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Resumo 

 

Cury AP. Avaliação de método molecular para detecção de colonização por 

carbapenemases comparado com a cultura de vigilância diretamente do swab 

retal [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 

2020. 

 

A disseminação global de microrganismos resistentes aos carbapenêmicos é 
uma preocupação crítica de saúde pública. Novas plataformas moleculares 
podem detectar genes de carbapenemase em menor tempo que a cultura de 
vigilância, mas uma avaliação local é essencial. Os objetivos desse estudo 
foram avaliar o desempenho diagnóstico de uma plataforma automatizada de 
PCR em tempo real para detecção de genes codificadores de carbapenemases 
diretamente de swabs retais, correlacionar os resultados moleculares com a 
cultura de vigilância caracterizando os microrganismos com resutados 
discrepantes e mensurar as indicações de precaução de contato relacionada a 
Gram-negativo multirresistentes produtores de carbapenemases a partir de 
método genotípico e fenotípico. Foi realizado estudo prospectivo de 
desempenho diagnóstico da plataforma automatizada Gene Xpert® (Cepheid, 
Sunnyvale, CA) usando o ensaio Xpert-Carba-R® diretamente de swabs retais 
de pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva e Transplantados 
(alto risco) e Pronto Socorro (baixo risco) entre abril e julho de 2016 no Hospital 
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. Os 
resultados foram comparados com a PCR in house realizada a partir do caldo 
tioglicolato sem antibiótico provindo da cultura de vigilância de 
Enterobacterales resistentes aos carbapenêmicos (método de referência). O 
limite de detecção foi analisado na cultura de vigilância e no Xpert Carba-R® e 
os valores do threshold cycle foram correlacionados com o PCR in house. Do 
total de 921 swabs retais, 21% (196) foram do grupo alto risco e 79% (725) do 
grupo baixo risco.  A PCR in house detectou 9,1% (84) de amostras positivas 
sendo, 77 blaKPC (8,4%), 5 blaVIM (0,5%) e 2 blaNDM (0,2%). O Xpert Carba-R® 
detectou 9,9% (91) de amostras positivas, sendo 87 blaKPC (9,5%) e 4 blaNDM 
(0,4%) em até 50 minutos. Doze amostras, 1,3% (10 blaKPC, 2 blaNDM) foram 
positivas somente no Xpert Carba-R® e apresentaram Threshold cycle >30. 
Cinco amostras (0,5%), foram positivas para blaVIM apenas pelo PCR in house 
e confirmados como blaVIM-2 por sequenciamento de DNA. A acurácia do Xpert 
Carba-R® foi de 98,2%, sensibilidade de 94%, especificidade de 98,6%, valor 
preditivo positivo de 86,8% e negativo de 99,4% e coeficiente Kappa de 0,893.  
O desempenho diagnóstico foi similar nos dois grupos.  A cultura de vigilância 
foi positiva em 9,3% (86/921) e destas, 23% (20/86) foram negativas para 
carbapenemases confirmadas por sequenciamento completo do genoma como 
produtoras de β-lactamases de espectro estendido com alteração de 
permeabilidade. Dentre as 835 culturas negativas, 3% (25) foram positivas para 
carbapenemases. As culturas foram obtidas em até 120 horas. O limite de 
detecção para blaKPC foi de 101 UFC/swab nos dois métodos. Do total de 859 



 

pacientes, 111 (13%) estavam colonizados, determinados a partir do método 
genotípico (n=91) ou fenotípico (n=86). Os resultados positivos concordaram 
em 59%. O Xpert Carba-R® não detectou 23% das Enterobacterales resistentes 
a carbapenêmicos e a cultura não detectou 27% dos organismos produtores de 
carbapenemase. Concluiu-se que o Xpert Carba-R® é um método acurado com 
um tempo de resposta significantemente menor comparado com a cultura de 
vigilância e que as duas metodologias são complementares para identificar os 
pacientes colonizados e otimizar as precauções de contato minimizando 
possível disseminação horizontal. 

Descritores: Bactérias aeróbias gram-negativas; Resistência microbiana a 
medicamentos; Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos; Genes de 
carbapenemases; Cultura de vigilância; Testes de sensibilidade microbiana; 
Klebsiella pneumoniae carbapenemase; Técnicas de diagnóstico molecular. 
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The global spread of carbapenemase-producing organisms has been a critical 
public health concern. New molecular platforms can detect carbapenemase 
genes in less time than surveillance culture, but a local evaluation is essential. 
The objectives of this study were to evaluate the diagnostic performance of an 
automated real-time PCR platform for the detection of genes encoding 
carbapenemases directly from rectal swabs, to correlate the molecular results 
with the surveillance culture characterizing the microorganisms with discrepant 
results, and to measure the contact precautions indications related to multidrug-
resistant gram-negative producers of carbapenemases using a genotypic and 
phenotypic method. A prospective diagnostic performance study of the 
automated Gene Xpert™ platform (Cepheid, Sunnyvale, CA) using the Xpert-
Carba-R™ assay was performed directly of rectal swabs from patients admitted 
into the Intensive Care and Transplant Units (high-risk), and into the Emergency 
Department (low-risk) between April and July 2016 at Hospital das Clínicas, 
Faculty of Medicine, University of São Paulo. The results were compared with 
the in-house PCR performed after antibiotic-free broth enrichment from 
surveillance culture of carbapenem-resistant Enterobacterales (reference 
method). The limit of detection for the surveillance culture and the Xpert Carba-
R™ assay was performed and the threshold cycle values were correlated with 
the in-house PCR. A total of 921 rectal swabs was collected: 21% (196) were in 
the high-risk group and 79% (725) in the low-risk group. In-house PCR detected 
9.1% (84) of positive samples, 77 blaKPC (8.4%), 5 blaVIM (0.5%), and 2 blaNDM 
(0.2%). Xpert Carba-R™ detected 9.9% (91) of positive samples, 87 blaKPC 
(9.5%), and 4 blaNDM (0.4%) within 50 minutes. Twelve samples, 1.3% (10 
blaKPC, 2 blaNDM) were positive only by Xpert Carba-R™, and showed Threshold 
cycle >30. Five samples (0.5%) were positive for blaVIM only by in-house PCR 
and confirmed to be blaVIM-2 using DNA sequencing. The accuracy of Xpert 
Carba-R™ was 98.2%, sensitivity 94%, specificity 98.6%, positive predictive 
value of 86.8%, and negative predictive value of 99.4%; Kappa coefficient of 
0.893. The diagnostic performance was similar in the two groups. The 
surveillance culture was positive in 9.3% (86/921) of the samples and of these, 
23% (20/86) were negative for carbapenemases confirmed by whole genome 
sequencing as producers of extended-spectrum β-lactamases with permeability-
related mutations. Among the 835 negative cultures, 3% (25) was positive for 
carbapenemases. The culture results were obtained within 120 hours. The limit 
of detection for the blaKPC was 101 UFC/swab in both methods. Among the 859 
patients, 111 (13%) were colonized, determined using the genotypic (n = 91) or 
phenotypic (n = 86) method. The positive results agreed with 59%. Xpert Carba-



 

R™ did not detect 23% of the carbapenem-resistant Enterobacterales and the 
culture did not detect 27% of the carbapenemase-producing organisms. It was 
concluded that Xpert Carba-R™ is an accurate method with a significant lower 
turnaround time when compared to the surveillance culture and that the two 
methodologies are complementary to identify colonized patients and optimize 
contact precautions while minimizing possible horizontal spread. 
 
Descriptors: Gram-negative aerobic bacteria; Drug resistance, microbial; 
Carbapenem-resistant enterobacterales; Carbapenemase genes; Surveillance 
Culture; Microbial susceptibility test; Klebsiella pneumoniae carbapenemase; 
Molecular diagnostic techniques. 
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1.1  Resistência antimicrobiana no âmbito mundial: ameaça global 
 

 

A resistência antimicrobiana é uma série ameaça para a saúde 

pública, desafiando a medicina moderna e a sustentabilidade de uma resposta 

efetiva e global do risco persistente de doenças infecciosas. A crescente 

resistência antimicrobiana tem recebido destaque no âmbito médico, social, 

econômico e governamental1. Define-se como resistência antimicrobiana a 

capacidade de um microrganismo para resistir à ação de um ou mais agentes 

antimicrobianos e se desenvolve quando as bactérias se adaptam e crescem 

na presença de antibióticos. O seu desenvolvimento está relacionado à 

freqüência com que os antibióticos são usados. Como muitos antibióticos 

pertencem à mesma classe de medicamentos, a resistência a um antibiótico 

específico pode levar à resistência a uma classe relacionada2.   

As bactérias resistentes podem circular em populações de seres 

humanos e animais, através de alimentos, água e meio ambiente, e a 

transmissão é influenciada pelo comércio, viagens, migração humana e 

animal1. Embora o surgimento destes microrganismos, seja por mutações ou 

pela aquisição de elementos genéticos móveis portadores de genes de 

resistência, ocorra independentemente da presença de agentes 

antibacterianos, a exposição a esses medicamentos é que fornece a pressão 

seletiva necessária para o aumento e a sua disseminação3. Portanto, a força 

motriz das crescentes taxas de resistência pode ser encontrada no abuso e no 

uso indevido de agentes antibacterianos. Nesse sentido, a medicina humana 

teve um papel fundamental através da prescrição inadequada e disponibilidade 

de antibióticos vendidos sem receita e automedicação4.  

O uso generalizado de antimicrobianos em animais e na cadeia 

alimentar também constitui uma fonte importante de resistência 

antimicrobiana, quantidades maciças de antibióticos têm sido utilizados como 

promotores de crescimento, profilaxia e tratamento de infecções em animais de 

criação e na aquicultura, aumentando a pressão seletiva sobre microrganismos 

comensais e patogênicos que podem se espalhar para os seres humanos por 
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meio de contato direto, através da cadeia alimentar, ou indiretamente pela 

poluição ambiental dos efluentes agrícolas2,5. O uso excessivo de 

antimicrobianos para tratar humanos e animais também causou o acúmulo 

desses compostos no ambiente, e o impacto desse acúmulo no surgimento de 

resistência a antibióticos não deve ser subestimado6. Agentes antibacterianos 

têm diferentes vias de entrada no meio ambiente, como esgoto da comunidade 

ou hospitais através de esterco e lençóis d'água, transformando o ambiente em 

um grande reservatório para genes de resistência que se alimentam da 

crescente poluição ambiental tornando-se assim um ambiente ideal para a 

transferência horizontal de genes e a seleção de determinantes genéticos que 

fornecem resistência a antibióticos7,8.  

No ambiente de saúde o alto consumo de antibióticos, a presença de 

pacientes críticos com tempo de internação prolongado e a permanência 

constante de espécies patogênicas alimenta o desenvolvimento de resistência 

e fornece mais um cenário ideal para a disseminação de microrganismos 

resistentes e a transferência horizontal de genes de resistência9.  Ainda dentro 

deste contexto, destaca-se o uso de antibióticos em países de baixa renda, 

onde existem fatores adicionais que contribuem para o surgimento de 

resistência, incluindo atividade menos potente de alguns agentes 

antibacterianos (incluindo medicamentos falsificados), contra disponibilidade, 

dosagens insuficientes, falta de laboratórios de diagnóstico e baixo nível de 

saneamento, facilitando a disseminação hospitalar e comunitária destes 

organismos10,11. Pequenas infecções poderão ter novamente custo de vida e as 

vitórias conquistadas contra doenças infecciosas nos últimos cinquenta anos 

serão prejudicadas, como pneumonia e disenteria que são doenças da infância 

mais comuns nos países em desenvolvimento, além cirúrgias e quimioterapia 

contra o câncer que tornar-se-ão menos seguras sem antibióticos efetivos para 

proteger contra infecções1,5.  

O impacto indireto da resistência antimicrobiana, no entanto, estende-

se além do aumento dos riscos para a saúde e tem muitas consequências para 

a saúde pública com amplas implicações, por exemplo, no Índice de 

Desenvolvimento Humano, sendo um dreno na economia global com perdas 
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econômicas devido à redução da produtividade causada pela doença (de seres 

humanos e animais) e maiores custos de tratamento12.  O Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC) alertou sobre o risco de morbidade e mortalidade 

relacionado às infecções causadas por bactérias multiresistentes estimando 23 

000 mortes com custo adicional de 20 bilhões de doláres por ano nos Estados 

Unidos13. A Organização Mundial de Saúde (OMS) advertiu que a resistência 

antimicrobiana coloca em risco os ganhos dos Objetivos de Desenvolvimento 

do Milênio e em perigo a realização dos Objetivos de Desenvolvimento 

Sustentável e que somente na União Européia, um subconjunto de bactérias 

resistentes aos medicamentos é responsável anualmente por cerca de 25 000 

óbitos, com custos adicionais de cuidados de saúde e perda de produtividade 

no valor de pelo menos 1 500 milhões de euros5. No Fórum Econômico 

Mundial de Davos, em 2013, a resistência microbiana foi considerada como 

uma das ameaças que coloca em risco a existência da raça humana e no 

Plano de Ação Global, publicado em 2016, foi demonstrado, através de uma 

modelagem econômica rápida que quantifica o fardo humano e econômico 

global desencadeado por um aumento não controlado até 2050, uma estimativa 

de que cepas resistentes à drogas para tuberculose, malária e infecções 

bacterianas poderiam custar 10 milhões de vidas por ano. Isso chegaria a um 

custo econômico de 100 trilhões de dólares1.  

Diante da contextualização do problema, Roca e colaboradores 

(2015)14 reuniram as opiniões debatidas por especialistas (formuladores de 

políticas, autoridades de saúde pública, agências regulatórias, empresas 

farmacêuticas e a comunidade científica em geral) ao combate da resistência 

antimicrobiana resumindo as principais medidas para prevenir o surgimento e 

sua disseminação em todo o mundo: (a) uso racional de antibióticos em todos 

os ambientes, (b) implementação de medidas de controle de infecção em 

ambientes de saúde, (c) desenvolvimento de estratégias para mitigar os riscos 

de exposição ambiental, (d) desenvolvimento de testes de diagnóstico rápidos 

e acessíveis, (e) promoção de pesquisas sobre prevenção e vigilância da 

resistência antimicrobiana, (f) promoção de pesquisa e desenvolvimento de 

novas estratégias antimicrobianas e agentes antibacterianos e (g) melhoria 
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geral da consciência do uso de antibióticos e risco de aumento da resistência 

(Figura 1).  

 
FONTE: Adaptação de Roca e colaboradores (2015)14 

Figura 1 - Fluxo de aquisição da resistência antimicrobiana e as principais 
intervenções em pontos-chave específicos para evitar esta ameaça 

 

A resistência antimicrobiana afetará todos, independentemente de 

onde moram, sua saúde, circunstâncias econômicas, estilo de vida ou 

comportamento.  Afetará setores além da saúde humana, como saúde animal, 

agricultura, segurança alimentar e desenvolvimento econômico. Isso não é 

mais um problema médico, tornou-se uma ameaça à saúde global que exigirá a 

ação coordenada de diferentes partes interessadas para combatê-la em sua 

raiz. Portanto, todos os setores e disciplinas devem se envolver nos esforços 

para preservar a eficácia dos medicamentos antimicrobianos através de 

programas de conservação e manutenção buscando uma abordagem coerente, 

abrangente e integrada em nível global, nacional e regional, denominada "One 

Health", envolvendo diferentes atores e setores como medicina humana e 

veterinária, agricultura, finanças, meio ambiente e consumidores.  
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1.2 Impacto de infecções causadas por Enterobacterales resistente a 
carbapenêmicos  

 

Embora Enterobacterales inclua mais de 70 gêneros, Escherichia coli, 

Klebsiella spp e Enterobacter spp são as mais comumente relatadas ao 

sistema de vigilância da Rede Nacional de Segurança de Saúde do CDC15. No 

primeiro relatório da OMS sobre o status global da resistência antimicrobiana, 

foram selecionados nove combinações de bactérias e antimicrobiano de 

interesse internacional os quais encontram-se E. coli resistente a 

fluoroquinolonas, E. coli resistente às cefalosporinas de terceira geração,  

Klebsiella. pneumoniae resistente às cefalosporinas de terceira geração e K. 

pneumoniae resistente a carbapenêmicos5. 

E. coli é a causa mais frequente de infecções comunitárias e 

hospitalares no trato urinário, incluindo pielonefrite e esta associada a 

infecções intra-abdominais, como peritonite, infecções de pele e tecido mole, 

meningite em neonatos e é um dos principais agentes causadores de infecções 

transmitidas por alimentos em todo o mundo.  

As infecções por K. pneumoniae são particularmente comuns no 

ambiente hospitalar entre recém-nascidos prematuros, pacientes 

imunossuprimidos e aqueles sob cuidados médicos avançados como agente de 

infecções urinárias, do trato respiratório e infecções de corrente sanguínea16.  

E. coli e K. pneumoniae adquirem resistência aos antibióticos β-

lactâmicos principalmente por meio de transferência de elementos genéticos 

móveis que carregam genes produtores de β-lactamase de espectro estendido 

(ESBL). A resistência a outros antimicrobianos orais amplamente utilizados, 

como cotrimoxazol e fluoroquinolonas, também emergiu e se espalhou 

globalmente restando poucas opções para tratamento oral em muitas partes do 

mundo17. Uma revisão sobre sepse neonatal e infantil adquirida na comunidade 

demonstrou que, devido à resistência, uma proporção significativa não era 

tratável pelo regime recomendado de primeira linha e nem pelo alternativo, com 

cefalosporinas, mantendo os carbapenêmicos como a principal opção em 

infecções graves18,19.  
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Desde o início dos anos 80, os carbapenêmicos têm sido utilizados 

com sucesso como última linha de defesa contra bacilos Gram-negativos 

resistentes a múltiplas drogas (BGN-MDR). A resistência aos carbapenêmicos 

em Enterobacterales foi desconhecida até o início dos anos 2 000 e desde 

então, surgiram como agentes patogênicos associados aos cuidados de saúde 

epidemiologicamente importantes em todo o mundo,  inclusive no Brasil20.  

Organismos resistentes a carbapenêmicos (ORC) expressam 

resistência aos carbapenêmicos através de diferentes mecanismos, por sua 

vez, organismos produtores de carbapenemase (OPC) podem ser resistentes 

ou sensíveis aos carbapenêmicos. Se estes organismos forem pertencentes a 

ordem Enterobacterales, então são definidos como Enterobacterales resistente 

a carbapenêmicos (ERC) e Enterobacterales produtora de carbapenemase 

(EPC).  

A definição de ERC determinada pelo CDC em 2012 (não 

sensibilidade a imipenem, meropenem ou doripenem e resistência a todas 

cefalosporinas de terceira geração) foi projetada para ser mais específica para 

ERC produtoras de carbapenemase (ERC-PC). No entanto, essa definição não 

contemplou parte dos isolados produtores de Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase (KPC) e OXA-48, que permaneciam sensíveis às 

cefalosporinas de terceira geração ou só demonstravam resistência ao 

ertapenem. Na tentativa de simplificar e aumentar a capacidade de identificar 

ERC-PC o CDC definiu, em 2015,  que  ERC são enterobacterias resistente a 

qualquer carbapenêmico ou produtor de carbapenemases. Além disso, para 

bactérias que possuem não-sensibilidade intrínseca a imipenem (Morganella 

morgannii, Proteus spp., Providencia spp.), é necessária resistência aos outros 

carbapenêmicos que não o imipenem21. 

Os motivos que tornam as infecções causadas por ERC e EPC um 

grave problema de saúde incluem; (I) infecções invasivas associadas a taxas 

de mortalidade superiores a 40%13, (II) a presença de mecanismos de 

resistência adicionais que as tornam resistentes a maioria dos antimicrobianos 

podendo até se manifestarem como pan-resistentes22, (III) alto potencial de 

disseminação em serviços de cuidados da saúde3,4 e (IV) Enterobacterales são 
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causa comum de infecções comunitárias, e portanto, as ERC apresentam o 

potencial de se deslocar do seu nicho atual, entre os pacientes expostos à 

saúde, para a comunidade23.  

O risco de morte durante a hospitalização de pacientes com infecções 

causadas por bactérias produtoras de KPC são até 4 vezes maiores do que 

aquelas observadas em pacientes com infecções por Enterobacterales multi-

sensíveis6,7. Particularmente, para pacientes transplantados, que tiveram a 

expectativa e a qualidade de vida significativamente melhoradas nas duas 

últimas décadas devido ao desenvolvimento de drogas imunossupressoras 

mais potentes e seguras, o aumento progressivo da incidência de 

complicações infecciosas pós-transplante devido a BGN-MDR com um papel 

especial desempenhado pela K. pneumoniae, representa uma grande ameaça 

a estes avanços5,24-26. Altas taxas de mortalidade são observadas em pacientes 

transplantados e infectados com K. pneumoniae produtora de KPC (Kp-KPC) 

sendo superior a 78% nos transplantados de fígado27, 56% nos transplantados 

de medula óssea28 e 41,9% nos transplantados renais29.  

Dentre os pacientes com neoplasias, K. pneumoniae é o segundo 

agente de bacteremia30,31 com 73% de taxa de mortalidade em 30 dias32 com o 

agravante de apresentarem poucos sintomas confundindo o perfil clínico da 

infecção com o progresso da doença e os fatores de risco da mortalidade 

estarem mais frequentemente relacionados com infecção aguda do que doença 

de base33.  

As EPC são propensas a gerar custos mais elevados do que outros 

BGN resistentes, como as produtoras de ESBL, porque são mais difíceis de 

tratar e promovem atividades de prevenção e controle mais extensas8,34. O 

custo envolvido nas Infecções relacionadas à assistencia a saúde (IRAS) e nas 

tentativas de controlar os surtos são difíceis de mensurar, mas comumente 

estão associados ao período prolongado de permanência hospitalar, a receita 

perdida (que pode estar diretamente ligada ao período de permanência), o 

tempo da equipe, medicamentos, diagnóstico e custos relacionados à 

intervenção, tais como o fechamento de alas, bloqueios de leitos, precauções 

de contato adicionais e intervenções ambientais35,36. Durante um surto por K. 
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pneumoniae produtora de carbapenemase New-Delhi metallo-β-lactamase 

(NDM) em 2015, que afetou cerca de 40 pacientes internados em cinco 

hospitais na cidade de Londres, foram gastos cerca de um milhão de libras em 

10 meses para controlar a sua disseminação. Deste gasto, 75% foram 

provindos de “custos de oportunidade” (tempo da equipe, receita perdida em 

cirurgias, dias de internação prolongados e bloqueio de leitos) e 25% provindos 

de “despesas reais”, que afetaria a linha de fundo financeira do hospital como 

custos com antimicrobianos, triagem microbiológica e precauções de contato. 

O maior custo individual foi a receita cirúrgica perdida eletiva (300 000 libras), 

seguida do tempo da equipe (200 000 libras). A maior “despesa real” foi com a 

triagem microbiológica (80 000 libras)37. 

 

 

1.3 Importância da detecção de pacientes colonizados  
 

 

A identificação de pacientes portadores de BGN-MDR, ditas 

“colonizadas”, pode servir tanto para o direcionamento da antibioticoterapia 

empírica em infecções que acomentem pacientes sabidamente colonizados 

como para identificar potenciais transmissores. 

A atual recomendação do CDC para controlar a transmissão de BGN-

MDR nos serviços de saúde incluem; (I) reconhecer esses patógenos como 

epidemiologicamente importantes, (II) quantificar a magnitude deste agentes 

dentro dos serviços e regionalmente, (III) identificar pacientes colonizados e 

infectados nos estabelecimentos de saúde e (IV) implantar intervenções 

destinadas a impedir a transmissão cruzada desses patógenos21.  

A transmissão cruzada de agentes de resistência em uma unidade é 

dependente de dois fatores; (a) existência de “reservatórios”, em especial 

pacientes colonizados e superfícies contaminadas no ambiente a volta do 

paciente e (b) “uma via de transmissão” representada principalmente pelas 

mãos dos profissionais de saúde. A detecção de pacientes colonizados permite 

o estabelecimento de medidas de precaução de contato visando o controle da 
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transmissão de agentes resistentes presentes de forma silenciosa em 

indivíduos geralmente assintomáticos. A sua não identificação pode impactar 

num alto potencial de disseminação ocasionado pela contaminação das mãos, 

de equipamentos compartilhados e do ambiente hospitalar, particularmente 

agravado em unidades com superlotação38,39. Além disso, o transporte 

intestinal de genes de resistência alocados em elementos móveis, como 

plasmídeos e transposon, é uma importante fonte de transmissão interespécie 

e tanto Enterobacterales como BGN não fermentadores são capazes de servir 

como reservatórios e vetores. 

A colonização comumente é o primeiro passo para o desenvolvimento 

de uma infecção nosocomial e sua identificação evita o atraso da terapia 

antimicrobiana apropriada, preditor independente modificável mais forte para 

mortalidade na sepse grave especificamente nas infecções por ERC27,28.  O 

percentual de desenvolvimento de infecções em pacientes previamente 

colonizados por K. pneumoniae resistente a carbapenêmico varia de 9% a 

32,5%, com maior percentual em transplantados hematológico40,41. Pacientes 

colonizados têm, em média, 1,79 vezes maior risco de morrer em terapia 

intensiva do que os pacientes não colonizados, principalmente ligados ao 

desenvolvimento de infecções e um aumento do tempo de permanência 

hospitalar42.  

Pacientes colonizados tem a mesma importância epidemiológica dos 

clinicamente infectados e a vigilância ativa pode estimar melhor a pressão de 

colonização do que as culturas obtidas apenas a partir de amostras clínicas 

infectadas8,19. 

A duração da colonização por um agente multirresistente é bastante 

variável e depende de fatores, como o uso de antibióticos, e pode se prolongar 

por mais de 6 meses43-45. Tanto o CDC quanto a Sociedade Européia de 

Microbiologia Clínica e Doenças Infecciosas (ESCMID) apóiam políticas de 

investigação periódica para ERC em pacientes hospitalizados em unidades de 

alto risco (por exemplo, UTI) e o “guideline” da Society for Healthcare 

Epidemiology of America (SHEA) também sugere seu uso associado a outras 

medidas de controle46.  
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1.4 Mecanismo de resistência a carbapenêmicos 

 

 

As três maiores estratégias de resistência relatadas para os 

carbapenêmicos em Enterobacterales são: I) produção de cefalosporinases do 

tipo AmpC ou ESBL em associação com a redução ou perda de expressão das 

proteínas de membrana externa (OMP); II) degradação do antibiótico por meio 

de enzimas hidrolisadoras como a produção de carbapenemases do tipo serino 

e metalo-β-lactamases (MBL) e III) hiperexpressão de sistemas de efluxo48.  

Um dos principais mecanismos para tornar-se resistente aos 

antimicrobianos é através da redução do acesso dos antibióticos aos seus 

alvos, impedindo a sua ação. A redução das OMP que atuam como canal de 

entrada de nutrientes e excreção de produtos do metabolismo bacteriano 

confere uma elevação nos valores da concentração inibitória mínima (CIM) dos 

antimicrobianos. A resistência a carbapenêmicos por perda ou diminuição de 

expressão da porina tem sido relatada em diversas regiões do mundo e em 

diferentes espécies de Enterobacterales, principalmente em K. pneumoniae, 

Enterobacter spp. e E. coli49. As três principais porinas com importância na 

resistência bacteriana são: OmpC e suas homólogas OmpK36, presente em K. 

pneumoniae e Enterobacter spp e Omp1 em Serratia marcescens, OmpF e 

suas homólogas OmpK35 em K. pneumoniae e Enterobacter spp e Omp2 em 

S. marcescens e, uma terceira proteína, denominada OmpA que atua 

fracamente na resistência bacteriana. Estas porinas são caracterizadas como 

canais de natureza não específica com leve preferência a cargas positivas50,51. 

A resistência aos antimicrobianos está relacionada com modificações no perfil 

das OMP tanto no tamanho como na redução dos níveis de expressão ou à 

presença de porinas com mutação. Estas mudanças têm sido relacionadas à 

presença de sequências de inserção no gene que codifica a OMP, o qual leva à 

produção de proteínas com atividade funcional diminuída, uma conformação 

diferente da porina ou uma deleção que restringe a entrada do antibiótico, 

diminuindo assim a sua concentração interna51,52. 
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 Além disso, a hiperexpressão de sistemas de efluxo também contribui 

com a impermeabilidade de membrana, pois ejetam as moléculas de 

antimicrobianos para fora da célula bacteriana através das proteínas de 

membrana externa53. O sistema de efluxo é expresso em todas as células com 

a função de protegê-las de componentes tóxicos. O aumento da expressão 

desse mecanismo tem sido associado a bactérias multirresistentes. O sistema 

de expulsão necessita de gasto de energia pela bactéria, porém, não ocasiona 

nenhuma alteração ou degradação da droga. Os sistemas de efluxo são 

normalmente formados por três proteínas de membrana: i) bomba de efluxo 

presente na membrana citoplasmática ii) canal expulsador presente na 

membrana externa e iii) proteína de fusão que liga os outros dois 

componentes54. Alto nível de resistência podem ser observados quando a 

impermeabilidade de membrana se associa a produção de β-lactamases.  

As β-lactamases constituem um amplo grupo de enzimas com 

diferentes espectros de ação contra os antibióticos β-lactâmicos. Estas 

constituem o principal mecanismo de resistência frente a estes antibióticos em 

BGN. Alguns esquemas foram propostos para a classificação das β-

lactamases, mas as classificações de Ambler em 1980 e Bush em 1995 são as 

mais utilizadas55. A classificação de Ambler se baseia na sequência de 

aminoácidos e divide as β-lactamases em 4 classes moleculares; A, B, C e D. 

A classificação de Bush, Jacoby e Medeiros leva em consideração os 

substratos preferenciais e vulnerabilidade aos inibidores de β-lactamases 

sendo divididas em 4 grupos funcionais; 1, 2, 3 e 4. Em 2010, esta 

classificação foi atualizada devido ao aumento expressivo da quantidade de β-

lactamases descritas criando subgrupos dentro dos grupos funcionais e até o 

momento, é a classificação mais utilizada56 (Quadro 1). 

As β-lactamases do grupo funcional 1 e classe C de Ambler, são 

descritas como cefalosporinases que não são inibidas por inibidores de β-

lactamases comercialmente disponíveis como o ácido clavulânico, sulbactam 

ou tazobactam, porém são inativadas por oxacilinas e inibidas de forma 

reversível pelo ácido borônico. Originalmente, essas enzimas, denominadas β-

lactamases AmpC, ocorrem naturalmente, através da codificação 
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cromossômica em espécies pertencentes à ordem Enterobacterales, incluindo 

E. cloacae, K. aerogenes, Citrobacter freundii, M. morganii, S. marcescens, 

Hafnia alvei e E. coli, sendo essa última espécie produtora de baixos níveis 

basais. Os genes que codificam essas enzimas, encontradas no cromossomo, 

são indutíveis por certos antibióticos β-lactâmicos e podem sofrer mutação 

apresentando altos níveis de resistência devido a desrepressão gênica 

mantendo assim somente sensibilidade as cefamicinas, cefalosporinas de 4ª 

geração e carbapenêmicos. Nos últimos anos, alguns desses genes 

encontraram caminho para os plasmídeos e estão sendo expressos 

constitutivamente em níveis elevados por K. pneumoniae e E. coli. 

Considerando que nestes organismos as ESBL são as enzimas mais 

frequentemente encontradas, as enzimas do tipo AmpC mediadas por 

plasmídeo também podem conferir resistência às cefamicinas e as 

cefalosporinas de 4ª geração (cefepime)57.  

As ESBL, grupo funcional 2, classe A, representam um grande grupo 

de importância clínica e epidemiológica pela capacidade de hidrolisar 

cefalosporinas de espectro estendido, inclusive cefepime. Por estarem 

alocadas em elemento genético móvel ganham importância pela facilidade de 

disseminação agravada pela facilidade de carrear outros genes de resistência 

pertecentes a difetentes classes de antimicrobianos como quinolonas, 

aminoglicosídeos, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetroprim. As ESBL 

originaram-se de β-lactamases de espectro restrito, TEM-1, TEM-2 e SHV-1, 

diferindo-se pela substituição de apenas um ou dois aminoácidos em sua 

sequência. O primeiro relato de ESBL ocorreu no ano 1982 na Inglaterra, em 

uma amostra de Klebsiella oxytoca58. Atualmente estão descritas mais de 200 

ESBL (http://www.lahey.org/Studies) e a alta prevalência é decorrente de 

expansão clonal, de localização plasmidial e de repetidos eventos mutacionais. 

As cefotaximases (CTX-M), que aumentaram de forma considerável nos 

últimos anos, vêm contribuindo com a epidemiologia das ESBL. Estas enzimas 

apresentam como substrato preferêncial a cefotaxima e a ceftriaxona e são 

codificadas pelo gene blaCTX-M, também localizado em plasmídeos59. De um 

http://www.lahey.org/Studies)
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modo geral, a produção de cefalosporinases isoladamente não confere 

resistência aos carbapenêmicos. 

Dentre as diferentes classes de β-lactamases, as carbapenemases 

pertencem à família mais versátil dada a ampla atividade hidrolítica frente a 

maioria dos antibióticos β-lactâmicos. São denominadas carbapenemases pois 

apresentam capacidade de hidrolisar principalmente os carbapenêmicos. 

 Estas enzimas são divididas em três classes de Ambler: serino-

carbapenemases pertencentes a classe A, metalo-β-lactamases pertencentes a 

classe B e serino-carbapenemases da classe D (oxacilinases), estas classes 

pertencem a 3 subgrupos da classificação funcional descritas por Bush 

(2010)56; 2f, 2df e 3. As principais carbapenemases descritas em 

Enterobacterales estão relacionadas no Quadro 2.  

Classe A: incluem Serratia marcescens enzyme (SME), imipenem-

hydrolyzing β-lactamases (IMI-1), imipenemase not metalloenzyme 

carbapenemase (NmcA), e Serratia fonticola carbapenemas (SFC-1), 

localizadas no cromossomo e KPC, IMI-2 e variantes do tipo Guiana extended 

spectrum (GES) codificadas por genes localizados em plasmídeos. Todas 

essas carbapenemases apresentam um aminoácido serina no sítio ativo e 

hidrolisam efetivamente os carbapenêmicos, sendo parcialmente inibidas pelo 

ácido clavulânico56. Dentre as serino-carbapenemases, a KPC é a mais 

comum, inicialmente detectada em um isolado clínico em 1996 na Carolina do 

Norte60. Desde então, 55 tipos de alelos variantes foram descobertas 

(http://www.lahey.org/Studies) sendo que as KPC-2 e KPC-3 são as mais 

comumente isoladas. Estas enzimas têm como característica a hidrólise de 

todos os β-lactâmicos em diferentes níveis. Carbapenêmicos, cefotaxima e 

aztreonam são hidrolisadas menos eficientemente do que as penicilinas e as 

cefalosporinas de amplo espectro. As cefamicinas e ceftazidima são 

fracamente hidrolisadas e o clavulanato e tazobactam apresentam fraca 

inibição. Quando sozinha, a KPC apresenta redução da sensibilidade aos 

carbapenêmicos, contudo a associação com alteração da permeabilidade da 

membrana externa pode expressar alta resistência56. No Brasil, o primeiro 

isolado de Kp-KPC foi registrado no Recife, em 200662. Entretanto, Pavez e 

http://www.lahey.org/Studies
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colaboradores (2009)63, ao estudarem isolados recuperados entre os anos de 

2003 e 2008, em São Paulo, observou a presença do gene blaKPC em uma 

amostra isolada em 2005. Desde então, houve uma rápida disseminação que 

elevou as taxas de resistência a carbapenêmicos em isolados de 

K.pneumoniae no Brasil. Embora o complexo clonal 258 (CC258) seja ainda o 

mais frequente, o gene blaKPC passou a ser adquirido por outros sequences 

types (ST) em K. pneumoniae em todo o país61,64. Estudos epidemiológicos 

sugerem que os isolados de Kp-KPC pertencentes ao ST258 são de dois 

clones distintos e que o comportamento clínico dos isolados com gene blaKPC-2 

é diferente dos isolados portadores de blaKPC-3 em relação a resistência aos 

aminoglicosídeos e a capacidade de formar biofilmes65. Embora exista um 

predomínio de Kp-KPC, a transferência deste gene para outras bactérias 

Gram-negativas foi observada, incluindo K. oxytoca, E. coli, Enterobacter spp, 

Citrobacter spp, Morganella spp, S. marcescens, Raoultella spp, Kluyvera spp e 

Salmonella spp, Aeromonas spp, Pseudomonas spp e A. baumannii66-70. As 

serino-carbapenemases cromossomais ficaram restritas, até o momento, em 

regiões específicas onde a SME, exclusiva de S. marcescens, foi descrita no 

Canadá e EUA71, a família IMI-1/NMC-A encontrada esporadicamente em 

isolados de E. cloacae e E. asburiae nos EUA, França, Argentina, China, 

Singapura e Irlanda71-73 e a SFC-1 reportada em Portugal a partir da Serratia 

fonticola71. 

Classe B: as MBL hidrolizam uma ampla gama de β-lactamases, 

incluindo carbapenêmicos. São compostas por enzimas que em comum 

necessitam da molécula zinco para interagir no seu sítio ativo e exercer uma 

atividade hidrolítica sobre todos os β-lactâmicos, com exceção dos 

monobactâmicos (por exemplo, aztreonam). Por utilizarem o íon zinco sua 

atividade é inibida por agentes quelantes, como ácido etilenodiaminotetracético 

(EDTA)56. As MBL não são inibidas pelo ácido clavulânico, sulbactam, 

tazobactam ou avibactam. Muito importante clinicamente, as variantes de MBL 

adquiridas podem estar associadas a elementos genéticos móveis, plasmídeos 

e tranposons, sendo facilmente transferidos entre diferentes cepas da mesma 

espécie e de espécies diferentes. A primeira MBL foi detectada no Japão em 
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1991 e denominada imipenemase metallo-β-lactamases (IMP)76, a segunda 

família foi identificada em Verona, Itália e denominada Verona integron-encoded 

metallo-Β-lactamases (VIM)77. Posteriormente surgiram suas variantes e no 

início do século outras famílias foram identificadas como São Paulo metalo-

carbapenemase (SPM) no Brasil78 e German imipenemase (GIM) na 

Alemanha79, Seoul imipenemase (SIM) em Seoul80, Australia imipenemase 

(AIM) na Austrália81, Kyorin health science MBL (KHM) isolada de um C. 

freundii no Japão82, NDM em New Delhi, Índia83, DIM-1 (isolada na Holanda)84 

e TMB-1 isolada na Líbia em Achromobacter xylosoxidans e TMB-2 em 

Acinetobacter sp85.  

As MBL adquiridas mais importantes compreendem os tipos NDM, 

IMP e VIM, pertencentes a subclasse B186. A NDM-1 emergiu como uma das 

principais causas de preocupação devido a sua disseminação generalizada87 e 

foi detectada inicialmente em um paciente de origem indiana na Suécia em 

200883. Posteriormente, disseminou-se no subcontinente indiano, inclusive em 

amostras ambientais, e relatada em mais de 15 países88,89. No Reino Unido, 

52% dos 101 pacientes com isolados produtores de NDM coletados entre 2008 

e 2013 relataram exposição de cuidados de saúde ou viajaram para a India90. A 

disseminação horizontal também foi descrita no cenário clínico91 assim como o 

aparecimento em diferentes espécies, incluindo E. cloacae, K. pneumoniae, E. 

coli, Salmonella spp, P. aeruginosa e Acinetobacter spp92-94. Até o momento, a 

NDM é a MBL mais prevalente em Enterobacterales e A. baumannii sendo 

descritas 29 variantes95. Atualmente Enterobacterales com enzimas NDM são 

endêmicas no Brasil, com surtos relatados105. Igualmente importante, as 

bactérias produtoras de IMP e VIM também foram encontradas nos Estados 

Unidos, na Europa (principalmente Grécia, Itália e no sul da França), no Oriente 

Médio, India, Japão e na China96. Desde os primeiros relatos, IMP em 1991 e 

VIM em 1997, foram descritas 85 e 69 variantes, respectivamente95.  

Classe D: outra importante carbapenemase em Enterobacterales são 

as serino-carbapenemases da classe D, grupo OXA-48, às vezes referida como 

"ameaça fantasma", inicialmente identificada num paciente turco em 200197 e 

que nos 5 anos subsequentes não foi isolada em nenhum outro país. No 
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entanto, em 2008 se espalhou fora da Turquia e tornou-se prevalente em 

isolados clínicos da Europa Continental, Oriente Médio e do norte da África98. 

Desde então, surtos foram relatados em toda a Europa99. Mais recentemente, 

sendo detectada nos Estados Unidos, Canadá e África do Sul a partir de 

pacientes previamente tratados em países do Oriente Médio e Norte da 

África100-103. Surto não vinculado a regiões conhecidas de endemicidade 

também foi relatado na Inglaterra envolvendo K. pneumoniae produtoras de 

OXA-48104. Desde então, disseminou-se para uma grande variedade de 

espécies, incluindo Klebsiella spp, E. coli, Citrobacter spp, S. marcescens, 

Enterobacter spp, M. morganii, R. planticola, P. stuartii, e Salmonella 

enterica103,106-109. A OXA-48 está contida num plasmídeo Inc L auto-conjugado 

de 61,8 kb, o que provavelmente contribui para a sua capacidade de 

propagação96,110,111. Outras enzimas semelhantes a OXA-48 com atividade de 

carbapenemase que podem provocar surtos em Enterobacterales incluem 

OXA-181, OXA-204, OXA-232 e OXA-162112-114.  

Outras carbapenemases de classe D de importância clínica são OXA-

23 e OXA-24/40 que são encontradas principalmente em A. baumannii 

conferindo resistência aos carbapenêmicos115. Recentemente, algumas 

carbapenemases do tipo OXA foram reclassificadas com base em sua 

atividade hidrolítica e seu perfil cinético114. O primeiro grupo de oxacilinases 

identificado em A. baumannii foi o grupo OXA-23, no Reino Unido em 1985. A 

produção da enzima conferia resistência a carbapenêmicos e não necessitava 

de outros mecanismos de resistência para elevação da CIM116-118. O maior 

grupo de oxacilinase identificado até o momento é o grupo OXA-51, a enzima 

OXA-51, que nomeia o grupo, foi determinada em 1996 em isolados 

provenientes da Argentina, e são encontradas no cromossomo de A. baumannii 

119-121. Outros grupos de oxacilinases encontrados em isolados de A. baumannii 

é o grupo OXA-58, identificado na França em 2003122, e o grupo OXA-143 em 

isolados multirresistentes de pacientes brasileiros123, esse grupo inicialmente 

restrito ao Brasil também já foi identificado na Coréia do Sul124. A OXA-48 em 

A. baumannii mostra uma maior atividade contra imipenem do que contra 

meropenem125. 
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Quadro 1 - Classificação das β-lactamases 
Classificação de Bush, 

Jacoby e Medeiros  
Classificação 

de Ambler  

Substrato preferencial 

Inibida por 

Características Grupo 
Funcional 

(2009) 

Grupo 
Funcional 

(1995) 
 

Molecular 
(1980)  

AC ou 
TZB 

EDTA 

1 1 
 

C 
 

Cefalosporinas 

Não Não Enzimas cromossômicas e plasmidiais. Inclui AmpC. 

    
Confere resistência a todos os β-lactâmicos, exceto os 

carbapenemicos 

1e NI 
 

C 
 

Cefalosporinas Não Não Aumento da hidrólise a ceftazidima 

2a 2a 
 

A 
 

Penicilinas Sim Não 
Penicilinases de Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. Conferem 

altos níveis de resistência à penicilina 

2b 2b 
 

A 
 

Penicilinas e Cefalosporinas 
de 1ªgeração 

Sim Não β-lactamases de Gram-negativos. TEM-1, TEM-2 e SHV-1 

2be 2be 
 

A 
 

Penicilinas e Cefalosporinas 
de espectro estendido e 

monobactamicos 
Sim Não 

ESBL que conferem resistência às penicilinas, cefalosporinas de amplo 
espectro e monobactâmicos 

2br 2br 
 

A 
 

Penicilinas Não Não β-lactamases resistentes aos inibidores derivadas de TEM 

2ber NI 
 

A 
 

Penicilinas e Cefalosporinas 
de espectro estendido e 

monobactamicos 
Não Não Aumento da hidrólise a oxymino-β-lactâmicos e tazobactam 

2c 2c 
 

A 
 

Carbenicilina Não Não Enzimas que hidrolisam penicilinas e carbenicilina 

2ce NI 
 

A 
 

Carbenicilina e Cefepime Sim Não Aumento da hidrólise a carbenicilina e cefepime 

2d 2d 
 

D 
 

Cloxacilina Variável Não Hidrolisam cloxacilina, levemente inibidas por AC 

2de NI 
 

D 
 

Cefalosporinas de espectro 
estendido 

Variável Não 
Enzimas que hidrolisam cloxacilina ou oxacilina e cefalosporinas de 

espectro estendido 

2df NI 
 

D 
 

Carbapenêmicos Variável Não Hidrolisam cloxacilina ou oxacilina e carbapenem 

2e 2e 
 

A 
 

Cefalosporinas de espectro 
estendido 

Sim Não Enzimas que hidrolisam cefalosporinases 

2f 2f 
 

A 
 

Carbapenêmicos Sim Não Serino-enzimas que hidrolisam carbapenêmicos 

3a 3 
 

B 
 

Carbapenêmicos Não Sim MBL que hidrolisam carbapenêmicos, mas não monobactâmicos.  

3b 3 
 

B 
 

Carbapenêmicos Não Sim MBL que hidrolisam preferencialmente carbapenêmicos. 

NI 4 
 

Desconhecido 
     

FONTE: Adaptação de Bush e colaboradores (2010)56 
AC: ácido clavulânico; ESBL: β-lactamases de espectro estendido; MBL: metalo-β-lactamases; NI: não informado; TZB: 
tazobactam
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Quadro 2 - Principais carbapenemaneses em Enterobacterales  

Classe Grupo de enzima Localização Espécies encontradas 

A SME Cromossomo S. marcescens 

  IMI Cromossomo e Plasmídeo E. cloacae, E. asburiae 

  NMC-A Cromossomo E. cloacae 

  KPC Cromossomo e Plasmídeo          Enterobacterales, Aeromonas spp, P. aeruginosa, Acinetobacter spp 

  BKC Plasmídeo K. pneumoniae 

  GES Cromossomo e Plasmídeo K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa 

B IMP Cromossomo e Plasmídeo Enterobacterales, A. caviae, P. aeruginosa, P. putida, Acinetobacter spp 

  VIM Cromossomo e Plasmídeo Enterobacterales, A.hydrophila, P.aeruginosa, P.putida, Acinetobacter spp 

  SPM Cromossomo e Plasmídeo P. aeruginosa 

  GIM Plasmídeo Enterobacterales, P. aeruginosa 

  SIM Plasmídeo Enterobacterales, Acinetobacter spp 

  KHM Plasmídeo C. freundii 

  NDM Cromossomo e Plasmídeo Enterobacterales, Acinetobacter spp 

D OXA-23 like Cromossomo e Plasmídeo K. pneumoniae, P. mirabilis, Acinetobacter spp 

  OXA-40 like Cromossomo e Plasmídeo K. pneumoniae, Acinetobacter spp, P. aeruginosa 

  OXA-51 like Cromossomo e Plasmídeo K. pneumoniae,  Acinetobacter spp, E. cloacae, E. coli 

  OXA-58 like Cromossomo e Plasmídeo K. pneumoniae, E. coli, Acinetobacter spp 

  OXA-48 like Cromossomo e Plasmídeo Enterobacterales, Acinetobacter spp  

FONTE: Adaptado de Cornaglia e col74, Walther-Rasmussen & Hoiby71, Nordmann e col75, Evans & Amyes60 e 
http://www.lahey.org/Studies.



INTRODUÇÃO - 42 

 

1.5 Limitações da detecção fenotípica de carbapenemases 
 

 

1.5.1  Teste de sensibilidade 

 

 

A produção de carbapenemase pode conferir distintos fenótipos de 

resistência aos β-lactâmicos, dependendo da espécie bacteriana, do nível de 

expressão, do tipo ou variante da enzima e da presença de mecanismos de 

resistência adicionais, como redução da permeabilidade, bombas de efluxo 

e/ou atividade de outras β-lactamases66,126 (Quadro 3). Uma CIM 

significativamente elevada ou uma zona de inibição diminuída para um 

carbapenêmico torna um isolado clínico elegível para testes adicionais quanto 

a produção de carbapenemases. No entanto, as CIM de carbapenêmicos para 

os produtores de carbapenemase podem variar dentro de uma ampla gama de 

valores, e até mesmo situar-se dentro da faixa de sensibilidade, conforme 

pontos de corte estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI)127 e pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST)128 (Quadro 4). Baixos níveis de resistência a carbapenêmicos têm 

sido freqüentemente observados em EPC129-131, Acinetobacter spp produtores 

de MBL132 e OXA133, e entre P. aeruginosa produtoras de MBL134.  

 

Quadro 3 - Variação da CIM dos carbapenêmicos em Enterobacterales, 
Acinetobacter spp e P. aeruginosa produtoras de carbapenemases adquiridas 

Organismo Enzima Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 

  
 

Imipenem Meropenem Ertapenem 

Enterobacterales AmpC neg/MBL 0,5 a >64 0,25 a >64 0,5 a 4 

  AmpC pos/MBL 1,0 a >64 1,0 a >32 SD 

  AmpC neg/KPC 0,5 a >64 1,0 a >32 0,5 a >64 

  AmpC pos/KPC 8,0 a >64 4,0 a 64 8,0 a >64 

  AmpC neg/MBL 1,0 a >64 0,5 a >64 4,0 a >64 

Acinetobacter spp MBL 2,0 a >64 2,0 a >64 NA 

  OXA 1,0 a >64 1,0 a >64 NA 

P. aeruginosa MBL 2,0 a >64 2,0 a >64 NA 

  KPC  >64  >32 NA 

MBL: metalo-β-lactamase; NA: não avaliado; neg: negativo; pos: positivo; SD: 
sem dados sufientes 
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Quadro 4 - Ponto de corte para carbapenêmicos de acordo com CLSI e 
EUCAST127,128 

Organismo Carbapenêmico Ponto de corte (CIM) (µg/mL) 

  
 

CLSI (2020) EUCAST (2020) 

  
 

S (≤) R (≥) S (≤) R (>) 

Enterobacterales  Ertapenem 0,5 2 0,5 0,5 

  Meropenem 1 4 2 8 

  Imipenem 1 4 2* 4 

 Acinetobacter spp Ertapenem ND ND ND ND 

  Meropenem 2 8 2 8 

  Imipenem 2 8 2 4 

 P. aeruginosa Ertapenem ND ND ND ND 

  Meropenem 2 8 2 8 

  Imipenem 2 8 0,001 4 

ND: não definido; R: resistente; S: sensível 
*exceto para M. morganii, Proteus spp e Providencia spp (S ≤ 0,001 µg/mL) 
 

 

Para Enterobacterales, sugere-se que os testes fenotípicos para 

detecção de carbapenemase sejam realizados em isolados que exibem pontos 

de corte clínicos não sensível aos carbapenêmicos, incluindo o ertapenem, que 

é o marcador mais sensível135. O CLSI recomenda valores de CIM ≥ 1 µg/mL 

para ertapenem e/ou CIM ≥ 2 µg/mL para meropenem ou imipenem127 e o 

EUCAST recomenda valores de CIM ≥ 1 µg/mL para ertapenem e/ou CIM ≥ 4 

µg/mL para meropenem sugerindo ainda a utilização do ponto de corte 

epidemiológico (ECOFF: epidemiologic cutoff value) > 0,125 µg/mL para 

ertapenem e meropenem, afim de detectar isolados sensíveis produtores de 

carbapenemase128. Espera-se uma maior sensibilidade com a aplicação de 

critérios menos rigorosos, embora possam ser obtidos resultados falso 

positivos, especialmente com ertapenem136,137. 

As carbapenemases, quando não acompanhadas de outras β-

lactamases, podem conferir um baixo nível de resistência aos carbapenêmicos 

(CIM ≤ 0,5 µg/mL) que não tornam-se evidentes até serem combinados com 

outro mecanismo de resistência. Por outro lado, a produção de 

cefalosporinases AmpC ou ESBL associada a mutações ou perdas de porinas 

podem aumentar a CIM de um carbapenêmico na ausência de 

carbapenemases138.  
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Além das características peculiares a expressão das carbapenemases 

relatadas anteriormente, deve-se ressaltar as limitações inerentes aos métodos 

de susceptibilidade disponíveis até o momento. A determinação da CIM em 

isolados produtores de KPC ou MBL pode apresentar baixa reprodutibilidade 

para a maioria dos métodos convencionais, bem como resultados discrepantes 

entre os métodos139-140. Percentuais não sensíveis a meropenem (CIM ≥ 2 

µg/mL) em isolados produtores de KPC variaram de 93% ao sistema 

Microscan® (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) a 20% com Sensititre® 

AutoReader (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), em comparação com 

100% para microdiluição em caldo e difusão do disco141. Embora tenha havido 

melhoria usando os pontos de corte revisados em 2010 pelo CLSI, erros muito 

graves (falsa sensibilidade) ainda foram observados pelo sistema automatizado 

Vitek 2® (bioMérieux, Marcy l'Etoile, França) para Meropenem (23.9%)142,143. O 

uso de critérios mais rigorosos e “regras de especialistas” (expert rules) 

presentes em alguns sistemas automatizados aumentou a sensibilidade da 

detecção de EPC, mas com um declínio significativo na especificidade143. Pelo 

menos em parte, problemas de reprodutibilidade entre métodos podem ser 

devido a um efeito de inóculo e portanto, cuidados especiais devem ser 

aplicados na preparação de inóculos bacterianos ao teste de sensibilidade, 

principalmente quando sistemas automatizados são utilizados. A subinoculação 

é a principal causa de resultados falso-negativos na detecção de KPC145-147. 

Inconsistências também foram relatadas para as metodologias de gradiente de 

difusão, usando E-test® (bioMérieux, Marcy l'Etoile, França) em organismos 

produtores de KPC, devido ao seu crescimento heterogêneo dificultando sua 

interpretação143,148. Os métodos de microdiluição em caldo e disco difusão são 

considerados mais confiáveis para a detecção de todos os tipos de resistência 

mediada por carbapenemases. 
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1.5.2   Teste de Hodge modificado 

 

 

O teste de Hodge modificado (MHT) foi o primeiro teste de triagem 

recomendado pelo CLSI para detecção de Enterobacterales produtoras de 

carbapenemase. O teste basea-se na inativação de um carbapenêmico por 

uma cepa produtora de carbapenemase sob investigação. Nos últimos 10 anos 

publicações demonstraram que o MHT apresentou boa acurácia diagnóstica 

para detecção de Enterobacterales produtoras de KPC, sendo um método 

suficientemente sensível e específico para regiões endêmicas149. No entanto, 

resultados falso-positivos, são observados em linhagens produtoras de CTX-M 

com redução de permeabilidade da membrana externa150, e resultados falso 

negativos em isolados produtores de NDM (particularmente os produtores de 

baixo nível), outras MBL e oxacilinases. Para melhorar o desempenho do MHT 

na detecção de NDM, foi sugerido a adição de Triton X-100 no ágar Mueller 

Hinton apresentando sensibilidade > 97%151.  

Outra limitação consiste na falta de padronização na interpretação do 

resultado, dada pela visualização, muitas vezes subjetiva, do crescimento da 

cepa indicadora em direção ao disco do carbapenêmico, sobretudo naquelas 

com pequeno crescimento, situação comum entre as produtoras de 

cefalosporinases com alteração de porina.  Com o intuito de minimizar esta 

limitação foi conduzido um estudo envolvendo 3 077 ERC em um hospital 

universitário brasileiro com cenário endêmico para KPC, propondo um teste de 

hodge modificado quantitativo (Q-MHT) através da medição em milímetros do 

crescimento da cepa indicadora (E.coli ATCC® 25922) em direção ao disco de 

ertapenem obtendo sensibilidade de 98,6% e especificidade de 93,7% (AUC: 

0,996, IC 95%: 0,994-0,997, p < 0,0001) podendo chegar a 100% de 

sensibilidade, 99,7% de especificidade e valor preditivo negativo de 100% no 

subgrupo de isolados produtores de KPC152,153. 

O MHT requer culturas com crescimento bacteriano puro e não 

consegue distinguir e detectar o tipo de carbapenemase envolvido 
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apresentando-se como uma opção de baixo custo e acessível aos laboratórios 

de rotina situados em regiões endêmicas para KPC. 

 

 

1.5.3   Testes baseados em inibidores 

 

 

Esses testes são baseados no uso de inibidores de β-lactamase e 

exibem especificidade em seu efeito hidrolítico, permitindo, portanto, a 

caracterização da enzima em relação à classe das carbapenemases. A 

detecção de produtores de MBL por meio de testes de sinergia ou 

potencialização no formato de disco de difusão ou diluição em caldo foi 

baseada no uso de compostos como EDTA, compostos de tiol e ácido 

dipicolínico (DPA) associado a um composto β-lactâmico, geralmente na forma 

de um carbapenêmico e/ou uma oximino-cefalosporina154-156.  

Os testes baseados em EDTA inibem a hidrólise do β-lactâmico, 

explorando a dependência metaloenzimática dos íons zinco. Na tentativa de 

otimizar a eficiência, diferentes métodos têm sido propostos variando em 

relação à quantidade de inibidor utilizado, as diferentes distâncias entre os 

discos e o substrato β-lactâmico usado. Em resumo, o teste de sinergia de 

duplo disco (DDST) realizado em conjunto com o teste de disco imipenem 

combinado com e sem adição de EDTA 0,1 M em uma única placa de ágar, 

conforme proposto por Franklin e colaboradores (2006)157, exibiram alta 

sensibilidade e especificidade (100 e 96%, respectivamente). A avaliação 

subsequente de diferentes testes fenotípicos para a detecção de MBL 

em Enterobacterales descobriu que o teste de disco combinado (que usou 

imipenem / imipenem com 0,5 M EDTA ou ceftazidima / ceftazidima com 0,2 M 

EDTA) e o DDST (com um disco de imipenem a uma distância de 10 mm de 

um disco EDTA 0,5 M) foram os métodos mais eficazes158. A fita Etest® MBL 

(bioMérieux, Marcy l'Etoile, França) também foi estabelecida como método 

diagnóstico aceitável para a detecção de MBL; no entanto, sua sensibilidade é 

comprometida em isolados com baixo CIM de imipenem (≤ 4 
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µg/mL)159 podendo tornar-se mais promissor o uso da fita Etest® MBL com 

baixas concentrações de meropenem160. Avaliação inicial de DPA em testes 

baseados em disco usando imipenem, meropenem e ceftazidima como 

substratos em Pseudomonas spp e Acinetobacter spp  exibiram especificidade 

e sensibilidade superiores ou comparáveis aos métodos de triagem fenotípica 

baseados em EDTA161.  

Compostos de ácido borônico têm sido usados como inibidores para a 

detecção e caracterização de carbapenemases do tipo KPC. Na tentativa de 

definir e ajustar o método de triagem ideal, diferentes substratos β-lactâmicos, 

compostos de ácido borônico, concentrações de inibidores e distâncias entre 

os discos foram empregados culminando em definições distintas nos critérios 

interpretativos. No método proposto por Doi e colaboradores (2008)162, isolados 

de K. pneumoniae produtores de KPC foram identificados e diferenciados com 

sucesso dos produtores de AmpC usando meropenem com 300 µg de ácido 

aminofenilborônico (APBA) e um aumento ≥ 5 mm na zona de 

inibição. Tsakris e colaboradores (2009)163, em um estudo comparativo, usou 

400µg de PBA como inibidor encontrando no imipenem, meropenem e 

cefepime uma sensibilidade e especificidade de 100% . Pasteran e 

colaboradores (2009)164 avaliaram APBA em DDST e testes de disco 

combinado usando imipenem, meropenem e ertapenem como substratos, 

sugerindo que imipenem/APBA com um aumento ≥ 4 mm no diâmetro da zona 

de inibição foi mais eficaz em distinguir KPC, GES, SME, IMI e NMC-A de 

outras β-lactamases (ESBL, AmpC e MBL). Uma avaliação comparativa de 

diferentes compostos de ácido borônico em diferentes concentrações (APBA 

300 µg, APBA 600 µg e PBA 400 µg) para detecção de Enterobacterales 

produtoras de KPC considerou o PBA 400 µg o inibidor mais eficaz, 

apresentando resultados mais fáceis de interpretar165.  

Giske e colaboradores (2011)166 avaliaram isolados de K. pneumoniae 

abrigando KPC, VIM, IMP ou OXA-48 e Enterobacterales resistentes aos 

carbapenêmicos devido à perda de porina em combinação com hiperprodução 

de ESBL ou AmpC, em um teste de detecção de carbapenemases baseado em 

cinco discos com o uso de meropenem sozinho e suplementado com EDTA, 
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DPA, APBA e cloxacilina.  APBA foi capaz de detectar enzimas KPC quando 

uma diferença de ≥ 4 mm nos diâmetros das zonas foi considerada como 

indicativo de produção de KPC. Os hiperprodutores de AmpC com perda de 

porina também foram positivos no teste APBA, mas, ao contrário dos 

produtores KPC, mostraram sinergia com a cloxacilina e o DPA teve um 

desempenho melhor do que o EDTA no que diz respeito à especificidade em 

isolados produtores de MBL. Além disso, com o objetivo de simplificar a 

diferenciação das enzimas KPC e MBL, um algoritmo fenotípico empregando 

meropenem sozinho e com PBA ou EDTA ou ambos foi projetado167,168. O 

aumento da zona de inibição em ≥ 5 mm foi considerado um resultado positivo 

e esse algoritmo possibilitou não só a diferenciação de MBL dos produtores de 

KPC, mas também a detecção daqueles isolados com coprodução dessas 

enzimas. A sensibilidade para cepas produtoras de MBL ou KPC foi de 100% 

em comparação com 96,8% para ambos os produtores de KPC e MBL. A 

especificidade para detecção de KPC foi de 98,8%. 

 

 

1.5.4   Método da inativação do carbapenêmico 

 

 

O método da inativação do carbapenêmico, descrito pela primeira vez 

em 2015169 é realizado usando um disco de  meropenem incubado por 2 horas 

em uma suspensão aquosa de um microrganismo com suspeita de produção 

de carbapenemase. O disco de meropenem é degradado na presença de 

carbapenemase, e na ausência retém sua atividade antimicrobiana. Após ser 

removido da suspensão bacteriana é colocado em uma placa de àgar Mueller-

Hinton semeada com um organismo indicador sensível a carbapenêmicos. 

Após a incubação overnight, mede-se a zona de inibição para determinar se o 

meropenem foi hidrolisado (crescimento do organismo indicador próximo do 

disco), ou ainda está ativo (zona de inibição em torno do disco). A sua 

descrição inicial relatou resultados muito promissores, demonstrando excelente 

sensibilidade e especificidade para a detecção de uma variedade de 
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carbapenemases169. No entanto, estudos posteriores relataram taxas de 

detecção menores para as carbapenemases do tipo OXA-48, com sensibilidade 

variando entre 50% a 91%170,171. O CLSI validou o desempenho do teste e 

propôs modificações denominando de método modificado de inativação do 

carbapenêmico (mCIM) em uma avaliação multilaboratorial. Foi sugerido o uso 

do caldo tríptico de soja (TSB) na preparação da suspensão bacteriana e a 

extensão do tempo de incubação para 4 horas a fim de melhorar a detecção de 

algumas carbapenemases. Posteriormente, também validou o desempenho do 

eCIM realizando a técnica do mCIM acrescido de EDTA127. A interpretaçao do 

mCIM e do eCIM deve ocorrer no mesmo momento pois o eCIM só deverá ser 

interpretado quando o mCIM for positivo, ou seja, isolado produtor de 

carbapenemase. Recentemente também foi descrito um método simplificado de 

inativação do carbapenêmico (sCIM) para detectar bacilos Gram-negativos 

produtores de carbapenemase de maneira mais simples. Este método é 

baseado no mCIM com o aprimoramento de procedimentos experimentais, em 

vez de incubar o disco de meropenem no meio de cultura líquido, o organismo 

a ser testado é espalhado diretamente sob o disco antimicrobiano. Os 

resultados apresentaram alta concordância com a PCR (100%) e com o mCIM 

(99,4%), com exceção de um isolado de P.aeruginosa que expressou o gene 

blaVIM−4
172. Estes testes requerem culturas com crescimento bacteriano puro, 

requerem incubação overnight e apresentam-se como uma opção de baixo 

custo e acessíveis ao laboratório de rotina. 

 

 

1.5.5   Métodos bioquímicos colorimétricos 

 

 

O teste de Carba NP e o Blue-Carba são baseados na detecção da 

atividade da carbapenemase. O teste de Carba NP detecta uma alteração no 

pH que é acoplada à hidrólise do imipenem. O procedimento de teste consiste 

em lise celular seguida de incubação do lisado enzimático com imipenem e 

vermelho fenol até 2 horas. O teste em Enterobacterales mostrou que o Carba 



INTRODUÇÃO - 50 

 

NP foi capaz de detectar todos os isolados testados de uma coleção mundial 

de bactérias que produziam classe A (KPC, NMC, SME e GES), classe B (IMI, 

NDM, VIM e IMP) e enzimas da classe D (OXA-48 ou OXA-181) não 

apresentando resultados falsos positivos173. O teste de Carba NP também foi 

usado diretamente em frascos de hemocultura para carbapenemases da classe 

A, B e D, onde este ensaio demonstrou sensibilidade e especificidade de 

97,9% e 100%, respectivamente174. No entanto, em outro estudo, o teste 

produziu resultados não-interpretáveis para os isolados cultivados em 

MacConkey ou ágar Drigalski175, sugerindo que esses meios podem afetar o 

seu desempenho. Além disso, o uso em A. baumannii pode exigir algumas 

modificações176. O Carba NP é um dos testes recomendados para confirmação 

de isolados produtores de carbapenemase pelo CLSI127 e EUCAST128 e pode 

ser realizado na maioria dos laboratórios de microbiologia, sem equipamento 

adicional. A principal vantagem em relação aos métodos em ágar e aos 

métodos moleculares é o amplo alcance alvo, pois o resultado do teste será 

positivo, desde que haja carbapenemase suficiente, independentemente da sua 

classe. O Carba NP apresenta sensibilidade inferior para certas 

carbapenemases da classe D (por exemplo, OXA-48, OXA-58 e OXA-181) e 

como desvantagem em comparação com métodos moleculares e testes de 

inibição do disco é a sua incapacidade de diferenciar as enzimas, embora 

possa ser alcançado com algumas modificações no teste177. Outra metodologia 

semelhante, mas com um protocolo mais simplificado é o Blue-Carba que usa 

como indicador o azul de bromotimol. O teste possui uma maior sensibilidade, 

inclusive para as carbapenemases de tipo OXA e um tempo de resposta mais 

rápido do que o Carba NP, pois não há necessidade da etapa a de extração178. 

 

 

1.6 Métodos para detecção de colonizados por ERC e/ou produtores de 
carbapenemase 
 

 

As ERC podem ser transportadas no trato gastrointestinal inferior, 

orofaringe, pele e urina3. Os sítios primários para rastreamento destes 
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patógenos defendidos pelo CDC e a Sociedade Européia de Microbiologia 

Clínica e Doenças Infecciosas, são as fezes ou swab retal ou periretal5,179.  

O método fenotípico baseado em cultura recomendado pelo CDC 

consiste na inoculação do swab em 5 mL de caldo TSB adicionado de um disco 

de ertapenem ou meropenem e após incubação overnight, este caldo é 

subcultivado em ágar MacConkey, onde somente fermentadores de lactose são 

selecionados. BGN não fermentadores que podem abrigar carbapenemases 

não foram avaliadas neste método sendo validado somente para E. coli e 

Klebsiella spp180
. As sensibilidades relatadas para KPC e VIM variaram de 

65,6% a 98,8%, com especificidades de 49,6 a 100%181-182 e para a detecção 

de OXA-48 a sensibilidade foi de apenas 57,6%183. Embora o método de 

enriquecimento em caldo do CDC visasse aumentar a sensibilidade, estudos 

demonstram que métodos usando ágar seletivo têm um desempenho superior 

ou comparável com a vantagem de não necessitar da etapa de 

enriquecimento184,185
.
  

Meios cromogênicos com incorporação de substratos de 

homogeneização (principalmente glicosídeos) liberam pigmento quando 

hidrolisados por enzimas bacterianas. Os antibióticos adicionados a estes 

meios os tornam seletivos para um determinado nível de resistência. Dentre 

estes métodos destacam-se com melhores desempenho, o ChromID®CARBA 

(bioMérieux, Marcy l'Etoile, França) e o Supercarba (bioMérieux, Marcy l'Etoile, 

França), a menos que a incidência de OXA-48 seja alta, merecendo adição de 

um meio específico para OXA-48 (por exemplo, ChromID®OXA-48)186,187. Uma 

limitação dos estudos de desempenho é que frequentemente são usadas 

amostras de culturas puras, em vez de swabs retais ou periretais.   

Assim como os meios cromogênicos a semeadura do swab 

diretamente sob o ágar MacConkey acrescido com discos de carbapenêmicos 

também são opções para detecção de colonizados com sensibilidade variando 

entre 75,8% a 96,9%, e especificidade entre 73,8% a 100%. Neste caso, a 

avaliação do crescimento de Enterobacterales ao redor dos 3 carbapenêmicos 

aumenta o desempenho do teste. Quando avaliado o crescimento somente ao 
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redor do imipenem a sensibilidade variou entre 78,3% a 89,5% e especificidade 

entre 31,9 a 99,4%188-191. 

Dentre as vantagens dos métodos cultiváveis encontram-se a 

acessibilidade, simplicidade, baixo custo, detecção de resistências emergentes, 

capacidade de identificação e teste de sensibilidade do patógeno. As limitações 

consistem na necessidade de testes adicionais para a detecção de 

carbapenemases, desempenho variável conforme o tipo e expressão da 

enzima e um elevado “turnaround time” (TAT) impactando prejuízo as práticas 

de controle de infecção180. 

Ensaios genotípicos automatizados que utilizam a tecnologia de PCR 

multiplex, microarray ou amplificação isotérmica realizados a partir do swab 

retal ou periretal vem sendo incorporados às rotinas laboratoriais para o 

rastreamento de colonizados com patógenos que carregam genes de 

carbapenemases trazendo vantagens como agilidade e facilidade na execução, 

reduzido TAT, alta sensibilidade e especificidade, e identificação do tipo de 

carbapenemase192,193. Dentre as plataformas atualmente disponíveis 

encontram-se; Check-Points Health (CHECK-Direct CPE®), Amplex Biosystems 

(Eazyplex SuperBug complete A®, Eazyplex Superbug complete B®), Becton 

Dickinson (BD MAX® CRE) e Cepheid (Xpert Carba-R®)193-197.  

Como parte dos esforços para prevenção de ERC alguns países, 

como Israel, exigem que estes isolados sejam submetidos à determinação do 

gene de carbapenemase não confiando apenas na determinação fenotípica e o 

CDC incentiva, mas não exige, que os laboratórios rastreiem a presença de 

carbapenemase específicas como KPC, NDM e OXA-48198.  

A escolha do método para detecção de colonizados depende do 

patógeno prevalente, das estratégias do serviço de controle de infecção 

hospitalar, estrutura do laboratório de microbiologia e recursos alocados para 

monitoramento destas vigilâncias. 

Em nosso serviço, o rastreamento de colonizados com ERC é 

realizado através da cultura de vigilância com um TAT variando entre 48 a 120 

horas, período em que o paciente é mantido sob precaução de contato. Diante 

deste cenário, a incorporação de método genotípico automatizado, com 
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resultado liberado no mesmo dia, apresenta um potencial impacto no manejo 

destes pacientes além da caracterização epidemiológica local dos genes de 

resistência. Apesar dos claros benefícios contemplados, se faz necessária a 

análise de acurácia diagnóstica na população local, bem como análise 

comparativa com o método baseado em cultura a medida que a resposta 

microbiológica difere entre eles (genótipo versus fenótipo), justificando-se a 

necessidade do presente estudo. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

2 OBJETIVOS 
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Os objetivos dessa tese são: 
 

 

 Avaliar o desempenho diagnóstico do ensaio Xpert Carba-R® para 

detecção de genes codificadores de carbapenemases diretamente do 

swab retal  

 

 

 Correlacionar os resultados obtidos pelo Xpert Carba-R® com a cultura 

de vigilância e caracterizar os microrganismos recuperados de amostras 

com resultados discrepantes entre as metodologias 

 

 

 Mensurar as indicações de precaução de contato relacionada a Gram-

negativo multirresistentes produtores de carbapenemases a partir de 

método genotípico em comparação ao fenotípico. 



 

 

 
 
 

3 MÉTODOS 
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3.1   Tipo do estudo 

 

O estudo foi prospectivo, de teste diagnóstico com análise comparativa 

independente e cega entre metodologias.  

 

 

3.2   Local do estudo 

 

  

O estudo foi realizado no laboratório de microbiologia da Divisão de 

Laboratório Central do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (DLC HC-FMUSP). O HC-FMUSP é um complexo 

hospitalar público, universitário, de referência terciária, conveniado ao Sistema 

Único de Saúde, com aproximadamente 2 200 leitos e formado por sete 

institutos, dois hospitais auxiliares, laboratórios de investigação médica, 

unidades especializadas e áreas de apoio.  

 

 

3.3   Espécimes clínicos, população e período  

 

Durante 4 meses, abril a julho de 2016, swabs retais de pacientes 

internados nas Unidades de Terapia Intensivas e Unidades de Transplantados 

(UTI/UT), considerada cenário de alto risco para aquisição de carbapenemase 

e de pacientes internados no pronto socorro (PS), considerado cenário de 

baixo risco para aquisição de carbapenemase foram analisados neste estudo. 

 

   

3.4   Critério de inclusão e exclusão 

 

 

Foram incluídas as amostras clínicas que apresentavam as seguintes 

condições: 
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 solicitação de cultura de vigilância para Enterobacterales 

resistente a carbapenêmicos (CV-ERC); 

 coletas realizadas dentro das primeiras 24 horas de internação 

para os pacientes admitidos no pronto socorro.  

 

Foram excluídas as amostras clínicas que apresentavam as seguintes 

condições: 

 coletas de swab retal pareada à swabs de orofaringe, virilha, axila 

e períneo; 

 Swabs encaminhados para CV-ERC e vigilância de Acinetobacter 

spp e P.aeruginosa resistente a carbapenêmicos; 

 amostras de pacientes com resultados previamente positivos para 

CV-ERC detectadas no período do estudo.  

 

 

3.5   Coleta das amostras 

 

 

Os pacientes internados nas UTI/UT tiveram um único swab retal 

coletado seguindo a rotina determinada pelo Grupo de Controle de Infecção 

Hospitalar (GCIH) do complexo HC-FMUSP contemplando o protocolo do 

Plano de Redução de Patógenos Multirresistentes (Anexo A). Para os 

pacientes internados no PS, devido ao maior número de coletas previstas, um 

par de swab retal foi randomicamente coletado para agilizar o processamento 

dentro do laboratório. Uma equipe processou as culturas de vigilância e outra o 

método molecular. A CV-ERC de pacientes admitidos no PS não esta 

contemplada na rotina estabelecida pelo GCIH e fez parte de um estudo de 

prevalência, fator de risco e taxa de aquisição de ERC no PS199.  

Em ambos os cenários, os swabs retais foram coletados na admissão 

e semanalmente (transversal) para os pacientes que permaneciam internados 

com CV-ERC negativa. As coletas foram realizadas por profissionais da equipe 
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de enfermagem. O pedido da cultura de vigilância foi realizado por médicos da 

GCIH. 

As amostras foram coletadas usando um swab de rayon em meio 

ágar gel Stuart® (Venturi Transystem;Copan, CA).  

 

 

3.6   Aspectos Éticos 

 

 

Essa pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ètica para Análise de 

Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e 

da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

O termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo paciente 

admitido no Pronto Socorro ou pelo seu representante legal e pelo pesquisador 

responsável foi arquivado, ficando sob a sua guarda. 

 

     

3.7   Método de referência: PCR in house realizado a partir da CV-ERC em 

caldo de enriquecimento tioglicolato sem antibiótico 

 

 

3.7.1   Cultura de vigilância  

 

 

A cultura de vigilância foi adaptada do método preconizado pelo 

CDC180. Swabs retais foram inoculados em 10 mL de caldo de enriquecimento 

tioglicolato (OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire, England) com resarzurina 

sem discos de carbapenêmicos. Os tioglicolatos incubados overnight por 12 a 

18 horas a 36 ± 1 °C foram subcultivados em placas de ágar MacConkey 

(bioMerieux Marcy-L’Etoile, France)  por esgotamento usando alça de 10 µL. 

Sobre a superfície do meio já semeado foram adicionados discos de ertapenem 



MÉTODOS - 60 

 

(10 µg), imipenem (10 µg) e meropenem (10 µg) (OXOID LTD, Basingstoke, 

Hampshire, England). 

Os discos de carbapenêmicos foram estrategicamente posicionados. 

O ertapenem, como marcador mais sensível, foi posicionado no primeiro 

quadrante onde inicia-se o esgotamento e portanto, concentrando a maior 

quantidade de unidades formadoras de colônia (UFC), seguido do meropenem 

e imipenem no segundo e terceiro quadrante, respectivamente.   

Resultados negativos foram considerados para Enterobacterales que 

apresentaram halos de sensibilidade para todos os carbapenêmicos e 

resultados positivos para Enterobacterales que apresentaram halos não 

sensíveis para ertapenem (≤ 21 mm), imipenem ou meropenem (≤ 22 mm) 

segundo pontos de corte clínicos preconizados pelo CLSI documento M100127. 

Os microrganismos foram identificados e submetidos ao teste de sensibilidade, 

e testes fenotípicos para carbapenemase (Q-MHT e EDTA). As etapas que 

envolvem a cultura de vigilância estão elucidadas na Figura 2.  

Após o processamento, os recipientes de transporte original (ágar gel 

Stuart), os caldos tioglicolatos e as placas de MacConkey foram armazenados 

sob refrigeração (2 a 8 ºC) por 7 dias para novos subcultivos, se necessário e 

após esse período, 2 mL do caldo tioglicolato e os microrganismos cultivados 

foram armazenados em freezer -80 °C para eventuais repetições ou aplicação 

de novos testes. 

A interpretação das culturas de vigilância foi realizada por colaboradores 

que desconheciam os resultados moleculares respectivos a cada amostra.  
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FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 

Figura 2 - Processamento da cultura de vigilância 

 

 

3.7.2   Identificação bacteriana 

 

Os isolados bacterianos recuperados da CV-ERC foram identificados 

pelo Vitek MS® (bioMerieux Marcy-L’Etoile, France)  através da metodologia de 

espectrometria de massa MALDI-TOF (Mass Assisted Laser 

Desorption/Ionization). Os espectros de massas foram obtidos e processados 

pelo software Myla® (BioMérieux, França), e posteriormente comparados ao 

banco de dados com espectros de referência para a identificação de espécie. 

Os resultados produzidos pelo VITEK MS® são divididos em categorias como 

“good identification (ID)”, quando espectro de massa criado encontra perfeita 

correlação (99,9% valor de probabilidade, valor de confiança), discriminação 

baixa ou low discrimination (> 60% - 99,8% de probabilidade, valor de 

confiança) ou “no ID” (< 60% de probabilidade, valor de confiança). 
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3.7.3   Teste de sensibilidade 

 

 

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado no sistema 

Vitek 2 XL® (bioMerieux Marcy-L’Etoile, France) através dos cartões AST-239® 

(bioMerieux Marcy-L’Etoile, France). Na presença de Enterobacterales 

sensíveis a carbapenêmicos produtores de carbapenemase foram realizados 

também os métodos de disco-difusão (Kirby-Bauer) e elipsométrico através da 

fita E-test® (bioMerieux Marcy-L’Etoile, France). 

Para realização do teste de sensibilidade os isolados bacterianos 

foram suspensos em 3 mL de solução fisiológica 0,45% para obtenção de uma 

turvação correspondente a escala 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Esta 

suspensão foi semeada em ágar Mueller Hinton (OXOID LTD, Basingstoke, 

Hampshire, England) e/ou inserida no equipamento para a obtenção e 

interpretação da CIM aos antimicrobianos. Os resultados foram interpretados 

de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI, documento 

M100127. 

 

3.7.4   Testes fenotípicos para detecção de carbapenemases  

 

 

3.7.4.1   Teste de Hodge modificado quantitativo  

 

 

O teste de Hodge modificado quantitativo (Q-MHT) foi realizado nas 

Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos e naquelas que apresentaram 

sensibilidade mas que foram detectadas como produtoras de carbapenemases 

pelo método molecular. A confecção do método seguiu as recomendações do 

CLSI127 e a interpretação foi realizada quantitativamente conforme Cury e 

colaboradores (2014)153. Um disco de ertapenem (10 µg) foi inserido em ágar 

Mueller Hinton sob uma suspensão da Escherichia coli ATCC® 25922 na escala 

0,5 McFarland. A partir deste disco foi realizada uma estria grosseira com um 
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swab impregnado de 3 a 5 colônias do isolado a ser investigado a partir de uma 

cultura com tempo de incubação de 18 a 24 horas. 

A interpretação do Q-MHT foi realizada através da medição em 

milímetros (mm) do crescimento da cepa indicadora (E.coli ATCC® 25922) em 

direção ao disco de ertapenem (Figura 3). Os resultados foram classificados 

em; positivo, crescimento de 0 a 5 mm; inconclusivo, crescimento de 6 a 10 

mm e negativo, crescimento ≥ 11 mm. 

A cada ensaio foi utilizado controle positivo K.pneumoniae ATCC® 

BAA-1706 e controle negativo K.pneumoniae ATCC® BAA-1705. 

 

 

Inconclusivo

Negativo

8mm

15mm
2mm

Positivo

 
FONTE: HC FMUSP, São Paulo 

 
 Figura 3 - Medição e interpretação do Q-MHT 

 

 

3.7.4.2   EDTA  

 

 

O teste de inibição com EDTA foi aplicado nas Enterobacterales não 

sensíveis a carbapenêmicos. Uma solução de 50 mL de EDTA 0,1 M foi 

preparada e distribuida em alíquotas de 1 a 2 mL. Em uma placa de ágar 

Mueller Hinton foi espalhada homogeneamente uma suspensão bacteriana 

com turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland e colocado dois discos 
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de meropenem (10 µg) sob sua superfície. Em seguida, 10 µl da solução de 

EDTA foi pipetada sob um dos discos de meropenem e incubado por 18 a 24 

horas a 36º +/-1 ºC158. 

Isolados com diferença de diâmetro ≥ 5 mm no meropenem com 

EDTA em relação ao meropenem sem EDTA foram interpretados como positivo 

para inibição com EDTA e, portanto potenciais produtores de metalo-β-

lactamases (Figura 4) e isolados que apresentaram diferença < 5 mm foram 

interpretados como negativos. A cada ensaio um controle positivo de 

Providencia rettigeri previamente caracterizada como produtora de NDM-1, foi 

testado. 

 

17mm 11mm

Meropenem com EDTA
Meropenem

Diferença: >5mm
Resultado :Positivo 

 
FONTE: HC FMUSP, São Paulo 

 
Figura 4 - Teste de EDTA positivo em cepa produtora de NDM  

 

 

3.7.5.  Reação em Cadeia da Polimerase in house  

 

 

A PCR in house foi realizada a partir de organismos provenientes da 

cultura de vigilância e/ou a partir do caldo tioglicolato de acordo com as 

condições descritas no Quadro 5.  
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Quadro 5 - Método de referência: PCR in house a partir da CV-ERC 

 

Método de referência 

Xpert Carba-R® CV-ERC PCR in-house realizado em: 

Positivo Positivo ERC                                             (A) 

Positivo Negativo OSC                              (B) 

Negativo Positivo ERC e tioglicolato         (C) 

Negativo Negativo tioglicolato                     (D) 

(A) Se Xpert Carba-R® e CV-ERC positivas, a PCR in house foi realizado a 
partir das ERC; 

(B) Se Xpert Carba-R® positivo e CV-ERC negativo, a PCR in house foi 
realizada a partir de OSC para investigar a presença de carbapenemases 
nestes isolados; 

(C) Se Xpert Carba-R® negativo e CV-ERC positivo, a PCR in house foi 
realizada a partir das ERC e do tioglicolato para confirmar a ausência de 
carbapenemase nestes isolados e na amostra clinica; 

(D) Se Xpert Carba-R® e CV-ERC negativas, a PCR in house foi realizada a 
partir do tioglicolato para confirmar a ausência de genes na amostra.  

CV-ERC: cultura de vigilância para Enterobacterales resistente a 
carbapenêmicos; OSC: organismos sensíveis a carbapenêmicos 

 

Através da PCR single-plex, foi investigada presença dos genes 

blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaOXA-48 e blaIMP-1, utilizando sequências de 

oligonucleotídeos descritos no Quadro 6. A extração do DNA genômico foi 

realizada utilizando a metodologia de fervura, da seguinte maneira: (I) para os 

isolados bacterianos; uma alça calibrada de 10 µL de inóculo bacteriano foi 

diluída em 400 µL de água ultrapura e aquecidas a 95 ºC por 15 minutos. (II) 

para o caldo tioglicolato; 2 mL do tioglicolato foi centrifugado a 13 000 rpm por 

3 minutos, sendo desprezado o sobrenadante e o pellet lavado com água 

estéril, esta solução foi novamente centrifugada a 13 000 rpm por 3 minutos, e 

o sobrenadante desprezado, o novo pellet foi ressuspendido em solução 

fisiológica estéril 0,4% para retirar possíveis interferentes, esta nova solução 

turva foi aquecida a 95 ºC  por 10 minutos. Após a extração, as amostras foram 

centrifugadas a 13 000 rpm por 3 minutos e 200 µl do sobrenadante foi 

recuperado e armazenado em freezer -80 ºC até sua utilização. A quantificação 

de DNA foi realizada por espectrofotometria utilizando Espectrofotômetro 

NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). A reação de PCR constou de 10 µL de 

GoTaq Green Master Mix (Promega), 0,5 µM de cada oligonucleotídeo (20 

pmol; Invitrogen), 1 µL de DNA e água ultrapura para completar volume final de 

20 µL. A ciclagem para cada par de primers foi realizada em termociclador 
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Verit® (Applied Biosystems). Os amplicons foram submetidos a eletroforese em 

gel de agarose 1,5%, corado com Syber Safe e posteriormente visualizados 

sob luz ultravioleta e fotodocumentados utilizando o equipamento Alpha 

Innotech® – AlphaImager. Em cada reação de PCR foi utilizado controle interno 

positivo e controle negativo. 

 

Quadro 6 - Sequência de oligonucleotídeos e suas respectivas temperaturas de 
anelamento.  

Iniciador Seq. de oligonucleotideos (5’- 3’) Fragmento  Termociclagem Referência 

    
 

  
 

  

  
  

95 oC - 10 m   
 KPC_F GTCACTGTATCGCCGTCTAG 95 oC - 30 s 

35X 

Castanheira e col. (2008)200 

KPC_R CAATCCCTCGAGCGCGAGTC 859 pb 53 oC - 30 s Castanheira e col. (2008)200 

  

 

72 oC - 1 m 
 

    72 oC - 10 m     

            

  

 

95 oC - 10 m 
  

NDM_F GGCGTTAGATTGGCTTACACC 95 oC - 30 s 

35X 

Monteiro e col. (2012)201 

NDM_R CTGGGTCGAGGTCAGGATAG 1146 pb 56 oC - 30 s Monteiro e col. (2012)201 

  

 

72 oC - 1:30 m 
 

    72 oC - 10 m     

            

  

 

95 oC - 10 m 
  IMP_F GAGTGGCTTAATTCTCRATC 95 oC - 30 s 

35X 

Monteiro e col. (2012)201 

IMP_R AACTAYCCAATAYRTAAC 120 pb 55 oC - 30 s Monteiro e col. (2012)201 

  

 

72 oC - 3 m 
 

    72 oC - 10 m     

            

  

 

95 oC - 10 m 
  

VIM_F GTTTGGTCGCATATCGCAAC 95 oC - 30 s 

35X 

Monteiro e col. (2012)201 

VIM_R AATGCGCAGCACCAGGATAG 382 pb 55 oC - 30 s Monteiro e col. (2012)201 

   
72 oC - 3 m 

 
      72 oC - 10 m     

            

   
95 oC - 10 m 

  
OXA-48_F TGTTTTTGGTGGCATCGAT 177 pb 95 oC - 30 s 

 
Monteiro e col. (2012)201 

OXA-48_R GTAAMRATGCTTGGTTCGC 
 

50 oC - 30 s 35x Monteiro e col. (2012)201 

   
72 oC - 1 m 

  
      72 oC - 10 m     

col: colaboradores; F: foward; pb: pares de bases; R: reverse. Seq.: sequência. 
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3.8   Sistema Gene Xpert® 

 

A plataforma automatizada de PCR em tempo real utilizada para 

detecção dos genes de carbapenemases foi o sistema Gene Xpert® (Cepheid, 

Sunnyvale, CA). O equipamento automatiza e integra as etapas de preparação 

de amostras, extração, amplificação de ácidos nucléicos e a detecção das 

sequências alvo a partir de isolados bacterianos ou diretamente de espécimes 

clinicos. Os sistemas são constituídos por um instrumento, um computador e 

software pré-carregado para executar testes e visualizar os resultados (Figura 

5). O software é usado para inserir informações do paciente, monitorar o 

processo do teste, visualizar, imprimir, exportar os resultados e gerar relatórios. 

O sistema requer a utilização de cartuchos descartáveis, de uso único, que 

contém os reagentes da PCR e onde decorre todo o processo analítico. Os 

cartuchos são independentes e autocontidos para minimizar a contaminação 

cruzada entre amostras (Figura 6).  

 

 

 

FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-
tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r202 

 
Figura 5 - Sistema Gene Xpert®  

 
 

https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjQv8rL05zaAhUGPJAKHfcpA_cQjRx6BAgAEAU&url=https://www.agorams.com.br/saude-recebe-equipamento-para-detectar-o-bacilo-de-koch%E2%80%8B/&psig=AOvVaw2_JKJOrs2C-OOQkUVRxx8P&ust=1522793407128902
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-
tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r202 

 
Figura 6 - Estrutura do cartucho Gene Xpert®  

 

O ensaio Xpert Carba-R® (Cepheid, Sunnyvale, CA) avaliado no 

instrumento Gene Xpert® é um teste de diagnóstico qualitativo, aprovado pelo 

Food and Drug Administration (FDA), desenvolvido para a detecção e 

diferenciação das seqüências genéticas de blaKPC, blaNDM, blaVIM, blaIMP e 

blaOXA-48 (incluindo a OXA-181 e variantes da OXA-232). O teste é utilizado 

para identificar individuos colonizados com organismos produtores de 

carbapenemases, incluindo pelo menos 91 genes dentre estas 5 famílias de 

carbapenemase.  

O Xpert Carba-R® identifica o DNA bacteriano através de uma reação 

em cadeia de polimerase em tempo real com detecção fluorogênica do DNA 

amplificado e inclui reagentes, iniciadores e sondas, bem como um controle 

interno de processamento da amostra, Sample Processing Control (SPC) que 

contém esporos de Bacillus globigii na forma de uma bead seca incluída em 

cada cartucho para verificar o processamento adequado da amostra, garantir a 

lise bacteriana, indicar a presença de inibidores na reação de PCR, assegurar 

que as condições da reação como temperatura e tempo estão apropriadas para 

a amplificação e que os reagentes estejam funcionais. O SPC deve ser positivo 

em uma amostra negativa e pode ser negativo ou positivo em uma amostra 

positiva. 

http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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 Um outro controle interno adicional, é o controle de verificação da 

sonda, Probe Check Control (PCC), antes do início da PCR, o sistema 

GeneXpert® mede o sinal de fluorescência das sondas para monitorar a 

reidratação das esferas, o preenchimento do tubo de reação, a integridade da 

sonda e a estabilidade do corante. A verificação da probe é aprovada se 

atender aos critérios de aceitação atribuídos. 

O processamento das amostras acontece nas seguintes etapas: 

(I) Os swabs retais são imersos no frasco Xpert Carba-R® sample reagent 

(Cepheid, Sunnyvale, CA) e agitados no vórtex em alta velocidade por 10 

segundos;  

(II) Em seguida são transferidos, com uma pipeta descartável, 

aproximadamente 1,7 mL da amostra líquida para a câmara de amostra do 

cartucho;  

(III) Após o fechamento da tampa, o cartucho é carregado em um módulo do 

sistema GeneXpert®, e a reação de PCR começa automaticamente ao fechar a 

porta do módulo (Figura 7). 

 

(I)       (II)                                   (III) 

 
FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-

tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r202 
 
Figura 7 - Etapas do processamento do swab retal no Xpert Carba-R® 

 

 

Os resultados são interpretados pelo sistema GeneXpert® a partir da 

medição de sinais fluorescentes e algoritmos de cálculo incorporados que são 

http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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mostrados na janela “Visualizar Resultados”. Os tipos de resultados que 

podem ser esperados são: 

- “Detectado”:  quando detectado pelo menos um gene alvo; 

- “Não detectado”: quando não detectado nenhum gene alvo; 

- “Inválido”: quando não detectado amplificação por PCR da sequência de 

DNA do SPC; 

- “Error”: quando um ou mais resultados da verificação do probe falharam 

através do PCC; 

- “No result”: quando dados insuficientes foram coletados para produzir um 

resultado de teste (por exemplo, o operador interrompeu um teste que estava 

em andamento ou ocorreu uma falha de energia). 

A amplificação do DNA alvo pela PCR em tempo real gera um valor 

de threshold cycle (Ct) e um end point (ponto final) de fluorescência. Os 

resultados são relatados individualmente para os 5 genes alvos em formatos 

tabulares e gráficos (Figura 8). 

 

 
FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-

tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r202 

 
Figura 8 - Curva mostrando Ct e fluorescência em amostra positiva para o gene 
blaVIM 

 

http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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Após inoculação das amostras, os frascos de tampão de amostras, 

Xpert Carba-R® sample reagente, foram armazenados sob refrigeração (2 a 8 

°C) por 4 dias para repetição, se necessário. 

 

 

3.9   Etapas do processamento das amostras 

 

 

Ao entrarem no laboratório, os swabs foram avaliados quanto a 

quantidade de fezes visíveis e imediatamente processados.  Quando coletado 

um único swab retal, este foi primeiramente inoculado no Xpert Carba-R® 

sample reagente e em seguida no caldo tioglicolato para processamento da 

cultura de vigilância conforme demonstrado na Figura 9. 

 

 

FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 

Figura 9 - Processamento das amostras quando coletado um único swab 

 

 

Quando coletado um par de swab retal o processamento aconteceu 

da seguinte maneira; o swab nº1, (escolhido aleatoriamente) foi inoculado no 
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Xpert Carba-R® sample reagent e o swab nº2 foi inoculado no caldo tioglicolato 

para a realização da cultura de vigilância conforme demonstrado na Figura 10.  

 

 

FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 
Figura 10 - Processamento de amostras quando coletado um par de swab 

 
 

3.10   Interpretação, resultados discrepantes e testes investigacionais 

 

 

3.10.1   Xpert Carba-R® e método de referência 

 

 

Resultados concordantes foram definidos como um resultado obtido 

pelo Xpert Carba-R® que foi confirmado pelo método de referência (verdadeiro 

positivo e negativo) e resultados discrepantes foram definidos como um 

resultado obtido pelo Xpert Carba-R®  que não foi confirmado pelo método de 

referência (falso positivo e negativo). 

Diante de resultados discrepantes, testes adicionais de investigação 

foram propostos conforme listados no Quadro 7. Antes de aplicar qualquer 
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teste investigacional, todos resultados discrepantes foram repetidos pelo Xpert 

Carba R®. 

 

Quadro 7 - Interpretação e investigação de resultados discrepantes entre Xpert 
Carba-R® e método de referência. 

Xpert Carba-R® Método referência Interpretação Testes investigacionais 

Positivo Positivo Concordante Não realizado 

Positivo Negativo Discrepante 
RT-PCR, CV-ERC(r), PCR in 

house e Xpert Carba-R® 

Negativo Negativo Concordante Não realizado 

Negativo Positivo Discrepante 
Seq.DNA, CV-ERC(r), PCR 

in house 

CV-ERC(r): repetição da cultuta de vigilância para Enterobacterales resistente 
a carbapenêmicos; RT-PCR: Fast Real-Time PCR®; Seq.DNA: sequenciamento 
de DNA 
 

 

Como Xpert Carba-R® é um método de PCR em tempo real e, 

portanto apresenta sensibilidade analítica maior que a PCR in house, diante de 

um resultado positivo com método de referência negativo foi utilizado um novo 

PCR em tempo real através do Fast RT-PCR® (Applied Biosystems). 

Concomitantemente, a cultura de vigilância foi repetida e os organismos, 

resistentes ou sensíveis, foram submetidos a PCR in house e Xpert Carba-R® 

(Figura 11). 

Quando Xpert Carba-R® foi negativo e o método de referência positivo 

os amplicons produzidos pela PCR in house foram selecionados para investigar 

alelos variantes e a cultura de vigilância ressemeada. Os organismos 

recuperados foram submetidos a PCR in house.  

Diante de resultados discrepantes, um verdadeiro resultado positivo 

ou negativo obtido pelo ensaio Xpert Carba-R® foi definido pelo resultado final 

dos testes investigacionais e quando obtido resultados falso positivos a história 

clinica dos pacientes foi acompanhada por 6 meses através do prontuário 

eletrônico.  
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3.10.2   Xpert Carba-R® e cultura de vigilância  

 

 

Como Xpert Carba-R® é um teste genotípico e, portanto detecta 

ausência e presença de gene, enquanto a CV-ERC é um método fenotípico, 

que detecta resistência ou sensibilidade aos antimicrobianos, culturas de 

vigilância positivas ou negativas podem apresentar testes genotípicos 

negativos ou positivos como demonstrado no Quadro 8. 

 

Quadro 8 - Possíveis fenótipos associados a métodos genotípicos e CV-ERC 

Métodos Genotípicos CV-ERC Possível Fenótipo 

Positivo Positivo ERC-PC 

Positivo Negativo ESC-PC 

Negativo Positivo ERC não PC 

Negativo Negativo ESC não PC 

ERC-PC: Enterobacterales resistente a carbapenêmicos produtora de 
carbapenemase; ESC-PC: Enterobacterales sensível a carbapenêmicos 
produtora de carbapenemase; ERC não PC: Enterobacterales resistente a 
carbapenêmicos não produtora de carbapenemase; ESC não PC: 
Enterobacterales sensível a carbapenêmicos não produtora de carbapenemase
   

 

Embora resultados discrepantes sejam aceitáveis entre as 

metodologias genotípicas e baseadas em cultura, testes investigacionais foram 

aplicados para avaliar a correlação entre os métodos e caracterizar o 

mecanismo de resistência presente nestes isolados. Para isso, foram 

considerados resultados concordantes; CV-ERC positiva com detecção de 

gene de carbapenemase e CV-ERC negativa com ausência de genes de 

carbapenemases. Resultados discrepantes foram considerados em CV-ERC 

positiva sem a detecção de genes de carbapenemase e CV-ERC negativa com 

detecção de genes de carbapenemases.  

Diante de resultados discrepantes, testes adicionais de investigação 

foram propostos conforme Quadro 9.  
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 Quadro 9 -  Interpretação e investigação de resultados discrepantes entre Xpert 
Carba-R® e a CV-ERC. 

Xpert Carba-R® CV-ERC Interpretação Testes Investigacionais 

Positivo Positivo Concordante Não realizado 

Positivo Negativo Discrepante 

Reavaliação da placa primária 
da CV-ERC, PCR in house, 

Seq. DNA, CV-ERC(r) e  
Xpert Carba-R® 

Negativo Negativo Concordante Não realizado 

Negativo Positivo Discrepante 
PCR in house,  

Xpert Carba-R® e SCG 

CV-ERC(r): repetição da cultura de vigilância para Enterobacterales resistente 
a carbapenêmicos; SCG: sequenciamento completo do genoma; Seq.DNA: 
sequenciamento de DNA. 

 

 

Como a triagem da cultura é um processo operador-dependente uma 

reavaliação das placas primárias da CV-ERC foi realizada quando Xpert Carba-

R® foi positivo e a cultura de vigilância negativa, se a discrepância fosse 

mantida então PCR in house dos isolados sensíveis e sequenciamento do DNA 

foram realizados. Aquelas com resultados negativos foram submetidas a 

repetição da cultura e os isolados recuperados, sensíveis e resistentes, foram 

analisados em nova PCR in house e Xpert Carba-R® (Figura 11). 

Quando Xpert Carba-R® foi negativo e a cultura de vigilância positiva 

uma nova PCR in house e Xpert Carba-R® foi realizada a partir das ERC para 

confirmar a ausência de carbapenemase e estas, posteriormente foram 

encaminhadas ao sequenciamento completo do genoma bacteriano (SCG) 

para analisar o mecanismo de resistência após a seleção de isolados não 

clonais pelo pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (Figura 11). 
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Figura 11 - Fluxo de análise e interpretação dos resultados obtidos pelo Xpert Carba-R®, CV-ERC, PCR in house e testes 
investigacionais. 

 (A) (B) (C) (D): método de referência (Quadro 5); CV-ERC(r): repetição da CV-ERC; Neg (-): negativo; OSC: organismos sensíveis aos 
carbapenêmicos; PCR: PCR in house; Pos (+): positivo; PFGE: pulsed field gel electrophoresis; RT-PCR: Fast Real-Time PCR®; SCG: 
sequenciamento completo do genoma; Seq.DNA: sequenciamento do DNA; tio: tioglicolato.  .  
NOTA: testes investigacionais estão destacados em cinza 
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3.11   Testes investigacionais 

 

  

3.11.1  Reavaliação e repetição da cultura de vigilância, PCR in   

house e Xpert Carba-R® 

 

 

Como a interpretação das culturas foi realizada por colaboradores que 

desconheciam os resultados moleculares, ou seja, interpretação sem tendência   

de interpretação, uma reavaliação das placas primárias (semeadura inicial do 

ágar MacConkey) foi realizado pelo pesquisador do estudo em até 24 horas da 

leitura.  

Após a reavaliação das placas primárias, as amostras mantendo 

resultados discrepantes, foram repetidas. A repetição da cultura foi realizada 

através da ressemeadura do caldo tioglicolato original, armazenado sob 

refrigeração, a fim de confirmar o resultado inicial. 

A PCR in house e Xpert Carba-R®, como teste investigacional, foi 

realizada a partir dos isolados bacterianos sensíveis ou resistentes, provindos 

da semeadura inicial ou ressemeadura, para confirmar a presença de ESC-PC, 

ERC-PC ou ERC não-PC obtidos pelo método de referência200,201 

 

 

3.11.2   Applied Biosystems 7500® Fast Real-Time PCR  

 

 

O equipamento ABI 7500® Fast real-time PCR instrument (Applied 

Biosystems, Inc., Foster City, CA) realiza PCR em tempo real quantitativo com 

sistemas de ciclagem térmica e software responsivo para uma vasta gama de 

aplicações podendo fornecer resultados em menos de 36 minutos e garantir 

uma condutividade térmica uniforme nessas altas velocidades (Figura 12).  
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FONTE: HC FMUSP, São Paulo 

 
Figura 12 - Equipamento ABI 7500® Fast real-time PCR instrument (Applied 
Biosystems, Inc., Foster City, CA) 

 

 

As amostras foram submetidas a um ensaio multiplex baseado em 

Taqman para pesquisa dos genes blaKPC e blaNDM em uma única reação a partir 

do caldo tioglicolato. A extração do DNA genômico foi realizada utilizando a 

metodologia de fervura, da seguinte maneira: 2 mL do caldo tioglicolato foi 

centrifugado a 13 000 rpm por 3 minutos, sendo desprezado o sobrenadante e 

o pellet lavado com água estéril, esta solução turva foi novamente centrifugada 

a 13 000 rpm por 3 minutos, desprezado o sobrenadante e o novo pellet foi 

ressuspendido em solução fisiológica estéril 0,4% para retirar possíveis 

interferentes, esta nova solução foi aquecida a 95 ºC  por 10 minutos. Após a 

extração, as amostras foram centrifugadas a 13 000 rpm por 3 minutos e o 

sobrenadante recuperado foi armazenado em freezer -80 ºC até sua utilização. 

Após descongelamento, o sobrenadante foi diluído em 400 µl de solução 

fisiológica estéril 0,4% e submetido a nova extração antes da reação de PCR. 

A quantificação de DNA foi realizada por espectrofotometria utilizando 

Espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). O gene universal 16S 

rRNA foi usado como controle para extração e amplificação de DNA em cada 

reação. A RT-PCR foi realizada com 18 µL de Master Mix contendo 0,5 µM de 

cada primer e 0,25 µM de cada sonda e 2 µL de DNA totalizando volume total 
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de 20 µL. As sequências de oligonucleotídeos utilizadas estão descritas no 

Quadro 10 e a detecção dos sinais aconteceram nas seguintes configurações: 

16S Universal: CY5; KPC: FAM e NDM 1 (HEX): VIC. 

 

Quadro 10 - Sequência de oligonucleotídeos e suas respectivas temperaturas 
de anelamento203.  

Iniciador   Sequência de Oligonucleotideos (5' - 3') Termociclagem 

KPC-F 

 

GGC CGC CGT GCA ATA C 

 KPC-R 

 

GCC GCC CAA CTC CTT CA 

 

KPC-Probe (FAM) 

 

FAM-TG ATA ACG CCG CCG CCA ATT 

TGT-BHQ 

 

   

95 °C - 10 m 

NDM-F 

 

GAC CGC CCA GAT CCT CAA 95 °C - 3 m 

NDM-R 

 

CGC GAC CGG CAG GTT 95 °C - 3 s 

NDM-Probe (HEX) 

 

HEX-TG GAT CAA GCA GGA GAT-

BHQ 60 °C - 30 s 

    16S rRNA-F 

 

TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A 

 16S rRNA-R 

 

TGC GGG ACT TAA CCC AAC A 

 16S rRNA-Probe 

(CY5)   

CY5-CA CGA GCT GAC GAC AR*C 

CAT GCA-BHQ   

*R = A ou G; m: minutos; s: segundos.  

 

3.11.3   Sequenciamento de DNA  

 

Os amplicons resultantes da reação de PCR foram purificados 

utilizando o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System® (Promega 

Corporation), de acordo com as recomendações do fabricante. A reação de 

sequenciamento consta de 2 µL de BigDye Terminator v 3.1 (Applied 

Biosystems), 6 µL de tampão 5x (Applied Biosystems), 0,16 µL de primer (3,2 

pmol; Invitrogen) e 30 ng de DNA. As condições de ciclagem são as seguintes: 

desnaturação do DNA a 95 ºC por 1 minuto; anelamento dos oligonucleotídeos 
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a 50 ºC por 30 segundos e extensão das fitas a 60 ºC por 3 minutos. Os 

amplicons gerados na reação foram precipitados com 30 µL de etanol 70%, 

ressuspensos em 15 µL de HiDi Formamida (Applied Biosystems) e 

sequenciados no ABI Prism 3500® (Applied Biosystems). O sequenciamento foi 

analisado utilizando as ferramentas de alinhamento do DNA Star e comparado 

com sequências depositadas no banco de dados do GeneBank 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)204. 

 

3.11.4   Sequenciamento do genoma total bacteriano 

 

 

Para determinação dos genes de resistência aos antimicrobianos e 

para verificação de possíveis mutações genéticas foi realizado sequenciamento 

genético total pela tecnologia Ion Torrent Personal Genome Machine® (PGM) 

(Life Technologies). O processo envolve 3 etapas realizadas de acordo com o 

protocolo da empresa: preparo de biblioteca, PCR em emulsão e 

sequenciamento. 

Para o preparo da biblioteca foi realizado fragmentação enzimática do 

genoma previamente extraído por kit comercial (Kit de fragmentação do Ion 

Torrent). O DNA bacteriano foi incubado com enzima específica por 15 minutos 

a 37 °C. Após esta etapa, foi feita a limpeza com 99 µL de AMPure BEADS® 

incubados 3 minutos a temperatura ambiente e posteriormente 5 minutos em 

estante magnética. Foi retirado o líquido restante e as beads ligadas a estante 

foram lavadas 2 vezes com 500 µL de etanol 70%. Após secagem, estas beads 

foram eluídas com 25 µL de tampão Low TE® e novamente colocado em 

estante magnética. O próximo passo foi a ligação dos adaptadores à amostra 

com os reagentes do Kit Library do Ion Torrent (10 µL do tampão da ligase, 2 

µL dos adaptadores, 2 µL de dNTP, 51 µL de água tratada com DEPC 

(dietilpirocarbonato), 2 µL de DNA ligase e 2 µL de polimerase) e incubação de 

15 minutos a 25 °C e 5 minutos a 72 °C. Foi, então, realizada uma nova 

limpeza por beads magnéticas e os fragmentos de aproximadamente 200 bp 

(pares de bases) foram selecionados por corrida em gel de agarose comercial 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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(E-Gel® - Life Technologies, EUA). Uma reação de PCR em tempo real foi 

realizada para quantificar a amostra antes de seguir para a PCR emulsão. 

A PCR em emulsão foi realizada no aparelho One Touch® (Life 

Technologies, EUA) com a fase aquosa contendo 595 µL de água, 200 µL de 

master mix do kit do Ion Torrent, 100 µL de polimerase, 5 µL da amostra eluída 

e 100 µL de Ion Sphere®. Ao final da reação, o líquido foi recuperado e 

acrescido de 1 mL de One Touch Wash Solution. Em seguida, foi iniciado o 

processo de enriquecimento no aparelho Enriched System® com uma tira de 8 

poços sendo que no primeiro havia 100 µL de amostra e o segundo 130 µL de 

uma solução de Dynabeads® MyOne™ Streptavidin a 10% (diluído em solução 

de lavagem). No terceiro, quarto e quinto poços havia 300 µL de solução de 

lavagem, o sétimo poço 300 µL de solução Melt Of (Tween 20 a 10%, NaOH 

1M, água DEPC) e os poços 6 e 8 permaneceram vazios. Ao final do processo, 

foi recuperado a amostra em um microtubo de 200 µL que foi centrifugado a 15 

500 xg e lavado duas vezes com solução de lavagem, restando um volume final 

de 100 µL. Foram adicionados 5 µL de Ion Sphere® Quality Control e 150 µL de 

Annealing Buffer. O tubo foi centrifugado a 15 500 xg e o sobrenadante 

recuperado. O processo foi repetido e nos 15 µL restantes foram adicionados 

12 µL de Sequencing Primer. O tubo foi incubado 2 minutos a 95 °C e 2 

minutos a 37 °C. 

O chip do tipo 318 foi preparado com uma lavagem com 100 µL de 

isopropanol e duas lavagens com 100 µL de Annealing Buffer. Depois de 

adicionados 3 µL de Sequence Polimerase na amostra, foi realizada uma 

incubação de 5 minutos a temperatura ambiente e uma adição de mais 30 µL de 

Annealing Buffer a 50%. A solução foi sonicada em banho por 10 segundos e  

30 µL adicionados no chip duas vezes. O chip foi centrifugado por 4 minutos e, 

então, colocado no aparelho Ion Torrent PGM® para sequenciamento do 

genoma total do microrganismo. Os dados foram obtidos e analisados em 

software específico (TMAP®, Life Technologies). A sequência genética obtida foi 

comparada com cepas do Genebank205. As leituras brutas geradas foram 

extraídas do arquivo em formato sff gerado pelo Ion Torrent usando sff_extract 

(http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/), com a opção de retirar as sequências 

http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/)


MÉTODOS - 82 

 

referentes aos adaptadores de sequenciamento para gerar um arquivo em 

formato fastq com as leituras brutas. As leituras brutas sem adaptadores foram 

então analisadas com o pacote FASTQC 

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para avaliar a qualidade 

das sequencias. O pacote FASTX-toolkit 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) foi então usado para trimar as leituras 

a partir da base 100, efetuando a retirada das bases com qualidade Phred 

menor do que 18. As leituras trimadas foram então usadas como entrada para 

montagens de novo em paralelo, usando os softwares Mira. Os contigs 

referentes a cada montagem foram mesclados em uma montagem de novo 

usando o software Geneious 7.1.5, com parâmetros muito estringentes de 

montagem (maximum gaps per read = 5%; maximum gap size = 2; minimum 

overlap identity = 97%; minimum overlap = 100). Os contigs mesclados foram 

então visualmente curados para resolver ambiguidades pontuais. Os contigs 

foram ordenados usando o software online Projector2  para gerar um scaffold 

do genoma. Esse scaffold foi então submetido a anotação automática através 

da plataforma RAST - Rapid Annotation using Subsystems Technology206, 

usando como modelo para gene o programa Glimmer. A análise do 

sequenciamento genômico foi realizada por meio do Align Sequences 

Nucleotide BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) e ResFinder 2.0 servers, 

disponível gratuitamente no site http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ 

através de alinhamento de sequencias genéticas depositadas no Genebank205.  

Para utilização do BLAST foi necessário o arquivo com a sequência 

do genoma, em arquivo fasta, e a sequência dos genes de interesse, 

adquiridos pelo GeneBank, para alinhamento, o arquivo contendo a sequência 

do genoma foi encontrado por meio do botão “Browser”, a sequência para 

alinhamento foi colocada no campo especifico, identificada como “Query 

Sequence” e então selecionado o botão “Blast”.  

O ResFinder é baseado em um banco de dados de mais de 2 000 

genes de resistência que abrange 12 tipos de resistência a diferentes 

antimicrobianos. Por padronização do programa, apenas os genes com 98% de 

identidade aos genes da base de dados foram relatados. 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)
http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
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Para executar a análise dos dados o arquivo com a sequência do 

genoma a ser analisada foi selecionado utilizando o botão "Browse", os tipos 

de agentes antimicrobianos para identificação de resistência foram 

selecionadas em "configuração antimicrobiana", o limiar para a percentagem de 

identidade entre genes no banco de dados e genes na sequência de entrada foi 

selecionada em "limite para % ID", o formato de entrada foi especificado em 

"tipo de suas leituras", assim os genes que apresentaram uma cobertura e 

identidade > 80% quando alinhadas ao gene de referência, foram considerados 

positivos207. 

 

 

3.12   Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) 

 

 

Para a verificação do perfil clonal foi utilizado o método de 

Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) a partir de K. pneumoniae 

previamente semeadas em ágar MacConkey e incubados em aerobiose a 35 

°C por 18 a 24 horas. Posteriormente foram repicados em caldo TSB e 

incubados a 37 °C por 24 horas. Após esse período, as amostras foram 

centrifugadas a 13 000 rpm durante 20 minutos e o sedimento foi ressuspenso 

em 1 mL de solução salina estéril e homogeneizados em agitador por 1 minuto. 

Após esse processo, a suspensão bacteriana foi transferida para microtubos de 

2 mL previamente pesados. Essa suspensão foi centrifugada a 13 000 rpm 

durante 30 segundos e o sobrenadante descartado. Esse procedimento foi 

repetido três vezes.  

O sedimento foi então pesado e ressuspenso em EDTA (25 mM pH  

8,0), para uma concentração final de massa bacteriana de 100 µg/µL. Desta 

suspensão, 25 µl foram transferidos para um tubo de micro-centrífuga contendo 

225 µl de tampão TEN (EDTA 0,5 M, pH 7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 

1 M pH 7,0; Trisma base 1 M pH 8,0; NaCl; N-lauril sarcosil; Brij 58; 

Deoxicolato de sódio), adicionado de 250 µl de agarose de baixo ponto de 

fusão a 2% (Sigma, USA) e 20 µl de solução de lisozima (100 µg/ml) (Sigma 
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USA). Esta suspensão foi, então, transferida para os moldes e permaneceu por 

30 minutos a 4 °C, para que os blocos solidificassem. 

 Após esta etapa, os blocos foram transferidos para uma placa de 

cultura de células de 24 poços, contendo 2 mL de tampão EC (EDTA 0,5 M, pH 

7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 1 M pH 7,0; Trisma base 1 M pH 8,0; 

NaCl; N-lauril sarcosil; Brij 58; Deoxicolato de sódio) em cada poço e incubadas 

a 37 °C por um período de 5 horas, sob agitação suave. Após a incubação, os 

blocos foram lavados com 2,5 mL de tampão CHEF-TE para Gram-negativo 

(EDTA 0,5 M pH 7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 1 M pH 7,0; Trisma 

base 1 M pH 8,0), e a seguir incubados com 1 mL de tampão ES (EDTA 625 

nM pH 9,3; N-lauril sarcosil 5%) adicionado de 50 µL de solução de proteinase 

K (20 mg/ml) (Invitrogen USA) e incubados de 8 a 16 horas à temperatura de 

50 °C. Os blocos foram lavados com 2,5 mL de tampão CHEF TE para Gram-

negativo (EDTA 0,5 M pH 7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 1 M pH 7,0; 

Trisma base 1 M pH 8,0) com quatro lavagens com incubações de 1 hora cada, 

e armazenados nesta solução até serem submetidos à digestão enzimática e 

eletroforese. A digestão do DNA cromossômico foi realizada com a enzima de 

restrição FastDigest BcuI (Thermo Fisher Scientific), que reconhece e cliva 

sequências de nucleotídeos que aparecem poucas vezes ao longo do DNA de 

K. pneumoniae (12 a 20 sítios de restrição). Para o tratamento com enzimas de 

restrição, um bloco de agarose de cada amostra foi transferido para uma placa 

de cultura de células de 96 poços contendo 200 µL de tampão DNS (Trisma 

base 1 M pH 8,0; Cloreto de Magnésio 1 M). A seguir, o mesmo tampão foi 

retirado e novamente foram adicionados 200 µl do mesmo, o bloco foi incubado 

a temperatura ambiente durante 1 hora. Este processo foi repetido 4 vezes. 

Após este período, o tampão DNS (Trisma base 1 M pH 8,0; Cloreto de 

Magnésio 1M) foi substituído por 100 µL de uma solução contendo tampão 

FastDigest 1x e 1 µL da enzima FastDigest BcuI e, em seguida, incubados 

por 5 minutos a 37 °C208. 

A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de agarose a 

1% (sigma, USA) em TBE 0,5x (90 mM Tris, 90 mM ácido bórico, 2 mM EDTA 

[Amersham Pharmacia Biotech, USA]), no equipamento CHEF DRII System 



MÉTODOS - 85 

 

(BIO-RAD, USA) com intervalos de tempo de pulso de 5 a 60 segundos por 20 

horas, ângulo de 120°, temperatura de 14 °C e voltagem de 6,0 volts/cm. A 

seguir, os géis foram corados com solução aquosa contendo 0,5 µg/mL de 

brometo de etídio (Sigma, USA) e fotografados sob luz ultravioleta. Foi utilizado 

como padrão de peso molecular Lambda DNA ladder PFG (New England 

Biolabs, Inc., USA). Os perfis eletroforéticos gerados foram agrupados 

utilizando-se o software de bioinformática Bionumerics versão 7.6 (Applied 

Maths). Fragmentos de DNA foram manualmente verificados e normalizados 

usando o peso Lambda Marker presente em cada gel. Uma tolerância de 1,5% 

e otimização de 1,5% foram utilizadas para a comparação de diferentes géis.  

 O agrupamento de clusters foi realizado e gerado um dendrograma pelo 

método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) e 

coeficiente Dice de similaridade. Para definir os PFT (Pulsed Field Type) e 

subtipos encontrados os isolados com similaridade < 80% foram considerados 

diferentes PFT209. 

 

 

3.13   Análise do threshold cycle (Ct) 

 

 

Os resultados positivos liberados pelo Xpert Carba-R® são 

determinados pela fluorescência produzida pela amostra. O equipamento Gene 

Xpert® utiliza uma fonte de luz capaz de excitar o fluórcromo envolvido na 

reação. O nível de fluorescência computado para cada amostra é aquele 

suficiente para atingir um limiar de detecção igual para cada conjunto de 

primers/amostras testados e por convenção denominado de threshold cycle 

(Ct) (Figura 13).  

Quanto maior o número de cópias de DNA presentes em uma 

amostra menor será a quantidade de ciclos necessárias para sua detecção, 

portanto estão associadas com valores baixos de Ct. Da mesma forma, quanto 

menor o número de cópias de DNA presentes em uma amostra maior será a 
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quantidade de ciclos necessárias para a sua detecção, portanto estão 

associadas a valores altos de Ct (Figura 14).  

 

 
FONTE: http://www.bd.com/scripts210 

 
Figura 13 - Curva de monitoramento de fluorescência ilustrando a amplificação 
em tempo real 

 
 

 
 

FONTE: http://www.bd.com/scripts210 
 
Figura 14 - Relação do Ct com o número de cópias de DNA 

 

http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.spandidos-publications.com/etm/3/3/503&ei=Bo2WVfy4NMix-AGD5IGICQ&bvm=bv.96952980,d.cWw&psig=AFQjCNEdYFiYz2sZkfnmjIAVbCOb8j8JtQ&ust=1436016167772127
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Os valores do Ct obtidos para o gene blaKPC, automaticamente 

interpretado pelo software do Gene Xpert®, foram correlacionados com a PCR 

in house e posteriormente analisados na área sob a curva ROC (AUC) para 

determinar o valor com melhor performance diagnóstica. 

 

 

3.14   Limite de detecçao do ensaio Xpert Carba-R® e cultura de   

 vigilância 

 

 

Limite de detecção (LD) é definido como a concentração mais baixa 

de células/DNA alvos que podem ser detectadas e distinguidas das amostras 

negativas. Para determinar o LD no ensaio Xpert Carba-R® para os genes 

blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaIMP e blaVIM, foram utilizados cinco OPC previamente 

caracterizados (Quadro 11). As cepas controles estavam armazenadas no 

freezer a -80 ºC em meio de cultura líquido TSB com 20% de glicerol no 

Laboratório de Microbiologia da DLC HC-FMUSP e foram repicadas duas 

vezes em ágar sangue para a confecção do teste. Os isolados apresentavam 

crescimento de 18 a 20 horas. 

 

   Quadro 11 - Isolados bacterianos usados como controle positivo  

Microrganismo Identicação da cepa 
Gene de 

carbapenemase  

Pseudomonas aeruginosa Isolado clinico VIM-2 

Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705 KPC-2 

Enterobacter gergoviae Isolado clinico IMP-1 

Klebsiela pneumoniae Isolado clinico OXA-48 

Providencia rettigeri Isolado clinico NDM-1 
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Suspensões monobacterianas destes organismos foram submetidas a 

diluições seriadas a partir da escala 0,5 de McFarland (1,5 x108 UFC/mL) até 

1,5 x 101 UFC/mL em solução fisiológica (SF) a 0,45% (Figura 14). Um 

plaqueamento da concentração inicial (escala 0,5 de McFarland) foi realizado 

em triplicata para verificar a quantidade de UFC.  

 

 

0,5 McF

Cepa 

controle

1,5 x 

108

107 106

1,8ml de 

SF 0,45% 

105 104 103 102

Transferir 

200 µl 

200 µl 200 µl 200 µl 200 µl 200 µl 

101

200 µl 
200 µl 

1,8ml de 

SF 0,45% 
1,8ml de 

SF 0,45% 

1,8ml de 

SF 0,45% 

1,8ml de 

SF 0,45% 
1,8ml de 

SF 0,45% 
1,8ml de 

SF 0,45% 
 

FONTE: HCFMUSP, São Paulo 

McF: McFarland; SF: solução fisiológica. 

Figura 15 - Diluições seriadas para determinação do LD 

 

Posteriormente um swab estéril foi imerso em cada uma das 

diluições, inoculado no Xpert Carba-R sample reagent®, agitado em vórtex e 

inserido no cartucho para processamento. O LD foi realizado com cada OPC 

individualmente e também em combinação do gene blaKPC com outro gene de 

carbapenemase (blaKPC + blaNDM, blaKPC + blaOXA-48, blaKPC + blaIMP-1 e blaKPC + 

blaVIM) para avaliar a interferência competitiva. O LD na combinação com dois 

genes foi determinado em pares da mesma diluição; 101 blaKPC + 101 blaNDM, 

102 blaKPC + 102 blaNDM e sequencialmente até 107 blaKPC + 107 blaNDM. Neste 

caso, um swab estéril foi imerso em cada uma das diluições contendo o gene 

blaKPC, inoculado no Xpert Carba-R sample reagent® e reservado. Um segundo 
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swab foi imerso em cada uma das diluições contendo o outro gene de 

carbapenemase e então inoculado no mesmo frasco reagente contendo a 

diluição com o gene blaKPC. A solução contendo os dois genes foi agitada em 

vórtex e inserida no cartucho para processamento. Os testes foram realizados 

em triplicata e um tubo branco foi incluído em cada reação. Foi considerado o 

valor de LD aquele que se repetiu 2 ou mais vezes.  

Para confirmar os valores do LD obtidos em SF, os testes foram 

repetidos usando swabs retais negativos para avaliar o efeito da matriz. Estes 

foram imersos em 3 diluições para cada gene; a diluição que determinou o LD 

em SF, uma acima e uma abaixo. Sob as mesmas condições do ensaio, as 

etapas de processamento seguiram as recomendações do fabricante. 

Para avaliar o LD da CV-ERC, uma suspensão monobacteriana da K. 

pneumoniae ATCC® BAA-1705 foi submetida as mesmas diluições seriadas em 

SF e um swab estéril foi imerso para posterior inoculação no caldo tioglicolato. 

Este caldo foi incubado overnight e então subcultivado em àgar MacConkey 

com discos de carbapenêmicos. Colônias visíveis foram quantificadas depois 

de 24 horas de incubação a 35 ºC. 

 

 

3.15   Critérios para mensurar indicações de precaução de contato 

relacionada a Gram-negativo multirresistentes produtores de 

carbapenemases  

 

De modo a mensurar as indicações de precaução de contato foram 

considerados como colonizados com OPC, todos os resultados positivos pelo 

Xpert Carba-R®, mesmo quando não recuperados microrganismos viáveis. 

Segundo as recomendações do fabricante os resultados devem ser liberados 

conforme interpretação do software do equipamento.  

Na rotina laboratorial a repetição ou confirmação das culturas de 

vigilância diante de resultados discrepantes é incomum, portanto para avaliar o 

impacto entre os métodos foram consideradas a primeira interpretação da 

cultura. 
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3.16  Análise Estatística 

 

 

A análise da sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo 

positivo (VPP), valor prediditivo negativo (VPN), acurácia, coeficiente de Kappa 

e dados da Receiver Operating Characteristic (ROC) curva foi realizada usando 

intervalo de confiança (IC) de 95% calculado através do programa Statistical 

Package for Social Sciences (SPSS) ver.11.0 e MedCalc 14.23 (MedCalc 

Software, Ostend, Begium). 

A curva ROC foi gerada para determinar o melhor valor de Ct para 

discriminar os verdadeiros positivos para o gene blaKPC. O poder discriminatório 

foi avaliado usando a área sob a curva ROC (AUC), com um valor de 0,5 

indicando nenhuma habilidade discriminativa e > 0,8 indicando previsão de boa 

a excelente.  

Os resultados obtidos pelo Xpert Carba-R® e cultura de vigilância 

foram compilados em tabelas de frequência e analisados em gráficos de pizza, 

linhas e de colunas agrupadas usando Excel 2013.  

Para ilustrar a quantidade de pacientes que seriam submetidos a 

precaução de contato através do Xpert Carba-R® e/ou cultura de vigilância foi 

utilizado o diagrama de Venn-Euler. 

 

 



 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 RESULTADOS 
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4.1   Xpert Carba-R® versus método de referência 

 

 

4.1.1   Detecção de genes alvos 

 

 

Um total de 921 swabs retais (196 da UTI/UT e 725 do PS) foram 

analisados.  O método de referência detectou 9,1% (84) genes alvos, sendo 

8,4% (77) blaKPC, 0,5% (5) blaVIM e 0,2% (2) blaNDM. O gene blaKPC representou 

92%. 

O Xpert Carba-R® detectou 9,9% (91) genes alvos sendo 9,5% (87) 

blaKPC e 0,4% (4) blaNDM (Tabela 1). Nenhum gene blaIMP-1, blaVIM e blaOXA-48 foi 

detectado. Das 921 amostras, 24 apresentaram resultados indeterminados 

(“invalido”, “error” ou “no result”) e foram repetidas apresentando resultados 

válidos. 

 

Tabela 1 - Genes alvos detectados pelo Xpert Carba-R® e método de 
referência 

  
Método de referência 

Xpert Carba-R®  
 

blaKPC  blaNDM blaOXA-48 blaIMP-1 blaVIM Negativo TOTAL 

blaKPC 
 

77 0 0 0 0 10 87 

blaNDM 
 

0 2 0 0 0 2 4 

blaOXA-48 
 

0 0 0 0 0 0 0 

blaIMP-1 
 

0 0 0 0 0 0 0 

blaVIM 
 

0 0 0 0 0 0 0 

Negativo 
 

0 0 0 0 5 825 830 

     
  

  
TOTAL   77 2 0 0 5 837 921 

 

 

Das 196 swabs retais provindas da UTI/UT, o método de referência 

detectou 24% (47/196) de genes alvos, sendo 96% (45) blaKPC e 4% (2) blaNDM. 

O Xpert Carba-R® detectou 27% (53/196) de genes alvos sendo 92,5% (49) 

blaKPC e 7,5% (4) blaNDM. 
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Das 725 pares de swabs retais provindos do PS, o método de 

referência detectou 5,1% (37/725) de genes alvos, sendo 86,5% (32) blaKPC e 

3,5% (5) blaVIM. O ensaio Xpert Carba-R® detectou apenas blaKPC (5,2%) 

(38/725) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Genes alvos detectados pelo Xpert Carba-R® e método de   
                 referência por unidade de internação 

  

Método de referência   

Xpert Carba-R® (UTI/UT)   blaKPC  blaNDM blaOXA-48 blaIMP-1 blaVIM Neg TOTAL 

blaKPC 

 

45 0 0 0 0 4 49 

blaNDM 

 

0 2 0 0 0 2 4 

blaOXA-48 

 

0 0 0 0 0 0 0 

blaIMP-1 

 

0 0 0 0 0 0 0 

blaVIM 

 

0 0 0 0 0 0 0 

Negativo 

 

0 0 0 0 0 143 143 

         TOTAL 

 

45 2 0 0 0 149 196 

         Xpert Carba-R® (PS) 

 

blaKPC blaNDM blaOXA-48 blaIMP-1 blaVIM Neg TOTAL 

blaKPC 

 

32 0 0 0 0 6 38 

blaNDM 

 

0 0 0 0 0 0 0 

blaOXA-48 

 

0 0 0 0 0 0 0 

blaIMP-1 

 

0 0 0 0 0 0 0 

blaVIM 

 

0 0 0 0 0 0 0 

Negativo 

 

0 0 0 0 5 682 687 

         TOTAL   32 0 0 0 5 688 725 

   Neg: negativo; PS: pronto socorro; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e    
   unidades de transplantados 
. 

 

 

4.1.2   Desempenho diagnóstico do Xpert Carba-R® 

 

    

Do total de 921 swabs, 98,2% dos resultados foram concordantes 

entre os métodos; 88,5% (815) foram negativos e 9,7% (89) foram positivos em 
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ambos métodos e 1,8% dos resultados foram discordantes; 1,3% (12) positivos 

apenas pelo Xpert Carba-R® e 0,5% (5) apenas no método de referência.  

Das 196 amostras provenientes da UTI/UT, 24% (47) foram positivas 

no Xpert Carba-R® e no método de referência, 3% foram positivas apenas pelo 

Xpert Carba-R® e 73% (143) foram negativos nos dois métodos, totalizando 

97% de resultados concordantes.  

Dos 725 pares de swabs retais coletados no PS, 4,4% (32) foram 

positivas no Xpert Carba-R® e no método de referência, 0,8% (6) foram 

positivas apenas pelo Xpert Carba-R®, 0,7% (5) foram positivas apenas pelo 

método de referência e 94% (682) foram negativas nos dois métodos, 

totalizando 98,5% de resultados concordantes.  

O coeficiente de Kappa, sensibilidade, especificidade, valor preditivo 

positivo e negativo e acurácia diagnóstica do ensaio Xpert Carba-R® foram 

calculados para todos os genes de carbapenemases detectados (blaKPC, blaNDM 

and blaVIM) e também para blaKPC sozinha devido a sua maior ocorrência 

(Tabela 3) (Anexo B).  
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Tabela 3 - Performance diagnóstica do Xpert Carba-R® versus método de referência (continuação) 

  
Método de referência 

   
Kappa Sensib. Espec. VPP VPN Acurácia 

  
Negativo Positivo Total 

 
IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) 

  
 

n % n % n % 
 

            

Todos os genes 
              Xpert Carba-R® (PS+UTI/UT) 
              Negativo 
 

825 89,6 5,0 0,5 830 90,1 
 

0,893 94,0 98,6 86,8 99,4 98,2 

Positivo 
 

12 1,3 79 8,6 91 9,9 
 

(0,842-0,944) (86,7-98) (97,5-99,3) (78,1-93) (98,6-99,8) (97,3-99,1) 

Total 
 

837 90,9 84 9,1 921 100 
       Xpert Carba-R® (PS) 

           Negativo 
 

682 94,1 5,0 0,7 687 94,8 
 

0,845 86,5 99,1 84,2 99,3 98,5 

Positivo 
 

6,0 0,8 32 4,4 38 5,2 
 

(0,755-0,935) (71,2-95,5) (98,1-99,7) (68,7-94) (98,3-99,8) (97,6-99,4) 

Total 
 

688 94,9 37 5,1 725 100 
       Xpert Carba-R® (UTI/UT)  

           Negativo 
 

143 73 0 0 143 73 
 

0,920 100 96,0 88,7 100 97,0 

Positivo 
 

6,0 3,1 47 24 53 27 
 

(0,857-0,983) (92,5-100) (91,4-98,5) (77-95,7) (97,5-100) (94,6-99,4) 

Total 
 

149 76 47 24 196 100 
       

               apenas blaKPC 
              Xpert Carba-R® (PS+UTI/UT) 
              Negativo 
 

834 90,6 0 0 834 90,6 
 

0,933 100 98,8 88,5 100 99,0 

Positivo 
 

10 1,1 77 8,4 87 9,4 
 

(0,892-0,974) (95,3-100) (97,8-99,4) (79,9-94,3) (99,6-100) (98,4-99,6) 

Total 
 

844 91,6 77 8,4 921 100 
       Xpert Carba-R® (PS) 

           Negativo 
 

687 94,8 0 0 687 94,8 
 

0,910 100 99,1 84,2 100 99,2 

Positivo 
 

6,0 0,8 32 4,4 38 5,2 
 

(0,839-0,981) (89,1-100) (98,1-99,7) (68,7-94) (99,5-100) (98,6-99,8) 

Total 
 

693 95,6 32 4,4 725 100 
       continua 
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Tabela 3 - Performance diagnóstica do Xpert Carba-R® versus método de referência (conclusão) 

  
Método de referência 

   
Kappa Sensib. Espec. VPP VPN Acurácia 

  
Negativo Positivo Total 

 
IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) 

  
 

n % n % n % 
 

            

Xpert Carba-R® (UTI/UT)  
           Negativo 
 

147 75 0 0 147 75 
 

0,944 100 97,4 91,8 100 98,0 

Positivo 
 

4,0 2,0 45 23 49 25 
 

(0,889-0,999) (92,1-100) (93,4-99,3) (80,4-97,7) (97,5-100) (96-100) 

Total   151 77 45 23 196 100               

 Especif.: especificidade; IC: intervalo de confiança; PS: pronto socorro; Sensib.: sensibilidade; UTI/UT: unidade de terapia  
intensiva e transplantados; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor prediditivo negativo. 
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4.1.3   Resultados discrepantes  

 

Dezesseis swabs foram positivos pelo Xpert Carba-R® (14 blaKPC e 2 

blaNDM) e negativos pelo método de referência; no entanto, 4 destes foram 

positivos para o gene blaKPC em K. pneumoniae resistente a carbapenêmicos 

através dos métodos investigacionais e, portanto foram considerados 

verdadeiros positivos. Então, 12 swabs (10 blaKPC e 2 blaNDM) foram negativos 

pelo método de referência e também por qualquer outro teste investigacional 

(falso positivos). Em todos estes casos, a CV-ERC foi negativa e os resultados 

positivos do Xpert Carba-R® apresentaram threshold cycle (Ct) > 30,8 (Tabela 

4). Em 6 meses após a hospitalização, nenhum dos 12 pacientes tiveram 

resultados positivos para colonização ou infecção por ERC. 

Cinco swabs provindos do PS foram negativos pelo Xpert Carba-R® e 

na CV-ERC mas foram positivos para o gene blaVIM através do PCR in house a 

partir do caldo tioglicolato. O sequenciamento do amplicon confirmou tratar-se 

da variante blaVIM-2 e, portanto foram consideradas falso negativos. Esses 

swabs foram ressemeados confirmando a presença de OSC os quais 

apresentaram resultados negativos para o gene blaVIM. (Tabela 5) (Anexo C)  
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Tabela 4 - Resultados discrepantes: Xpert Carba-R® postivo e método de referência negativo, resultados dos testes 
investigacionais e desfecho  

Amostra UI Xpert Carba-R®  (swab) 
 

Método de referência 
 

Testes investigacionais 
 

Desfecho 

  Gene Ct Ct(r) 
 

CV-
ERC Isolado PCR  

 

Fast RT 
PCR® 

CV-
ERC(r) 

Xpert Carba-R® 
e PCR (isolado) 

  1 UTI/UT blaKPC 35,2 30,8 

 

Neg Kle.pne Neg 

 

Pos Pos Pos 

 

VP 

2 UTI/UT blaKPC 24,0 27,5 

 

Neg Kle.pne, Pse.aer Neg 

 

Pos Pos Pos 

 

VP 

3 PS blaKPC 24,2 26,2 

 

Neg Kle.pne, Aci.bau Neg 

 

Pos Pos Pos 

 

VP 

4 PS blaKPC 36,7 33,4 

 

Neg Kle.pne Neg 

 

Pos Pos Pos 

 

VP 

5 UTI/UT blaKPC 32,0 34,1 

 

Neg Kle.pne, E.coli Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

6 UTI/UT blaKPC 35,6 36,5 

 

Neg Kle.pne Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

7 UTI/UT blaKPC 30,8 31,6 

 

Neg Kle.pne, Ent.clo, Ser.mar Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

8 UTI/UT blaKPC 35,0 35,4 

 

Neg Pse.aer Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

9 UTI/UT blaNDM 35,7 36,5 

 

Neg Kle.pne, Ent.clo Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

10 UTI/UT blaNDM 32,2 33,1 

 

Neg Kle.pne, Ent.clo Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

11 PS blaKPC 34,8 37,8 

 

Neg Kle.pne, Pse.aer Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

12 PS blaKPC 34,7 37,1 

 

Neg Kle.pne Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

13 PS blaKPC 35,1 36,6 

 

Neg Kle.pne Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

14 PS blaKPC 37,9 31,8 

 

Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer, Aci.bau Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

15 PS blaKPC 34,6 31,8 

 

Neg Kle.pne Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

16 PS blaKPC 35,1 36,4 

 

Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer Neg 

 

Neg Neg Neg 

 

FP 

Aci.bau: Acinetobacter baumannii; Ct: threshold cycle, Ct(r): repetição do Ct; CV-ERC(r): repetição da cultura de vigilância para 
Enterobacterales resistente a carbapenêmicos; Ent.clo: Enterobacter cloacae; E. coli: Escherichia coli; FP: falso positivo; 
Kle.pne: Klebsiella pneumoniae; Neg: negativo; PCR: PCR in house; Pse.aer: Pseudomonas aeruginosa; PS: pronto socorro; 
Pos: positivo; Ser.mar: Serratia marcescens; UI: unidade de internação; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e 
transplantados; VP: verdadeiro positivo 
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Tabela 5 - Resultados discrepantes: Xpert Carba-R® negativo e PCR in house positivo 

Amostra 
 

Xpert 
Carba-R® 

 

Método de 
referência   Testes investigacionais 

 
Desfecho 

   
Gene alvo 

 
CV-ERC 

PCR 
(tio) 

 

CV-
ERC(r) OSC 

PCR 
(isolado) Seq. DNA 

  1 
 

Neg 
 

Neg blaVIM 
 

Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer Neg VIM-2 
 

FN 

2 
 

Neg 
 

Neg blaVIM 
 

Neg Kle.pne, Aci.bau Neg VIM-2 
 

FN 

3 
 

Neg 
 

Neg blaVIM 
 

Neg Kle.pne, Pse.aer, Aci.bau Neg VIM-2 
 

FN 

4 
 

Neg 
 

Neg blaVIM 
 

Neg E. coli, Pse.aer Neg VIM-2 
 

FN 

5   Neg   Neg blaVIM   Neg Pse.aer Neg VIM-2   FN 

Aci.bau: Acinetobacter baumannii; CV-ERC(r): repetição da cultura de vigilância para Enterobacterales resistente a 
carbapenêmico; Ent.clo: Enterobacter cloacae; E. coli: Escherichia coli; FN: falso negativo; Kle.pne: Klebsiella 
pneumoniae; Neg: negativo; OSC: organismo sensível a carbapenêmicos; PCR: PCR in house; Pse.aer: Pseudomonas 
aeruginosa; Seq.DNA: sequenciamento do DNA; tio: tioglicolato.  
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4.1.4   Xpert Carba-R®: análise do threshold cycle (Ct) para o 

gene blaKPC 

 

 

Ao todo, 9,5% (87/921) swabs foram positivos para blaKPC, mas 

apenas 8,4% (77) foram positivos pela PCR in house. A distribuição dos Ct foi 

analisada de acordo com o método de referência. Devido ao pequeno número 

de blaNDM (4) a análise do Ct não foi realizada para este gene.  

A análise da área sob a curva ROC (AUC) mostrou que usando 

valores de cutoff de 29,9 ciclos, a especificidade aumenta para 100% [AUC: 

0,918 (0,840 – 0,966), P < 0,001] excluindo 10 resultados falso negativos. Por 

outro lado, diminue a sensibilidade para 84,4% pois exclui 10 resultados 

verdadeiros positivos (Anexo D) (Figura 16). 

 Dentre 87 swabs positivos, 77% (67) apresentaram Ct ≤ 29,9 e 23% 

(20) apresentaram Ct > 30 e destes, 10 (50%) foram falso positivos. 

 

 
Figura 16. Representação gráfica dos valores de threshold cycle (Ct) obtidos 
com 87 amostras usando Xpert Carba-R® comparado com a positividade do 
PCR in house.  

NOTA: Os valores de Ct foram arredondados para 1 casa decimal.  
 

 

 



RESULTADOS - 101 

 

4.1.5   Xpert Carba-R®: análise do limite de detecção  

 

 

 

O mais alto valor de Ct medido pelo Xpert Carba-R® para os cinco 

CPO com blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaIMP-1 e blaVIM, foram 37,9, 37,6, 35,7, 37,5 

e 39, correspondendo ao LD de 101, 102, 103, 104, e 103 UFC/swab,  

respectivamente (Tabela 6). 

Quando gene blaKPC foi combinado com qualquer outro gene de 

carbapenemase (blaNDM, blaOXA-48, blaIMP-1 ou blaVIM) os resultados do LD 

aumentaram de 101 para 104 UFC/swab, independentemente do gene 

associado.  

Para o gene blaNDM, o LD aumentou de 102 para 103 UFC/swab 

quando associado com blaKPC e os genes blaOXA-48, blaIMP-1 e blaVIM não 

mudaram quando comparados a sua detecção individual.  

Os valores do LD obtidos com swabs retais negativos foram 

concordantes com os valores na solução fisiológica (Anexo E). 
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Tabela 6 - Limite de detecção do ensaio Xpert Carba-R® 

UFC/swab 
 

blaKPC  

 

blaKPC+ 
 

blaNDM  
 

blaNDM+ 

 

blaOXA-48 
 

blaOXA-48+ 
 

blaIMP-1  
 

blaIMP-1+ 
 

blaVIM  
 

blaVIM+ 

 
 

Ct Res 

 

Res 

 

Ct Res 
 

Res 

 

Ct Res 
 

Res 
 

Ct Res 
 

Res 
 

Ct Res 
 

Res 

107 

 

23,3 pos 

 

pos 

 

22,9 pos 
 

pos 

 

21,3 pos 
 

pos 
 

21,6 pos 
 

pos 
 

25,7 pos 
 

pos 

106 

 

27,4 pos 

 

pos 

 

26,0 pos 
 

pos 

 

25,8 pos 
 

pos 
 

24,8 pos 
 

pos 
 

27,9 pos 
 

pos 

105 

 

30,8 pos 

 

pos* 

 

28,3 pos 
 

pos 

 

29,2 pos 
 

pos 
 

28,1 pos* 
 

pos* 
 

31,8 pos 
 

pos 

104 

 

35,0 pos 

 

pos* 

 

30,1 pos 
 

pos* 

 

32,1 pos* 
 

pos* 
 

29,5 pos* 
 

pos* 
 

35,8 pos* 
 

pos* 

103 

 

36,9 pos 

 

neg* 

 

36,6 pos* 
 

pos* 

 

35,7 pos* 
 

pos* 
 

37,5 neg* 
 

neg* 
 

39,0 pos* 
 

 pos* 

102 

 

37,2 pos* 

 

neg 

 

37,6 pos*   neg* 

 

neg neg* 
 

neg* 
 

neg neg 
 

neg 
 

neg neg* 
 

neg* 

101   37,9 pos*   neg   neg neg*   neg   neg neg   neg   neg neg   neg   neg neg   neg 

blaKPC+: blaKPC associada com qualquer outro gene alvo; blaNDM+: blaNDM associada a blaKPC; blaOXA-48+: blaOXA-48 associada a 
blaKPC; blaIMP-1+: blaIMP-1 associada a blaKPC; blaVIM+: blaVIM associada a blaKPC; pos* e neg*: resultados obtidos com swabs retais 

negativos; neg: negativo; pos: positivo; Res: resultado; UFC: unidade formadora de colônia 
NOTA: Limite de detecção determinado para cada gene ou combinação de genes estão destacados na cor cinza 
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4.2   Correlação do Xpert Carba-R® com a cultura de vigilância 

 

 

4.2.1  Cultura de vigilância: limite de detecção, microrganismos, 

testes fenotípicos e perfil de susceptibilidade aos 

carbapenêmicos 

 

 

O menor limite de detecção (LD) determinado na cultura de 

vigilância foi ≤ 101 UFC/swab conforme demonstrado na Figura 17. 

 

108 107 106 105 104 103
102 101

108 107 106

103 102 101
104

105

 

FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 

Figura 17 – Limite de detecção da CV-ERC. A: caldo tioglicolato com 
incubação overnight sob inóculos variando de 108 a 101 UFC/swab de K. 
pneumoniae BAA-1705. B: ágar MacConkey com discos de carbapenêmicos 
semeado a partir do caldo tioglicolato após incubação por 16-18 horas.  

A 

B 
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Foram realizadas 921 CV-ERC, destas 9% (82) foram positivas e 

91% (839) negativas.  

A partir das 86 amostras positivas, foram recuperados 87 ERC (85 

K. pneumoniae e 2 S. marcescens) (Figura 18). Um swab retal apresentou 

crescimento de duas ERC (K. pneumoniae e S. marcescens). 

 

 

Figura 18. Representação gráfica da ocorrência de microrganismos provindos 
da CV-ERC (N-87) 

 
K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; S. marcescens: Serratia marcescens 

 

 

Dentre as 87 ERC identificadas, 67 apresentaram testes fenotípicos 

positivos para carbapenemase (65 no Q-MHT e 2 no EDTA) com 100% de 

resistência aos três carbapenêmicos e 20 apresentaram testes fenotípicos 

negativos para carbapenemase com percentuais de resistência variando entre 

os carbapenêmicos; 100% ao ertapenem, 15% ao imipenem e 55% ao 

meropenem (Figuras 19  e 20). As ERC não PC apresentam CIM mais baixas 

para meropenem e imipenem quando comparado com as ERC-PC (CIM: 4 

µg/mL versus 16 µg/mL) (Figura 21). 
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Figura 19. Representação gráfica do percentual de resistência aos 
carbapenêmicos em ERC produtoras de carbapenemases (N-67) 

 
ERC: Enterobacterales resistente a carbapenêmicos 

 

 

Figura 20. Representação gráfica do percentual de resistência aos 
carbapenêmicos em ERC não produtoras de carbapenemases (N-20) 

 
ERC: Enterobacterales resistente a carbapenêmicos 
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Figura 21. Representação gráfica da distribuição das CIM (µg/mL) em ERC 
produtoras (N-67) e não produtoras de carbapenemases (N-20) 

 
CIM: concentração inibitória mínima; ERC-PC: Enterobacterales resistente a 
carbapenêmicos produtoras de carbapenemase; ERC não PC: 
Enterobacterales resistente a carbapenêmicos não produtoras de 
carbapenemase 
NOTA: CIM ≥ 8,0* µg/mL representa a maior CIM detectável pelo Vitek 2® XL 
para ertapenem. 
  

  

 

4.2.2   Xpert Carba-R® versus cultura de vigilância 

 

 

Dentre as 921 amostras, o Xpert Carba-R® foi positivo em 9,9% (91) 

e a CV-ERC em 9,3% (86). 

Um total de 66 amostras foram positivas em ambas metodologias 

(Anexo F), 25 foram positivas apenas pelo Xpert Carba-R®, 20 positivas 

somente na cultura e 810 foram negativas em ambas metodologias (Tabela 

7). O percentual de concordância entre os métodos foi de 95% (876). 
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Tabela 7 - Resultados do Xpert Carba-R® versus CV-ERC (N-921) 

 

                  Xpert Carba-R® 

CV-ERC Nº Positivo Nº Negativo TOTAL 

Positivo 66 20 86 

Negativo 25 810 835 

    TOTAL 91 830 921 

Nº: número de resultados positivos e negativos 

 

 

Dentre os 25 swabs retais positivos somente no Xpert Carba-R®; 2 

eram positivos na cultura primária, mas foram considerados negativos pelo 

observador (Figura 22), 23 mantiveram-se negativos após reavaliação da 

placa primária e destes, 7 foram confirmados positivos para o gene blaKPC em 

ESC e então, 16 foram ressemeados obtendo 4 resultados positivos para 

ERC-PC (Figura 23). O fluxo com a investigação e resolução destes 

resultados estão demonstrados na Figura 24. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 
Figura 22 - Placas A e B demonstrando a presença de colônias dentro do halo 
do ertapenem não observados na avaliação primária. 
 
 
 
 
 

A B 
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FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 
Figura 23 - Placa C: ausência de colônias resistentes e presença de ESC-PC; 
placa D:  ressemeadura a partir do tioglicolato com presença de ERC-PC. 

 

As 7 ESC-PC (4 E. coli e 3 K. pneumoniae) foram submetidas ao 

TSA pelo Vitek 2 XL® e apresentaram perfil de sensibilidade incomum, 

mostrando MIC ≤ 4 µg/mL  para ertapenem e MIC ≥ 16 µg/mL para imipenem 

e/ou meropenem. Quando testado disco-difusão e fita E-test® foram sensíveis 

aos 3 carbapenêmicos confirmando os resultados negativos da cultura. Os 

testes fenotípicos para carbapenemase foram positivos e o sequenciamento 

do amplicon identificou a variante KPC-2 confirmando os resultados positivos 

do Xpert Carba-R® e a discrepância entre os métodos (Anexo G).  

Em 12 amostras que mantiveram resultados discrepantes após a 

aplicação dos testes investigacionais, não foram confirmadas presença de 

genes de carbapenemase nos isolados recuperados (OSC) e nem a partir do 

caldo tioglicolato correspondente. Estes resultados estão demonstrados nas 

Tabelas 4 e 8. 

Dentre os 20 swabs positivos somente na cultura de vigilância, os 

testes investigacionais confirmaram os resultados negativos obtidos 

diretamente da amostra clínica e os testes fenotípicos para carbapenemases 

(Q-MHT e EDTA) também foram negativos. Estes isolados foram investigados 

quanto ao mecanismo de resistência aos carbapênemicos através do SCG, 

após a análise dos perfis clonais (similaridade genética) através da 

eletroforese em campo pulsado (PFGE) (Figura 24). 

C D 



RESULTADOS - 109 

 

 
Tabela 8 - Análise dos resultados discrepantes (Xpert Carba R® positivo e CV-ERC negativa) após aplicação dos testes 
investigacionais (continuação) 

 
Swab retal 

 
Testes investigacionais (isolados) 

    
TSA (µg/mL) (Vitek 2XL®/ E-test®) 

  

N 
Xpert 

Carba R® Ct    
Reavaliação 
da CV-ERC 

CV-
ERC(r) 

Isolados  
(OSC e ERC)   

PCR in 
house  

Xpert 
Carba R®   Q-MHT EDTA   Erta Imi Mero 

 
Seq. 

1 blaKPC 26,2  Pos NR Kle.pne  blaKPC NR  Pos Neg  ≥8,0 8,0 ≥16,0  NR 

2 blaKPC 33,4  Pos NR Kle.pne  blaKPC NR  Pos Neg  ≥8,0 8,0 ≥16,0  NR 

3 blaKPC 23,4  Neg NR Kle.pne  blaKPC NR  Pos Neg  4,0/ 0,25 ≥16,0/ 0,5 ≥16,0/ 0,25  KPC-2 

4 blaKPC 35,2  Neg NR Kle.pne  blaKPC NR  Pos Neg  ≤0,5/ 0,25 ≥16,0/ 1,0 0,5/ 1,0  KPC-2 

5 blaKPC 23,9  Neg NR Kle.pne  blaKPC NR  Pos Neg  ≤0,5/ 0,5 8,0/ 1,0 ≥16,0/ 1,0  KPC-2 

6 blaKPC 35,2  Neg NR E.coli  blaKPC NR  Pos Neg  ≤0,5/ 0,5 4,0/ 1,0 ≥16,0/ 0,5  KPC-2 

7 blaKPC 31,5  Neg NR E.coli  blaKPC NR  Pos Neg  4,0/ 0,5 ≥16,0/ 1,0 ≥16,0/ 0,5  KPC-2 

8 blaKPC 26,3  Neg NR E.coli  blaKPC NR  Pos Neg  4,0/ 0,5 ≥16,0/ 1,0 ≥16,0/ 1,0  KPC-2 

9 blaKPC 23,7  Neg NR E.coli  blaKPC NR  Pos Neg  4,0/ 0,5 0,5/ 1,0 ≥16,0/ 1,0  KPC-2 

10 blaKPC 35,2 
 

Neg Pos Kle.pne 
 

blaKPC blaKPC 
 

Pos Neg 
 

≥8,0 8,0 ≥16,0 
 

NR  

11 blaKPC 24,0 
 

Neg Pos Kle.pne 
 

blaKPC blaKPC 
 

Pos Neg 
 

≥8,0 8,0 ≥16,0 
 

NR 

12 blaKPC 24,2 
 

Neg Pos Kle.pne 
 

blaKPC blaKPC 
 

Pos Neg 
 

≥8,0 8,0 ≥16,0 
 

NR 

13 blaKPC 36,7 
 

Neg Pos Kle.pne 
 

blaKPC blaKPC 
 

Pos Neg 
 

≥8,0 8,0 ≥16,0 
 

NR 

14 blaKPC 32,0 
 

Neg Neg Kle.pne, E.coli 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

NR NR NR 
 

NR 

15 blaKPC 35,6 
 

Neg Neg Kle.pne 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

NR NR NR 
 

NR 

16 blaKPC 30,8 
 

Neg Neg 
Kle.pne, Ent.clo 

Ser.mar 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

NR NR NR 
 

NR 

17 blaKPC 35,0 
 

Neg Neg Pse.aer 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

NR NR NR 
 

NR 

18 blaNDM 35,7 
 

Neg Neg Kle.pne, Ent.clo 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

NR NR NR 
 

NR 

19 blaNDM 32,2 
 

Neg Neg Kle.pne, Ent.clo 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

NR NR NR 
 

NR 

20 blaKPC 34,8  Neg Neg Kle.pne, Pse.aer  Neg Neg  Neg Neg  NR NR NR  NR 

21 blaKPC 34,7  Neg Neg Kle.pne  Neg Neg  Neg Neg  NR NR NR  NR 

                continua 
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Tabela 8 - Análise dos resultados discrepantes (Xpert Carba R® positivo e CV-ERC negativa) após aplicação dos testes 
investigacionais (conclusão)  

 
Swab retal 

 
Testes investigacionais (isolados) 

    
TSA (µg/mL) (Vitek 2XL®/E-test®) 

  

N 
Xpert 

Carba R® Ct 
 

Reavaliação 
da CV-ERC 

CV-
ERC(r) 

Isolados 
(OSC e ERC) 

 

PCR in 
house 

Xpert 
Carba R® 

 
Q-MHT EDTA 

 
Erta Imi Mero 

 
Seq. 

 

22 blaKPC 35,1 
 

Neg Neg     Kle.pne 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

     NR      NR     NR 
 

    NR 

23 blaKPC 37,9 
 

Neg Neg 
Kle.pne, Ent.clo 
Pse.aer, Aci.bau 

 
Neg Neg 

 
Neg Neg 

 
     NR      NR     NR 

 
    NR 

24 blaKPC 34,6 
 

Neg Neg   Kle.pne 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

     NR      NR     NR 
 

    NR 

25 blaKPC 35,1 
 

Neg Neg 
 Kle.pne, Ent.clo 

Pse.aer 
 

Neg Neg 
 

Neg Neg 
 

    NR      NR     NR 
 

    NR 

Aci.bau: Acinetobacter baumannii; Ct: threshold cycle; CV-ERC (r): repetição da CV-ERC; Ent.clo: Enterobacter cloacae; Erta: 
ertapenem; E.coli: Escherichia coli;  Kle.pne: Klebsiella pneumoniae; Imi: imipenem; Mero: meropenem; NR: não realizado; Neg: 
negativo; PCR: PCR in house; Pos: positivo; Pse.aer: Pseudomonas aeruginosa; Ser.mar: Serratia marcescens; Seq.DNA: 
sequenciamento de DNA; TSA: teste de sensibilidade aos antimicrobianos. 
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Figura 24 - Resultados discrepantes entre Xpert Carba-R® e CV-ERC após aplicação dos testes investigacionais. 

(A) (B) (C) (D): método de referência (Quadro 5); CV-ERC(r): repetição da CV-ERC; Neg (-): negativo; OSC: organismos 
sensíveis aos carbapenêmicos; Pos (+): positivo; PCR: PCR in house; PFGE: pulsed field gel electrophoresis; RT-PCR: Fast 
Real-Time PCR®; Seq.DNA: sequenciamento do DNA; SCG: sequenciamento completo do genoma; tio: tioglicolato 
NOTA: testes investigacionais destacados em cinza. 
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No dendograma representado na Figura 25 pode-se observar a 

presença de 10 diferentes clusters entre os 19 isolados de K. pneumoniae que 

foram analisadas (um isolado não foi recuperado), demostrando assim a 

variabilidade genética das amostras do estudo, então 10 cepas foram 

selecionados de cada cluster, sinalizados com a seta azul, para análise do 

sequenciamento genômico de acordo com a similaridade clonal (cutoff < 83%). 

 

 

Tolerância – 1,5% 

Otimização - 1,5% 

FONTE: HC FMUSP, São Paulo 
 

Figura 25 - Dendrograma de avaliação da variabilidade genética para os 19 
isolados de K.pneumoniae destacando os 10 selecionados para SCG (seta 
azul). 

 

A análise do sequenciamento genômico, realizada pelo Align 

Sequences Nucleotide BLAST e ResFinder 2.0 servers, mostrou a presença de 

genes de resistência aos antibióticos β-lactâmicos e a presença das proteínas 

de membrana externa ompK 35, ompK 36 e ompk 37 para as 10 K. 
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pneumoniae resistentes aos carbapenêmicos. A análise do sequenciamento 

realizada pelo MLSTfinder mostrou a presença de 4 tipos diferentes de 

Sequence typing (ST). Não foram encontrados genes de carbapenemases e 

AmpC confirmando os resultados negativos do Xpert Carba-R®. Os genes 

relacionados a resistência dos carbapenêmicos e as porinas estão 

relacionados no Anexo H. A avaliação de proteínas de membrana externa 

demonstrou mutações nas porinas ompK 35 em 4 cepas e mutações nas 

porinas ompK 36 e ompk 37 em todas as cepas, não encontrando um padrão 

homogêneo entre as elas (Anexo I). Algumas mutações encontradas foram 

diferentes das relatadas na literatura, sugerindo o encontro de novas mutações; 

A190W, D224E, Q227S, L228V, S346K, N304S, Y306S, D308R, R345H, 

G189T.  

Os resultados do Xpert Carba-R® foram obtidos em 50 minutos e da 

CV-ERC em até 120 horas após o início do ensaio (negativos: 48 a 72 horas e 

positivos: 72 a 120 horas). A diferença do TAT, medida em dias, entre o Xpert 

Carba-R® e a CV-ERC variou de acordo com o crescimento bacteriano no 

caldo tioglicolato e na placa primária (presença de uma ou mais bactérias 

resistentes, pouca quantidade de colônias resistentes ou populações mistas 

necessitando de um ou dois dias para reisolamento das mesmas). O resumo 

destes resultados esta sumarizado na Tabela 9. 

 

Tabela 9 - Diferença entre o “turnaround time” (TAT) obtido pelo Xpert Carba-
R® e culturas conforme crescimento no caldo tioglicolato e placas primárias 

Resultado 
 

 Cultura de vigilância  
 

Diferença do TAT 
 

Nºamostras 

Negativo 
 

Tio turvo em 24h          
 

2 dias 
 

795 

  
 Tio turvo em 48h          

 
3 dias 

 
21 

  
Reisol. suspeita de ERC 

 
3 dias 

 
19 

       
Positivo 

 

 Tio turvo em 24h, sem 
reisol. (ID e TSA)                     

 
3 dias 

 
8 

    
Tio turvo em 24h, com 

reisol. (ID e TSA)                        4 dias   72 

  
Tio turvo em 24h, com 
dois reisol. (ID e TSA)                       5 dias  6 

ID: identificação; h: horas; Reisol. Reisolamento; Tio: caldo tioglicolato; TSA: 
teste de sensibilidade aos antimicrobianos. 
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4.3   Mensurar as indicações de precaução de contato relacionada a 

Gram-negativo multirresistentes produtores de carbapenemases a partir 

de método genotípico em comparação ao fenotípico 

 

 

Foram analisadas 921 amostras de 859 pacientes. A prevalência de 

colonização por organismos resistente a carbapenêmicos e/ou produtores de 

carbapenemase foi de 36% (66) na UTI/UT e de 7% (38) no PS. No total, 111 

(13%) pacientes estavam colonizados, determinados a partir do método 

genotípico (n=91) (82%) e/ou fenotípico (n=86) (77%) (Figura 26). 

 

 

Figura 26 - Prevalência de colonização por microrganismo resistente a 
carbapenêmicos e/ou produtores de carbapenemase e quantidade de 
pacientes identificados a partir dos métodos genotípicos e fenotípicos.  

ERC: Enterobacterales resistente a carbapenêmicos; PC: produtores de 
carbapenemases; PS: pronto socorro; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e 
transplantados 
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Dentre os 91 pacientes detectados pelo Xpert Carba-R®; 72 estavam 

colonizados com ERC produtoras de carbapenemase, 7 estavam com ESC 

produtoras de carbapenemase e 12 estavam colonizados com organismos 

produtores de carbapenemase (OPC) não recuperados na cultura.  

Dentre os 86 pacientes detectados pela cultura de vigilância; 66 

estavam colonizados com ERC produtoras de carbapenemase e 20 com ERC 

não produtores de carbapenemase. Para ilustrar quais pacientes foram 

detectados por ambas metodologias, os resultados foram divididos em 

conjuntos numéricos onde; A foi considerado como o conjunto dos resultados 

obtidos pelo Xpert Carba-R® e B o conjunto dos resultados obtidos pela cultura 

conforme demonstrado na Figura 27. 

 

 
 

Figura 27 - Diagrama de Venn-Euler representando a quantidade de pacientes 
identificados pelo Xpert Carba-R® (conjunto A) e cultura (conjunto B) 

ERC-PC: Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos e produtoras de 
carbapenemase; ERC não PC: Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos 
não produtoras de carbapenemase; ESC-PC: Enterobacterales sensível a 
carbapenêmicos e produtoras de carbapenemase; OPC: organismos 
produtoras de carbapenemase 
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 Diante do exposto, não houve detecção da colonização em 18% 

(20/111) e 23% (25/111) dos pacientes determinados pelo Xpert Carba-R® e 

pela cultura de vigilância, respectivamente.  

Na análise do subgrupo de pacientes portadores de microrganismos 

sabidamente resistentes a carbapenêmicos (n=92), o Xpert Carba-R® e a 

cultura deixaram de detectar, respectivamente, 20 (22%) e 6 (7%) pacientes 

(estes últimos detectados exclusivamente pela avaliação do pesquisador) 

(Figura 28).  

 

 

Figura 28 - Diagrama de Venn-Euler representando a quantidade de pacientes 
colonizados com ERC não detectados pelo Xpert Carba-R® e cultura  

NOTA: O conjunto C é formado por pacientes com ERC detectadas pelo Xpert 
Carba-R® e D por pacientes com ERC detectadas pela cultura 
 
ERC-PC: Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos e produtoras de 
carbapenemase; ERC não PC: Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos 
não produtoras de carbapenemase 
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Por outro lado, na análise do subgrupo de pacientes portadores de 

microrganismos com genes codificadores de carbapenemases (n=91), a cultura 

deixou de detectar 25 (27%) pacientes (23 com microrganismo produtor de 

KPC e 2 de NDM) (Figura 29).  

 

 

 

Figura 29: Diagrama de Venn-Euler representando a quantidade de pacientes 
portadores de microrganismos com genes codificadores de carbapenemases 
não detectados pela cultura 

NOTA: O conjunto E é formado por pacientes com genes de carbapenemase 
detectadas pelo Xpert Carba-R® e F por pacientes com genes de 
carbapenemase detectadas pela cultura. 
ERC-PC: Enterobacterales resistentes a carbapenêmicos e produtoras de 
carbapenemase; ESC-PC: Enterobacterales sensivel a carbapenêmicos e 
produtoras de carbapenemase;  OPC: organismos produtoras de 
carbapenemase 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5 DISCUSSÃO 



DISCUSSÃO - 119 

 

Caracterização da Casuística  

 

No Brasil, KPC é um problema de saúde pública e Enterobacterales 

resistente a carbapenêmicos apresentam-se em alta prevalência, 

principalmente devido aos isolados produtores de KPC-2, que são altamente 

endêmicos12. As enzimas do tipo NDM também tem sido identificadas em um 

ritmo preocupante, desde 2013, com isolados carregando a variante blaNDM-1 

em 9 estados brasileiros indicando a sua difusão pelo país105, assim como as 

variantes OXA-48 (OXA-370) e IMP-1, embora ainda em casos 

esporádicos34,35. 

Na nossa instituição, as ERC foram esporadicamente observadas até 

2005, mas depois de 2009 os produtores de KPC se tornaram um desafio 

epidemiológico152,153. K. pneumoniae é o primeiro isolado Gram-negativo de 

hemocultura e destes, 50% são resistentes a carbapenêmicos, dos quais 85% 

produzem KPC. As MBL ainda são raras, com poucos casos de NDM e IMP, 

esta última detectada num surto com E. gergoviae na unidade de transplante 

renal211. No entanto, a real prevalência de carbapenemases não é fielmente 

conhecida, uma vez que métodos fenotípicos utilizados para triagem, Q-MHT e 

EDTA, apresentam bom desempenho somente para detecção de KPC149 e 

MBL157 em Enterobacterales portanto, não são testados em Acinetobacter spp 

e P. aeruginosa. Os bacilos Gram-negativos não fermentadores, 

potencialmente produtores de MBL, são subdiagnosticados devido às 

limitações metodológicas fenotípicas, e até mesmo, as serino-carbapenemases 

são pobremente detectadas neste grupo devido a frequente sobreposição de 

mecanismos de resistência66. Do mesmo modo as oxacilinases, fracamente 

inibidas pelos inibidores de carbapenemases da classe A, não apresentam um 

padrão de susceptibilidade que permita a sua detecção através de métodos 

fenotípicos confiáveis56.  

Organismos produtores de carbepenemases plasmidiais podem 

dissemina-lá para diferentes espécies31,33. Embora a KPC seja mais 

comumente encontrada em K. pneumoniae, representado por 90% das 

infecções por ERC no nosso instituto, outras Enterobacterales também foram 
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identificadas como produtores; E. coli, K. oxytoca, Enterobacter spp, S. 

marcescens, C. freundii, Proteus spp, Providencia spp e Raoultella spp212 

assim como relatado em outros estudos71,213. A maior preocupação é que 

esses organismos são quase sempre extensivamente resistentes aos 

antibióticos, ficando poucas opções ativas para o tratamento e resultando em 

maiores taxas de mortalidade6,7.  

Em nosso instituto, maior hospital público da América Latina, as 

enfermarias comportam até 4 leitos, as UTI apresentam altas taxas de 

ocupação e o atendimento no PS é “porta-fechada” restrito para situação de 

alta complexidade médica. A coleta de vigilância para rastrear colonização por 

ERC esta contemplada no programa de Controle de Organismos 

Multiresistentes estabelecido pelo serviço de controle de infecção hospitalar 

desde 2010. Pacientes internados nas UTI e UT coletam swabs retais, virilha-

axila-períneo e/ou orofaringe no momento da admissão e semanalmente 

(transversal), se permanecerem internados e não colonizados. A coleta é 

realizada usando um único swab por sítio anatômico, transportado em meio gel 

Stuart sendo mensalmente realizadas 5 000 culturas para investigação de 

portadores com ERC com positividade média de 15%.  

Diferentes percentuais de positividade são relatados entre os estudos 

de vigilância, 38% no Irã214, 3,4% nos Emirados Arabes215, 10% nos EUA216 e 

13% no Marrocos217. A análise comparativa é dificultada, pois depende não 

apenas das diferentes populações estudadas mas também da epidemiologia 

local, das medidas de contenção aplicadas nesses países e da variabilidade 

nos métodos de vigilância. Diferentes métodos baseados em cultura, com 

sensibilidades analíticas distintas, estão disponíveis181-183. Além disso, as 

coletas podem variar em relação aos sítios anatômicos; retal, orofaringe, 

virilha-axila-períneo, assim como a quantidade de swabs coletados por sítios a 

serem processadas no mesmo ensaio.  

Em nosso serviço, as culturas de vigilância foram padronizadas 

incubando previamente os swabs em caldo de enriquecimento sem antibiótico 

e posterior subcultivo em ágar MacConkey adicionados com discos de 

carbapenêmicos. Tal procedimento permite o processamento simultâneo de 
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dois ou mais swabs, frequentemente coletados, otimizando recursos 

laboratorias sem perda de sensibilidade diagnóstica. Os resultados são 

fornecidos entre 48 e 120 horas. 

Métodos fenotípicos, baseados em cultura, irão detectar se os 

isolados são resistentes ou sensíveis aos carbapenêmicos, mas não 

identificarão se a resistência é devida a produção de carbapenemase ou outros 

mecanismos.  

Atualmente, o conhecimento do tipo de carbapenemases é crucial 

para a escolha do antibiótico mais adequado, pois os novos medicamentos, 

com inibidores de carbapenemases, são específicos para a sua classe e 

podem ou não agir, dependendo do tipo da enzima. Com os recentes avanços 

nas áreas da genômica e biologia molecular, atualmente é possível identificar 

microrganismos e genes de resistência, de forma mais rápida e precisa. Testes 

moleculares que visam a detecção de genes codificadores de carbapenemases 

têm desempenhado papel importante na rapidez do resultado para os clínicos. 

Dentre as plataformas disponíveis nos últimos seis anos no Brasil, encontra-se 

o Gene Xpert® que através do ensaio Xpert-Carba-R®, detecta os cinco 

principais genes de carbapenemase; blaKPC, blaNDM, blaOXA-48, blaIMP-1 e blaVIM 

em menos de 1 h diretamente de swabs retais. Diante do cenário desafiador 

das infecções causadas por ERC produtoras de KPC, a introdução das novas 

drogas e as características institucionais, houve um particular interesse em 

avaliar essa nova ferramenta diagnóstica.  

De acordo com as recomendações do Clinical Laboratory 

Improvement Amendments (CLIA)218, que determina a análise da performance 

diagnóstica para novos testes incorporados à rotina laboratorial devido a 

distintas prevalências locais, foi realizado um estudo de desempenho 

metodológico frente aos pacientes que rotineiramente são investigados quanto 

a colonização por ERC em nosso serviço. Posteriormente, seus resultados 

foram correlacionados com a cultura, método laboratorial padrão, a fim de 

avaliar diferença na resposta microbiológica e na introdução de medidas de 

precaução de contato. Para isso, as condições de coleta e processamento não 

sofreram readequação. 
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Em meio ao processo de validação, iniciou-se um estudo para 

investigar a prevalência, fatores de risco e taxas de aquisição de EPC em 

pacientes admitidos no PS, com duração de 3 meses, e estas amostras foram 

incorporadas na análise de desempenho a fim de aumentar a diversidade 

populacional. Em decorrência ao alto número de coletas diárias, foi 

estabelecido a coleta de dois swabs retais por paciente para facilitar o fluxo de 

trabalho dentro do laboratório. Enquanto um time processou a cultura, outro 

processou o Xpert Carba-R®. Ambas coletas, com 1 ou 2 swabs, apresentam 

limitações em relação ao inóculo bacteriano, enquanto na coleta com um swab 

pode haver diminuição do inóculo bacteriano ao processar primeiramente no 

Xpert Carba-R® e depois na cultura, ao coletar dois swabs pode haver 

diferença na quantidade de fezes entre ambos. A maioria das análises de 

desempenho neste formato utilizaram um swab duplo em meio de cultura 

líquido, a fim de equalizar a quantidade de fezes219, 220. 

Até o início deste estudo, as análises de desempenho das 

plataformas moleculares automatizadas ocorreram em pacientes internados em 

um mesmo cenário epidemiológico ou com organismos previamente 

caracterizados e não houve avaliação do impacto frente as medidas de 

precaução de contato ao utilizar vigilância molecular comparada com a cultura. 

Neste estudo, o desempenho do Xpert Carba-R® foi analisado em dois cenários 

distintos para aquisição de carbapenemases; alto risco (UTI/UT) e baixo risco 

(PS). Foi admitido que pacientes internados no PS são de baixo risco para 

ERC, porque são provindos da comunidade, embora fatores de risco tenham 

sido estratificados nestes pacientes199.  

Estabelecer características de desempenho para ensaios moleculares 

pode ser bastante oneroso para laboratórios clínicos e avaliar a precisão de 

ensaios automatizados de PCR em tempo real apresenta desafios únicos, pois 

geralmente apresentam limite de detecção mais baixos do que o “padrão ouro” 

(PCR in house) e métodos investigacionais para analisar resultados 

discrepantes podem ser estabelecidos nos experimentos de acurácia221. Neste 

estudo, o Fast® RT-PCR, sequenciamento de DNA e a repetição do método de 

referência confirmaram a presença de blaKPC em quatro amostras inicialmente 
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negativas e diante disto, o Xpert Carba-R® apresentou desempenho geral 

excelente, com sensibilidade, especificidade e VPN superiores a 94% e VPP de 

86,8%. Quando avaliado somente o gene blaKPC, o desempenho foi melhor, 

com sensibilidade, especificidade e VPN superiores a 98% e VPP de 88,5% 

devido ao menor número de resultados falso positivos e ausência de falso 

negativos ocasionados pelos genes blaNDM e blaVIM, respectivamente. 

Assim como outros estudos, que encontraram percentuais de 

resultados falso positivos entre 1,0 a 1,5%219,220,222, esta análise detectou 1,3% 

(12/921) (4 blaKPC e 2 blaNDM na UTI; 6 blaKPC no PS) de falso positivos e não 

foi associada a qualquer gene alvo específico ou população fonte. É possível 

que estes resultados sejam verdadeiros positivos não detectados devido ao 

carreamento de uma sequência modificada do gene alvo ou a menor 

sensibilidade do método de referência.  

Distinguir se estes resultados foram provenientes do paciente ou do 

ambiente (bancada, mãos de profissionais, insumos) é uma condição difícil, a 

menos que testes subsequentes apresentem os mesmos resultados em um 

mesmo período de processamento, levando a considerar a contaminação do 

ambiente, mas este não foi o caso destas amostras.   

Os 12 swabs não confirmados pelos métodos investigacionais, 

demonstraram valores de Ct > 30 e estes pacientes não apresentaram 

resultados positivos para colonização ou infecção por ERC nos 6 meses 

seguintes e, portanto, futuros estudos com esse enfoque são necessários para 

determinar se esses casos devem ser considerados risco de disseminação ou 

infecção. Lau e colaboradores (2015)223 demonstrou a ocorrência de resultados 

falso positivos com valores de Ct > 35 questionando o valor epidemiológico 

destes resultados uma vez que a confirmação da cultura foi alcançada em 

apenas 37% dos casos.  

A implementação de um ponto de corte Ct para ajudar a diferenciar 

achados falso-positivos ou epidemiologicamente insignificantes de resultados 

verdadeiros pode ser clinicamente útil. Neste estudo, os valores de Ct ≤ 29,9 

(AUC = 0,918) foram preditivos de um paciente verdadeiramente colonizado 

por blaKPC, capturando 100% de casos confirmados pelo método de referência 
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e amostras com Ct > 30, alcançaram apenas 50% (10/20) de verdadeiros 

positivos. Embora os resultados demonstrem um limite potencial para 

diferenciar os resultados em categorias epidemiologicamente de “alto risco” e 

“baixo risco”, não podemos recomendar o uso desse ponto de corte, uma vez 

que amostras verdadeiro-positivas podem ser perdidas. Mais dados são 

necessários para avaliar a utilidade clínica do estabelecimento de um ponto de 

corte de Ct para vigilância molecular, e é provável que as interpretações 

baseadas apenas nos resultados dos testes moleculares sejam diferentes entre 

as instituições com base nas políticas do hospital e nos recursos disponíveis. 

Os valores preditivos positivos e negativos foram semelhantes entre 

os dois grupos, mas o percentual de falso positivo para blaKPC diferiu, sendo 

8,2% do total de amostras positivas no grupo UTI/UT e 15,8% no PS que 

podem ser justificados devido à menor prevalência de KPC entre os pacientes 

internados no PS. A prevalência de KPC em amostras da UTI foi de 23%, 

enquanto nas amostras do PS foi de 4,4%, refletindo a epidemiologia esperada 

de cada local.  

A ocorrência de resultados falso negativos também foi relatada em 

outros estudos, mas não houve uma relação específica com o gene blaVIM, 

como aconteceu em 0,5% desta amostragem. Tato e colaboradores (2016)219 

encontraram 0,95% (6/633) de falso negativos (2 blaOXA-48, 1 blaIMP, 1 blaKPC e 2 

blaVIM) e Moore e colaboradores (2017)220 0,9% (11/1 167) (2 blaOXA-48, 4 blaIMP 

e 5 blaVIM). A diferença entre nossos achados provavelmente esta relacionada 

a ausência dos genes blaOXA-48 e blaIMP e quando analisado somente o gene 

blaVIM os resultados entre os estudos tornam-se percentualmente semelhantes 

aos nossos (0,32%219e 0,43%220). Mutações ou polimorfismos nas regiões de 

ligação do primer ou da sonda e a presença de gordura fecal podem afetar a 

detecção de variantes de carbapenemases resultando em falso negativo224. 

Neste estudo não foi avaliada a presença de gordura nas fezes. 

Considerando que todas as amostras com blaVIM-2 foram detectadas 

quando dois swabs retais foram coletados por paciente avaliamos o risco da 

troca de pares, no entanto, os seguintes pontos minimizaram essa 

possibilidade: a. o processo pré-analítico foi amplamente controlado (cadastro, 
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etiquetagem e verificação por pares) e b. as cinco amostras positivas, uma por 

paciente, foram admitidas em dias diferentes. A possibilidade de contaminação 

da reação de PCR também foi investigada, mas considerada improvável, pois 

as amostras positivas foram testadas em dias diferentes e os resultados dos 

controles positivo e negativo foram satisfatórios. 

O Xpert Carba-R® demonstrou uma concordância quase perfeita 

(coeficiente Kappa de 0,893) e excelente acurácia diagnóstica; 97% no cenário 

de alto risco (1 swab/paciente) e 98% no cenário de baixo risco (2 

swabs/paciente), sugerindo que o processamento simultâneo da cultura e do 

Xpert Carba-R® a partir de um único swab ou dois independentes, foram 

alternativas acuradas. Tal informação apresenta grande valia, principalmente 

aos laboratórios de rotina que dificilmente utilizam um swab duplo, como 

aqueles descritos, até o momento, nos estudos de desempenho219,220. A 

epidemiologia local de carbapenemase, com predomínio de KPC, raras NDM e 

VIM e ausência de OXA-48 e IMP, provavelmente influenciou nos resultados de 

concordância e o uso de espécimes coletadas em regiões com epidemiologia 

distinta poderia modificá-los.  

A análise do LD para cada gene alvo demonstrou alta sensibilidade 

analítica com capacidade de detecção frente a baixos inóculos bacterianos. 

Devido ao predomínio de KPC e recentes relatos sobre o aumento de 

organismos co-produtores de carbapenemases225,226, a sensibilidade analítica 

também foi avaliada frente aos genes em combinação de pares com blaKPC 

mostrando um aumento de 101 para 104 UFC/swab sugerindo que uma menor 

carga bacteriana pode não ser detectada quando o organismo está co-

abrigando dois genes com o mesmo baixo inóculo. O fabricante, por sua vez, 

também relata que espécies bacterianas produtoras de carbapenemases em 

diferentes concentrações, uma perto do LD (baixo inóculo) e a outra em 

concentrações superiores, o alvo de baixa concentração pode não ser 

detectado224. Diante deste fato, destaca-se a possibilidade da presença de 

organismos co-abrigando blaKPC e outro gene com baixo inóculo não detectado 

neste estudo. 
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Ensaios moleculares para rastrear OPC demostram maior 

sensibilidade do que métodos baseados em cultura227,228. Neste estudo, a 

concordância geral entre os métodos foi excelente (95%) com percentuais de 

positividade similares; 9,9% obtido pelo Xpert Carba-R® e 9,3% pela cultura. Do 

ponto de vista epidemiológico o percentual de positividade deste estudo foi 

inferior ao encontrado na rotina hospitalar (15%) possivelmente relacionada ao 

menor número de pacientes colonizados do PS. A alta concordância 

provavelmente esta relacionada ao grande número de amostras negativas e a 

alta sensibilidade analítica demonstrada em ambos métodos (≤ 101 UFC/swab).  

Embora os percentuais de positividade tenham sido similares, as 

metodologias expressam informações diferentes (genótipo versus fenótipo) e a 

presença de resultados positivos somente pelo Xpert Carba-R® foram 

representados; pela presença de EPC sensível aos carbapenêmicos e devido a 

não recuperação de organismos em swabs positivos com baixa concentração 

de DNA (Ct alto).  

A ausência de antibiótico no caldo de enriquecimento permitiu a 

recuperação de Enterobacterales produtoras de KPC-2 sensíveis aos 

carbapenêmicos a partir de culturas negativas. Estes isolados demonstraram 

sensibilidade pelos métodos de disco-difusão e E-test® com perfil incomum 

pelo Vitek 2®, CIM menores de ertapenem em comparação ao imipenem e/ou 

meropenem229. Em geral, Enterobacterales produtoras de KPC apresentam 

altas CIM para carbapenêmicos, principalmente para ertapenem que são mais 

vulneráveis a hidrólise por carbapenemase230. Em nosso serviço, 3% dos 

organismos produtores de KPC são sensíveis aos três carbapenêmicos229 

representando um risco de disseminação, pois pacientes colonizados, 

potenciais transmissores destes patógenos, não são identificados pela cultura 

de vigilância.  

A dependência da cultura em expressar resultados positivos a partir 

de organismos viáveis e com inóculo suficiente para conseguir crescimento 

detectável associado aos critérios interpretativos dependentes da atenção 

humana, sobretudo de colônias resistentes mais discretamente evidenciadas 

na placa, também foram possíveis situações de discordância nesta casuística, 
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pois tais situações, após a ressemeadura do tioglicolato e reavaliação das 

placas primárias, apresentaram resultados positivos.  

A maior sensibilidade do Xpert Carba-R® traz a vantagem em detectar 

uma menor quantidade de organismos abrigando genes alvos, por outro lado, 

apresenta a desvantagem em detectar material genético de bactérias mortas e 

a inespecificidade na relação gene/espécie, ou seja, se há mais de uma 

espécie produtora da mesma carbapenemase ou somente uma carreando 

distintas carbapenemases. Neste estudo foi identificado um paciente 

colonizado com K. pneumoniae e S. marcencens ambas produtoras de KPC. 

Nesta condição a utilização exclusiva do Xpert Carba-R® prejudicaria o 

isolamento deste paciente uma vez que coorte considerando o gênero das 

ERC são realizados nas UT. Além disso, o tratamento empírico para infecções 

graves em pacientes colonizados poderia diferir com a presença de S. 

marcencens devido à resistência intrínseca as polimxinas.  

A presença de resultados positivos somente na cultura foi 

representada por ERC produtoras de ESBL associada a mutações de porinas e 

bombas de efluxo que apresentaram percentuais de resistência variável entre 

os carbapênemicos, exceto para ertapenem (100% resistentes), e destacaram-

se pela presença de novas mutações em porinas deletérias e a diversidade 

clonal semelhante aos produtores de KPC descritos no Brasil231,232. Embora 

estes organismos representem a minoria das ERC encontradas, elas estão 

colonizando pacientes críticos.  

Neste estudo foi demonstrado que ao utilizar somente o Xpert Carba-

R® as precauções de contato não seriam instituídas em 22% dos pacientes 

colonizados com ERC.  A significância epidemiológica das ERC não PC, ainda 

é discutível, pois embora as alterações de permeabilidade apresentem 

potencial limitado de propagação horizontal, as ESBL, alocadas em 

plasmídeos, apresentam maior potencial215,233. Apesar de ensaios clínicos 

randomizados serem necessários para avaliar a eficácia do isolamento destes 

organismos, há uma recomendação para ambientes de alto risco (UTI/UT) e 

cenários de surto ou endêmicos demonstrando que a colonização intestinal 

com bactérias produtoras de ESBL aumentou quase treze vezes o risco de 
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infecção da corrente sanguínea subsequente a administração de quimioterapia 

e na condição de neutropenia febril sendo proposto que pacientes tratados em 

centros com altas taxas de colonização possam se beneficiar da triagem fecal 

em combinação com o tratamento empírico direcionado ao 

carbapenêmico234,235. 

Outra relevância é que infecções por Enterobacterales produtoras de 

CTX-M, de grande importância clínica, apresentam taxas crescentes 

impulsionando a prescrição de carbapenêmico, que no que lhe concerne, 

promove a disseminação de EPC potencialmente intratáveis233. Para lidar com 

essa situação, é necessário monitorar constantemente a epidemiologia global 

dos genótipos CTX-M, permitindo detectar antecipadamente os genes 

emergentes através de tentativas, baseadas em evidências, para mitigar esses 

riscos como estratégias preventivas de rastreamento236. Nesta casuística o tipo 

predominante de ESBL entre as ERC não PC foi a CTX-M-15 (90%) condizente 

com a alta frequência relatada globalmente237,238,239. 

Nossos resultados também demonstraram que ao utilizar somente a 

cultura de vigilância as precauções de contato não seriam instituídas em 27% 

dos pacientes colonizados com carbapenemases. A significância 

epidemiológica da colonização por EPC é bem estabelecida visto que estes 

pacientes apresentam maior risco de desenvolver infecções quase impossíveis 

de tratar culminando em altas taxas de mortalidade e têm sido associadas ao 

aumento do custo e tempo de permanência hospitalar além do potencial de 

disseminação horizontal destes genes24,26.  

As ERC produtoras de KPC são principalmente disseminadas de 

paciente para paciente principalmente pelas mãos dos profissionais de saúde e 

através de fômites contaminadas. O número de novos casos gerados por um 

caso primário é estimado em dois na ausência de medidas de controle de 

infecção240 e o tempo da colonização também é um problema, pois pacientes 

com Kp-KPC podem permanecer colonizados por mais de 1 ano criando 

oportunidades para a transferência horizontal a longo prazo241. Além disso, o 

gene blaKPC apresenta potencial de disseminação interespécie e geográfica 

explicado por sua localização em um transposon do tipo Tn3, Tn4401, capaz 



DISCUSSÃO - 129 

 

de se inserir em diversos plasmídeos de bactérias Gram-negativas e são 

frequentemente associados a determinantes de resistência a outros 

antibióticos242.   

Alguns autores defendem o teste de genes de carbapenemase para o 

monitoramento do controle de infecção, bem como para o diagnóstico 

microbiológico de rotina243. A justificativa é que, embora o aumento das CIM de 

carbapenêmicos possa sugerir a presença de um OPC, a experiência clínica 

demonstra que estas CIM nem sempre revelam a presença de 

carbapenemases como já demonstrado neste estudo. A sua maior 

sensibilidade em detectar menor número de OPC também é uma importante 

vantagem. Durante um surto com KPC o método molecular revelou que 39% 

dos pacientes estavam com colonização gastrointestinal, mas apenas 14% 

foram identificados por cultura clínica anterior244.  

Por outro lado, o teste de sensibilidade antimicrobiana ainda é o 

diagnóstico padrão para decisões terapêuticas e é uma ferramenta 

epidemiológica importante para coletar e analisar dados instituindo decisões de 

tratamento além de identificar novas tendências em resistência.  

Uma questão importante para controlar o ERC é o tempo que leva 

para obter resultados de culturas. Nesta casuística o tempo médio de liberação 

das culturas negativas foi de 48 h e das positivas de 96 h com TSA, podendo 

chegar em até 120 h. De modo a evitar que os pacientes permaneçam nos 

hospitais por longos períodos, a cultura geralmente não é viável. O desafio é 

aumentar a velocidade sem sacrificar a precisão.  

O Xpert Carba-R® demonstrou-se de simples execução, com baixa 

carga de trabalho e adaptado para o laboratório de rotina onde os resultados 

da PCR são interpretados no software GeneXpert®, retirando qualquer 

subjetividade da análise. Além disso, os resultados podem ser salvos 

eletronicamente, facilitando a auditoria e revisão. O método permite conhecer a 

epidemiologia local e ser útil para adequar a terapia antimicrobiana, 

especialmente após a introdução das novas drogas com combinações de 

inibidores anti-carbapenemases e ainda permite a detecção precoce de surtos. 
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Os resultados foram obtidos em 50 minutos, substancialmente mais rápido que 

a cultura. 

Entre as desvantagens do Xpert Carba-R®, destaca-se o uso de um 

ensaio molecular como um “teste autônomo” não sendo capaz de fornecer 

informações sobre clonalidade, identificação e susceptibilidade antimicrobiana 

e pode dar resultados falso negativos em caso de presença de 

carbapenemases não incluídas entre os alvos. Em alguns casos, a 

interpretação dos resultados moleculares pode ser desafiadora, este é o caso 

das amostras positivas não confirmadas pelo método de referência. Além 

disso, detecta a presença ou ausência de genes e não a sua expressão. Outra 

desvantagem é o custo mais elevado em comparação à cultura. No entanto, a 

melhoria dos procedimentos de controle de infecções, mediada pela redução 

do TAT, poderia reduzir significativamente os custos com a saúde, limitando o 

aparecimento de grandes surtos hospitalares, gerenciando apropriadamente 

leitos ocupados por pacientes sabidamente portadores de EPC em curto 

tempo. 

Algumas das limitações deste estudo incluem: a ausência de 

carbapenemases IMP-1 e OXA-48 e baixa prevalência de carbapenemases 

NDM e VIM encontradas em nossos espécimes clínicos, portanto, nossos 

resultados não podem ser estendidos a situações epidemiologicas distintas, o 

número de swabs coletados por paciente diferiu nos dois cenários podendo 

comprometer os resultados de concordância, e por fim, as coletas usando um 

único swab podem levar a diferenças no inóculo bacteriano inicial entre às duas 

metodologias e quando coletado um par de swab não foi realizado um 

protocolo para harmonizar a quantidade de fezes entre eles.  

Em suma, no contexto abordado neste estudo, os resultados refletem 

a noção de que, para evitar a disseminação da resistência, é necessário evitar 

a transmissão de não apenas isolados fenotipicamente resistentes, mas 

também aqueles que transportam elementos transmissíveis que podem se 

espalhar para bactérias sensíveis e conferir resistência sob condições 

propícias, portanto, a soma das duas metodologias, Xpert Carba-R® e cultura, 

maximiza esta abordagem. 
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Consideraçoes Finais 

 

 

Como este estudo foi iniciado há 5 anos, mudanças importantes no 

mercado da medicina laboratorial marcaram este período.  Quando este estudo 

se iniciou, em 2016, poucos métodos estavam disponíveis no Brasil com 

registro ANVISA para detecção molecular rápida de carbapenemase e durante 

este período, novas ferramentas de detecção moleculares também 

compactados e adaptadas ao laboratório de rotina foram lançadas no mercado 

ganhando atenção pela capacidade de detectar através de painéis sindrômicos, 

diferentes agentes infecciosos associados a genes de resistência em um único 

ensaio, diretamente de amostras clinicas em até 4 horas. Estes métodos, até o 

momento, apresentam um custo maior do que o Xpert Carba-R® e a 

acessibilidade, ou seja, quantidade de equipamentos disponíveis no Brasil 

ainda não esta amplamente difundida.  

Testes imunocromatográficos também difundiram-se no mercado 

brasileiro durante os últimos 3 anos. Estes testes detectam genes alvos em até 

15 minutos com menor custo quando comparado ao Xpert Carba-R® trazendo a 

vantagem de não necessitar a compra de equipamentos. Ainda como 

desvantagem necessita de maiores estudos para detecção direta a partir de 

amostras clinicas, sendo bem estabelecido a detecção a partir de isolados 

cultivados. 

O custo direto do Xpert Carba-R® é cerca de 14 vezes maior que a 

cultura de vigilância realizada em nossa rotina (R$ 350,00 contra R$ 25,00) 

(Fonte: tabela de custo da DLC HCFMUSP) sem contabilizar a aquisição dos 

equipamentos. O Sistema Único de Saúde (SUS) paga R$ 15,00 reais por 

exame (Fonte: Tabela SUS) não atingindo, se quer, a cobertura do custo direto 

da cultura de vigilância, sugerindo a necessidade de uma reestruturação das 

fontes pagadoras buscando reembolso mínimo dos exames microbiológicos. 

Estudos avaliando o custo envolvido na vigilância molecular em 

relação ao fenotípico vem sendo cada vez mais realizados. O custo anual 

projetado da PCR para rastrear 6 860 amostras em um centro médico 
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acadêmico foi cerca de 10 vezes maior que o método fenotípico recomendado 

pelo CDC (US $224,596 contra US $22,818) para ERC-PC; no entanto, o 

tempo de resposta mais longo do método baseado na cultura significa que um 

paciente pode ser desnecessariamente colocado em isolamento preventivo por 

mais 3 dias, o que foi estimado em US $925 no Canadá245.  

Uma mistura de elementos sociais, econômicos e políticos limitou o 

avanço e a aceitação de tecnologias de diagnóstico rápido. Entre outros, há 

uma incompatibilidade entre o custo e os benefícios dos testes rápidos no 

sistema de saúde. Infelizmente, as tecnologias de diagnóstico são atualmente 

vistas como um custo não crítico e sua aceitação, e implantação permanecem 

baixas..  

Futuros estudos para avaliar ganhos nos custos indiretos com a 

utilização de um teste rápido devem ser realizados incluindo os seguintes 

aspectos; pacientes rapidamente detectados como positivos; isola rápido, 

diminui a disseminação de resistência, menos colonização, menos infecção, 

menos morte. Como consequência, haverá diminuição de custo com internação 

prolongada, antibióticos, outras medicações, paramentação relacionada a 

precaução de contato, ocupação de leitos onerosos como da UTI e evita a 

perda de receita em cirurgia eletivas. Por outro lado, pacientes rapidamente 

detectados como negativos são rapidamente tirados do “isolamento” 

aumentando a rotatividade de pacientes e possibilitando o aumento de 

atendimentos, especialmente importantes aos usuários do SUS.  

Novos dados mostrando que a colonização precede a infecção com o 

mesmo patógeno pode ajudar a superar problemas de reembolso. 

A resistência aos antibióticos é uma crise de saúde que ficará 

conosco por muito tempo e continuará evoluindo. A previsão é que esse 

problema piore antes que melhore e os laboratórios de diagnóstico precisam 

estar preparados. 

 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 CONCLUSÃO 
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Diante dos pontos expostos, conclui-se que: 

 

1. O ensaio Xpert Carba-R® detectou 91 genes de carbapenemases, sendo 

87 KPC e 4 NDM com acurácia superior a 97% nas duas populações 

analisadas; tal resultado demonstra que este ensaio molecular é preciso e 

eficaz com alta sensibilidade analítica para uma população onde KPC é a 

carbapenemase mais prevalente.   

 

2. Os resultados obtidos pelo Xpert Carba-R® e a cultura de vigilância 

concordaram em 95%, no entanto, a concordância dos resultados positivos foi 

de apenas 59%. Devido aos seus princípios metodológicos, genótipo versus 

fenótipo, sugere-se a necessidade de complementariedade dos métodos 

somando, desta forma, os pontos fortes de cada ferramenta e ofertando uma 

resposta microbiológica efetiva e rápida. 

 

3. A prevalência de colonização por microrganismo resistente a 

carbapenêmicos e/ou produtores de carbapenemase foi de 36% na UTI/UT e 

de 7% no PS e as precauções de contato não seriam aplicadas em 23% dos 

pacientes colonizados com ERC utilizando somente o Xpert Carba-R® e 27% 

dos pacientes com OPC utilizando somente a cultura de vigilância; tal resultado 

demonstra que a soma das duas metodologias maximiza a identificação de 

pacientes colonizados e evita que precauções de contato deixem de ser 

instituídas.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 ANEXOS  
 
 



ANEXOS - 136 

 

Anexo A - Diretrizes da Comissão de Infecção Hospitalar.  HCFMUSP, São 
Paulo 

UNIDADES Segunda-feira Terça-feira Quarta-feira Quinta-feira Sexta-feira Sábado Domingo
ENF FÍGADO                 

E1CH                 

9º ANDAR      

(11 leitos)

TRANSVERSAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

TMO                     

8º ANDAR       

(20 leitos)

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R + 

VRE + 

Pseudomonas

EUTR TX 

RENAL              

7º ANDAR      

(20 leitos)

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

atualizada 

11/2015

Coleta VRE swab retal                                                                                                     

Coleta Enterobactéria e Acinetobacter swab inguino-retal                                          

TMO - fezes

COLETA DE SWAB DE VIGILÂNCIA

 

UNIDADES Segunda-feira Terça-feira Quarta-feira Quinta-feira Sexta-feira Sábado Domingo

U2CC / U1CH  

9º ANDAR        

(9 leitos)

TRANSVERSAL   

VRE

TRANSVERSAL 

Enterobactérias + 

Acinetobacter 

Colistina R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

UARR                           

9º ANDAR      

(17 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

UQUE                         

8º ANDAR        

(4 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

U1MR                

7º ANDAR        

(4 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

UP6M / U2MP 

6º ANDAR        

(9 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

UNEU / UP5N 

5º ANDAR        

(9 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

4 CC                    

4ª ANDAR      

(17 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

resistênte aos 

carbapenêmicos

UMIN                

4º ANDAR        

(7 leitos)

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

UP4C / UP4NC 

4º ANDAR      

(18 leitos)

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

UP4M                

4º ANDAR      

(14 leitos)

TRANSVERSAL 

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

ADMISSIONAL  

Enterobactérias 

Carbapenem R

Anexo 1.COLETA DE SWAB DE VIGILÂNCIA NAS UTIS E TRANSPLANTES

Coleta VRE swab retal                                                                                                     

Coleta Enterobactéria e Acinetobacter swab inguino-retal
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Anexo B -  Manuscrito 1 
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Anexo C -  Sequenciamento do amplicon confirmando gene blaVIM-2 
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Anexo D – Curva ROC usada para determinar o melhor valor de Ct para 
discriminar os verdadeiros positivos para blaKPC 
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Anexo E –  Valores do limite de detecção para os cinco genes alvos 
determinados pelo Xpert Carba-R®. FONTE: HCFMUSP, São Paulo. 

 
 

Ct 

Fluorescência - KPC 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 673 

25 0 0 0 0 0 0 599 673 

30 0 0 0 0 0 488 599 673 

35 0 83 115 128 249 488 599 673 

40 0 83 115 128 249 488 599 673 

 

Fluorescência e Ct obtidos para o gene blaKPC.  

  

 

Ct Fluorescência - NDM 

 
Branco 101 102 103 104 105 106 107 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 302 

25 0 0 0 0 0 0 299 302 

30 0 0 0 0 275 298 299 302 

35 0 0 67 91 275 298 299 302 

40 0 0 67 91 275 298 299 302 
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Fluorescência e Ct obtidos para o gene blaNDM. 

 

 

Ct 
Fluorescência - IMP-1 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 0 

25 0 0 0 0 0 0 239 240 

30 0 0 0 0 0 218 239 240 

35 0 0 0 0 117 218 239 240 

40 0 0 0 35 117 218 239 240 

 

Fluorescência e Ct obtidos para o gene blaIMP-1. 
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Ct 
Fluorescência – OXA-48 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 408 

25 0 0 0 0 0 0 391 408 

30 0 0 0 0 351 412 391 408 

35 0 0 0 208 351 412 391 408 

40 0 0 83 208 351 412 391 408 

 

Fluorescência e Ct obtidos para o gene blaOXA-48, 

 
 

Ct 
Fluorescência – VIM 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 0 0 0 1021 

25 0 0 0 0 0 0 797 1021 

30 0 0 0 0 378 520 797 1021 

35 0 0 0 47 378 520 797 1021 

40 0 0 20 47 378 520 797 1021 
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Fluorescência e Ct obtidos para o gene blaVIM.  
 
 
 

Gene 
Fluorescência (genes blaKPC + blaNDM) 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

KPC (isolada) 0 83 115 128 249 488 599 673 

NDM (isolada) 0 0 67 91 275 298 290 302 

KPC+NDM (KPC) 0 0 0 29 216 366 520 572 

KPC+NDM (NDM) 0 0 43 96 203 251 292 292 

Fluorescência obtida para blaKPC e blaNDM individualmente e em combinação.  
 
 
 
 

Gene 
Fluorescência (genes blaKPC + blaIMP-1) 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

KPC (isolada) 0 83 115 128 249 488 599 673 

IMP (isolada) 0 0 0 35 117 218 239 237 

kPC+IMP (KPC) 0 0 0 54 224 343 535 596 

kPC+IMP (IMP) 0 0 0 64 59 108 221 249 

Fluorescência obtida para blaKPC e blaIMP-1 individualmente e em combinação.  
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Gene 
Fluorescência (genes blaKPC + blaVIM) 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

KPC 0 83 115 128 249 488 599 673 

VIM 0 0 20 47 378 520 797 1021 

KPC+VIM (KPC) 0 0 0 96 197 385 521 625 

KPC+VIM (VIM) 0 0 27 83 59 233 532 973 

Fluorescência obtida para blaKPC e blaVIM indivudualmente e em combinação.  
 
 
 
 

Gene 
Fluorescência (genes blaKPC + blaOXA-48) 

Branco 101 102 103 104 105 106 107 

KPC 0 83 115 128 249 488 599 673 

OXA-48 0 0 83 208 351 412 391 408 

KPC+OXA-48 (KPC) 0 0 97 67 241 390 495 584 

KPC+OXA-48 (OXA) 0 0 0 21 216 351 378 405 

Fluorescência obtida para blaKPC e blaVIM individualmente e em combinação.  
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Anexo F - Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC  
 
 

Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC (continuação)  

    

 Xpert Carba-R® 

 

CV-ERC 

 
Testes fenotípicos 

 

TSA (µg/mL) 

N 
 

UI 
 

gene alvo (swab) 
 

Organismo 
 

Q-MHT EDTA 
 

Erta Imi Mero 

1 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8  >=16 >=16 

2 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8  >=16 >=16 

3 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

4 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

5 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

6 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

7 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

8 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

9 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

10 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

11 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

12 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

13 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne  

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

      

Ser mar 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

14 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

Ser mar 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

15 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

16 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 4 >=16 

17 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

18 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

19 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

20 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

21 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

22 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

23 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

24 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

25 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

26 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

27 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

28 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

29 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

30 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

            continua 
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Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC (continuação)  

    

 Xpert Carba-R® 

 

CV-ERC 

 
Testes fenotípicos 

 

TSA (µg/mL) 

N 
 

UI 
 

gene alvo (swab) 
 

Organismo 
 

Q-MHT EDTA 
 

Erta Imi Mero 

31 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

32 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

33 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

34 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

35 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

36 
 

UTI/UT 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

37 
 

UTI/UT 
 

blaNDM 

 

kle pne 

 

neg pos 
 

>=8 8 >=16 

38 
 

UTI/UT 
 

blaNDM 

 

kle pne 

 

neg pos 
 

>=8 >=16 >=16 

39 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8  >=16 >=16 

40 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8  >=16 >=16 

41 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

42 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

43 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

44 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

45 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

46 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

47 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

48 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

49 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

50 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

51 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

52 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

53 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

54 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 4 >=16 

55 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

56 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

57 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

58 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

59 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

60 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

61 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

62 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

63 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

            continua 
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Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC (conclusão)  

    

 Xpert Carba-R® 

 

CV-ERC 

 
Testes fenotípicos 

 

TSA (µg/mL) 

N 
 

UI 
 

gene alvo (swab) 
 

Organismo 
 

Q-MHT EDTA 
 

Erta Imi Mero 

64 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

65 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 8 >=16 

66 
 

PS 
 

blaKPC 

 

kle pne 

 

pos neg 
 

>=8 >=16 >=16 

N: amostra; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e undades de transplantados; PS: pronto 
socorro; neg: negativo; ERC: Enterobacterales resistente aos carbapenêmicos; Q-MHT: teste 
de Hodge modificado quantitativo; Kle,pne: Klebsiella pneumoniae; Ser mar: Serratia 
marcescens; Ert: ertapenem; Imi: impenem; Mer: meropenem; TSA (µg/mL)a: teste de 
sensibilidade aos antimicrobianos realizado pelo a Teste de sensibilidade realizado pelo Vitek 
2® XL (BioMerieux), 
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Anexo G – Manuscrito 2 
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Anexo H - Descrição dos genes das proteínas de membrana externa ompK 35, 
ompk 36 e ompK 37. FMUSP, São Paulo 
 

ompK35

>tr|O87753|O87753_KLEPN OmpF protein OS=Klebsiella 

pneumoniae OX=573 GN=ompK35 PE=4 SV=1 

MMKRNILAVVIPALLVAGAANAAEIYNKNGNKLDFYGKMVGEHVWTTNGDTSSDDTT

YARIGLKGETQINDQLIGYGQWEYNMDASNVEGSQTTKTRLAFAGLKAGEYGSFDYG

RNYGAIYDVEAATDMLVEWGGDGWNYTDNYMTGRTNGVATYRNSDFFGLVDGLSFAL

QYQGKNDHDRAIRKQNGDGFSTAATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDKAE

AWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTPEEDNHFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIG

YVQTKGKDLQSRAGFSGGDADLVKYIEVGTWYYFNKNMNVYAAYKFNQLDDNDYTKA

AGVATDDQAAVGIVYQF

Porin alterations present in non-

carbapenemase producing 

Enterobacteriaceae with high and 

intermediate levels of carbapenem 

resistance in Chile. J Med 

Microbiol. 2012 Sep;61(Pt 9):1270-

9. doi: 10.1099/jmm.0.045799-0. 

Epub 2012 Jun 14.

ompK36

>sp|Q48473|OMPC_KLEPN Outer membrane protein C 

OS=Klebsiella pneumoniae OX=573 GN=ompC PE=1 SV=1 

MKVKVLSLLVPALLVAGAANAAEIYNKDGNKLDLYGKIDGLHYFSDDKDVDGDQTYM

RLGVKGETQINDQLTGYGQWEYNVQANNTESSSDQAWTRLAFAGLKFGDAGSFDYGR

NYGVVYDVTSWTDVLPEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQY

QGKNGSVSGEGATNNGRGALKQNGDGFGTSVTYDIFDGISAGFAYANSKRTDDQNQL

LLGEGDHAETYTGGLKYDANNIYLATQYTQTYNATRAGSLGFANKAQNFEVAAQYQF

DFGLRPSVAYLQSKGKDLNGYGDQDILKYVDVGATYYFNKNMSTYVDYKINLLDDNS

FTRSAGISTDDVVALGLVYQF

Porin alterations present in non-

carbapenemase producing 

Enterobacteriaceae with high and 

intermediate levels of carbapenem 

resistance in Chile. J Med 

Microbiol. 2012 Sep;61(Pt 9):1270-

9. doi: 10.1099/jmm.0.045799-0. 

Epub 2012 Jun 14.

ompK37

>tr|O87754|O87754_KLEPN OmpK37 porin OS=Klebsiella 

pneumoniae OX=573 GN=ompK37 PE=4 SV=1 

MKRKVLALVIPALLAAGAAHAAEIYNKDGNKLDLYGKVDGLHYFSSDSKKDGDQTYL

RFGFKGETQINDILTGYGQWEYNVQANNTETSSDQAWTRLAFAGIKVGDYGSFDYGR

NYGVLYDVEGWTDILPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNSDFFGLVEGLNFALQ

YQGKNEGQNAQDINVGTNNRSSDSDVRFDNGDGFGLSTSYDFGMGISAAAAYTSSDR

TNDQMTQTNARGDKAEAWTAGLKYDANDIYLATMYSETRNMTPYGNDGVANKTQNFE

VTAQYQFDFGLRPAISYLQSKGKDLYNNGRYADKDLVKYMDVGATYYFNRNMSTYVD

YKINLLDGNDKFYEDNGISTDNIVALGLVYQF

Identification and Characterization 

of a New Porin Gene of Klebsiella 

pneumoniae: Its Role in b-Lactam 

Antibiotic Resistance. J Bacteriol. 

1999 May;181(9):2726-32.
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Anexo I - Genes de mecanismos de resistência determinados pelo SCG em 10 isolados de K.pneumoniae resistentes aos 
carbapenêmicos sem carbapenemase. 

  
TSA (µg/mL) ST CC Genes (bla) de resistência  

 Porinas deletérias Bomba efluxo 

N 
 

Ert Imi Mer 
    

OmpK 35 OmpK 36 Ompk 37 família RND  

1 
 

4 <=0,25 0,5 15 St SHV-28, TEM-1b, CTX-M-15,OXA-1 
 

PSM T222L, A183_T184_insLSP ND 

2 
 

>=8 1 4 15 St SHV-28, TEM-1b, CTX-M-15,OXA-1 
 

PSM T222L, A183_T184_insLSP, M1_L14del ND 
CRP, H-NS, 
acrA, marA 

3 
 

>=8 1 2 15 St SHV-28, CTX-M-15,OXA-1 
 

PSM 

D39G, G40N, Y43R, S45G,D47R, D51Q, 
G52F, D53S, Q54L, T55Q, Y56T, T222L, 

A183_T184insLSP, 
G40_L41insDSNLLIVFYVQIVPDDFVMQb, 
K48_D49insGLPAQPCQMLSQIQVVSLNS

LRVTLTDb 

ND 
CRP, H-NS, 
acrA, marA 

4 
 

>=8 0,5 4 101 St SHV-1, CTX-M-15, OXA-1 
 

PSM 
A190W, G133_G134_insGD, 

N304_G305_insR 
ND 

CRP, H-NS, 
acrA, marA 

5 
 

>=8 <=0,25 2 11 258 SHV-11, CTX-M-15, OXA-1 
 

PSM 
T222L, A183_T184_insLSP, 

G134_D135_insD 
ND 

CRP, H-NS, 
acrA, marA 

6 
 

>=8 4 >=16 11 258 SHV-11, CTX-M-15, OXA-1 
 

PSM 

T222L, Y306S, D308R, 

A183_T184_insLSP, 
L303_N304_insEGRT 

N230G, 
M233_T234in

sHYTH 

CRP, H-NS, 
acrA, marA 

7 
 

>=8 1 4 11 258 SHV-11, TEM-1b, OXA-2 
 

G114_R115ins
VTTARSTTSK

RQPICW, 
R115L, Y117G, 
G118A, I120T, 

Y121A, 
D122G, V123T, 
E124I, A125P, 

D128T 

T222L, A183_T184_insLSP 
N230G, 

M233_T234in
sHYTH 

CRP, H-NS, 
acrA, marA 

8 
 

>=8 <=0,25 1 16 St SHV-1, CTX-M-2, OXA-2 
 

Q288del 
A190W, G133_G134insGD, 

N304_G305insR 
ND 

CRP, H-NS, 
acrA, marA 

9 
 

8 <=0,25 1 16 St SHV-1, CTX-M-2, OXA-2 
 

Q288del G133_G134_insGD, N304_g305_insR ND 
CRP, H-NS, 
acrA, marA 

10   >=8  4 >=16 16 St SHV-1, CTX-M-2, CTX-M-15,OXA-2   Q288del 
A190W, G133_G134insGD, 

N304_G305insR 
ND 

CRP, H-NS, 
acrA, marA 

TSA: teste de sensibilidade aos antimicrobianos, Ert: ertapenem, Imi: imipenem; Mer: meropenem; St: single ton; ST: sequence type, CC: complexo clonal; OmpK 35, OmpK 

36, OmpK 37: out-membrane protein (proteína de membrana externa); PSM: presente sem mutação; ND: porinas não deletérias;b G40_L41insDSNLLIVFYVQIVPDDFVMQ, 

K48_D49insGLPAQPCQMLSQIQVVSLNSLRVTLTD estas sequencias de inserção são fragmentos da ISKpn14; Novas mutações em porinas deletérias: A190W, Y306S, 

D308R; Novas mutações em porinas não deletérias: D224E, Q227S, L228V, S346K, N304S,R345H, G189T
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