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BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)

USO PREVISTO

BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate) se utiliza para el analisis microbiolégico de
orina. CLED Agar es un medio de cultivo diferencial para uso en el aislamiento y recuento de
bacterias en muestras de orina. MacConkey Il Agar es un medio de diferenciacion selectivo
para el aislamiento y la diferenciacion de Enterobacteriaceae y diversos bacilos gram negativos
en muestras clinicas y no clinicas.

PRINCIPIOS Y EXPLICACION DEL PROCEDIMIENTO

Método microbioldgico.

CLED Agar: En 1960, Sandys publico el desarrollo de un nuevo método para prevenir la
proliferacién de Proteus en medios solidos mediante la restriccion de electrolitos en un medio

de cultivo que posteriormente se modificé en varias ocasiones para utilizarlo en los cultivos de
orina™. Se designé como medio Cistina-Lactosa deficiente en electrolitos (CLED) (del inglés,
Cystine-Lactose-Electrolyte-Deficient) y se proclamé que resultaba ideal para la bacteriologia
urinaria.

En CLED Agar, las peptonas y el extracto de carne bovina proporcionan los nutrientes. La
lactosa es una fuente de energia para los microorganismos capaces de utilizarla a través de un
mecanismo de fermentacioén. El azul de bromotimol es un indicador de pH que permite
diferenciar los microorganismos fermentadores de los no fermentadores de lactosa. Los primeros
reducen el pH y modifican el color del medio, pasando éste de verde a amarillo. La cistina
permite el crecimiento de “colonias enanas” de coliformes®. Se reducen las fuentes de electrolitos
con el fin de minimizar la proliferacion de las especies de Proteus.

MacConkey Il Agar: Una de las primeras formulas de medios para la diferenciacion de
Enterobacteriaceae fue desarrollada por MacConkey y publicada en 1900 y 1905*°. Esta férmula
fue disefiada sabiendo que las sales biliares precipitan por accion de acidos y que determinados
microorganismos entéricos fermentan la lactosa, mientras que otros no presentan dicha
capacidad. Posteriormente, este medio fue modificado varias veces®”.

MacConkey Agar es solo ligeramente selectivo, dado que la concentracion de sales biliares,
que inhiben los microorganismos gram positivos, es baja en comparacion con otros medios de
siembra en placa entéricos. Se recomienda el uso de este medio con muestras clinicas que
posiblemente contengan flora microbiana mixta, tales como la orina y muchas otras mas, dado
que permite una agrupacion preliminar de Enterobacteriaceae y otros bacilos gram negativos

en fermentadores y no fermentadores de lactosa’°.

La férmula de MacConkey Il Agar se disefié para mejorar la inhibicién de la proliferacion de la
especie Proteus, lograr una mejor diferenciacion de los organismos fermentadores y no
fermentadores de lactosa y alcanzar un crecimiento superior.

En MacConkey Il Agar, las peptonas proporcionan los nutrientes. El cristal violeta inhibe las
bacterias gram positivas, en especial los enterococos y estafilococos. La diferenciacion de los
microorganismos entéricos se logra mediante la combinacion de lactosa y el indicador de pH
rojo neutro. Se producen colonias incoloras o de color de rosa a rojo segun la capacidad del
aislado para fermentar los carbohidratos.

La presencia de agar CLED y agar MacConkey Il en esta biplaca permite la determinacién del
recuento total y el aislamiento de bacterias gram positivas y gram negativas a partir de muestras
de orina.
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REACTIVOS
CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)
Férmula* por litro de agua purificada

CLED Agar MacConkey Il Agar
Digerido pancreatico de gelatina 4049 Digerido pancreatico de gelatina 17,09
Digerido pancreatico de caseina 4.0 Digerido pancreatico de caseina 1,5
Extracto de carne bovina 3,0 Digerido péptico de tejido animal 1,5
Lactosa 10,0 Lactosa 10,0
L-cistina 0,128 Sales biliares 1,5
Azul de bromotimol 0,02 Cloruro sédico 5,0
Agar 15,0 Rojo neutro 0,03
pH7,3+0,2 Cristal violeta 0,001
Agar 13,5
pH7,1+£0,2

*Ajustada y/o complementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

PRECAUCIONES

Para uso diagnostico in vitro Solamente para uso profesional. ®
No utilizar las placas si muestran evidencia de contaminacién microbiana, decoloracion,
deshidratacion, grietas o cualquier otro signo de deterioro.

ALMACENAMIENTO Y VIDA UTIL

Al recibir las placas, almacenarlas en un lugar oscuro a una temperatura de 2 — 8 °C, en su
envase original hasta justo antes de su uso. Evitar la congelacion y el sobrecalentamiento. Las
placas pueden inocularse hasta la fecha de caducidad (véase la etiqueta del paquete) e
incubarse durante los periodos de incubacién recomendados.

Las placas de pilas abiertas de 10 unidades almacenadas en un area limpia a una temperatura
de 2 a 8 °C pueden utilizarse durante una semana.

CONTROL DE CALIDAD DEL USUARIO

Inocular muestras representativas con las cepas siguientes (para obtener mas datos, véase el
documento INSTRUCCIONES GENERALES DE USO). Incubar las placas a 35+ 2 °C en una
atmdsfera aerobia.

Examinar las placas al cabo de 18 - 24 h para observar la extension del crecimiento, la
pigmentacion, el tamafio de las colonias y la inhibicidn de la proliferacién o propagacion del
Proteus.

ligera propagacion aceptable

Cepas CLED Agar MacConkey Il Agar
Escherichia coli Crecimiento; colonias y medio de color Crecimiento; colonias de
ATCC 25922 amarillo color rosa

Proteus vulgaris Crecimiento; colonias desde incoloras hasta | Crecimiento; colonias de
ATCC 8427 de color azul; inhibicién de la proliferacion; incoloras a color beige,

proliferacion inhibida

Enterococcus faecalis

Crecimiento; colonias desde incoloras hasta

Inhibicion de parcial a

ATCC 29212 de color amarillo; medio de color amarillo completa
Staphylococcus aureus | Crecimiento; colonias pequefias, de color Inhibicién de parcial a
ATCC 25923 amarillo; medio de color amarillo completa
Staphylococcus Crecimiento; colonias pequefias, color Inhibicion de parcial a
saprophyticus blanco a amarillento; medio de color amarillo | completa

NCTC 10516

Sin inocular Color de verde a azul verdoso Rosa claro, ligeramente

opalescente

PROCEDIMIENTO

Materiales suministrados
BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplacas de 90 mm). Con control microbiolégico.

Materiales no suministrados
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Medios de cultivo auxiliar, reactivos y el equipo de laboratorio que se requiera.

Tipos y recogida de las muestras

Este medio se utiliza exclusivamente para contar y diferenciar las bacterias presentes en la
orina. Se puede utilizar la orina de la parte media de la miccion, de la sonda o recogida
mediante puncioén vesical suprapubica (ver también CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO). Emplear técnicas asépticas al recoger las muestras
urinarias. Es preciso extender la orina directamente sobre el medio no mas tarde de las 2 horas
siguientes a la recogida de la muestra, o bien refrigerarla (menos de 24 horas) para evitar el
crecimiento excesivo de los agentes infecciosos o contaminantes, antes de la inoculacion de
este medio. ®"

Procedimiento de anédlisis

Recoger con un asa calibrada (0,01 6 0,001 mL) una muestra de orina no diluida,
adecuadamente mezclada, para cada uno de los dos medios de esta biplaca. Confirmar la
obtencion de una cantidad de muestra adecuada en el asa. Primero, extender una muestra de
la orina sobre CLED Agar, después extender la segunda muestra sobre MacConkey Il Agar.
Incubar en atmdsfera aerobia a 35 + 2 °C durante 24 — 48 h. No incubar en una atmdsfera
aerobia enriquecida con CO..

Recuento e interpretacion de los resultados.

Contar el numero de colonias (UFC) en la placa. Si se utiliza un asa de 0,01 mL, cada colonia
resultante representa 100 UFC/mL; si se utiliza un asa de 0,001 mL, cada colonia corresponde
a 1000 UFC/mL de orina®.

Orina de la parte media de la miccion y de sonda: Las directrices actuales indican que, para un
Unico aislado, una densidad de =10° UFC/mL indica infeccién, <10° UFC/mL indica
contaminacién uretral o vaginal, en tanto que se deben evaluar nuevamente las densidades de
10* — 10° UFC/mL basandose en la informacion clinica. ®"’

Orina recogida mediante puncion vesical suprapubica: Dado que la vejiga es estéril en los
individuos no infectados, la deteccion de toda UFC indica una infeccion.

Los patdgenos de la orina normalmente producen recuentos elevados y presentan una
morfologia uniforme de las colonias mientras que las bacterias contaminantes generalmente
aparecen en escasas cantidades y con una morfologia variada de las colonias.

Mientras que CLED Agar permite el crecimiento de bacterias gram positivas y gram negativas,
el crecimiento de las bacterias gram positivas queda parcial o totalmente inhibido en
MacConkey Il Agar.

El crecimiento en el medio MacConkey Il Agar indica la presencia de bacilos gram negativos, por
ejemplo, Enterobacteriaceae (como E. coli y muchos otros de estos bacilos).

CLED Agar y MacConkey Il Agar sélo permiten una presunta diferenciacion de las colonias
conforme a la prueba de fermentacion de la lactosa. Para lograr una identificacion completa y
para la determinacién de la sensibilidad a antibiéticos, deben realizarse pruebas adicionales'"?.

La morfologia caracteristica de las colonias en BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)
es la siguiente:

Organismos CLED Agar MacConkey Il Agar

Escherichia coli Colonias amarillas, opacas, medio de | Crecimiento; colonias de color rosa
color amarillo

Klebsiella, Enterobacter Colonias de color amarillo o blanco Colonias mucoides de color rosa
azulado, a menudo mucoides; medio
de color amarillento

Proteus Colonias de color azul traslucido; Crecimiento; colonias de incoloras a
medio de color azul o verdoso color beige, proliferacion inhibida

Pseudomonas aeruginosa | Colonias de color verde con superficie | Colonias irregulares, de incoloras a
caracteristicamente mate y bordes color rosa
irregulares; medio de color azul

Enterococos Colonias pequenas amarillas, medio | Inhibicion de parcial a completa

de color amarillo

Staphylococcus aureus Colonias de color amarillo intenso y | Inhibicidon de parcial a completa
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uniforme; medio de color amarillo

Estafilococos coagulasa | Colonias de color amarillo palido, mas | Inhibicién de parcial a completa
negativos opacas que las de enterococos

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO Y LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
CLED Agar es adecuado para aislar y efectuar el recuento de numerosos microorganismos de
crecimiento aerobio como Enterobacteriaceae, Pseudomonas y otros bacilos gram negativos no
fermentadores, enterococos, estafilococos, especies de Candida y muchos otros de estos
microorganismos, en muestras de orina.

Los estreptococos y otros microorganismos que precisan sangre 0 suero para su crecimiento
pueden no ser recuperados suficientemente en este medio o requerir una prolongada
incubacién. Por tanto, si se espera hallar tales microorganismos, se debe cultivar la muestra
asimismo en una placa de agar sangre.

Los patégenos genitourinarios como Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis, Chlamydia,
Ureaplasma y otros microorganismos exigentes, no crecen en este medio. Consultar las
g(?g%encias para conocer las técnicas de deteccion adecuadas para estos microorganismos.
Aunque en este medio puede efectuarse la diferenciacion conforme a la fermentacién de
lactosa y determinadas pruebas de diagnostico, se precisa el analisis bioquimico y, en caso
indicado, inmunoldgico, empleando cultivos puros para lograr la identificacion completa® 2.
MacConkey Il Agar es uno de los medios estandar utilizados para la siembra primaria en placas
de muestras clinicas y para diversos materiales no clinicos. En este medio creceran
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae y una diversidad de otros bacilos gram
negativos, p. ej. Pseudomonas y géneros relacionados. En este medio crecen microorganismos
no fermentadores si son resistentes a sus componentes selectivos. Consultar los capitulos
correspondientes en las referencias antes de utilizar el medio para organismos especificos. 8.10
Se ha descrito la inhibicion de algunas Enterobacteriaceae y de Pseudomonas aeruginosa en
MacConkey Agar cuando se incuban en una atmdsfera enriquecida con CO,".

Ciertas pruebas diagnésticas pueden efectuarse directamente en este medio; no obstante, para
lograr la identificacion completa se necesitan pruebas bioquimicas y, si asi se indica, pruebas
inmunoldgicas usando cultivos puros. Consultar las referencias correspondientes. %2
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ENVASE/DISPONIBILIDAD

CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)

N° de cat. 257562 Medios en placa listos para usar, 20 placas
N° de cat. 257680 Medios en placa listos para usar, 120 placas
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