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RESUMO 

Justificativa e objetivo: A detecção rápida da produção de carbapenemase no 

laboratório de microbiologia ainda é um desafio, os protocolos disponíveis são 

preconizados ou desenvolvidos para uso “in house”, o que obriga ao laboratório adquirir 

todos os reagentes envolvidos na produção e realização do teste. Nosso objetivo foi 

avaliar o desempenho do teste rápido comercial RAPIDEC® CARBA NP TEST 

(Biomerieux) na detecção rápida da produção de carbapenemase frente as 

Enterobacteriaceae e Acinetobacter baumannii. Métodos: Os seguintes genes foram 

pesquisados por metodologia de PCR-RT: KPC, NDM, VIM, IMP e OXA-48. Foram 

testadas 36 amostras de bactérias que demonstravam resistência a algum dos 

carbapenems: Ertapenem e/ou Imipenem e/ou Meropenem. Os isolados foram obtidos 

de amostras clínicas de origem infecciosa ou de swabs de vigilância para bactérias 

resistentes aos carbapenems (ERC), e seguiram a seguinte distribuição: Escherichia coli 

(3), Klebsiella pneumoniae (18), Klebsiella oxytoca (1), Serratia marcescens (1), 

Enterobacter asburiae (1), Enterobacter cloacae (1), Enterobacter aerogenes (1), 

Citrobacter freundii (1), Providencia rettgeri (1), Pseudomonas aeruginosa (1) e 

Acinetobacter baumannii (7). Resultados e Conclusão: Das 36 amostras, 27 foram 

positivas na detecção genotípica de genes para carbapenemase e 9 foram negativas, na 

detecção fenotípica da produção de carbapenemase pelo RAPIDEC® CARBA NP 

TEST, 27 foram positivas e 9 foram negativas, demonstrando 100% de sensibilidade e 

100% de especificidade. 
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ABSTRACT 

Background and objectives: Rapid detetection of carbapenemase in the clinical 

microbiology laboratory is still a challenge due to the lack of a gold standard method. 

Our objective was to evaluate the comercial rapid test RAPIDEC® CARBA NP TEST 

(BioMérieux) for rapid detection of carbapenemase producers such as 

Enterobacteriaceae species and Acinetobacter baumannii isolates, obtainded from 

surveillance cultures and clinical samples. Methods: The following genes were detected 

by PCR-RT methodology: KPC, NDM, VIM, IMP and OXA 48 and bacterial samples 

showed phenotypical resistance to Ertapenem and/or Imipenem and/or Meropenem 

(Escherichia coli (n=3), Klebsiella pneumoniae (n=18), Klebsiella oxytoca (n=1), 

Serratia marcescens (n=1), Enterobacter asburiae (n=1), Enterobacter cloacae (n=1), 

Enterobacter aerogenes (n=1), Citrobacter freundii (n=1), Providencia rettgeri (n=1), 

Pseudomonas aeruginosa (n=1) e Acinetobacter baumannii (n=7). Results and 



 

 

Conclusion: Among the  36 bacterial samples tested, 27 were genotipically positive for 

carbapenemase genes and 9 were negative, while 27 were fenotipically detected as 

carbapenemase producers by the RAPIDEC® CARBA NP TEST and 9 were negative. 

The RAPIDEC® CARBA NP TEST showed 100% of sensitivity and 100% of 

specificity.  
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INTRODUÇÃO 

 As carbapenemases são betalactamases com capacidade para inativar a maioria 

dos betalactâmicos existentes.1 A sua propagação entre os bacilos Gram negativos 

constitui uma grande preocupação de saúde pública devido à sua ampla resistência aos 

antimicrobianos e a sua rápida disseminação global.2,3 A aquisição de uma infecção por 

uma bactéria produtora de carbapenemase representa um importante fator de risco de 

mortalidade.4 Por estes motivos, a sua rápida detecção é um grande desafio do 

laboratório de microbiologia clínica sendo de grande importância para a determinação 

de esquemas antimicrobianos apropriados e de ações de medidas de controle de infeção 

em unidades de cuidados intensivos.5 Neste contexto, os microrganismos produtores de 

carbapenemase são de extrema importância pela característica de inativar os principais 

carbapenems disponíveis na prática clínica. Infecções causadas por bactérias produtoras 

de carbapenemase, na maioria das vezes estão associadas a outros mecanismos de 

resistência como, por exemplo, betalactamases de amplo espectro (ESBL) e por essa 

razão muitas vezes as opções terapêuticas são limitadas a poucos e específicos 

antibióticos.6 Três grandes classes de carbapenemases são encontradas atualmente em 

Enterobactéria no mundo inteiro: as metallo-betalactamase, sendo os tipos IMP, VIM e 

NDM as mais frequentemente detectadas em Enterobactéria; as OXA-carbapenemases, 

sendo a mais frequente em Enterobactéria a OXA-48; e as carbapenemases do tipo 

KPC.6,7 Do ponto de vista epidemiológico são de relevância as carbapenemases do tipo 

KPC e as do tipo NDM, pois ambas apresentaram rápida e ampla disseminação mundial 

após suas descrições iniciais.8 Desde a descrição inicial de KPC no Brasil, várias 

publicações têm demonstrado a sua disseminação em todo o Brasil, e sua presença em 

diversos gêneros e espécies bacterianas, inclusive bacilos Gram-negativos não 

fermentadores.9 A disseminação de Enterobactéria produtoras de KPC é um grave 

problema clínico e epidemiológico.10,11  A NDM foi identificada pela primeira vez em 

2008 e desde então tem sido amplamente descrita em Enterobactéria causando infecções 

esporádicas e surtos principalmente na Índia. Casos de Klebsiella pneumoniae, 



 

 

Escherichia coli e Providencia rettgeri produtoras de NDM já foram descritos na 

América Latina, inclusive no Brasil.12  

 Ao realizar um teste de susceptibilidade, o laboratório deverá testar 

simultaneamente ertapenem, imipenem e meropenem. Caso seja utilizado sistema de 

automação com painel sem ertapenem este antimicrobiano deverá ser testado por disco-

difusão para auxiliar na liberação dos resultados. Caso o isolado seja sensível aos três 

carbapenêmicos (ertapenem, imipenem, meropenem), o resultado poderá ser liberado 

como tal, quanto a esse grupo de antimicrobianos, sem testes adicionais, ou seja, não é 

necessário pesquisar carbapenemases. Para triagem de produtores de carbapenemase em 

isolados do Grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., 

Providencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei) deverão ser considerados 

apenas os resultados de imipenem e meropenem, enquanto para isolados não 

pertencentes ao Grupo CESP o ertapenem também deverá ser utilizado. 

MÉTODOS 

 Durante janeiro a julho de 2015, foram coletadas aproximadamente 500 

amostras de origem infecciosa como também swabs de vigilância que seguiram o 

seguinte critério de inclusão no estudo: Demostrar resistência ao Ertapenem.  Como 

critério de rastreamento para Enterobactéria produtoras de carbapenemase, o Ertapenem 

demostra a maior sensibilidade, porém outros mecanismos de resistência podem inativar 

o Ertapenem além da produção de carbapenemase.  Para os swabs de vigilância 

utilizamos o meio cromogênico CHROMagar ESBL® (Plastlabor) utilizado para 

rastreamento de bactérias suspeitas de produção de ESBL. Este meio fornece a 

identificação cromogênica presuntiva da bactéria e permite o crescimento de bactérias 

resistentes as cefalosporina de 3ª geração, sugerindo produção de ESBL ou outro 

mecanismo de resistência associado.  Nas amostras clinicas, após o diagnóstico da 

etiologia da infecção, realizávamos o teste de sensibilidade em equipamento 

automatizado Microscan WalkAway® 96 SI – Beckman Coulter utilizando o painel 

somente de susceptibilidade  Neg MIC PanelType 44 onde avaliávamos o padrão de 

resistência aos carbapenems testados: Ertapenem, Imipenem e Meropenem com as 

respectivas concentrações: 0.5 a 1.0, 1.0 a 8.0 e 1.0 a 8.0 µg/ml.  Todas as identificações 

de gênero e espécie foram realizadas em equipamento de espectrometria de massa 

Bruker Daltonics Microflex® juntamente com os softwares Maldi Biotyper® V3.1 e 

FlexControl V3.3.  Todos os resultados de resistência intermediária ou plena a 



 

 

Imipenem ou Meropenem encontrados no Microscan, foram confirmados pela 

metodologia de disco difusão Kirby e Bauer seguindo a padronização e interpretação do 

documento Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-

Fifth Informational Supplement (M100-S25). 

 Utilizamos o teste RAPIDEC® CARBA NP TEST (Biomerieux) para a detecção 

rápida de produção de carbapenemase em Enterobacteriaceae e Acinetobacter 

baumannii. O teste consiste em uma tira plástica pronta para uso, e baseia-se na 

detecção da hidrólise do carbapenems por bactérias produtoras de carbapenemase. A 

hidrólise acidifica o meio resultando na mudança de cor do indicador de pH.  Após a 

lise bacteriana que permite a extração da enzima, o lisado é adicionado a uma solução 

de detecção que contém Imipenem (substrato de carbapenemase), vermelho de fenol 

(indicador de pH) e zinco (necessário para a detecção de cepas produtoras de metallo-

betalactamase). Após a incubação de um período máximo de duas horas, a leitura é 

realizada visualmente através da comparação de um poço controle sem Imipenem com 

um poço de reação contendo Imipenem. As amostras dos microrganismos testados 

foram isoladas de meios de cultura como: Agar Sangue de Carneiro, Agar Mueller 

Hinton, Agar Cled ou Agar Cromogênico seletivo.  Foram selecionadas amostras com 

24 a 48 horas de incubação, o procedimento de preparação da tira, preparo da lise 

bacteriana, do inóculo e da leitura e interpretação, foram realizados seguindo as 

orientações contidas na bula do produto. 

RESULTADOS 

 Das 36 amostras genotipadas para os genes: KPC, NDM, VIM, IMP e OXA-48, 

27 foram positivas (Tabela 1), essas amostras também foram submetidas à detecção 

fenotípica rápida de carbapenemase pelo teste RAPIDEC® CARBA NP TEST e todas 

mostraram resultados positivos.  Das 9 amostras que foram negativas pela genotipagem, 

7 eram amostras de Acinetobacter baumannii, uma Klebsiella pneumoniae e um 

Enterobacter asburiae. Todas foram negativas no teste de detecção rápida de 

carbapenemase pelo RAPIDEC® CARBA NP TEST. 

Tabela 1 - Prevalência dos genes de carbapenemase por espécie bacteriana. 

 KPC NDM VIM IMP OXA-48 

Acinetobacter baumannii 0 0 0 0 0 

Citrobacter freundii 1 0 0 0 0 
Enterobacter aerogenes 1 0 0 0 0 
E. cloacae 0 1 0 0 0 
Escherichia coli 2 1 0 0 0 



 

 

Klebsiella oxytoca 1 0 0 0 0 

K. pneumoniae 15 0 0 1 1 
Providencia rettgeri 0 1 0 0 0 
Pseudomonas aeruginosa 0 0 1 0 0 

Serratia marcescens 1 0 0 0 0 

 

 No caso dos Acinetobacter baumannii, atribuímos esses fenótipos de resistência 

aos carbapenems provavelmente pela presença de produção de cefalosporinase, 

alteração de porina ou outros genes produtores de carbapenemases não pesquisados 

neste trabalho (OXA-23, 58, 72, 23, etc.). O fenótipo de resistência aos carbapenems na 

Klebsiella pneumoniae e no Enterobacter asburiae, podem estar relacionados 

provavelmente a hiperexpressão de AmpC e ou ESBL, alteração de porina ou presença 

de gene não pesquisado neste trabalho.  

 Todos os isolados mostraram resistência a um dos carbapenems testados: 

Ertapenem, Imipenem e Meropenem. A resistência ao Ertapenem estava presente em 

100% das amostras, contudo, encontramos três amostras com sensibilidade ao 

imipenem ou meropenem (Tabela 2). Realizamos também a detecção fenotípica de 

produção de ESBL (Beta lactamase de amplo espectro) para as bactérias preconizadas 

pelo CLSI onde os isolados de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli mostraram 

100% de positividade.  

 

 

 

 

 

Tabela 2: Concentração inibitória mínima dos carbapenems avaliados 

 

 

Microrganismo Ertapenem Imipenem Meropenem 

Acinetobacter baumannii >1 >8 >8 

A. baumannii >1 >8 >8 
A. baumannii >1 >8 >8 
A. baumannii >1 >8 >8 

A. baumannii >1 >8 >8 



 

 

A. baumannii >1 >8 >8 

A. baumannii >1 >8 >8 
Citrobacter freundii  >1 2 4 

Enterobacter aerogenes >1 >8 >8 

E. asburiae >1 2 >8 
E. cloacae >1 >8 >8 

Escherichia coli >1 2 2 
E. coli >1 2 2 
E. coli >1 >8 >8 

Klebsiella oxytoca >1 2 <=1 
K. pneumoniae >1 2 <=1 
K. pneumoniae >1 >8 >8 
K. pneumoniae >1 2 2 
K. pneumoniae >1 >8 >8 

K. pneumoniae >1 >8 >8 

K. pneumoniae >1 8 >8 

K. pneumoniae >1 4 >8 
K. pneumoniae >1 2 >8 
K. pneumoniae >1 >8 >8 
K. pneumoniae >1 <=1 4 

K. pneumoniae >1 >8 >8 
K. pneumoniae >1 8 8 
K. pneumoniae >1 4 >8 

K. pneumoniae >1 2 8 
K. pneumoniae >1 >8 >8 

K. pneumoniae >1 >8 >8 
K. pneumoniae >1 >8 >8 
K. pneumoniae >1 >8 >8 

Providencia rettgeri >1 >8 >8 

Pseudomonas aeruginosa >1 >8 >8 
Serratia marcescens >1 4 4 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 A detecção rápida da produção de carbapenemase no laboratório de 

microbiologia ainda é um desafio.13  Os protocolos disponíveis tanto pelo CLSI (Carba 

NP e Teste de Hodge Modificado), EUCAST (Discos Combinados e Carba NP) ou 

ANVISA (Discos Combinados), são preconizados e desenvolvidos para uso “in house”, 

o que obriga ao laboratório adquirir todos os reagentes envolvidos na produção e 

realização do teste, além disso, todo o controle de qualidade interno do teste também 



 

 

tem que ser desenvolvido com a aquisição de cepas controles com todos os genes a 

serem testados, controle de lote da fabricação dos testes, controles negativos, controle 

de qualidade dos meios de cultura (Disco Combinados) e documentação de registro de 

desempenho de todos os testes produzidos. Com exceção do teste rápido Carba NP, os 

testes de Hodge Modificado e de Discos Combinados, eventualmente necessitam de 

repiques com 24 horas de crescimento do microrganismo para a obtenção de colônias 

puras e novas assim como o repique dos controles positivos para a realização do teste, 

além de mais 24 horas adicionais para o resultado final após incubação.  Para 

laboratórios de médio e grande porte que atendem a Unidades Hospitalares onde rotinas 

de rastreamento de vigilância para bactérias resistentes aos carbapenems e produção de 

carbapenemase são realizadas continuamente, desenvolver e implantar metodologias “in 

house” adicionam um impacto relevante do ponto de vista operacional e interpretativo. 

Portanto, o desenvolvimento de testes comerciais rápidos para a detecção de 

carbapenemase é fundamental para trazer agilidade no diagnóstico com especificidade e 

sensibilidade, já que por ser produzido comercialmente, não só o desempenho como os 

prazos de validade, controles de qualidade e produção dos reagentes, são garantidos por 

processos validados pelo fabricante.   

 É preciso também saber a diferença entre uma Enterobacteriaceae ERC 

(Enterobactéria resistente aos carbapenems) de uma Enterobactéria produtora de 

carbapenemase, em ambos os casos vai existir a necessidade de isolamento de contato 

do paciente portador, porém, se o isolado for de uma amostra clínica, precisamos saber 

se há produção de carbapenemase ou se a resistência aos carbapenems é por outros 

mecanismos. Nos isolados que demostram resistência aos carbapenems com produção 

de carbapenemase confirmada por testes rápidos fenotípicos ou por testes moleculares, 

mas que eventualmente mostraram sensibilidade a imipenem ou meropenem, a 

determinação da concentração inibitória mínima por microdiluição em caldo ou por 

Etest® pode ser de grande auxilio na terapia antimicrobiana desses pacientes, sempre 

levando em consideração que há produção de enzima e que dependendo do sitio da 

infecção, isso tem que ser considerado como um fator complicador.13,14  

 Os protocolos do CLSI e do EUCAST, apenas preconizam a detecção de 

bactérias produtoras de carbapenemase para fins epidemiológicos, já que após a revisão 

dos pontos de corte para os carbapenems, não haveria razão para detectar a produção de 

carbapenemases em bactérias que demonstrassem sensibilidade aos carbapenems “in 

vitro”.  Um dos problemas dessa recomendação é a necessidade do laboratório de 



 

 

microbiologia de rastrear pacientes portadores de bactérias resistentes aos carbapenems, 

seja de um isolado produtor de carbapenemase mediada por gene específico ou isolados 

resistentes por outros mecanismos. A outra questão mais importante, é que 

eventualmente isolados produtores de carbapenemase mediadas por genes específicos, 

tem concentrações inibitórias mínimas abaixo do ponto de corte demonstrando 

sensibilidade “in vitro”, mas estão produzindo enzimas que hidrolisam os carbapenems.  

Sabemos que a determinação da concentração inibitória mínima de um antibiótico em 

um teste de susceptibilidade, é apenas uma das informações que vão dar início a uma 

terapia antimicrobiana. Pontos de corte variam por tipo de infecção (cistite, sepse ou 

meningite), pontos de corte variam em função do método de administração (IV, IM ou 

oral), somente o ponto de corte, não prediz sozinho sensibilidade ou resistência a um 

antibiótico para todos os pacientes, em qualquer sitio de infecção, sob qualquer 

condição e finalmente os pontos de corte são para níveis de antibiótico atingido no 

sangue (e outras infecções?). 

 Quando um isolado resistente aos carbapenems é detectado no laboratório de 

microbiologia em uma amostra clínica pelo teste de susceptibilidade, a implantação das 

metodologias para a detecção fenotípica ou genotípica dessas carbapenemases será 

determinada pelo custo, pelo tempo disponível para o trabalho e pelas habilidades 

técnicas do laboratório.  
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