Culturin - Citrato (CLED/Citrato de Simmons/MacConkey Ágar)
Ref. 1.639.1 Kit com 10 laminocultivos
É um sistema de cultura em lâmina utilizado para o diagnóstico de infecções urinárias. Em geral, as bactérias encontradas com a maior freqüência na urina são da família das Enterobacteriaceaes. A lâmina contendo meios de cultivos está acondicionada em um tubo que é utilizado posteriormente na realização do teste. Em um dos lados da lamina há o meio Cled Ágar e o meio MacConkey. No outro lado da lâmina esta o meio Citrato. 

O CLED - Cystine-Lactose-Electrolyte-Deficient é um meio de cultivo descrito por Sandy em 1966 como uma modificação para exame bacteriológico da urina. É adequado para o isolamento de cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos. 

O MacConkey Ágar é um meio seletivo que inibe o crescimento de cocos Gram-positivos e possibilita o isolamento seletivo e primário de bacilos Gram-negativos.


O meio de Citrato de Simmons é utilizado para a identificação de bacilos Gram-negativos (BGN) da família Enterobacteriaceae para determinar se um microrganismo é capaz de utilizar o citrato como única fonte de carbono para seu crescimento com conseqüente alcalinização. Permite diferenciar microrganismos atendendo à sua capacidade para usar o citrato como única fonte de carbono.A prova é feita no meio de citrato ou meio de Simmons. Na ausência de glicose ou lactose fermentáveis, alguns microrganismos são capazes de usar o citrato como única fonte de carbono para produzir energia. Esta capacidade depende da presença de citrato permease que facilita o transporte do citrato para o microrganismo. Uma vez dentro da célula o citrato é degradado pela enzima citrase, produzindo ácido oxalacético e acetato. Estes produtos são depois convertidos enzimaticamente em ácido pirúvico e CO2. O meio de Simmons contém citrato de sódio como única fonte de carbono, NH4+ como fonte de azoto e o indicador de pH, azul de bromotimol. Esta prova é feita em tubos em rampa, uma vez que o O2 é necessário para a utilização do citrato. Quando o microrganismo remove o citrato do meio e o oxida, ocorre libertação de CO2. Durante esta reação o meio torna-se alcalino, pois o CO2 gerado combina-se com sódio (fornecido pelo citrato de sódio) e água para formar carbonato de sódio, que é um produto alcalino. A presença de carbonato de sódio faz aumentar o pH e virar o indicador de pH do meio de verde para azul forte. Após incubação, as culturas citrato positivo são identificadas pela presença de crescimento, na superfície da rampa, acompanhado de coloração azul no meio de cultura. Nas culturas citrato negativas a cor do meio mantém-se verde e não apresentam crescimento no meio de cultura. 
APRESENTAÇÃO: 

10 unidades de laminocultivos.
CONSERVAÇÃO:

Conservar à temperatura entre 2-8ºC, ao abrigo da luz.

INSTRUÇÕES PARA USO:

1-
Abrir o Culturin-citrato e submergir a lâmina contendo o meio de cultura na urina ou outra amostra recém-coletada. Ambas as superfícies dos meios de cultura devem ser completamente umedecidas pela amostra.

2-
Retirar o excesso de amostra deixando-a escorrer junto a borda do recipiente ou sobre uma folha de papel de filtro.

3-
Fechar o tubo e incubar entre 35  a 37ºC em posição vertical durante 18 e 24 horas.

INTERPRETAÇÃO:

1.
Considera-se sugestivo de infecção urinária o crescimento bacteriano superior a 100.000 UFC/mL de urina em condições ideais de coleta, jato intermediário e/ou coletor de urina. Um crescimento inferior a 10.000 UFC/mL é um indicativo de contaminação. Entre 10.000 e 100.000 UFC/mL é provável a presença de infecção e recomenda-se a repetição do teste.

2.
.  No meio CLED deve-se verificar o número de colônias.
 Pode-se verificar a fermentação da lactose:

     - bactérias lactose positiva: colônias amarelas
     - bactérias lactose negativa: colônias da cor do meio (verde)
3.
Citrato de Simmons:

Cor original do meio: verde.
Positivo: crescimento bacteriano no local do inoculo ou alteração da cor do meio para azul (Klebsiela pneumoniae) ou outra bactéria que consuma citrato como única fonte de carbono.
Negativo: Ausência de crescimento e sem alteração da cor do meio (Escherichia coli).
4. No Ágar MacConkey verifica-se a presença de Bacilos Gram Negativos.
OBSERVAÇÕES:

1-
A identificação bacteriana e o antibiograma podem ser efetuados a partir do crescimento no meio do Culturin-citrato;
CONTROLE DE QUALIDADE:

TESTES DE FUNCIONABILIDADE E CARACTERÍSTICAS FÍSICAS

	METODOLOGIA
	RESULTADOS ESPERADOS
	RESULTADOS ENCONTRADOS

	Staphylococcus aureus ATCC 25923
	Cled: Colônias amarelas 

MacConkey: SC
	Cled: Colônias amarelas  - CD

MacConkey: SC

	Escherichia coli ATCC 25922
	Cled: Colônias amarelas 

MacConkey: colônias rosa
	Cled: Colônias amarelas - CD

MacConkey: colônias rosa - CD

	Enterococcus faecalis ATCC 19433
	Cled: Colônias amarelas 

MacConkey: SC
	Cled: Colônias amarelas - CD

MacConkey: SC

	Klebsiella pneumonia ATCC 13883
	Citrato: colonias com meio azul
	colônias com meio azul

	pH
	Cled: 7.2 / MacConkey: 7.3
	Cled: 7.2 / MacConkey: 7.3

	Coloração
	Cled: Verde 
 MacConkey: vermelho
	Cled: Verde 
 MacConkey: vermelho

	Aspecto
	Homogêneo
	Homogêneo


CD= crescimento desejado  SC= sem crescimento  N= normal NA= não se aplica A=anormal
Cuidados e precauções

Precauções de segurança devem ser tomadas com todas as amostras submetidas à análise microbiológica. A transferência de uma amostra para o meio de cultura é feita geralmente com o auxílio da alça bacteriológica calibrada, podendo as amostras também serem coletadas com o auxílio do "swab" e serem semeadas diretamente na superfície do agar. O material coletado com "swab" também pode ser transferido para um caldo de enriquecimento e este, incubado a 35°C ± 2°C de 4h a 6 h. Após a incubação, semear a amostra no meio de cultura.

Controle de qualidade 

a. Esterilidade -  Uma amostra do lote é colocada em estufa bacteriológica a 35°C ± 2°C durante 24 a 48 horas. Não havendo contaminação do meio, o lote é aprovado.

b. Crescimento - Preparar uma suspensão das cepas dos microrganismos indicadas no NCCLS ou no Manual do fabricante da matéria-prima, correspondentes a cada meio de cultura. Esta suspensão deve ser feita na escala 0,5 McFarland diluída na proporção 1:100 (0,1 ml em 9,9 ml de solução fisiológica).

Após obter esta diluição, semeá-la no meio de cultura a ser testado, incubar a 35°C ± 2°C por 24 - 48 horas.

Os resultados obtidos nos testes devem corresponder aos resultados descritos nas instruções de uso do produto. Os dados que constam na instrução de uso são obtidos no NCCLS ou no Manual do fabricante da matéria-prima.

TEMPO DE RESULTADO:  24 horas – 48 horas.

Armazenagem e transporte
Entre 2ºC e 8 ºC. Manter a embalagem do meio de cultura fechada até o momento do seu uso. Abrir de acordo com as técnicas assépticas preconizadas em microbiologia em ambiente estéril.

SOMENTE PARA USO DIAGNÓSTICO “IN VITRO”.

