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ISTRUZIONI PER L’USO

CLED MEDIUM

Terreno di coltura in polvere

1 - DESTINAZIONE D’USO
Diagnostico in vitro. Terreno di coltura differenziale per [Iisolamento
'enumerazione e l'identificazione presuntiva dei microrganismi nelle urine.

2 — COMPOSIZIONE
FORMULA TIPICA (PER LITRO, DOPO SCIOGLIMENTO IN ACQUA)*

Triptone 4,000 g
Digerito pancreatico di gelatina 4,000 g
Peptone 3,000 g
Lattosio 10,000 g
L-cistina 0,128 g
Blu di bromotimolo 0,020 g
Agar 15,000 g

. *Il terreno pud essere compensato e/o corretto per adeguare le sue prestazioni alle specifiche.

CLED Medium: E.coli (colonie gialle, lattosio fermentanti)
+ S.enteritidis (colonie blu, lattosio non fermentanti)

3 - DESCRIZIONE E PRINCIPIO DEL METODO

CLED Medium si basa sulla formula descritta da Sandys' nel 1960 per I'urinocoltura e sviluppata al fine di prevenire la sciamatura di
Proteus spp. Il terreno fu successivamente modificato da Mackey e Sandys? che sostituirono il mannitolo con il lattosio ed il
saccarosio e aumentarono le concentrazioni dell'indicatore e dellagar. Mackey e Sandys® modificarono ulteriormente il terreno
eliminando il saccarosio ed incorporando la L-cistina, al fine di migliorare la crescita dei coliformi cistina dipendenti, che sviluppavano
piccole colonie sul terreno originale. Questo terreno finale, denominato Cystine-Lactose-Electrolite-Deficient (CLED) medium, &
risultato ideale per I'urinocoltura, sia utilizzato in piastra che su dip-slide poiché supporta la crescita di tutti i potenziali agenti patogeni
urinari e consente una buona differenziazione delle colonie ed un loro facile riconoscimento . Il terreno permette anche la crescita di
una serie di contaminanti come difteroidi, lattobacilli e micrococchi e fornisce un'indicazione sull'entita della contaminazione; inoltre,
pur non essendo un terreno selettivo, previene la sciamatura di Proteus spp.®

| peptoni animali forniscono carbonio, azoto, vitamine e oligoelementi per la crescita microbica; la cistina migliora la crescita dei
coliformi®; il lattosio & presente nel terreno come carboidrato fermentabile: i batteri che lo fermentano producono acidi con
conseguente viraggio del blu di bromotimolo da blu-verde a giallo.

4 — METODO DI PREPARAZIONE
Sospendere 36,2 g in 1000 ml di acqua purificata fredda. Portare ad ebollizione sotto agitazione ed autoclavare a 121°C per 15 minuti.
Raffreddare a circa 47-50°C mescolare bene e trasferire in piastre di Petri sterili.

5 — CARATTERISTICHE FISICHE

Aspetto della polvere fine granulometria omogenea, viola
Aspetto del terreno in soluzione ed in piastra blu-verde, limpido
pH finale a 20-25 °C 7,3+0,2
6 - MATERIALI FORNITI - CONFEZIONI
Prodotto Tipo Cat. N° Confezione
CLED Medium Terreno di coltura in polvere 40129012 500 g (13,8L)

40129014  5kg (138L)

7 - MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI
Autoclave, bagnomaria, termostato ed altra strumentazione di laboratorio, piastre di Petri sterili, flaconi o beute autoclavabili, anse da
microbiologia, reagenti e terreni di coltura accessori per I'identificazione delle colonie.

8 — CAMPIONI

CLED Medium é destinato all'esame microbiologico di campioni clinici come l'urina. Quando possibile, raccogliere il campione prima
dell'inizio della terapia antimicrobica. Applicare le norme di buona prassi di laboratorio per la raccolta, il trasporto e la conservazione dei
campioni clinici.*®

9 - PROCEDURA DELL’ANALISI

Portare le piastre a temperatura ambiente e lasciare asciugare la superficie del terreno. Mescolare delicatamente I'urina per evitare la
formazione di schiuma. Immergere I'estremita dell’ansa sterile (ad es. 1uL o 10uL) nell’ urina appena sotto la superficie e rimuoverla
verticalmente, facendo attenzione a non trasportare il campione sull'asta dell’ansa. Strisciare I'ansa dall'alto verso il basso con una linea
verticale e di nuovo dall'alto verso il basso perpendicolarmente a questa linea. Disperdere l'inoculo in modo omogeneo su tutta la
superficie dell'agar per semplificare il conteggio delle colonie dopo la crescita.

Incubare a 35-37 °C in aerobiosi ed osservare dopo 18-24 e 48 ore.
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Sebbene la maggior parte dei microrganismi coltivi entro le 24 ore di incubazione, vi possono essere nel campione microrganismi a
crescita lenta o la presenza di antibiotici che inibiscono la crescita (es. streptococchi) durante I'incubazione “overnight”. Le urinocolture
che risultano negative dopo le 24 ore dovrebbero essere sottoposte al test della leucocito-esterasi ed al test dei nitriti. In caso di positivita
ad uno o ad entrambi i test, re-incubare per 24 ore aggiuntive e/o seminare il campione su piastre di agar-sangue.

10 - LETTURA ED INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Dopo lincubazione, osservare la crescita batterica, contare le colonie sviluppate sulla piastra (UFC) e registrarne ciascuna specifica
caratteristica morfologica e cromatica.

Se viene utilizzata un’ansa da 1L, una colonia equivale a 1000 UFC/mL nel campione, se viene utilizzato un’ansa da 10uL, una colonia
equivale a 100 UFC/mL.

Gli studi condotti negli anni '50 rimangono la base per interpretare i risultati dell'urinocoltura: una conta microbica 210° UFC/mL &
indicativa di un'infezione in corso, conte al di sotto di questa soglia, di solito, indicano una contaminazione.®

In specifici gruppi di pazienti possono perd essere significativi conteggi compresi tra 10° CFU/mL e 102> CFU/mL; se un microrganismo &
presente in coltura pura, con una carica compresa tra 10* e 10° UFC/mL, il risultato deve essere valutato sulla base delle informazioni
cliniche o confermato da colture ripetute.® Per I'urina raccolta con puntura sovrapubica la presenza di una qualsiasi carica microbica &
indice di un'infezione in corso.®

Consultare gli appropriati riferimenti bibliografici per i criteri completi di interpretazione dei risultati dell’'urinocoltura.*®

La morfologia tipica delle colonie che si sviluppano su CLED Medium & riassunta nella tabella che segue. ©

Escherichia coli Colonie gialle, opache, con il centro di colore piu intenso
Klebsiella/Enterobacter Colonie da gialle a biancastre-blu, mucoidi

Salmonella Colonie piatte, blu

Proteus Colonie blu, traslucide

Pseudomonas Colonie verdi con la tipica rugosita sulla superficie ed in periferia
Enterococchi Piccole colonie gialle

Staphylococcus aureus Colonie giallo intense, con colore uniforme

Staphylococcus epidermidis Colonie giallo pallido, piu opache di quelle di S.aureus

11 - CONTROLLO QUALITA’ DELL’UTILIZZATORE

Ciascun lotto del prodotto qui descritto € rilasciato alla vendita dopo I'esecuzione del controllo qualita che ne verifica la conformita alle
specifiche. E comunque facolta dell'utilizzatore eseguire un proprio controllo di qualitd con modalita in accordo alle normative vigenti in
materia, alle regole dell’accreditamento ed in funzione della propria esperienza di Laboratorio. Qui di seguito sono riportati alcuni ceppi
utili per il controllo di qualita.®

CEPPI DI CONTROLLO INCUBAZIONE T°/T/ATM RISULTATI ATTESI

S. aureus ATCC 25923 35-37°C/18-24H /A buona crescita, colonie gialle

E. coli ATCC 25922 35-37°C /18-24H /A buona crescita, colonie gialle con alone giallo
P.vulgaris ATCC 8427 35-37°C /1 18-24H /A buona crescita, colonie bluastre non sciamate

A: incubazione in aerobiosi; ATCC & un marchio registrato di American Type Culture Collection

12 - CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

Prima del rilascio alla vendita, campioni rappresentativi di tutti i lotti di terreno in polvere CLED Medium sono testati per la produttivita,
avendo come riferimento un lotto precedentemente approvato e considerato come Lotto di Riferimento ed un lotto di Tryptic Soy Agar
(TSA).

La produttivita & saggiata con metodo quantitativo con il ceppo E.faecalis ATCC 19433. Le piastre di CLED Medium e di TSA sono
seminate con appropriate diluizioni in soluzione salina di una sospensione di colonie del ceppo target. Dopo incubazione a 35-37°C per
18-24 ore in aerobiosi vengono contate le colonie sviluppate sul lotto in esame e sul TSA e viene calcolato l'indice di produttivita
(Pr=UFCcLen/UFCrspn). Nel caso tale indice sia superiore o uguale a 0,5 e nel caso il colore delle crescite sia tipico (colonie gialle), i
risultati sono giudicati conformi.

Inoltre la produttivita del terreno € valutata con metodo ecometrico semiquantitativo con i seguenti ceppi: E.coli ATCC 25922, P.vulgaris
ATCC 9484, P.mirabilis ATCC 10005, E.aerogenes ATCC 13048, K.pneumoniae ATCC 27736, S.aureus ATCC 25923, C.albicans ATCC
18804. Dopo incubazione a 35-37°C per 18-24 h ore in aerobiosi si osservano le caratteristiche cromatiche dei ceppi e I'entita delle
crescite. Tutti i ceppi mostrano colori tipici ed in accordo alle specifiche e buone crescite, comparabili nel lotto in esame e nel Lotto di
Riferimento.

13 - LIMITI DEL METODO

= Se nel campione si sospetta la presenza di patogeni urogenitali (Neisseria, Ureaplasma, Gardnerella) che non si sviluppano su CLED
Medium, seminare il campione anche sugli appropriati ed adatti terreni di coltura.

Le colonie microbiche presenti sulla piastra, anche se differenziate sulla base delle loro caratteristiche cromatiche e morfologiche,
devono essere sottoposte, previa loro purificazione, ad una completa identificazione con tecniche biochimiche, immunologiche,
molecolari o di spettrometria di massa e, se pertinente, sottoposte al test di sensibilita agli antibiotici.

Il terreno di coltura qui descritto & da intendersi come un ausilio alla diagnosi delle infezioni microbiche. L’interpretazione dei risultati
deve essere fatta considerando la storia clinica del paziente, I'origine del campione ed i risultati di altri test diagnostici.

14 - PRECAUZIONI ED AVVERTENZE

= |l terreno qui descritto € un diagnostico in vitro di tipo qualitativo, per uso professionale e deve essere usato in laboratorio da operatori
adeguatamente addestrati, con metodi approvati di asepsi e di sicurezza nei confronti degli agenti patogeni.

= | terreni in polvere devono essere manipolati con adeguate protezioni. Prima dell’'uso consultare la scheda di sicurezza.

= Applicare le norme di buona fabbricazione nel processo di preparazione dei terreni di coltura.

= |l terreno di coltura qui descritto contiene materiali di origine animale. | controlli ante e post mortem degli animali e quelli durante il ciclo
di produzione e distribuzione delle materie prime non possono garantire in maniera assoluta che questo prodotto non contenga nessun
agente patogeno trasmissibile; per queste ragioni si consiglia di manipolare il prodotto con le precauzioni di sicurezza specifiche per i
materiali potenzialmente infettivi (non ingerire, non inalare, evitare il contatto con la pelle, gli occhi, le mucose). Scaricare dal sito web
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www.biolifeitaliana.it il documento TSE Statement, con le misure messe in atto da Biolife Italiana S.r.I. per il contenimento del rischio
legato alle patologie animali trasmissibili.

Trattare i campioni come potenzialmente infettivi.

L'ambiente di laboratorio deve essere controllato in modo da evitare contaminanti come terreno di coltura o agenti microbici.

Sterilizzare tutti i rifiuti a rischio biologico prima della loro eliminazione. Smaltire il terreno non utilizzato ed il terreno inoculato con i
campioni o con ceppi microbici e sterilizzato, in accordo alla legislazione vigente in materia.

Non utilizzare il prodotto qui descritto come principio attivo per preparazioni farmaceutiche o come materiale per produzioni destinate al
consumo umano ed animale.

| Certificati d’Analisi e la Scheda di Sicurezza del prodotto sono disponibili sul sito www.biolifeitaliana.it.

Comunicare a Biolife Italiana Srl (complaint@biolifeitaliana.it) ed alle Autorita competenti qualsiasi incidente grave verificatosi in
relazione all’'uso del diagnostico in vitro

Le informazioni contenute in questo documento sono state definite al meglio delle nostre conoscenze e capacita e rappresentano una
linea guida al corretto impiego del prodotto, ma senza impegno o responsabilita. L'utilizzatore finale deve in ogni caso, rispettare le
leggi, i regolamenti e le procedure standard locali per I'esame dei campioni raccolti dai diversi distretti organici umani ed animali, dei
campioni ambientali e dei prodotti destinati al consumo umano o animale. Le nostre informazioni non esonerano I'utilizzatore finale dalla
sua responsabilita di controllare I'idoneita dei nostri prodotti allo scopo previsto.

15 - CONSERVAZIONE E VALIDITA

Conservare a +10°C /+30°C al riparo della luce e del’'umidita. In queste condizioni il prodotto rimane valido fino alla data di scadenza
indicata in etichetta. Non utilizzare oltre questa data. Evitare di aprire il flacone in ambienti umidi. Una volta aperto, conservare il prodotto
mantenendo il tappo del contenitore ben chiuso. Eliminare il prodotto nel caso il contenitore e/o il tappo fossero danneggiati, nel caso i
contenitori non fossero ben chiusi o in caso di evidente deterioramento della polvere (modifiche del colore, indurimento, presenza di
grossi grumi).

L'utilizzatore & responsabile del processo di produzione e di controllo dei terreni preparati in laboratorio e della definizione del loro periodo
di validita, in funzione della tipologia (piastre/provette/flaconi) e del metodo di conservazione (temperatura e confezionamento).
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