AGAR CLED

Finalidade:

LABORCLIN
uma empresa Solabia Group
-~

Meio de cultura nutritivo, ndo seletivo e diferencial destinado a cultura de urina. Este meio
de cultura promove o crescimento de agentes patogénicos e contaminantes urinarios e
reduz a formagdo de swarming (véu) de espécies de Proteus spp., devido a baixa

concentragdo de eletrdlitos.

Registro ANVISA:
10097010137

Apresentacéao:

530125 - CLED-AGAR-FR 100mL

540177 - CLED-AGAR-20mL-PL 90X15-PC 10PL
540205 - BIPLACA-CLED-AGAR-2X10mL-10PL

1. INTRODUCAO

Em 1960, Sandys referiu o desenvolvimento de um novo método
para evitar a proliferacdo de Proteus spp. em meios sdlidos,
limitando os eletrélitos no meio de cultura que foi posteriormente
modificado para ser utilizado em culturas de urina. Este meio foi
designado como meio de cistina lactose deficiente em eletrolitos
(CLED) e demonstrou ser ideal para técnicas de imerséo do in6culo
e para a bacteriologia urinaria em geral. Os nutrientes contidos no
meio CLED séo fornecidos pelas peptonas de caseinas e gelatina e
extrato de carne bovina. A lactose foi incluida para fornecer uma
fonte de energia para os organismos com capacidade para utiliza-la
através de um mecanismo fermentativo. E utilizado o azul de
bromotimol como um indicador de pH para diferenciar os
fermentadores da lactose dos ndo fermentadores da lactose. Os
organismos que fermentam a lactose irdo reduzir o pH e alterar a
cor do meio de verde para amarelo. As fontes de eletrélitos sdo
reduzidas para minimizar a proliferagdo de espécies de Proteus spp.
(o “véu” que tende a se sobrepor sobre outros microrganismos).
Deste modo, 0 meio permite a determinagdo quantitativa de agentes
patogénicos urinarios incluindo o Proteus spp., quando s&o
utilizadas algas calibradas para inoculagéo.

2. COMPOSICAO

Formulagéo Concentragdo/L
Hidrolisado pancreético de gelatina 4,0
Extrato de carne bovina 3,0
Hidrolisado pancreéatico de caseina 4,0
Lactose 10,0
L-Cistina 0,128

Azul de Bromotimol 0,02

Agar Base 15,0

Agua deionizada 1L

pH 7,3 +0,2 a 25°C

A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

- Tipos de amostras

A amostra deve ser coletada impreterivelmente antes do inicio de
qualquer terapia antimicrobiana para que o exame tenha real
significado clinico.

A urina de jato médio é o tipo de amostra mais comum, também
sendo possivel a realizacdo do exame com amostras de cateterismo
vesical, sonda de alivio, pungdo suprapubica, urina de primeiro jato
ou qualquer jato.

Em lactentes, em que ndo se consegue coletar através do jato
médio, pode-se usar o saco coletor, porém a troca deve ser
realizada a cada 30 a 45 minutos e, ao trocar o coletor, refazer a
assepsia.

- Preparo do paciente

Para urina de jato médio, deve ser coletada preferencialmente a
primeira urina da manh&, podendo, quando necessario, reté-la por 2
a 4 horas. Deve ser realizada higienizagé@o prévia da regido genital
com agua e sabdo ou clorexidina aquosa a 2%. Desprezar o
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primeiro jato, coletando o jato médio em pote estéril e com boca
larga, sem interromper a micgéo até a metade do frasco. O restante
da miccdo deve ser desprezado. Orientar 0 paciente ndo toque
acidentalmente nas bordas do frasco, ou a critério médico. Apés a
coleta, fechar o frasco e levar imediatamente ao laboratorio.

- Armazenamento e estabilidade da amostra

As amostras de urina podem ser transportadas a temperatura
ambiente (20 a 25°C), devendo ser processadas em até 2 horas.
Caso néo seja possivel o processamento neste tempo, podem ser
refrigeradas (2 a 8°C) e processadas em até 24 horas.

- Critérios de rejeigdo

Este produto se destina a semeadura primaria de amostras de urina.
Rejeitar as amostras coletadas em recipientes inapropriados ou que
contenham sujidades visiveis (principalmente no caso de coleta
realizada em criangas). Igualmente urinas contaminadas por fluxo
menstrual devem ser rejeitadas.

O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacdo das amostras, conforme sua politica da qualidade.
Sugere-se que ndo sejam aceitos materiais clinicos com tempo de
coleta superior a 24 horas, particularmente de urina para o
isolamento de micobactérias, devido a possivel contaminagdo do
material, mesmo conservados sob refrigeracao.

4. INFORMACOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

Os nutrientes no agar Cled séo fornecidos por peptonas, hidrolisado
pancredtico, caseina e extrato de carne bovina. A lactose esta
incluida como fonte de energia para organismos capazes de utiliza-
la por um mecanismo fermentativo. O azul de bromotimol é usado
como indicador de pH para diferenciar os bacilos gram negativos
capazes ou ndo de fermentar a lactose. Microrganismos que
fermentam a lactose reduzirdo pH, causando mudanga do meio
verde para amarelo. As fontes de eletrdlitos sdo reduzidas para
restringir a formag&o de swarming das espécies de Proteus.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério os frascos devem ser
armazenados em temperatura de 9 a 25°C e as placas em
temperatura de 2 a 8°C, condi¢gdes em que se mantém estaveis até
a data de vencimento expressa em rotulo, desde que isentos de
contaminacéo de qualquer natureza. O uso de refrigerador tipo frost-
free ndo é recomendado para meios de cultura devido ao efeito
desidratante deste tipo de equipamento.

Considerando que este produto é gelatinoso e sua composicdo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variagcBes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensacdo, de pouco a muita, acumulando agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a dgua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizac&o.

Conforme descrito em literatura, o laboratério deve retirar da
refrigeracdo apenas a quantidade de produto que devera ser
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utilizada em sua rotina e deixar estabilizar a temperatura, ou secar a
agua condensada, antes de sua utilizagdo, em temperatura
ambiente, podendo utilizar a incubacdo em estufa (+ 35°C) para
reducdo do tempo de secagem ou estabilizacdo. A repeticdo do
processo de refrigeracdo/estabilizacdo ndo é recomendada, a
constante troca de temperatura pode levar a desidratagdo do meio,
expor o produto a contaminacdes ou gerar um acumulo de agua
excessivo.

A &4gua acumulada por condensagdo, ocasionada por alguma
variagdo de temperatura, ndo influéncia no desempenho do produto,
desde que este ndo apresente ressecamento ou diminuicdo de
espessura.

Devido a presenga de substratos sensiveis, recomenda-se manter o
produto protegido de incidéncia direta de luz (natural ou artificial) e
evitar grandes variag6es de temperatura até a utilizagao.

c- Precaucdes e cuidados especiais

- O produto destinado apenas para o uso diagnostico in vitro;

- Uso restrito por profissionais;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protecdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteraces de cor ou espessura;

- N&o usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protegéo de
Trabalhadores de Laboratério e Infec¢gdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o manuseio seguro;

- O procedimento de descarte do produto se baseia na RDC 222
(ANVISA) de 28 de margo de 2018, que regulamenta as boas
praticas de gerenciamento dos residuos de servigos de saude.

- Para acondicionamento do material a ser autoclavado,
recomendamos o uso dos sacos para autoclavagao - Detrilab.

- Contate o servico de vigilancia sanitaria de sua regido para
garantir o cumprimento correto da legislagdo de descarte de
produtos potencialmente contaminantes.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Alcas bacteriolégicas;

- Bico de Bunsen;

- Placas de Petri estéreis (para uso com o frasco de 100 mL);

- Banho-Maria (para uso com o frasco de 100 mL).

6. PROCEDIMENTO TECNICO

Placas prontas para uso:

a- Retirar o pacote da refrigeragdo e, em ambiente asséptico,
separar as placas a serem usadas, devolvendo o restante ao
refrigerador;

b- Colocar as placas em estufa bacteriolégica entre 35-37°C pelo
tempo necessario para adquirirem esta temperatura, ou deixar
estabilizar/secar em temperatura ambiente;

c- Usando procedimentos adequados, proceder a inoculagdo do
material diretamente na superficie do meio;

d- Incubar o material em estufa bacteriolégica entre 35-37°C por
18-24h;

e- Apds a incubagdo, avaliar o padrao de crescimento, aspectos
morfologicos e a fermentagéo ou nédo da lactose;

f- Devido a exigéncias especiais, alguns microrganismos podem
necessitar de um periodo maior de incubagdo, se ndo ocorrer o
crescimento nas primeiras 24 horas, ou caso 0 crescimento
apresentado ndo seja o suficiente, incubar o material em estufa
bacteriolégica entre 35-37°C, por mais18-24h;

g- Apbs o total desenvolvimento das colbnias, proceder com os
processos de identificacdo conforme estabelecido em seu
laboratorio;

h- A avaliagdo microscopica de colora¢cdes de Gram da amostra e,
se necessario da colénia analisada, pode elucidar duvidas e
oferecer um melhor direcionamento para o0 processo de
identificac&o.
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Meio em frascos com 100 mL:

a- Levar o frasco ao banho-maria fervente até obter a liquefacédo do
meio (sem ferver o meio);

b- Distribuir de forma asséptica todo o contetdo do frasco nas
placas de Petri estéreis (20 mL por placa 90x15 mm diametro);

c- Submeter as placas ao controle de esterilidade e qualidade;

d- As placas apés preparadas terdo sua validade estabelecida pelo
usuario, e podem ser usadas conforme procedimento descrito no
item “Placas prontas para uso”.

7. RESULTADOS

Relatério

- N&o houve crescimento:

“Auséncia de crescimento microbiano na amostra analisada apoés
24/48h de incubagdo a 35°C”;

- Havendo crescimento:

“Nome do microrganismo (indicar bactéria identificada) Contagem
de coldnias (indicar resultado) UFC/mL". (apenas quando aplicavel).

Morfologias tipicas das coldnias em agar CLED:

Microrganismo Caracteristicas

Em geral, coldnias amarelas, meio pode

Escherichia coli - } x
ficar amarelo, dimenséo grande.

Maioria das vezes se apresenta mucéide,
coldnias amarelas a azuis
esbranquigadas, meio assume tonalidade
amarela no entorno das colbnias
dimenséo grande.

Enterobacter spp.,
Klebsiella ssp.

Coldnias incolores a azuladas, a
proliferacdo em torno de coldnias
isoladas € inibida total ou parcialmente
(swarming), dimens&o grande.

Proteus spp.,
Morganella spp.,
Providencia spp.

Colonias amarelas, aspecto seco, meio
amarelado no entorno das colbnias,
dimenséo pequena.

Enterococcus spp.

Colonias irregulares, verde a cinza,
superficie plana a achatada, dimenséao
variavel.

Pseudomonas spp.

Colbnias amarelas, normalmente,
escuras, meio amarelado no entorno das
coldnias, dimenséo média

Staphylococcus aureus

Colonias amarelas pélidas, mais opacas
que o Enterococcus faecalis, aspecto
seco, dimenséo de pequena a média.

Estafilococos coagulase
negativa

Colbnias incolores, habitualmente

Streptococcus spp. brilhantes e umidas, dimensdo pequena.

Habitualmente incolores a levemente
brancas, muitas vezes mucdides,
dimenséo e bordas variaveis.

Outros microrganismos Gram
negativos

Colbnias brancas, redondas, de opaca a

Candida spp. brilhante, cdncavas, dimenséo grande.

Coldnias com caracteristicas, formas e
dimensdes variaveis conforme género e
espécie.

QOutros Fungos

Os bacilos gram negativos s&@o direcionados a identificagdo
inicialmente com base na fermentacdo ou ndo da glicose. Na rotina
laboratorial a diferenciagéo inicial pode utilizar caracteristicas da
coldnia para decisédo do processo de identificagdo, juntamente com
o teste de oxidase. A utlizacdo do Sistema Bactray, kit de
enterobactérias ou provas bioquimicas (TSI, LIA, SIM, MIO) é
necessaria para a concluséo da identificagdo do microrganismo.
Para microrganismos gram positivos, sugere-se avaliagdo
microscépica e testes de identificagdo de género e, quando
necessario, espécie, conforme orientado em literatura.

Para andlises com presenca de fungos, recomendamos nova
semeadura em meios especificos (agar Candida cromogénico, agar
Sabouraud, agar Micobiotic, ...) para o correto isolamento.
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8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

- A utilizagdo de corantes na formulagéo pode acarretar leve foto
sensibilidade, recomenda-se proteger o produto da incidéncia direta
da luz.

- Meios de cultura apresentam grande quantidade de dgua em sua
formulagdo, deste modo, variagbes de temperatura devem
ocasionar a condensacéo e, consequentemente, o acimulo de agua
na placa. O cuidado com o acondicionamento e exposi¢cdo do meio
a estas variacdes de temperatura sdo fundamentais para a
manutenc¢édo da qualidade do produto.

- Algumas variacdes de coloragdo na coldnia, morfologia ou
tamanho podem ocorrer, devido a caracteristicas Unicas da cepa
analisada.

- A presenca de mais de uma variante genética intrinseca a cepa
analisada, pode interferir nas caracteristicas de crescimento. E
possivel que caracteristicas Unicas ou mutadas da cepa possam
interferir no desempenho do meio de cultura afetando ou retardando
o total desenvolvimento das col6nias.

- Inéculos com excesso de carga bacteriana podem interferir na
avaliacéo de resultados.

- A presenga de mais de um microrganismo na amostra pode
ocasionar sobreposicdo de coldnias na superficie do meio de
cultura, dificultando sua identificagdo, para estes casos, recomenda-
se o reisolamento das colbnias diferentes, mantendo a contagem da
placa inicial.

- A qualidade dos resultados de analises microbioldgicas é
intimamente ligada a qualidade da amostra, as melhores préticas
pré-analiticas, como cuidados extremos com a assepsia do
processo ou paciente, garantem um melhor resultado.

- Alguns microrganismos fastidiosos ou anaerébios, gram-negativos
ou ndo, ndo apresentam crescimento neste meio de cultura
(Neisseria gonorrhoeae, Mycobacterium spp., Legionella spp.,
Bordetella spp. por exemplo). Para a recuperacéo destas espécies,
utilizar meios de cultura apropriados.

- As cepas de Streptococcus spp. € outros microrganismos que
precisam de sangue para se desenvolver poderdo apresentar
crescimento retardado ou insuficiente neste meio de cultura,
podendo necessitar uma incubagdo prolongada ou ser submetido a
semeadura em agar sangue.

- Embora as caracteristicas das col6nias sugiram a possibilidade de
serem realizados alguns testes de diagndstico diretamente neste
meio de cultura, é indispensavel a realizagdo de testes bioquimicos
para uma completa identificacdo de género e espécie e, se indicado,
a realizagdo de testes imunolégicos usando culturas puras.
Consultar a bibliografia apropriada para mais informagdes.

- Os resultados falso—negativos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situacdes:
e  Técnica de coleta inadequada
Incubacdo em temperatura inadequada
Uso de antimicrobiano prévio
Utilizacdo de al¢ca flambada néo resfriada
Tempo de incubacéo insuficiente
Infecgdo crénica (infec¢édo pouco ativa)
Armazenamento ou transporte de amostra inadequado
Agentes etiologicos exigentes com relagcdo aos meios de
cultura
. Necessidade de meios especiais para o crescimento de
um agente infeccioso especifico

- Os resultados falso—positivos podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situacdes:
e  Técnica de assepsia inadequada
Erro na conservagéo do material
Tempo longo entre a coleta e andlise
Tempo excessivo de incubagao
Interpretacéo equivocada de col6nias ndo patogénicas
Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em
condicdes inadequadas
e Contaminacdo cruzada por uso de acessoOrios nao
esterilizados corretamente ou ambiente ndo asséptico
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9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

Cepas padrdo: ATCC® (American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:

Cepas Resultado esperado

Crescimento bom — Lactose
positiva — Coldnias amarelas

Escherichia coli
ATCC 25922

Crescimento bom — Lactose
negativa — Colbdnias azuis
translicidas, podendo
apresentar leve formacéo de véu

Proteus vulgaris
ATCC 8427

Staphylococcus aureus Crescimento bom — coldnias
ATCC 8427 amarelas

Meio sélido levemente opaco,
com coloragdo esverdeada, livre
de precipitados ou particulas
visiveis.

Meio néo inoculado

- Periodicidade
Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo proprio laboratério.

- Andlise dos resultados

As cepas inoculadas no material devem apresentar caracteristicas
de crescimento esperados. Caso se constate algum problema ou
diferenca, os resultados de amostras clinicas ndo devem ser
liberados até que as causas tenham sido apuradas devidamente e
os problemas constatados sanados.

- Este produto apresenta sensibilidade e especificidade = 98% frente
aos principais microrganismos néao fastidiosos.

Sensibilidade %
(Intervalo de
confianca de 95%)

Especificidade %
(Intervalo de
confianca de 95%)

Microrganismo

293/295 99,3%
(97,9 — 100%)

317/317 100,0%

Escherichia coli (99,1 — 100%)

187/188 99,5%
(98,6 — 100%)

317/317 100,0%

Proteus mirabilis (99,1 — 100%)

202/206 98,1%
(97,4 — 99,9%)

297/298 99,7%

Klebsiella pneumoniae (98,9 — 100%)

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cédigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necesséario que:

- O usuario conheca e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessoOrios necessarios estejam em
boas condicdes de uso, manutencéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que séo repetidos periodicamente conforme
calendéario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rotulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de davidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
gue inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin serdo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

n E F Cddigo do produto LﬂTl Numero de lote
E N Numero de série d Fabricante
E]E Consultar instrugdes para utilizagao g Validade
Produto para saude para
Temperatura de armazenagem ) ,p L P
L diagndstico in vitro.
(limite de temperatura)
Nao utilizar se a embalagem estiver Representante autorizado na
danificada Comunidade Europeia
Quantidade suficiente para <n> L .
. Fragil, manusear com cuidado
ensaios
STERIL ’“ Este’riliz.ado utilizando técnicas S-TEFIILaEﬂ Esterilizagdo ut-iIizando oxido de
assépticas de processamento ' etileno
- I . . L. Esterilizado utilizando vapor ou
TEFII-E Esterilizagdo utilizando irradiagdo STERILE| ; calor seco

(‘ﬁlﬂ Risco biolégico Cuidado. Importante consultar
\Il

instrucdes de uso.

CONTROL Controle |':¢NTH¢L] =| Controle Negativo
a e .l-I -
ICDHTHDI-] +| Controle Positivo Manter seco

do calor desempenho

® Nao utilizar

N3o reesterilizar

I
,_:-"";:l){._"‘\'\___ Manter afastado da luz solar e longe ﬂ Somente para avaliagdo de
“m

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edi¢éo (24.08.2022)
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