RUGAI SEM SACAROSE

Finalidade:

Meio de cultura sélido destinado a triagem de enterobactérias.
Registro ANVISA:

100.970.10-135

Apresentagao:

510105 - RUGAI S/SACAROSE-EPM-5mL-TB13X100-CX10TB

1. INTRODUGAO

O meio de Rugai sem Sacarose, também conhecido como meio da
Escola Paulista de Medicina (EPM) permite a execugédo simultanea
de seis provas bioquimicas de identificagdo de enterobactérias:
Desaminacéo do L-triptofano, Glicose, producéo de Gés, produgéo
de H2S e Hidrodlise da uréia.

A familia Enterobacteriaceae ¢ a maior e mais heterogénea familia
de importancia médica. Sdo considerados atualmente 27 géneros,
102 espécies, 08 grupos indefinidos.

Sao bacilos Gram-negativos, ndo esporulados, com motilidade
varidvel, oxidase negativos, e que crescem em meios basicos,
meios ricos e meios seletivos. Sdo anaerdbios facultativos (crescem
em aerobiose e anaerobiose), fermentam a glicose com ou sem
produgéo de gas, sao catalase positivos e reduzem nitrato a nitrito.
A maioria das enterobactérias € encontrada no trato gastrointestinal
de humanos, no reino animal, na agua, solo e vegetais. Alguns
também s&o considerados enteropatdégenos por causarem
preferencialmente infecgdes gastrointestinais como a
Salmonella typhi, outras espécies de Salmonella, Shigella spp.,
Yersinia enterocolitica e alguns sorotipos de Escherichia coli,
embora possam também causar infecgdo em outros locais. As
enterobactérias representam 80% ou mais de todos os gram
negativos de importancia clinica isolados na rotina microbioldgica.
Sao responsaveis por de cerca de 70% das infecgdes urinarias e
50% das septicemias.

As enterobactérias que atualmente predominam em infecgdes
hospitalares sdo Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.
(90%) seguidos de Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Serratia spp. As
enterobactérias menos isoladas sdo Edwarsiella spp., Hafnia spp.,
Yersinia spp. Baseado em dados de prevaléncia e importancia
clinica, considera-se necessario que os laboratérios de
microbiologia utilizem metodologia que permita discriminar com
280% de acerto.

2. COMPOSIGAO

F = Concentragao/
ormulagéo L
Citrato de ferro amoniacal 29
Tiossulfato de sddio 2g
Dextrose 109
Uréia 40g
Nutrientes 23g
Agar 11,09
Cloreto de sédio 5g
Fosfato dissodico 2g

L — triptofano 19
Azul de bromotimol 0,03g
Agua deionizada 1000mL

pH 7,4+ 0,2 a 25°C
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A formulagdo pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- Colbnias recém-obtidas de bacilos Gram-negativos, fermentadores
da glicose, provenientes de meios de isolamento adequados.

- As colbnias a serem identificadas devem ser recentes (no maximo
de 24h). Caso a identificagdo tenha de ser protelada, deve-se
proceder ao repique do material em meio apropriado e a uma nova
incubagdo a 35°C por 18 a 24 horas, para entdo realizar a
identificagéo.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservagao das amostras, conforme sua politica da qualidade.

- Sempre considerar as necessidades especificas dos
microrganismos alvos das andlises, microrganismos com
necessidades especiais (suplementos especificos ou ambiente
controlados) podem ndo apresentar crescimento adequado se
semeados em meio de cultura que ndo apresente os requisitos
minimos.

b- Precaugdes e cuidados especiais

- Produto destinado para uso diagndstico in vitro;

- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado.

- Antes de descartar o material usado, invariavelmente, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Para acondicionamento do material usado,
recomendamos o uso do Detrilab.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

As colonias a identificar sdo semeadas por picada em profundidade
e estriamento de superficie em um tubo contendo o meio inclinado,
seguido de incubagdo a 35°C por 18-24h. Apds a incubagao, é
realizada a leitura das provas, e os dados sdo pesquisados em
tabelas apropriadas.

b- Reagentes

Tubos de vidro contendo duas porgbes de meio de cultura sendo
divididos por uma fase intermediaria.

A porgéo superior € composta por uma mistura de varios substratos,
sais e indicadores. A porgéao intermediaria é constituida de uma cera
que possui a finalidade de evitar a positivagdo da porgao inferior que
por sua vez é constituida por um meio semi-sélido, substratos e
solug&o indicadora.

c- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer em temperatura
ambiente por até 72h. No laboratério as placas devem ser
armazenadas em temperatura de 2 a 12°C, condigbes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rétulo,
desde que isento de contaminagdo de qualquer natureza. O uso de
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refrigerador tipo frost-free nao é recomendado para meios de cultura
devido ao efeito desidratante deste tipo de equipamento.
Considerando que este produto é gelatinoso e sua composi¢éo
pode apresentar até 80% de agua, ao sofrer variacbes de
temperatura (quente-frio ou frio-quente) todo meio de cultura pode
gerar condensacao, de pouca a muita, acumulando agua na placa.
Recomenda-se guardar as placas com os meios de cultura virados
para cima e, quando necessario, desprezar a agua acumulada e
deixar o meio de cultura estabilizar a temperatura antes de sua
utilizagao.

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

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

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

d- Precaugoes e cuidados especiais

- O produto é destinado apenas para o uso diagnéstico 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 protegdo individual e
coletivo;

- N&o inalar ou ingerir;

- Nao utilizar tubos com sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;

- Nao 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 “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab.

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
DE 28 DE MARGCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém nao
fornecidos)

- Estufa bacteriolégica;

- Agulha bacteriologica;

- Bico de Bunsen.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Retirar da embalagem a quantidade de tubos a serem usados e
colocar os mesmos em estufa bacterioldgica a 35+2°C até
adquirirem esta temperatura;

b- Retirar os tubos da estufa e identificar cada um seguindo os
critérios adotados pelo laboratério;

c- Usando a agulha bacterioldgica estéril, encostar na superficie de
uma colbnia.

d- Inocular através de uma picada central, passando pela fase
intermediaria, atingindo o meio LMI, sem tocar o fundo do tubo de
vridro.

e- Retornar a agulha em diregcdo a superficie, percorrendo o mesmo
caminho e ao atingir a superficie fazer o estriamento em todo o
apice do meio;

f- Incubar em estufa bacteriolégica a 35+2°C por 18 a 24 horas com
a tampa frouxa.

g- Realizar leitura das provas nos meios.
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LEITURA REALIZADA NA BASE

- Fermentagao da Glicose

OBS: esta prova deve ser obrigatoriamente positiva para todas as
enterobactérias, devendo-se atentar para o fato de que, nos casos
de bactérias que produzem H.S ou hidrolisam a uréia,0o amarelo é
mascarado.

Reacao positiva: meio amarelo

Reagéo negativa: meio inalterado

- Produgéo de Gas:
Reagéo positiva: Formagao de bolhas ou rachaduras
Reagéo negativa: meio inalterado

- Produgéo de Sulfeto de Hidrogénio (H-S)
Reacao positiva: presenga de pigmento negro
Reacao negativa: auséncia de pigmento negro

- Hidrdlise da Uréia
Reagéo positiva: coloragéo azul esverdeada
Reacao negativa: meio inalterado

- Prova do Indol

- Realizar a leitura imediata, apds pingar 1 a 2 gotas do Reativo de
Kovacs.

Reagao positiva: viragem da cor do reativo para rosa

Reacao negativa: reativo com coloragéo inalterada (amarela)

LEITURA REALIZADA NO APICE
- Desaminag&o do L-Triptofano:
Reagéo positiva: meio verde escuro ou acastanhado

Apbs realizar leitura dos resultados das provas, consultar tabelas
para identificagdo presuntiva.

7. RESULTADOS

A qualidade dos resultados de andlises microbiolégicas esta
intimamente ligada a qualidade da amostra, as melhores praticas
pré-analiticas, como cuidados extremos com a assepsia do
processo ou paciente, assim como a utilizagdo de meios de cultura
indicados e de boa qualidade garantem um melhor resultado.

Relatorio

a- Desaminagdo do L-Triptofano (TRI): prova positiva quando ha
desenvolvimento de coloracédo verde garrafa no apice do tubo e a
prova negativa se caracteriza pela manutengéo da cor original do
meio ou cor amarelada;

b- Fermentagdo da glicose (GLI): o surgimento de cor amarela na
porcao inferior de meio, caracteriza prova positiva, do contrario, o
meio mantém-se inalterado; esta prova deve ser obrigatoriamente
positiva para todas as enterobactérias, devendo-se atentar para o
fato de que, nos casos de bactérias que produzem H2S ou
hidrolisam a uréia, a cor amarela € mascarada;

c- Produgéo de géas a partir da glicose (GAS): caso a bactéria em
estudo produza gas a partir da glicose, irdo se formar bolhas no
interior do meio, podendo em alguns casos o0 meio pode chegar a se
partir e sofrer deslocamento;

d- Produgdo de gas sulfidrico (H>S): a produgao de gas sulfidrico &
evidenciada pelo surgimento de coloragdo negra com intensidade
variavel na porgao inferior de meio;

e- Hidrélise da uréia: considera-se a prova positiva quando ha a
formagao de uma coloragao azulada na porgao inferior de meio.

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

Os riscos residuais existentes acerca dos resultados do Rugai com
Lisina:

- Uso de coldnias isoladas em um periodo superior a 24 horas. A
partir deste periodo, o metabolismo bacteriano pode ficar
comprometido e a leitura de alguns parédmetros podem
consequentemente ficar defasados ou até mesmo nao ocorrer.

- Colonias recentes (inferior ao periodo de 18 horas) ndo se
encontram com o metabolismo bem definido. Algumas provas
podem nao ocorrer.
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- Deve-se evitar uma sobrecarga de indculo.no tubo de Rugai.

- E imprescindivel ao incubar os tubos de Rugai deixar as tampas
frouxas e para a leitura do Indol, utilizar somente o Reativo
fornecido juntamente com os tubos.

- A leitura das provas deve ser realizada dentro de um periodo de 18
a 24 horas. Nao exceder e nao antecipar o periodo de leitura para
ndo comprometer os resultados.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:
Cepas Resultado esperado

IND POSITIVO
LTD | NEGATIVO
GAS | POSITIVO

Escherichia coli H,S NEGATIVO

ATCC 25922 GLI | POSITIVO
URE | NEGATIVO
IND | NEGATIVO
LTD | NEGATIVO
Enterobacter cloacae ﬁASS ZE)CSBE'II'\I/\?O
ATCC 13047 2

GLI POSITIVO
URE | NEGATIVO

IND NEGATIVO
LTD | NEGATIVO
GAS | POSITIVO
H;S NEGATIVO
GLI POSITIVO
URE | POSITIVO

Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883

IND NEGATIVO
LTD | POSITIVO
GAS | NEGATIVO
H;S POSITIVO
GLI POSITIVO
URE | POSITIVO

Proteus mirabilis
ATCC 25933

IND NEGATIVO
LTD | NEGATIVO
GAS | POSITIVO
H2.S POSITIVO
GLI POSITIVO
URE | NEGATIVO

Salmonella enteritidis
ATCC 13076

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

- Anélise dos resultados

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

10. GARANTIA DA QUALIDADE

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

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

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condigdes de uso, manutengao e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que séo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
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expressa em rotulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas 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
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem énus
ao cliente, conforme o disposto em lei.

11. REFERENCIAS

1. Finegold, S.M.; Baron, E.J. Diagnostico microbiolégico. B. Aires:
Ed. Medica Panamericana, 7a ed, 1989.

2. Koneman, Elmer W. Diagnéstico microbiologico. B. Aires: Ed.
Medica panamericana, 6ed., 2010.

3. Lenette, Edwin H. Microbiologia clinica, B. Aires: Editorial Medica
panamericana, 3a ed., 1982.

4. Mahon, C.E.; Manuselis Jr., G. Diagnostic microbiology,
Philadelhia: W.B. Saunders Co. 1995.

11. PRODUTOS RELACIONADOS
571004 KOVACS-REATIVO FR 10 mL.
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Rua Casimiro de Abreu, 521
Pinhais/PR CEP 83.321-210
Telefone (41) 3661-9000
www.laborclin.com.br
Responsavel Técnico:

-t N Maire Wakamori — CRF/PR-20176
e e o ? Servigo de Assessoria ao Cliente
SAC 0800-0410027
sac@laborclin.com.br

Laborclin Produtos para Laboratérios Ltda
CNPJ 76.619.113/0001-31
Insc. Estadual 1370012926

ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

REF

Cédigo do produto

LOT

Numero de lote

Numero de série

Fabricante

Consultar instrugdes para utilizagéo

Temperatura de armazenagem (limite

de temperatura)

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagao utilizando irradiagéo

Risco bioldgico

Controle

Controle Positivo

Esterilizagao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
Seco.

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

www.laborclin

AL L
._.::-;,"'"'--.._. Manter afastado da luz solar e longe Somente para avaliagéo de

= \\ do calor desempenho
® N&o utilizar N&o reesterilizar
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