
I.N.C.D.M.I. CANTACUZINO 
 

LNR  ITS 

INSTRUCTIUNE DE LUCRU 
SISTEM DE IDENTIFICARE API-NH PENTRU NEISSERIA 

cod :  

Exemplar nr. 

Editia:  

Revizia:  

Data aplicării: 
 

 

Pag 1 din 7 

1. SCOP 
Instrucţiunea descrie operaţiunile necesare pentru efectuarea reacţiilor enzimatice şi detectarea penicilinazei,  utilizând galeria API-NH 
cu 10 microtuburi cu substraturi uscate, pentru realizarea a 12 teste de identificare pentru Neisseria gonorrhoeae 
 Se execută pe cultură pură (de 18h), de pe medii neselective.  
 
2. MOD DE LUCRU 
2.1.  Resurse necesare  
2.1.1. Reactivi şi materiale furnizate de trusă : Galerii API-NH, Soluţie salină 0.85% (2ml), Reactiv James (5ml) , Reactiv ZYM B 

(3ml), Tampoane, Cutii de incubaţie, Fise de rezultate 

2.1.2. Reactivi şi materiale nefurnizate de trusă : Standard McFarland 4, Ulei mineral, Pipete automate 20-200l, stativ pentru fiole 
2.2. Execuţia testului 
2.2.1. Pregătirea galeriei :  
2.2.1.1. Se scoate galeria din ambalajul individual 
2.2.1.2. Se pune în cutia de incubare, care serveşte drept suport şi protejează galeria de contaminare şi deshidratare 
2.2.1.3. Se noteză numărul probei pe marginea cutiei de incubare (nu pe capac).  
2.2.2. Pregătirea inoculului 
2.2.2.1. Se deschide o fiolă de soluţie salină (2ml) 
2.2.2.2. Cu ajutorul unui tampon se prelevă mai multe colonii izolate şi se realizează o suspensie de opacitate 4 McFarland bine 

omogenizată 
2.2.2.3. Suspensia trebuie utilizată imediat după preparare 
2.2.3. Inocularea galeriei 
2.2.3.1. RepartizAREA suspensiei bacteriane în lăcaşele galeriei se face ţinând galeria uşor înclinată  şi vârful pipetei sprijinit pe 

marginea porţiunii deschise (”cupule”), pentru evitarea formării de bule 

2.2.3.2. Primele 7 lăcaşuri, PEN-URE, se umplu cu cîte 50l suspensie numai în portiunea închisă (”tube”) 

2.2.3.3. Ultimile trei lacaşuri, LIP-GAL, se umplu cu 150l suspensie în ambele compartimente, tub şi cupulă, evitându-se formarea 
unui menisc convex 

2.2.3.4. Primele 7 lăcaşuri se acoperă cu ulei mineral 
2.2.3.5. Se închide cu capacul cutia de incubare 
2.2.4. Incubarea galeriei : 2-2.15h la +370C, atmosferă aerobă 
2.2.5. Citirea rezultatelor ( schimbarea de culoare)  
2.2.5.1. Se face vizual după incubare, cu ajutorul Tabelului de citire şi reacţiile spontane din cele 10 lăcaşuri se notează pe fişele de 

rezultate, cu + sau – 

2.2.5.2. În ultimile trei lăcaşuri, care sunt bifuncţionale, s-a citit rezultatul pentru LIP, PAL şi GAL . 
2.2.5.3. În microtuburile 8 şi 9 se adaugă cîte o picătură de Reactiv ZYM B, iar în 10, o picatură de Reactiv JAMES. Se aşteaptă trei 

minute şi se citeşte rezultatul reacţiei conform Tabelului de citire, notându-se în fişa de rezultate. 
2.2.5.4. Dacă reacţia LIP este pozitivă (coloraţie albastră) se interpretează reacţia ProA ca negativă indiferent dacă s-a adăugat ZYM 

B sau nu 
2.2.5.5. Dacă după două ore de incubare mai multe reacţii (fermentare, penicilinază) sunt îndoielnice se reincubează galeria încă 

două ore şi se recitesc numai primele 7 microtuburi. 
 

Rezultatele testului se inregistraza in Formularul inregistrare rezultate  Cod : 
 
2.2.6. Interpretarea 
 

Identificarea se realizează cu ajutorul profilului numeric : pe Fişa de rezultate, testele sunt separate în grupe de câte trei începând cu 
al doilea microtub (GLU), fiecare având atribuită cîte o valoare (1, 2 sau 4).  

Sumele valorilor din interiorul fiecărui grup, corespunzătoare reacţiilor pozitive, realizează un profil numeric de 4 cifre. Acest 
profil, introdus în Lista de profiluri numerice, identifică tulpina testată. 

Testul Penicilinază (PEN), primul microtub, care nu a fost codificat, pozitiv (galben, galben-verde) interzice tratarea cu penicilina 

a pacientului şi subliniază necesitatea antibiogramei pentru găsirea altor -lactamine. 
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Profilul a două specii de Neisseria negonococice mai frecvent întâlnite : 

 GLU FRU MAL SAC ODC URE LIP PAL GAL ProA GGT IND Profil 

N.sicca + + + (+) - - - - - + - - 7101 

N. 
lactamica 

+ - + - - - - - + + - - 5041 

 
2.3. Controlul de calitate al testului se face cu tulpinile de referinţă :  
 Neisseria gonorrhoeae   ATCC 31426 

Haemophilus influenzae   ATCC 10211 

 PEN GLU FRU MAL SAC ODC URE LIP PAL GAL ProA GGT IND Profil 

N.g - / + + - - - - - - - - + - - 1001 

H.i - + + / - - - + + - + - - - + 3624 

 
2.4. Limitele testului 

o Sistemul API-NH este destinat numai identificării a speciilor din baza de date a producătorului 
o În cazul obţinerii unui profil îndoielnic cu ProA pentru Neisseria gonorrhoeae este necesară verificarea identificării cu un test 

alternativ (ex. reducerea nitratilor şi nitriţilor) 
o Capacitatea de identificare corectă de către API-NH a speciilor de Neisseria este în jur de 98% 

 
3. CRITERII DE ACCEPTARE / RESPINGERE 
 

Se procedează la execuţia testului numai dacă rezultatele controlului de calitate al testului respectă specificaţiile de la pct 2.3.. 
 
4. FORMULARE, ÎNREGISTRĂRI 

 FORMULAR INREGISTRARE REZULTATE CARACTERE IDENTIFICARE N.GONORRHOEAE   Cod :   
 Schemă procedură API-NH  

               Tabel citire rezultate API-NH 
 Fişă rezultate API-NH 
 Listă de profiluri numerice API-NH 
 Tabel procentaj reacţii pozitive API-NH (sensibilitatea testului API-NH) 
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TABEL  CITIRE  REZULTATE   API-NH 

 

 

Test Substrat Reacţie Rezultate 

negativ pozitiv 

1. PEN K-benzylpenicilline PENicillinază Albastru 
 
(absenţa penicilinazei) 

Galben 
Galben-verde 
(prezenţa penicilinazei) 

2. GLU D-glucose Acidificare (GLUcoză)  
Roşu 
Roşu-portocaliu 

 
Galben 
Portocaliu  

3. FRU D-fructose Acidificare (FRUctoză) 

4. MAL D-maltose Acidificare (MALtoză) 

5. SAC D-saccharose Acidificare (SACcharose) 

6. ODC L-ornithine OrnitinDeCarboxilază Galben-verde 
Gri-verde 

Albastru  

7. URE Ureea UREază Galben  Roz-violet 

8a. LIP 5-bromo-3-indoxyl-
caprate 

LIPază Incolor  
Gri-pal  

Albastru  
(+ precipitat) 

9a. PAL 4-nitrophenyl-
phosphate-2CHA 

Phosphatase ALcaline Incolor  
Galben-pal 

Galben 

10a. GAL 4-nitrophenyl-D-
galactopyranoside 

GALactozidază Incolor  Galben  

8b. ProA L-proline-4-methoxi-- 
naphtylamide 

ProlinArylamidază 
 
 
Dacă LIP este pozitivă, ProA este neg. 

ZYM B / 3 minute 

Galben 
Portocaliu-pal 
(Brun dacă este LIP pozitiv) 

Portocaliu  

9b. GGT -glutamyl- methoxi--
naphtylamide 

Gama-GlutamilTransferază ZYM B / 3 minute 

Galben 
Portocaliu-pal 
(galben-portocaliu dacă PAL este 
pozitiv ) 

Portocaliu 

10b. IND L-tryptophane INDole 
 

JAMES / 3 minute 

Incolor  Roz  
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FIŞĂ DE REZULTATE 
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LISTĂ DE PROFILURI NUMERICE 
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PROCENTAJ  REACŢII  POZITIVE OBŢINUT CU API 
 

(SENSIBILITATE) 
 

 
 

 


