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Background. Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-

1) and hepatitis C virus (HCV) viral load determinations

are among the most important tasks in the molecular

microbiology laboratory, due to their importance in

patient follow-up. It is crucial that laboratories have

quality control tools to ensure the accuracy of their

results. In this article, analysis of the results obtained

from the Spanish Society of Infectious Diseases and

Clinical Microbiology (SEIMC) External Quality Control

Program for HIV and HCV viral loads are presented and

discussed.

Methods and results. In the HIV program, five standards

were sent. Four contained different dilutions 

of plasma drained from a viremic patient, in a range 

of 2-5 log10 copies/mL; the remaining standard was

composed of seronegative human plasma. Specificity 

was good for all the methods used by the participants, 

and only one out of 66 results was considered to be 

a false positive result. A substantial proportion 

of the laboratories (up to 36.9%) obtained viral load values

outside the accepted limits (mean ± 0.2 log10 copies/mL),

depending on the standard and on the method used for

quantification. A few errors were detected during

transcription of the analytical result. The HCV 

program consisted of two standards with distinct viral

load contents. Most of the participants (95.6%) 

obtained results within the range of the accepted 

limits (mean ± 1.96 DE log10 UI/mL), although the

interlaboratory variability was higher than 1.1 log units 

for both standards.

Conclusions. The present data reinforce the utility 

of proficiency programs to ensure the quality of the

analytical results obtained by a particular laboratory, 

as well as the importance of the post-analytical 

phase in overall quality. Due to marked interlaboratory

variability, it is advisable to use the same method 

and the same laboratory for virological patient 

follow-up.
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Fundamentos. La determinación de la carga viral de los

virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y de la

hepatitis C (VHC) es una de las principales labores del

laboratorio de microbiología molecular, por su valor

pronóstico y como guía en el tratamiento. Es crucial que el

laboratorio disponga de herramientas para garantizar la

fiabilidad de sus resultados. Se presenta el análisis del

Programa de Control de Calidad de la Sociedad Española

de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica

(SEIMC) de carga viral de ambos virus.

Métodos y resultados. En el control de VIH se remitieron 

5 estándares, 1 de ellos (plasma humano seronegativo) no

contenía el virus y los otros 4  consistían en diluciones de

un plasma de un paciente virémico en un intervalo de

concentraciones entre 2-5 log10 copias/ml. La especificidad

fue buena para todos los métodos comerciales, y sólo 1

resultado de 66 pudo considerarse como falso positivo.

Una parte importante de los laboratorios obtuvo

resultados fuera de límites (media ± 0,2 log10 copias/ml),

según el estándar y el método empleado, y en algunos

casos llegó al 36,9%. Se detectaron errores atribuibles 

a la transcripción de los resultados analíticos. En el control

de VHC se remitieron 2 estándares con diferente contenido

del virus. La mayoría de los participantes (95,6%) obtuvo

resultados dentro de los límites de la media ± 1,96 log10

U/ml, aunque la variabilidad interlaboratorio superó 

las 1,1 unidades logarítmicas para ambos estándares.

Conclusiones. Estos resultados refuerzan la utilidad de los

controles externos para asegurar la calidad de los

resultados analíticos, incluida la fase postanalítica. Debido

a la notable variabilidad interlaboratorio, es aconsejable

utilizar un mismo método y el mismo laboratorio en el

seguimiento de los pacientes.

Palabras clave: Virus de la hepatitis C. Virus de la

inmunodeficiencia humana. Carga viral. Control de calidad

externo.
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Introducción

La determinación cuantitativa de genoma (carga vi-
ral) de los virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
(VIH-1) y de la hepatitis C (VHC) es una de las funcio-
nes primordiales en el laboratorio de microbiología mo-
lecular, por su valor pronóstico, como guía para el inicio
del tratamiento y para monitorizar la respuesta a éste.
Por esa razón, es crucial que el laboratorio disponga de
herramientas que le permitan garantizar la fiabilidad
de sus resultados cuantitativos. Por otra parte, existen
en el mercado diferentes sistemas comerciales para de-
terminar la carga viral de ambos virus, cada una con
unas características propias, pero cuya eficacia diagnós-
tica es difícil de evaluar con la sola experiencia de cada
laboratorio.

En 2006, el Programa de Control de Calidad de la So-
ciedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbio-
logía Clínica (SEIMC) decidió comenzar con un control de
calidad externo dedicado a la cuantificación del VIH-1 y
del VHC, como un servicio directo a los asociados que de-
sarrollan su actividad en el laboratorio e, indirectamente,
a los clínicos que atienden a los pacientes infectados por
esos virus. En este artículo se analizan y resumen los prin-
cipales datos y las enseñanzas que pueden obtenerse de
ese análisis.

Control de calidad del VIH-1

Características del material remitido
En el control de 2006 se remitió a los participantes

5 estándares de plasma congelado, numerados de VIH-
1/06 a VIH-5/06, que habían sido analizados y valorados
para el VIH-1. Cuatro de ellos contenían cantidades co-
nocidas de VIH-1 y fueron obtenidos por dilución de un
plasma procedente de un paciente virémico con plasma
humano seronegativo, buscando contenidos teóricos
dentro de un intervalo de 2-5 unidades logarítmicas. El
quinto estándar (VIH-5/06) se preparó con el mismo
plasma seronegativo utilizado para la dilución. Las
muestras se analizaron por triplicado en diferentes la-
boratorios por los métodos de PCR real time de Roche
Diagnostics (Taqman® [PCR-RT Roche]) y de Abbott
Diagnostics (PCR-RT Abbott), PCR competitiva conven-
cional de Roche Diagnostics (Cobas Amplicor® Monitor
HIV-1 [Cobas-Amplicor]), amplificación de señal de
ADN ramificado (bDNA) de Siemens Diagnostics (Ver-
sant® HIV-1 [bDNA Siemens]), tal como se muestra en

la tabla 1, que confirmaron los valores teóricos. Una vez
preparados los estándares, se conservaron en congela-
dor a –70 ºC hasta su envío a los participantes, que se
realizó con nieve carbónica y asegurando entregas en
menos de 24 h.

Criterios de evaluación
Como se ha comentado, el estándar VIH-5/06 era un

control negativo, por lo que se han considerado válidos los
resultados informados por debajo del límite de detección
de la técnica utilizada. Los otros estándares se analizaron
de forma cuantitativa (log10), de acuerdo con el siguiente
esquema: a) comparación de los resultados con la media
general de todos los participantes considerando un inter-
valo de confianza aproximado del 95% (media ± 1,96 des-
viación estándar [DE]), como forma de observar la variabi-
lidad de los laboratorios ante una misma muestra, y b)

comparación de los resultados de cada estándar respecto a
un intervalo calculado sobre la media de los resultados ob-
tenidos para cada método por todos los participantes que
suministraron datos de ese método en concreto, excluyen-
do del cálculo los valores aberrantes según el criterio de
Chauvenet1. Para los estándares VIH-1/06, VIH-2/06 y
VIH-3/06 el límite aceptable2 fue la media ± 0,2 log, mien-
tras que para el VIH-4/06, con un contenido cercano a las
100-200 copias/ml, se aceptó una desviación de ± 0,3 log.
En el caso de la PCR-RT Abbott, la media utilizada fue la
de todos los participantes, dado que sólo hubo 2 partici-
pantes que utilizaron este método.

Resultados del control VIH-1
Se envió el material de control a 68 participantes; 66

de ellos remitieron respuesta (97,0%). El método más ha-
bitual fue el PCR-RT Roche Taqman (n = 41; 62,1%), se-
guido por Cobas Amplicor (n = 13; 19,7%). Cinco partici-
pantes utilizaron el método bDNA-Siemens, el mismo
número que el método de amplificación isoterma Nucli-
sens® de bioMérieux (NASBA-RT). Como se ha dicho,
hubo 2 participantes que realizaron el método PCR-RT
Abbott.

En la tabla 2 se resumen los datos para el total de par-
ticipantes. Desde el punto de vista de especificidad, los re-
sultados fueron buenos, y sólo hubo 2 participantes que
detectaron genoma de VIH-1 en la muestra negativa y, en
uno de ellos, probablemente se trató de un error de trans-
cripción. Se observó que la variabilidad aumentó conforme
descendía el contenido en virus, con la excepción del con-
trol VIH-1/06, pero esta cifra puede estar sesgada por los
participantes Cobas-Amplicor, alguno de los cuales pudo
utilizar, sin consignarlo en la respuesta, la variante “ul-
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TABLA 1. Control VIH-1: resultados de los laboratorios de referencia para cada estándar y técnica

Estándar

PCR-RT Abbott b-DNA Bayer PCR-RT Taqman Cobas-Amplicor
(LR-A) (LR-B) Roche (LR-C) Roche (LR-C)

Copias/ml Log10 Copias/ml Log10 Copias/ml Log10 Copias/ml Log10

VIH-1/06 107.693 5,03 219.059 5,34 101.789 5,01 163.333 5,22
VIH-2/06 5.495 3,74 8.103 3,91 5.864 3,77 8.507 3,93
VIH-3/06 409 2,61 314 2,50 374 2,57 818 2,91
VIH-4/06 219 2,34 160 2,20 181 2,26 280 2,45
VIH-5/06 Indetectable – Indetectable – Indetectable – Indetectable –

bDNA: ADN ramificado; DE: desviación estándar; LR: laboratorio de referencia (A, B, C y D); PCR: reacción en cadena de la polimerasa; PCR-RT: PCR
en tiempo real; VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1.



trasensible”, cuyo límite superior de linealidad se encuen-
tra por debajo del contenido de ese estándar.

La tabla 3 resume los resultados comparados por cada
una de las técnicas utilizadas, con la excepción del PCR-
RT Abbott. Cuando se aplican los criterios más estrictos
establecidos2,3 para la variabilidad metodológica de ± 0,2
log10, se observan notables diferencias y desviaciones. En
general, los métodos basados en la PCR tienden a mos-
trar mayor variabilidad. Esto es particularmente notorio
en el método Cobas-Amplicor, en donde menos de la mi-
tad de participantes obtuvo resultados dentro del interva-
lo aceptable para los controles VIH-1/06 y VIH-3/06, si
bien estos resultados pueden estar sesgados por la super-
posición de las distintas variantes técnicas (“normal” y “ul-
trasensible”, etc.), por lo que no es posible profundizar en
el análisis dada la ausencia de más datos por parte de los
participantes. En términos generales, 24 de 65 valores in-
formados se encuentran fuera de límites (36,9%). Sin em-
bargo, este método se mostró muy específico, y todos los
participantes consideraron que el estándar VIH-5/06 era
indetectable.

El método PCR-RT Roche, el más utilizado, también
mostró una cierta tendencia a la variabilidad, aunque es-
tos resultados pudieran estar condicionados precisamente
porque fue el método más común entre los participantes.
El porcentaje de éstos que obtienen valores fuera del lími-
te aceptado oscila entre el 19,5% para el VIH-4/06 y el
36,6% para el VIH-2/06. Esta tendencia hacia unos mejo-
res resultados con el estándar más bajo en contenido

(VIH-4/06) se observa también en los otros métodos, lo que
sin duda está relacionado con los criterios menos estrictos
establecidos para este estándar (± 0,3 log). Un participan-
te informó de la detección de una carga viral de 208 co-
pias/ml en el estándar “negativo” y, junto con otro partici-
pante cuyo valor de > 75 copias/ml obtenido con PCR-RT
Abbott, fueron los únicos que obtuvieron resultados falsos
positivos.

Respecto a los métodos NASBA-RT y bDNA, fueron los
más consistentes, si bien hay que señalar que el número
de participantes fue reducido: 5 en cada caso. Sólo 1 de
los 25 resultados posibles por NASBA-RT y 2 por bDNA
se encontraron fuera de los límites, en este último caso
ambos resultados remitidos por el mismo participante.
Por último, no se pueden obtener conclusiones respecto
al método PCR-RT Abbott, ya que sólo hubo 2 partici-
pantes. Cuando se compararon con los intervalos acep-
tables calculados respecto a la media de todos los par-
ticipantes por todos los métodos, hubo un centro cuyos
5 resultados estaban dentro de rango, mientras que en el
otro sólo 2 de los 5 valores estaban dentro, incluido el va-
lor anómalo de > 75 copias/ml (probable error de trans-
cripción).

Comentarios y conclusiones respecto al control 
del VIH-1

En términos generales, estos resultados ilustran sobre
la variabilidad que, diariamente, se puede obtener en
nuestros laboratorios en una prueba de indudable tras-
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TABLA 2. Control VIH-1: resultados comparados sobre el total de participantes, con independencia de la técnica utilizada

Estándar 

VIH-1/06 VIH-2/06 VIH-3/06 VIH-4/06 VIH-5/06

Media log10 5,16 3,82 2,68 2,38 Indetectable
Media log10 ± 1,96 DE 4,56-5,76 3,05-4,60 2,09-3,27 1,88-2,88 –
Dentro de límites 58/66 64/66 62/66 59/66 64/66
DE: desviación estándar; VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1.

TABLA 3. Control VIH-1: análisis de los resultados dentro de los límites según el método comercial utilizado

Estándar 

VIH-1/06 VIH-2/06 VIH-3/06 VIH-4/06 VIH-5/06

TaqMan® Roche
Media log10

a 5,08 3,70 2,61 2,35 Indetectable
Límites aceptablesb 4,88-5,28 3,50-3,90 2,41-2,81 2,05-2,65 Indetectable
Dentro de límites 30/41 26/41 28/41 33/41 40/41

Cobas-Amplicor® Roche
Media log10

a 5,18 4,05 2,79 2,40 Indetectable
Límites aceptablesb 4,98-5,38 3,85-4,25 2,59-2,99 2,10-2,70 Indetectable
Dentro de límites 5/13 8/13 6/13 9/13 13/13

NASBA-RT BioMérieux
Media log10

a 5,27 3,63 2,92 2,45 Indetectable
Límites aceptablesb 5,07-5,47 3,43-3,83 2,72-3,12 2,15-2,75 Indetectable
Dentro de límites 4/5 5/5 5/5 5/5 5/5

bDNA Versant® Siemens
Media log10

a 5,15 3,76 2,41 2,20 Indetectable
Límites aceptablesb 4,95-5,35 3,56-3,96 2,21-2,61 1,90-2,50 Indetectable
Dentro de límites 4/5 5/5 5/5 4/5 5/5

bDNA: ADN ramificado; VIH-1: virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1.
aSe calculó sobre cada método, excluyendo los valores aberrantes según Chauvenet1.
bMedia ± 0,2 log10, excepto en el estándar VIH-4/06 que fue la media ± 0,3 log10.



cendencia como es la carga viral del VIH-1. Incluso elimi-
nando los resultados aberrantes, cuando se analiza la va-
riabilidad interlaboratorio, en todos los controles y por la
mayoría de métodos, se superan las 0,5 unidades logarít-
micas, el valor límite usado en clínica para establecer un
cambio significativo de carga viral, lo que refuerza la con-
veniencia de no cambiar de laboratorio en el seguimiento
habitual de los pacientes4. Como cabía esperar, los contro-
les de menor contenido son los más sujetos a variabilidad,
como se demuestra la distribución sobre el total de partici-
pantes, excepto para el estándar VIH-1/06, el de mayor
carga viral, probablemente por un sesgo metodológico li-
gado al método Amplicor® “ultrasensible”. Cuando se ha-
cen las comparaciones intramétodo y se aplican criterios
habituales para establecer los intervalos aceptables (± 0,2
log10), también se observa esta tendencia; el estándar VIH-
3/06 es el más prono a la variabilidad. Esto no ocurre con
el estándar VIH-4/06, cuyo contenido teórico era de unas
100-200 copias/ml (2,0-2,3 log10), en donde se introdujeron
criterios más permisivos (± 0,3 log10), lo que obliga a re-
plantearse esos criterios en próximas ediciones del Pro-
grama.

Cuando se analiza la especificidad, los resultados gene-
rales son muy buenos; si bien hubo 2 falsos positivos, uno
de ellos fue un error de transcripción, con gran probabili-
dad. Sin embargo, dada la trascendencia de esta prueba,
está claro que los laboratorios están obligados a introducir
actividades que minimicen este riesgo, algo que, como
muestran estos resultados, ocurre en mayor o menor fre-
cuencia. También apoyan el concepto ya establecido de
que la prueba de carga viral no puede utilizarse como cri-
terio diagnóstico definitivo, especialmente ante valores de
carga bajos. Respecto a los errores de transcripción, este
Programa ha permitido detectar algunos que, con toda
probabilidad, se produjeron, lo que reafirma la impor-
tancia de aplicar el control de calidad también a la fase
postanalítica.

Respecto a los métodos, es difícil obtener conclusiones
muy firmes cuando se comparan entre sí, dado el bajo nú-
mero de participantes. Los métodos de NASBA-RT y bDNA
parecen más robustos que los basados en la PCR, especial-
mente el método de PCR convencional Cobas-Amplicor. A
pesar de todo, esta conclusión sería coherente con los datos
aportados por la literatura científica y con otros progra-
mas de control externo llevados a cabo dentro y fuera de
nuestro país en años pasados3-5.

A modo de resumen, los datos aquí obtenidos y analiza-
dos pueden considerarse aceptables y, hasta cierto pun-
to, coherentes con lo esperado, a pesar de algunos por-
centajes de desviaciones que pueden resultar a primera
vista sorprendentes. De cualquier manera, ilustran la po-
sibilidad de obtener resultados erróneos en cualquier la-

boratorio, de ahí la necesidad de introducir acciones pre-
ventivas y correctoras que reduzcan la posibilidad de
errores, entre ellas la participación en ejercicios de inter-
comparación externos5,6 como los representados por el
Programa SEIMC.

Control de calidad del VHC

Características del material remitido
En el control de carga viral de VHC se remitieron 2 es-

tándares de plasma congelado que se obtuvieron median-
te dilución de un plasma obtenido de un paciente virémi-
co para el VHC, buscando unos contenidos aproximados
en U/ml dentro de unos intervalos preestablecidos. A di-
ferencia del control del VIH-1, en éste no había un es-
tándar negativo. Una vez obtenidas las alícuotas, se con-
servaron a –70 ºC hasta el momento del envío, que se
hizo en nieve carbónica y antes de 24 h. Parte de este ma-
terial se remitió a 4 laboratorios de referencia para su ti-
pificación y cuantificación, en donde las muestras se ana-
lizaron por triplicado por los métodos de PCR en tiempo
real de Roche Diagnostics [Taqman® [PCR-RT Roche]) y
de Abbott Diagnostics (PCR-RT Abbott), PCR competiti-
va convencional de Roche Diagnostics (Cobas Amplicor®

Monitor HCV [Cobas-Amplicor HCV]), amplificación de
señal bDNA de Siemens Diagnostics (Versant® HCV
[bDNA Siemens), confirmándose los valores teóricos. En
ambos estándares se observó una tendencia hacia valores
menores por los métodos basados en técnicas en tiempo
real (tabla 4).

Criterios de evaluación
Los 2 estándares se analizaron de forma cuantitativa

(log10 U/ml) de 2 modos diferentes: a) comparación de los
resultados con la media general de todos los participantes
considerando un intervalo de confianza aproximado del
95% (media ± 1,96 DE), como forma de observar la varia-
bilidad de los laboratorios ante una misma muestra7,8, y
b) comparación de los resultados de cada estándar respec-
to al mismo intervalo de confianza calculado para cada
método, siempre excluyendo los valores aberrantes según
el criterio de Chauvenet1, de manera que cada laboratorio
permitiera comparar sus propios resultados con los del
resto de usuarios de la misma técnica.

Resultados del control VHC
En este control se remitieron muestras a 65 laborato-

rios, de los que 59 (90,8%) remitieron resultados. Casi las
dos terceras partes de ellos (39, el 66,1%) emplearon el
método PCR-RT Taqman® de Roche, 9 (15,2%) utilizaron
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TABLA 4. Control VHC: resultados de los laboratorios de referencia para cada estándar y técnica

Estándar

PCR-RT Abbott b-DNA Bayer PCR-RT Taqman Cobas-Amplicor
(LR-A) (LR-B) Roche (LR-C) Roche (LR-C)

U/ml Log10 U/ml Log10 U/ml Log10 U/ml Log10

VHC-1/06 976.047 5,99 2.937.571 6,47 592.000 5,77 525.421 5,72
VHC-2/06 2.313 3,36 6.189 3,79 1.643 3,22 1.457 3,16

bDNA: ADN ramificado; DE: desviación estándar; LR: laboratorio de referencia (A, B, C y D); PCR: reacción en cadena de la polimerasa; PCR-RT: PCR
en tiempo real; VHC: virus de la hepatitis C.



Cobas Amplicor y 4 remitieron resultados de bDNA Sie-
mens y de PCR-RT Abbott. Hubo 3 participantes que lle-
varon a cabo sus determinaciones por 3 distintos métodos
de los anteriormente citados.

La tabla 5 resume los datos para el total de participan-
tes. Aunque el contenido medio entre ambos estándares
difería en 2 unidades logarítmicas, la variabilidad fue si-
milar en términos de desviación respecto a la media (DE
± 0,5 log10 en ambos) como de participantes con resulta-
dos fuera del intervalo aceptable (6 y 5, respectivamente,
para los estándares VHC-1/06 y VHC-2/06). Como  se verá
al analizar los resultados por cada técnica comercial, po-
dría haber una tendencia a una mayor variabilidad con el
estándar de mayor contenido. Respecto a los valores fuera
del intervalo aceptable (intervalo de confianza del 95%),
una vez eliminados los resultados aberrantes, los resulta-
dos fueron buenos, lo que también podría indicar una ma-
yor permisividad de los criterios de aceptación, a diferen-
cia de lo que ocurría con el control del VIH-1, donde eran
más estrictos. En cuanto a los resultados aberrantes, me-
rece una especial mención uno calificado como “indetecta-
ble” para el estándar VIH-1/06.

La tabla 6 resume los resultados comparados por cada
una de las técnicas utilizadas, aunque no se realiza una
valoración para los métodos PCR-RT Abbott y bDNA Sie-
mens, dado el bajo número de participantes por estas 
2 técnicas (4 en ambos casos). Por la misma razón, también
deben valorarse con prudencia los resultados de Cobas
Amplicor, técnica utilizada sólo por 9 participantes. En
cuanto al método mayoritario, PCR-RT Roche, 8 de 78 re-

sultados totales se encuentran fuera del intervalo de acep-
tación, incluido el resultado aberrante “indetectable”, lo
que podría ser un error de transcripción. De estos 8 resul-
tados fuera de límite, 5 corresponden al estándar VHC-
1/06 y los 3 restantes al VHC-2/06.

Comentarios y conclusiones respecto al control del
VHC

A diferencia de lo que se observó en el control del VIH-1,
en el del VHC no se observó una mayor variabilidad con
los estándares de menor contenido de carga viral, como po-
dría esperarse desde el punto de vista teórico; es más, la
tendencia podría ser la contraria.

Desde el punto de vista de valoración general de los re-
sultados, los aquí presentados deben considerarse como
aceptables y coherentes con lo esperado. La mayoría de los
participantes incluye sus resultados individuales dentro
del intervalo de aceptación, que fue un intervalo de con-
fianza aproximado del 95%. Se puede argumentar que,
tal vez, los criterios establecidos por el Programa han sido
demasiado permisivos, si bien hay que señalar que la des-
viación estándar ha sido ligeramente superior a 0,5 unida-
des logarítmicas para ambos estándares, una cifra que se
puede considerar aceptable desde el punto de vista del se-
guimiento clínico9,10, más teniendo en cuenta que se trata
de variabilidad interlaboratorio. Por lo que se refiere al
análisis por técnicas comerciales, no es posible obtener da-
tos concluyentes, debido a la utilización mayoritaria de
un determinado método.

Como ocurría con el control del VIH-1, en éste también
se detectan errores, escasos pero significativos, que resal-
tan la importancia de que los laboratorios mantengan un
alto grado de exigencia durante la realización habitual de
estas pruebas. Algunos de estos errores podrían atribuirse
al proceso de transcripción de los datos, lo que muestra
una vez más la importancia de todas las fases del proceso
analítico sobre la calidad de los resultados. Los ejercicios
de intercomparación externos pueden ser una herramien-
ta útil con este objetivo, como ponen de manifiesto los re-
sultados aquí expuestos.
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