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INTENDED USE

BBL™ Taxo™ TB Niacin Test Strips are paper strips containing reagents for the
detection of niacin production by mycobacteria.

BBL Taxo TB Niacin Test Control is used as a positive control in the niacin test.

SUMMARY AND EXPLANATION

Konno! first devised the standard niacin test, which was modified by Runyon
et al.2 Niacin produced by the organism reacts with cyanogen bromide and a
primary or secondary amine (usually aniline).

Kilburn and Kubica3 further modified the niacin test, using a single strip
impregnated with the reagents. Acidified potassium thiocyanate mixed with
chloramine T releases cyanogen chloride, which reacts in the presence of niacin to
produce a yellow color. If niacin is not present, no color appears.

BBL Taxo Niacin Test Strips are patterened with some modifications after the
Kilburn and Kubica Niacin Test Strip. Kilburn and Kubica3 and Morse et al.4 found
that the strip test was as sensitive and specific as the classical test.

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

All mycobacteria produce nicotinic acid, or niacin, which plays a vital role
in oxidation-reduction reactions. Because of a blocked metabolic pathway,
M. tuberculosis and some isolates of M. simiae and M. chelonae produce the
largest amounts. The niacin accumulates in the culture medium on which the
organisms are growing and can be extracted from the medium.

REAGENTS

BBL Taxo TB Niacin Test Strips are absorbent paper strips impregnated with
potassium thiocyanate, chloramine T, citric acid and sodium aminosalicylate.
BBL Taxo TB Niacin Test Control paper discs are impregnated with nicotinamide;
the discs, when used according to directions, will yield a yellow solution equivalent
to approximately 5 pg niacin.

Warnings and Precautions:

For in vitro Diagnostic Use.

Only a 3 - 4 weeks old culture containing at least 50 — 100 colonies should be used
in the test for niacin production. Fewer colonies may yield questionable or
negative results.

The usual precautions for handling M. tuberculosis must be followed in performing
this test.

The stoppered tubes must be autoclaved after completion of the test and before
discarding.

Storage Instructions: Store BBL Taxo TB Niacin Test Reagents at 2 — 8°C. The
expiration date applies to the product in its intact container when stored
as directed.

Product Deterioration: Do not use a product if it fails to meet specifications for
identity and performance.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Collect specimens in sterile containers or with sterile swabs and transport
immediately to the laboratory in accordance with recommended guidelines.>7
Process each specimen as appropriate for that specimen.57

An extract of the Mycobacterium culture is employed in the test and is prepared
using the following methods. NOTE: While cultures grown on egg-based media are
reported to yield the most consistent results, satisfactory results are achieved with
Middlebrook and Cohn Agar supplemented with 0.1% aspartic acid.8



Culture on Egg Media:

1. Use a 3 — 4 weeks old culture having at least 50 — 100 colonies on Lowenstein-
Jensen, Petragnani or other coagulated egg medium.

2. To prepare an extract of the Mycobacterium culture, add 1.5 mL of sterile
distilled or deionized water or saline to the culture. Using a pipette, gently
scrape off surface growth. Stab a 1 mL sterile pipette through the growth into
the medium to permit extraction of the niacin. Do not use contaminaed
cultures that show “blued or bleached” slants.

3. Slant the tube so that the surface of the medium is in the horizontal position
and is covered with the liquid. Allow to remain in this position for 20 - 30 min.

4. Carefully remove approximately 0.6 mL of the extract with a sterile capillary
pipette fitted with a bulb and transfer to the bottom of a 13 x 75 mm test tube.
Stopper the tube.

Cultures on BBL Middlebrook and Cohn 7H10 Agar Slants with Aspartic Acid:
1. Use a 3 — 4 weeks old culture having at least 50 — 100 colonies.

2. To prepare an extract of the Mycobacterium culture, add 1.5 mL of sterile
distilled or deionized water or saline to the culture. Using a pipette, gently
scrape off surface growth. Stab a 1 mL sterile pipette through the growth into
the medium to permit extraction of the niacin.

3. Allow the fluid to remain in contact with the culture medium for 20 - 30 min.
Place in a slanted position so that fluid layers over the colonies.

4. Remove 0.6 mL of the liquid extract from the culture with a sterile capillary
pipette and place in a labeled, clean 13 x 75 mm test tube. Stopper the tube.

PROCEDURE

Materials Provided: BBL Taxo TB Niacin Test Strips and/or BBL Taxo TB Niacin

Test Control.

Materials Required But Not Provided: Sterile distilled or deionized water or saline

(0.85% NacCl), sterile capillary pipette, sterile 1 mL pipette, 13 x 75 mm test tubes,

test tube stoppers, forceps, culture media and quality control organisms.

Test Procedure:

A positive control using BBL Taxo TB Niacin Test Control should be run with each

series of tests and is prepared as follows:

1. Place 0.6 mL of sterile distilled or deionized water or saline into a 13 x 75 mm
test tube.

2. Add one BBL Taxo TB Niacin Control disc, stopper and shake gently three times
during 15 min. Allow tube to remain at room temperature.

A negative control is prepared by adding 0.6 mL of the same diluent to a

13 x 75 mm test tube in place of the extract.

1. Process the culture being tested for presence of niacin as stated under
“Specimen Collection and Preparation” and place 0.6 mL extractina 13 x 75 mm
test tube as directed.

2. Have on hand a corresponding negative control in a 13 x 75 mm test tube and
a positive control prepared as stated above.

3. Using a pair of flamed forceps, drop a BBL Taxo TB Niacin Test Strip with arrow
downward into each tube (positive control, negative control and test culture)
and stopper immediately.

4. Shake tubes gently to mix the fluid with the reagent on the bottom of the strip,
but do not tilt. Repeat this gentle shaking after 5 - 10 min.

5. After 12 - 15 min, but no more than 30 min, compare the color of the extracts.

6. Autoclave the above stoppered tubes after completion of the test.

User Quality Control:

Identity Specifications —

TB Niacin Test Strips - White paper strips which may have slight coloration due to
the placement of solutions on the strips. Paper strips approximately 2 1/2” x 1/4"
with arrows printed in black.

TB Niacin Test Control — white, round 1/4" paper discs with “N” over “C” printed
on both sides.

Cultural Response - Perform the test following the above procedure with the
positive and negative control cultures listed. The TB Niacin Test Control should give
the appropriate positive reaction when tested with a TB Niacin Test Strip.

Niacin
Organism ATCC™ Production
Mycobacterium
tuberculosis H37Ra 25177 +
Mycobacterium intracellulare 13950 -

+ yellow color in the extract

- no color in the extract

Quality control requirements must be performed in accordance with applicable
local, state and/or federal regulations or accreditation requirements and your
laboratory's standard Quality Control procedures. It is recommended that the user



refer to pertinent NCCLS guidance and CLIA regulations for appropriate Quality
Control practices.

RESULTS

A positive test for niacin is indicated by the appearance of a yellow color in the
extract of the test culture and positive control, and no color in the negative
control.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Although a strong positive niacin test on non-chromogenic mycobacteria
is strongly indicative of M. tuberculosis, it is considered only preliminary
identification of this organism. Complete and final identification of
M. tuberculosis and other clinically significant mycobacteria is based upon results
obtained from a battery of information, which includes biochemical tests, drug
susceptibility patterns and morphological characteristics. For more information on
these tests refer to appropriate texts.5-7.9

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Prior to release, all lots of BBL Taxo TB Niacin Test Strips are tested for specific
product specifications. Dilutions of 100, 20, 10, 8, 6, 4 and 2 pg/mL of nicotinic acid
(niacin) in deionized water are prepared in tubes. To each dilution a TB Test Strip
is added with the arrow pointing down. The tubes are gently shaken and allowed
to sit for 5 — 10 min after which they are gently shaken again. The color of the
extract is compared to a reference control after 12 - 15 min and again after
20 - 25 min.

Additionally, extracts of the following cultures are prepared using sterile saline:
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), M. tuberculosis (ATCC 27294 and
25618), M. avium (ATCC 25291) and M. intracellulare (ATCC 13950). Samples of the
lot of TB Niacin Test Strips are placed in the culture extract with the arrow on the
strip pointed downward. The culture extract tubes are gently shaken and allowed
to sit for 5 — 10 min after which they are gently shaken again. The color of the
extract is observed after 12 - 15 min and again after 20 — 25 min. A positive (yellow
color in the liquid) is observed in all the culture extracts of M. tuberculosis. No color
change in the liquid (a negative reaction) is observed with M. intracellulare or
M. avium.

All lots of TB Niacin Test Control discs are also tested for specific product
specifications. Samples of the lot are placed in tubes containing processed water.
The tubes are gently shaken and allowed to sit for 15 min to allow the niacin to
extract from the discs. ATB Niacin Test Strip is added to each tube and the
tubes are capped. The tubes are gently shaken 3 times in the next 15 min.

AVAILABILITY

Cat. No.  Description
231741 BBL™ Taxo™ TB Niacin Test Strips, 1 vial, (25 strips per vial).

231735 BBL™ Taxo™ TB Niacin Test Control, 50 discs per hand-dispensing
cartridge.
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& BD Réactifs du test de la niacine
tuberculeuse BBL Taxo

Francais

APPLICATION

Les bandelettes réactives a la niacine tuberculeuse BBL Taxo sont des bandelettes
de papier contenant des réactifs permettant la détection de la niacine produite par
des mycobactéries.

Le témoin niacine tuberculeuse BBL Taxo est utilisé comme témoin positif pour le
test de la niacine.

RESUME ET EXPLICATION

Konno! a le premier congu le test de la niacine standard, qui a été modifié par
Runyon et al.2 La niacine produite par le microorganisme réagit avec le bromure
de cyanogéne et une amine primaire ou secondaire (habituellement I'aniline).

Kilburn et Kubica3 ont modifié plus encore le test de la niacine en utilisant une
bandelette unique imprégnée de réactifs. Le thiocyanate de potassium acidifié
mélangé a la chloramine T libére du chlorure de cyanogéne, lequel réagit en
présence de niacine pour produire une coloration jaune. En absence de niacine,
aucune coloration n’apparai t.

Les bandelettes réactives a la niacine BBL Taxo sont profilées avec des modifications
d’apreés la bandelette réactive a la niacine de Kilburn et Kubica. Kilburn et Kubica3
et Morse et al.# ont montré que le test a bandelette est aussi sensible et spécifique
que le test classique.

PRINCIPES DE LA METHODE

Toutes les mycobactéries produisent de I'acide nicotinique (ou niacine) qui joue un
role crucial dans les réactions d’oxydoréduction. En raison d'une voie métabolique
bloquée, M. tuberculosis et certains isolats de M. simiae et M. chelonae en
produisent les plus grandes quantités. La niacine s'accumule dans le milieu de
culture sur lequel croissent les microorganismes et peut étre extraite du milieu.

REACTIFS

Les bandelettes réactives a la niacine tuberculeuse BBL Taxo sont des bandelettes
de papier absorbant imprégnées de thiocyanate de potassium, de chloramine T,
d’acide citrique et d’aminosalicylate de sodium. Les disques de témoin niacine
tuberculeuse BBL Taxo sont imprégnés de nicotinamide ; utilisés conformément
aux instructions, ces disques donneront naissance a une solution de couleur jaune,
équivalente a 5 pg de niacine environ.

Avertissements et précautions :

Réservé au diagnostic in vitro.

Utiliser impérativement une culture agée de 3 a 4 semaines contenant au moins
50 a 100 colonies pour effectuer le test de production de niacine. Un nombre plus
petit de colonies est susceptible de donner des résultats douteux ou négatifs.
Respecter les précautions habituelles pour la manipulation de M. tuberculosis en
effectuant ce test.

Autoclaver les tubes a essai bouchés a I'issue du test, avant de les éliminer.

Instructions pour la conservation : Conserver les réactifs du test de la niacine
tuberculeuse BBL Taxo a une température comprise entre 2 et 8 °C. La date de
péremption s’applique au produit contenu dans son emballage intact et conservé
conformément aux instructions.

Détérioration du produit : Ne pas utiliser un produit qui ne satisfait pas aux
spécifications d’identité et de performances.

RECUEIL ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Recueillir les échantillons dans des récipients stériles ou au moyen d’écouvillons
stériles, et les acheminer immédiatement au laboratoire en respectant les
procédures en vigueur.57

Traiter chaque échantillon comme il convient.>7

Un extrait de la culture de Mycobacterium est employé dans le test, préparé selon
les méthodes qui suivent. REMARQUE : Les cultures sur milieux a base d’ceuf
donneraient les résultats les plus reproductibles, mais des résultats satisfaisants ont
été rapportés avec la gélose de Middlebrook et Cohn additionnée de 0,1 % d’acide
aspartique.8

Culture sur milieux a base d’ceuf :

1. Utiliser une culture agée de 3 a 4 semaines contenant au moins 50 a
100 colonies sur du milieu de Lowenstein-Jensen ou de Petragnani, ou sur un
autre milieu a base d'ceuf coagulé.

2. Pour préparer un extrait de culture de Mycobacterium, ajouter 1,5 mL d'eau
distil-lée ou désionisée stérile ou de sérum physiologique stérile a la culture. A
I'aide d’une pipette, gratter doucement la surface de la croissance bactérienne.
Passer une pipette stérile de 1 mL a travers la croissance bactérienne dans le
milieu de culture pour permettre I'extraction de la niacine. Ne pas utiliser de
cultures contaminées qui présentent des géloses inclinées « bleutées » ou
« décolorées ».

4



3. Incliner le tube pour que la surface du milieu se trouve en position horizontale
et soit recouverte par le liquide. Laisser reposer dans cette position pendant
20 a 30 min.

4. Prélever délicatement 0,6 mL environ de I'extrait au moyen d’une micropipette
capillaire stérile munie d'une cuvette et transférer au fond d'un tube a essai de
13 x 75 mm. Boucher le tube.

Cultures sur gélose inclinée 7H10 de Middlebrook et Cohn BBL avec acide

aspartique :

1. Utiliser une culture agée de 3 a 4 semaines contenant au moins 50 a
100 colonies.

2. Pour préparer un extrait de culture de Mycobacterium, ajouter 1,5 mL d’eau
distil-lée ou désionisée stérile ou de sérum physiologique stérile a la culture. A
I'aide d’'une pipette, gratter doucement la surface de la croissance bactérienne.
Passer une pipette stérile de 1 mL a travers la croissance bactérienne dans le
milieu de culture pour permettre |'extraction de la niacine.

3. Laisser le liquide en contact avec le milieu de culture pendant 20 a 30 min.
Placer en position inclinée afin que le liquide fasse une couche au-dessus des
colonies.

4. Prélever 0,6 mL de I'extrait liquide de la culture au moyen d'une micropipette
capillaire stérile et transférer dans un tube a essai propre de 13 x 75 mm muni
d’une étiquette. Boucher le tube.

METHODE

Matériel fourni : Bandelettes réactives a la niacine tuberculeuse BBL Taxo et/ou
témoin niacine tuberculeuse BBL Taxo.

Matériels requis mais non fournis : Eau distillée ou désionisée stérile ou sérum
physiologique stérile (0,85 % NaCl), micropipette capillaire stérile, pipette de 1 mL
stérile, tubes a essai de 13 x 75 mm, bouchons pour tube a essai, pinces, milieux de
culture et souches de contréle de qualité.

Mode opératoire du test :

Inclure un témoin positif dans chaque série de tests en utilisant le témoin niacine

tuberculeuse BBL Taxo préparé comme suit :

1. Introduire 0,6 mL d’'eau distillée ou désionisée stérile ou de sérum
physologique stérile dans un tube a essai de 13 x 75 mm.

2. Ajouter un disque de témoin niacine tuberculeuse BBL Taxo, boucher et
agiterdoucement a trois reprises sur une période de 15 min. Laisser reposer le
tube a température ambiante.

Un témoin négatif est préparé en ajoutant 0,6 mL du méme diluant a un tube a

essaide 13 x 75 mm a la place de I'extrait.

1. Traiter la culture testée pour la présence de niacine comme indiqué a « Recueil
et préparation des échantillons » et introduire 0,6 mL d’extrait dans un tube a
essai de 13 x 75 mm comme indiqué.

2. Avoir a disposition un témoin négatif correspondant dans un tube a essai de
13 x 75 mm et un témoin positif préparé comme indiqué plus haut.

3. A I'aide d'une paire de pinces passées & la flamme, déposer une bandelette
réactive a la niacine tuberculeuse BBL Taxo, avec la fleche orientée vers le bas,
dans chaque tube (témoin positif, témoin négatif et culture testée) et boucher
immédiatement.

4. Agiter doucement les tubes pour mélanger le liquide avec le réactif sur le coté
inférieur de la bandelette, mais ne pas incliner le tube. Renouveler I'opération
5a 10 min plus tard.

5. Apreés 12 a 15 min, sans dépasser 30 min, comparer la couleur des extraits.

6. Autoclaver les tubes bouchés ci-dessus a I'issue du test.

Controle de qualité par I'utilisateur :

Spécifications d’identité —

Bandelettes réactives a la niacine tuberculeuse - Bandelettes de papier blanc,
éventuellement légérement colorées par I'imprégnation avec des solutions. Ban-
delettes de papier mesurant environ 64 x 6 mm avec des fléches imprimées en noir.
Témoin niacine tuberculeuse - disques de papier de 6 mm de diamétre, blancs, avec
« N » sur « C » sur chaque face.

Réponse culturale — Effectuer le test suivant la méthode donnée plus haut avec les
cultures témoins positives et négatives indiquées. Le témoin niacine
tuberculeuse doit donner la réaction positive appropriée lorsqu’il est testé avec
une bandelette réactive a la niacine tuberculeuse.

Niacine
Microorganisme ATCC Production
Mycobacterium
tuberculosis H37Ra 25177 +
Mpycobacterium intracellulare 13950 -

+ coloration jaune dans I'extrait
— absence de coloration dans |’extrait



Effectuer les contréles de qualité conformément & la réglementation nationale
et/ou internationale, aux exigences des organismes d'homologation concernés et
aux procédures de contrdle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est
recommandé a ['utilisateur de consulter les directives NCCLS et la réglementation
CLIA concernées pour plus d'informations sur les modalités de contréle de qualité.

RESULTATS

Un test positif pour la niacine est indiqué par I'apparition d’une coloration jaune
dans I'extrait de la culture testée et dans le témoin positif, en I'absence de
coloration dans le témoin négatif.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Bien qu’‘un test de la niacine fortement positif sur des mycobactéries non
chromogénes soit fortement indicateur de la présence de M. tuberculosis, il est
seulement considéré comme une identification préliminaire de ce microorganisme.
L'identification compléte et définitive de M. tuberculosis et d'autres mycobactéries
d’importance clinique est basée sur des résultats obtenus a I'aide d'une batterie
d’informations, notamment des tests biochimiques, des profils de sensibilité aux
antibiotiques et des caractéres morphologiques. Pour plus d'informations sur ces
tests, consulter les articles appropriés.>-7.9

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Les caractéristiques de performances de chaque lot de BBL Taxo TB Niacin Test
Strips sont établies en usine. Des dilutions de 100, 20, 10, 8, 6, 4 et 2 pg/mL d'acide
nicotinique (niacine) dans de I'eau désionisée sont préparées dans des tubes a essai.
Une bandelette réactive a la niacine tuberculeuse TB Test Strip, fleche orientée vers
le bas, est ajoutée a chacune des dilutions. Les tubes sont agités délicatement et
laissés a reposer pendant 5 a 10 min avant d'étre de nouveau agités délicatement.
La couleur de I'extrait est comparée a celle du témoin aprés 12 a 15 min, puis de
nouveau aprés 20 a 25 min.

En outre, des extraits des cultures ci-dessous sont préparés dans du sérum
physiologique stérile : Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177),
M. tuberculosis (ATCC 27294 et 25618), M. avium (ATCC 25291) et M. intracellulare
(ATCC 13950). Des échantillons du lot de TB Niacin Test Strips sont déposés, fleche
orientée vers la bas, dans I'extrait de culture. Les tubes contenant les extraits de
culture sont agités délicatement et laissés a reposer 5 a 10 min avant d'étre de
nouveau agités délicatement. La couleur de I'extrait est contrélée apres 12 a
15 min puis a nouveau aprés 20 a 25 min. Une réaction positive (apparition d'une
couleur jaune dans le liquide) est constatée dans la totalité des extraits de culture
de M. tuberculosis. M. intracellulare ou M. avium ne présentent aucun changement
de couleur du liquide (réaction négative).

Les caractéristiques de performances de tous les lots de TB Niacin Test Control discs
sont également établies en usine. Des échantillons du lot sont placés dans des
tubes contenant de I'eau traitée. Les tubes sont agités délicatement et laissés a
reposer pendant 15 min afin de permettre a la niacine de s'extraire des disques.
Une TB Niacin Test Strip est insérée dans chacun des tubes et ces derniers sont
bouchés. Les tubes sont agités délicatement 3 fois au cours des 15 min suivantes.

CONDITIONNEMENT
Réf. Description
231741 Bandelettes réactives a la niacine tuberculeuse BBL Taxo ; 1 flacon

(25 bandelettes par flacon).

231735 Témoin niacine tuberculeuse BBL Taxo ; 50 disques par cartouche
distributrice manuelle.

BIBLIOGRAPHIE : voir la rubrique « References » du texte anglais.

& BD BBL Taxo-TB-Niacin-estreagenzien
Deutsch

VERWENDUNGSZWECK

Die BBL Taxo-TB-Niacin-Teststreifen sind Papierstreifen mit Reagenzien zum

Nachweis der Niacinproduktion durch Mykobakterien.

Die BBL Taxo-TB-Niacin-Kontrollen dienen als positive Kontrolle fur den Niacintest.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Konno! war der erste Entwickler eines Standard-Niacintests, der dann von Runyon
und Mitarbeitern2 modifiziert wurde. Das vom Mikroorganismus produzierte
Niacin reagiert mit Cyanbromid und einem priméren oder sekundédren Amin
(gewdhnlich Anilin).

Kilburn und Kubica3 nahmen weitere Modifikationen des Niacintests vor, indem sie
einen einzelnen Teststreifen verwendeten, der mit den Reagenzien impréagniert
war. Sauer eingestelltes Kaliumthiocyanat setzt zusammen mit Chloramin T
Cyanchlorid frei, das in Anwesenheit von Niacin mit diesem reagiert und eine gelbe
Farbung hervorruft. Wenn kein Niacin vorliegt, bildet sich keine Farbung.

BBL Taxo-Niacin-Teststreifen sind — mit kleineren Veranderungen — entsprechend
den Niacin-Teststreifen von Kilburn und Kubica aufgebaut. Kilburn und Kubica3



fanden ebenso wie Morse und Mitarbeiter4, daB der Streifentest ebenso
empfindlich und spezifisch ist, wie der klassische Test.

VERFAHRENSPRINZIPIEN

Alle Mykobakterien produzieren Nicotinsaure (Niacin), die bei Redoxvorgangen
eine wichtige Rolle spielt. Wegen eines blockierten metabolischen Pfades
produzieren M. tuberculosis und einige Isolate von M. simiae und M. chelonae die
groBten Mengen Niacin. Das Niacin reichert sich im Nahrboden an, auf dem die
Mikroorganismen wachsen, und kann diesem entzogen werden.

REAGENZIEN

BBL Taxo-TB-Niacin-Teststreifen sind absorbierende Papierstreifen, die mit
Kaliumthiocyanat, Chloramin T, Zitronensdure und Natriumaminosalicylat
impragniert sind. BBL Taxo-TB-Niacin-Kontrollen sind mit Nicotinamid
impréagnierte Papierscheiben. Bei Verwendung gemé&B Gebrauchsanweisung
ergeben sie eine gelbe Losung, die etwa 5 pg Niacin entspricht.

Warnungen und VorsichtsmaBnahmen:
In-vitro-Diagnostikum.
Fur den Niacintest sollte nur eine 3 bis 4 Wochen alte Kultur mit mindestens 50 bis

100 Kolonien verwendet werden. Bei einer geringeren Anzahl an Kolonien
kénnten sich undefinierte oder negative Ergebnisse einstellen.

Fur den Umgang mit M. tuberculosis im Rahmen dieses Tests gelten die Ublichen
VorsichtsmaBnahmen.

Reagenzglaser und Stopfen sind nach dem AbschluB des Tests und vor dem
Entsorgen im Autoklaven zu sterilisieren.

Aufbewahrung: BBL Taxo-TB-Niacin-Testreagenzien bei 2 bis 8 °C aufbewahren.
Das angegebene Verfallsdatum gilt fur das in der unge&ffneten Packung
aufbewahrte Produkt bei Beachtung der Lagervorschriften.

Haltbarkeit des Produkts: Produkt nicht verwenden, wenn es den einschlagigen
Identitats- und Leistungsmerkmalen nicht entspricht.

PROBENGEWINNUNG UND PRAPARATION

Proben in sterile Behalter bzw. mit sterilen Wattestdbchen entnehmen und diese
entsprechend den Richtlinienempfehlungen unmittelbar zum Labor bringen.5-7

Proben entsprechend dem fur die Probenart vorgesehenen Verfahren
weiterbearbeiten.57

Fur den Test wird ein Extrakt der Mycobacterium-Kultur verwendet. Dieser wird
wie im folgenden beschrieben prapariert. HINWEIS: Zwar erhalt man mit Kulturen
auf eihaltigen N&ahrbéden nach vorliegenden Berichten die einheitlichsten
Ergebnisse, doch liefern auch Middlebrook- und Cohn-Agar mit Zusatz von 0,1 %
Asparaginsaure zufriedenstellende Resultate.8

Kulturen auf eihaltigen Nahrboden:

1. Eine 3 bis 4 Wochen alte Kultur mit mindestens 50 bis 100 Kolonien auf
Léwenstein-Jensen-Nahrboden, Petragnani-Nahrboden oder einem anderen
Nahrboden mit koaguliertem Ei bereithalten.

2. Um einen Extrakt der Mycobacterium-Kultur herzustellen, dieser 1,5 mL steriles
destilliertes oder entionisiertes Wasser oder Kochsalzlésung hinzufugen. Mit
einer Pipette vorsichtig das Wachstum an der Oberflache abkratzen. Eine
sterile 1-mL-Pipette durch das Wachstum in den N&hrboden stechen, um das
Niacin extrahieren zu kénnen. Keine kontaminierten Kulturen verwenden, auf
denen die Schragung blaulich verfarbt oder ausgebleicht aussieht.

3. Reagenzglas schrég stellen, so daB3 die Oberfldche des Nahrbodens waagerecht
liegt und mit Flussigkeit bedeckt ist. 20 bis 30 min lang in dieser Position
belassen.

4. Vorsichtig mit Hilfe einer sterilen Kapillarpipette mit Bulbus etwa 0,6 mL
Extrakt entnehmen und auf den Boden eines Reagenzglases (13 x 75 mm)
pipettieren. Reagenzglas mit einem Stopfen verschlieen.

Schragkulturen auf BBL-Middlebrook- und Cohn-7H10-Agar mit Asparaginsaure:

1. Eine 3 bis 4 Wochen alte Kultur mit mindestens 50 bis 100 Kolonien
bereithalten.

2. Um einen Extrakt der Mycobacterium-Kultur herzustellen, dieser 1,5 mL steriles
destilliertes oder entionisiertes Wasser oder Kochsalzlésung hinzufugen. Mit
einer Pipette vorsichtig das Wachstum an der Oberflache abkratzen. Eine
sterile 1-mL-Pipette durch das Wachstum in den N&hrboden stechen, um das
Niacin extrahieren zu kénnen.

3. Flussigkeit 20 bis 30 min in Kontakt mit dem N&hrboden belassen. Schrag
posi-tionieren, so daB Flussigkeit die Kolonien Uberlagert.

4. Mit einer sterilen Kapillarpipette etwa 0,6 mL des flussigen Kulturextrakts
ent-nehmen und in ein etikettiertes Reagenzglas (13 x 75 mm) pipettieren.
Reagenzglas mit einem Stopfen verschlieBen.



VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Niacin-Teststreifen und/oder BBL Taxo-TB-Niacin-
Kontrollen

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Steriles destilliertes oder entionisiertes
Wasser oder Kochsalzlésung (0,85 % NaCl), sterile Kapillarpipette, sterile 1-mL-
Pipette, Reagenzglaser (13 x 75 mm), Reagenzglasstopfen, Pinzette, Nahrbéden
und Qualitatskontrollorganismen.

Testverfahren:

Mit jeder Testserie sollte eine positive Kontrolle mit BBL Taxo-TB-Niacin-Kontrollen
mitgefuhrt werden. Sie wird wie folgt prapariert:

1. 0,6 mL steriles destilliertes oder entionisiertes Wasser oder Kochsalzlésung in
ein sauberes Reagenzglas (13 x 75 mm) geben.

2. 1 Scheibe BBL Taxo-TB-Niacin-Kontrolle hinzugeben, Reagenzglas mit Stopfen
verschlieBen und innerhalb von 15 min vorsichtig dreimal schutteln.
Reagenzglas bei Zimmertemperatur aufbewahren.

Eine negative Kontrolle erhalt man durch Zugeben von 0,6 mL des gleichen
Lésungsmittels in ein Reagenzglas (13 x 75 mm) anstelle des Extrakts.

1. Auf Niacin zu untersuchende Testkultur wie unter ,Probengewinnung und
Praparation” beschrieben verarbeiten und 0,6 mL Extrakt wie vorgesehen in
ein Reagenzglas (13 x 75 mm) geben.

2. Eine entsprechende negative Kontrolle in einem Reagenzglas (13 x 75 mm)
und eine positive Kontrolle, die wie oben beschrieben prapariert wurde,
bereithalten.

3. Mit einer flammenférmigen Pinzette vorsichtig je einen BBL Taxo-TB-
Niacin-Teststreifen mit dem Pfeil voran in die drei Reagenzglaser (positive und
negative Kontrolle sowie Testkultur) bringen und Reagenzglaser sofort mit
Stopfen ver-schlieBen.

4. Reagenzglaser vorsichtig schutteln, um die Flussigkeit mit dem Reagenz
am unteren Ende des Streifens zu mischen. Dabei jedoch Reagenzgléaser nicht
kippen. Dieses vorsichtige Schitteln nach 5 bis 10 min wiederholen.

5. Nach 12 bis 15 min, aber nicht spater nach 30 min die Farbe der Extrakte
vergleichen.

6. Die verwendeten Réhrchen und Stopfen nach Testende im Autoklaven
sterilisieren.

Qualitatssicherung durch den Anwender:

Identitatsmerkmale:

TB-Niacin-Teststreifen - WeiBe Papierstreifen, méglicherweise mit einer leichten
Farbung durch das Aufbringen von Lésungen auf den Streifen. Papierstreifen von
etwa 64 x 6 mm mit aufgedruckten schwarzen Pfeilen.

TB-Niacin-Kontrollen: WeiBe, runde 6-mm-Papierscheiben mit einem
aufgedruckten ,N” tber einem ,,C" auf beiden Seiten.

Kulturreaktion: Den Test nach dem oben beschriebenen Verfahren mit den
angegebenen positiven und negativen Kontrollkulturen durchfihren. Die TB-
Niacin-Kontrolle sollte beim Test mit einem TB-Niacin-Teststreifen die
entsprechende positive Reaktion zeigen.

Niacin
Organismus ATCC Produktion
Mycobacterium
tuberculosis H37Ra 25177 +
Mycobacterium intracellulare 13950 -

+ Gelbe Farbung des Extrakts
— Keine Farbung des Extrakts

Es sind die geltenden gesetzlichen und behérdlichen und in den
Akkreditierungsbedingungen festgelegten Vorschriften zur Qualitatskontrolle
sowie die laborinternen Standardvorgaben zur Qualitatskontrolle zu beachten.
Anwender sollten die relevanten NCCLS-Dokumente und CLIA-Vorschriften tber
geeignete Testverfahren zur Qualitatskontrolle einsehen.

ERGEBNISSE

Ein positiver Test auf Niacin wird angezeigt durch das Erscheinen einer gelben
Verfarbung im Extrakt der Testkultur und der positiven Kontrolle bei Ausbleiben
einer Verfarbung in der negativen Kontrolle.

GRENZEN DES VERFAHRENS

Eine stark positive Niacin-Testreaktion bei nicht chromogenen Mykobakterien ist
zwar ein starker Hinweis auf M. tuberculosis, gilt aber dennoch nur als vorlaufige
Identifizierung dieses Organismus. Der vollstandige und endgultige Nachweis von
M. tuberculosis und anderen Mykobakterien von klinischer Bedeutung basiert auf
den Ergebnissen einer ganzen Reihe von Informationen, darunter Ergebnissen von
biochemischen Tests und Medikamentenreaktionstest und morphologischen
Eigenschaften. Weitere Information zu diesen Tests sind den entsprechenden
Quellen zu entnehmen.57.9



LEISTUNGSMERKMALE

Vor der Freigabe werden alle Chargen von BBL Taxo TB Niacin Test Strips auf
ihre produktspezifischen Leistungsmerkmale getestet. In Réhrchen werden
VerdUnnungen von 100, 20, 10, 8, 6, 4 und 2 pg/mL Nikotinsaure (Niacin) in
entionisiertem Wasser hergestellt. In jedes R6hrchen wird ein Teststreifen gegeben
(Pfeil nach unten). Die Réhrchen werden vorsichtig geschuttelt, 5 - 10 min lang
stehen gelassen und dann erneut vorsichtig geschuttelt. Nach 12 = 15 min und
erneut nach 20 - 25 min wird die Farbe des Extrakts mit einer als Referenz
dienenden Kontrollkultur verglichen.

Daruber hinaus werden Extrakte der folgenden Kulturen in steriler Kochsalzlésung
hergestellt: Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), M. tuberculosis
(ATCC 27294 and 25618), M. avium (ATCC 25291) und M. intracellulare
(ATCC 13950). Proben der Charge TB Niacin Test Strips werden in die Réhrchen
eingebracht (Pfeil nach unten). Die Kulturextraktrohrchen werden vorsichtig
geschuttelt, 5 - 10 min lang stehen gelassen und dann erneut vorsichtig
geschuttelt. Nach 12 — 15 min und erneut nach 20 — 25 min wird die Farbe des
Extrakts beobachtet. Alle Kulturextrakte von M. tuberculosis reagieren positiv
(Gelbfarbung in der Flussigkeit). Bei M. intracellulare und M. avium wird keine
Farbanderung in der Flussigkeit beobachtet (negative Reaktion).

Alle Chargen mit TB Niacin Test Control Discs werden ebenfalls auf ihre
produktspezifischen Leistungsmerkmale getestet. Die Proben der Charge werden
in Réhrchen mit werden demineralisiertem Wasser eingebracht. Die Rohrchen
werden vorsichtig geschuttelt und dann 15 min lang stehen gelassen, damit das
Niacin aus den Blattchen extrahiert wird. In jedes Roéhrchen wird dann ein
TB Niacin Test Strip gegeben, und die Réhrchen werden verschlossen. In den
folgenden 15 min werden die Rohrchen 3 Mal vorsichtig geschuttelt.

BEZUGSDATEN

Katalognr.  Beschreibung

231741 BBL-Taxo-TB-Niacin-Teststreifen, 1 Flaschchen zu 25 Teststreifen
231735 BBL-Taxo-TB-Niacin-Kontrollen, 50 Stiick je manuelle Kassette

LITERATUR: Siehe “References” im englischen Text.

& BD Reagenti per test Niacina TB BBL Taxo

Italiano

USO PREVISTO

Le strisce-test Niacina TB BBL Taxo sono di carta e contengono reagenti per
I'individuazione della niacina prodotta dai micobatteri.

Il controllo per il test Niacina TB BBL Taxo viene usato come controllo positivo per
il test della niacina.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL METODO

Il test standard della niacina & stato inizialmente realizzato da Konno! e
successivamente modificato da Runyon et al.2 La niacina prodotta dall’organismo
reagisce con il bromuro di cianogeno e con un’ammina primaria o secondaria
(generalmente I'anilina).

Kilburn e Kubica3 hanno ulteriormente modificato il test della niacina usando una
singola striscia impregnata di reagenti. Il tiocianato di potassio acidificato,
mescolato con la cloramina T rilascia cloruro di cianogeno, che reagisce in
presenza di niacina producendo una colorazione gialla. Se la niacina & assente,
non si sviluppa alcun colore.

Le strisce-test Niacina BBL Taxo sono disegnate con alcune modifiche sul modello
della striscia-test Niacina di Kilburn e Kubica. Kilburn e Kubica3 insieme a Morse et
al.4 hanno riscontrato che il test con la striscia era altrettanto sensibile e specifico
quanto il test convenzionale.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

Tutti i micobatteri producono acido nicotinico, o niacina, che svolge un ruolo
determinante nelle reazioni di ossidazione-riduzione. Per via di un percorso
metabolico bloccato, M. tuberculosis e alcuni isolati di M. simiae e M. chelonae
producono le quantita maggiori. La niacina si accumula nel terreno di coltura su cui
avviene la crescita degli organismi e puo essere estratta dal terreno.

REAGENTI

Le strisce-test Nitrito BBL Taxo sono di carta assorbente impregnata di nitrato
di sodio tamponato, acido citrico, ioduro di potassio e amido. | dischi di carta del
controllo per il test Niacina BBL Taxo sono impregnati di nicotinamide; quando
vengono usati secondo le istruzioni, i dischi producono una soluzione gialla
equivalente a circa 5 pg di niacina.

Avvertenze e precauzioni:
Per uso diagnostico in vitro.

Per testare la produzione di niacina, usare solo una coltura di 3 — 4 settimane
contenente almeno 50 - 100 colonie. Un numero inferiore di colonie puo dar luogo
a risultati non attendibili o negativi.



Per I'esecuzione di questo test, attenersi alle precauzioni convenzionali relative alla
manipolazione di M. tuberculosis.

Una volta completato il test e prima dello smaltimento, le provette chiuse con il
tappo devono essere sterilizzate in autoclave.

Modalita di conservazione: conservare i reagenti per test Niacina TB BBL Taxo a
2 - 8 °C. La data di scadenza si riferisce al prodotto nel contenitore intatto e
conservato come prescritto.

Deterioramento del prodotto: non usare il prodotto se non risulta conforme alle
specifiche di identita e di prestazioni.

PRELIEVO E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in contenitori sterili o con tamponi sterili e trasportarli
immediatamente al laboratorio in osservanza delle tecniche raccomandate.>7

Trattare ciascun campione con il metodo adatto al campione utilizzato.57

Per il test si utilizza un estratto della coltura di micobatteri preparato con il metodo
seguente. N.B. Sebbene sia stato osservato che le colture eseguite su terreni a base
di uovo producano i risultati piu coerenti, si ottengono risultati soddisfacenti anche
con agar Middlebrook e Cohn arricchito con 0,1% di acido aspartico.8

Coltura di terreno a base di uovo

1. Usare una coltura di 3 - 4 settimane con almeno 50 — 100 colonie eseguita su
terreno Lowenstein-Jensen, terreno Petragnani o altri terreni a base di uovo
coagulato.

2. Per preparare un estratto della coltura di micobatteri, aggiungere alla coltura
1,5 mL di acqua sterile distillata o deionizzata o di soluzione salina. Con una
pipet-ta, rimuovere delicatamente la crescita superficiale. Per consentire
I'estrazione della niacina, introdurre una pipetta sterile da 1 mL nel terreno,
attraverso la crescita. Non usare colture contaminate che presentano slant “blu
o scoloriti”.

3. Inclinare la provetta in modo che la superficie del terreno sia in posizione
orizzon-tale e sia coperta con il liquido e lasciarla in questa posizione per
20 - 30 min.

4. Con una pipetta capillare sterile fornita di bulbo, rimuovere con attenzione
circa 0,6 mL di estratto e trasferirlo sul fondo di una provetta da 13 x 75 mm.
Chiudere la provetta con il tappo.

Colture su slant di agar BBL Middlebrook e Cohn 7H10 con acido aspartico
1. Usare una coltura di 3 — 4 settimane con almeno 50 — 100 colonie.

2. Per preparare un estratto della coltura di micobatteri, aggiungere alla coltura
1,5 mL di acqua sterile distillata o deionizzata o di soluzione salina. Con una
pipetta, rimuovere delicatamente la crescita superficiale. Per consentire
I'estrazione della niacina, introdurre una pipetta sterile da 1 mL nel terreno,
attraverso la crescita.

3. Lasciare che il liquido resti a contatto con il terreno di coltura per 20 — 30 min
e inclinare la provetta in modo che il liquido copra le colonie.

4. Con una pipetta capillare sterile fornita, rimuovere 0,6 mL di estratto liquido e
trasferirlo in una provetta pulita e etichettata da 13 x 75 mm. Chiudere la
provetta con il tappo.

PROCEDURA

Materiale fornito: strisce-test Niacina TB BBL Taxo e/o controllo per test Niacina
TB BBL Taxo.

Materiali richiesti ma non forniti: acqua distillata o deionizzata o soluzione salina
(0,85% NacCl), pipetta capillare sterile,pipetta sterile da 1 mL, provette
da 13 x 75 mm, tappi per provette, pinze, terreni di coltura e organismi per il
controllo della qualita.

Procedura Del Test -

Con ciascuna serie di test, eseguire un controllo positivo usando un controllo per il
test Niacina TB BBL Taxo preparato nel modo seguente.

1. Dispensare 0,6 mL di acqua distillata o deionizzata o di soluzione salina in una
provetta da 13 x 75 mm.

2. Aggiungere un disco di controllo Niacina TB BBL Taxo, chiudere con il
tappo e agitare delicatamente tre volte durante 15 min. Lasciare la provetta a
temperatura ambiente.

Preparare un controllo negativo aggiungendo in una provetta da 13 x 75 mm,
invece dell’estratto, 0,6 mL dello stesso diluente.

1. Analizzare la coltura per individuare la presenza di niacina, come descritto in
“Prelievo e preparazione del campione” e dispensare 0,6 mL di estratto in una
provetta da 13 x 75 mm, come prescritto.

2. Tenere a portata di mano un controllo negativo corrispondente in una
provetta da 13 x 75 mm e un controllo positivo preparato come sopra descritto.

3. Con delle pinze trattate a fiamma, introdurre in ciascuna provetta una striscia-
test Niacina TB BBL Taxo, con la freccia diretta in basso (controllo positivo,
controllo negativo e coltura per analisi) e chiudere immediatamente con il
tappo.



4. Agitare delicatamente le provette per mescolare il liquido con il reagente
che si trova sul lato inferiore della striscia, ma non inclinarle. Ripetere questa
leggera agi-tazione dopo 5 - 10 min.

5. Trascorsi 12 = 15 min, ma non piu di 30 min, confrontare il colore degli
estratti.

6. Una volta completato il test, le provette chiuse con il tappo devono essere
steriliz-zate in autoclave.

Controllo di qualita a cura dell’operatore

Specifiche di identita

Strisce per test TB Niacin - Strisce di carta bianca con eventuale lieve colorazione
dovuta alla dispensazione di soluzioni sulle strisce. Strisce di carta di circa 64 x 6 mm
con frecce stampate in nero.

Controllo per il test — Niacina TB — dischi di carta bianchi rotondi da 0,6 cm circa con
la lettera “N” su “C" stampata su entrambi i lati.

Risposta di coltura — Seguendo la procedura sopra descritta, eseguire il test con le
colture di controllo positivo e negativo elencate. Il controllo per il test Niacina TB

dovrebbe dar luogo alla reazione positiva appropriata, quando testato con una
striscia-test Niacina TB.

Niacina
Organismo ATCC Produzione
Mycobacterium
tuberculosis H37Ra 25177 +
Mpycobacterium intracellulare 13950 -

+ colorazione gialla nell’estratto
- nessuna colorazione gialla nell’estratto

Le procedure prescritte per il controllo di qualita devono essere effettuate in
conformita alle norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di
controllo di qualita del laboratorio specifico. Per una guida alla prassi di
controllo di qualita appropriata, si consiglia di consultare le norme CLIA e la
documentazione NCCLS in merito.

RISULTATI

Un test positivo per la niacina € indicato dalla comparsa di una colorazione
gialla nell’estratto della coltura di analisi e nel controllo positivo e da nessuna
colorazione nel controllo negativo.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Sebbene un test molto positivo per la niacina su micobatteri non cromogeni sia
fortemente indicativo di M. tuberculosis, tale risultato viene considerato solo come
identificazione preliminare di questo organismo. Lidentificazione definitiva e
completa di M. tuberculosis e altri micobatteri clinicamente significativi si basa su
risultati ottenuti da una serie di informazioni che includono analisi biochimiche,
pattern di sensibilita farmacologica e caratteristiche morfologiche. Per ulteriori
informazioni su questi test, fare riferimento alle analisi specifiche.5-7.2

PRESTAZIONI METODOLOGICHE

Prima della spedizione tutti i lotti di BBL Taxo TB Niacin Test Strips vengono
testati per verificare le caratteristiche specifiche del prodotto. Vengono preparate
in provette diluizioni di 100, 20, 10, 8, 6, 4 e 2 pg/mL di acido nicotinico in acqua
deionizzata. In ciascuna diluizione si introduce una striscia-test per TB con la
freccia rivolta in basso. Le provette vengono agitate delicatamente, lasciate
riposare per 5 - 10 min e agitate di nuovo delicatamente. Il colore dell'estratto
viene confrontato con un controllo di riferimento dopo 12 - 15 min e poi di nuovo
dopo 20 - 25 min.

Inoltre, estratti delle seguenti colture vengono preparati usando soluzione
fisiologica sterile: Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), M. tuberculosis
(ATCC 27294 e 25618), M. avium (ATCC 25291) e M. intracellulare (ATCC 13950).
Campioni del lotto di TB Niacin Test Strips vengono dispensati nell'estratto di
coltura con la freccia della striscia rivolta in basso. Le provette con I'estratto di
coltura vengono agitate delicatamente, lasciate riposare per 5 — 10 min e agitate
di nuovo delicatamente. Il colore dell'estratto viene osservato dopo 12 - 15 min e
poi di nuovo dopo 20 — 25 min. In tutti gli estratti di coltura di M. tuberculosis si
osserva una reazione positiva (colore giallo nel liquido).Nessun cambiamento di
colore del liquido (reazione negativa) viene osservato con M. intracellulare e
M. avium.

Anche tutti i lotti di dischi di controllo per test TB Niacin vengono testati per
verificare le caratteristiche specifiche del prodotto. Campioni del lotto vengono
dispensati in provette contenenti acqua purificata. Le provette vengono agitate
delicatamente e lasciate riposare per 15 min per consentire |'estrazione della
niacina dai dischi. Si introduce una striscia per test TB Niacin in ciascuna provetta e
si tappano le provette. Le provette vengono quindi agitate delicatamente 3 volte
nei 15 min seguenti.



DISPONIBILITA

Numero

di catalogo  Descrizione

231741 Strisce-test Niacina TB BBL Taxo, 1 flacone, (25 strisce per flacone).
231735 Controllo per test Niacina TB BBL Taxo, 50 dischi per cartuccia a

dispensazione manuale.

RIFERIMENTI: Vedere “References” nel testo inglese

& BD Reactivos para el analisis de acido
nicotinico para TB BBL Taxo

USO PREVISTO Espafriol

Las tiras de analisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo son tiras de papel que
contienen reactivos para la deteccion de la produccion de acido nicotinico por
micobacterias.

El control del andlisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo se utiliza como control
positivo en el andlisis de acido nicotinico.

RESUMEN Y EXPLICACION

Konno! disefi¢ inicialmente el andlisis de &cido nicotinico estandar, que fue
modificado posteriormente por Runyon y cols.2 El 4cido nicotinico producido por el
microorganismo reacciona con el bromuro de cianégeno y con una amina
primaria o secundaria (habitualmente anilina).

Kilburn y Kubica3 modificaron de nuevo el analisis de acido nicotinico utilizando
una tira Unica impregnada con los reactivos. El tiocianato potasico acidificado con
cloramina T libera cloruro de cianégeno, el cual reacciona en presencia de acido
nicotinico y produce un color amarillo. Si no existe acido nicotinico, no aparece
ningun color.

Las tiras de andlisis de acido nicotinico BBL Taxo presentan ciertas modificaciones
conforme a la tira de analisis de acido nicotinico de Kilburn y Kubica. Kilburn y
Kubica3 y Morse y cols.# comprobaron que el andlisis de tira reactiva era tan
sensible y especifico como el analisis clasico.

FUNDAMENTO DEL PROCEDIMIENTO

Todas las micobacterias producen acido nicotinico, o niacina, sustancia que
desempefia un papel esencial en las reacciones de oxidacién-reducciéon. Debido al
bloqueo de una via metabdlica, M. tuberculosis y ciertas cepas aisladas de
M. simiae y de M. chelonae producen las mayores cantidades de este compuesto.
El acido nicotinico se acumula en los medios de cultivo en los que estan creciendo
los microorganismos y puede extraerse de dichos medios.

REACTIVOS

Las tiras de anélisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo son tiras de papel
absorbente impregnadas con tiocianato potasico, cloramina T, acido citrico y
aminosalicilato de sodio. Los discos de papel de control del analisis de acido
nicotinico para TB BBL Taxo estan impregnados con nicotinamida; cuando se usan
siguiendo las instrucciones, los discos producen una solucién amarilla equivalente
aproximadamente a 5 pg de acido nicotinico.

Advertencias y precauciones:

Para uso diagnéstico in vitro.

En el anélisis de la produccién de acido nicotinico sélo debe utilizarse un cultivo de
3 - 4 semanas de antigiedad que contenga al menos 50 — 100 colonias. Una
cantidad menor de colonias puede proporcionar resultados dudosos o negativos.
Al realizar este analisis deberdan tomarse las precauciones habituales para la
manipulacion de M. tuberculosis.

Los tubos tapados deben esterilizarse en autoclave una vez terminado el analisis y
antes de ser desechados.

Instrucciones de conservacion: conservar las tiras de analisis de acido nicotinico
para TB BBL Taxo a una temperatura de 2 - 8 °C. La fecha de caducidad se aplica al
producto conservado en su envase intacto de la forma indicada.

Deterioro del producto: no utilizar un producto si no cumple las especificaciones de
identidad y rendimiento.

RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Recoger las muestras en recipientes estériles o con torundas estériles y transportarlos
de inmediato al laboratorio siguiendo las directrices recomendadas>”7.

Procesar cada muestra seguin proceda>-7.

En el anélisis se utiliza un extracto del cultivo de Mycobacterium que se prepara
mediante los siguientes métodos. NOTA: Aunque se considera que los cultivos
desarrollados en medios a base de huevo son los que producen los resultados mas
homogéneos, se obtienen resultados satisfactorios con agar de Middlebrook y
Cohn suplementado con acido aspartico al 0,1 %S8.
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Cultivo en medios de huevo:

1. Utilizar un cultivo de 3 - 4 semanas de antigliedad con al menos 50 — 100
colonias en medio de Lowenstein-Jensen, Petragnani u otro medio de huevo
coagulado.

2. Para preparar un extracto del cultivo de Mycobacterium, afadir al cultivo
1,5 mL de agua destilada o desionizada estéril o solucion salina estéril.
Utilizando una pipeta, retirar con suavidad el crecimiento de la superficie.
Introducir una pipeta estéril de 1 mL a través del crecimiento hasta el medio
para permitir la extraccion del acido nicotinico. No utilizar cultivos
contaminados que muestren inclinaciones azules o descoloradas.

3. Inclinar el tubo de forma que la superficie del medio quede en posicion
horizontal y esté cubierta por el liquido. Dejar que permanezca en esta
posicion durante 20 — 30 min.

4. Retirar con cuidado aproximadamente 0,6 mL del extracto con un capilar
estéril dotado de una pera y transferirlos al fondo de un tubo de ensayo de
13 x 75 mm. Tapar el tubo.

Cultivos en tubos inclinados de agar de Middlebrook y Cohn 7H10 BBL con acido

aspartico:

1. Utilizar un cultivo de 3 - 4 semanas de antigledad que tenga al menos
50 - 100 colonias.

2. Para preparar un extracto del cultivo de Mycobacterium, afadir al cultivo
1,5 mL de agua destilada o desionizada estéril o solucion salina estéril.
Utilizando una pipeta, retirar con suavidad el crecimiento de la superficie.
Introducir una pipeta estéril de 1 mL a través del crecimiento hasta el medio
para permitir la extracciéon del acido nicotinico.

3. Dejar que el liquido permanezca en contacto con el medio de cultivo durante
20 - 30 min. Colocar en posicién inclinada de forma que el liquido cubra las
colonias.

4. Retirar 0,6 mL de extracto liquido del cultivo con un capilar estéril y colocar el
material en un tubo de ensayo limpio de 13 x 75 mm etiquetado. Tapar el tubo.

PROCEDIMIENTO

Material suministrado: tiras de andlisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo y/o
control del anélisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo.

Materiales necesarios pero no suministrados: agua destilada o desionizada estéril
o solucién salina (NaCl al 0,85 %) estéril, pipeta capilar estéril, pipeta estéril de
1 mL, tubos de ensayo de 13 x 75 mm, tapones para tubos, pinzas, medios de
cultivo y microorganismos de control de calidad.

Procedimiento del analisis:

Debe analizarse un control positivo utilizando el control del anélisis de acido
nicotinico para TB BBL Taxo con cada serie de analisis; el control se prepara de la
forma siguiente:

1. Colocar 0,6 mL de agua destilada o desionizada estéril o solucién salina estéril
en un tubo de ensayo de 13 x 75 mm.

2. Anadir un disco de control del analisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo,
taparlo y agitarlo con suavidad tres veces durante 15 min. Dejar que el tubo
permanezca a temperatura ambiente.

Se prepara un control negativo afiadiendo 0,6 mL del mismo diluyente a un tubo

de ensayo de 13 x 75 mm en lugar del extracto.

1. Procesar el cultivo que se estd analizando para determinar la presencia de
acido nicotinico siguiendo las instrucciones del apartado “Recogida y
preparacion de las muestras” y colocar 0,6 mL de extracto en un tubo de
ensayo de 13 x 75 mm segun se indica.

2. Tener disponible un control negativo correspondiente en un tubo de ensayo
de 13 x 75 mm y un control positivo preparado segun se ha descrito
anteriormente.

3. Utilizando unas pinzas flameadas, introducir una tira de analisis de acido
nicotinico para TB BBL Taxo con la flecha orientada hacia abajo en cada
tubo (control positivo, control negativo y cultivo de andlisis) y taparlos de
inmediato.

4. Agitar los tubos con suavidad para mezclar el liquido con el reactivo en la base
de la tira, pero no inclinarlos. Volver a agitar con suavidad a los 5 - 10 min.

5. Transcurridos 12 — 15 min, pero no mas de 30 min, comparar el color de los
extractos.

6. Una vez terminado el andlisis, esterilizar en autoclave los tubos tapados
anterior-mente indicados.

Control de calidad del usuario:

Especificaciones de identidad:

Tiras de anélisis de acido nicotinico para TB - Stiras de papel blanco que pueden
tener una leve coloracién debido a la colocacion de soluciones en las tiras. Tiras de
papel de aproximadamente 64 x 6 mm con flechas impresas en negro.

Control del andlisis de acido nicotinico para TB: discos de papel redondos de color
blanco de 6 mm con una “N” sobre una “C” impresas en ambos lados.
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Respuesta del cultivo: realizar el andlisis siguiendo el procedimiento
anteriormente descrito con los cultivos de control positivo y negativo relacionados.
El control del analisis de acido nicotinico para TB debe proporcionar la reaccion
positiva adecuada cuando se analiza con una tira de analisis de acido nicotinico
para TB.

Acido nicotinico

Microorganismo ATCC Produccion
Mycobacterium
tuberculosis H37Ra 25177 +
Mycobacterium intracellulare 13950 -

+ color amarillo en el extracto
— sin color en el extracto

El control de calidad debe llevarse a cabo conforme a la normativa local y/o
nacional, a los requisitos de los organismos de acreditaciéon y a los procedimientos
estandar de control de calidad del laboratorio. Se recomienda consultar las
instrucciones de NCCLS y normativas de CLIA correspondientes para obtener
informacién acerca de las practicas adecuadas de control de calidad.

RESULTADOS

El resultado positivo del andlisis esta indicado por la aparicion de un color
amarillo en el extracto del cultivo de andlisis y en el control positivo, con ausencia
de color en el control negativo.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMMIENTO

Aunque un andlisis de acido nicotinico muy positivo para micobacterias no
cromoégenas es muy indicativo de M. tuberculosis, se lo considera sélo una
identificacion preliminar de este microorganismo. La identificacion total y
definitiva de M. tuberculosis y de otras micobacterias importantes desde el punto
de vista clinico se basa en los resultados derivados de una bateria de pruebas tales
como pruebas bioquimicas y patrones de sensibilidad farmacolégica y del estudio
de las caracteristicas morfoldgicas. Para obtener mas informacion sobre estas
pruebas, consultar los textos pertinentes>-7. 9,

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de BBL Taxo TB Niacin Test
Strips se analizan para verificar las caracteristicas especificas del producto. Se
preparan en tubos diluciones de 100, 20, 10, 8, 6, 4 y 2 pg/mL de acido nicotinico
(niacina) en agua desionizada. Para cada dilucién, se afiade una tira de prueba de
TB con la flecha hacia abajo. Los tubos se agitan suavemente y se dejan reposar
durante 5 - 10 min y luego se vuelven a agitar suavemente. El color del extracto se
compara con el de un control de referencia después de 12 — 15 min y nuevamente
después de 20 — 25 min.

Ademas, se preparan extractos de los siguientes cultivos con solucion salina estéril:
Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177), M. tuberculosis (ATCC 27294 y
25618), M. avium (ATCC 25291) y M. intracellulare (ATCC 13950). Las muestras del
lote de TB Niacin Test Strips se colocan en el extracto de cultivo con la flecha hacia
abajo. Los tubos con extracto de cultivo se agitan suavemente y se dejan reposar
durante 5 - 10 min y luego se los vuelve a agitar suavemente. Se observa el color
del extracto después de 12 — 15 min y nuevamente después de 20 — 25 min. Se
observa una reaccién positiva (color amarillo en el liquido) en todos los extractos
de cultivo de M. tuberculosis. No se registra cambio de color en el liquido (reacciéon
negativa) con M. intracellulare o M. avium.

Todos los lotes de los TB Niacin Test Control Discs también se analizan para
determinar sus caracteristicas especificas. Las muestras del lote se colocan en tubos
con agua procesada. Los tubos se agitan suavemente y se dejan reposar durante
15 min para permitir la extraccién de niacina de los discos. Se afade una TB Niacin
Test Strip a cada tubo y éstos se tapan. Los tubos se agitan suavemente 3 veces en
los siguientes 15 min.

DISPONIBILIDAD

N.° cat. Descripcion

231741 Tiras de analisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo, 1 vial,
(25 tiras por vial).

231735 Control del anélisis de acido nicotinico para TB BBL Taxo, 50 discos por
cartucho de dispensacién manual.

REFERENCIAS: vea “References” en el texto en inglés
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