
1 Intended use

RealCycler MTBC-UX / MTBC-GX is an in vitro diagnostic kit of reagents 
which allows the detection of Mycobacterium tuberculosis complex DNA in 
clinical samples. It is recommended to interpret the results with the BioVisor
RC software that includes the validation criteria of samples and controls.

2 Principle of the test

The polymerase chain reaction (PCR) is based on the amplification of a 
specific region of the DNA/RNA by using complementary primers to the target 
sequence. Real-time PCR uses Taqman® probes labelled with fluorophores 
that emit fluorescence in the case of amplification. The cycle of the PCR 
protocol in which appears significant fluorescence is proportional to the 
DNA/RNA quantity present in the sample. This value is called Cycle 
Threshold (Ct).

The system includes a vial of an internal control CHIC (Competitive
Heterologous Internal Control) out of the AmpliMix to verify the nucleic acids 
extraction and to prevent false negatives due to reaction inhibition.

The amplification of Mycobacterium tuberculosis complex is detected with 
FAM fluorophore and CHIC with HEX.

3 Technical specifications

Sensitivity

Mycobacterium tuberculosis complex: 1 copy/µL. 

The analytical sensitivity has been determined by limit dilution. This sensitivity 
has been showed in repeated assays with reproducibility over 95%.

Specificity

Mycobacterium tuberculosis complex: IS6110.

Specificity validation has been performed according to experimental assays 
and bioinformatics analysis.

4 Contents

RealCycler MTBC-UX / MTBC-GX includes the AmpliMix MTBC-UX, a CHIC
vial and a MTBC Positive Control, which consists of a DNA artificial 
construction of Mycobacterium tuberculosis. RealCycler Chic-Out kits do not 
include extraction controls (positive or negative).

All reagents are ready to use without adding or rebuilding any component.

7 Warnings and Precautions

- All components of the kit must be kept cold while you are working.
- Load tubes in the Real-time PCR instrument immediately after adding DNA.
- Do not expose tubes with AmpliMix to light for a long time.
- Repeated freezing and thawing of the reagents can decrease the sensitivity 
of the kit.
- Use disposable gloves.
- Use adequate and calibrated pipettes and pipette tips with filter.
- The tests must be carried out by qualified personnel and following good 
laboratory practices.
- It is recommended to use positive and negative controls whenever an 
analysis is performed.
- Do not use the kit after the expiry date.
- The presence of polymorphisms in the binding sequences of probes or 
primers to pathogen DNA/RNA can lead to erroneous results in a sample. If 
discordances appear between results and clinical observations it is 
recommended to check the results obtained using alternative methods. 
- Negative results do not exclude an infection caused by the pathogen. The 
results obtained with this diagnostic kit should be used and interpreted within 
the context of the clinical history of the patient. Clinical decisions should not 
be made using solely the results of this kit. 
- When the samples used have a pathogen concentration lower to the limit of 
detection, the results obtained have a reproducibility less than 95%.
- For in vitro diagnostic use.
- The limit of detection can be modified in Chic-Out AmpliMix depending on
the extraction method used.
- It is recommended to interpret the results with the BioVisor RC software that 
includes the validation criteria of samples and controls.

8 Clinical samples

- Collect samples in sterile tubes.
- Storage and transportation frozen at -20 °C until use.
- The samples can be kept refrigerated during transport up to a maximum of 
48 h.
- The kit is potentially compatible with any sample from which the pathogen’s 
DNA can be extracted in enough quantity and quality, although the user must 
assess the suitability of non-validated samples through laboratory tests.

Validated clinical samples:

● Mycobacterium tuberculosis complex: bronchoalveolar lavage, 
cerebrospinal fluid, culture and sputum.
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Component
Vials

Volume
MTBC-UX MTBC-GX

AmpliMix MTBC-UX 1 2 430 μL

MTBC Positive Control 1 2 120 μL

CHIC 1 2 350 μL

Chic-Out MTBC-UX  MTBC-GX  v.3

Number of determinations: RealCycler MTBC-UX allows to perform 30 
reactions of 20 µL and 24 reactions of 25 µL. RealCycler MTBC-GX allows to 
perform 60 reactions of 20 µL and 48 reactions of 25 µL. 

5 Stability and storage

- Stability assays have shown that this product is stable for 1 year between 
-18 °C and -25 ºC. See the expiration date included in the external label. 
- RealCycler kits must be stored frozen between -18 °C and -25 ºC.
- The experimental assays performed have shown that RealCycler reagents 
are stable for at least 15 cycles of freezing / thawing.

6 Additional materials and equipment required 
and not supplied

- Real-time PCR instrument.
- Microcentrifuges.
- DNA purification system.
- Disposable gloves.
- Calibrated pipettes.
- Pipette tips with filter.
- Freezer (between -18 °C and -25 ºC).
- Positive and negative extraction control (positive or negative sample of the
pathogen of the study).
- BioVisor RC (provided free of charge at the user’s request).
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9 Procedure

a) CHIC incorporation

- Samples: Shake the CHIC vial and add 5 μL of CHIC to the sample volume 
to extract or to the lisis buffer. Continue with the usual acid nucleic 
purification procedure. 

Note: The indicated CHIC volume allows to obtain a Ct value in channel 2 
below 36 for negative non-inhibited samples (using any of the validated 
purification systems indicated below). If higher values are usually obtained, 
the user can increase the amount of CHIC to obtain a value of Ct within the 
range. A maximum of 10 μL of CHIC can be added for each sample. Higher 
amounts may cause competition with the pathogen and decrease the 
sensitivity of the kit.

- Positive Control: Do not add CHIC to the Positive Control of the kit.

- Negative control (not supplied): Use as negative control DNA of well 
characterized negative samples. Follow the same procedure used for the 
samples.

b) Nucleic acids purification

DNA should be purified from the clinical sample using an appropriate 
procedure. There are many nucleic acids purification systems available in the 
market. Please carry out the purification according to the manufacturer’s 
instructions and using the recommended volume. 

In order to facilitate the handling of mucous samples, it is recommended to 
use the Mucix reagent as a treatment. The use of other non-validated 
additives (based on N-acetylcysteine or equivalent) could damage the 
RealCycler reagent.

Validated instruments and their consumables have been specifically verified 
for this product through laboratory tests.

Validated purification systems:

● Arrow/LIAISON® IXT (reference 12.08.02 Viral NA Extraction Kit). DiaSorin.
● QIAamp Viral RNA Mini Kit (references 52904, 52906). Qiagen. 
● MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor (references MVN400-03, 
MVN400-04). RBCBioscience.
● Maxwell® 16 Viral Total Purification kit (reference AS1150). Promega 
Corporation.

RealCycler kits can be used in combination with other purification systems 
not included in the above list, provided they allow DNA extraction from the 
pathogen with enough quantity and quality. In this case, it is necessary to 
carry out laboratory tests to ensure the suitability of the purification system 
and assess the entire method. Here are some examples:

- Pipette 14 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 6 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Spin tubes. Check there are no bubbles.
- Load tubes in the Real-time PCR instrument.
- File > New experiment > From template > Select MTBC protocol > Open.
- Click Plate Setup.
- Click to Assign Targets and Samples.
- Click Assign for all the Targets that have been defined.
- Select the dye to use as passive reference > None.
- Click Run Method.
- Reaction volume per well > 20 µL.
- Start run.

d.3) CFX96™ (Bio-Rad)

- Pipette 14 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 6 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Spin tubes. Check there are no bubbles.
- Load tubes in the Real-time PCR instrument.
- Open CFXTM Manager software  (version 1.6).
- Select File > New Plate > Select the whole plate or the used wells.
- Select Sample type > Unknown > OK.
- Select channels: FAM, HEX, TxR and Cy5.
- On the window Experiment Setup > Protocol > Select Existing > select 
MTBC protocol (indicate 20 µL of volume) > Save > Start Run. 

d.4) Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems)

- Open micPCR software (version 2.4.0).
- New > Assay > Assay Setup > Information > On Chemistry Type select
Hydrolysis Probes.
- Click on Target until there are 4 Targets available. Enter fluorophore names 
according to the following table:
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d) PCR reaction set-up

- Thaw AmpliMix MTBC-UX and MTBC Positive Control. 
- Prepare the necessary amplification tubes for samples and controls.

d.1) SmartCycler® (Cepheid®)

- Pipette 17,5 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 7,5 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Spin tubes to transfer AmpliMix to optical area of tube. Check there are no 
bubbles in the optical area.
- Load tubes in the SmartCycler®.
- Create Run > Dye Set > FATA25.
- Add/Remove Sites: assign both the “MTBC” protocol and sites to each 
sample including controls.
- Start Run.

d.2) ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific)

- Open ABI 7500 software (version 2.0.6).
- Set up > Advanced Set up.
- Select type of experiment Quantitation-Standard Curve.
- Select TaqMan® Reagents.
- Define a Template with MTBC thermal profile.
- Click Add New Target until there are 4 rows available. Enter fluorophore 
names according to the following table:

Target Name Reporter Quencher

FAM FAM None
HEX VIC None
TxR TxR None

ATTO647N CY5 None

Target Name Reporter Quencher

FAM BHQ1 None
HEX BHQ1 None
TxR BHQ2 None
Cy5 BHQ2 None
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● BioRobot EZ1. Qiagen. 
● QIAamp DNA Blood Mini kit. Qiagen. 
● QIAcube. Qiagen. 
● Maxwell® 16 Cell LEV DNA Purification kit. Promega Corporation.
● NucliSENS® easyMAG®. bioMérieux.

c) Thermal profile

Programme the “MTBC” amplification protocol according to the following 
specifications:

Time Temperature Cycles Fluorescence

15:00 95 °C 1 OFF

0:15 95 °C

45

OFF

0:30 55 °C ON

0:30 72 °C OFF



- Assay Setup > Profile.
- On Temperature Control select Standard TAQ (v3) and on Volume Indicate 
reaction volume 20 µL.
- Define MTBC thermal profile.
- Analysis > not indicate any analysis method > Save.
- Pipette 14 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 6 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Spin tubes. Check there are no bubbles.
- Load tubes in the Real-time PCR instrument.
- New > Run Setup > Assays > assign “MTBC” protocol and on Samples
indicate the name of the samples.
- Start run.

d.5) Rotor-Gene® Q (Qiagen)

- It is indispensable to process only one RealCycler AmpliMix per run due to 
the fluorescence subtraction calculation of the instrument.
- Pipette 14 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 6 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Load tubes in the Real-time PCR instrument. It is indispensable to 
compensate the rotor positions not used and place the AmpliMix Positive 
Control on the tube 1 position. 
- File > New > select MTBC > New.
- Select rotortype > 36 well Rotor > Select Locking Ring Attached > Next.
- Indicate reaction volume 20 µL > Next.
- On Edit profile confirm thermal profile and channels (Green, Yellow, Orange
and Red).
- Click Gain optimization > on the Auto-Gain-Optimization setup window click 
Perform Optimization Before 1st Acquisition > Click Optimize all to select 
Auto-Gain-Optimization for each channel. Select Target Sample Range: 5 Fl
up to 10 Fl > OK. 
- Select Tube position 1 for all channels > Close > Next > Start Run. 
- On the New Run Wizard window, assign the samples name (from 1 to 36) >
Finish.

d.6) T-COR 8® (Cirrus Dx®)

- Pipette 17,5 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 7,5 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Centrifuge the tubes. Check that there are no bubbles and that the volume 
of the tube is located at its base.
- Load tube in the corresponding well. 
- Select New run. In Advanced, select on the top of the screen the wells you 
want to analyse > Continue. 
- Select Barcode. Bring the Sample QR code to the scanner. 
- If it is the MTBC Positive Control select its well > Barcode > bring its QR 
code to the scanner.
- Select Start run.

- On Exclusion select Extensive and on Fluorescence Cutoff Level select
5,0%.

e.5) Rotor-Gene® Q (Qiagen)

- Select Dynamic Tube, Slope Correct and Linear Scale.

Adjust the fluorescence threshold for each channel:

Green: CT calculation > Threshold > 0,04.
Yellow: CT calculation > Threshold > 0,015.

e.6) T-COR 8® (Cirrus Dx®)

For this instrument the fluorescence thresholds are defined by the QR code 
and it is not necessary to adjust them.

e.7) Other instruments

It is recommended to perform assays with samples of known result (positive 
and negative) in order to stablish the basal signal and fix the fluorescence 
thresholds. 

f) Control results interpretation

- Valid control results
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- Use as Positive Control the vial of the kit. 
- Use as negative control DNA of negative samples previously extracted with 
CHIC. 

- Invalid control results

In case of obtaining a negative result in any channel of the Positive Control 
(excepting for CHIC) the result is invalid. The results obtained in the samples 
included in the working series must be discarded (not assessable).

d.7) Other instruments

- Pipette 14 μL of AmpliMix into each amplification tube.
- Add 6 μL of DNA sample or control to each reaction tube.
- Load tubes in the Real-time PCR instrument.
- Select the corresponding fluorophores.
- Select “MTBC” protocol.
- Start run.

e) Adjust the fluorescence threshold

Once the run is concluded, it is necessary to set the fluorescence threshold 
for each channel according to the indicated values hereafter. This adjust is 
indispensable for the correct results interpretation. 

It is not necessary to set up these values when BioVisor RC software is used. 
These values are included on its database.

e.1) SmartCycler® (Cepheid®)

- Analysis settings > Manual Thresh Fluor Units > 30.0.

e.2) ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific)

- On the Analysis window click Analysis Settings.
- On the emergent window click Edit Default Settings.
- Unselect Automatic Threshold. 
- Enter Threshold Target to Target:

Target 1 (Mycobacterium tuberculosis complex): 20.000.
Target 2 (CHIC): 10.000.

- Click Save Changes. 
- Click Apply Analysis Settings. 

e.3) CFX96™ (Bio-Rad)

Adjust the fluorescence threshold for each channel:

- FAM: Settings > Baseline Threshold > User defined > 250 > OK.
- HEX: Settings > Baseline Threshold > User defined > 250 > OK.

e.4) Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems)

- Analysis > Cycling.
- For each channel on Method select Dynamic and on Ignore Cycles Before
indicate 0.
- Indicate on Threshold level the following thresholds:

Green: 0,2.
Yellow: 0,1.
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Control

Channels

Ch1 Ch2 Ch3 Ch4

FAM HEX TxR ATTO647N

M. tuberculosis 
complex CHIC - -

POS
POS

(Ct within 
the range)

NEG - -

NEG NEG
POS

(Ct within 
the range)

- -
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h) Example result

10 Results interpretation using the software 
BioVisor RC

For the correct interpretation of the results obtained with the RealCycler
products in the Real-time PCR instrument used, it is recommended to use the 
BioVisor RC.
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Specifications BioVisor RC:

- CE mark.
- Users and licenses management.
- Data importation from PCR instrument.
- Predetermined fluorescence thresholds.
- Normalization of fluorescence values.
- Visualization of all channels simultaneously.
- Interpretation of the result of each sample depending of its CHIC result.
- Series validation depending on the controls result.
- Monitoring of possible inhibitions.
- Simultaneous quantification for several pathogens.
- Automatic calculation of the load of pathogen in the sample.
- Generation of a report with results.
- Conservation of calibration curves.
- Archiving of work series.
- Management of all the runs from the different instruments in a single 
database. 
- Storage of runs obtained with the following validated instruments:

• SmartCycler® (Cepheid®)
• ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific)
• CFX96™ (Bio-Rad)
• Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems)
• T-COR 8® (Cirrus Dx®)

- Connectivity with several T-COR 8® instruments in a local area network.

In case of obtaining a positive result (Ct > 0) in any channel of the negative
control (excepting for CHIC) the result is invalid. The results obtained in the
samples included in the working series must be discarded (not assessable).

g) Sample results interpretation

Interpret the result obtained in each sample by the combination of signals 
indicated in the following table:

Result obtained when processing a positive sample (green) and a negative 
sample (blue). Positive sample: exponential curve. Negative sample: signal 
below the threshold. Other curves with different shapes must be considered 
abnormal and be evaluated in an individual way, such as linear signal (pink)  
above the threshold.

Detection example (all channels):

Quantification example:

The BioVisor RC is free for users of RealCycler products. To obtain it you can 
contact Progenie molecular (soporte@progenie-molecular.com) or your
distributor. 

Channels

Interpretation
Ch1 Ch2 Ch3 Ch4

FAM HEX TxR ATTO647N

M. tuberculosis 
complex CHIC - -

POS Indifferent - -
POSITIVE

Mycobacterium
tuberculosis complex

NEG Ct within
the range - - NOT DETECTED

NEG Ct out 
of range - - NOT ASSESSABLE

NEG 0,00 - - NOT ASSESSABLE
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Revision history:

- Version 3 - June 2019: Change in the volume of Positive Control vial.
- Version 2 - January 2019: Change of the volume of CHIC vial.
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Channel Used 
fluorophores

Emission 
(nm)

Equivalent
fluorophores

Ch1 FAM 519 ——

Ch2 HEX 556
JOE, VIC, Alexa 532,
CAL Fluor Orange 560 

Ch3 Texas Red 610
ROX, LC Red 610, 
CAL Fluor Red 610

Ch4 ATTO647N 669
Cy5, Alexa 647, LC Red 
670, Quasar 670, Oyster 
645

Hello, I’m CalaSmart. Can I help you?

soporte@progenie-molecular.com 

11 Quality control

To validate the results, Ct values obtained for the positive control and the 
internal controls of each sample must be within the ranges specified in the 
internal label of the kit.

Every lot of RealCycler MTBC-UX / MTBC-GX kit has been tested according 
to the specifications of the real-time PCR using the SmartCycler® instrument 
(Cepheid®) and the validation criteria included in the BioVisor RC.

12 Observations

RealCycler reagents include FAM, HEX, TxR and ATTO647N fluorophores, 
which emit in the wavelengths indicated on the table (considered channels 
from 1 to 4). If an instrument does not explicitly recognise these fluorophores, 
it must be set up according to one of the following criteria:

1) Selection of an equivalent wavelength emission to those indicated on the 
table.

2) Selection of equivalent fluorophores (that emit in the same wavelength as 
the reagent uses).



1 Finalità d’uso

RealCycler MTBC-UX / MTBC-GX è un kit di reagenti per diagnostico in vitro 
che permette la rilevazione del DNA di Mycobacterium tuberculosis complex
in campioni clinici. L'interpretazione dei risultati deve essere eseguita con 
l'applicazione informatica BioVisor RC che include i criteri di convalida di 
campioni e controlli.

2 Principio del test

La reazione a catena della polimerasi (PCR) si basa sull’amplificazione di una 
regione specifica di DNA/RNA, mediante l’utilizzo di primers complementari 
alla sequenza bersaglio. Nella Real-time PCR si utilizzano sonde Taqman®

marcate con fluorofori, che emettono fluorescenza a seguito della reazione di 
amplificazione. Il ciclo della PCR in cui si evidenzia una fluorescenza 
significativa è proporzionale alla quantità di DNA/RNA presente nel 
campione. Questo valore è definito il Ciclo soglia (Ct -Cycle Threshold-).

Il sistema include un flacone con un controllo interno CHIC (Competitive
Heterologous Internal Control) fuori dell’AmpliMix, per verificare l’estrazione 
degli acidi nucleici e per la prevenzione dei falsi negativi dovuti all’inibizione
della reazione.

L’amplificazione di Mycobacterium tuberculosis complex viene rilevata con il
fluoroforo FAM e quella di CHIC con HEX.

3 Specifiche tecniche

Sensibilità

Mycobacterium tuberculosis complex: 1 copia/µL.

La sensibilità analitica è stata calcolata sulla base di diluizioni successive. La 
sensibilità è stata determinata in prove ripetute, mostrando una riproducibilità 
di oltre il 95%.

Specificità

Mycobacterium tuberculosis complex: IS6110.

La validazione della specificità è stata eseguita in accordo alle prove 
sperimentali e l'analisi bioinformatico.

4 Contenuti

RealCycler MTBC-UX / MTBC-GX include la miscela di reazione AmpliMix
MTBC-UX, un flacone di CHIC ed un Controllo Positivo MTBC, costituito di 
una costruzione artificiale di DNA di Mycobacterium tuberculosis complex. I 
kit RealCycler Chic-Out non includono controlli di estrazioni (positivi o 
negativi).

Tutti i reagenti sono pronti all’uso e non necessitano né l’aggiunta né la 
ricostituzione di nessun componente. 

7 Avvertenze e precauzioni

- Tutti i componenti del kit devono essere mantenuti al freddo mentre 
vengono manipolati.
- Dopo l’aggiunta del DNA si deve ridurre il tempo necessario per iniziare il 
programma di amplificazione.
- Non esporre i tubi di reazione contenenti la mix di amplificazione alla luce 
per lungo tempo.
- Ripetuti cicli di congelamento/scongelamento possono ridurre la sensibilità 
del kit.
- Utilizzare guanti monouso.
- Utilizzare pipette adeguate calibrate e puntali per pipette con filtro.
- Gli studi devono essere fatti da personale qualificato e seguendo le buone 
pratiche di laboratorio.
- Si raccomanda di includere controlli positivi ed negativi ogni volta che si 
fanno le analisi.
- Non utilizzare il kit oltre la data di scadenza. 
- La presenza di polimorfismi nelle sequenze di unione delle sonde o degli 
oligonucleotidi di DNA/RNA degli agenti patogeni possono generare risultati 
erronei. In caso di discordanza tra osservazione clinica e i risultati ottenuti si 
consiglia di verificare i risultati con un metodo alternativo. 
- I risultati negativi non escludono l’infezione causata dal patogeno. I risultati 
ottenuti con questo kit diagnostico devono essere interpretati nel contesto di 
un quadro clinico generale e non possono essere l'unico criterio nel processo 
decisionale clinico.
- Quando vengono usati campioni con una concentrazione del patogeno 
inferiore al limite di rilevabilità, i risultati ottenuti hanno una riproducibilità 
inferiore al 95%.
- Per uso diagnostico in vitro.
- Nelle AmpliMix Chic-Out, il limite di rivelabilità può essere modificato a 
seconda del sistema di estrazione.
- L'interpretazione dei risultati deve essere eseguita con l'applicazione 
informatica BioVisor RC che include i criteri di convalida di campioni e 
controlli.

8 Campioni clinici

- Prelevare i campioni clinici in appositi contenitori sterili.
- Mantenere e trasportare i campioni congelati a -20°C fino all’uso.
- I campioni possono essere conservati in frigorifero durante il trasporto fino a 
un massimo di 48 ore.
- Il kit è potenzialmente compatibile con qualsiasi campione dal quale si 
possa estrarre il DNA del patogeno con la sufficiente quantità e qualità, 
sebbene l'utente debba valutare l'idoneità dei campioni non validati attraverso 
test di laboratorio.

Campioni clinici validati:

● Mycobacterium tuberculosis complex: coltura, sputo, liquido cerebrospinale
e lavaggio broncoalveolare.

1

Componenti
Flaconi

Volume
MTBC-UX MTBC-GX

AmpliMix MTBC-UX 1 2 430 μL

Controllo Positivo MTBC 1 2 120 μL

CHIC 1 2 350 μL

Chic-Out MTBC-UX  MTBC-GX  v.3

Numero di determinazioni: RealCycler MTBC-UX permette l’esecuzione di 
30 reazioni di 20 µL e 24 reazioni di 25 µL. RealCycler MTBC-GX permette 
l’esecuzione 60 reazioni di 20 µL e 48 reazioni di 25 µL. 

5 Stabilità e modalità di conservazione

- Le prove di stabilità hanno dimostrato che questo prodotto è stabile per         
1 anno da -18 ºC a -25 °C. Vedere la data di scadenza indicata sull’etichetta 
externa del kit. 
- I kit RealCycler devono essere conservati congelati tra -18 °C e -25 °C.
- Le prove sperimentali hanno dimostrato che i reagenti RealCycler sono 
stabili per almeno 15 cicli di congelamento / scongelamento.

6 Materiali e strumenti addizionali richiesti e 
non forniti

- Sistema di PCR Real-time.
- Microcentrifughe.
- Kit di purificazione del DNA.
- Guanti monouso.
- Pipette calibrate.
- Puntali per pipette con filtro.
- Freezer (tra -18 °C e -25 °C).
- Controllo positivo e negativo di estrazione (campione positivo o negativo per 
il patogeno da studiare).
- BioVisor RC (fornito gratuitamente su richiesta dell'utente).
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9 Procedura

a) Incorporazione di CHIC

- Campioni: Agitare il flacone di CHIC ed aggiungere 5 μL di CHIC al volume 
di campione che si vuole estrarre oppure al tampone di lisi. Eseguire con la 
procedura di purificazione degli acidi nucleici abituale.

Nota: Il volume indicato di CHIC consente di ottenere nel canale 2 un valore 
di Ct inferiore a 36 in campioni negativi non inibiti (utilizzando uno dei sistemi 
di purificazione convalidati indicati di seguito). Se solitamente si ottengono 
valori più alti, l'utente può aumentare la quantità di CHIC per ottenere un 
valore di Ct che si trovi all'interno dell'intervallo. Si può aggiungere un 
massimo di 10 μl di CHIC per ciascun campione. Quantità più elevate 
possono causare competizione con il patogeno e ridurre la sensibilità del kit.

- Controllo Positivo: Non aggiungere CHIC al Controllo Positivo fornito nel kit.

- Controllo negativo (non fornito): Utilizare come controllo negativo DNA di 
campioni negativi ben caracterizzati. Eseguire la stessa procedura usata per i 
campioni.

b) Purificazione degli acidi nucleici

Il DNA deve essere purificato dai campioni clinici utilizzando una procedura 
adeguata. Sono disponibili in commercio numerosi kit di purificazione di acidi 
nucleici. Si prega di eseguire il processo di purificazione in accordo alle 
istruzioni del produttore a partire dal volume di campione raccomandato.

Per facilitare l’uso dei campioni mucosi, si racommanda di usare come 
pre-trattamento il reagente Mucix. L’uso degli additivi non validati (basati in 
N-acetilcisteina o equivalente) puó dameggiare il reagente RealCycler. 

I strumenti e materiali di consumo validati sono stati specificamente verificati 
per questo prodotto effettuando test di laboratorio.

Sistemi di purificazione validati:

● Arrow/LIAISON® IXT (reference 12.08.02 Viral NA Extraction Kit). DiaSorin.
● QIAamp Viral RNA Mini Kit (references 52904, 52906). Qiagen. 
● MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor (references MVN400-03, 
MVN400-04). RBCBioscience.
● Maxwell® 16 Viral Total Purification kit (reference AS1150). Promega 
Corporation.

I kit RealCycler possono essere utilizzati in combinazione con altri sistemi di 
purificazione non inclusi nell'elenco sopra, purché consentano l'estrazione del 
DNA dal patogeno con quantità e qualità sufficienti. In questo caso, è 
necessario eseguire test di laboratorio per garantire l'idoneità del sistema di 
purificazione e valutare l'intero metodo. Ecco alcuni esempi:
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Tempo Temperatura Cicli Fluorescenza

15:00 95 °C 1 OFF

0:15 95 °C OFF

0:30 55 °C 45 ON

0:30 72 °C OFF

Target Name Reporter Quencher

FAM FAM None
HEX VIC None
TxR TxR None

ATTO647N CY5 None

- Pipettare 14 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 6 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Spinnare i tubi. Verificare l’assenza di bolle.
- Introdurre i tubi di reazione nello strumento. 
- File > New experiment > From template > Selezionare protocollo MTBC >
Open.
- Selezionare Plate Setup.
- Selezionare Assign Targets and Samples.
- Selezionare Assign per tutti i Targets definiti.
- Select the dye to use as passive reference > None.
- Selezionare Run Method.
- Reaction volume per well > 20 µL.
- Start run.

d.3) CFX96™ (Bio-Rad)

- Pipettare 14 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 6 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Spinnare i tubi. Verificare l’assenza di bolle.
- Introdurre i tubi di reazione nello strumento. 
- Aprire el software CFXTM Manager (versione 1.6).
- Selezionare File > New Plate > Selezionare tutta la piastra o i pozzetti 
utilizzati.
- Selezionare Sample type > Unknown > OK.
- Selezionare i canali: FAM, HEX, TxR e Cy5.
- Nella finestra Experiment Setup > Protocol > Select Existing > selezionare il
protocollo MTBC (indicare 20 µL di Volume) > Save > Start Run. 

d.4) Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems)

- Aprire il software micPCR (versione 2.4.0).
- New > Assay > Assay Setup > Information > In Chemistry Type selezionare
Hydrolysis Probes.
- Selezionare in Target fino ad avere 4 Targets disponibili. Introdurre i nomi 
dei fluorofori corrispondenti in accordo con la seguente tabella.

d) Preparazione della reazione

- Scongelare l’AmpliMix MTBC-UX e il Controllo Positivo MTBC. 
- Preparare un numero adeguato di tubi di reazione, per i campioni e per i 
controlli.

d.1) SmartCycler® (Cepheid®)

- Pipettare 17,5 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 7,5 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Spinnare i tubi perché la reazione sita nella zona ottica del tubo. Verificare 
l’assenza di bolle in tale area. 
- Caricare i tubi nello strumento.
- Create Run > Dye Set > FATA25.
- Add/Remove Sites: assegnare il protocollo “MTBC” alle posizioni
corrispondenti ai campioni e ai controlli.
- Start Run: Avviare il programma di amplificazione.

d.2) ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific)

- Aprire il software ABI 7500 (versione 2.0.6).
- Set up > Advanced Set up.
- Selezionare tipo di esperimento Quantitation-Standard Curve.
- Selezionare TaqMan® Reagents.
- Definire un Template con il profilo termico MTBC.
- Selezionare in Add New Target fino ad avere 4 righe disponibili. Introdurre i 
nomi dei fluorofori corrispondenti in accordo con la seguente tabella.

Target Name Reporter Quencher

FAM BHQ1 None
HEX BHQ1 None
TxR BHQ2 None
Cy5 BHQ2 None
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● BioRobot EZ1. Qiagen. 
● QIAamp DNA Blood Mini kit. Qiagen. 
● QIAcube. Qiagen. 
● Maxwell® 16 Cell LEV DNA Purification kit. Promega Corporation.
● NucliSENS® easyMAG®. bioMérieux.

c) Profilo termico

Impostare il protocollo di amplificazione “MTBC” in accordo con le seguenti
specificazioni:



d.7) Altri strumenti

- Pipettare 14 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 6 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Introdurre i tubi di reazione nello strumento. 
- Selezionare i fluorofori corrispondenti.
- Selezionare il protocollo “MTBC”.
- Avviare il programma di amplificazione.

e) Regolare la soglia di fluorescenza

Una volta la corsa è finita si devono fissare le soglie di fluorescenza per ogni
canale secondo i valori indicati a continuazione. Questo adeguamento è 
indispensabile per la corretta interpretazione dei risultati. 

Se si utilizza l'applicazione informatica BioVisor RC non si necessita 
aggiustare questi valori perché sono inclusi nella banca dati.

e.1) SmartCycler® (Cepheid®)

- Analysis settings > Manual Thresh Fluor Units > 30.0.

e.2) ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific)

- Nella finestra di Analysis fare clic su Analysis Settings.
- Nella finestra che appare fare clic su Edit Default Settings.
- Deselezionare Automatic Threshold. 
- Indicare Threshold Target a Target:

Target 1 (Mycobacterium tuberculosis complex): 20.000.
Target 2 (CHIC): 10.000.

- Selezionare Save Changes. 
- Selezionare Apply Analysis Settings. 

e.3) CFX96™ (Bio-Rad)

Regolare la soglia di fluorescenza per ogni canale:

- FAM: Settings > Baseline Threshold > User defined > 250 > OK.
- HEX: Settings > Baseline Threshold > User defined > 250 > OK.

e.4) Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems)

- Analysis > Cycling.
- Per ogni canale in Method selezionare Dynamic e in Ignore Cycles Before
indicare 0.
- Indicare in Threshold level le seguenti soglie:
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- Assay Setup > Profile.
- In Temperature Control selezionare Standard TAQ (v3) e in Volume indicare 
il volume di reazione 20 µL.
- Definire il profilo termico MTBC.
- Analysis > non indicare alcun metodo di analisi > Save.
- Pipettare 14 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 6 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Spinnare i tubi. Verificare l’assenza di bolle.
- Introdurre i tubi di reazione nello strumento. 
- New > Run Setup > Assays > assegnare il protocollo “MTBC” e in Samples
indicare i nomi dei campioni.
- Start run.

d.5) Rotor-Gene® Q (Qiagen)

- È indispensabile processare solo una AmpliMix RealCycler in ogni corsa 
dovuto al calcolo della sottrazione di fluorescenza dello strumento.
- Pipettare 14 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 6 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Mettere i tubi nello strumento. È indispensabile compensare le posizione 
non utilizzate del rotore e aggiungere sempre il Controllo Positivo della 
AmpliMix nella posizione 1 del tubo.
- File > New > Selezionare MTBC > New.
- Select rotortype > 36 well Rotor > Select Locking Ring Attached > Next.
- Indicare il volume di reazione 20 µL > Next.
- In Edit profile confermare il profilo termico e i canali (Green, Yellow, Orange
e Red).
- Selezionare Gain optimization > nella finestra Auto-Gain-Optimization setup
selezionare Perform Optimization Before 1st Acquisition > Selezionare
Optimize all per selezionare Auto-Gain-Optimization per ogni canale. 
Selezionare Target Sample Range: 5 Fl up to 10 Fl > OK. 
- Selezionare Tube position 1 per tutti i canali > Close > Next > Start Run. 
- Nella finestra New Run Wizard, assegnare il nome dei campioni (del 1 al 
36) > Finish.

d.6) T-COR 8® (Cirrus Dx®)

- Pipettare 17,5 μL di AmpliMix in ciascun tubo di reazione.
- Aggiungere 7,5 μL di DNA di ogni campione o del controllo in ciascun tubo. 
- Centrifugare i tubi. Verificare l’assenza di bolle e che il volume del tubo si 
trova alla base di quest’ultimo. 
- Introdurre il tubo nel pozzetto corrispondente.
- Selezionare New run. In Advanced, selezionare i pozzetti che si desidera 
analizzare nella parte superiore dello schermo > Continue.
- Selezionare Barcode. Avvicinare il codice QR di Sample allo scanner.
- Quando si tratta del Controllo Positivo MTBC, selezionare il pozzetto in cui 
si è > Barcode > avvicinare il codice QR.
- Selezionare Start run.

- Utilizzare come Controllo Positivo il flacone fornito nel kit. 
- Utilizzare come controllo negativo DNA di un campione negativo al quale è 
stato aggiunto CHIC previamente alla sua estrazione. 

- Risultati invalidi dei controlli

In caso di ottenere un risultato negativo in qualche canale del Controllo 
Positivo (eccetto CHIC) il risultato è invalido. I risultati ottenuti nei campioni 
inclusi nella serie di lavoro devono essere scartati (non valutabili).
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Green: 0,2.
Yellow: 0,1.

- In Exclusion selezionare Extensive e in Fluorescence Cutoff Level
selezionare 5,0%.

e.5) Rotor-Gene® Q (Qiagen)

- Selezionare Dynamic Tube, Slope Correct e Linear Scale.

Regolare la soglia di fluorescenza per ogni canale:

Green: CT calculation > Threshold > 0,04.
Yellow: CT calculation > Threshold > 0,015.

e.6) T-COR 8® (Cirrus Dx®)

Le soglie di fluorescenza per questo strumento sono definite dal codice QR e 
non devono essere regolate.

e.7) Altri strumenti

Si raccomanda di fare analisi con campioni di risultato conosciuto (positivi e 
negativi) per stabilire il segnale basale e fissare le soglie di fluorescenza.

f) Interpretazione dei risultati dei controlli

- Risultati validi dei controlli

Controlli

Canali

Ch1 Ch2 Ch3 Ch4

FAM HEX TxR ATTO647N

M. tuberculosis 
complex CHIC - -

POS
POS

(Ct dentro 
del rango)

NEG - -

NEG NEG
POS

(Ct dentro 
del rango)

- -
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Risultati ottenuti processando un campione positivo (verde) e un campione
negativo (blu). Campione positivo: curva esponenziale. Campione negativo: 
segnale sotto soglia. Altre forme di curve devono essere considerate 
anomale e vanno interpretate come segnali individuali, come i segnali lineari 
(rosa) al di sopra della soglia.
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h) Esempio di un risultato

Specificazioni BioVisor RC:

- Marchio CE. 
- Gestione degli utenti e dei permessi.
- Importazione dei dati dallo strumento da PCR.
- Soglia di fluorescenza predeterminata.
- Normalizzazione dei valori di fluorescenza.
- Visualizzazione di tutti i canali simultaneamente.
- Interpretazione dei risultati di ogni campione secondo il risultato di CHIC.
- Interpretazione della serie secondo il risultato dei controlli.
- Monitoraggio delle possibili incidenze.
- Permette la quantificazione simultanea di diversi patogeni.
- Calcolo automatico della carica del patogeno nel campione.
- Generazione di un report con i risultati.
- Conservazione delle rette di calibrazione.
- Archivio delle serie di lavoro.
- Gestione di tutte le corse dallo diversi strumenti in un unico database.
- Stoccaggio di corse ottenute con le seguente strumenti validati:

• SmartCycler® (Cepheid®)
• ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific)
• CFX96™ (Bio-Rad)
• Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems)
• T-COR 8® (Cirrus Dx®)

- Connettività con diversi strumenti T-COR 8® nella rete locale.

Canali

Interpretazione
Ch1 Ch2 Ch3 Ch4

FAM HEX TxR ATTO647N

M. tuberculosis 
complex CHIC - -

POS Indifferente - -
POSITIVO

Mycobacterium
tuberculosis complex

NEG Ct dentro 
del rango - - NON SI RILEVA

NEG Ct fuori
del rango - - NON VALUTABILE

NEG 0,00 - - NON VALUTABILE

In caso di ottenere un risultato positivo (Ct > 0) in qualche canale del
controllo negativo (eccetto CHIC) il risultato è invalido. I risultati ottenuti nei
campioni inclusi nella serie di lavoro devono essere scartati (non valutabili).

g) Interpretazione dei risultati dei campioni

Interpretare il risultato ottenuto in ogni campione secondo la combinazione 
dei segnali indicati nella seguente tabella:

10 Interpretazione dei risultati utilizzando
l'applicazione informatica BioVisor RC

Per l'interpretazione corretta dei risultati ottenuti con i prodotti RealCycler
nello strumento di PCR a tempo reale l'uso di BioVisor RC è obbligatorio.

Esempio di rilevamento (tutti i canali):

Il BioVisor RealCycler è gratuito per gli utenti dei prodotti RealCycler. Per 
ottenerlo, puoi contattare Progenie molecular (soporte@progenie-
molecular.com) o il suo distributore. 

11 Controllo qualità

Per validare i risultati, i valori di Ct ottenuti per il controllo positivo e per il 
controllo interno di ogni campioni devono rientrare entro specifici range 
contenuti sull’etichetta interna del kit.

Ciascun lotto di RealCycler MTBC-UX / MTBC-GX è stato testato in accordo 
con le specifiche del metodo Real-time PCR utilizzando lo strumento 
SmartCycler® (Cepheid®) e i parametri di validazione compresi nel BioVisor
RC.

Esempio di quantificazione:
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Data di pubblicazione: Luglio, 2020.

Canale Fluoroforo
usato

Emissione
(nm)

Fluorofori
equivalenti

Ch1 FAM 519 ——

Ch2 HEX 556 JOE, VIC, Alexa 532,
CAL Fluor Orange 560

Ch3 Texas Red 610 ROX, LC Red 610, 
CAL Fluor Red 610

Ch4 ATTO647N 669
Cy5, Alexa 647, LC Red 
670, Quasar 670, Oyster
645
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Cronologia dele revisioni:

- Versione 3 - Giugno 2019: Variazione di volume del flacone di Controllo Positivo.
- Versione 2 - Gennaio 2019: Cambiamento nel volume del flacone di CHIC.

Marchi registrati proprietà di altre compagnie: ABI 7500 (Thermo Fisher Scientific); Cepheid® e 
SmartCycler® (Cepheid Corporation); CFX96™ (Bio-Rad); Mic qPCR Cycler (Bio Molecular Systems); 
Rotor-Gene® Q (Qiagen); T-COR 8® (Cirrus Dx®); Arrow/LIAISON® IXT (DiaSorin); BioRobot EZ1, 
QIAamp e QIAcube (Qiagen); MagCore® Automated Nucleic Acid Extractor (RBCBioscience); Maxwell®

(Promega Corporation); NucliSENS® easyMAG® (bioMérieux).

Ciao, sono CalaSmart. Posso aiutarti?

soporte@progenie-molecular.com 

Progenie Molecular
Edificio Progenie. Valle de la Ballestera 56  46015. España
T: +34 902 91 05 05  F: +34 902 91 05 06
www.progenie-molecular.com

12 Osservazioni

I reagenti RealCycler includono i fluorofori FAM, HEX, TxR e ATTO647N che 
emettono nelle lunghezza d'onda indicate nella tabella (considerate canali del 
1 al 4). Se uno strumento non riconosce esplicitamente questi fluorofori, deve 
essere configurato in accordo con uno di questi criteri:

1) Selezione di lunghezze d'onda d'emissione equivalenti alle indicate nella 
tabella.

2) Selezione di fluorofori equivalenti (emettono nelle stesse lunghezze d'onda 
dei fluorofori utilizzati nel reagente).


