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RESUMO  

 

O Comitê Europeu de Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos (EUCAST) propôs 

um teste rápido de suscetibilidade antimicrobiana (RAST) por disco-difusão 

diretamente de frascos de hemoculturas positivas usando menor tempo de incubação e 

pontos de corte específicos para a interpretação dos halos de inibição. O objetivo deste 

estudo foi avaliar essa técnica após 4 e 6 h de incubação para isolados clínicos de 

Enterobacteriaceae usando os pontos de corte ‘‘RAST breakpoints” estabelecidos pelo 

EUCAST. Um total de 61 isolados de Escherichia coli e Klebsiella spp. oriundos de 

frascos de hemocultura (BacT/Alert FA Plus) incubadas no sistema BacT/Alert foram 

avaliados. Os resultados foram interpretados usando os pontos de corte RAST (4-6 h), 

bem como os pontos de corte convencionais do EUCAST. Foram avaliados os 

resultados de concordância categórica (CA), erros menores (mE), erros maiores (EM) e 

erros muito maiores (VME). O índice de PABAK foi utilizado para avaliar a correlação 

entre a leitura rápida e a leitura convencional. Embora tenha sido possível observar a 

formação de halos de inibição de E.coli e Klebsiella spp. após 4 h de incubação, uma 

observação mais nítida só foi possível após 6 h de incubação. O RAST em 6 h 

apresentou melhores resultados de concordância e erros categóricos (CA = 94,4%, mE = 

4,3%, EM = 0,8% e VME = 0,4%) comparado ao RAST em 4 h (CA = 84,3%, mE = 

13,0%, ME = 3,2% e VME = 0,4%). Em 4h, usando pontos de corte convencionais, 

renderam uma CA, mE e ME de 43,3%, 34,6% e 22,2%, respectivamente. As leituras 

em 6h, utilizando pontos de corte de referência, indicaram CA, mE e ME de 54,9%, 

36,9% e 8,1%, respectivamente. Não foi observado VME em ambos os horários. A 

interpretação da leitura rápida (4 h ou 6 h) feita com os pontos de corte convencionais 

apresentaram resultados insatisfatórios. Esses dados indicam que as leituras em 6 h, 

usando os pontos de corte proposto pelo EUCAST (RAST breakpoints) para todos os 

antibióticos testados neste estudo (com exceção da amicacina), podem ser usadas no 

laboratório de microbiologia clínica para antecipar os resultados do TSA das 

hemoculturas. As leituras realizadas em 4h (RAST breakpoints) também podem ser 

usadas, mas não para todos os antibióticos. 

 

Palavras-chave: Hemocultura; EUCAST, Disco difusão; Teste rápido de 

susceptibilidade antimicrobiana. 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

The European committee on antimicrobial susceptibility testing (EUCAST) has 

proposed a rapid antimicrobial susceptibility test (RAST) by disk diffusion test directly 

from positive blood culture bottles using specific breakpoints interpretation for a short 

incubation time. The aim of this study was to evaluate the disk diffusion technique after 

4 and 6 h directly from positive blood culture bottles of Enterobacteriaceae using the 

RAST breakpoints established by EUCAST. A total of 61 isolates of Escherichia coli 

and Klebsiella spp. were selected after the blood culture bottles (containing BacT/Alert 

FA Plus) flagged positive. The results were assessed using the RAST breakpoints (4–6 

h) as well as the standard breakpoints (18 h) from EUCAST. Results of categorical 

agreement (CA), minor errors (mE), major errors (ME) and very major errors (VME) 

were evaluated. The PABAK index was used to evaluate the correlation between early 

and standard readings. The vast majority of the zone diameters of  E. coli and Klebsiella 

spp. were optimally readable after 6 h of incubation. RAST in 6 h presented best results 

of categorical concordance and errors (CA = 94.4%, mE = 4.3%, ME = 0.8%, and VME 

= 0.4%) compared to RAST in 4 h (CA = 84.3%, mE = 13.0%, ME = 3.2%, and VME = 

0.4%). Readings at 4h using reference breakpoints rendered CA, mE, and ME of 43.3%, 

34.6%, and 22.2%, respectively. No VME were observed. Readings at 6h using 

reference breakpoints indicated CA, mE, and ME of 54.9%, 36.9%, and 8.1%, 

respectively. No VME were observed. The interpretation of rapid readings (4–6 h) with 

the conventional breakpoints presented unsatisfactory results. These data indicate that 

the early readings in 6 h using the RAST breakpoints for all antibiotics tested in this 

study (except amikacin) may be used in the clinical microbiology laboratory to 

anticipate the AST results of blood cultures. Early readings at 4 h (RAST breakpoints) 

may also be used, but not for all antibiotics. 

 

Keywords:  Blood culture; EUCAST, Disk Diffusion; Rapid antimicrobial 

susceptibility test 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente, um dos principais desafios para os laboratórios de microbiologia é 

obter resultados do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) de forma mais 

ágil e rápida que o convencional (16-20 h). Embora existam equipamentos que auxiliam 

no processo de identificação e no perfil de suscetibilidade bacteriana, ainda há muitos 

procedimentos que são realizados manualmente e precisam de testes complementares 

que requerem tempo. 

Nos laboratórios de microbiologia de rotina existem diversos métodos in vitro 

para a determinação da suscetibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos. Estes 

métodos incluem disco difusão (antibiograma ou Kirby-Bauer), fita de gradiente 

(Etest
®
, MICE

®
 etc.), microdiluição em caldo e sistemas automatizados para teste de 

suscetibilidade (1). O teste de disco difusão (DD), descrito por Bauer e colaboradores 

em 1966, é considerado o método mais utilizado para a determinação da suscetibilidade 

aos antimicrobianos (2). O DD tem como vantagem seu baixo custo, a simplicidade da 

técnica e a fácil visualização fenotípica do crescimento bacteriano (3,4). Contudo, como 

o DD somente pode ser realizado após o crescimento bacteriano, um resultado de 

identificação da bactéria e de sua suscetibilidade aos antimicrobianos necessita, pelo 

menos, dois dias após a cultura primária do material clínico.  

No passado, estudos foram realizados propondo a leitura rápida do teste de DD, 

indicando que seria possível observar crescimento bacteriano em períodos mais curtos 

de incubação, no entanto, estes estudos não propuseram pontos de cortes específicos 

para leituras mais rápidas que fossem padronizados (5,6). Com a necessidade de liberar 

um pré-resultado para o clínico, muitos laboratórios acabam realizando leituras em 

tempos mais curtos, quando a visualização do crescimento bacteriano é possível, e 

utilizam os pontos de corte convencionais (16-20 h) para as interpretações. Assim, o 

revés para realização das leituras mais rápidas dos halos de inibição do teste de DD é 

não haver padronização de pontos de corte específicos para esta metodologia.  

O resultado do TSA bem como da detecção de eventuais mecanismos de 

resistência da bactéria são importantes para a escolha do tratamento adequado ao 

paciente. Atualmente, há dois grupos internacionais responsáveis pela definição de 

padrões e normas do teste de suscetibilidade que possuem diretrizes publicadas e pontos 

de corte estabelecidos, o The Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) e o 

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (7,8). 
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Infelizmente, os pontos de corte para leituras convencionais do TSA, propostos por 

estas organizações, podem diferir entre eles, podendo estorvar microbiologistas, clínicos 

e fabricantes de dispositivos para os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (9). No 

Brasil, a interpretação dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos deve ser realizada 

de acordo com os documentos do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing (BrCAST), a versão brasileira do EUCAST, conforme estabelecido pela 

Portaria 64 de 11/12/2018 do Ministério da Saúde (10). 

Em 2014, o CLSI formou um grupo de trabalho para tratar da padronização do TSA 

direto de hemocultura e leitura em menor tempo do teste de DD, porém não obtiveram 

bons resultados (11). Em 2018, o EUCAST oficializou uma nova padronização de TSA 

direto de hemocultura e pontos de corte para leituras em 4, 6 e 8 horas. O método foi 

validado para as espécies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium e para Acinetobacter baumannii (12).  

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o TSA pela técnica de DD 

após 4 e 6 h de incubação direto de hemoculturas positivas de duas espécies da família 

Enterobacteriaceae usando os pontos de corte estabelecidos pelo EUCAST para a 

leitura rápida (RAST - Rapid Antimicrobial Susceptibility Test breakpoints). 

 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Sepse  

 

A sepse, é compreendida como uma inflamação sistêmica grave. Caracteriza-se 

por um desbalanceamento hemodinâmico frente a agentes infecciosos e liberação 

exacerbada de medidores inflamatórios na circulação sanguínea. A sintomatologia da 

resposta séptica é decorrente da resposta imune, porém há uma complexa interação 

entre processos inflamatórios, coagulantes e fibrinolíticos, que ocorre em resposta a 

infecção bacteriana. O início desses três processos simultaneamente pode desencadear 

disfunção endotelial, falência múltipla dos órgãos culminando e se não houver 

tratamento, com o óbito (13˗15). 

O primeiro estudo brasileiro de grande porte abordando este tema foi o Brazilian 

Sepsis Epidemiological Study (BASES), que traçou o perfil de pacientes admitidos nas 
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UTI das regiões Sul e Sudeste, foi observada uma incidência de 30,5% de pacientes 

internados com sepse, e foi estabelecido que a diferença da taxa de sobrevivência entre 

os pacientes sépticos e não sépticos após 28 dias de internação foi de 66% e 88%, 

respectivamente (16). 

Em 2017, dados epidemiológicos da sepse em unidades de terapia intensiva 

brasileira mostraram que a incidência, prevalência e mortalidade de sepse tratada em 

UTI são altas no Brasil, resultando em uma estimativa de mais de 200 mil mortes em 

pacientes adultos com sepse tratada por ano. Os dados sobre sepse dos países de renda 

média, como o Brasil são poucos documentados e é de extrema importância identificar o 

efeito da sepse nesses locais. É necessária a atenção em ambientes com recursos 

limitados para estabelecer medidas preventivas para reduzir esse ônus e estabelecer 

iniciativas de melhoria da qualidade que visam reconhecer a sepse mais cedo e sugerir 

tratamento adequado (17). 

Dados do Instituto Latino Americano da Sepse mostram que a taxa de 

mortalidade relacionada à sepse, nos hospitais privados e públicos brasileiros, variam de 

30% a 70%, respectivamente (17,18). Fatores relacionados à mortalidade incluem o 

tratamento antimicrobiano inadequado ao agente infeccioso e a demora em iniciar a 

antibioticoterapia. Há, portanto, a clara necessidade de identificação rápida do agente 

infeccioso bem como a determinação do seu perfil de suscetibilidade in vitro, visto que 

a rapidez da emissão desses resultados para o clínico está diretamente relacionada ao 

prognóstico do paciente (19,20). 

A hemocultura é o padrão-ouro para o diagnóstico microbiológico de 

bacteremia, sua importância é inquestionável quando obtemos, através delas, o 

microrganismo causal e a sua susceptibilidade aos antimicrobianos (21). A hemocultura 

depende da multiplicação de bactérias nos frascos, detectada quando um determinado 

valor de corte relacionado ao metabolismo e o número de microrganismos é alcançado e 

da necessidade de um tempo mais prolongado para a obtenção dos resultados. Porém é o 

método que está disponível na grande maioria dos laboratórios de rotina dos hospitais 

(21˗23). 

As diretrizes para tratamento da sepse indicam que os pacientes devem iniciar 

tratamento empírico o mais breve possível conforme os dados epidemiológicos locais 

(normalmente disponibilizados pelas Comissões de Controle de Infecção Hospitalar da 

instituição). Quando identificado o agente infeccioso, o tratamento deve ser ajustado 

utilizando-se o antimicrobiano mais adequado, de menor espectro, conforme o perfil de 
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suscetibilidade in vitro. O risco desta estratégia é o emprego excessivo de 

antimicrobianos. Além disso, o aumento da utilização de antibióticos de amplo espectro 

no tratamento empírico pode acarretar na elevação de custos e no aumento de 

resistência bacteriana (24,25).  

Assim, para a obtenção de melhores resultados no tratamento de pacientes 

sépticos, bem como para diminuição de custos, é necessário otimizar o uso de 

antimicrobianos. Nesse aspecto, merece destaque a estratégia de descalonamento e a 

monitorização da adequabilidade antibiótica. O descalonamento antibiótico é definido 

como estreitamento do espectro antimicrobiano orientado pela suscetibilidade in vitro 

do patógeno, diminuindo as possibilidades de gerar resistência bacteriana. Assim que 

possível, portanto, deve-se limitar o espectro antibiótico, levando em conta a condição 

clínica do paciente, a suscetibilidade aos antimicrobianos não somente do patógeno 

causador da sepse, mas também de eventuais outros patógenos identificados nos 

resultados das culturas bacteriológicas do paciente. Outro aspecto importante a ser 

considerado é a suspensão total do uso de antibiótico quando não houver confirmação 

de infecção bacteriana (26). 

Em termos dos agentes etiológicos, tanto bactérias Gram-negativas como Gram-

positivas estão implicadas. No maior estudo brasileiro já publicado, contando com 75 

UTIs, os bacilos Gram-negativos representaram a maior parte dos casos (cerca de 70%), 

em que o agente foi identificado, seguidos dos cocos Gram-positivos (cerca de 30%), 

especificamente Staphylococcus aureus (27).  

 

 

2.2 Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos 

 

A escolha do antibiótico mais adequado deve levar em conta a informação 

obtida nos testes de sensibilidade após o isolamento e caracterização do agente 

etiológico. O TSA determina o perfil de sensibilidade de uma determinada bactéria 

frente aos antimicrobianos de escolha e é indicado para microrganismos que podem 

desenvolver resistência adquirida aos agentes antimicrobianos geralmente utilizados no 

tratamento de infecções por aquela determinada bactéria (1,7). 

Diversos métodos podem ser empregados para a avaliação da suscetibilidade in 

vitro do microrganismo aos antimicrobianos. Os principais testes de suscetibilidade 

convencionais podem ser divididos em testes qualitativos, sendo o método de DD 
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(Kirby-Bauer) o mais amplamente difundido e utilizado nos laboratórios de 

microbiologia; e os testes quantitativos como o teste com fita de gradiente de 

concentração e os testes de diluição em caldo (macrodiluição ou microdiluição). 

Embora os métodos quantitativos sejam técnicas que geram informações mais precisas 

(determinam a concentração inibitória mínima – CIM – do antibiótico), a diluição em 

caldo e a fita de gradiente são de maior custo e muito trabalhosos, respectivamente. 

 O método de DD foi idealizado por Bauer et al  em 1966 e é um método prático, 

eficiente e os materiais de consumo apresentam baixo custo, além de apresentar boa 

flexibilidade para a escolha dos antimicrobianos (2). O teste de DD é o mais utilizado 

nos laboratórios de microbiologia mundialmente e, por ser um método é qualitativo, 

permite classificar a bactéria como “sensível (S)”, “sensível aumentando a exposição 

(I)” ou “resistente (R)” ao antimicrobiano. O princípio do teste por DD baseia-se na 

difusão, através do ágar, de um antimicrobiano, com determinada concentração, 

impregnado em um disco de papel-filtro. A difusão do antimicrobiano pode levar à 

formação de um halo de inibição do crescimento bacteriano, cujo diâmetro é 

inversamente proporcional à concentração inibitória mínima (CIM). Um dos aspectos 

que influencia o tempo (e a precisão) do antibiograma através da técnica de DD é a 

leitura, a qual normalmente é feita de forma manual com auxilio de uma régua ou 

paquímetro, e interpretação dos halos de inibição (7). 

Um aspecto negativo bastante importante em relação aos testes de 

suscetibilidade convencionais (DD, testes de diluição e fita de gradiente) é que esses 

testes necessitam de 16 a 24 horas, após o isolamento bacteriano em cultura pura, para 

que possam ser lidos e interpretados. Isso faz com que o resultado do TSA convencional 

somente esteja disponível para ser avaliado pelo clínico após o início da 

antibioticoterapia no paciente com o processo infeccioso.  

Existem métodos automatizados disponíveis no Brasil - sistemas MicroScan 

Walkaway
®
 (Siemens), Phoenix

®
 (BD) e o VITEK

®
 (bioMérieux) – os quais tem a 

capacidade de fornecer o resultado do TSA em menos tempo ( 3 a 7 horas) que os testes 

convencionais. O resultado rápido é possível porque os métodos automatizados 

mencionados acima não utilizam técnicas de difusão do antibiótico, mas sim 

concentrações pré-definidas do mesmo em um sistema fechado (poços em cartões de 

acrílico, por exemplo). O crescimento (ou ausência de) bacteriano no poço com 

antimicrobiano é monitorado através da avaliação de densidade ótica por fotometria. 

Como a medida por fotometria é mais sensível que a avaliação pelo olho humano o 
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resultado da suscetibilidade ao antibiótico é agilizado. Os sistemas automatizados acima 

citados, no entanto, apresentam alto custo seja para a aquisição do equipamento ou 

mesmo para os reagentes de consumo o que inviabiliza sua utilização em laboratórios de 

pequeno porte (28,29).  

Existem equipamentos semi-automatizados os quais facilitam e agilizam a 

leitura do teste de DD (sistemas Osiris
®
 e Adágio

®
 - Bio-Rad; sistema Biomic

®
 - 

Liofilchem).  Estes equipamentos normalmente se baseiam na utilização de um sistema 

de digitalização da placa do teste de suscetibilidade por DD. A imagem da placa de 

antibiograma com os discos de antibióticos é processada em software o qual permite 

estimar, de forma quase instantânea, as zonas de inibição em milímetros. Conforme 

estudos já realizados com o sistema Osiris
®
 em relação à leitura manual do teste de DD, 

foi demonstrado que esse equipamento é uma ferramenta rápida, de fácil manuseio e 

confiável para medir os halos em torno dos discos na placa de antibiograma (30,31). 

 Outros métodos que têm a capacidade de avaliar se não a suscetibilidade, mas 

sim a resistência aos antimicrobianos são os testes genotípicos, os quais têm a vantagem 

de liberar os resultados em poucas horas após o crescimento bacteriano. A desvantagem 

destes métodos é seu alto custo, sua baixa flexibilidade e, como mencionado, o fato que 

não avaliarem a suscetibilidade, mas apenas a presença de genes de resistência 

bacteriana (32). 

 Uma forma de tentar diminuir o tempo do TSA seria realizá-lo diretamente do 

material biológico, mas esse tipo de metodologia não é padronizado principalmente por 

ser influenciada por interferentes extrínsecos da amostra clínica. Outra forma de 

diminuir o tempo do TSA por DD seria ler os resultados dos halos de inibição assim que 

os mesmos se tornassem visíveis e não somente após a incubação por tempo 

padronizado (16-20 h). Em ambos os casos acima, seria necessária a padronização tanto 

da técnica de confecção do teste por DD bem como de eventual ajuste dos pontos de 

corte dos halos de inibição formados na leitura rápida. 

 

 

2.2.1 Pontos de corte e interpretação  

 

Os pontos de corte são medidas numéricas usadas para definir a suscetibilidade e 

a resistência dos antibióticos a partir da medida do diâmetro do halo de inibição dos 
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discos de papel de filtro impregnados com antimicrobianos no teste de DD ou a partir da 

CIM nos testes quantitativos (33).  

Conforme o EUCAST/BrCAST, um microrganismo é categorizado como 

“Sensível”" quando há uma alta probabilidade de sucesso terapêutico utilizando o 

regime de dosagem padrão do agente antimicrobiano. Um microrganismo é 

categorizado como “Sensível aumentando a exposição” quando há uma alta 

probabilidade de sucesso terapêutico porque a exposição foi aumentada ajustando-se o 

regime de dosagem ou sua concentração no local de infecção. Um microrganismo é 

categorizado como “Resistente” quando há alta probabilidade de falha terapêutica 

mesmo com o aumento da exposição (7,12,34). Além destas interpretações, 

recentemente foi estabelecido o conceito de “Área de Incerteza Técnica” (AIT) que 

indica intervalos (tanto no teste de DD como nos testes quantitativos) os quais não 

podem ser interpretados de forma confiável. A AIT serve para advertir o laboratório 

sobre a incerteza do resultado do TSA onde a interpretação é duvidosa sendo que o 

laboratório deve repetir o teste, realizar um teste alternativo e reportar como resultado 

duvidoso, ou mesmo como “Resistente” (no caso de existir outras alternativas de 

antibióticos classificados como “Sensíveis”). O EUCAST estabeleceu para a ordem 

Enterobacterales que a faixa de AIT seja idêntica a faixa que classifica o isolado como 

“Sensível aumentando a exposição” e somente para os antibióticos Amoxicilina, Ácido 

Clavulânico, Piperacilina-tazobactam, Ceftarolina e Ciprofloxacino. Os demais 

antibióticos não apresentam valores para a AIT para Enterobacterales (12). 

 

 

2.2.2 Critérios de exatidão do TSA  

 

Food and Drug Administration (FDA) é um órgão Estadunidense que estabelece 

critérios de exatidão (desempenho, reprodutibilidade e controle de qualidade) para testes 

laboratoriais, o que inclui o TSA. Nos dados comparativos de desempenho de uma nova 

metodologia de TSA, por exemplo, devem ser considerados diversos parâmetros como a 

Concordância de Categoria (Categorical Agreement, CA), o Erro Menor (Minor Error, 

mE), Erro Maior (Major Error, ME) e o Erro Muito Maior (Very Major Error, VME). 

A CA é a comparação do método teste com o método de referencia em relação à 

classificação da categoria de interpretação (“Resistente”, “Sensível aumentando a 

exposição” ou “Sensível”). Quando os resultados do método teste forem divergentes em 



 
 

16 
 

relação às categorias de suscetibilidade do método referência, os mesmos são 

classificados conforme abaixo: 

 mE: quando o resultado de suscetibilidade do método teste for categorizado 

como “I” e o método padrão for categorizado como “S” ou “R” e vice-versa.  

 ME: indica falsa resistência, ou seja, quando o método teste for categorizado 

como “R” e o método padrão for “S”. 

 VME: indica falsa sensibilidade, ou seja, quando o resultado produzido pelo 

método teste for categorizado como “S” mas no método padrão for “R”. 

 

O FDA considera como desempenho aceitável para os dados clínicos quando os 

resultados apresentarem CA ≥ 90%, mE ≤ 10%, ME ≤ 3% e VME ≤ 1,5% (34). 

 

 

2.3 Instituições internacionais de padronização do TSA  

 

 A adoção de diretrizes para o TSA nos EUA é sempre regulamentada pelo 

FDA, sendo o CLSI aceito como padronização para todo o território Norte Americano. 

De fato, o CLSI é a instituição de padronização do antibiograma que sempre teve a 

maior abrangência mundial.  Porém, o instituto americano possui como principal 

problema ser utilizado em laboratórios de microbiologia com menores recursos 

econômicos, os custos de acesso aos documentos das padronizações. Para ter acesso às 

padronizações que são atualizadas anualmente há a necessidade de pagamento de US 

$350 para membros do CLSI em torno de US $500 para não-membros, sendo um 

problema para muitos laboratórios de microbiologia. Além disso, existe a possibilidade 

de influência direta da indústria farmacêutica no estabelecimento das diretrizes bem 

como na determinação dos pontos de corte visto que membros da indústria fazem parte 

do CLSI (9). 

 Alguns países europeus criaram seus próprios institutos de padronização sendo 

que em muitas situações os pontos de corte para interpretação do TSA eram diferentes 

devido a variações de metodologias utilizadas nesses países (35). 

 Em 1997 foi criado, a partir da união de vários comitês nacionais europeus, o 

“European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” com o objetivo de 

unificar a padronização europeia do TSA. O EUCAST é um comitê referendado pela 

“European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases” (ESCMID) e pelo 
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“European Centre for Disease Prevention and Control” (ECDC) e tem como um dos 

principais objetivos estabelecer e revisar os pontos de corte de interpretação do TSA os 

quais se baseiam em estudos de farmacocinética e farmacodinâmica bem como em 

dados epidemiológicos. Assim como o CLSI, o EUCAST faz atualizações anualmente, 

porém as normas e documentos com as tabelas de porte de corte, interpretações e dados 

para interpretações do TSA estão disponíveis gratuitamente no site da instituição 

(eucast.org). Além disso, a indústria farmacêutica não tem permissão de participação 

direta nas decisões, tendo apenas a função consultiva. Por serem dados construtivos e 

confiáveis para executar e interpretar os testes de suscetibilidade antimicrobiana, as 

normas do EUCAST vêm sendo implementadas por toda a Europa e em muitos outros 

países fora do continente europeu (9,35).  

 Em meados de 2010, o EUCAST incentivou os países a formarem os “National 

AST Committees” (NACs), que são comitês específicos dos países que utilizam as 

normatiovas do EUCAST para o TSA. Os NACs têm como objetivo auxiliar na 

formação de estratégias sobre TSA coerentes com as caracterísiticas dos seus países, 

bem como na implementação de pontos de corte e métodos de avaliação da qualidade.  

Os NACs têm como finalidade determinar e rever periodicamente pontos de 

corte para interpretação dos TSA para uso clínico e com finalidade epidemiológica de 

acordo com a realidade de cada país, liderar e promover o desenvolvimento e 

padronização dos testes de sensibilidade antimicrobiana in vitro, liderar e promover o 

desenvolvimento da garantia e controle da qualidade e da educação e treinamento TSA 

(36). 

O Brasil foi um dos países fora do continente europeu que criou um “NAC”: 

Devido a necessidade de uma padronização brasileira do TSA foi criado o BrCAST 

(“Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing”) – Comitê Brasileiro de 

Teste de Suscetibilidade. O BrCAST foi constituído pelas 4 principais sociedades 

brasileiras relacionadas a microbiologia, doenças infecciosas e diagnóstico laboratorial: 

Sociedade Brasileira de Análises Clínicas, Sociedade Brasileira de  Infectologia, 

Sociedade Brasileira de Microbiologia e Sociedade Brasileira de Patologia Clínica e 

Medicina Laboratorial) e tem como finalidade padronizar a nível nacional as normas do 

teste de suscetibilidade aos antimicrobianos adaptando os conceitos do EUCAST  à 

realidade dos laboratorios de microbiologia no Brasil (36).  O BrCAST foi oficialmente 

estabelecido como a padronização a ser seguida no território nacional a partir da 

Portaria 64 publicada no Diário Oficial da União em 11 de dezembro de 2018 (10). 

http://www.eucast.org/organization/nac/
http://www.eucast.org/organization/nac/
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 2.4 Leitura rápida do TSA 

 

A metodologia padrão utilizada no TSA prevê a leitura do teste de DD, no geral, 

em 16-20 h o que é um período bastante longo e que poderia afetar as primeiras 

decisões de tratamento nos estágios iniciais do processo infeccioso (como a sepse, por 

exemplo). Muitas situações clínicas que necessitam de urgência os resultados 

laboratoriais se beneficiam se os resultados do TSA estiverem disponíveis mais cedo (6, 

37, 38). Alguns estudos avaliaram metodologias de leitura rápida (6 a 8 h) do teste de 

DD (5,39˗42). Entretanto, foi observado que a leitura rápida seria precisa apenas para 

certos grupos de organismos (39). Em 2018, Weme e colaboradores realizaram um 

estudo validando o teste de DD direto do frasco de hemocultura e realizando leituras das 

zonas de inibição do disco em 3 e 4 h. Em 3 h foi possível realizar a leitura somente 

para 70% das Enterobacterales, onde a maioria dos isolados do estudo pôde ser 

interpretado a partir de 3,5 h. O melhores resultados obtidos de leitura rápida foram para 

o microrganismo E. coli, já para as Gram-positivas, os resultados obtidos foram bons 

somente após 4 h. Apesar de o estudo ter apresentado bons resultados de uma forma 

geral, o autor reiterou a necessidade de haver pontos de corte específicos para leituras 

rápidas, que pudessem ser equivalentes a leituras no horário padronizado de 18 h (43). 

 

 

2.5 TSA direto de frascos de hemocultura   

 

 O teste de DD pode ser realizado diretamente do frasco de hemocultura que 

indica presença de crescimento bacteriano, pois nesses casos já deve existir dentro do 

frasco uma quantidade de células bacterianas suficientes para serem semeadas no meio 

de cultura para realização do teste. Assim, seria evitada a etapa de repique do frasco de 

hemocultura para meio de cultura sólido para isolamento das colônias bacterianas, o que 

abreviaria o tempo de liberação do TSA em 16-20 h. Portanto, o teste direto do frasco 

de hemocultura permitiriam a emissão do resultado da suscetibilidade in vitro em tempo 

significativamente mais curto (44). Esse tipo de metodologia já foi avaliada em diversos 

estudos e apesar de apresentar altos índices de concordância de categoria, tem 

apresentado muitos mE e ME, devido, muito provavelmente,  à falta de padronização do 

inóculo bacteriano (44-50). 
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  Em 1979, Fay et al relatou que o uso de um volume de 0,03 mL do frasco de 

hemocultura com crescimento bacteriano para fazer TSA direto  produziu resultados de 

CA 94,6% aos resultados obtidos pelo método padrão (50). Por outro lado, Menon e 

colaboradores em 2016, o teste direto de hemocultura, retirando uma gota de sangue e 

adicionando em 1,8 mL de solução salina a 0,45% (45). Embora o estudo de Menon e 

colaboradores não tenha avaliado a CA, os autores informaram que os resultados foram 

satisfatórios em comparação com o método padrão. Outros estudos com teste direto do 

frasco de hemocultura também descreveram boas taxas de concordância e erros baixos. 

Deve ser considerado, no entanto, que os estudos utilizaram diferentes técnicas 

referentes ao preparo do inóculo bacteriano a partir do frasco de hemocultura (44˗46). 

 Em 2012 o EUCAST afirmou que não existem métodos validados com a 

quantidade correta de inóculo para a realização do teste direto de suscetibilidade de 

frascos de hemocultura. Seria necessário desenvolver estudos para estabelecer uma 

técnica padronizada que fosse confiável e reprodutível (45,51). 

 Em 2018, Chandrasekaran e colaboradores (11) publicaram um trabalho 

utilizando a metodologia de DD direto do frasco de hemocultura. Os isolados 

selecionados para este estudo foram Gram-negativos, como K. pneumoniae, Proteus 

mirabilis, Enterobacter aerogenes, E.cloacae, Citrobacter freundii, E. coli, P. 

aeruginosa, A. baumannii e Serratia marcescens. Estes microrganismos possuíam 

resistência aos carbapenêmicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos, 

também se incluíam bactérias produtoras de ESBL e AmpC,  obtendo CA = 87,8%, e 

apenas 3% de ME. O grupo, em parceria com o CLSI, também tentou realizar leituras 

mais cedo (6 h), porém obteve resultados não satisfatórios e não aceitáveis de acordo 

com as recomendações do FDA (CA = 58,9%, VME = 2,2% e ME = 25,4%).  

 

 

2.6 TSA rápido direto de frascos de hemoculturas 

 

De acordo com os estudos citados acima, ficou demonstrado que seria possível 

realizar o TSA direto dos frascos de hemocultura tanto para a identificação quanto para 

determinação do perfil de sensibilidade do microrganismo. No entanto, havia a 

necessidade de se estabelecer normativas de padronização do TSA direto de 

hemocultura para que o método pudesse ser considerado reprodutível e ser indicado 

para realização em laboratórios de microbiologia de rotina. 
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 No final de 2018, o EUCAST publicou uma metodologia padronizando pontos 

de corte para leituras rápidas de TSA por DD direto de frascos de hemoculturas 

positivas, o “RAST breakpoints” (direct and rapid antimicrobial susceptibility test from 

blood cultures). Utilizando essa metodologia, o TSA poderia ser realizado direto (e com 

leituras em 4, 6 e 8 h) de frascos de hemocultura na forma de técnica padronizada (12). 

Em 2019, Kahlmeter e colaboradores (ESCMID eLibrary 2019 Multi-laboratory 

evaluation in southern Europe of the EUCAST method for rapid antimicrobial 

susceptibility testing directly from positive blood cultures) realizou um estudo entre 40 

laboratórios dos países Nórdicos (Dinamarca, Finlândia, Islândia, Noruega e Suécia) 

utilizando a metodologia RAST para K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus 

(8). Em 6 h todos os halos puderam ser lidos tanto para as amostras Gram-positivas 

quanto Gram-negativas, porém em 4 h a leitura não foi satisfatória para os bacilos 

Gram-negativos não fermentadores da glicose e Gram-positivos. Além disso, a leitura 

em 4 h foi a que mais apresentou AIT. Os “RAST breakpoints” apresentaram-se 

apropriados para amostras que possuíam um alto grau de resistência.   

 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

  Mundialmente, a sepse é uma das doenças com maior mortalidade. É cada vez 

mais frequente o protagonismo de microrganismos multirresistentes, ao mesmo tempo 

em que se esgotam as possibilidades de desenvolvimento de novos antimicrobianos.  

Dessa forma, otimizar o uso dos antibióticos é extremamente relevante. 

 O tratamento da sepse seria mais adequado se a escolha inicial do 

antimicrobiano não fosse baseada apenas em dados epidemiológicos locais, mas 

também no perfil de susceptibilidade in vitro da bactéria, em particular dos bacilos 

Gram-negativos da Ordem Enterobacterales, mais prevalentes em infecções 

generalizadas e no descalonamento, estreitamento do espectro antimicrobiano orientado 

pela suscetibilidade do patógeno, diminuindo as possibilidades de gerar resistência 

bacteriana (18). 

  O TSA por DD padrão requer entre 16 às 22 h de incubação para ser realizada a 

leitura dos halos de inibição e esse tempo inviabiliza a informação em tempo hábil para 

o clínico. Há a necessidade de se obter resultados mais rápidos, mas também confiáveis 

do TSA direto de frascos de hemocultura positiva, mas seguindo uma metodologia 
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padrão como o RAST (EUCAST). Além disso, é importante que uma nova metodologia 

(no caso o RAST) seja testada e validada em comparação com a metodologia padrão e 

utilizando amostras bacterianas com perfil regional, por tratar-se de estudo unicêntrico, 

realizado em hospital público, terciário, acadêmico do sul do Brasil. 

 

4 OBJETIVO 

 

 O objetivo deste estudo foi avaliar os resultados do TSA de 

Enterobacteriaceae por DD após 4 e 6 h diretamente de frascos positivos de 

hemocultura usando os pontos de corte RAST estabelecidos pelo EUCAST. 

 

 4.1 Objetivos específicos 

 

 Comparar os pontos de corte para leituras do teste de DD de hemoculturas 

positivas em 18 h a partir de colônias isoladas com os novos pontos de corte 

para leitura em tempos mais curtos (4 e 6 h) pelo EUCAST; 

 Determinar qual o menor tempo de leitura mais adequado e seguro para o TSA 

por de DD; 

 Validar a nova metodologia (no caso o RAST) em comparação com a 

metodologia padrão utilizando amostras bacterianas (isolados E.coli e Klebsiella 

spp.) de perfil regional, realizado em hospital público, terciário, acadêmico do 

sul do Brasil. 
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Abstract 

 

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) has 

proposed a rapid antimicrobial susceptibility test (RAST) using a short incubation time 

directly from positive blood culture bottles. The aim of this study was to evaluate the 

disk diffusion technique after 4 and 6 h directly from positive blood culture bottles of 

Enterobacteriaceae using the RAST breakpoints established by EUCAST. A total of 61 

isolates of Escherichia coli and Klebsiella spp. were selected after the blood culture 

bottles (containing BacT/Alert FA Plus) flagged positive. The results were assessed 

using the RAST breakpoints (4–6 h) as well as the standard breakpoints (18 h) from 

EUCAST. Results of categorical agreement (CA), minor errors (mE), major errors (ME) 

and very major errors (VME) were evaluated. The PABAK index was used to evaluate 

the correlation between early and standard readings. The vast majority of the zone 

diameters of E. coli and Klebsiella spp. were optimally readable after 6 h of incubation. 

RAST in 6 h presented the best results for categorical agreement and errors (CA = 

94.4%, mE = 4.3%, ME = 0.8% and VME = 0.4%) compared to RAST in 4 h (CA = 

84.3%, mE = 13.0%, ME = 3.2% and VME = 0.4%). These data indicate that the early 

readings in 6 h using the RAST breakpoints for all antibiotics tested in this study 

(except amikacin) may be used in the clinical microbiology laboratory to anticipate the 

AST results of blood cultures. Early readings at 4 h (RAST breakpoints) may also be 

used, but not for all antibiotics. 

 

Keywords: blood culture; EUCAST; disk diffusion; rapid antimicrobial susceptibility 

test. 
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1 Introduction 

 

In clinical microbiology laboratories, the most frequently used method for the 

antimicrobial susceptibility test (AST) is disk diffusion (DD), originally described by 

Bauer et al. in 1966 [1]. This method is simple, low cost, reproducible, accurate and 

allows a variety of antibiotics to be tested at the same time. It also allows the detection 

of atypical phenotypes and the visualization of heteroresistance, representing a good 

choice for microbiologists [2, 3]. The AST provides in vitro data, which is paramount 

for the management of patients with serious infections, including sepsis [4]. In routine 

clinical practice, the AST by DD needs at least 2 days to produce results after the blood 

culture becomes positive, during which time empirical therapy is selected based on the 

suspected causative organism and local epidemiology. 

The use of methodology that is able to rapidly detect the susceptibility in 

bacterial isolates has the potential to reduce the time of empirical therapy and facilitate 

the early initiation of specific treatment with antibiotics that are susceptible in vitro. 

Furthermore, early therapy plays an important role in reducing the emergence and 

transmission of resistant strains, reducing healthcare costs and decreasing patient 

mortality [5–8]. 

The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) has 

recently proposed a direct and rapid antimicrobial susceptibility test (dRAST) using a 

short incubation time from positive blood culture bottles for the most important 

antimicrobial agents to be used for the treatment of sepsis. The method is based on the 

EUCAST standard DD methodology, but with modified inoculum (direct from positive 

blood cultures bottles) and incubation time (4, 6 or 8 h instead of 16–20 h). The 

antimicrobials included have been chosen to cover the most important agents for the 
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treatment of sepsis in Europe [9]. The method is currently validated for Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium and 

Acinetobacter baumannii, as these are the bacteria that most frequently cause sepsis 

[10]. Timely and accurate detection and reporting of bloodstream infection are two of 

the most important functions of a clinical microbiology laboratory [11, 12]. Thus, the 

aim of the present study was to evaluate the AST by DD after 4 and 6 h from positive 

blood culture bottles of Enterobacteriaceae from Brazil using RAST breakpoints 

established by EUCAST. 

 

2 Methods 

 

2.1 Clinical isolates 

 

This study was carried out in a routine clinical microbiology laboratory at ‘Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre’ between January and August 2019. Isolates of E. coli (n = 36) 

and Klebsiella spp. (n = 25) were obtained from blood culture bottles (Bact/Alert FA 

Plus) incubated in the BacT/ALERT
®
 system. The bottles were removed from the 

equipment within 8 h after being flagged positive and then used until 4 ± 1 h. Bacterial 

identification was performed by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-

flight (MALDI-TOF) mass spectrometry (Vitek, bioMérieux, France). 
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2.2 dRAST 

 

Rapid DD direct from blood culture was performed based on EUCAST for the RAST, 

but instead of inoculating 150 µL directly from positive blood cultures on Mueller-

Hinton (MH) agar 90-mm plates, we inoculated 250 µL on MH agar 150-mm plates 

(bioMérieux
®
, Brazil) [9]. This slight variation of technique was validated with the use 

of E. coli ATCC 25922 as a quality control.  

Eight antibiotic disks (OXOID
®
, United Kingdom; DME

®
, Brazil) were tested 

(amikacin, 30 µg; ciprofloxacin, 5 µg; gentamicin, 10 µg; meropenem, 10 µg; 

tobramycin, 10 µg; ceftazidime, 10 µg; piperacillin/tazobactam 30/6 µg; and 

cefotaxime, 5 µg) and the agar plates were incubated in aerobic conditions at 35 ± 1°C. 

 

2.3 Measurement of zone diameters and interpretation of susceptibility 

 

Results were interpreted based on the EUCAST RAST breakpoints for 4- and 6-h 

readings as well as the standard breakpoints for 18-h AST readings from pure colonies 

[9]. Bacterial colonies from overnight subcultures on agar plates were used to perform 

the standard AST (18 h) using automated reading equipment (Osiris
®
, Bio-Rad, France) 

to confirm the results from the conventional AST. The zone diameters of the bacterial 

colonies were read by two blinded operators. 

 

2.4 Quality control (QC) strains 

 

In order to evaluate the culture media and the disks used during the susceptibility tests, 

quality control (QC) was performed according to standard recommendations of 
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EUCAST (0.5 McFarland and 16–20 h of incubation at 35 ± 1°C). The dRAST QC was 

performed by inoculating 1 mL of bacterial suspension containing 100–200 CFU (0.5 

McFarland diluted 1:1000000) of the QC strain (E. coli ATCC 25922) into a bottle of 

blood culture (Bact/Alert FA Plus) with approximately 5 mL of sterile blood. The 

inoculated bottles were incubated in a BacT/ALERT
®
 system and, when flagged 

positive, processed as described above. 

 

2.5 Statistical analysis and software 

 

Results were evaluated by comparing the readings in 4 and 6 h (using RAST 

breakpoints) to those of the reference method (18 h) from pure colonies in order to 

establish the rates of categorical agreement (CA), minor errors (mE: 

susceptible/resistant to intermediate, or vice versa), major errors (ME: false resistance 

of the dRAST) and very major errors (VME: false susceptibility of the dRAST). All 

statistical analysis was carried out using SPSS for Windows, Version 18.0.  

Kappa and prevalence-adjusted/bias-adjusted kappa (PABAK) were calculated 

to evaluate the correlation between the 4-h and 18-h readings as well as between the 6-h 

and 18-h readings. The PABAK index was interpreted as follows: < 0.0, poor 

correlation; 0.0–0.20, slight correlation; 0.21–0.40, fair correlation; 0.41–0.60, moderate 

correlation; 0.61–0.80, substantial correlation; 0.81–1.0, almost perfect correlation [9, 

13]. 
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3 Results 

 

A total of 61 clinical isolates and 8 antimicrobials resulted in 482 antibiotic–bacteria 

combinations for E. coli (n = 283) and Klebsiella spp. (n = 199), which produced 1446 

inhibition zone diameters because the AST of each isolate was read three times (at 4, 6 

and 18 h). It was possible to observe only a thin, but visible, growth after 4 h of 

incubation. However, after 6 h the growth was comparable to 18 h of incubation (Figure 

1). 

Piperacillin/tazobactam was the antimicrobial presenting the highest mE (35%) and 

ME (5%) at the 4-h reading, whereas amikacin presented the highest mE at the 6-h 

reading (9.8%). The highest VME was observed with gentamicin and tobramycin at 4 

and 6 h. The best CA based on the RAST breakpoints at 4 h was for ciprofloxacin 

(94.6%). However, gentamicin presented the best CA at 6 h (98.4%) with only one error 

(1 VME) (Table 1). On the other hand, results based on conventional breakpoints 

presented an increased number of mE and ME for all antimicrobials tested at both 4 and 

6 h (Table 2). 

In general (for all antibiotics), comparisons between 4-h (using RAST breakpoints) 

and 18-h (using conventional breakpoints) readings presented 84.3%, 13%, 3.2% and 

0.4% for CA, mE, ME and VME, respectively (Table 1), and comparisons between 6 h 

(using RAST breakpoints) and 18 h (using conventional breakpoints) readings presented 

94.4%, 4.3%, 0.6% and 0.4% for CA, mE, ME and VME, respectively (Table 1 and 

Figure 2). 

In order to evaluate whether it is necessary to use RAST breakpoints for early 

readings, we also determined the CA and errors using the reference breakpoints (18-h 

incubation from pure colonies) for readings at 4 and 6 h. Readings at 4 h using reference 
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breakpoints rendered CA, mE and ME values of 43.3%, 34.6% and 22.2%, respectively, 

with no VME observed. Readings at 6 h using reference breakpoints indicated CA, mE 

and ME values of 54.9%, 36.9% and 8.1%, respectively, again with no VME observed 

(Table 2). 

For statistical analysis, we used a specific correlation coefficient (PABAK) for all 

antibiotics tested for all species. There was an almost perfect correlation between the 

readings after 4 h (PABAK = 0.82) and after 6 h (PABAK = 0.93) with the RAST 

breakpoints (Table 1). At the 4-h reading using RAST breakpoints, amikacin, 

gentamicin, ciprofloxacin, meropenem, tobramycin and cefotaxime presented an 

‘almost perfect’ PABAK classification; ceftazidime presented a ‘substantial correlation’ 

and piperacillin/tazobactam presented a ‘moderate’ PABAK classification. In 6 h, using 

RAST breakpoints, all antimicrobials obtained an ‘almost perfect’ PABAK 

classification. 

 

4 Discussion 

 

The traditional AST by the DD technique requires around 2 working days after the 

blood culture becomes positive for any results to be produced. This is an important 

drawback because the results are needed quickly in order to guide antimicrobial 

treatment of patients with bloodstream infections [14, 15]. The concept of an AST 

directly from blood culture bottles was explored as early as 1970 [16] but few studies 

were published at that time. However, there are numerous recent studies of an AST 

directly from positive blood culture [4, 17–19]. Among all the relevant studies, 

Chandrasekaran and colleagues [4], from the Clinical and Laboratory Standards 

Institute Methods Development and Standardization Working Group, presented very 
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satisfactory results for the DD test direct from blood cultures in comparison to the 

standard AST (CA values ranged from 94.7% to 96.2%) but only for the standard 

incubation time (18 h). In fact, Chandrasekaran et al., using early readings of the AST 

directly from blood culture, found a low CA (58.9%) and high VME (2.2%) and ME 

(25.4%) [4]. Weme et al. evaluated a dRAST with readings after only 3–4 h. The zone 

diameters presented insufficient growth at the 3-h reading, with the bacteria frequently 

needing at least 4 h before the zones were readable, and they found CA = 77.4%, mE = 

3.7% and 5.5% ATU [17]. Weme et al. [17] and Chandrasekaran et al [4]. performed 

their study using only conventional breakpoints established by EUCAST for 18-h 

readings. 

In 2019, Kahlmeter et al. (ESCMID eLibrary 2019 Multi-laboratory evaluation 

in southern Europe of the EUCAST method for rapid antimicrobial susceptibility testing 

directly from positive blood cultures) reported promising results of a dRAST by DD  at 

40 clinical laboratories in Nordic countries, evaluating readings after 4, 6 and 8 h of 

incubation in comparison to the standard AST. It has to be considered that Kahlmeter et 

al. used special breakpoints to interpret the zone diameters for the early readings, which 

are usually smaller than the traditional breakpoints for the 18-h readings. 

In the present study, we evaluated the RAST directly from positive blood culture 

as proposed by Kahlmeter et al., but only for Enterobacteriaceae and readings at 4 and 

6 h. Our results were evaluated based on the breakpoints for early readings compared to 

the standard breakpoints of EUCAST. The methodology we used was based on 

EUCAST for the RAST, but we inoculated 250 µL directly from positive blood cultures 

on MH agar 150-mm plates because this variation was considered equivalent to that 

standardized by EUCAST (data not shown). 
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A common feature of the studies of Chandrasekaran et al. and Weme et al. is that 

early readings using standard breakpoints for 18 h of the AST directly from blood 

culture bottles did not present satisfactory CA with the conventional AST from pure 

colonies. Indeed, we also found in this study that the use of standard breakpoints of 

EUCAST is not reliable for early readings, reinforcing the need for specific early 

breakpoints for proper interpretation of early readings of the dRAST by DD. 

In contrast to Weme et al. [17], we found that the vast majority of zone 

diameters of E. coli and Klebsiella spp. were optimally readable only after 6 h of 

incubation, which was observed also in other studies [20, 21]. Moreover, the reading at 

6 h presented a lower number of errors (Figure 2) in comparison to the 4-h reading. 

We have used Food and Drug Administration (FDA) recommendations to 

approve a commercial AST system (CA ≥ 90%, VME ≤ 1.5%, ME ≤ 3.0% and mE < 

10%) to evaluate the results of early readings [22, 23]. For the 4-h reading using the 

RAST breakpoints, FDA acceptance criteria were not fully met as amikacin, 

meropenem, ceftazidime and piperacillin/tazobactam exceeded 10% of mE and CA was 

< 90%. On the other hand, all the parameters met the FDA acceptance criteria at the 6-h 

reading (except amikacin), with CA > 90% when using the RAST breakpoints. For 

statistical analysis, the use of PABAK in the present study was an indication of the 

likely effects of prevalence and bias alongside the true value of kappa [24]. At 4 and 6 

h, based on the breakpoints for rapid readings, there was an almost perfect correlation 

for both readings (PABAK values of 0.82 and 0.93 for 4 and 6 h, respectively). It is 

important to mention that in the 6-h reading, an almost perfect PABAK classification 

was seen for all the antimicrobials tested, whereas at the 4-h reading the same 

classification was observed only for amikacin, gentamicin, ciprofloxacin, meropenem, 

tobramycin and cefotaxime. On the other hand, none of the antimicrobials presented 
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excellent results at the 4-h and 6-h readings using the standard AST breakpoints, 

resulting in a slight correlation (PABAK = 0.2) and a moderate correlation (PABAK = 

0.46), respectively. 

The AST performed directly from the blood culture bottle may be subjected to 

technical problems, such as high thymidine concentrations and lack of a controlled 

inoculum in blood culture media [25]. The results obtained in this study indicate that, 

despite the fact that there are aspects that may influence the results of the AST directly 

from blood culture, the RAST performed according to EUCAST recommendations is 

comparable to the standard technique [9]. 

 

5 Conclusions 

 

The data in this study indicate that the early readings, especially the 6-h reading, using 

the RAST breakpoints proposed by EUCAST can be used in clinical microbiology 

laboratories to anticipate the results of antimicrobial susceptibility of blood cultures. To 

the best of our knowledge there are only a few studies evaluating the dRAST 

methodology using specific breakpoints for rapid readings worldwide. Moreover, due to 

the fact that EUCAST was established as the official standard methodology to be used 

for AST in Brazil by the Ministry of Health in December 2018, it is important to 

validate the RAST methodology with bacterial isolates from Brazil [26, 27]. 
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Table 1.  Comparisons between readings at 4 and 6 h using RAST breakpoints direct 

from blood culture DD method with 18 h from pure colonies DD method  using 

conventional breakpoints. 

  No. of isolates in early readings using RAST breakpoints 

Antimicrobial Time Susceptibility 

agreement (n) 

%CA No. (%) of: Pabak 

index 

S I R 

      VME ME mE  

Amikacin 

n=61 

4h 42 6 3 83.6 0 2 (3.2) 8 (13.1) 0.8 
6h 48 5 1 88.5 0 1 (1.3) 6 (9.8) 0.87 

          

Ceftazidime 

n=61 

4h 22 0 26 78.6 0 1 (1.3) 12 (19.6) 0.77 
6h 30 1 27 95.1 0 0 3 (4.9) 0.95 

          

Ciprofloxac

in n=56 

4h 25 0 28 94.6 0 0 3 (5.3) 0.95 
6h 24 0 28 92.8 0 1 (1.7) 3 (5.3) 0.91 

          

Gentamicin 

n=61 

4h 45 0 13 95.1 1 (1.3) 0 2 (3.2) 0.93 
6h 46 0 14 98.4 1 (1.3) 0 0 0.97 

          

Meropenem 

n=61 

4h 29 2 17 78.7 0 2 (3.2) 11 (18) 0.75 
6h 39 3 18 98.4 0 0 1 (1.3) 0.98 

          

Piperacillin-

tazobactam 

n=60 

4h 12 0 24 60.0 0 3 (5) 21 (35) 0.58 

6h 30 0 25 91.7 0 0 4 (6.6) 0.93 

          

Tobramycin 

n=61 

4h 34 1 21 91.8 1 (1.3) 0 4 (6.5) 0.9 
6h 34 0 22 91.8 1 (1.3) 0 4 (6.5) 0.9 

          

Cefotaxime 

n=61 

4h 26 1 29 91.8 0 2 (3.2) 3 (4.9) 0.89 
6h 30 1 29 98.4 0 1 (1.3) 0 0.97 
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Table 2. Comparisons between readings at 4 and 6 h direct from blood culture DD 

method with 18 h from pure colonies DD method using conventional breakpoints. 

 

  No. of isolates in early readings using conventional breakpoints 

Antimicrobial Time Susceptibility 

agreement (n) 

%CA No. (%) of: Pabak 

index 

S I R 

      VME ME mE  

Amikacin 

n=61 

4h 2 2 4 13.1 0 7 (11.4) 46 (75.4) 0.02 

6h 9 3 4 26.2 0 1 (1.6) 44 (72.1) 0.25 

          

Ceftazidime 

n=61 

4h 0 0 28 45.9 0 30 (49.1) 3 (4.9) (-)0.05 

6h 0 0 28 45.9 0 16 (26.2) 16(26.2) 0.18 

          

Ciprofloxacin 

n=56 

4h 0 0 28 45.9 0 25 (44.6) 4 (7.1) 0.07 

6h 4 0 28 57.1 0 14 (25) 10 (17.8) 0.32 

          

Gentamicin 

n=61 

4h 7 9 13 47.5 0 2 (3.2) 30 (49.1) 0.44 

6h 18 6 14 62.2 0 0 23 (37.7) 0.62 

          

Meropenem 

n=61 

4h 10 1 18 47.5 0 5 (8.1) 27 (44.2) 0.39 

6h 24 1 18 70.4 0 0 18 (29.5) 0.7 

          

Piperacillin-

tazobactam 

n=60 

4h 0 0 27 45.0 0 26 (43.3) 7 (11.6) 0.02 

6h 4 0 27 51.6 0 6 (10) 23 (38.3) 0.42 

          

Tobramycin 

n=61 

4h 3 0 24 44.2 0 1 (1.6) 33 (54) 0.43 

6h 7 0 25 52.4 0 0 29 (47.5) 0.52 

          

Cefotaxime 

n=61 

4h 6 0 29 57.3 0 11 (18) 18 (29.5) 0.34 

6h 16 0 29 73.7 0 1 (1.6) 15 (24.5) 0.72 
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Figure 1. Direct from blood bottle disk diffusion testing at 4 (A), 6 (B) and 18 h (C) 

readings. 

 
 

  



 
 

47 
 

Figure 2. Correlation between RAST breakpoints and the conventional breakpoints in 6 

h readings with 18 h readings for amikacin (A), ceftazidime (B), ciprofloxacin (C), 

gentamicin (D), meropenem (E), piperacillin-tazobactam (F), tobramycin (G) and 

cefotaxime (H) for Enterobacterales. Full lines represent the R/I/S breakpoints 

(EUCAST, 2019). The symbols represent as follow:  triangle = mE (minor error), 

square = ME (major error) and rhombus = VME (very major error). 
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(B) Ceftazidime 10µg 
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(C) Ciprofloxacin 5µg 

 

                     

 

 

 

 

 

 

(D) Gentamicin 10µg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(E) Meropenem 10µg 
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(F) Piperacillin-tazobactam 30-6µg 

 

 

 

 

 

 

 

 

(G) Tobramycin 10µg 

 

 

 

 

 

 

 

 

(H) Cefotaxime 5µg 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os dados deste estudo indicaram que as leituras mais rápidas, em especial a 

leitura em 6 h, usando os pontos de corte “RAST breakpoints” propostos pelo 

EUCAST, podem ser usadas em laboratórios de microbiologia clínica para antecipar os 

resultados de suscetibilidade antimicrobiana a partir de hemocultura. Desta maneira, 

com a antecipação do resultado do TSA, o clínico poderá selecionar a terapia mais 

apropriada para a infecção ou, se for o caso, realizar um descalonamento imediato o que 

diminuirá as chances do microrganismo adquirir resistência bem como diminuirá os 

custos da instituição. 

 

7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A perspectiva deste projeto é ampliar a aplicabilidade do teste rápido utilizando 

o “RAST breakpoints” nos laboratórios de rotina para avaliar a suscetibilidade 

antimicrobiana  

 

 Utilizar os pontos de corte do TSA rápido direto da hemocultura, com a 

finalidade de analisar o teste de DD, com colônias puras de outros 

materiais biológicos, como urina, secreções, abcesso, dentre outros. 

 Realizar o TSA rápido direto da hemocultura, utilizando outras espécies 

de microrganismos padronizados, incluindo Gram-positivos e Gram-

negativos não fermentadores. 
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