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CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)

VERWENDUNGSZWECK

CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate = in geteilten Petrischalen) wird zur
mikrobiologischen Urinanalyse verwendet. CLED Agar (Cystine-Lactose-Electrolyte-Deficient
Agar, Elektrolytarmer Cystin-Lactose-Agar) ist ein Differenzierungsmedium zur Isolierung und
guantitativen Bestimmung von Bakterien im Urin. Es unterstiitzt das Wachstum von im Urin
vorhandenen Krankheitserregern und Kontaminanten, verhindert jedoch ein GiberméaRiges
Schwéarmen von Proteus-Stammen aufgrund seines Mangels an Elektrolyten. MacConkey I
Agar ist ein selektives Differenzierungsmedium zur Isolierung und Differenzierung von
Enterobacteriaceae und verschiedenen anderen gramnegativen Stabchen aus klinischen
Proben und verschiedenen nicht klinischen Materialien.

GRUNDLAGEN UND ERLAUTERUNG DES VERFAHRENS

Mikrobiologische Methode.

CLED Agar: 1960 berichtete Sandys Uber die Entwicklung einer neuen Methode zur
Vorbeugung des Schwéarmens von Proteus-Stammen auf festen Medien durch Begrenzung der
Elektrolyten im Kulturmedium, welche spater mehrfach fiir die Anwendung in Urinkulturen
modifiziert wurde.' Es wurde als Elektrolytarmes Cystin-Lactose-Medium (CLED) bezeichnet
und als ideal flr Dip-Slide-Techniken und die Bakteriologie des Urins im Allgemeinen
beschrieben.

Die Nahrstoffe in CLED Agar werden durch die Gelatine- und Casein-Peptone sowie durch
Rindfleischextrakt geliefert. Lactose wird als Energiequelle fiir Organismen hinzugeflgt, die die
Fahigkeit besitzen, diese durch Fermentation zu nutzen. Bromthymolblau ist ein pH-Indikator zur
Differenzierung von Lactosefermentern und Nicht-Lactosefermentern. Lactosefermentierende
Organismen erniedrigen den pH-Wert, wodurch sich das griine Medium gelb férbt. Cystin
ermdglicht das Wachstum von ,Zwergkolonien” coliformer Bakterien.® Das Medium ist
elektrolytarm, wodurch das Schwarmen von Proteus-Spezies reduziert oder verhindert wird. Das
Medium ermdglicht somit die quantitative Bestimmung von Krankheitserregern im Urin,
einschliel3lich der Proteus-Spezies.

MacConkey ll-Agar: Dieses Medium wurde bereits 1900 und 1905 zur Isolierung und
Differenzierung von Enterobacteriaceae und verschiedenen Nonfermentern entwickelt.** Diese
Rezeptur wurde mit dem Wissen konzipiert, dass Gallensalze von S&auren prazipitiert werden und
dass bestimmte enterische Mikroorganismen Lactose fermentieren, wahrend andere diese
Fahigkeit nicht besitzen. Spéter wurde dieses Medium mehrmals modifiziert.®”
MacConkey-Agar ist nur schwach selektiv, da die Konzentration an Gallensalzen, welche die
grampositiven Mikroorganismen hemmen, im Vergleich zu anderen Medien niedrig ist. Dieses
Medium wird zur Verwendung fur klinische Proben empfohlen, welche voraussichtlich eine
gemischte mikrobielle Flora enthalten, wie z.B. Urin, Proben aus dem Respirationstrakt, aus
Wunden oder andere, da es eine Vorgruppierung von Enterobacteriaceae und anderen
gramnegativen Bakterien in Lactose-fermentierende und nicht Lactose-fermentierende erlaubt.
Die MacConkey lI-Agar-Rezeptur wurde konzipiert, um die Hemmung von schwéarmenden
Proteus-Spezies zu verbessern und damit eine bessere Differenzierung von Lactose-
fermentierenden und nicht Lactose-fermentierenden Bakterien und ein verbessertes Wachstum
von enterischen Bakterien zu erreichen.

Im MacConkey ll-Agar liefern Peptone die Nahrstoffe. Kristallviolett hemmt grampositive
Bakterien, besonders Enterokokken und Staphylokokken. Die Differenzierung von enterischen
Mikroorganismen wird durch die Kombination von Lactose und Neutralrot als pH-Indikator
erreicht. In Abhangigkeit von der Fahigkeit des Isolates das Kohlenhydrat zu fermentieren,
werden farblose oder rosa bis rote Kolonien gebildet.

7-10

PA-257562.01 -1-



Das Vorhandensein von CLED und MacConkey II-Agar in dieser zweigeteilten Platte erlaubt die
Bestimmung der Gesamtkeimzahl und die Isolierung von grampositiven und gramnegativen
Bakterien aus Urin.

REAGENZIEN
Zusammensetzung* pro Liter destilliertem Wasser
CLED Agar MacConkey Il Agar
Pankreatisch abgebaute Gelatine 4049 Pankreatisch abgebaute Gelatine 1709
Pankreatisch abgebautes Casein 4.0 Pankreatisch abgebautes Casein 1,5
Rindfleischextrakt 3,0 Peptisch abgebautes Tiergewebe 15
Lactose 10,0 Lactose 10,0
L-Cystin 0,128 Gallensalze 1,5
Bromthymolblau 0,02 Natriumchlorid 5,0
Agar 15,0 Neutralrot 0,03
pH7.3+0.2 Kristallviolett 0,001
Agar 13,5
pH7,1+0,.2

*Nach Bedarf abgestimmt und/oder ergéanzt auf die geforderten Testkriterien.

VORSICHTSMASSNAHMEN

. Nur fir den professionellen Gebrauch. @

Agarplatten bei Anzeichen von mikrobieller Kontamination, Verfarbung, Austrocknung, Rissen
oder sonstigen Anzeichen von Produktverfall nicht verwenden.

Hinweise zu Verfahren unter Einhaltung aseptischer Arbeitsweise, Biogefahrdung und
Entsorgung des Produkts sind der ALLGEMEINEN GEBRAUCHSANLEITUNG zu entnehmen.

AUFBEWAHRUNG UND HALTBARKEIT

Nach Erhalt Platten bis unmittelbar vor dem Gebrauch im Dunkeln bei 2 — 8 °C in der
Originalverpackung lagern. Einfrieren und Uberhitzen vermeiden. Die Platten kénnen bis zum
Verfallsdatum (s. Kennzeichnung auf der Verpackung) inokuliert und entsprechend den
empfohlenen Inkubationszeiten inkubiert werden.

Platten aus bereits gedffneten Stapeln mit jeweils 10 Platten kénnen bei Lagerung in einem
sauberen Bereich bei 2 — 8 °C bis zu einer Woche verwendet werden.

QUALITATSSICHERUNG DURCH DEN ANWENDER

Reprasentative Proben des Produktes mit den nachfolgend aufgefiihrten Stammen inokulieren
(detaillierte Informationen siehe ALLGEMEINE GEBRAUCHSANLEITUNG). Platten bei 35 + 2
°C in einer aeroben Atmosphare inkubieren. Platten nach 18 bis 24 Stunden auf Wachstum,
Farbe, Koloniegréf3e und auf Hemmung des Schwarmens von Proteus tberprifen.

Teststamme

CLED Agar

MacConkey Il Agar

Escherichia coli
ATCC™ 25922

Wachstum; gelbe Kolonien; Medium
gelb

Wachstum; pinkfarbene Kolonien,
oft von triiben Zonen (Gallensalz-
prazipitation) umgeben

Proteus vulgaris
ATCC 8427

Wachstum; Kolonien farblos bis blau;
Schwéarmen gehemmt; leicht
augedehntes Wachstum einzelner
Kolonien akzeptabel

Wachstum; farblose bis
beigefarbene Kolonien; Schwarmen
inhibiert

Enterococcus faecalis

Wachstum; Kolonien farblos bis gelb;

Teilweise bis vollstandige

ATCC 29212 Medium gelb Hemmung

Staphylococcus aureus | Wachstum; Kolonien Klein, gelb; Teilweise bis vollstandige

ATCC 25923 Medium gelb Hemmung

Staphylococcus Wachstum; Kolonien klein, weil3 bis Teilweise bis vollstandige
saprophyticus gelblich; Medium gelb Hemmung

NCTC 10516

Umbeimpft Grin bis blaugriin Leicht pinkfarben; leicht opaleszent
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VERFAHREN

Mitgeliefertes Arbeitsmaterial

CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate), in zweigeteilten 90 mm-Petrischalen
Mikrobiologisch tberprift.

Nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial
Zusatzliche Kulturmedien, Reagenzien und Laborgerate nach Bedarf.

Probenarten und Probenentnahme

Dieses Produkt ist ausschlief3lich zur quantitativen Bestimmung und Differenzierung von
Bakterien im Urin vorgesehen. Als Probe eignet sich Mittelstrahl- oder Katheterurin, oder Urin,
der mittels einer suprapubischen Blasenpunktion gewonnen wurde (siehe auch
LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN). Bei der Gewinnung von
Urinproben aseptische Kautelen beachten. Der Urin muss spatestens 2 Stunden nach der
Probenentnahme direkt auf dem Medium ausgestrichen oder gekuhlt aufbewahrt (nicht langer
als 24 Stunden) werden, um ein Uberwachsen der Erreger oder Kontaminanten vor der
Inokulation des Mediums zu verhindern.®**

Testverfahren

Fur jedes der beiden Medien in dieser zweigeteilten Platte eine Probe des unverdinnten, gut
durchmischten Urins unter Verwendung einer kalibrierten Impfése (0,01 oder 0,001 ml)
entnehmen. Auf die korrekte Fillung der Impfose mit der Probe achten. Als erstes eine Probe
auf CLED Agar, danach eine zweite Probe aud MacConkey II-Agar ausstreichen. Platten aerob
24 — 48 Stunden lang bei 35 + 2 °C inkubieren. Nicht in CO,-angereicherter Atmosphére
inkubieren!

Berechnung und Interpretation der Ergebnisse

Die Anzahl der Kolonien (KBE) auf dem CLED-Agar-Medium bestimmen. Bei Verwendung einer
0,01-ml-Impfése entspricht jede Kolonie 100 KBE/ml Urin; Bei Verwendung einer 0,001-ml-
Impfése entspricht jede Kolonie 1000 KBE/ml Urin.®

Mittelstrahl- und Katheterurin: Nach aktuellen Richtlinien deutet eine Dichte von >10° KBE/ml
eines Isolats auf eine Infektion hin, eine Dichte von <10° KBE/ml deutet auf eine Kontamination
der Harnréhre oder der Vagina hin, und ein Wert zwischen 10* - 10°KBE/ml erfordert eine
erneute Bewertung anhand der klinischen Informationen.®**

Urin, der durch suprapubische Blasenpunktion gewonnen wurde: Da die Harnblase bei
infektionsfreien Patienten steril ist, deutet jede nachgewiesene KBE auf eine Infektion hin.

Infektionserreger im Urin erbringen im Allgemeinen hohe Koloniezahlen mit einheitlicher
Koloniemorphologie. Bei Kontamination durch die Urethral- oder Vaginalflora sind dagegen meist
geringere Zahlen verschiedener Kolonieformen und —grof3en vorhanden.

Wahrend CLED-Agar das Wachstum von grampositiven und gramnegativen Bakterien erlaubt,
werden grampositive Bakterien auf MacConkey Il-Agar teilweise bis vollstandig gehemmit.

Das Vorhandensein von Kolonien auf dem MacConkey II-Agar-Medium deutet auf die Prasenz
gramnegativer Stdbchenbakterien, z.B. Enterobacteriaceae (wie E. coli und viele andere) hin.

CLED und MacConkey ll-Agar gestatten nur eine Vordifferenzierung der Kolonien anhand der
Lactosefermentation. Auf diesen Medien isolierte Bakterien miissen zur endguiltigen
Identifizierung und zur Empfindlichkeitspriifung weiteren Tests unterzogen werden.**?

Das typische Aussehen haufiger Erreger auf diesen Medien ist wie folgt:

Organismus CLED Agar MacConkey Il Agar

E. coli und andere stark | Gelbe Kolonien, opak; gelbes Pinkfarbene bis rote Kolonien (u.U.

lactose-fermentierende | Medium umgeben von einer Zone von Galle-

gramnegative Stabchen Prazipitaten)

Klebsiella, Enterobacter | Gelbe bis weililich-blaue Kolonien, | Mukoide, pinkfarbene Kolonien
oftmals mukoid; gelbliches Medium
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Proteus spp. Durchsichtige farblose bis blaue Farblose Kolonien, gehemmtes
Kolonien; blau-griines bis blaues Schwarmen um einzeln stehende
Medium, Schwarmen unterdriickt | Kolonien herum
Andere nicht lactose- Durchsichtige farblose bis blaue Farblose Kolonien; Medium orange bis
fermentierende Kolonien; blau-griines bis blaues bernsteinfarben
gramnegative Stdbchen | Medium
Pseudomonas Griine Kolonien mit typisch UnregelmaRige, farblose bis rosafarbene
aeruginosa mattierter Oberflache und Kolonien
ungleichmégiger Peripherie; blaues
Medium
Enterokokken Kleine gelbe Kolonien, Teilweise bis vollstandige Hemmung
Durchmesser ca. 0,5 mm; gelbes
Medium
Staphylococcus aureus | Tiefgelbe Kolonien, einheitliche Meist vollstandige Hemmung
Farbung; gelbes Medium
Koagulasenegative Hellgelbe Kolonien, opaker als Meist vollstandige Hemmung
Staphylokokken Enterococcus faecalis

LEISTUNGSMERKMALE UND VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

CLED Agar eignet sich zur Isolierung und quantitativen Bestimmung einer Vielzahl von aerob
wachsenden Mikroorganismen, z.B. Enterobacteriaceae, Pseudomonas und weitere nicht-
fermentierende gramnegative Stédbchen, Enterokokken, Staphylokokken, Candida-Spezies, und
viele andere Spezies aus Urinproben.

Streptokokken und andere Organismen, die Blut oder Serum zum Wachstum benétigen, kénnen
moglicherweise nur unzureichend auf diesem Medium wachsen oder erfordern unter Umstanden
eine verlangerte Inkubationszeit. Daher sollte die Probe bei Verdacht auf solche Organismen
gleichzeitig auf einer Blutagarplatte kultiviert werden.

Erreger urogenitaler Infektionen wie Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis, Chlamydia,
Ureaplasma oder andere anspruchsvolle Organismen wachsen nicht auf diesem Medium.
Informationen Uiber geeignete Nachweismethoden dieser Organismen sind der Literatur zu
entnehmen.®%1?

Obwohl eine Differenzierung anhand der Lactose-Fermentierung und bestimmte andere
diagnostische Tests direkt auf diesem Medium durchgefiihrt werden kénnen, sind fiir eine
vollstandige Identifizierung biochemische und, falls indiziert, serologische Tests unter
Verwendung von Reinkulturen erforderlich.*®*?

MacConkey Il Agar ist eines der Standardmedien fir das Anlegen primarer Plattenkulturen von
klinischen Proben und verschiedenen nicht klinischen Materialien. Auf diesem Medium wachsen
alle Organismen der Enterobacteriaceae-Familie sowie eine Vielzahl anderer gramnegativer
Stabchen, z.B. Pseudomonas und verwandte Gattungen. Nichtfermentierende gramnegative
Stabchenbakterien wachsen auf diesem Medium nur, wenn sie gegen die selektiven
Bestandteile resistent sind. Bevor das Medium fiir spezifische Erreger verwendet wird, sollten
die jeweiligen Literaturhinweise konsultiert werden.®*°

Berichten zufolge wird das Wachstum von einigen Enterobacteriaceae und Pseudomonas
aeruginosa auf MacConkey-Agar gehemmt, wenn das Medium in einer CO,-angereicherten
Atmosphare inkubiert wird.*®

Obwohl bestimmte diagnostische Tests direkt auf diesem Medium durchgefiihrt werden
koénnen, sind fir eine vollstandige Identifizierung biochemische und, falls indiziert,
immunologische Tests unter Verwendung von Reinkulturen erforderlich. Die entsprechenden
Literaturhinweise sind zu beachten. 8%*2
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LIEFERBARE PRODUKTE

CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate),

Best.-Nr. 257562 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 20 Platten
Best.-Nr. 257680 Gebrauchsfertige Plattenmedien, 120 Platten
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