo Shell Vial, proceso laborioso y muy largo (30 días) 
porque es necesaria la propagación seriada antes de que el virus alcance 
cantidades elevadas, entre otras. 

 
Estas pruebas cuentan con ciertas desventajas; una de las dificultades que 

presenta la técnica de antigenemia es el requerimiento de un número elevado de de 
leucocitos, lo que no siempre es posible por que el recuento es bajo (leucopenia) o 
por que el volumen de la muestra no es suficiente, tiempo de realización de la 
prueba, procedimiento de elaboración complicado, difícil interpretación de 
resultados, dificultades en la estandarización, costos elevados, etc.  

 
Así que para ayudar a un oportuno y rápido diagnóstico, se deben desarrollar 

nuevas metodologías que cumplan con ciertas características, algunas de ellas son: 
rápida elaboración, fácil interpretación, un método seguro para los operarios, 
reproducibles y accesibles. Que garantice la detección una concentración mínima de 
virus en muestras de pacientes con sospecha de infección, etc. 

 
Puesto que el CMVH es complejo y siguiendo las reglas de la biología 

molecular conviene seleccionar un gen conservado. La región del gen UL83 (pp65) 
forma parte de un gen de traducción tardía y transcripción temprana, por lo que fue 
seleccionado como blanco en este trabajo y porque es antígeno blanco de la 
antigenemia considerada como prueba estándar para la detección del CMVH, con lo 
que nos aseguramos de tener un buen gen blanco. 
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III. HIPÓTESIS 
 
 

Será posible la detección molecular de una región del gen UL83 (pp65) del CMVH a 
partir de plasma humano.  
 
Será posible establecer las condiciones apropiadas para que el método de la PCR 
funcione adecuadamente y podamos de manera rápida y oportuna detectar la 
presencia del CMVH. 
 
Será posible determinar con nuestra metodología el número mínimo de copias de 
ADN de CMVH/ml de plasma detectables en muestras de pacientes con infección 
viral por CMVH. 
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IV. OBJETIVOS 
 
 

1.  General 
 
 
Detección molecular de una región del gen UL83 (pp65) del CMVH a partir de 
plasma humano. 
 
Establecer las condiciones apropiadas del método de la PCR para detectar la 
presencia del CMVH de manera rápida y oportuna para el paciente. 
 
Determinar el número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma 
detectables mediante el método de la PCR. 
 
 
 
2.  Particulares 
 
 
1. Extracción de ADN del CMVH a partir de plasma humano. 
 
2. Amplificación de una región de 535 pb del gen UL83 (pp65). 
 
3. Clonación de la región de 535 pb del CMVH. 
 
4. Secuenciación de la clona de 535 pb del CMVH. 
 
5. Determinación de las condiciones específicas para la amplificación de la región de 

535 pb de ADN del CMVH a partir de la clona 535-CMVH. 
 
6. Determinación del número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma 

mediante el método de la PCR de diseño casero. 
 
7. Amplificación de la región de 535 pb de ADN-CMVH a partir de muestras de 

plasma humano negativas y positivas a CMVH. 
 
8. Propuesta de esta técnica para monitoreo en el área clínica. 
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*Las muestras se dividieron en alícuotas de 500 μl y almacenaron a -70 ºC, hasta la extracción de ADN y la 
realización de la PCR. Posteriormente el ADN fue almacenado a -20 ºC para el resto del análisis. 
*El uso de las muestras humanas se hizo de acuerdo a los protocolos de bioética correspondientes.  

V. METODOLOGÍA 
 
 
1.- OBTENCIÓN Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS 
 
Las muestras sanguíneas se obtuvieron de plasma de pacientes con sospecha de 

infección por CMVH por punción venosa, colectadas en tubos con anticoagulante, 

EDTA. Para la detección molecular en sangre, no se utilizo heparina como 

anticoagulante ya que es un inhibidor de la PCR. El suero y plasma se separó de la 

fracción celular de la sangre entre la 4a y 6a h posterior a la toma de las muestras 

se conservaron de 2 a 8ºC durante un máximo de 7 días o congeladas a -20ºC por 

no más de 2 meses o inferior a -70ºC por más de 2 meses. El uso de las muestras 

humanas se hizo de acuerdo a los prótocolos de bioética correspondiente. 

 
2.- MATERIAL 
 
 
ESPECÍMENES*: Se incluyeron tres tipos de muestras en el estudio.  
 
1.- Muestras de archivo con anticuerpos IgG-CMVH e IgM-CMVH positivas. 
Proporcionadas por el Laboratorio de Virología de la UIMEIP-UMAE-Hospital de 
Pediatría-CMNSigloXXI-IMSS. 
 

 Cuatro muestras negativas a anticuerpos IgG-CMVH e IgM-CMVH. 
 Tres muestras positivas a anticuerpos IgG-CMVH e IgM-CMVH. 

 
2.- Muestras con carga viral determinado con COBAS AMPLICOR CMV 
MONITOR™ Test (Roche Diagnostics), proporcionadas por la Biól, Castillo-Robles 
Flor- Patricia, asesora técnica producto de Grupo Roche Diagnostics. 
 

 CMVH-1      273,000 copias/ml 
 CMVH-2      >100,000 copias/ml 
 CMVH-3      15,100 copias/ml 
 CMVH-4      1020 copias/ml 

 
3.- Muestras de archivo con detección del antígeno pp65 de CMVH en leucocitos 
(antigenemia), antígeno idóneo. Proporcionadas por el Laboratorio de Virología de la 
UIMEIP-UMAE-Hospital de Pediatría-CMNSigloXXI-IMSS. 
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CEPA DE REFERENCIA: Secuencia completa de la cepa AD169 número de acceso 
GenBank NC_00347. 
 
 
CÉLULAS COMPETENTES: Escherichia coli (Top 10), cepa proporcionada por la 
Dra. Aguilera-Hernández Penélope del Laboratorio de Patología Vascular del 
Instituto Nacional de Neurología y Neuropsiquiatría-SSA. 
 
 
VECTOR DE CLONACIÓN: pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) 
 
 
INICIADORES: 535 pb diseñados por la Dra. Ruiz-Tachiquín Martha-Eugenia. 
Sintetizados en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular de 
la Universidad Nacional Autónoma de México. 
 
SENTIDO: 5´-atc gaa aaa gaa gag cgc ag-3´ (20 nucleótidos, Tm = 50ºC, %GC = 

45, PM = 6014 g/m, DO = 5485nm, 
631-650 pb) 

 
ANTISENTIDO: 5´-aag atg cgg tag atg tcg tt-3´ (20 nucleótidos, Tm = 50ºC, %GC 

= 45, PM = 6206 g/m, DO = 
4419nm, 116-135 pb) 

 
 
CONTROLES PARA LA PCR: control positivo, control negativo, control interno y 
control no relacionado. 
 
1. Control positivo: Clona CMVH-535 
2. Control negativo: Sin ADN (1 µl de agua desionizada) 
3. Control interno: Amplificado de 205 pb del gen β-actina (gen constitutivo) 
 
 
SENTIDO: 5’-ctc aag ttg ggg gac aaa aa-3´ (20 nucleótidos, Tm = 50°C, %GC = 

45, PM = 6194, DO = 4137. 
 
ANTISENTIDO: 5´atc cta cta aaa gcc acc cca ct-3´ (20 nucleótidos, Tm = 52°C, 

%GC = 50, PM = 5975, DO 
= 4726. 

 
4. Control no relacionado: ADN de leucocitos. 
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EQUIPO 
 

 Centrífuga con capacidad de 23,000 g. 
 Agitador térmico Eppendorf®, modelo 22331. 
 Campana de Seguridad Biológica Grado II. 
 Campana de extracción para la preparación de la mezcla de la PCR. 
 Termociclador de gradiente (Biométra modelo: T-GRADIENT thermoblock, 
Alemania). 
 Analizador de imágenes SYNGENE® (A division of synoptics LTD). Modelo: Gene 
Genius, Beacon House, Nuffield Road Cambridge, CBA 1TF, UK. 
 Concentrador Eppendorf®. 
 Vórtex. 

 
NOTA: Se limpio la Campana de Seguridad Biológica Grado II y el material con alcohol al 70%, antes 
de colocarlo dentro de ella y se irradió con luz UV por 15 min. IMPORTANTE: en la campana de 
preparación de la mezcla de la PCR no se introdujo muestra clínicas (no ADN, ni ARN). 
 
 
MATERIAL DESECHABLE 
 

 Gradillas para tubos Eppendorf 
 Tubos Eppendorf de 1.5 y 2 ml 
 Micropipetas de 10, 20, 100, 200 y 1000 µl 
 Puntas con filtro de 10, 100, 200 y 1000 µl 
 Tubos de recolección 2 ml 
 Tubos para la PCR Eppendorf de 25 µl 
 Guantes y gasas estériles 
 Recipiente para desecho 

 
NOTA: El material desechable se ocupo de acuerdo a los métodos. En el caso de la extracción de 
ADN el material que se ocupo fue de la marca QIAGEN. Dos tipos de columna QIAamp Spin 
Columnas (purificación del producto amplificado) y QIAquick Spin Columnas (purificación de la 
reacción de secuenciación). Todo el material utilizado libre de DNasas y en todos los procedimientos 
se uso estrictamente bata y guantes.  
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3.- PROTOCOLOS  
 
Kit QIAamp® UltraSens™ Virus kit (QIAGEN) 
 
3.1. Prótocolo para la extracción de ADN de CMVH usando QIAamp® 

UltraSens™ Virus kit (QIAGEN)  
 

         

 
 
 
 

 
 
 

1. Tomar 1 ml de plasma en un tubo Eppendorf de 2 
ml, si no se completa adicionar 1 ml de solución 
amortiguadora de fosfatos salinos (phosphate-
buffered saline, PBS) hasta completar 1 ml. 

2. Adicionar 800 μl de Buffer AC en la superficie del 
suero y 5.6 μl del acarreador de RNA en la tapa 
del tubo. 

3. Cerrar el tubo Eppendorf y mezclar primero por 
inversión y luego con vórtex durante 10 seg. 

4. Incubar 10 min a temperatura ambiente (TA). 
5. Centrifugar a 9000 x g por 3 min. 
6. Decantar el sobrenadante. 
7. Resuspender la pastilla con 300 μl de buffer AR 

precalentado a 60°C. 
8. Adicionar 20 μl de proteínasa K. 
9. Incubar a 40°C por 10 min con agitación máxima. 
10. Centrifugar brevemente. 
11. Adicionar 300 μl de buffer AB, mezclar con vórtex 

y centrifugar brevemente.  
12. Colocar una columna dentro de un tubo Eppendorf 

de 2 ml y adicionarle a esta 700 μl del lisado 
(obtenido en el paso anterior). 

13. Centrifugar a 4000 x g por 1 min. 
14. Retirar la columna del tubo y eliminar los residuos. 
15. Colocar la columna en un tubo Eppendorf limpio 

de 2 ml. 
16. Adicionar a la columna 500 μl de buffer AW1. 
17. Centrifugar a 6000 x g por 1 min. 
18. Retirar la columna del tubo y eliminar los residuos. 
19. Colocar la columna en un tubo Eppendorf limpio 

de 2 ml. 
20. Adicionar a la columna 500 μl de buffer AW2. 
21. Centrifugar a 16,000 x g por 5 min. 
22. Colocar la columna en un tubo limpio Eppendorf 

eliminando los residuos del tubo. 
23. Eluir el ADN con 50 μl de agua-DEPC. 
24. Incubar 5 min a TA. 
25. Centrifugar a 6000 x g por 1 min. 
26. Eluir nuevamente adicionando 30 μl de agua 

inyectable. 
27. Incubar 5 min a TA. 
28. Centrifugar a 6000 x g por 1 min. 

Figura 11. Diagrama del prótocolo para 
la purificación del ADN viral. Tomada 
del QIAamp UltraSens Virus Handbook 
01/2003, pag. 10 

Lisis de la 
muestra 

Unión del ácido 
nucleico a la 
columna  
 

Unión del DNA 
viral  

Lavado y secado 
de la membrana 
de sílica  
 

Elusión de ADN 
viral  

1 ml de suero o plasma   
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REACTIVOS 
 

 Etanol al 70% 
 Buffer AC; Buffer de lisis (contiene isopropanol) 
 Buffer AR (contiene hidroclorato de guanidina) 
 Buffer AB (concentrado) 
 Buffer AW1 (contiene hidroclorato de guanidina) 
 Buffer AW2 (contiene Etanol) 
 Proteinasa K  
 Acarreador de ARN 
 Agua libre de DNasas y RNasas 

 
NOTA: Los reactivos se almacenaron a temperatura ambiente de15 a 25 ºC hasta por 12 meses, 
excepto la Poteinasa K que se almaceno de 2 a 8ºC y el acarreador ARN a -20ºC, que son estables 
por año.  
 
 
Con la siguiente formula se calcula la velocidad de centrifugación requerida para el 
procedimiento de los protocolos.  
                                                                                 Donde: 
 
           g = 11.18 x r x (rpm/1000)2                           g = fuerza relativa de centrifuga 
                                                                                 rpm = revoluciones por minuto 
                                                                                 r = radio del rotor en centímetros  
 
 
QIAquick® gel Extraction kit (QIAGEN) 
 
 
3.2. Prótocolo para la purificación del producto de la PCR a partir de gel de 

agarosa usando el QIAquick® Gel Extraction kit (QIAGEN) 
 
1. Cortar la banda del gel de agarosa, pesarla y colocarla en un tubo Eppendorf de 

1.5 ml. 
2. Adicionar 3 volúmenes de Buffer QG con respecto al peso del fragmento de 

agarosa. 
3. Incubar a 56°C por 10 min con agitación constante. 
4. Adicionar un volumen de isopropanol. 
5. Transferir la solución a la columna con silica gel y centrifugar a 10,000 rpm por 1 

min. 
6. Adicionar 500 µl Buffer QG y centrifugar a 10,000 rpm por 1 min. 
7. Adicionar 750 µl de Buffer PE y centrifugar 10,000 rpm por 1 min. 
8. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 min para eliminar el exceso de etanol. 
9. Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml.  
10. El producto de PCR se eluye con 50 µl de Buffer EB.  
11. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 min. 
 



 
 

38

REACTIVOS 
 

 Buffer QG* (contiene tiocianato de guanidina)  
 Buffer PE (concentrado, no contiene etanol, hay que agregárselo)  
 Buffer EB  
 Isopropanol  

 
pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 12. Mapa circular pGEM®-Easy Vector y los puntos de referencia 
de la secuencia. Tomado de: instructivo de © 2000, 20005 Promega 
Corporation, Printed in USA. Revised 12/05   

* contiene sales caotrópicas las cuales son muy irritantes, se tomaron las medidas de seguridad apropiadas para 
su manejo en el laboratorio. 
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REACTIVOS 
 

 pGEM®-T Easy Vector 
 Control ADN inserto 
 T4 ADN ligasa 
 2x Buffer de ligación rápida, T4 ADN ligasa 

 
Nota: los reactivos se almacenaron a -15º ó -25ºC 
 
 
3.3. Prótocolo para la clonación de ADN-CMVH 535 pb usando el pGEM®-T 

Easy Vector Systems (Promega) 
 
a) Ligación usando el Buffer de ligación rápida 2x. 
 
1. Centrifugar brevemente pGEM®-T Easy Vector y colocar el control de ADN en el 

fondo del tubo colector. 
 

2. Colocar la reacción de ligación en un tubo Eppendorf. Antes de usar, agitar 
vigorosamente el Buffer de ligación rápida 2x con vórtex. Usar 0.5 ml de ADN en 
los tubos. 

 
3. Resuspender con pipeta la mezcla de reacción. Incubar la reacción por 1 h a TA. 

Colocar la reacción a 4ºC para obtener un número máximo de transformantes. 
 
 
b) Transformación con la cepa Top 10 de alta eficiencia en células competentes. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Reactivos Estándar 
de reacción 

Control 
positivo 

Control de 
fondo 

2x Buffer de ligación rápida, T4 
DNA ligasa 

5 μl 5 μl 5 μl 

pGEM®-T Easy Vector (50 ng) 1 μl 1 μl 1 μl 
Producto de la PCR X μl ------- -------- 
Inserto de ADN para el control -------- 2 μl -------- 
Ligasa ADN T4 (3 U/μl) 1 μl 1 μl 1 μl 
Agua desionizada para completar 
un volumen final de 10 μl 

X μl X μl X μl 

Tabla 3. Se realizo la mezcla de reactivos para la reacción y llevarse a cabo la 
clonación.  
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PRÓTOCOLO PARA LA CLONACIÓN   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Preparar el medio de cultivo en placas 
LB/ampicilina 

2. Centrifugar la reacción de ligación brevemente. 
Adicionar 2 μl de reacción de ligación a cada tubo 
estéril de 1.5 ml colocados previamente en hielo. 
Preparar un tubo de control con 0.1 ng de 
plásmido.  

3. Colocar las células competentes cepa Top 10 de 
alta eficiencia en baño de hielo hasta 
descongelarse por 5 min. Colocar la mezcla de 
reacción de células en un tubo suavemente.  

4. Transferir 50 μl de células para la reacción de 
ligación en los tubos que se prepararon en el 
paso 2. 

5. Usar 100 μl de células para el tubo de control de 
ADN entero. Golpear suavemente los tubos e 
incubar por 20 min en hielo. 

6. Calentar y agitar las células por 45 seg en un 
baño de agua a 42ºC. NO AGITAR. 
Inmediatamente regresar los tubos al hielo por 2 
min. 

7. Adicionar 950 μl del medio SOC a temperatura 
ambiente a la transformación de la reacción de 
ligación y 900 μl al tubo de control del ADN. 
Incubar por 1.5 h a 37ºC con agitación constante 
(150 rpm). 

8. Colocar 100 μl de cada transformación dentro de 
cada placa, por duplicado LB/amplicilina. Para el 
control del ADN, es recomendado una dilución 
1:10 con SOC. 

9. Incubar la placa 37ºC. seleccionar las colonias 
blancas. 

LIGACIÓN 

CÉLULAS COMPETENTES  

TRANSFORMACIÓN 

REVISIÓN DE LA PLACA 

EXTRACCIÓN DE DNA 

Figura 13. Protocolo para clonación 
del producto de CMVH-535. El 
producto de la ligación se incubó 
con las células competentes de la 
cepa Top 10 de E coli, para realizar 
la transformación, se sembraron en 
una placa de agar LB/ampicilina y 
se revisó el crecimiento. A partir de 
las colonias blancas se hizo la 
extracción de ADN. Tomado de: © 
2000, 20005 Promega Corporation, 
Printed in USA. Revised 12/05 
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Big Dye Terminator versión 3.1 (Applied Biosystems, ABI). Secuenciador 
automático 3100 (ABI) 
 
3.4. Prótoloco para la secuenciación del producto clonado de CMVH-535 pb. 

Big Dye Terminator version 3.1 (Applied Biosystems) 
 
Molde de la PCR* 
 
Prótocolo para la purificación del fragmento de la PCR por filtración 
 
1. Ensamblar las columnas centricon -100 siguiendo las instrucciones del fabricante. 
2. Colocar 2 ml de agua desionizada dentro de las columnas. 
3. Adicionar a la columna las muestras completas. 
4. Centrifugar las columnas a 3000 x g por 10 min. 
5. Remover el residuo del recipiente y agregar la recolección viral. 
6. Invertir la columna y centrifugar a 270 x g por 2 min y colectar la muestra. 
7. Debe haber entre 40 a 60 µl de muestra. 
8. Adicionar agua desionizada a la columna. 
9. Observar el fragmento purificado en un gel de agarosa al 1.5% teñido con BrEt 

0.001 mg/ml, visualizar con luz ultravioleta. 
 
Cuantificación de ADN 
 
Cuantificar la cantidad de ADN purificado midiendo su absorbancia a 260 nm. 
 
Preparación de la reacción de secuenciación 
 
Preparación de la mezcla de reacción  
 
1. Para cada reacción, añadir los siguientes reactivos a los tubos por separado. 
 
 

Reactivos  Cantidades  
Mezcla de reacción de lectura 
Terminador 
Templado 
Una - cadena 
Doble - cadena 
ADN productos de la PCR 
Iniciador** (sentido ó antisentido) 
Agua Desionizada 

8.0 µl 
--------- 

50 - 100 ng 
200 - 500 ng 
30 - 90 ng 
3.2 pmol 

cbp 

Volumen total  20 µl 
 
 
 
2. Mezclar bien y centrifugar brevemente 
 

* Se purifico la reacción, para no presentar ninguna interferencia en la reacción de secuenciación. 
** Por cada reacción de secuenciación se coloco un iniciador (sentido ó antisentido); cbp. 

Tabla 4. Mezcla de reactivos para la reacción de 
secuenciación  
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Ciclos de secuenciación 
 
1. Colocar los tubos en el termociclador con un volumen final de 20 µl. 
2. Repetir el programa por 25 veces (ciclos). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. El termociclador (Biométra) cambia la temperatura 1ºC por segundo. 
4. Programar el termociclador a 4ºC por tiempo indefinido. 
5. Centrifugar el contenido del tubo en una microcentrífuga. 
 
IMPORTANTE: Las columnas se centrifugaron de 325 a 730 x g para obtener un mejor resultado.  
 
 
Purificación de la reacción de secuenciación 
 
 
Purificación de reacción de secuenciación con columnas de Dye Ex (QIAGEN) 
 
1. Resuspender suavemente la columna. 
2. Aflojar la tapa de la columna. 
3. Cortar la parte final de la columna en un tubo colector y centrifugar a 3000 rpm 

por 3 min. 
4. Colocar la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. 
5. Transferir la reacción de secuenciación a la columna. 
6. Centrifugar a 3000 rpm por 3 min, quitar los residuos del tubo colector. 
7. Conservar el eluído, el cual contiene la reacción de secuenciación purificada. 
 
 
Concentración de la reacciones de secuenciación 
 
Las muestras se colocaron en el concentrador y se liofilizaron con vacío y calor 45ºC 
por 20 min. 
 
 
 
 
 
 

Programa 
 
96ºC   /   10 seg. 
50ºC   /     5 seg. 
60ºC  /    4 min.

Tabla 5. Programa a seguir para llevar a cabo 
la reacción de secuenciación.  
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3.5. ALINEAMIENTO DE LAS REACCIONES DE SECUENCIACIÓN  
 
Protocolo para el alineamiento de los iniciadores del producto de CMVH-535 
pb con la secuencia de referencia 
 
El alineamiento se llevó a cabo con los resultados de las dos reacciones de 
secuenciación (sentido y antisentido), resultados emitidos por el corrimiento 
electroforético en el secuenciador automático 3100 (ABI), donde el color de cada 
banda corresponde al dideoxinucléotido 3´ terminal de ese fragmento.  
 
1. Los resultados de las reacciones se capturaron en el CPU. 
2. Se abrió el Software Multalin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). 
3. Se eligió la función de alineamiento. 
4. Se proporcionaron los datos adecuados para el alineamiento, secuencia patrón 

AD169 del GenBank con número de acceso NC_00347, las secuencias obtenidas 
a partir de los iniciador sentido y antisentido, y la secuencia de la clona CMVH-
535 pb el programa analizo y emitió un resultado. 

 
 
3.6. ESTANDARIZACIÓN DEL MÉTODO DE LA PCR 
 
Para el análisis se llevó a cabo una serie de curvas experimentales donde se 
hicieron variaciones en las concentraciones de reactivos y temperatura de 
alineamiento.  
 

Curva de 
MgCl2 

Curva de 
iniciadores 

Curva de  
Temperatura de 

alineamiento (Tm) 

Curva de copias de 
ADN de CMVH/ml de 

plasma 
4.5 mM 
3.5 mM 
2.5 mM 
1.5 mM 
1.0 mM 
0.5 mM 

30 pmol 
20 pmol 
15 pmol 
10 pmol 

 

48°C 
46°C 
44°C 
42°C 
40°C 

 

300,000 copias/ml 
30,000   copias/ml 
3,000     copias/ml 
300        copias/ml 
30          copias/m 
3            copias/ml 

 
 
 
 
3.6.1. Preparación de la curva estándar de 300,000 a 3 de ADN de CMVH/ml de 

plasma 
 
La concentración de la alícuota inicial de ADN molde se determinó por 
espectrofotometría. 
 
INICIAL = 0.22 µg/ml.                 El ADN plasmídico para cada reacción de la PCR es 

de 5 μl. 
 

Tabla 6. Variación de reactivos y temperatura de alineamiento para 
estandarizar el método de la PCR. 
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Paso 1. Masa de una molécula de plásmido (plásmido + inserto) 

 

          
 
 

 
 

m = 3.8908 e -18 g 
 
Paso 2. Calcular la masa del plásmido. 
 
 
 
 

 
No. 

Copias de ADN de 
CMVH/ml de 

plasma (copias/ml) 

Masa de una 
molécula de 
plásmido (g) 

Masa de ADN 
plasmídico (g) 

1 300,000 3.8908 e -18 1.1672 e-12 
2 30,000 3.8908 e -18 1.1672 e-13 
3 3,000 3.8908 e -18 1.1672 e-14 
4 300 3.8908 e -18 1.1672 e-15 
5 30 3.8908 e -18 1.1672 e-16 
6 3 3.8908 e -18 1.1672 e-17 

 
 
 
Paso 3. Calculo de la concentración del ADN plásmidico necesario para conseguir el 
numero de copias del inserto. Se divide la masa necesaria (calculada en el paso 2) 
entre el volumen que se pipetea en cada reacción de la PCR. 
 

No. Copias de ADN de 
CMVH/ml de plasma 

(copias/ml) 

masa de ADN 
plasmídico (g) 

µl por 
reacción de 

la PCR 

Concentración 
final de ADN 

plásmidico ( g/ µl) 
1 300,000 1.1672 e-12 5 µl  2.3344 e -13

2 30,000 1.1672 e-13 5 µl  2.3344 e -14 
3 3,000 1.1672 e-14 5 µl  2.3344 e -15 
4 300 1.1672 e-15 5 µl 2.3344 e -16 
5 30 1.1672 e-16 5 µl  2.3344 e -17 
6 3 1.1672 e-17 5 µl  2.3344 e-18 

 
 
 
 

Tabla 7. Cálculos para obtener la masa del plásmido.  

Tabla 8. Concentración final del ADN plásmidico. 

Donde:  
 
n = tamaño del genoma (pb) 
m = masa (g) 
e-21 = x 10-21 

Masa de una molécula de plásmido = [3,550 pb] [1.096 e-21 g/pb] = 3.8908 e -18 g 

[3.8908 e -18g/copias] [300,000 copias] = 1.1672 e -12 g 
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Paso 4. Preparación de diluciones seriadas de ADN plásmidico. Se realizaron a 
partir de una concentración inicial de 0.22 µg/ml. 

 

 
Dilución 2.5 
 
               [0.22 e -11 g/µl] [V1] = [2.3344 e -13 g/µl] [100 µl]          V1=10 µl 

 
Dilución 3 
 

 
        
 
Volumen del diluyente = 100 µl – 11.672 µl = 88.328 µl (diluyente, agua estéril libre 
de nucleasas). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
No. 

Dilución 

Fuente de ADN 
plasmidico 

para las 
diluciones 

Concentración 
inicial 
(g/µl) 
C1 

Volumen  
de ADN 

plasmídico  
(µl) 
V1 

Volumen 
del 

diluyente 
(µl) 

Volumen 
final (µl) 

 
V2 

Concentración 
final (g/µl) 

 
C2 

No. de copias 
de ADN de 

CMVH/ml de la 
secuencia (5 µl)

1 Stock 0.22 e -6 10 990 1000 0.22 e -8 N/A 
2 Dilución 1 0.22 e -8 10 990 1000 0.22 e -10 N/A 
3 Dilución 2 0.22 e -10 10 990 1000 0.22 e -11 N/A 

3.5 Dilución 2.5 0.22 e -11 10 90 100 0.22 e -12 N/A 
4 Dilución 3 0.22 e -12 11.6 88.3 100 2.3344 e -13 300,000 
5 Dilución 4 2.3344 e -12 3 27 30 2.3344 e -14 30,000 
6 Dilución 5 2.3344 e-13 3 27 30 2.3344 e -15 3,000 
7 Dilución 6 2.3344 e -14 3 27 30 2.3344 e -16 300 
8 Dilución 7 2.3344 e -15 3 27 30 2.3344 e -17 30 
9 Dilución 8 2.3344 e -16 3 27 30 2.3344 e -18 3 

Tabla 9. Concentraciones y volúmenes finales para llevar a cabo la curva de 300,000 a 
3 copias de ADN e CMVH/ml de plasma. 

[V1] = [2.3344 e-13 g/µl] [100 µl]                  V1 = 11.672 µl 
                  [2e-12 g/µl] 
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3.6.2. Programa para la estandarización 
 
ADN molde: Para la estandarización de la PCR se utilizó como molde el producto 
clonado en el vector pGEM® - T Easy Vector Systems (Promega). 
 
 

Reactivos Concentración de 
la solución madre 

Concentración 
final* 

H2o cbp cpb 
Buffer PCR 10 x 1 X 
Mg Cl2 50 mM 2.5 mM 
dNTP´s 10 mM 0.8 mM c/u 
Iniciadores: 
Sentido 
Antisentido 

 
4.39 pmol 
4.39 pmol 

 
20 pmol 
20 pmol 

Taq Polimerasa 5 U / µl 2 U 
ADN molde 1 µl 1 µl 
Vol. Total  30 µl 

 
 
 
3.6.3. Condiciones de amplificación para la PCR  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.7. VISUALIZACIÓN DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS  
 
La visualización de los productos amplificados, se realizó mediante un corrimiento 

electroforético en un gel de agarosa entre 1.0 al 2.0% teñido con BrEt a una 

concentración de 0.001 mg/ml, en una cámara horizontal (Bio Rad®, Horizon® 58, 

USA). Observándose en el transiluminador de luz ultravioleta (SYNGENE®, USA). La 

cantidad de fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de amplificación. El 

producto de amplificación del gen UL83 fue de 535 pb. 

Programa 
 

                                       95 ºC / 3 min 
Desnaturalización          95 ºC / 1 min 
Alineamiento                  40 ºC / 1 min 
Extensión                       72 ºC / 1 min 
                                       72 ºC/ 7 min 
                                       4 ºC ----- ∞ 

Repetir 35 ó 40 ciclos 
Termociclador Biométra 

Tabla 10. Concentraciones finales para la estandarización del 
método de la PCR. Nota: las concentraciones finales de los reactivos 
varearon de acuerdo al experimento  
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Figura 14. Amplificación de ADN-CMVH-535 pb –flecha roja-y de β actina –flecha 
azul- .1) marcador 100 pb, 2) muestra IgM (+) 10 μl ADN, 3) muestra con CV  
273,000 copias de ADN del CMVH/ml, 4) muestra IgM-CMVH positivas, muestras 
IgG-CMVH e IgM-CMVH negativas (carriles 5 y 6). Carril 3 se observó el 
amplificado de CMVH-535 pb, banda intensa, debido a la cantidad de ADN del 
CMVH/ml amplificado.  

VI. RESULTADOS 
 
1. AMPLIFICACIÓN DE ADN DE CMVH-535 pb DEL GEN UL83 (pp65) 
 
La amplificación del fragmento del gen UL83 (pp65) de CMVH-535 pb se realizó con 
el juego de iniciadores diseñados por la Dra. en C. Ruiz-Tachiquin Martha-Eugenia. 
La amplificación se ilustra en el gel de agarosa al 1.5% con BrEt 0.01 mg/ml (Figura 
14). Las condiciones de la PCR para esta amplificación fueron, Buffer PCR 1x, 
dNTP´s 0.8 mM c/u, MgCl2 2.5 mM, iniciadores (sentido y antisentido), se partió de 
una concentración inicial de 4.39 pmol/µl, utilizando la cantidad final de 20 pmol, Taq 
ADN polimerasa 2 U y 1 µg de ADN de la muestra (CV  273,000 copias/ml), en un 
volumen final de 30 µl por cada reacción. El experimento se realizó con Amplificasa® 
(BIOGÉNICA), con TM de 50ºC con 35 ciclos. Como control negativo se utilizaron 
muestras IgG-CMVH e IgM-CMVH negativas y como control interno se amplificó 205 
pb del gen β-actina (gen constitutivo), con una concentración inicial 25 pmol/µl 
utilizando solo 25 pmol con las mismas características de amplificación. En el 
experimento se incluyeron los dos juegos de iniciadores para una misma reacción. 
 

En la figura 14 se amplificó el fragmento 535 pb del gen UL83 (pp65) de CMVH 
y 205 pb del gen β-actina, los 535 pb amplificaron de la muestra con carga viral de 
273,000 copias de ADN de CMVH/ml de plasma y las demás muestras no 
amplificaron la región, posiblemente debido a la baja carga viral que presentaron. La 
banda correspondiente al producto amplificado se corto del gel de agarosa y se 
purifico con el kit QIAquick® Gel Extraction (QIAGEN). Esta muestra fue clonada con 
en el vector pGEM®-T Easy Vector Systems (promega), finalmente con la clona se 
estandarizó el método de la PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

600 pb 
500 pb 535 pb 

   1          2         3          4          5          6    

205 pb 
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2. AMPLIFICACIÓN DE ADN DE CMVH-535 pb A PARTIR DE UNA CLONA 
 

Se realizó el protocolo de clonación del producto purificado de ADN del CMVH-535 
pb, usando células competentes de E coli (Top 10) con pGEM® T Easy Vector 
Systems (Promega). Se extrajo el ADN de las células y se amplificó, para verificar 
que se realizó correctamente la clonación. Figura 15. 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. PCR DE SECUENCIACIÓN 
 
Se realizó la reacción de secuenciación utilizando Big Dye Terminator versión 3.1 
(Applied Biosystems, ABI) y el secuenciador automático 3100 (ABI). Se colocó el 
iniciador sentido en una reacción y el antisentido en otra para verificar tanto la 
dirección 5´-3´como 3´-5´. Utilizándose 400 ng (~40 µl) de ADN plasmídico. 
 

Para cada reacción de secuenciación se utilizaron 3.2 pmol/µl de cada iniciador 
y 3.0 µl de mezcla maestra (Buffer PCR 1x, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 0.8 mM, Taq 
Polimerasa 2 U), en un volumen final de 20 µl. 

 
La reacción de secuenciación se llevó a cabo para obtener el orden de las 

bases purícas y pirímidicas del producto amplificado y con ello se aseguró que fuese 
la región de interés. Con las secuencias obtenidas se hizo el alineamiento con la 
cepa patrón AD169 (GenBank NC_00347), mediante la herramienta de acceso 
gratuito en la red Multaling (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). 

 
 

1000 pb-100 ng 

   700 pb-70 ng 

  500 pb-50 ng 

  200 pb-20 ng 

  100 pb-10 ng 

535 pb 

    1                   2        3    

Figura 15. Amplificación de ADN de CMVH-535 pb a partir de una clonas. En el 
gel de agarosa al 2.0% con BrEt 0.01 mg/ml. Carriles 1) producto purificado de la 
clona del CMVH-535 pb, 2) control negativo s/ADN, 3) marcador pb y masa (Bio 
Rad 2.5 µl). La concentración del producto se determinó por densitometria 
utilizando la herramienta del analizador de imágenes Syngene. Carril 1. Producto 
CMVH-535 pb con una masa de 20.66 ng. 
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3.1. Electroferogramas de las secuencias sentido y antisentido 
 

A) Secuenciación sentido CMVH–535 pb 

 
 

B) Secuenciación antisentido CMVH–535 pb 
 

 
 
 Figura 16. Secuencias obtenidas de clonas de CMVH-535 pb A) secuencia sentido. B) secuencia 

antisentido. [Big Dye Terminator versión 3.1 (Applied Biosystems, ABI). Secuenciador automático 
3100 (ABI)].  



 
 

50

3.2. ALINEAMIENTO DE LOS INICIADORES Y LA SECUENCIAS OBTENIDAS 
A PARTIR DE LA CLONA CON LA SECUENCIA PATRÓN 

 
               151                                                200 
     CMVDA169  TTCGGCGAAG ATGCGGTAG. ATGTCGTTGG CGTCCCAGAA GAATTCCTGG 
      CMVs535  .......... .......... ........GG CGTCC...AG AGACTCCTGG 
      CMVa535  ......TAAG ATGCGGTAGG ATGTCGTTGG CGTCCCAGAA GAACTCCTGG 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO  .......AAG ATGCGGTAG. ATGTCGTT.. .......... .......... 
    Consensus  .......aag atgcggtag. atgtcgtt.. .......... .......... 

               201                                                250 
     CMVDA169  TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGGTTGCG 
      CMVs535  TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGATTGCG 
      CMVa535  TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGATTGCG 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               251                                                300 
     CMVDA169  GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT 
      CMVa535  GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT 
      CMVs535  GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               301                                                350 
     CMVDA169  GGATTTCGTT GTCGGAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG 
      CMVa535  GGATTTCGTT GTCGGAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG 
      CMVs535  GGATTTCGTT GTCGCAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               351                                                400 
     CMVDA169  GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCACGCCGT 
      CMVa535  GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCGCGCCGT 
      CMVs535  GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCGCGCCGT 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               401                                                450 
     CMVDA169  CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAGGCGCCCG 
      CMVa535  CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAGGCGCCCG 
      CMVs535  CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAG.CGCCCG 
      SENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               451                                                500 
     CMVDA169  CCATGGCGCC GCCGCCGGTG A.CGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC 
      CMVa535  CCATGGCGCC GCCGCCGGTG A.CGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC 
      CMVs535  CCATGGCGCC GCCGCCGGTG AACGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC 
      SENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               501                                                550 
     CMVDA169  GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT 
      CMVa535  GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT 
      CMVs535  GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT 
      SENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               551                                                600 
     CMVDA169  GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG 
      CMVa535  GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG 
      CMVs535  GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               601                                                650 
     CMVDA169  CCCTGGATGC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG 
      CMVa535  CCCTGGATGC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG 
      CMVs535  CCCTGGA.GC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG 
      SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
  ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

               651                                                700 
     CMVDA169  CCCGCGCTGC AGCAGCAAGT CGATATCGAA AAAGAAGAGC GCAGCCACGG 
      CMVa535  CCCGCGCTGC AGCAGCAAAT CGATATCGAA AAAGAAGAGC GCAG...... 
      CMVs535  CCCGCGCTGC AGCAGCAAAT TCTTT..... .......... .......... 
      SENTIDO  .......... .......... ....ATCGAA AAAGAAGAGC GCAG...... 
  ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
    Consensus  .......... .......... ....atcgaa aaagaagagc gcag...... 

 
 Figura 17. Alineamiento de los oligonucleótidos y fragmento amplificado de CMVAD169: cepa 

patrón, CMVa 535: antisentido. CMVs 535: sentido. Sentido: iniciador sentido. Antisentido: 
iniciador antisentido.  

*
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4. ESTANDARIZACIÓN DE LA PCR  
 
Con la estandarización del método se conocieron las condiciones específicas para 
amplificar la región de 535 pb gen UL83 (pp65) en muestras de pacientes con 
sospecha de infección por CMVH. El resultado de las condiciones de la PCR fueron: 
ADN plasmidico 1 µl, Buffer PCR 1x, MgCl2 0.5 mM, iniciadores 5 pmol c/u (sentido y 
antisentido), Amplificasa® (BIOGÉNICA) 2.0 U y dNTP´s 0.8 mM c/u. Una etapa 
inicial de desnaturalización de 95oC/3 min y 40 ciclos: 95oC/1 min, 40oC/1 min, 
72oC/1 min, finalmente 72oC/7 min con 35 y 40 ciclos. Cada ensayo se realizó por 
duplicado observándose reproducibilidad en el método.  
 

Los resultados se observaron en gel de agarosa al 1.5% con BrEt 0.01 mg/ml 
expuestos a luz UV en el analizador de imágenes Syngene®.  

 
 Efecto de la concentración de MgCl2 

 
La concentración de MgCl2 que presento la menor cantidad de bandas inespecíficas 
fue 1.0 mM por los que considero para las siguientes curvas. Las condiciones de 
amplificación para la PCR fueron: ADN plasmidico 1 µl, concentración final de Buffer 
PCR 1x, MgCl2 50 mM (Tabla 11.), iniciadores con una concentración inicial de 4.39 
pmol/µl utilizando 20 pmol c/u, Platinum Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 2.0 U y 
dNTP´s 0.8 mM en un volumen final de 30 µl para cada muestra con 35 ciclos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Efecto de la concentración de MgCl2 para amplificar 535 pb del gen 
UL83 (pp65) de CMVH. Carriles 1) Marcador de ADN 100 pb (invitrogen), 2) 0.5 
mM, 3) 1.0 mM, 4) 1.5 mM, 5) 2.5 mM, 6) 3.5 mM, 7) 4.5 mM, 8) Control negativo 
s/ADN (Mezcla-PCR con 1.5 mM de MgCl2). 

1       2      3      4      5       6      7     8 

600 pb 
535 pb 500 pb 
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Figura 19. Efecto de la concentración de los iniciadores para la detección de ADN 
de CMVH-535 pb del gen UL83 (pp65). Carriles 1) marcador ADN 100 pb, 2) 30 
pmol, 3) 20 pmol, 4) 15 pmol, 5) 10 pmol,6) Control negativo s/ADN. (Mezcla de la 
PCR con 10 pmol de iniciadores). 

Nota: Para llegar a una concentración de 50 mM se realizó una dilución 1:5 con la que obtuvimos un 
volumen que se podía medir, llegando a una concentración final de 10 mM. Tabla 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 Efecto de la concentración de los iniciadores 
 
En la curva de concentración de iniciadores no se observó diferencia entre ellas, ni 
bandas inespecíficas que interfieran en el método. Por lo tanto, se utilizó la menor 
concentración, 5.0 pmol. Las condiciones fueron: ADN plasmidico 1 µl, 
concentración final de Buffer PCR 1x, MgCl2 1.0 mM, Iniciadores 30-10 pmol c/u [(10 
µl) Tabla 12], Amplificasa® (BIOGÉNICA) 2.0 U y dNTP´s 0.8 mM en un volumen final 
de 30 µ para cada muestra con 35 ciclos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
No. muestra 

MgCl2 
(mM) 

Volumen de 
MgCl2 ( µl)

Volumen 
de H2O (µl) 

Volumen 
final 

2 0.5 1.5 12.7 14.2 
3 1.0 3.0 11.2 14.2 
4 1.5 4.5 9.7 14.2 
5 2.5 7.5 6.7 14.2 
6 3.5 10.5 3.7 14.2 
7 4.5 13.5 07 14.2 

(8) control 
negativo 

1.0 3.0 11.2 14.2 

Tabla 11. Volúmenes requeridos para obtener un volumen final de 10 µl de 
MgCl2. 

   1         2          3          4         5         6       

600 pb 
535 pb 500 pb 
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Nota: La concentración inicial de los iniciadores (sentido y antisentido) fue 4.39 pmol/µl y se utilizó la 
cantidad de 30, 20, 15 y 10 pmol) utilizando 10 µl para cada muestra ver. Tabla 12.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Efecto de la Temperatura de Alineamiento (TM)  
 
 
La TM apropiada para la amplificación de la región de 535 pb de ADN de CMVH fue 
la que mostro la menor cantidad de bandas inespecíficas (40°C). Las bandas 
inespecíficas influyen en la interpretación de resultados. A mayor TM menor número 
de bandas inespecíficas amplificadas, quedando sólo la banda especifica. Mismas 
condiciones de amplificación que el experimento anterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
No. muestra 

Iniciadores 
Sent y Anti 

(pmol) 

Volumen de los 
iniciadores (µl) 

Sent y Anti 

Volumen de 
H2O (µl) 

Sent y Anti 
2 30 6.8 y 6.8 3.2 y 3.2 
3 20 4.5 y 4.5 5.5 y 5.5 
4 15 3.4 y 3.4 6.6 y 6.6 
5 10 2.3 y 2.3 7.7 y 7.7 
6 Control negativo 

10 
2.3 y 2.3 7.7 y 7.7 

Figura 20. Efecto de la TM en la amplificación de ADN de CMVH-535 pb del gen 
UL83 (pp65). Carriles: 1) marcador de ADN 100 pb, 2) 40°C, 3) 42°C, 4) 44°C, 5) 
46°C, 6) 48°C, 7) Control negativo s/ADN con una TM de 40°C. Carril 2 observo el 
menor número de bandas inespecíficas. Por lo que, ésta se sugirió para los demás 
experimentos. 

  1      2        3       4       5       6       7    

600 pb 535 pb 535 pb 

Tabla 12. Volúmenes requeridos para obtener un volumen final de 10 µl de los 
iniciadores sentido y antisentido para cada muestra. 
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 Determinación del número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de 
plasma amplificadas con 35 ciclos 

 
El número mínimo de copias detectadas de ADN de CMVH-535 pb con 35 ciclos fue 
de 3,000 como se muestra en la figura 21. Aunque, variablemente se observó hasta 
300 (carril 5). Este ensayo se realizó con las condiciones ya estandarizadas (curvas 
MgCl2, iniciadores y TM). Una TM 40 ºC, ADN plasmidico 1 µl, Buffer PCR 1x, MgCl2 
1.0 mM, iniciadores 5 pmol c/u, Amplificasa® (BIOGÉNICA) 2.0 U y dNTP´s 0.8 mM 
en un volumen final de 30 µl por cada muestra. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Determinación del número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de 
plasma amplificadas con 40 ciclos  

 
Aumentando a 40 ciclos se logró observar la banda correspondiente a 300 copias de 
ADN de CMVH/ml de plasma con mayor intensidad. Aunque esté resultado fue 
inconsistente. Si se incrementa el número de ciclos, se logra hacer más sensible el 
método, pero no es recomendable aumentar más de 45 ciclos, ya que los iniciadores 
tienden a unirse a lugares inespecíficos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 21. Número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma detectadas 
mediante la PCR. Carriles 1) marcadores de 100 pb, 2) 300,000 copias, 3) 30,000 
copias, 4) 3,000 copias, 5) 300 copias, 6) 30 copias, 7) 3 copias de ADN de CMVH/ml, 
8) control positivo, ADN de la clona CMVH-535 pb 1µl (dil 1:10) y 9) control negativo, 
sin ADN. 

 
Figura 22. Número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma detectadas 
mediante la PCR. Carriles 1) marcadores de 100 pb, 2) 300,000 copias, 3) 30,000 
copias, 4) 3,000 copias, 5) 300copias, 6) 30copias, 7) 3 copias de ADN de CMVH/ml 
de plasma, 8) control positivo, ADN de la clona CMVH-535 pb 1µl (dil 1:10) y 9) control 
negativo, sin ADN. 

500 pb 

      1           2           3           4          5           6          7            8           9   

600 pb 535 pb 

  1           2           3          4           5          6         7            8           9   

600 pb 

500 pb 535 pb 
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5. AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN DE 535 pb DEL GEN UL83 (pp65) DE CMVH 
PARTIR DE MUESTRAS DE PLASMA HUMANO 

 
Las condiciones estandarizadas se probaron con muestras de pacientes con carga 
viral conocida consiguiendo amplificar la región de 535 pb de CMVH. En la figura 23 
se observó la amplificación con variaciones en la intensidad de las bandas debido a 
la cantidad de carga viral de cada muestra. En el carril 7 se observó la banda más 
intensa ya que la muestra empleada presento una carga viral de 273,000 copias de 
ADN de CMVH/ml de plasma. A diferencia de las otras muestras que presentaron un 
número menor.  
 

Las condiciones de amplificación fueron, TM 40ºC, ADN plasmidico 10 µl (Tabla 
13), Buffer PCR 1x, MgCl2 0.5 mM, iniciadores 5 pmol c/u, dNTP´s 0.8 mM, Platinum 
Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 2.0 U en un volumen final de 30 µl para cada 
muestra con 40 ciclos. 
 

 
 
 
 
 
 
 

No. 
Muestra 

Muestras ( copias de ADN de 
CMVH/ml de plasma) 

 
ADN (µl) 

 
H2O (µl) 

3 15,100 4 6 
4 273,000 2 8 
5 1020 16 ----- 
6 >100,000 3 7 
7 273,000 control positivo 2.5 7.5 
8 ADN de la clona de  

CMVH-535 pb 
1.0 9.0 

 
 
 
 

Figura 23. Amplificación de ADN de CMVH-535 pb de muestras de pacientes con 
estudio previo de Carga Viral. Carriles 1) Control negativo, sin ADN, 2) Marcador de 
ADN 100 pb (2.5µl), 3) 15,100 copias, 4) 273,000 copias, 5) 1020 copias, 6) >100,000 
copias, 7) 273,000 copias de ADN de CMV/ml (control positivo), 8) ADN de la clona 
CMV-535pb, 1µl (dil. 1:10). 

600 pb 
500 pb 535 pb 

 1        2         3        4         5        6        7       8 

Tabla 13. Se muestra el volumen de ADN y H2O utilizados en la reacción 
de la PCR para tener un volumen final de 10 µl.
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6. AMPLIFICACIÓN DE LA REGIÓN 535 pb DE CMVH EN MUESTRAS IgG-CMVH 
e IgM-CMVH NEGATIVAS Y CON CARGA VIRAL DETERMINADA 

 
En la figura 24 se observo que la intensidad de la banda aumenta conforme lo hace 
el número de copias de ADN de CMVH/ml. En muestras negativas a IgG e IgM no se 
observo la amplificación de los CMVH-535 pb. El control positivo fue el amplificado 
de la muestra con 273,000 copias de ADN de CMVH/ml.  
 

Las condiciones de amplificación fueron, TM 40ºC, ADN plasmidico 5 µl (Tabla 
14), Buffer PCR 1x, MgCl2 1.0 mM, iniciadores 5 pmol c/u, dNTP´s 0.8 mM, Platinum 
Taq ADN polimerasa (Invitrogen) 2.0 U en un volumen final de 30 µl para cada 
muestra con 40 ciclos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

No. 
Muestra 

 
Muestra 

Concentración 
de ADN ng/µl 

 
ADN (µl) 

 
H2O (µl)

2 IgG e IgM (-) 487.5 2.0 3.0 
3 IgG e IgM (-) 235 4.25 1.0 
4 IgG e IgM (-) 315 3.17 1.83 
5 15,100 copias CMVH/ml 330 4.0 1.0 
6 273,000 copias CMVH/ml 600 2.0 3.0 
7 >100,000 copias CMVH/ml 360 3.0 2.0 
8 Control negativo ----- ----- 5.0 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. Amplificación de muestras con carga viral conocida y muestras IgG e 
IgM negativas a CMVH. Carriles 1) Marcador de 100 pb, 2) Muestra 1 IgG e IgM, 
3) Muestra 2 IgG e IgM, 4) Muestra 3 IgG e IgM negativas, 5) 15,100 copias, 6) 
273,000 copias, 7) >100,000 copias de ADN de CMVH/ml, 8) Control negativo, 
sin ADN. 

  1       2       3       4       5       6      7       8 

600 pb 
500 pb 

535 pb 

Tabla 14. Se muestra las concentraciones y volúmenes de ADN y H2O utilizados en la 
reacción de la PCR para tener un volumen final de 5 µl.  
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7. AMPLIFICACIÓN TESTIGO DEL GEN HUMANO β-ACTINA (GEN 
CONSTITUTIVO) 

 
Como control interno de la técnica se amplifico el gen humano β-actina (gen 
constitutivo) para descartar que la falta de amplificación de las muestras se debiera 
a degradaciones de ADN o a los reactivos por si mismo. Obteniendo como resultado 
la amplificación el gen en todas las muestras como se observo en la figura 25. 
Tomamos como parámetro ésta amplificación para demostrar que las condiciones 
de amplificación del método funcionaron de manera adecuada. Las muestras y 
condiciones fueron las mismas que el experimento anterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1        2          3          4         5          6         7        8            

600 pb 
500 pb 
400 pb 
 
300 pb 
 
200 pb 
 
100 pb 

535 pb 

205 pb 

Figura 25. Amplificación del gen β-actina. Carriles 1) Marcador de 100 pb, 2) 
Muestra 1 IgG e IgM, 3) Muestra 2 IgG e IgM, 4) Muestra 3 IgG e IgM 
negativas, 5) 15,100 copias, 6) 273,000 copias, 7) >100,000 copias de ADN de 
CMVH/ml, 8) Control negativo, sin ADN. 
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8. AMPLIFICACIÓN DE ADN DEL GEN UL83 (pp65) EN MUESTRAS POSITIVAS 
AL ANTÍGENO pp65 

 
Con las condiciones ya estandarizadas se analizó muestras reportadas como 
positivas al antígeno pp65, de algunas de ellas se logró amplificar la region de 535 
pb de CMVH, como se observo en la figura 26. En el carril 4 y 5 se observaron 
bandas ligeramente tenues las cuales, demuestran que el método es específico para 
evidenciar la presencia del gen UL83 (pp65) en muestras con sospecha a infección 
por CMVH. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

En el ensayo de antigenemia el resultado es aceptable entre 10 y 250 células 
CMV+/preparación, más allá de este límite superior resulta extremadamente difícil 
realizar recuentos reproducibles y, por lo demás, tampoco es clínicamente 
necesario, pueden servir valores de antigenemia de 20 células CMV+/105 leucocitos 
en los transplantados de órgano(s) sólido(s) (quizá más elevados en el transplante 
cardíaco) y de 2-5 células CMV+/105 leucocitos en los transplantados alogénicos de 
precursores hematopoyéticos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 26. PCR de muestras positivas al antígeno pp65. Carriles 1) 
Marcador de ADN 100 pb, 2) 45 células CMV+/200,000, 3) 148 células 
CMV+/200,000, 4) 71 células CMV+/gota directa, 5) 254 células 
CMV+/200,000, 6) células CMV+ incontables, 7) 110 células 
CMV+/200,000 leucocitos, 8) 110 células CMV+/200,000 leucocitos, 9) 
Control positivo ADN de la clonaCMV-535pb (dil. 1:10), 10) Control 
negativo no relacionado ADN de leucocitos, 11) Control negativo, sin 
ADN. 

1        2       3       4       5     6       7       8       9     10    11   

600 pb  
500 pb  

535 pb 
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VII. DISCUSIÓN 
 
Debido a la amplia distribución de la infección del CMVH en la población general y a 
la alta incidencia de infección en personas inmunosuprimidas, ha sido nuestro 
interés desarrollar nuevas técnicas de detección y monitoreo rápidas, precisas, 
exactas, reproducibles y accesible para orientar adecuadamente el manejo de los 
pacientes en riesgo. La antigenemia –pp65 es una de las técnicas que revelan la 
presencia de infección por CMVH. Sin embargo, la interpretación del operario puede 
ser variable y subjetiva, proporcionando datos inexactos, difíciles de estandarizar, 
tiempos largos de realización de la prueba, costos elevados debido a la utilización de 
anticuerpos monoclonales y variaciones entre operarios y laboratorios, dificultando o 
imposibilitando seguimientos y estudios competitivos. En contraste, nuestro método 
resulto de fácil estandarización, generó resultados reproducibles y accesibles tanto 
técnica como económicamente. Nuestra prueba también redujo aproximadamente 
de 3 a 4 h el tiempo entre la preparación de la muestra y el procedimiento de la PCR 
en comparación con las 7 a 8 h de la prueba de antigenemia-pp65. 
 

La técnica de antigenemia presenta dificultades particulares como es el 
requerimiento de un número elevado de leucocitos, y si el paciente presenta 
leucopenia o bien el volumen de muestra disponible no es suficiente la prueba puede 
fallar. También cada laboratorio debe establecer sus propios valores, a la luz de su 
propia experiencia, que dependerán de su procedimiento técnico, así como de las 
características del caso clínico particular a evaluar.  

 
La prueba de la carga viral COBAS AMPLIOR CMV MONITOR™ Test, ensayo 

in vitro de amplificación de ácidos nucleicos que amplifican el ADN de CMVH. Esta 
técnica cuantifica dentro de un rango de 600 a 100,000 copias de ADN de CMVH/ml. 
Mientras que, con nuestro método, el número mínimo de copias detectables fue de 
3,000 con 35 ciclos de amplificación y descendió hasta 300 copias de ADN de 
CMVH/ml con 40 ciclos de amplificación. 

 
Las técnicas moleculares de amplificación de ácidos nucleicos como la PCR, 

han demostrado mayor eficiencia ya que amplifican directamente la región de 
interés, mediante el uso de iniciadores específicos y con las condiciones optimas de 
amplificación. Como se ejemplificó en los experimentos anteriores. 
 

Se partió de un grupo de muestras reportadas como IgM-CMVH positivas, IgM 
e IgG-CMVH negativas y una con 273,000 copias de ADN de CMVH/ml de la cual se 
amplificaron las regiones de 535 pb del gen UL83 y de 205 pb del gen humano β-
actina como referencia. La muestra amplificó las dos regiones, mientras que las 
muestras negativas solo amplifican los 205 pb del gen constitutivo de actina, lo que 
indicó que la PCR funcionó correctamente. Posteriormente, la banda del gel de 
agarosa se cortó, se purificó y secuenció, obteniéndose la secuencia de bases 
específica de los 535 pb de CMVH, la cual se alineó con la secuencia de referencia 
AD169 (Genbank NC-00347), con este experimento comprobamos que la región 
amplificada fue la objetivo.  
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A partir de esta clona se realizó la estandarización de la condiciones, buscando 
fuesen las optimas, de no ser así, principalmente los iniciadores no amplificarían la 
región indicadora de la presencia el virus y se presentarían falsos positivos, no 
dando datos exactos para el rápido diagnóstico del paciente.  

 
Las condiciones idóneas fueron TM 40ºC, 1 µg de ADN, Buffer PCR 1x, MgCl2 

1.0 mM, iniciadores 5 pmol c/u, dNTP´s 0.8 mM, Platinum Taq ADN polimerasa 
(Invitrogen) 2.0 U en 40 ciclos. 

 
Con estas condiciones se realizó la curva de 300,000 a 300 copias de ADN de 

CMVH/ml de plasma, obteniéndose como mínimo 3,000 copias con 35 ciclos y 300 
copias de ADN de CMVH/ml con 40 ciclos. Los resultados obtenidos fueron 
reproducidos un mínimo de tres veces  

 
En los experimentos donde se amplificó la región de 535 pb de CMHV de 

muestras con carga viral conocida se observaron bandas claras, aunque variables 
en intensidad, posiblemente debido a las variaciones de carga viral de una muestra 
respecto a la otra. Todos los experimentos realizados se ratificaron, amplificando 
muestras IgM e IgG negativas a CMVH así como evidenciado la amplificación de la 
región correspondiente del gen constitutivo, β-actina.  

  
En la figura 26, donde se analizaron muestras reportadas con antigenemia-

pp65 positiva no se presentaron bandas claras al amplificar la región de CMVH-535 
pb, esto posiblemente fue consecuencia de que la extracción de ADN se realizó de 
un volumen menor a 1 ml de plasma (menor a 500µl). Estas muestras fueron 
utilizadas previamente para otras pruebas sin requerimiento de material libre de 
DNAsas, quizás el ADN estaba parcialmente degradado en las muestras 
proporcionadas. 
 

Estas podrían ser las causas y explicaciones de la débil señal en la mayoría de 
las carriles de la figura 26, la amplificación fue más evidente en los carriles 4 y 6, 
que corresponden a muestras reportadas a gota directa (carril 4) y células 
incontables (carril 6) en la prueba de antigenemia-pp65, lo que significa que las 
muestras tenían un gran número de células CMV+. 

 
No existe una cifra única que distinga entre dar o no tratamiento a un paciente, 

la decisión depende del déficit inmunológico del paciente, sea por inmunodeficiencia 
(<100 CD4 en pacientes con VIH) o por inmunosupresión iatrogénica (pacientes 
trasplantados en tratamiento) y de las condiciones clínicas. Se ha señalado que si 
existe un incremento de la carga viral plasmática, aumentará la posibilidad de 
desarrollar la enfermedad, pero no se tiene una cifra de corte hasta la fecha. 

 
En pacientes con trasplante de órgano(s) que se están siguiendo en forma 

preventiva, una carga viral de 5,000 copias de ADN de CMV/ml puede ser tomada 
como positiva y consecutivamente iniciar un tratamiento preventivo.  
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Las decisiones de tratamiento se toman con base a los datos clínicos y cada 
vez mas también dependen de los datos del laboratorio. Por lo que el personal de 
apoyo se ve comprometido a ofrecer, a los médicos y pacientes, pruebas 
diagnósticas y de monitoreo que sean de la mayor utilidad. Y también que a los 
técnicos de laboratorio que las realizan, no les consuma tiempo excesivo de su 
jornada laboral. Las pruebas muy laboriosas son costosas, permiten atender pocos 
pacientes y pueden introducir muchas fuentes de error. Las pruebas ideales 
deberían ser tan rápidas, sencillas, reproducibles, exactas y económicas como sea 
posible. La metodología desarrollada representa un gran avance en estos sentidos.  
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VIII. CONCLUSIONES 
 

Nuestro método de detección molecular de pp65 de CMVH es una prueba ideal 
para la detección tempana y de bajos niveles de CMVH en pacientes 
inmunosuprimidos [pacientes con SIDA o transplante de órgano(s)], antes de la 
aparición de síntomas, lo que permite instaurar una terapia antes de la reactivación 
clínica. Además es más rápido, seguro y oportuno. 

Con los resultados obtenidos en los experimentos logramos cumplir con las 
expectativas: la detección de la región de 535 pb del gen UL83 (pp65) de CMVH de 
una muestra con carga viral conocida. La estandarización de las condiciones y la 
determinación del número mínimo de copias de ADN de CMVH/ml de plasma 
detectables con 35 y 40 ciclos y principalmente haber detectado el fragmento de 535 
pb del gen UL83 para demostrar la presencia de CMVH en muestras reportadas 
positivas al antígeno pp65 (antigenemia). 

Nuestra prueba supera parte de los inconvenientes de una de las técnicas 
utilizadas como referencia para la detección de CMVH, que es la antigenemia-pp65, 
que también puede monitorear el tratamiento antiviral, pero que también presenta 
algunos inconvenientes, como sensibilidad y especificidad bajas así como 
respuestas falsas negativas con títulos virales bajos, etc.  
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IX. PERSPECTIVAS 
 
 
1.- Correlación de la PCR contra Antigenemia  
 
A partir de la estandarización de las condiciones de la PCR para la detección del 
fragmento de 535 pb del gen UL83 de pp65 de CMVH en plasma humano podemos 
hacer una correlación entre la PCR y la antigenemia para determinar la sensibilidad, 
precisión, exactitud y reproducibilidad que existe entre una u otra. 
 
Hacer difusión de las características de la técnica para la detección de pp65, entre 
los infectólogos, médicos de transplantes y a quienes estén relacionados con 
pacientes inmunosuprimidos, para facilitar un diagnostico oportuno para el paciente. 
 
 
2.- PRC anidado  
 
El realizar una PCR anidada, asociada a la PCR convencional, permitiría detectar 
cantidades menores de copias de ADN de CMVH por mililitro de plasma. Ya que 
esta técnica toma como molde el ADN resultado de la PCR convencional, con un 
primer iniciador, y duplica la cantidad de ADN generado gracias a un nuevo iniciador 
diseñado más adentro de la secuencia originalmente amplificada  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Iniciadores  
ADN total PCR externo 535 pb

535 pb 

Molde  
Nuevo iniciador  

PCR interno
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XI. ANEXOS 
 
ANEXO 1. 
 
Composición de los marcos abiertos de lectura (ORF´s) del genoma de CMVH, 
proteínas y características. 
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Continúa 

 
 
* Referencias generales, (90,25). 
ORF´s, Marcos abiertos de lectura (tamaño de salida K-ATG; si se presenta); consensos Kozak-AUG 
(A/GXXAUG o AUGG); + Tamaño indicado de K-ATG; HC, herpesvirus conservado en OFR; aa, 
aminoácidos (aa individuales designados por un código de una sola letra); gp, glicopróteina; pp, 
fosfopróteina;←, leftward ORF; ©, proteína de la cápside; (M), matriz o proteína del tegumento; €, 
proteína de envoltura; (D), replicación del ADN viral o metabolismo; (p), hendidura/empaquetamiento 
del genoma viral; (∆) una parte ó todo el ORF´s es dispensable para el crecimiento de cultivos en 
células de FH (*significa que una copia es dispensable); (∆c), una parte o todo el OFR, es dispensable, 
muestran mutaciones que reducen el crecimiento en células FH; (T) transactivador; (A), anti-
apoptotico; 7TM, receptor que abarca siete-transmembrana; GCR, G-proteína un par de receptores; ? 
posible o putativo. 
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ANEXO 2. 
 
Reconocimiento del V encuentro “Participación de la Mujer en la Ciencia” 21-23 Mayo 
2008 León Guanajuato. 
 

 
 
 

 
 
FOTOGRAFÍA 1. Presentación del trabajo en el Centro de Investigación en Óptica. 
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RESUMEN 
 
El citomegalovirus humano (CMVH) es un betaherpesvirus de la familia Herpesviridae, responsable de 
infecciones persistentes, generalmente asintomáticas en personas sanas y en ausencia de una respuesta inmune 
efectiva podría causar enfermedad severa (neonatos, pacientes con cáncer, receptores de transplantes de órganos, 
individuos con SIDA), lo que ha aumentado el interés en el desarrollo de técnicas de detección y monitoreo 
rápidas, precisas, exactas, reproducibles y accesibles, como las moleculares comerciales o de desarrollo casero. 
Por lo que, el objetivo de este trabajo fue detectar un fragmento del gen UL83 (pp65) del CMVH a partir de 
plasma humano mediante PCR casero. Se amplificaron 535 pb de muestras de plasma humano con carga viral 
determinada por COBAS AMPLICOR CMV MONITOR™ Test (Roche Diagnostics). El amplicón (535 pb) se 
clonó en el vector pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). Se determinaron las condiciones para la PCR con 
la clona. Ésta se secuenció utilizando Big Dye Terminator v3.1 (PE Applied Biosystems) en el analizador 
automático 3100 (ABI). Las secuencias obtenidas se alinearon con la clona patrón AD169 (NC_00347) mediante 
Multalin. Se determinó el número mínimo de copias/ml detectables mediante diluciones del DNA plasmídico, 
3000 con 35 ciclos y 300 con 40. Se analizaron muestras de plasma humano con carga viral conocida y antígeno 
pp65 positivo (controles positivos) con las condiciones de amplificación determinadas, todas ellas amplificaron 
un producto de 535 pb, el cual no se observó en las muestras negativas a CMVH. Conclusión: desarrollamos una 
técnica alternativa para detectar CMVH. 
 
INTRODUCCIÓN 
 
El CMVH es un patógeno oportunista que pertenece a la familia betaherpesvirus, posee un genoma de DNA de 
doble cadena de aproximadamente 236 Kpb con 250 marcos de lectura abiertos1, conformado por diferentes 
genes, entre ellos UL55 que codifica para la glicoproteína B, la cual es una proteína de superficie y el blanco 
principal para neutralizar anticuerpos del hospedero; UL83 que codifica para la proteína pp65, blanco de los 
linfocitos T CD8+ y la proteína estructural más abundante del virión; UL112/113 (genes precoces, Ie1/Ie2) que 
son transactivadores requeridos para la replicación viral, y UL54 que codifica para la DNA polimerasa, sitio de 
acción de componentes antivirales como el Ganciclovir, Aciclovir y Cidofovir2. Varnum y colaboradores en el 
2004 reportaron que el virión está formado por 50% de proteína de tegumento, 30% de proteínas de cápside, 13% 
de proteínas de envoltura y 7% de proteínas no definidas3. 
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Este virus afecta de un 60 a un 80% de la población humana, las personas inmunocompetentes son asintomáticas 
a él4. En una infección primaria puede causar mononucleosis4. Después de la primoinfección se establece un 
estado de latencia y aparece el riesgo de una reactivación4. En la infección latente, los monocitos CD14+ son el 
reservorio principal del virus2, en contraste, durante la infección activa diversos tipos de células son afectados, 
entre los cuales están las células endoteliales, neutrófilos y monocitos3. 
 
En individuos inmunocomprometidos como neonatos, pacientes con cáncer, receptores de transplantes de 
órganos, individuos con SIDA y recién nacidos, el CMVH causa enfermedad severa5, lo que ha aumentado el 
interés en el desarrollo de técnicas de detección y monitoreo rápidas, precisas, exactas, reproducibles y 
accesibles, como las moleculares comerciales o caseras. Por lo que surgió nuestro interés en desarrollar una 
metodología alternativa a la antigenemia-pp65 a nivel molecular, una PCR de diseño casero, accesible tanto 
técnica como económicamente. 
 
METODOLOGÍA 
 
Muestras: plasmas humanos, con y sin carga viral-CMV, antigenemia pp65 positivos. El uso de éstos se hizo de 
acuerdo a los protocolos de bioética correspondientes. 
Los siguientes procedimientos se realizaron siguiendo las instrucciones del fabricante. La determinación de la 
carga viral se llevó a cabo con COBAS AMPLICOR CMV MONITOR™ Test (Roche Diagnostics). El DNA de 
las muestras se extrajo a partir de 1 ml de plasma mediante  QIAamp® UltraSensTM Virus Kit (QIAGEN). La 
purificación del producto de la PCR se llevó a cabo a partir del gel de agarosa con QIAquick Gel Extraction Kit 
(QIAGEN). La clonación del amplicón de 535 pb se realizó con pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega). La 
secuenciación de la clona CMV-535 pb se hizo con Big Dye Terminator v3.1 (ABI) y se empleó el secuenciador 
automático 3100 (ABI). Los alineamientos con la secuencia patrón AD169 (NC_00347) de los iniciadores 
utilizados y la clona CMV-535 pb se realizaron con el Software Multalin 
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). 
 
La estandarización de la PCR se llevó a cabo haciendo variaciones de las concentraciones de MgCl2 y de los 
iniciadores, así como utilizando diferentes temperaturas de alineamiento y número de ciclos. 
Se preparó una curva a partir de diluciones seriadas de DNA plasmídico para determinar el número mínimo 
detectable de copias de DNA de CMV/ml, con las condiciones de la PCR determinadas previamente en muestras 
positivas y negativas a CMVH. 
 
RESULTADOS 
 
Se amplificó un fragmento de 535 pb a partir de una muestra con carga viral-CMV de 273’000 copias de DNA de 
CMV/ml. Este producto se clonó y purificó para secuenciarlo. En la figura 1 se muestran los alineamientos de los 
iniciadores utilizados (sentido y antisentido) y la secuencia obtenida del producto amplificado (CMVs535 –
sentido- y CMVa535 –antisentido-) con la clona patrón-CMVAD169 (NC_00347). 
 
La clona CMV-535 pb se usó para estandarizar las condiciones de la PCR, las cuales fueron: 1 µl de ADN, 
Buffer PCR 1x, MgCl2 0.5 mM, iniciadores 5 pmol de cada uno (sentido y antisentido), Amplificasa 
(BIOGÉNICA) 2.0 U y dinucleótidos trifosfato 0.8 mM de cada uno de ellos. Una etapa inicial de 
desnaturalización de 95oC/3 min y 40 ciclos: 95oC/1 min, 40oC/1 min, 72oC/1 min, finalmente 72oC/7 min. 
Después de haber estandarizado las condiciones de la PCR, se realizó una curva de copias de DNA de CMV/ml a 
partir de diluciones seriadas de DNA plasmídico para determinar el número mínimo detectable de las mismas. Se 
realizaron dos ensayos a 35 y 40 ciclos (figura 2).  
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                   151                                                200 
         CMVDA169  TTCGGCGAAG ATGCGGTAG. ATGTCGTTGG CGTCCCAGAA GAATTCCTGG 
          CMVs535  .......... .......... ........GG CGTCC...AG AGACTCCTGG 
          CMVa535  ......TAAG ATGCGGTAGG ATGTCGTTGG CGTCCCAGAA GAACTCCTGG 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO  .......AAG ATGCGGTAG. ATGTCGTT.. .......... .......... 
        Consensus  .......aag atgcggtag. atgtcgtt.. .......... .......... 

                   201                                                250 
         CMVDA169  TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGGTTGCG 
          CMVs535  TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGATTGCG 
          CMVa535  TACTTCAGAT TCTGACCCTG AACCGTAGCC ACCATGGGCA CCAGATTGCG 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   251                                                300 
         CMVDA169  GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT 
          CMVa535  GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT 
          CMVs535  GGCCAGGATG CCGGCCTGCC AGGGCGGCCA GGTGAACACG GCCGGATTGT 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   301                                                350 
         CMVDA169  GGATTTCGTT GTCGGAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG 
          CMVa535  GGATTTCGTT GTCGGAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG 
          CMVs535  GGATTTCGTT GTCGCAATCC TCGTCGGTGT CCTCTTCGGG CGCGACGGTG 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   351                                                400 
         CMVDA169  GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCACGCCGT 
          CMVa535  GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCGCGCCGT 
          CMVs535  GACTCGGCCT TAAGGCGGCC GCGTGTCATA ACGCCCGACG TGCGCGCCGT 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   401                                                450 
         CMVDA169  CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAGGCGCCCG 
          CMVa535  CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAGGCGCCCG 
          CMVs535  CGCCGAGGAT GCTGATTTGC GTTTGCGGCC CGCGGAAGTG GAG.CGCCCG 
          SENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   451                                                500 
         CMVDA169  CCATGGCGCC GCCGCCGGTG A.CGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC 
          CMVa535  CCATGGCGCC GCCGCCGGTG A.CGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC 
          CMVs535  CCATGGCGCC GCCGCCGGTG AACGCGGGGC GTCTTGCGCT CGGTGGTTAC 
          SENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   501                                                550 
         CMVDA169  GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT 
          CMVa535  GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT 
          CMVs535  GAGTTCTTCG TCGGAGTCCG ATCCGCTGGT CCAGACGTCG TCGTCGCCCT 
          SENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   551                                                600 
         CMVDA169  GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG 
          CMVa535  GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG 
          CMVs535  GGGCGGCACC CTCGTCGTGC CGGTCCCAGG TGTGTCGGTA CTCAAGCTTG 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO.......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   601                                                650 
         CMVDA169  CCCTGGATGC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG 
          CMVa535  CCCTGGATGC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG 
          CMVs535  CCCTGGA.GC GATACTGGCT GGTGAAGGTG GGGTGCTCGC TGTACTGAGG 
          SENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
      ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... .......... .......... .......... 

                   651                                                700 
         CMVDA169  CCCGCGCTGC AGCAGCAAGT CGATATCGAA AAAGAAGAGC GCAGCCACGG 
          CMVa535  CCCGCGCTGC AGCAGCAAAT CGATATCGAA AAAGAAGAGC GCAG...... 
          CMVs535  CCCGCGCTGC AGCAGCAAAT TCTTT..... .......... .......... 
          SENTIDO  .......... .......... ....ATCGAA AAAGAAGAGC GCAG...... 
      ANTISENTIDO  .......... .......... .......... .......... .......... 
        Consensus  .......... .......... ....atcgaa aaagaagagc gcag...... 

 
 

Figura 1. Alineamientos de los oligonucleótidos y fragmento amplificado del CMVH. 

 
Figura 2. Número mínimo detectable de copias de DNA de CMV/ml mediante PCR. En un gel de agarosa se 
muestran las bandas del fragmento de 535pb con 35 ciclos (panel A) y 40 ciclos de amplificación (panel B), en 
los carriles de ambos paneles 1) marcadores de 100 pares de bases (pb), 2) 300’000 copias, 3) 30’000 copias, 4) 
3’000 copias, 5) 300 copias, 6) 30 copias, 7) 3 copias de DNA de CMV/ml, 8) control positivo, DNA de la clona 
CMV-535 pb y 9) control negativo, sin  
 
Como se observa en la figura 2 la intensidad de la banda aumenta conforme lo hace el número de copias de DNA 
de CMV/ml, para verificar que esto no fuera un artefacto de la técnica se realizaron amplificaciones de muestras 
con diferente carga viral. Además, como control interno de la técnica se llevaron a cabo amplificaciones del gen 
humano β-actina (gen constitutivo) para descartar la posibilidad de que la falta de amplificación de las muestras 
se debiera a degradación del DNA o los reactivos por si mismos. En la figura 3 se presentan las imágenes 
obtenidas de dicho análisis.DNA. 
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Figura 3. PCR de muestras negativas y positivas con carga viral conocida A) muestras negativas a CMVH (carriles 2, 3 y 4) 
junto con muestras con carga viral-CMV conocida [carriles 5) 15’100, 6) 273’000 y 7) >100’000 copias de DNA de 
CMV/ml], carril 8) control negativo, sin DNA, 40 ciclos de amplificación y B) mismas muestras, mismo orden, utilizadas 
para amplificar un fragmento (205 pb) del gen humano β-actina, gen constitutivo, como control interno de la técnica. 
 
También se analizaron muestras reportadas como positivas al antígeno pp-65, de algunas de ellas se logró 
amplificar el fragmento de 535 pb, como se muestra en la figura 4.  
 

 
Figura 4. PCR de muestras positivas a antígeno pp65. Carriles 1) marcadores de 100 pb, 2) 42 células CMV+/200’000 
leucocitos, 3) 148 células CMV+/200’000 leucocitos, 4) 71 células CMV+/gota directa, 5) 254 células CMV+/200’000 
leucocitos, 6) células CMV+ incontables, 7) 110 células CMV+/200’000 leucocitos, 8) 110 células CMV+/200’000 
leucocitos, 9) control positivo, DNA de la clona CMV-535 pb, 10) control negativo no relacionado, DNA de leucocitos, 11) 
control negativo, sin DNA. 
 
DISCUSIÓN 
 
La antigenemia y/o la carga viral son útiles en el monitoreo de individuos con riesgo de infección en la práctica 
clínica, estas tienen un pronóstico promedio de siete días antes de la aparición de los síntomas. Aunque el 
tratamiento antiviral se asocia con una disminución de las células positivas a antígeno pp65 u otros, utilizados 
como marcadores de infección, la respuesta no es inmediata, incluso se han observado cifras crecientes en la 
primera semana de tratamiento. 
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Una de las dificultades que presenta la técnica de antigenemia es el requerimiento de un número elevado de 
leucocitos, lo que no siempre es posible porque el recuento es bajo (leucopenia) o porque el volumen de muestra 
disponible no es suficiente. Por otro lado, las técnicas moleculares de amplificación de ácidos nucleicos como la 
PCR, han demostrado mayor eficiencia. Es muy importante notar que COBAS AMPLICOR CMV MONITOR™ 
Test (Roche Diagnostics) tiene un rango lineal de 600 a 100 000 copias de DNA de CMV/ml y nosotros fuimos 
capaces de detectar un mínimo de 300.Reconocemos que los productos amplificados de muestras reportadas 
antigenemia-pp65 positivas no presentan un amplificado con una banda clara, al respecto comentamos lo 
siguiente, la extracción de DNA a partir de este tipo de muestras se hizo de un volumen menor a 1 ml de plasma 
debido a que la muestra se utilizó para otras pruebas sin requerimiento de material libre de DNAsas, por lo que la 
cantidad a la que tuvimos acceso fue muy limitada (en todos los casos menor a 500 µl) y quizás una posible 
degradación del DNA de las muestras antes de que llegarán a nuestras manos, éstas podrían ser las causas y 
explicaciones de que veamos una señal muy débil en la figura 4 en la mayoría de los carriles, ligeramente mas 
evidente en los carriles 4 y 6, que corresponden a muestras reportadas a gota directa (carril 4) y células 
incontables (carril 6), lo que significa que las muestras tenían un gran número de células CMV+. La técnica de 
antigenemia presenta problemas de estandarización, por lo que es muy importante que cada laboratorio establezca 
sus propios valores a la luz de su propia experiencia, que dependerán de su procedimiento técnico, así como del 
caso clínico a evaluar en particular. A título orientativo, la precisión es aceptable entre 10 y 250 células 
CMV+/preparación, más allá de este límite superior resulta extremadamente difícil realizar recuentos 
reproducibles y, por lo demás, tampoco es clínicamente necesario, pueden servir valores de antigenemia de 20 
células CMV+/105 leucocitos en los transplantados de órgano sólido (quizá más elevados en el transplante 
cardíaco) y de 2-5 células CMV+/105 leucocitos en los transplantados alogénicos de precursores 
hematopoyéticos. La PCR objeto de este trabajo no presenta este tipo de inconvenientes, ya que se estandarizó 
con ayuda de una clona que se obtuvo a partir de una muestra con carga viral de 273’000 copias de DNA de 
CMV/ml y los resultados obtenidos fueron reproducibles un mínimo de tres veces. Un punto importante ha 
considerar es, no existe una cifra que distinga entre dar o no tratamiento a un paciente, la decisión depende de la 
inmunosupresión a la cual esté sometido (<100 CD4 en pacientes con VIH o bien pacientes trasplantados que 
estén en tratamiento con inmunosupresores) y las condiciones clínicas, se menciona que con que exista un 
incremento de la carga viral plasmática, aumenta la posibilidad de desarrollar enfermedad pero no se tiene una 
cifra de corte a la fecha. En los pacientes con trasplante de órgano(s) que se están siguiendo en forma preventiva, 
una carga viral de 5000 copias de DNA de CMV/ml puede ser tomada como positiva e iniciarse tratamiento 
preventivo (comunicación personal).Las decisiones de tratamiento se toman con base a los datos clínicos y de 
laboratorio, por lo que nosotros nos vemos comprometidos a ofrecer a los médicos y pacientes pruebas 
diagnosticas y de monitoreo que les sean de utilidad y que a los técnicos de laboratorio quienes las realizan, no 
les consuman tiempo excesivo de su jornada laboral por lo laborioso de las mismas, haciendo que éstas sean 
sencillas, reproducibles, exactas y económicas. 
 
BIBLIOGRAFÍA 
 
1. M. Homman-Loudiyi, K. Hultenby, W. Britt, C. Söderberg-Naucler, “Envelopment of cytomegalovirus occurs by budding into golgi-
derived vacuole compartments positive for gB, Rab 3, trans-golgi network 46, and mannosidase II”, J. Virol. Vol. 77, 5, 2003, pp. 3191-3203. 
2. V.C. Emery, “Investigation of CMV disease in immunocompromised patients”, J. Clin. Pathol, Vol. 54, 2, 2001, pp. 84-88. 
3. S.M. Varnum, D.N. Streblow, M.E. Monroe, P. Smith, K.J. Auberry, L. Pasa-Tolic, D. Wang, D.G. 2nd Camp, K. Rodland, S. Wiley, W. 
Britt, T. Shenk, R.D. Smith, J.A. Nelson, “Identification of proteins in human cytomegalovirus (HCMV) particles: the HCMV proteome”, J. 
Virol., Vol. 78,20, 2004, pp. 10960-10966. 
4. B. Sainz, H. LaMarca, R. Garry, C. Morris, “Synergistic inhibition of human cytomegalovirus replication by interferon-alfa/beta and 
interferon-gamma”, Virology Journal, Vol. 2, 2005, pp. 14. 
5. J. García-Ramirez, J. Ruchti, H. Huang, K. Simmen, A. Angulo, P. Ghazal, “Dominance of virus over host factors in cross-species 
activation of human cytomegalovirus early gene expression”,  J. Virol., Vol. 75,1, 2001, pp. 26-35. 


	Portada
	Índice
	I. Marco Teórico
	II. Justificación
	III. Hipótesis
	IV. Objetivos
	V. Metodología
	VI. Resultados
	VII. Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Perspectivas
	X. Referencias
	XI. Anexos

