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BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)

UTILIZARE SPECIFICA

BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate) este utilizat pentru analiza microbiologica a urinei.
CLED Agar este un mediu de cultura diferential utilizat la izolarea si enumerarea bacteriilor din
urina. MacConkey Il Agar este un mediu selectiv si diferential pentru izolarea si diferentierea
familiei Enterobacteriaceae si a altor bacili gram negativi din probele clinice si non-clinice.

PRINCIPIILE SI EXPLICAREA PROCEDURII

Metoda microbiologica.

CLED Agar: In 1960, Sandys a elaborat un raport privind dezvoltarea unei noi metode de
prevenire a acumularii de Proteus in medii solide, limitand cantitatea de electrolili in mediul de
cultura care a fost modificat ulterior de mai multe ori pentru utilizarea in uroculturd. Acesta a
fost denumit mediu Cistina-Lactoza-Electrolit Deficient (CLED) si a fost raportat ca fiind ideal
pentru tehnici de inoculare prin inmuiere si pentru bacteriologia urinara in general.

In CLED Agar, peptonele si extractul de vita furnizeaza substantele nutritive. Lactoza este o
sursa de energie pentru organismele capabile sa o utilizeze printr-un mecanism de fermentatie.
Albastru de bromtimol este un indicator pH pentru diferentierea organismelor care asigura
fermentatia lactozei de organismele care inhiba fermentatja lactozei. Organismele care asigura
fermentatia lactozei reduc valoarea pH si schimba culoarea mediului de la verde la galben.
Cistina permite cresterea ,coloniilor pitice” de bacterii coliforme.® Sursele de electrolit sunt reduse
pentru a minimiza acumularea de specii Proteus.

MacConkey Il Agar: Unul dintre primele formulari de medii pentru diferentierea familiei
Enterobacteriaceae a fost realizat de MacConkey si publicat in 1900 si 1905.*° Aceasta
formulare a fost realizata cunoscand faptul ca sarurile biliare sunt precipitate de acizi si anumite
microorganisme enterice fermenteaza lactoza in timp ce altele nu au aceasta proprietate. Mai
tarziu, acest mediu a fost modificat de mai multe ori.’

MacConkey Agar este slab selectiv datorita concentratiei scazute de saruri biliare, ce inhiba
microorganismele gram pozitive, in comparatie cu alte medii enterice pe placi. Se recomanda
utilizarea acestui mediu cu probele clinice avand probabilitate mare de a contine flora
microbiana mixta, precum probele de urina si multe altele, deoarece permite o grupare
preliminara a familiei Enterobacteriaceae si a altor bacterii gram negative in bacterii care
fermenteaza lactoza si bacterii care nu fermenteaza lactoza.” ™

Mediul MacConkey Il Agar a fost proiectat pentru a imbunatati inhibarea procesului de invazie a
speciilor Proteus, pentru a realiza o diferentiere mai buna a bacteriilor care fermenteaza lactoza
de cele care nu fermenteaza lactoza si pentru o crestere mai buna.

In mediul MacConkey Il Agar, peptonele furnizeaza substantele nutritive. Cristalul violet inhiba
bacteriile gram pozitive, in special enterococii si stafilococii. Diferentierea microorganismelor
enterice este realizata prin combinarea lactozei cu indicatorul de pH rosu neutru. Coloniile
incolore sau roz spre rosu sunt produse in functie de proprietatea izolatului de a fermenta
carbohidratul.

Prezenta mediilor CLED si MacConkey Il Agar pe aceasta placa dubla permite determinarea
numarului total si a izolarii bacteriilor gram pozitive si gram negative din probele de urina.
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REACTIVI

CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)
Formula* pentru un litru de apa purificata

CLED Agar MacConkey Il Agar
Extract pancreatic de gelatina 4049 Extract pancreatic de gelatina 17,09
Extract pancreatic de cazeina 4,0 Extract pancreatic de cazeina 1,5
Extract de vita 3,0 Extract peptic de {esut de origine animal{ 1,5
Lactoza 10,0 Lactoza 10,0
L-cistina 0,128 Saruri biliare 1,5
Albastru de bromtimol 0,02 Clorura de sodiu 50
Agar 15,0 Rosu neutru 0,03
pH7,310,2 Cristal violet 0,001
Agar 13,5
pH7,1+0,2

*Ajustata si/sau suplimentata dupa cum este necesar pentru a indeplini criteriile de performanta.

PRECAUTII

In scopul diagnosticului in vitro . Numai pentru uz profesional. @
Nu utilizati placile daca prezintd semne de contaminare microbiana, decolorare, deshidratare,
fisuri sau alte semne de deteriorare.

DEPOZITARE $1 DURATA DE DEPOZITARE
La receptie, depozitati placile la intuneric la 2 pana la 8 °C, in ambalajul original pana in
momentul utilizarii. Evitati congelarea si supraincalzirea. Placile pot fi inoculate pana la
expirarea termenului de valabilitate (consultati eticheta ambalajului) si pot fi incubate pentru
perioadele recomandate de incubare.
Placile dintr-o stiva de 10 placi desfacuta pot fi utilizate timp de o saptamana, daca sunt
depozitate intr-o zona curata, la o temperatura cuprinsa intre 2 si 8 °C.

CONTROLUL CALITATII EFECTUAT DE UTILIZATOR
Inoculati probele reprezentative cu urmatoarele tulpini (pentru informatii suplimentare, consultati
documentul INSTRUCTIUNI GENERALE DE UTILIZARE). Incubati placile la 35+ 2 °C in

atmosfera aeroba.

Examinati placile dupa 18 pana la 24 h pentru a observa gradul de crestere, pigmentarea,
dimensiunea coloniilor, si inhibarea acumularii/extinderii Proteus.

Tulpini

CLED Agar

MacConkey Il Agar

Escherichia coli

Crestere; colonii galbene, mediu

Crestere; colonii roz

usoara extindere este acceptabila

ATCC 25922 galben
Proteus vulgaris Crestere; colonii incolore spre Crestere; colonii incolore
ATCC 8427 albastre; acumulare inhibata, o spre bej, proces de invazie

inhibat

Enterococcus faecalis

Crestere; colonii incolore spre

Inhibare partiala spre

ATCC 29212 galbene; mediu galben completa
Staphylococcus aureus Crestere; colonii mici, galbene; mediu | Inhibare partiala spre
ATCC 25923 galben completa

Staphylococcus saprophyticus
NCTC 10516

Crestere; colonii mici, alb - galbui;
mediu galben

Inhibare partiala spre
completa

Neinoculat

Verde spre verde-albastrui

Roz deschis, usor
opalescente
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PROCEDURA
Materiale furnizate
BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (placi duble de 90 mm). Controlate microbiologic.

Materiale nefurnizate
Medii de cultura auxiliare, reactivi si echipamentul de laborator necesar.

Tipuri de probe si colectarea probelor

Acest mediu este utilizat exclusiv pentru enumerarea si diferentierea bacteriilor din urina. Poate
fi utilizata urina obfinuta de la mijlocul jetului, prin cateterizare sau prin punctie suprapubiana
(consultati si CARACTERISTICI DE PERFORMANTA $I LIMITARILE PROCEDURII).
Respectati tehnicile aseptice de colectare a probelor de urina. Trebuie efectuate striatii cu urina
direct pe mediu, nu mai tarziu de 2 ore de la colectare, sau urina trebuie pastrata refrigerata (nu
mai mult de 24 de ore) pentru a evita cresterea si dezvoltarea agentilor infectiosi si a
contaminantilor inainte de inocularea pe acest mediu. %"

Procedura de testare

Recoltati un esantion de urina nediluata, bine amestecata, utilizadnd o ansa calibrata (0,01 sau
0,001 mL) pentru fiecare dintre cele doua medii ale acestei placi duble. Asigurati-va de
incarcarea corespunzatoare a ansei cu proba. Mai intai, prelevati o proba de urina pe CLED
Agar, apoi a doua proba pe MacConkey Il Agar. Incubati placile intr-o atmosfera aeroba la 35 +
2 °C timp de 24 pana la 48 de ore. Nu incubati intr-o atmosfera aeroba imbogatita cu CO,!

Calcularea si interpretarea rezultatelor

Numarati coloniile (UFC) de pe placa. Daca a fost utilizata o ansa de 0,01 mL, fiecare colonie
rezultata reprezinta 100 UFC/mL; daca a fost utilizata o ansa de 0,001 mL, fiecare colonie
corespunde la 1.000 UFC/mL de urina.?

Urina obtinuta din mijlocul jetului si cu ajutorul cateterului: Actualmente, se considera ca pentru un
singur izolat, o densitate >10° UFC/mL indica infectie, <10° UFC/mL indica contaminare uretrald sau
vaginald, iar intre 10* si 10° UFC/mL este necesaré reevaluarea pe baza informatiilor clinice. ®"
Urina recoltata prin punciie vezicala suprapubianad: Deoarece vezica este sterila la subieciii fara
infectie, depistarea oricarui indice UFC indica o infectie.

Agentii patogeni din urina stimuleaza de regula un numar mare de microorganisme cu
morfologie coloniala uniforma, in timp ce bacteriile de contaminare apar de obicei in numar mic,
iar coloniile prezinta morfologii variate.

In timp ce mediul CLED Agar permite cresterea bacteriilor gram pozitive si gram negative,
bacteriile gram pozitive sunt inhibate partial spre complet pe mediul MacConkey |l Agar.
Cregterea pe mediul MacConkey Il Agar indica prezenta bacililor gram negativi, de ex.,
Enterobacteriaceae (cum ar fi E. coli si multe altele).

Mediile CLED si MacConkey Il Agar permit doar o diferentiere prezumtiva a coloniilor pe baza
capacitatii de fermentare a lactozei. Pentru o identificare completa si pentru determinarea
sensibilitatii antimicrobiene, trebuie sa se efectueze teste suplimentare.’®"?
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Morfologia tipica a coloniilor pe mediul
BD CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate) este urmatoarea:

Organisme CLED Agar MacConkey Il Agar
Escherichia coli Colonii galbene, opace; mediu galben Crestere; colonii roz
Klebsiella, Enterobacter Colonii galbene spre alb-albastrui, Colonii mucoide, roz
adesea mucoide; mediu galbui
Proteus Colonii albastre translucide; mediu Crestere; colonii incolore spre
albastru-verzui spre albastru bej, proces de invazie inhibat
Pseudomonas aeruginosa | Colonii verzi cu suprafata matuita tipica | Colonii neregulate, incolore
si margini rugoase; mediu albastru spre roz
Enterococci Colonii mici, galbene; mediu galben Inhibare partiala spre completa
Staphylococcus aureus Colonii galben profund, culoare Inhibare partiala spre completa
uniforma; mediu galben
Stafilococi Colonii galben pal, mai opace decat Inhibare partiala spre completa
coagulazo-negativi enterococii

CARACTERISTICI DE PERFORMAN]’A Sl LIMITARILE PROCEDURII

Mediul CLED Agar este adecvat pentru izolarea multor microorganisme aerobe, cum ar fi
Enterobacteriaceae, Pseudomonas si alti bacili gram negativi care nu fermenteaza, enterococi,
stafilococi, specii de Candida , precum si numeroase alte microorganisme din probele de urina.
Streptococii si alte organisme care necesita sange sau ser pentru crestere sunt recuperate
insuficient pe acest mediu sau necesita incubare prelungita. Prin urmare, proba trebuie sa fie, de
asemenea, cultivata pe o placa de agar cu sange atunci cand se suspecteaza prezenta unor
astfel de organisme.

Agentii patogeni urogenitali cum ar fi Neisseria gonorrhoeae, Gardnerella vaginalis, Chlamydia,
Ureaplasma sau alte organisme pretentioase nu cresc pe acest mediu. Consultati referintele
pentru a afla tehnicile adecvate de detectare a acestor organisme. °'%'2

Desi o diferentiere pe baza capacitatii de fermentare a lactozei si anumite alte teste de
diagnostic pot fi realizate direct pe acest mediu, pentru o identificare completa este necesara
testarea biochimic4 si, daca este indicat, testarea imunologica utilizand culturi pure.’®"?
MacConkey Il Agar este unul din mediile standard utilizate pentru insamantarea initiala pe placi
a probelor clinice si pentru numeroase materiale non-clinice. Pe aceste medii, vor creste toate
organismele din familia Enterobacteriaceae si o varietate de alti bacili gram negativi, precum
Pseudomonas si genuri inrudite. Bacteriile care nu fermenteaza cresc in acest mediu daca sunt
rezistente la ingredientele selective. Consultati capitolele respective din referinte Tnainte de a
utiliza mediul pentru organisme specifice. 3

S-a raportat inhibarea anumitor Enterobacteriaceae si Pseudomonas aeruginosa in mediul
MacConkey Agar atunci cand au fost incubate in atmosfera imbogatita cu CO,."™

Desi anumite teste de diagnostic pot fi realizate direct pe acest mediu, pentru o identificare
completa este necesara testarea biochimica si, daca este indicat, testarea imunologica
utilizand culturi pure. Consultati referintele corespunzatoare. %2
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AMBALAJ/DISPONIBILITATE

CLED Agar / MacConkey Il Agar (Biplate)

Nr. cat. 257562 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, 20 placi
Nr. cat. 257680 Medii pe placi pregatite pentru utilizare, 120 placi

sl
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