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【全般的な注意】
・　本品は、体外診断用であり診断以外の目的に使用しないで下さい。
・　診断は他の関連する検査結果や臨床症状等に基づいて総合的に判断して下さい。
・　添付文書以外の使用方法については保証致しません。
・　使用する機器の添付文書等をよく読んでから使用して下さい。

【形状・構造等（キットの構成）】
＜構成試薬の名称＞
１．基質（アピ20NE）の成分

No. 基質 記号
（１） 硝酸カリウム NO3
（２） L－トリプトファン TRP
（３） ブドウ糖 GLU
（４） L－アルギニン ADH
（５） 尿素 URE
（６） エスクリン ESC
（７） ゼラチン GEL
（８） p－ニトロフェニル－   －D－ガラクトピラノシド PNPG
（９） ブドウ糖 GLU
（１０） L－アラビノース ARA
（１１） D－マンノース MNE
（１２） D－マンニトール MAN
（１３） N－アセチル－D－グルコサミン NAG
（１４） マルトース MAL
（１５） グルコン酸カリウム GNT
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この添付文書をよく読んでから使用してください。

体外診断用医薬品
※※２０１５年３月改訂（第７版）
※２０１３年９月改訂（第６版）

承認番号　16200AMY00195000

品番  20 050
培養同定・一般細菌キット

アピ20NE
(API 20 NE）

栄養要求性の厳しくない、腸内細菌以外のグラム陰性桿菌の同定用
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（１６） n－カプリン酸 CAP
（１７） アジピン酸 ADI
（１８） dl－リンゴ酸 MLT
（１９） クエン酸ナトリウム CIT
（２０） 酢酸フェニル PAC

２．培地（アピAUXメディウム）の組成

＜付属品＞

－培養容器　　　25組

－成績記入用紙　 25枚

【使用目的】
腸内細菌以外のグラム陰性桿菌の同定

【測定原理】
＜原理＞
アピ20NEプレートは、乾燥基質を含む20のマイクロチューブで構成されています。
従来試験では生理食塩水で調製された菌液を接種し、乾燥基質を溶解します。培養
中に基質が代謝されることにより色が変化します。色の変化は自発的または添加試
薬を加えることにより起こります。同化試験では、最少培地で調製した菌液を接種
し、各基質の利用能を菌の生育によって確認します。反応は、判定表に従って判定
し、同定ソフトウェアを使用して行います。
＜特徴＞
アピ20NEは、栄養要求性が厳しくない腸内細菌以外のグラム陰性桿菌（Pseudomonas、
Acinetobacter、Flavobacterium、Moraxella、Vibrio、Aeromonasなど）のための標準
化された同定システムで、８種類の従来試験、12種類の同化試験及び専用データ
ベースで構成されています。本同定システムの同定可能菌種は、本添付文書の最後
にある“陽性率表”に示されています。

̶2̶

ア ピ AUX
メディウム
７mL

硫酸アンモニウム . . . . . . . . . . . . . . .  ２g

寒天 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1. 5g

ビタミン溶液 . . . . . . . . . . . . . . .  10. 5mL

微量元素溶液 . . . . . . . . . . . . . . . . .  10mL

リン酸一ナトリウム . . . . . . . . . . .  6. 24g

塩化カリウム . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1. 5g

脱イオン水で1000mLになるように調製

　　　　　　　　pH　7. 0～7. 2
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【操作上の注意】
・　検体（採取及び前処理）
臨床材料や他の検体を直接使用してアピ20NEで試験することはできません。
試験に使用する菌株は、通常の細菌検査法に従って適切な培地（トリプケースソ
イ寒天培地など）で分離培養する必要があります。

・　アピ20NEは、専用のデータベースに含まれている菌種の同定のみを行います
（“陽性率表”を参照して下さい）。データベースに含まれない菌種の同定やデー
タベースに含まれていない菌種であることを確認する目的には使用できません。

・　嚢胞性線維症の患者から分離されるブドウ糖非発酵グラム陰性桿菌は、非典型プ
ロファイルを示し、同定結果に影響を与えることがあります。

・　単一分離菌から得られた純培養菌のみを使用して下さい。

【用法・用量（操作方法）】
＜試薬の調製方法＞
・　JAMES試薬は、粉末の有効成分を含んでいる滴ビンに乾燥ピペットを用いてア

ンプル中の溶媒を移し入れ、振とうして下さい。５～10分間放置して完全に溶解
させて下さい。

・　NIT１、NIT２試薬は、アンプルを転倒し垂直に保ち、試薬をすべて滴ビンに移
し入れて下さい。または乾燥ピペットを用いて、試薬をすべて滴ビンに移し入れ
て下さい。

・　アピAUX培地及び添加試薬は、２～８℃で暗所に保存して下さい（NIT１試薬は
２～30℃、ZN試薬は８～30℃）。使用期限は、外箱の   マークに記載してありま
す。開封後は、１ヶ月以内に使用して下さい。滴ビンに移し替えた試薬は、移し
替えた日付を滴ビンに記入し、１ヶ月以内に使用して下さい。

・　オキシダーゼ試薬及びJAMES試薬は非常に光に過敏なので、アルミホイルに包
んで冷暗所に保存し使用時にのみ冷暗所から取り出し、すぐに戻して下さい。長
時間、試薬を試験室内に放置しないで下さい。

※※＜必要な器具・器材・試料等＞

本品を使用の際に必要な試薬及び器具
試薬
̶0. 85%滅菌生理食塩液２mL（品番20070）
̶JAMES試薬（品番70542）
̶NIT１＋２試薬（品番70442）
̶ZN試薬（品番70380）
̶オキシダーゼ試薬（品番55635）
̶ミネラルオイル（品番70100）
̶マクファーランドスタンダード（品番70900）濁度0. 5
̶APIWEB®同定ソフトウェア（品番 40011）

器具
̶アピピペット（品番 70250）

̶3̶
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̶アンプルプロテクター（品番 70901）
̶アンプル立て（品番 70200）
̶微生物試験用実験器具類

＜測定（操作）法＞

オキシダーゼ試験
オキシダーゼ試験は、試薬製造元の添付文書に従って実施して下さい。得られた
結果は成績記入用紙に記入し、21番目の試験項目として最終プロファイルに組み
入れます。

コロニーの選択
アピ20NEは、腸内細菌科に属さず栄養要求が厳しくないグラム陰性桿菌の同定
に使用します。

注意１ : 腸内細菌科に属さないグラム陰性桿菌の一部に、オキシダーゼ陰性を示
すものがあります（例 : S. maltophilia、Acinetobacterなど）。これらの菌種はアピ
20NEでも同定可能ですが、それらの選択は他の細菌学的及び臨床的基準に基づ
く必要があります。
注意２ : 栄養要求が厳しい菌や取扱いに注意が必要な菌（例 : Brucellaや
Francisella）は、アピ20NEのデータベースには含まれておりません。これらの菌
の存在を否定または確認するためには、別の操作手順が必要となります。

プレートの準備
・　トレイと蓋からなる培養容器を準備し、約５mLの蒸留水または脱イオン水（ま

たはCl2、CO2などのガスを放出する可能性のある添加物や化合物を含有しない
水）を凹凸のあるトレイに入れて、湿潤環境を作ります。

・　プレートのフラップ部分に、試験に用いる菌株の情報（検体番号等）を記載しま
す。（操作中に蓋がプレート間で入れ替わる危険があるため、蓋に記入すること
は避けて下さい。）

・　包装を開封してプレートを取り出します。
・　プレートを培養容器に入れます。

菌液の調製
・　本添付文書中の“使用上または取扱い上の注意”で指示されている方法で0. 85%

滅菌生理食塩液２mLのアンプルを開けます。ビオメリュー社製以外の0. 85%滅
菌生理食塩液（その他の成分を含有しないもの）２mLが入った試験管を使用す
ることもできます。

・　アピピペットを使って寒天培地から形態が同一なコロニーを１～４個、吸引か擦
過することにより釣菌します。釣菌するコロニーは、培養時間が18～24時間と短
く若いものを使用して下さい。

・　菌液は、マクファーランド濁度0. 5になるように調製し、直ちに使用して下さい。
注意 : 接種菌液をマクファーランド濁度0. 5に調整することは非常に重要です。
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濁度が異なると、アピ20NEプレートが正しく機能しません。特に菌液が薄いと、
偽陰性の結果が生じることがあります。プレートを操作している時は、カップに
触れないようにして下さい。また、菌液を接種した後はプレートを長時間空気に
曝さないで下さい。

プレートへの菌液接種

・　上記と同じアピピペットを使って、NO3からPNPGの試験項目のカップを除く
チューブに菌液を接種して下さい。チューブ底部に気泡が形成されるのを避ける
ため、プレートを僅かに前方に傾けて、アピピペットの先をカップの側面に付け
て操作します。

・　“使用上または取扱い上の注意”の項の指示に従って、アピAUX培地の入ったア
ンプルを開け、残りの菌液約200   をアピAUX培地に接種します。菌液を均一
にするため、アピピペットで気泡ができないように混和します。

・　 GLUからPACの試験項目のチューブ及びカップに菌液を接種します。菌液は、
平面または僅かに凸面状になるように入れ、凹面状やメニスカスを形成しないよ
うにして下さい。菌液の接種量が不足または過剰になると、正確な結果がでない
可能性があります。

・　下線の付いたGLU、ADH及びURE試験項目のカップには、凸面状になるまでミ
ネラルオイルを滴下して下さい。

・　培養容器に蓋をして、29±２℃で24時間（±２時間）培養して下さい。

【測定結果の判定法】
プレート判定
・　培養後、判定表を参照してプレートを判定して下さい。
・　GLU、ADH、URE、ESC、GEL、PNPGの試験項目は、そのまま反応の結果を成

績記入用紙に記入して下さい。
・　NO3とTRPの２つの試験は、同化試験項目を空気媒介汚染から守りながら、結果

を判定して下さい。そのためには、培養容器の蓋で同化試験項目部分を被いなが
ら判定を行います。

・　NO3試験 : 
̶NIT１試薬及びNIT２試薬を１滴ずつNO3試験項目のカップに滴下します。
̶５分後に赤色を呈すれば陽性と判定し、成績記入用紙に記入します。
̶陰性反応の場合は、窒素まで還元反応が進行した可能性があります（小気泡が
見られれば、その可能性があります）。ZN試薬を２～３mgカップに添加して下
さい。
̶５分後にカップが無色のままであれば、陽性と判定します。その結果を成績記
入用紙に記入して下さい。ピンク色～赤色に変化した場合は、硝酸塩が残存し
ており、亜鉛により亜硝酸塩に還元されたことを示すことから、陰性と判定さ
れます。細菌同定に使われるこの反応は、硝酸塩の還元を調べるものです。し
たがって、窒素ガスまたは亜硝酸の産生のどちらか一方で陽性が見られれば、
結果陽性とします。しかしながら、窒素ガスの産生は、補助試験として単独で
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利用されることがあります。
・　TRP試験 : 

JAMES試薬を１滴添加して下さい。判定は直ちに行います。カップ全体がピン
ク色を呈すれば陽性と判定されます。結果を成績記入用紙に記入して下さい。

・　同化試験 : 
菌の増殖を観察して下さい。不透明なカップが認められれば、陽性と判定します。
稀に弱い増殖が見られることがあります。この場合は、他の試験項目の増殖程度
と比較して、-/+または+/-を記録して下さい。
これらの判定の後、“解析”の項の記載に従って、同定を行います。
下記の結果の場合には再培養が必要になります。:

̶low discrimination ; 
̶unacceptableまたはdoubtful profile ; 
̶下記の注釈が示されたプロファイルの場合 :

“48時間培養以前の同定は無効”
アピピペットを用いて、NIT１試薬、NIT２試薬及びJAMES試薬を吸引除去
し、直ちにNO3及びTRP試験項目にミネラルオイルを凸面状になるように滴
下します。29±２℃で、さらに24時間プレートを培養し、NO3、TRP及び
GLUの試験項目（これらは24時間培養後に１度だけ判定します）を除いたす
べての試験項目の判定を再度行います。

※※解析
同定はプロファイル番号を用いて行います。

・　プロファイル番号の決定 :
成績記入用紙上で、各試験項目は３つずつのグループに分けられ、各項目に１、
２、４の数値が与えられています。グループ毎に陽性反応を示した数値が加算さ
れ、７桁のプロファイル番号が得られます。オキシダーゼ反応は21番目の試験と
して加え、陽性の場合は４を加算します。

・　同定 :
専用データベース（V 8. 0）を使用して実施します。
＊APIWEB®同定ソフトウェアを用いる場合 :

７桁のプロファイル番号を入力します。

■品質管理
本培地、プレート及び試薬は、各製造工程において体系的に品質管理が行われていま
す。合理化した品質管理は、輸送/保管後にアピ20NEの性能を確認するために用いら

̶6̶
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れます。本法は、添付文書の測定法に準じて実施され、またCLSI® M50-AQuality 
Control for Commercial Microbial Identification Systemsの基準を満たしています。
本製品は輸送による影響を受けやすい項目を含まないため、合理的品質管理は、大半
の項目で陽性を示すAeromonas hydrophila ATCC® 35654TM、および大半の項目で陰性
を示すAlcaligenes faecalis ATCC® 35655TMの２つの試験菌株を用いて行って下さい。

プレートの広範囲の品質管理試験を実施する場合は、下記の４種類の試験菌株を用い、
アピ20NE試験項目の陽性および陰性反応を確認して下さい。

１．Aeromonas hydrophila ATCC® 35654TM

２．Alcaligenes faecalis ATCC® 35655TM

３．Sphingobacterium multivorum ATCC® 35656TM

４．Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853TM

ATCC  : American Type  Culture  Collection,  10801  University  Boulevard,  Manassas,  VA
20110－2209, USA.

*弱反応を示すことがあります。
トリプケースソイ寒天培地で培養したコロニーを用い、ADH～ PAC のプロファイル
は48時間培養後に得られたものです。
各国の定める規則に従って、本キット使用者の責任のもとで品質管理を実施して下さ
い。

【性能】
・　感度・正確性
標準試験菌株を用いて、「用法・用量（操作方法）」欄に記載の方法に従って試験
するとき、その同定結果は、用いた標準試験菌株の菌種名と一致します。

・　同時再現性
標準試験菌株を用いて、「用法・用量（操作方法）」欄に記載の方法に従って3回
同時に試験をするとき、同定結果は 3回とも用いた標準試験菌株の菌種名と一致
します。

・　測定範囲
本品の使用は、腸内細菌を除く栄養要求が厳しくないグラム陰性桿菌の同定に限
られます。

̶7̶
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※※＜相関＞
24時間培養後：
本データベースに属する保存菌株及び各種材料由来の菌株4,848株が検討されました：
̶87. 4%の菌株が正確に同定されました（追加試験を含む）。
̶4. 3%の菌株は同定不能でした。
̶8. 3%の菌株は誤同定でした。
48時間培養後：
本データベースに属する保存菌株及び各種材料由来の菌株4,305株が検討されました：
̶91. 8%の菌株が正確に同定されました（追加試験を含む）。
̶2. 7%の菌株は同定不能でした。
̶5. 5%の菌株は誤同定でした。

【使用上または取扱い上の注意】
＜取扱い上（危険防止）の注意＞
・　体外診断用医薬品及び微生物制御検査用
・　微生物試験従事者が使用して下さい。
・　本キットには動物由来製品が含まれます。使用動物の由来や衛生状態は保証され
ていますが、これは感染性病原体による製品汚染がないことを完全に保証するも
のではありません。従ってこれらの製品は感染性を有するものとして扱い、飲込
んだり吸い込んだりしないよう、通常の安全予防策を守って取り扱うことをお勧
めします。

・　検査材料、細菌培養、および接種菌液はすべて感染性があるものとして、適切に
取り扱う必要があります。検査全体を通じて、細菌を扱う際には無菌操作の実施

　　と通常の注意を払う必要があります。この件に関しては、“CLSI® M29-A Protection 
　　of Laboratory Workers From Occupationally Acquired Infections; Approved Guideline - 
Current revision”を参照して下さい。使用上または取扱い上の注意の追加情報とし
ては、“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories - CDC/NIH - Latest 
edition ”または各国で現在使用されている規程に準拠して下さい。

＜使用上の注意＞

・　使用期限を過ぎた試薬は使用しないで下さい。
・　使用する前に、各試験用試薬及び包装に破損がないことを確認して下さい。
・　カップなどの変形が見られるプレートは使用しないで下さい。
・　下記のように、注意してアンプルを開けて下さい。

̶アンプルをアンプルプロテクターに差し込んで下さい。
̶アンプルプロテクターに入ったアンプルを片手で垂直に持って下さい
（白色プラスチックキャップが上になるように立てます）。
̶キャップをできる限り下向に押します。
̶キャップの溝面部分に親指を置き、前に押出してアンプル先端部を折ります。
̶アンプルをアンプルプロテクターから取り出し、次の使用のため近くに
　置きます。
̶キャップを注意深く取り除きます。

̶8̶
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・　添付文書に示されている性能データは、本書に記載された操作方法を用いて得ら
れたものです。方法の変更や修正は、同定結果に影響する可能性があります。

・　試験結果の解釈は、患者の病歴、検査材料の由来、分離菌株のコロニー形態や鏡
検像及び必要となった際に実施される他の検査結果（特に薬剤感受性パターンの
結果）を考慮して行う必要があります。

・　期待値結果の範囲
各種生化学性状反応の期待値結果の範囲については本添付文書の最後に記載され
ている“陽性率表”を参照して下さい。

＜廃棄上の注意＞
使用後試薬、未使用試薬及び汚染された器具類は、感染の危険性があるものとし
て適切に廃棄して下さい。廃棄物や廃液の取扱いは、その種類や危険度に応じて
適切な規程の元に各施設で責任を持って処理及び廃棄（外部専門業者に処理及び
廃棄依頼）を行って下さい。

【貯蔵方法・有効期間】
アピ20NEプレート及びアピAUX培地は、包装に表示されている使用期限まで２～
８℃で保存して下さい。有効期間は１年です。使用期限は、プレートのパッケージ
および外箱の　マークに記載してあります。

【包装単位】
25回用
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【問い合わせ先】
シスメックス株式会社　CSセンター
〒651－2241　神戸市西区室谷１丁目３番地の２
TEL  0120－265－034

シスメックス・ビオメリュー株式会社
〒141－0032　東京都品川区大崎一丁目２番２号　大崎セントラルタワー８階
TEL  03－6834－2666（代表）
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【製造販売業者の氏名または名称及び住所】
シスメックス・ビオメリュー株式会社
〒141－0032　東京都品川区大崎一丁目２番２号　大崎セントラルタワー８階

※※ ＊ 本添付文書は、下記Web サイトからダウンロードできます。
　http://products.sysmex-biomerieux.net/
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操作手順

２mL 0. 85％滅菌生理食塩液

アピAUX 培地 

アピ20NE

200    L

オキシダーゼ試験

ミネラルオイル重層

判定

同定
APIWEB®を用いて行う。

マクファーランド濁度0.5
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テスト
項　目

基　　　　質 反　応 /   酵　素 成　　　　績
陰　　性 陽　　性

NO3 硝酸カリウム
硝酸塩の亜硝酸塩への還元

硝酸塩のN2ガスへの還元

■判定表

無色 ピンク色－赤
 NIT1＋NIT2 / 5 分

ピンク色 無色
ZN / 5 分

TRP L－トリプトファン インドール産生（トリプトファン） 無色
薄緑色 / 黄

ピンク色

JAMES / 直後に判定

GLU ブドウ糖 発酵（グルコース） 青色から緑 黄色

ADH L－アルギニン アルギニンジヒドロラーゼ 黄色 オレンジ色 / ピ
 ンク色 / 赤色

URE 尿素 ウレアーゼ 黄色 オレンジ色 / ピ
 ンク色 / 赤色

ESC エスクリン 加水分解（　－グルコシダーゼ）
 （エスクリン）

黄色 灰色 / 茶色
　　/ 黒色

GEL ゼラチン 加水分解（プロテアーゼ）（ゼラ
チン）

変化なし 黒色色素の
　 拡散

PNPG
p－ニトロフェニル-
　－D－ガラクトピ
ラノシド

　-ガラクトシダーゼ（パラ－ニト
ロフェニル－　－D－ガラクトピラ
ノシダーゼ）

無色 黄色

GLU ブドウ糖 同化（グルコース） 透明 不透明

OX
（添付文書中のオキ
シダーゼ試験参照）

チトクロムオキシダーゼ
（添付文書中のオキシ
ダーゼ試験参照）

ARA L－アラビノース 同化（アラビノース） 透明 不透明

MNE D－マンノース 同化（マンノース） 透明 不透明

MAN D－マンニトール 同化（マンニトール） 透明 不透明

NAG
N－アセチル－D－
グルコサミン 同化（N－アセチル－グルコサミン） 透明 不透明

MAL マルトース 同化（マルトース） 透明 不透明

GNT グルコン酸カリウム 同化（グルコン酸カリウム） 透明 不透明

CAP n－カプリン酸 同化（カプリン酸） 透明 不透明

ADI アジピン酸 同化（アジピン酸） 透明 不透明

MLT dl－リンゴ酸 同化（リンゴ酸塩） 透明 不透明

CIT クエン酸ナトリウム 同化（クエン酸三ナトリウム） 透明 不透明

PAC 酢酸フェニル 同化（酢酸フェニル） 透明 不透明
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陽性率表（29±2℃、24～48時間培養、単位%）
※※
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製造販売元
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