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MYCOBACTERIUM REALTIME PCR KIT 
 
 

 RTPCR016-LPD-R  96 

 Producto para investigación 
 
FINALIDAD PREVISTA 
Kit de RT-PCR en tiempo real para detectar ácidos nucleicos de las especies del 
complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), complejo Mycobacterium avium 
(MAC) y complejo Mycobacterium abscessus (MABSC) y otras micobacterias no 
tuberculosas (NTM) en muestras de esputo humano. 
 
INTRODUCCIÓN 
Las micobacterias se encuentran entre los grupos de microorganismos con mayor 
importancia clínica, siendo los agentes causales de varias infecciones humanas 
con elevada mortalidad y morbilidad. Actualmente representan uno de los 
problemas sanitarios más graves a nivel mundial. Se encuentran en diversas 
fuentes, como el suelo, el agua y los animales, y pueden causar infecciones en 
humanos y animales.  
Las micobacterias se clasifican en tuberculosas y no tuberculosas, en función de 
su capacidad para causar tuberculosis: 
Las micobacterias tuberculosas incluyen principalmente el complejo 
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), que es el causante de la tuberculosis en 
humanos, una enfermedad crónica y granulomatosa que afecta principalmente a 
los pulmones, aunque puede tener otras presentaciones localizadas e incluso 
diseminadas. Este complejo está compuesto por varias especies (M. tuberculosis, 
M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microti, M. caprae, M. canettii, M. 
pinnipedii, M. mungi y M. suricattae), siendo M. tuberculosis la más común en 
humanos. 
Por otro lado, las micobacterias no tuberculosas (NTM) engloban una amplia 
variedad de especies que pueden causar enfermedad en humanos. Entre las más 
frecuentemente aisladas se encuentran las pertenecientes al complejo 
Mycobacterium avium (MAC), que incluye especies como Mycobacterium avium 
(M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. 
paratuberculosis y M. avium subsp. silvaticum), Mycobacterium intracellulare y 
Mycobacterium chimaera. Son comunes en el medio ambiente y pueden causar 
infecciones en personas con sistemas inmunitarios debilitados, como los 
pacientes con VIH/SIDA. 
Otro complejo relevante es el complejo Mycobacterium abscessus (MABSC), que 
incluye las subespecies M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. 
massiliense y M. abscessus subsp. bolletii. Se comportan como patógenos 
oportunistas y pueden causar infecciones en diferentes zonas del cuerpo, como 
los pulmones, la piel y los tejidos blandos. Son especialmente problemáticos 
debido a su resistencia a múltiples antibióticos, lo que dificulta su tratamiento. 
 
La diferenciación entre los complejos MTBC, MAC y MABSC es importante debido 
a las diferencias en los enfoques de tratamiento y transmisión.  
 
PRINCIPIO DEL ENSAYO 
Se basa en la amplificación, en el mismo pocillo de reacción, de fragmentos 
específicos de ácidos nucleicos de micobacterias pertenecientes a los complejos 
Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC), Mycobacterium avium complex 
(MAC), Mycobacterium abscessus complex (MABSC), así como otras 
micobacterias no tuberculosas (NTM) mediante PCR en tiempo real. 
Se suministra un único mix (RTPCR MIX) liofilizado para el cribado y la 
confirmación utilizando una diana independiente para cada patógeno.  
El Mix de PCR tiene como diana un fragmento específico de la secuencia de 
inserción IS1081 para MTBC, de la región ITS para MAC y MABSC, y del gen 16S 
rRNA para NTM. 
Se incluye un control de amplificación para comprobar la ausencia de inhibidores 
de amplificación y la correcta configuración de la amplificación. Este control 
consiste en el gen ARNasa P humano y una pareja de oligonucleótidos/sonda 
específicos para su amplificación. 
La técnica se divide en 2 pasos principales: extracción de ADN y 
amplificación/detección con parejas de oligonucleótidos y sondas específicas. 
NTM se detecta en el canal FAM, MTBC se detecta en el canal Texas/ROX, MABSC 
se detecta en el canal HEX/VIC y MAC se detecta en el canal Cy5. El control interno 
(ARNasa P) es detectado en el canal Q705. 
 
 

CARACTERÍSTICAS 
VIRCELL RT-PCR MIX y VIRCELL POSITIVE CONTROL están liofilizados. Es 
necesario reconstituirlos antes de usarlos (Ver «Preparación del producto»). El 
resto de los reactivos están listos para su uso. 
El kit está basado en la amplificación y detección mediante PCR a tiempo real.  
 
MATERIALES SUMINISTRADOS 
[1] VIRCELL MTBAVAB RT-PCR MIX LPD: 1 placa de 96 tubos divisible en 12 tiras 
de 8 tubos que contienen Taq polimerasa, tampón y oligonucleótidos/sondas 
específicas para MTBC (IS1081), MAC (ITS), MABSC (ITS) y NTM (gen 16S rRNA). 
Además, como control interno, oligonucleótidos/sondas para el gen ARNasa P 
humano. 1 reacción por tubo. Liofilizado. 
[3] VIRCELL MTBAVAB POSITIVE CONTROL: 1 vial con mezcla de ácidos nucleicos 
no infecciosos liofilizados para usar como control positivo. Tapón rojo. 
[4] VIRCELL NEGATIVE CONTROL: 200 µl de agua desionizada, para usar como 
control negativo. Tapón verde. 
[5] VIRCELL PCR MIX RECONSTITUTION SOLUTION: 2 x 1 ml de solución acuosa 
para reconstituir el PCR mix. Tapón amarillo. 
[6] VIRCELL POSITIVE CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION: 500 µl de solución 
acuosa para reconstituir el control positivo. Tapón marrón. 
[7] VIRCELL RT-PCR MIX CAPS: 12 tiras de 8 tapones RT-PCR compatibles. 
 
Materiales específicos necesarios no suministrados: 
-Cabina de flujo laminar. 
-Kits de extracción de ADN/ARN (ver recomendaciones en «Procedimiento del 
ensayo»). 
-Termociclador de PCR en tiempo real (compatible con tubos blancos de bajo perfil 
con detección FAM, HEX/VIC, Texas/ROX, Cy5 y Q705).  
-Micropipetas de precisión. 
-Puntas estériles con filtro. 
-Microcentrífuga. 
-Cabina de PCR (recomendable). 
-Vortex. 
 
CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y MANIPULACIÓN 
Conserve entre 2 y 8°C. No utilice los componentes del kit después de la fecha de 
caducidad. La caducidad indicada será válida siempre que los componentes se 
mantengan cerrados y conservados entre 2 y 8°C. 
 
ESTABILIDAD DURANTE EL USO 
VIRCELL POSITIVE CONTROL reconstituido: consérvelo entre -25°C y -15°C y 
utilícelo hasta la fecha de caducidad. Evite más de 10 ciclos de congelación-
descongelación durante este periodo de tiempo.  
VIRCELL RT-PCR MIX reconstituido: consérvelo entre 2°C y 8°C y utilícelo antes de 
60 minutos.  
Resto de componentes: Fecha indicada en envase a 2-8°C. 
VIRCELL, S.L. no se responsabiliza de la inadecuada utilización de los reactivos 
contenidos en el kit. 
 
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES 
1. Este producto es solo para investigación.  
2. El producto está indicado únicamente para personal con formación para la 
técnica. 
3. El uso de este kit requiere la cuidadosa lectura y comprensión del folleto de 
instrucciones. Es necesario seguir estrictamente el protocolo para obtener 
resultados fiables. 
4. Use únicamente los protocolos descritos en este prospecto. Si las condiciones 
no son las especificadas, los resultados pueden ser erróneos. 
5. Use equipamiento de protección individual cuando se manipulen las muestras 
y los reactivos. Lávese las manos adecuadamente tras la manipulación de las 
muestras y los reactivos. Todos los procedimientos deben llevarse a cabo de 
acuerdo con las normas de seguridad aprobadas. 
6. Utilice puntas de pipeta diferentes y limpias para cada fase del ensayo. Utilice 
solo material limpio y preferentemente desechable. 
7. No pipetee con la boca. 
8. No utilice en caso de deterioro del envase. 
9. No use el kit tras su fecha de caducidad. 
10. No deje los reactivos a temperatura diferente a la recomendada más tiempo 
del absolutamente necesario. 
11. Mantenga los recipientes para muestras y reactivos cerrados mientras no se 
estén utilizando. 

mailto:service@vircell.com
http://www.vircell.com/


 

 

Vircell, S.L. Parque Tecnológico de la Salud, Avicena 8, 18016 Granada, Spain. Tel. +34 958 441 264      customerservice@vircell.com        www.vircell.com 
 

L-RTPCR016-LPD-R-ES-01 Fecha ES: 2023/12/29 2 
  F-POC-00021-14-01 
 

12. Evite el uso de muestras sometidas a ciclos repetidos de congelación-
descongelación. 
13. Use en condiciones asépticas para evitar contaminaciones microbianas. 
14. Los componentes de este equipo podrán contener ácidos nucleicos. Observe 
la regulación local en materia de residuos. 
15. Todo el material no usado debe ser desechado de acuerdo a la regulación 
aplicable.  
16. Use solo componentes del kit. No mezcle los componentes de diferentes kits 
o fabricantes. Solo VIRCELL NEGATIVE CONTROL, VIRCELL PCR MIX 
RECONSTITUTION SOLUTION y VIRCELL POSITIVE CONTROL RECONSTITUTION 
SOLUTION son compatibles con los equivalentes en otras referencias y lotes de 
RTPCR VIRCELL. 
17. Las muestras deben ser tratadas como si fuesen infecciosas utilizando 
procedimientos de seguridad del laboratorio. Mantenga limpias y desinfectadas 
todas las superficies de trabajo con una solución recién preparada de hipoclorito 
sódico 0,5% en agua desionizada o destilada. 
18. Para obtener resultados más fiables es aconsejable ensayar las muestras lo 
antes posible después de la recogida de las mismas. No se han probado diferentes 
tiempos de almacenamiento durante el envío de las muestras. 
19. Se recomienda tener dos áreas de trabajo independientes para la realización 
del test: área de Pre-Amplificación y área de Amplificación. 
20. Debido a la alta sensibilidad analítica del test, hay que extremar las 
precauciones para preservar la pureza de los reactivos del kit y las mezclas de 
amplificación. Todos los reactivos usados deben tener el máximo nivel de pureza.  
21. Se recomienda el uso de kits de purificación de ADN/ARN convencionales. 
 
CONDICIONES DE RECOGIDA, MANIPULACIÓN Y PREPARACIÓN DE LA MUESTRA 
El kit ha sido validado para muestras de esputo humano. Se recomienda el uso de 
muestras frescas. 
Se recomienda evitar retrasos en el transporte y en las investigaciones de 
laboratorio. Si no es posible la entrega inmediata al laboratorio, almacene las 
muestras en un frigorífico (2 a 8ºC). Almacene las muestras cuyo análisis se 
retrase más de 14 días desde la recogida a -70ºC o menos; evite la congelación a 
temperaturas más altas y los ciclos de congelación-descongelación. 
Guía recomendada: Sputum. p.6.4.13. MM13-A_Collection, Transport, Preparation 
and Storage of Specimens for Molecular Methods. CLSI (Esputo. p.6.4.13. MM13-
A_Recolección, Transporte, Preparación y Almacenamiento de Muestras para 
Métodos Moleculares, 1ª ed., CLSI). 
 
PREPARACIÓN DEL PRODUCTO 
Todos los reactivos suministrados están listos para su uso, excepto VIRCELL RT-
PCR MIX [1] y VIRCELL POSITIVE CONTROL [3]. 
[1] VIRCELL RT-PCR MIX. Para su reconstitución añadir 15 μl de VIRCELL PCR MIX 
RECONSTITUTION SOLUTION [5] por tubo. 

VIRCELL RT-PCR MIX reconstituido debe usarse dentro de 60 minutos después 
de añadir la solución de reconstitución y conservar a 2-8ºC si se va a retrasar el 
inicio del ensayo. En ese caso se recomienda el uso de una gradilla fría. 
[3] VIRCELL POSITIVE CONTROL. Para su reconstitución, seguir los siguientes 
pasos:  
-  Centrifugar el tubo correspondiente durante 5 segundos a 5000 g.   
-  Añadir 100 µl de VIRCELL POSITIVE CONTROL RECONSTITUTION SOLUTION [6].  
-  Mezclar usando el vórtex durante 1-2 segundos.  
-  Centrifugar el tubo durante 5 segundos a 5000 g.   
Una vez reconstituido, VIRCELL POSITIVE CONTROL [3] puede ser congelado a una 
temperatura entre - 25°C y - 15°C para ser usado en reacciones posteriores. 
 

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO 
1. Extracción de ADN/ARN (realizado en la zona de Pre-Amplificación):  

1.1. Se recomienda utilizar un kit de extracción comercial para la 
extracción de ADN/ARN. Para el uso de kits de extracción 
comerciales, seguir las instrucciones del fabricante. Consultar con el 
servicio de atención al cliente. 

Para mejorar la seguridad durante la manipulación de las muestras en el 
proceso de extracción, se recomienda inactivarlas previamente 
calentándolas durante 30 minutos a 95ºC. 
La utilización de un volumen mínimo de 600 μl de muestra en el proceso de 
extracción mejora el rendimiento de extracción de ADN obtenido en el 
proceso. 

2. Amplificación por RT-PCR (realizado en la zona de Amplificación):   
2.1. Preparación de tubos de VIRCELL RT-PCR MIX: la placa de 96 tubos 

proporcionada puede ser dividida fácilmente entre una o más tiras de 
8 tubos dependiendo de las muestras a analizar. Añadir 15 μl de 
VIRCELL PCR MIX RECONSTITUTION SOLUTION [5] por tubo. 
Mantener frío tras reconstitución/descongelación.  

2.2. Adición de la muestra: Añadir 5 μl de cada muestra de ADN/ARN 
extraído a cada tubo. Añadir 5 μl de VIRCELL POSITIVE CONTROL [3] 
y VIRCELL NEGATIVE CONTROL [4] a los tubos correspondientes. El 
control negativo es agua. 

2.3. Asegure los tapones VIRCELL RT-PCR MIX CAPS [7] en los tubos.  
2.4. Se recomienda centrifugar brevemente la placa/tiras de tubos con el 

fin de asegurar que el contenido del vial está en el fondo del tubo. 
2.5. Programa RT-PCR: Introducir los tubos de PCR en el termociclador a 

tiempo real y ejecute el siguiente programa *: 

1 ciclo 95 ºC 3 minutos 

45 ciclos 
95 ºC 15 segundos 

60 ºC 45 segundos* 

  * Lectura de datos de fluorescencia (FAM, HEX/VIC, Texas/ROX, Cy5 y Q705). 
 
CONTROL DE CALIDAD INTERNO 
Cada lote se somete a control de calidad interno antes de su liberación asegurando 
el cumplimiento de especificaciones estrictas.  
 
PROTOCOLO DE VALIDACIÓN POR EL USUARIO 
Es recomendable incluir un control negativo en cada ensayo. El control negativo 
monitorizará la contaminación del reactivo o ambiental. 
Se recomienda incluir un control positivo en cada ensayo. El control positivo 
monitoriza los fallos de los reactivos y el correcto funcionamiento del 
procedimiento esencial. 
El programa de análisis del termociclador posiblemente calcule automáticamente 
los valores de fluorescencia basal (umbral o threshold) basado en la curva de 
amplificación para cada una de las dianas (canales de fluorescencia). En cualquier 
caso, se recomienda analizar individualmente y establecer un umbral para cada 
diana. Para establecer el umbral de cada canal se recomienda utilizar como 
referencia las curvas de amplificación del control positivo y negativo. El valor 
umbral se debería fijar al inicio del aumento exponencial de fluorescencia, y por 
encima de la fluorescencia basal de la reacción.  
La interpretación del resultado de los controles es el siguiente: 
 
 
 
 

 
CONTROL NTM (FAM) MABSC (HEX/VIC) MTBC (Texas/ROX) MAC (Cy5) IC (Q705) Interpretación 

VIRCELL 
MTBAVAB 
POSITIVE 
CONTROL 

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40) 

Amplificación (Ct < 
40) 

Amplificación (Ct < 
40) Correcto 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 Inválido 

VIRCELL 
NEGATIVE 
CONTROL 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 

Sin amplificación o Ct 
>40 Correcto 

Amplificación (Ct < 
40) 

Amplificación (Ct < 
40) 

Amplificación (Ct < 
40) 

Amplificación (Ct < 
40) 

Sin amplificación o Ct 
>40 Inválido 
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INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 
RESULTADO NTM (FAM) 2 MABSC (HEX/VIC) MTBC (Texas/ROX) MAC (Cy5) IC (Q705) 1 Interpretación 

1 Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Inválido (relacionado con la 
muestra/kit/configuración) 

2 Sin amplificación o 
Ct >37 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40) Negativo 

3 Amplificación (Ct < 
37) 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
NTM  

4 Amplificación (Ct < 
40) 

Amplificación (Ct < 
40) 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
MABSC  

5 Amplificación (Ct < 
40)  

Sin amplificación o 
Ct >40 

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
MAC  

6 Amplificación (Ct < 
40)  

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40)  

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
MTBC  

7 Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
 MABSC + MAC  

8 Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
MABSC + MTBC  

9 Amplificación (Ct < 
40)  

Sin amplificación o 
Ct >40 

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
MAC + MTBC 

10 Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40)  

Amplificación (Ct < 
40) o sin 

amplificación 
MABS + MAC + MTBC 

 
1 En caso de un alto número de copias del ácido nucleico diana, la amplificación del control interno (IC) en los resultados 3 a 10 de la tabla anterior puede verse afectada. 
La amplificación tardía o ausencia de amplificación del IC no varía la interpretación del resultado. 
 
2 En muestras positivas límites, puede haber amplificación en los canales HEX/VIC (MABSC), Cy5 (MAC) y/o Texas/ROX (MTBC) y no haber amplificación en el canal FAM 
(NTM) o amplificación con Ct >37. El resultado se considerará válido. 
 
Podrían observarse curvas de amplificación con Ct >37 en el canal FAM debido a NTM ambientales. 
 
En caso de que el resultado sea inválido o no concluyente, se recomienda volver a extraer el ADN/ARN de la muestra original y volver a analizar. En caso de que no amplifique 
el control interno, se podría suponer una extracción inadecuada de los ácidos nucleicos o inhibición de la amplificación. Se recomienda analizar una nueva muestra.  
 
SÍMBOLOS UTILIZADOS EN LA ETIQUETA 

 
Producto para investigación 

 
Usar antes de (fecha de caducidad) 

 
Conservar entre x-y°C 

 
Contiene suficiente para <n> pruebas 

 
Lote 

 
Referencia (catálogo) 

 
Consultar instrucciones de uso 

 
Reconstituir en <X> µl 

 
Fabricante 

 
 

 

Nº de la versión actual: L-RTPCR016-LPD-R-ES-01 
Fecha: 2023/12/29 
Actualizaciones: Nueva referencia 
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