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Sistema di identificazione di bacilli Gram negativi non enlenci @ non esigent

INTRODUZIONE E OBIETTIVO DEL TEST

API 20 NE & un sistema standardizzato per
Ndentificazione di bacilh Gram-negativi, non esigentl, ron
entericc (per es Pseudomonas, Aclnetobacter,
Flavotactenum, Moraxella. Vibno. Aeromonas, ecc.). che
utilizza 8 test convenzionall, 12 lest di assimilazione ed
una base det dat La lista completa den batten che
possono essere identficgli con questo sistema e
contenula nella Tabella di Identficazione alla fine di
questa scheda tecnica.

PRINCIPIO

La gallena APl 20 NE & compeosta di 20 mucroprovatte
contenenti substrati disigratati

| test convenzionali vengono ncostituiti inoculando una
scspansione balterica in soluzone salina Le reazioni
prodotte durante I peniodo di Incubazione sono
evidenziate da un viraggio crematico spontaneo o
successivo allaggiunta di reagenti.

Nei tests di assimilazione linoculo € costiuito da un
lerreno povero e la crescita der batten & strellamente
dipendente dalla loro capacita di utilizzare il substrato
cormspondente.

La lettura delle reazioni si eflettua utilizzando la Tabella di
Lettura e licentificazione si ottiene consullando Iindice
Analitco oppure utilizzando un software di identificazione.

CONTENUTO DELLA CONFEZIONE (25 test):
- 25 gallene API1 20 NE
- 25 vaschette di incubazione
- 25 figle di APl AUX Medium
- 25 schede per )a registrazicne dsi nsuitati
1 scheda tecrica

COMPOSIZIONE

Galleria

La composizione della galleria AP1 20 NE & rportata nelia
Tabella di Letlura di questa scheda tecnica.

Terreno
API AUX Solfato di ammonio , 2g
Medium Agar 15g
7ml Soluzione di vitamin i 10.5 ml
i Soluzione di cligo-elementi 10 mi
Fosfato monosodico 6z24g
Cloruro di petassio 16g
Acqua demineralizzata  gsp 1000 ml
pH finale ;: 7.0-72

REATTIVI E MATERIALE NECESSARI MA NON
FORNITI
Reattivl
. API NaCl 0 85 % Medium, 2 ml (Cod. 20 070)
- Reattivl JAMES (Cod. 70 542)
NIT 1 + NIT 2 (Cod. 70 442)
Zn (Ced 70 380)
- Ossidasl (Cod 55 635%)
* prodolto non venduto In alcune nazlonl : usara un
reattivo equivalente
Olio di paraffina (Cod 70 100)
. Standard di McFarland (Cod. 70 800). punto 0.5
- Indice Analitico APl 20 NE (Cod 20 090) o
software di identificazione apiweb ™ (Cod. 40 011)
(consullare bioMérieux)

Materiale

- Pipette o PSisipette

- Proleggi-flale

- Porta- fliale

- Equipaggiamenlo generico per labcralorio di
balteriolegia.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

« Per diagnostica in vitro e per controllo micro-
biologico.
« Esclusivamente per uso professionale.
e Questa confezione contiene del componenti di crigine
animale. Poiché | controlll sullorigine e/o sullo stalo
sanitarlo degll animall non possono garantire in maniera
assoluta che quesll prodolli non contengano nessun
agente patogeno lrasmissiblle, s raccomanda di
manipolarli con le precauzionl d'uso raiative al prodotti
potenziaimente infettivi (non Ingerire, non Inalare)
1 prelievi, le colture batteriche ed | procottl seminall devono
essere considerati come polenzialments infetlivi e devono
essere manipolall In maniera appropriala da ogeraterl
competenti e preparall. Le tecniche dl asepsi e le
precauzioni d'uso per Il gruppo batterico studiato devono
essera rispettate durante tutta la manipolazione; fare
nferimento @ "CLSUNCCLS M29-A. Protection of
Laboratory Workers from Instrument Biohazards and
Infectious Disease Transmitted by Blocd, Body Fluids, and
Tissue, Approved Guideline - Revislone in vigore™. Per
ulteriod informazionl sulle precauzioni dl manipolazione.
consultare  "Biosafety In Microblolcgical and Biomedical
Laboratones — CDC/NIH - Ultima edizicne”, oppure far2
riferimento alla normativa vigents nel Paese
Nen utllizzare reattivl dopo la data di scadenza.
Prima dell'uso verificare lintegritad dell'imballaggio e del
component
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Aprire le fiale delicatamente come segue :

- Inserire la fiala ne! proteggl-fiala.

- Impugnare la fiala in pcsizione verucale
(cappuccio bianco nvalto verso lallo)

- Spingere bene In fondo Il cappuccio.
* Mcdelio 1

- \ - Appogglare la prima falange del pollice

- i sulla parte Inclinata del cappuccio.

- Premera con il police sulla sulla basa
della parte Inclinala del cappuccio fino a
rompere l'estremita della fiala.
/| *Modello 2 ;

- |7 - Premers onzzontalmente con Il poliica
sulla parte strlata del cappuccio fino a
rompere l'estremita dalla flala

- Estrarre la flala dal proteggi-fiala e
conservare Il proleggi-flala per una
succossiva utilizzazione.

- Togliere delicatamente Il cappuccio.

Le performance riponate di seguilo sono slate oltenute

seguendo |l procedimento Indicato in questa scheda

tecnica. Qualsiast deviazione dal procadimento Indicato
pud alterare | risultatl

L'interpretazione del risultati del test deve tener conto

del conteslo clinico o di altra natura, dellorigina dal

camplone, degll aspelll macro e microscopicl del ceppo
ed, evenluaimente, del risultati di altn esami, in
vw:_ﬁo_!onw...n::v.@a.u.d:ﬁ_

CONSERVAZIONE DEI REATTIV!

Le gallerle ed i terreni sl conservano a 2-8°C fino alla data
dl scadenza Indicata sulla confezione

CAMPIONI (PRELIEVO E PREPARAZIONE)

| camploni clinici 0 @ alra Natura Non possono essers
uliizzat direitamente con l'API 20 NE.

| microrganismi da Identficare devono essare Iniaimente
isolatl su un terreno di coltura appropnalo (per es agar
Trplicasi Sola) secondo le normall  tecniche
batteriologiche.

PROCEDIMENTO

Test dell'Ossidasl|

Il test dell'ossidasl deve essere eseguito secondo le
Istruzioni duso del fatbricante. Costituisce 121° test di
Identificazione : annotare il risultalo sulla scheda del
risultati

Selezione delle colonle

APl 20 NE dave esare utilizzato con baciill Gram negatid
nen enterici e non esigent]

NOTE 1: Alcune specle di bacilli Gram negatwvi non
entericl ed ossidass negalvi (S maltephila,
Acinstcbacter..)  pessono  essere  parfetlamente
idenlificate con I'API 20 NE. Per utilizzare quasta gallena
ci si nferira al contzsto clinico o batteriolcgico

NOTE 2: | germi fastidiosi ed esigenti che nacessitano di
particolari precawzionl di manipolazicna ( per es Brucells
e Francisela) ncn fanno parte ¢2fa basa day dsTAPI 20
NE. E' censigliabie utilizzare tecniche atsrmative per
escludeme o confermame la presenza

Preparazione della galleria

e Rivnire fondo e coperchio di una vaschetta di
Incubazione e distnbuire crca 5 ml di acqua distllata o
demineraizzala [0 semplicamenta dellacqua sanza
aaditvli o dervati che polratbero lberare gas (es Ch,
COz. ecc)] negli aiveoll del fondo per creare un
ambiente wido

= Annotare Il rifenmanteo idenuficativo de! ceppe sulla
linguetta laterale della vascnelta (Non annotare il
nfenmento sul coperchio. In quanto potrebbe essere
spestato al momento deila manpolazione )

» Estrarre la gallena dalla confazicne.

s Matiera la gallena nefla vaschatta di incubazions

Preparazione dell’ inoculo

* Aprire una fiala di API NaCl 0 85 % Medium (2 mi) come
Indicato al paragrafo *Avverienze e Precauzion™ della
confezicne del prodotto o utlizzara una provetla
contanente 2 ml d soluziena fisiologica ato 083 %
senza additivi

» Servendosl al una pipefta o PSipetta, prelevare da 1 a2
4 colonke di Wentca modologia. per aspiazione o
toccandole ripetutamenta Si raccomanda di utlizzare
colture giovani (18-24 are).

+ Preparare una sospensicne di torbigitd uguale al punto
05 McFardand <Questa scspensione dave essere
utllizzata subito dopo la preparazione

NOTE : Per il buon funzionamento del test della gallera
APl 20 NE, & molto imperianta acattare la densta
dell'inoculo al punto 0§ McFadand In particolare, una
torbiditd piu bassa causa nsultat falsi-negativi Non
toccare le cupole durante le manipolazionl e non
lasciare le gallene esposte all'aria per lungo tempo dopo
I'noculazione

Inoculo della galleria

o Con 1 sOspensone preparsla nempaw ke provells (ma
non Ik cupole) de les! da NO: a PNPQ sarvendos
della pipelta vtlhzzala par I preevo Pw svilwve W
formazione di bolis sul fondo della proveltte inclinars
leggermente I 8«3al la vaschelta & moubasione ed
appogglare la punia delia pipena o dela PSipetia sul
lato interna daila cupola

* Aprire una fiala dl AP AUX Medium come indicalo &
paragralo "Avvenanze e Precauzion™ e lrasledind coca
200 ! della sospensione precedenta Omogeneizzare
con a pipetla evitlando la formazions 3 bolls

¢ Riempire ka provena @ le cupole dal lasl da _Qrc_ a
_v>o_ fino ad olteneré LN Mensco onszontale ©
leggermaente convesso, ma mal concavo
Un riempimanto ncompisto 0 @ccessvo dele cupake
PpUO causare risultal ron corettl

e Riempire con oko di paraffina le cupole der 3 lest
softolineati (GLU ADH e URE) per fommar un menis-o
convesso

« Richiudere la vaschetta di Incubazione ed iIncubaia a
29°C £ 2°C par 24 ore (2 2 ore)

LETTURA ED INTERPRETAZIONE
Lettura della galleria

e Dopo l'Incubazione. la lettura della galleria deve essers
effeltuata servendosi oella Tabella di Lettura

¢ Trascrivare lutta le reazon spontanee (GLU ADH
URE ESC. GEL e PNPG) sulla scheda per la
registrazione del nsultau

o La leftura del due tost NOy @ TRP doviebbe esiere
eseguila proteggendo git ain tast O assimilazicna da
una conlaminazicne da pana dellaria A lale scopo
copnre quest ulimi con Il coperchio della vaschally &
incubazione menire viene effettuata la lettura del lest

NO» e TRP

e Test NOa:

- Agglungere una gocoia del reltvi NIT | @ NIT 2 rwila
cupola NO»

- Dopo S munull. una colorazions rossa ndica una
reaziona positiva da annotare sulla scheda ped la
registrazione dei risultal

- Una reazone negativa pud essere dovula ala
produzione di azolo (evenlualimenta segnalata daila
presenza dl microbolle) agglurgere 2-3 mg & reatti.o
Zn nella cupola NOs

-~ Dopo 5 minuti. la presenza &l una cupola Incolore
Indica una reazione positiva da annolare sulla scheda
per la registrazione dal dall Se la cupola assume Lra
colorazione rosa-rossa la reazicne & negativa, in
quanto | nivat, ancora present nella provelia sono
stati rigotti a nitritl gallo zinco

La reazions wulzzala pec ldentficazions  det

microrganismo e la nduzione del nilrall Guesta &

positiva se una delle due reazioni precedant

(produzione di NO: o M:) & posiiva

La produzione di N2 pud lullavia essere ullzzala da

sola coma lest complemantaie $econdo quanio Indcalo

nall'indice Analitico

e Test TRP :

- Agglungers 1 goccla di reattivo JAMES  Una
colorazione rosa cha sl diffonde In tutts la cupola
Indica una reazione positiva
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» Test dl assimilazione : Interpretazione TABELLA DI LETTURA
Osservare la crescita balterica La reazione & positiva | 'genuficazione sl ottiene partendo dal profilo numerico —-
9 la cupola appare torbida QUANTITA' RISULTATI }
E possibile osservare una crescita batterica di intensita  * Determinazione del profilo numerico: TESTS SUBSTRATI (mg/cup.) REAZIONVENZIMI
moderala: In tal caso indicarla con | simboll 3 0 & Sulla scheda dei risultati, | test sono saparall In gruppl di NEGaTvO | rosiTivo
Una volta effettuata la letlura. occorre procedere e e ad ognuno viene altnbullo un valore pari a -
allidentificazione come Indicalo al paragrafo 1,2 0 4. Sommando all'lnterno di clascun gruppo i valorl . Riduzicne del nitrali in nitnt incslve | rosmrosse
“interpretazione”. corrispondenli alle reazionl positive, si ottiene un profilo NOa Nitralo di potassio 0.128 nlSmn
€’ necessario procedere ad una reincubazione: numerico a 7 cifre che costilulsce il profilo numerico; In .
- In caso di debole identificazione: caso di posllivita, alla reazione dell'ossidasi che fdutone dei fL N IS0 L __ e
- profilo Inacceltabile o dubbio: costituisce il 21° test @ altribuilo Il valore di 4. BUILS el
- se per Il profilo oftenulo & indicato | seguente e ldentificazione : ane Ltiplolens 5. | Preisionsd s [Tipeiee) verde e/ glato .ﬂ:
messagglo: Si oltiene partendo dalla base del dati (V7.0) ;
IDENTIFICAZIONE NON VALIDA * Wllizzando Mndice Analltico gy L o AL ] leemeniadions (L Ueomd) sl 1o e
PRIMA DI 48 ORE DI INCUBAZIONE - Ricercare il profilo numerico nella lista del profil: ADH L-arginina 192 | Arginina Deiarclasi gk R | o ]
Con una pipefta o una PSipetta, eliminare per * ramita il software di idenlificazione aplweb T™ —— =y
aspirazione | reattivi NIT 1, NIT 2 e JAMES e ricoprire _ - Digitare sulla tastiera |l profilo numerico a 7 cifre LRE Urea 078 UREas gt Lroaso
immediatamente | test NOs e TRP con olio di paraffina o koS ESCECE SCeHEK esculina 058 9r9e | Pancne !
formando un menisco convesso Re-incubare la galleria T _.m a f.m\ﬂw”u\ . W Tkalts) .M.”ﬂ 0.5 £ae clirato ferrino ooz _l{jescel (¢-ghucosiias)) (ESCulina) Pieto nes
a 29°C = 2°C per allre 24 ore ed effeltuare una nuova  __ _“Hu .._l Rl haed b .l_l\u.l - . GEL ~gelatina 06 idrollsi (proteasi) (GELatina) nessuna diffuscne | diffusions ael
lettura per tutlti | test tranne i primi tre (NO3, TRP e GLU) .. i S =TS ~— {origine bovina) dai pigmento LEmento nerp *
che devono essere lelli unicamente a 24 ore. : o PNPG 4-nitrolend-§D- 022 |L-salanicsidasl (Para-NitroF end-GD- incolore llo
1154 S7S Pseudomonas aoruginosa galatiopirancsice Galaticpirancsidasi) b
CONTROLLO DI QUALITA . lew) D-gluccsio 158 assimiazions (GLUzosko) rasparenie lorbedn
| terreni, le gallerle ed i reattivi sono sottoposti a controlli di qualita sistematici nelle divaerse fasi del clclo produttivo. LARA| L-arabinosio 14 assimilazione (ARALINGsi0) trasparente lorbado
Inoltre lutilizzatore pud effettuare un controllo batteriologico dei test della galleria ulilizzando preferibilmente Il ceppo :
1. Sphingobacterium muitivorum ATCC® 35656, oppure uno dei seguenti ceppi : Lrne] D-marncsio 14 assmdazione (ManNcsio) trasparente lortado
2 Aeromonas hydrophila ATCC 35654 4. Alcaligenes faecalis ATCC 35655 man D-manndelo 138 Assimilaziore (MANNIS) Uasparente lorbed
3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
NAG N-acetlgucoszmina 123 srlazione (N Acsil-Glucssamina b
ATCC : Amencan Type Cullure Collechon, 10801 University Boulevard. Manassas. VA 20110-2209, USA. _IL .9 = \ e k Sadai e
MAL| D-mafosio 14 asamiazicne (MALICS0) lrasparenta tortdo
101 | TRP | GLU | 20H [ URE | esc | cev | PrpG |Lowul [Laral | Lune] |[bsen) [Inac] |Laseud | Lont] [Leae] {Lag |Lawt] [Lair [Leac) | ox
T I T e T 1 - ry - rs = s re = = = = o == pve LenT) potasso gliconato 124 assimlazions (GlucoNaTo & polasso) rasparents orbsda
- ) R B I e (5] o | (B T () o] [ [ (0 | [ [ 1] 1) B Lcar) Acido cagrico 078 | assimiazons (acido CAPrco ) Vasparenie lortide
3] - - v v - * - * - - * * - +* + - - * - -
4. - - = = = = - =4 = = = = = = = Y = + + + * _).O__ Acido adipo 112 assimlazons (acdo ADpwco ) [T Su YRRy ot bado
* E' possible osservare delle reazionl deboimente positive. . vy Acido malico 156 assimitazicne (MalaTo) W asparenty [T
Profili per | —mw._ da ADH a _ v>0_ otlenuti dopo oo_.Ewm su agar .q:v__o.ﬁw_ woh.u e dopo 48 ore dl incubazione. Lo Citrato trisadico 223 assmiazens ( CITralo 1sodco) ineperents .
E' responsabilita dell'utilizzatore assicurarsi che il controllo di qualita corrisponda a quanto previsto dalla legislazione
vigenle PAC Acido fenlacetco 08 ass mudazions (2030 FeruACesco ) rarperenia ctado
(vedere schada .
LIMITI DEL METODO PERFORMANCE ox tecnica ds! test ) dtocrome ossh (veders scheds lecnica del tes!
« Il sistema APl 20 NE & deslinato all'identificazione de!  Sono stali teslall 5728 ceppl di diversa origine e ceppl dl ossidasi otaldas)

bacilli Gram negalivi non enterobatteri @ non esigenti
Inclusi nella base del dati (vedere la Tabella di
Identificazione alla fine della scheda tecnica) e solo di
questl. Non pud essere utllizzato per Identificare allri
microrganismi o per escluderne la presenza.

« | bacllt Gram negativi non fermentanti, Isolatl da pazienti
affettt da mucoviscidosi. possono generare profili
biochimic:  atipict che possono alterare la loro
identficazione

* Devono essere ulilizzale unicamente collure pure
contenentll un solo lipo di microrganismo.

RISULTATI ATTESI

Per | valon altesi per le diffarenti reazioni biochimiche far
nferimento alla Tabella di Identificazione alla fine della
scheda tecnica

collezicne appartenenti a quelli inclusi nella base de dali:
- 11 92,53 % dei ceppl e slato corretltamente identdficato
(con o senza test complementan).
= 11 3,13 % dei ceppi non & stalo identificato

- il 4,34 % dei ceppi non é stalo identificato correttamente.

SMALTIMENTO DEI RIFIUTI

Le fiale di API AUX Medium non utilizzate possono essere
smaltite comae rifiutl non pericolosi.

Smallire | reatlivi utilizzati o non ulilizzali (diversl dalle
fiale di APl AUX Medium) ed | matenall monouso
contaminatl seguendo le procedure relative al prodotti
Infettivi o potenzialmente infettivi

E' responsabilitd di ognl laboratorio gestire | rifiutl e gli
efuentl prodotti a seconda della loro natura e della loro
pericolositd ed assicurarne (o farme assicurare) Il
trattamento e Jlo smalimento conformemente alla
legislazione vigente
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¢+ Le quantita indicate possono essare aggiustate In funzicna dei utoll celle materie prime
» Alcune cupole contengono del componenti di origine animala, in particolare del peptont

PROCEDIMENTO

TABELLA DI IDENTIFICAZIONE

BIBLIOGRAFIA
TABELLA DEI SIMBOLI
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ATCC $ un march Wiizzato. depostalo e/0 regayato A propastd o Amercan Type Cuture Coliscton.
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