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Resumen En pacientes inmunocomprometidos el diagnóstico de infección activa por Citomegalovirus  (CMV) es
imprescindible para el inicio, el monitoreo y la finalización de la terapia antiviral específica. Para ello,

se requiere  demostrar la presencia de  replicación  viral. El aislamiento en cultivo es uno de los métodos patrones.
El objetivo de este trabajo fue comparar dos procedimientos de aislamiento: el cultivo convencional (CC) y el culti-
vo rápido en shell vial (SV). Entre 1991 y 1998, se estudiaron 584 muestras clínicas. En el 14.4% de las muestras
se obtuvo  aislamiento de CMV. De ellas, 11.8% fueron positivas por SV y 7.7%  por CC. De 84 muestras positi-
vas, en el 36% se observó concordancia entre  ambos métodos; 46% fueron positivas sólo por SV; y 18% fueron
positivas sólo por CC. El tiempo promedio de obtención de resultados por CC fue de  22.6 ± 2.3 días. De las 69
muestras positivas por SV, 43% fueron positivas ya a las 24 hs y el resto a las 48 hs. Estos resultados demues-
tran que el SV fue más sensible y más rápido que el CC. Aunque el  CC es  lento, su principal ventaja es la recu-
peración de la cepa viral para estudios fenotípicos de susceptibilidad antiviral así como para la caracterización de
las cepas. Además, de no utilizarse el CC, se hubieran  perdido el 18% de las muestras positivas. En conclusión,
se sugiere el uso de ambos métodos simultáneamente para lograr un resultado rápido y una máxima sensibilidad.
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Abstract Cytomegalovirus isolation by conventional cell culture and shell vial assay.  In immunocompro-
mised patients, diagnosis of Cytomegalovirus (CMV) active infection is of utmost importance for the

initiation, monitoring and ending of antiviral therapy. Therefore, the presence of viral replication should be
demonstrated. Isolation in tissue culture is one of the standard methods. The objective of the present paper was to
compare two isolation procedures for CMV: conventional cell culture (CC) and rapid shell vial (SV) assay in human
fibroblasts. A total of 584 clinical samples were studied between 1991 and 1998. CMV was isolated  in 14.4% of the
samples, 11.8% of which were positive by SV and 7.7% by CC. Out of 84 positive samples, concordance between
both methods was observed in 36% of the cases. We found that 46% of the samples were positive only by SV,
while 18% were positive only by CC. The average time required for obtaining the results by CC was 22.6 ± 2.3
days. Out of the 69 samples positive by SV, 43% were already positive after 24 hours and the rest after 48 hours.
These results indicate that SV was more sensitive and rapid than CC. The main advantage of CC, despite its time-
consuming process, is the ability to recover the viral strain for both antiviral susceptibility phenotypical tests and
strain characterization. Furthermore, in this study, absence of CC would have resulted in the loss of 18% of the
positive diagnoses. In conclusion, simultaneous use of both methods is suggested in order to obtain a rapid result
and the highest sensitivity.
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a pesar de la existencia de antivirales específicos. Dado
el alto costo y la toxicidad de los antivirales disponibles,
éstos deben ser administrados solamente en presencia
de un  diagnóstico de certeza (pre-emptive therapy)1 .

El diagnóstico clínico de enfermedad por CMV es
presuntivo. Para un diagnóstico de certeza es impres-
cindible realizar estudios virológicos ya que es necesa-
rio diferenciar entre infección activa (que puede o no
conducir a enfermedad clínica) e infección latente
asintomática.

Existe una amplia variedad de métodos para detec-
tar la  infección activa. El aislamiento en cultivo a partir
de sangre permite demostrar replicación viral, lo cual

El Citomegalovirus (CMV) produce en el ser humano
una infección persistente que habitualmente es adecua-
damente controlada por el sistema inmune. Por el con-
trario, en pacientes inmunocomprometidos (receptores
de transplantes de médula ósea, de órganos sólidos,
pacientes con SIDA o bajo tratamiento inmunosupresor)
el CMV es  causa importante  de morbilidad y mortalidad
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permite definir infección activa versus latente. La elec-
ción de la muestra es crítica ya que si el aislamiento se
realiza a partir de sangre o LCR su valor predictivo para
diagnóstico de enfermedad es alto1. Por el contrario, el
aislamiento de orina o fauces puede ocurrir por elimina-
ción asintomática2.

Otros métodos directos para  diagnóstico de infec-
ción activa son la detección de antígenos virales en leu-
cocitos de sangre periférica (antigenemia pp65); la bús-
queda de antígenos en biopsias o fluidos tisulares
(antígeno p72); la amplificación de diferentes genes del
CMV (MIE, gpB, LA, etc) por PCRs de diferente configu-
ración y un método reciente para la detección de ARN
mensajero de la proteína pp67 por NASBA (nucleic acid
sequence based amplification)1,3.

Los métodos indirectos o serológicos permiten diag-
nosticar infección reciente por demostración de Ig M
específica o bien por seroconversión pero no son de uti-
lidad en inmunocomprometidos. Además, en nuestro país
la primoinfección suele ocurrir frecuentemente antes de
la edad escolar y los anticuerpos duran de por vida4.

El aislamiento en cultivo es el método clásico para
diagnóstico de infección activa. El primer procedimiento
desarrollado fue el aislamiento por cultivo convencional
(CC) en fibroblastos de origen humano crecidos en tu-
bos. Es un método lento, ya que puede demorar hasta
seis semanas en detectarse el efecto citopático (ECP).
Este procedimiento fue posteriormente mejorado median-
te el cultivo rápido en shell vial (SV) que consiste en la
centrifugación de la muestra sobre monocapas de
fibroblastos crecidas en cubreobjetos. Este método com-
bina el aislamiento más la detección del antígeno tem-
prano p72 por inmunofluorescencia a las 24 y 48 hs de
cultivo, antes de la aparición del ECP. Esto representa
una enorme ventaja para definir conductas terapéuticas,
constituyendo el método de elección en muchos labora-
torios que consideran al SV como más sensible que el
CC5,6.

El aislamiento de CMV, a pesar de  requerir infraes-
tructura para cultivos celulares, de su costo y compleji-
dad y de la necesidad de un rápido transporte de la
muestra para evitar la inactivación viral7, es un método
imprescindible para la obtención de las cepas para ca-
racterización en estudios epidemiológicos o para estu-
dios fenotípicos de susceptibilidad antiviral. Fue consi-
derado como el método patrón hasta la aparición de la
determinación de antigenemia pp65 y de la detección
del genoma por métodos moleculares. Estos últimos
permiten obtener resultados positivos más rápidamente
que el aislamiento por cultivo y presentan ventajas téc-
nicas, por lo que se emplean actualmente en el diagnós-
tico en inmunocomprometidos junto con el aislamiento1.

El objetivo de este  trabajo fue comparar los resulta-
dos obtenidos  en nuestro laboratorio en el aislamiento

de CMV por CC y SV para la detección de infección ac-
tiva por CMV.

Materiales y métodos

Muestras:  Entre agosto de 1991 y noviembre de 1998 se reci-
bieron en el Laboratorio de Virología Clínica de CEMIC 772
muestras para aislamiento de CMV. Para este estudio se se-
leccionaron 584 muestras a las cuales se les realizó simultá-
neamente CC y SV. Se estudiaron muestras de sangre (n=402);
orina (n=134); lavados bronqueoalveolares (BAL, n=18);
biopsias de pulmón, hígado, colon, esófago, ganglios y médu-
la ósea (n=19); líquidos de punción: LCR, amniótico, peri-
cárdico, sinovial (n=11).

Las muestras provenían de 212 pacientes con diversas
patologías : Transplante (Tx) renal: n= 129; HIV(+): n=13; Tx
reno-pancreático: n=1; Tx de médula ósea: n=2; pacientes
oncohematológicos: n=10; neonatos,  embarazadas con sos-
pecha de primoinfección: n=5; otras patologías: enfermedades
autoinmunes, neutropenia,  síndrome febril prolongado: n=8; sin
datos: n=44.

Metodología según el tipo de muestra

Sangre: Se diluyeron 4 ml de sangre (con EDTA K3) con 1 ml
de dextrán 5% en solución salina tamponada (PBS). Luego de
mezclar e incubar  a 37ºC 15 min, el sobrenadante se centrifugó
a 1000 rpm 10 min, el sedimento se resuspendió en 1.5 ml de
cloruro de amonio al 0.8% para lisar los glóbulos rojos rema-
nentes y se añadió 1.5 ml  de PBS. Los leucocitos se lavaron
2 veces con 2 ml de  Hanks más 2% de suero fetal bovino
(Hanks 2% SFB), se centrifugaron y  resuspendieron en 2 ml
de Medio Mínimo Esencial Eagle con 5% de SFB (EMEM, 5%
SFB) y se inocularon 0.2 ml  en  tubos y en SV por duplicado.

Orina: A 10 ml de orina recientemente emitida se agrega-
ron antibióticos (200–500 µl de Penicilina 1000000 U +
estreptomicina 1%) y se centrifugó a 3000 rpm a 4°C  30 min.
Se  desechó el sobrenadante dejando 1 ml de sedimento y ori-
na y se añadieron 2 ml de Hanks 2% SFB con antibióticos. Se
ajustó el pH a 7.0-7.4 con CO3HNa 7.5% y se inocularon 0.2
ml en tubos y  SV, por duplicado.

BAL y líquidos de punción: Se diluyeron 1:2 con Hanks 2%
SFB y se inocularon 0.3 ml por duplicado.

Biopsias: Se disgregaron en mortero estéril con 2 ml de Hanks
2% SFB. Luego de centrifugar a 1000 rpm  10 min se inocularon
0.3 ml del sobrenadante en tubos y SV por duplicado.

Cultivo convencional (CC): Se realizó en cultivo primario de
fibroblastos de prepucio humano, obtenidos en nuestro labora-
torio. Los inóculos se incubaron 1 h para la adsorción  viral y,
luego de 2 lavados con 1 ml de Hanks 2% SFB,  se incubaron
con 1 ml de EMEM 5% SFB a 37°C durante 30 días, efectuán-
dose cambio de medio cada 72 hs. Los cultivos se considera-
ron positivos cuando uno o ambos tubos mostraron evidencia
de ECP característico, que fue confirmado por inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI) con un anticuerpo monoclonal
(MAB810, Chemicon, USA) contra el antígeno inmediato tem-
prano p72, seguido por un anticuerpo anti-IgG de ratón conju-
gado con isotiocianato de fluoresceína (F-2012 Anti-mouse IgG,
Sigma Inmuno Chemicals). La lectura se realizó con un micros-
copio de epifluorescencia C. Zeiss a 250x.

Cultivo rápido en “Shell vial” (SV):  Las muestras inocula-
das sobre fibroblastos crecidos en cubreobjetos se
centrifugaron a 2200 rpm 60 min a 25°C. Luego de dos lava-
dos con Hanks 2% SFB, se incubaron con EMEM 5% SFB a
37 °C durante 24 y 48 hs. Se fijaron los cubreobjetos con
acetona fría durante 10 min y se tiñeron para IFI, como se des-
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cribió previamente. Los SV se consideraron positivos cuando
se detectaron núcleos fluorescentes positivos a las 24 o a las
48 hs.

Análisis Estadístico: Se utilizó el test de Chi-cuadrado (χ2)
para la comparación de las distintas frecuencias de aislamiento.

Resultados

Frecuencia de detección de CMV

De las 584 muestras estudiadas, se obtuvo aislamiento
de CMV en 84 (14.4%). De ellas, 69 (11.8%) fueron po-
sitivas por SV y 45 (7.7%) lo fueron  por CC. La mayor
frecuencia de aislamiento en SV fue estadísticamente
significativa ( p < 0.0001) (Tabla 1).

Las mayores frecuencias de aislamiento se observaron
en  BAL (33.3%), orina (28.4%) y sangre (9.4%). En la
mayoría de las muestras la detección de CMV por SV fue
mayor que mediante CC. Se observaron  diferencias signi-
ficativas para  sangre (p < 0.0001) y orina (p < 0.0001). Los
líquidos de punción fueron negativos por ambos métodos.

Tiempo de espera de resultados

De las 69 muestras positivas por el método de SV, 30
muestras (43%) fueron positivas ya a las 24 hs y el resto
a las 48 hs (Figura 1). Por el contrario, el tiempo medio
de positividad para el CC fue de 22.6 ± 2.31 días, con un
rango de 4 - 35 días.

Distribución de resultados positivos según el método
de aislamiento

Del total de muestras positivas por alguno de los dos
métodos (n= 84),  30 muestras  fueron positivas por CC

Fig. 2.– Aislamiento de CMV : Distribución de resultados posi-
tivos por cultivo convencional (CC) y rápido (SV). Total
muestras positivas: 84

y SV (concordancia: 36%). Sin embargo, se detectaron
15 muestras por CC (18%) que fueron negativas por
SV. El método de SV detectó 39 muestras positivas so-
bre 84 (46%) que fueron negativas para el CC (Figu-
ra 2).
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Fig. 1.– Tiempo de espera para la obtención de resultados en
el aislamiento de CMV por método rápido (SV). Total de
muestras positivas por este método: n= 69

TABLA 1.– Detección de CMV por aislamiento en cultivo rápido ( SV)  y cultivo
convencional (CC) en diferentes muestras clínicas

Metodo Cultivo rapido Cultivo convencional Total de aislamientos

(SV) (CC) (SV y/o CC)

Muestra + / total % + / total % + / total %

Sangre 30 / 402 7.4* 21 / 402 5.2 38 / 402 9.4

Orina 33 / 134 24.6** 20 / 134 14.9 38 / 134 28.4

BAL 5 / 18 27.7 2 / 18 11.1 6 / 18 33.3

Biopsia 1 / 19 5.2 2 / 19 10.5 2 / 19 10.5

Líq. Punción 0 / 11 0.0 0 / 11 0.0 0 / 11 0.0

Total 69 / 584 11.8+ 45 / 584 7.7 84 / 584 14.4

* Aislamiento de sangre en SV vs CC χ2 = 95.10 p < 0.0001

** Aislamiento de orina en SV vs CC χ2 = 50.30 p < 0.0001
+   Total de aislamientos en SV vs CC χ2 = 145.30 p < 0.0001
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Inconvenientes encontrados en el aislamiento en CC

De las  772 muestras recibidas para aislamiento de CMV,
584 se procesaron por los dos métodos de cultivo. De
las restantes muestras que se procesaron por ambos
métodos, en 165 (21%) no se obtuvieron resultados en
el CC por problemas técnicos tales como contaminación
(n=65, 8.4%) o desprendimiento del cultivo luego de va-
rias semanas de incubación (n=100, 12.9%). En 23 mues-
tras sólo se realizó CC.

Discusión

La frecuencia de aislamiento de CMV obtenida en este tra-
bajo (14.4%, Tabla 1) coincide con la observada en labora-
torios del hemisferio norte6, 8, 9 para muestras y poblacio-
nes similares. No están disponibles publicaciones al res-
pecto en nuestro medio. Sin embargo, de haberse conta-
do con muestras más homogéneas, por ej. sangre de pa-
cientes sintomáticos luego del transplante, probablemente
la frecuencia de aislamiento hubiese sido mayor.

De las 84 muestras positivas para CMV por alguno
de los dos métodos, 46% se detectaron sólo por SV.
Existió concordancia entre el SV y CC en el 36% de los
casos.

Estos resultados demuestran la mayor sensibilidad
del SV. Sin embargo, de no haberse utilizado el CC, se
hubiese perdido el diagnóstico en el 18% de los casos
positivos (Figura 2). Probablemente, estas muestras tu-
vieran un bajo inóculo viral que sólo fue demostrado lue-
go de un largo período de incubación en CC.

Esto coincide con la bibliografía internacional5-8, 10. Al-
gunos factores pueden modificar la sensibilidad del cul-
tivo en SV, tales como número de SV utilizados, número
de leucocitos inoculados, edad de las células a inocular
y tiempo de incubación8, 10.

Una ventaja adicional del SV es la rapidez en la ob-
tención de los resultados. En nuestro laboratorio, usual-
mente se inoculan dos SV, se tiñe uno a las 24 hs y otro
a las 48 hs. En este estudio, el 43% de los resultados
positivos por SV se obtuvieron ya a las 24 hs y el resto a
las 48 hs. Esto permite al médico contar con un dato
relevante para modificar la conducta terapéutica en un
período de tiempo clínicamente útil.

Por el contrario, el tiempo medio para la obtención de
un resultado positivo en el aislamiento por CC fue de 22.6
± 2.3 días. Además del largo período de incubación, el
CC presenta otras desventajas técnicas, tales como ries-
go de contaminación y desprendimiento de las células.

En los últimos años se ha registrado un notable avan-
ce en el desarrollo y optimización de nuevas técnicas
para el diagnóstico y el seguimiento de la infección acti-
va por CMV. Pero, a pesar de ello, todavía se considera
al cultivo como gold standard, por las siguientes razo-

nes: a) el aislamiento continúa siendo una evidencia di-
recta de que el virus se está replicando. La detección de
viremia es un factor de riesgo para el desarrollo de en-
fermedad; b) el CC permite recuperar la cepa para ulte-
riores estudios de caracterización fenotípica y estudios
de sensibilidad a antivirales;  c) A pesar de la elevada
sensibilidad de los métodos moleculares, éstos aún no
están debidamente estandarizados como para ser con-
siderados como un nuevo gold standard.

Además de los métodos clásicos de aislamiento, en
nuestro laboratorio se han incorporado nuevas técnicas,
como la antigenemia pp65, PCR para CMV en leucocitos,
plasma, LCR y otras muestras y detección del ARN
mensajero de la proteína pp67 por NASBA. Estos pro-
cedimientos han demostrado ampliamente su utilidad
para el diagnóstico y seguimiento de las infecciones ac-
tivas causadas por este virus11.

La antigenemia pp65 es la técnica más rápida para la
detección de infección activa por CMV y es más sensi-
ble que el aislamiento para detectar CMV en sangre9,12-

14. Tiene la ventaja de ser cuantitativa y útil para el diag-
nóstico precoz de infecciones asintomáticas, reactiva-
ciones con baja carga viral de CMV y respuesta al trata-
miento antiviral. Su mayor desventaja es la degradación
del antígeno pp65, que puede disminuir hasta 62% en
24 hs, lo que afecta seriamente la cuantificación en mues-
tras con bajos niveles de antigenemia. Para evitarlo es
fundamental el rápido procesamiento de la muestra den-
tro de las 6 hs siguientes a su recolección.

La búsqueda de antígenos de CMV en BAL, orina y
biopsias de diversos tejidos es un método rápido, aun-
que de baja sensibilidad3.

La detección del ADN de CMV se realiza por PCR
cualitativa en leucocitos y plasma para la detección de
viremia. Su principal utilidad es que puede detectar con
la mayor precocidad la presencia de CMV luego de un
transplante de órganos sólidos o de médula ósea12. Por
otra parte, una PCR en sangre con resultado negativo
tiene un alto valor predictivo negativo para enfermedad
sistémica por CMV15. La PCR en leucocitos es más apro-
piada en situaciones donde la carga viral es baja (por ej.
durante la terapia antiviral), mientras que la PCR en plas-
ma es más útil en pacientes leucopénicos16,17. Las PCRs
cuantitativas (carga viral para CMV) muestran correla-
ción estadística entre altos niveles de viremia por CMV
y enfermedad18-20, aunque se está tratando de determi-
nar cuáles son los valores de cut off  significativos o
predictivos de enfermedad21-23.

Una variante de estos métodos es el NASBA, donde
la detección de ARN mensajero es una forma efectiva
de comprobar la replicación viral. Algunos trabajos de-
muestran que su sensibilidad es comparable a la de la
antigenemia pp65, presenta adecuada correlación con
el desarrollo posterior de enfermedad por CMV y es un
método estandarizado24.
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La elección de una determinada prueba dependerá
de la información que el médico quiera obtener, ya sea
establecer el diagnóstico de infección activa o enferme-
dad por CMV, o bien evaluar la efectividad del tratamiento
antiviral. El estado patológico del paciente influirá en la
elección de la muestra utilizada y en la determinación a
solicitar (por ej. para determinación de viremia, estarán
indicados PCR o NASBA para pp67 en el caso de pa-
cientes neutropénicos severos, en los cuales la antige-
nemia pp65 pierde sensibilidad).

En la necesidad de disminuir costos, nos hemos plan-
teado la posibilidad de utilizar solamente un método de
aislamiento, ya sea SV o bien CC. Sin embargo, los re-
sultados obtenidos en este trabajo demuestran que, a
pesar de la mayor sensibilidad del SV, la combinación
de ambas técnicas sería más efectiva para detectar CMV
con la mayor sensibilidad y rapidez.

Además, se destaca que el aislamiento en CC pre-
senta un aspecto único ya que permite conservar las
cepas virales para posteriores pruebas de susceptibili-
dad fenotípica a antivirales o para caracterización de las
mismas con fines epidemiológicos.
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