


Teste rápido de sensibilidade aos antimicrobianos (RAST) 
diretamente de frascos de hemocultura

Leonardo N. Andrade (FCFRP-USP) 
Paula C. M. Koga (Hospital Israelita Albert Einstein)



Declaração de potencial conflito de interesses:

Leonardo Neve de Andrade: Não possuo conflito de interesse.

Paula Celia Mariko Koga: Não possuo conflito de interesse.



O EUCAST desenvolveu um método para TSA rápido 

diretamente de frascos de hemocultura positiva

https://www.eucast.org/rapid_ast_in_bloodcultures

TSA rápido = Leitura rápida dos resultados:

✓ Leitura em:

✓ Leitura também em 16-20 horas de incubação:

Rapid AST directly from blood culture bottles (RAST)

Canva.com

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2021) 40:1217–1225

40 horas 

mais rápido que TSA padrão







Microrganismo Tempo de incubação e leitura Meio Incubação

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Acinetobacter baumannii

Mueller-

Hinton
35±1°C em ar

Metodologia do RAST: Incubação e leitura das placas:



Microrganismo Tempo de incubação Meio Incubação

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Acinetobacter baumannii

Mueller-

Hinton
35±1°C em ar

Pseudomonas aeruginosa
Mueller-

Hinton
35±1°C em ar

Metodologia do RAST: Incubação e leitura das placas:



Microrganismo Tempo de incubação Meio Incubação

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Acinetobacter baumannii

Mueller-

Hinton
35±1°C em ar

Pseudomonas aeruginosa
Mueller-

Hinton
35±1°C em ar

Streptococcus pneumoniae
Mueller-

Hinton-F
35±1°C em 4-6% de CO2

Metodologia do RAST: Incubação e leitura das placas:



Frasco de hemocultura positiva

 (BD, BioMerieux e Thermo Fisher 

foram validados)

Placas (90x15 mm) 
de MH ou MH-F

Inoculação direta  
de 100 - 150 µL

Incubação curta com pontos 
de corte adaptados a cada 

tempo de incubação.

Desde 2022, é possível 
prolongar a incubação para 

16-20 h, mas não além.

Os pontos de corte são 

específicos para cada espécie 

e cada tempo de leitura.

A identificação das espécies 

deve ser conhecida antes da 

interpretação dos resultados 

do RAST.
Created with BioRender.com

Figura de discos de antibióticos: 

https://www.netcare.com.br

Até 6 discos de antibióticos

Metodologia do RAST



Metodologia do RAST:

Preparação dos frascos de hemocultura:

✓ Frasco de hemocultura positiva:

18h após o sinal positivo;- deve ser processado em até

- não devem ser removidos do equipamento até que esteja tudo pronto para

processar o RAST;

- até

- não deve ser realizado em hemoculturas com crescimento de mais do que uma

espécie de microrganismo (culturas mistas).

3h em temperatura ambiente;



Metodologia do RAST:

Inoculação de placas de ágar diretamente de frascos de hemocultura

positiva:

✓ Inocular entre 100-150 μl (125± 25 μl) da amostra não diluída diretamente do frasco

de hemocultura positiva em placas de agar Mueller Hinton (MH) ou Mueller Hinton-F

(MH-F) de 90 mm

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Metodologia do RAST:

Inoculação de placas de ágar diretamente de frascos de hemocultura

positiva:

▪ Espalhar o inóculo suavemente sobre a superfície do ágar:

• com auxílio de um swab em três direções;

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Metodologia do RAST:

Inoculação de placas de ágar diretamente de frascos de hemocultura

positiva:

▪ Aplicar os discos como para o TSA padrão:

• Até 6 discos, no máximo, por placa para evitar interferência entre os agentes antimicrobianos.

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Metodologia do RAST: Leitura das placas após incubação:

Os halos de inibição só devem

ser lidos quando:

- o crescimento estiver 

confluente;

- e as bordas dos halos 

estiverem claramente visíveis;

Créditos fotos: BrCAST-EUCAST



Metodologia do RAST: Incubação e leitura das placas:

✓ Ler os diâmetros dos halos de inibição no tempo padronizado para a leitura

(± 5 minutos):

✓ Se necessário, reincubar as placas dentro de no máximo 10 minutos para permitir a

leitura em um momento posterior (6 e/ou 8 horas).

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Metodologia do RAST: Incubação e leitura das placas:

✓ Se for necessário incubar as placas por um período maior do que 8 horas, ler os

diâmetros das zonas de inibição entre 16-20 horas.

✓ Não incubar ou ler as placas após 20 horas.

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Metodologia do RAST:

Instruções gerais de leituras:

- segure a placa cerca de 30cm do olho em um angulo de 45° da bancada de trabalho;

- incline a placa em direção a você para identificar as bordas de forma mais nítida.

MH: contra um fundo escuro MH-F: contra um fundo claro

Créditos fotos: BrCAST-EUCAST



Metodologia do RAST:

Instruções específicas para leituras em 4, 6 e 8 horas de incubação:

Leia ambas as placas MH e MH-F 

pela frente das placas com a tampa removida e com a luz refletida

Créditos fotos: BrCAST-EUCAST



Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 4 horas Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 6 horas

Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 8 horas Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Metodologia do RAST:

Instruções específicas para leituras em 16-20 horas de incubação:

Leia as placas de MH pela parte de trás da placa, com luz refletida 

e as placas de MH-F pela frente da placa com a tampa removida e luz refletida

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP). Créditos fotos: BrCAST-EUCAST



Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 4 horas Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 6 horas

Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 8 horas Staphylococcus aureus ATCC 29213 – 16-20 horas
Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).









Triagem para ESBL e Carbapenemases em E. coli e K. pneumoniae, para fins 

epidemiológicos, como parte do procedimento do RAST:







Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 – 4 horas Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - 6 horas

Créditos fotos: Leonardo Andrade e Nathália Abichabki (FCFRP-USP), Valdes Bollela (FMRP-USP e HCFMRP-USP), Renata Pocente e Denissani Ferrari (HCFMRP-USP).



Pseudomonas aeruginosa com piperacilina-tazobactam, imipenem e

meropenem: ignorar colônias isoladas dentro do halo de inibição.
Créditos fotos: BrCAST-EUCAST



Preparo da suspensão para realização do CQ do RAST. Ilustração Livia Scheffer Santos.

Recomendações para controle de qualidade após a implementação:

- Ao treinar novos funcionários;

- Ao realizar mudanças no sistema de hemocultura ou qualquer outra mudança substancial no sistema;

- Ao alterar meios de cultura e/ou discos de antibióticos.

Cepas Controle de Qualidade (CQ):
Escherichia coli ATCC 25922

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

Critérios de controle de qualidade para a implementação do RAST:



Critérios de controle de qualidade para a implementação do RAST:



RAST: Resumindo:

✓ O frasco de hemocultura positivo deve ser processado em até 18 horas após o sinal positivo.

- Até 3 horas em temperatura ambiente.

✓ Cada espécie tem sua própria tabela de ponto de corte para a interpretação de halos de inibição

para cada tempo de leitura (4, 6, 8 e 16-20 horas).

✓ Nem todos os diâmetros de halo de inibição podem ser lidos em 4 horas (P. aeruginosa, nunca).

✓ Ler halos de inibição SOMENTE quando for possível identificar uma borda de halo de inibição

óbvia. Caso contrário, reincubar e ler após 6, 8 ou 16-20 horas.

✓ A tabela de ponto de corte é específica para RAST-EUCAST:

- Não usar a tabela de ponto de corte normal (para TSA de 18-24h).

- Não fazer RAST de inóculo preparado a partir de colônias.

✓ Diâmetros de halos de inibição que foram lidos e interpretados com sucesso em um dos tempos

de incubação (4, 6, 8 ou 16-20h), não devem ser lidos novamente.
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