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Biologia Molecular como ferramenta
de deteccao fuingica no sangue: auxilio
diagnostico e reducao de gastos

Molecular Biology as a tool for fungal detection on blood:
diagnostic aid and cost reduction

Jodo Paulo Zen Siqueira’ ©, Margarete Teresa Gottardo de Almeida’
'Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto-SP-Brasil

Resumo

Introduciio: Os avangos médicos das ultimas décadas contribuiram para aumentar a sobrevida
de pacientes criticos e com a resposta imune comprometida. Consequentemente, a populagdo em
risco de adquirir infecgdes de origem flingica também cresceu. Com altas taxas de morbidade e
mortalidade, o dificil diagndstico deste tipo de infeccdo, em conjunto com terapias ineficazes, gera
elevados custos e sobrecarga ao sistema de saude. Objetivos: Padronizar um método molecular de
detecgdo fungica diretamente do sangue e avaliar esta técnica comparativamente com a atualmente
considerada padrdo-ouro (hemocultura), associando aspectos clinicos, tempo de realizagdo das
técnicas e os custos envolvidos. Casuistica e Métodos: Neste sentido, 94 pacientes com suspeita
de infecgdo de corrente sanguinea foram submetidos a uma técnica de nested PCR para deteccao
de DNA fungico. Resultados: A técnica molecular foi positiva em 48,9% das amostras, enquanto
que a hemocultura foi positiva em apenas 13,0% dos casos. Esses resultados demonstram uma alta
sensibilidade do nested PCR e com um valor preditivo negativo de 100% em pacientes com suspeita
clinica de infecgdo fungica sistémica e em situagdes de risco. O tempo de realizagcdo do método e
os custos associados a ele, em comparagdo a hemocultura, também demonstraram seu potencial
para uso clinico. Conclusdes: Em comparacgio com a hemocultura, o método padronizado de nested
PCR constitui um teste rapido e economicamente viavel capaz de descartar uma infecgio sistémica
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Descritores: Infecgdes Fungicas Invasivas; Biologia Molecular; Diagndstico.

Abstract

Introduction: Medical advances in the past decades have contributed to the increase of survival of
critically ill patients and the ones with impaired immune response. Consequently, the population at
risk of acquiring a fungal infection also has increased. This type of infection generates expensive
costs and heavy burden to the Health system. It also brings high morbidity and mortality rates,
difficulty in diagnosing, and ineffective therapies. Objectives: Standardize a molecular method
of fungal detection directly from blood and compare this technique with the blood culture, which
is currently considered the gold standard. It associates clinical aspects, time, and costs involved.
Patients and Methods: In this sense, 94 patients with suspected bloodstream infection were
submitted to the technique of nested PCR for detection of fungal DNA. Results: The molecular
technique was positive in 48.9% of the samples, while the blood culture was positive in only 13%
of the cases. These results demonstrate high sensibility of the nested PCR and negative predictive
value of 100%. The performing time and the costs associated with the method also demonstrated
its value for clinical use. Conclusions: Therefore, the nested PCR is a quick and economically
viable test, capable of ruling out a systemic infection caused by fungus, being able to facilitate
the diagnosis, avoid inefficient and expensive therapies, and decrease the length of hospital stay,
reducing the burden caused by this type of infection.

Descriptors: Invasive Fungal Infections; Molecular Biology; Diagnosis.
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Introdugao

Os avangos das ultimas décadas na medicina, incluindo o suporte
intensivo, técnicas operatorias e estratégias profilaticas e preventivas,
melhoraram a sobrevida de pacientes criticos € com a resposta imune
comprometida. No entanto, uma consequéncia destes avancos médicos
¢ o aumento na incidéncia de infec¢des adquiridas em ambiente
hospitalar'~. Neste sentido, as infec¢des de origem fingica merecem
destaque, sendo a quarta maior causa de sepse, correspondendo entre
5% a 10% dos casos’. Em unidades de terapia intensiva (UTI), onde
pacientes recebem multiplos e agressivos tratamentos, este problema
se agrava®. O principal agente fungico neste ambiente é o género
Candida, sendo responsavel por 90 a 95% das infecgdes fingicas
documentadas'®.

Infecgdes fungicas sistémicas ocorrem quando ¢ estabelecido
um comprometimento nos mecanismos de defesa do hospedeiro
e micro-organismos comensais ou colonizadores disseminam-se
via hematogénica ou por translocagdo tecidual, podendo atingir
diferentes Orgaos’. O gerenciamento deste tipo de infec¢do continua
um desafio. Os altos niveis de morbidade e de mortalidade, aliados
aos gastos gerados, causam uma sobrecarga para o sistema de saude'.

Atualmente, o método padrido-ouro para o diagndstico de uma
infec¢do de corrente sanguinea por fungo (fungemia) é baseada na
detecgdo direta do agente em cultivos sanguineos (hemocultura)®.
Entretanto, este método se caracteriza pela baixa sensibilidade
¢ demora de, no minimo, dois dias para detec¢do e uma semana
para identificacdo. Aliado a isso, a falta de especificidade das
apresentagdes clinicas, a baixa utilidade de testes soroldgicos e a
indisponibilidade de métodos moleculares padronizados dificultam
ainda mais o diagnostico®!. A precisdo do método, aliada ao rapido
diagndstico, sdo considerados elementos-chave para reducdo dos
indices de mortalidade e dos custos gerados ao Sistema de Satde>*!.
Me¢étodos moleculares capazes de detectar DNA fungico diretamente
de amostras clinicas tem o potencial de melhorar o diagnostico deste
tipo de infecc¢do de forma rapida e precisa, podendo guiar a terapéutica
e reduzir tratamentos desnecessarios ¢ ineficazes, evitando custos,
toxicidade e sele¢@o de cepas resistentes'>. Apesar de promissor, o
diagndstico molecular ainda ¢ considerado pouco factivel na pratica
clinica; sua padronizagdo ¢ pré-requisito obrigatdrio ¢ pesquisas
ainda sdo necessarias neste sentido'.

Considerado o exposto, os objetivos do presente estudo foram
padronizar um método molecular de deteccdo fingica diretamente
do sangue, avaliar seu limite de detec¢do e comparar esta técnica
com a cultura, associando aspectos clinicos, tempo de realizagio e os
custos envolvidos (para realizar as técnicas ¢ com a internagao dos
pacientes).

Casuistica e Nétodos
Populagio do Estudo

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (parecer n°
087/2010). Somente foram incluidos pacientes cujos familiares
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
autorizando a colheita do sangue, que foi realizada entre junho e
setembro de 2011. A populacdo foi composta por 94 pacientes
(sistema publico de saude, convénios e particulares) internados nas
Unidades de Terapia Intensiva, sendo 72 da UTI Geral e 22 da UTI
Neonatal, de um Hospital Escola do estado de Sado Paulo, Brasil.
Todos possuiam suspeita clinica de infec¢@o de corrente sanguinea.
Os dados clinicos e microbioldgicos foram correlacionados de
acordo com: doencas de base com acometimento pulmonar, cardiaco,
neuroldgico, renal ou hepatico; cancer; diabetes; infec¢do por HIV;
¢ fatores de risco como, uso de cateter venoso central, ventilagao
mecanica, antibioticoterapia prévia, hipertensdo arterial, nutricdo
parenteral, cirurgia e trauma.
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Amostras

Uma amostra de sangue total foi colhida por paciente. Uma
aliquota deste sangue foi direcionada para o frasco de hemocultura
para inclusdo no equipamento automatizado BACTEC 9240 (Becton
Dickinson®); outra parte, em tubos com EDTA, foi encaminhada
ao Laboratério de Microbiologia da FAMERP, onde a investigagdo
molecular transcorreu. O volume de sangue utilizado para esta
investigacdo foi de 4,0 ml em adultos e 0,5 ml em neonatos. Controles
positivos e negativos foram incluidos no processo como controle
de qualidade. Como controles negativos, utilizou-se o sangue de
seis doadores saudaveis. O controle positivo constituiu de 4,0 ml
de sangue, de um voluntario saudavel, inoculado com 100 ul de
uma suspensdo de Candida albicans, em concentragdo de 0,5 na
escala de MacFarland (1 x 10° a 5 x 10° células/ml). Para testar o
limite de detecgdo do teste, amostras de sangue de um voluntario
saudavel foram inoculadas com dilui¢des decrescentes da suspensao
de Candida albicans e submetidas a extragdo até que a reagdo ndo
fosse mais positiva.

Extracdo de DNA

Seguiu-se o protocolo descrito por LOFFLER et al. (1997)",
com modifica¢gdes conforme descricdo a seguir: o sangue total foi
transferido para tubos estéreis de 15 ml, onde o volume do tubo foi
completado adicionando-se tampao PBS estéril (NaCl 140 mM;
KCI 2,7 mM; Na,HPO, 10 mM; KH PO, 1,8 mM). Centrifugou-se
a 900 G, por 10 min. Para ruptura das células vermelhas, retirou-se o
sobrenadante e foi adicionado sobre a por¢do de hemacias cerca de 3
vezes o seu volume de tampao ACK (NH,C1 0,15 M; KHCO, 1 mM;
EDTA 0,1 mM). Apds agitacdo lenta por 10 min e uma centrifugagio
a 1.400 G por 10 min, o sobrenadante foi descartado e adicionado 1,0
ml do tampao de lise de nucleos (Tris-HCI 100 mM pH 8.0; NaCl 4 M;
EDTA 20 mM pH 8.2). A amostra foi homogeneizada em agitadores
do tipo vortex e transferida para um tubo de microcentrifuga de 1,5
ml, com subsequente centrifugagdo de 16.000 G, por 21 min. O pellet
resultante foi suspenso com 200 pl de PBS. A partir desta etapa, a
amostra foi entdo submetida ao kit de extragdo de DNA da Qiagen®,
DNA Blood Mini, segundo as especificagdes do fabricante, com
apenas uma modificacdo. Adotou-se como procedimento padrdo, o
tempo de 1 h para lise da célula fingica com proteinase K e tampao
de lise. O DNA assim obtido foi entdo eluido com agua Milli-Q e
armazenado a -20°C até o momento do uso. A quantificagdo ¢ analise
de pureza foram estabelecidas pelo espectrofotometro BioPhotometer
da Eppendorf®.

Amplificacio do DNA e Reacio de Nested PCR

Seguiu-se o protocolo descrito por HENRY et al. (2000)". Assim,
para o primeiro ciclo de reagdo, utilizou-se o primer forward 1TSS
(5- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G — 3’; Sigma®) ¢ o
primer reverse 1TS4 (5’ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3’;
Sigma®) para amplificar a regido ITS do DNA ribossomal, incluindo
as regides ITS1, 5.8S e ITS2'°. A rea¢do de amplificacdo seguiu
conforme descrito: 2,5 ul do DNA extraido para um volume total de
25,0 ul, tampao de 2,5 pl de Taqg Buffer 10X, 2,0 ul de cada base
(dNTP — 2,5 mM), 0,5 pl cada primer a 15 uM, 1,0 pl de MgCl, a
50 mM e 0,1 pl de Tag polimerase (Fermentas®) a 50 U/ul; sendo o
restante completado com agua pura, livre de DNAse. Posteriormente,
um segundo ciclo de rea¢do de PCR era realizado utilizando o produto
da primeira ciclagem como molde para a segunda (nested PCR). O
primer forward ITS1 (5— TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 37,
Sigma®) e o primer reverse ITS2 (5— GCT GCG TTC TTC ATC
GAT GC — 3’; Sigma®) foram escolhidos objetivando amplificar
somente a regido ITS1 do DNA ribossomal, gerando um fragmento
de aproximadamente 220 pb. Para tal, 1,0 pl do produto de PCR da
primeira reagdo foi utilizado para um volume total de 25,0 pul, mais
2,5 ul de tampao Taq Buffer 10X, 2,0 ul de cada base (ANTP — 2,5
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mM), 0,5 pl cada primer a 15 uM, 1,0 ul de MgCl, a 50 mM ¢ 0,1 pl
de Tag polimerase (Fermentas®) a 50 U/ul, sendo volume completado
com agua pura, livre de DNAse. Os pardmetros da ciclagem foram os
mesmos para as duas rea¢des: desnaturacao inicial a 95°C por 4,5 min;
40 ciclos, sendo cada um consistindo de um passo de desnaturagdo a
95°C por 30 s, um passo de anelamento a 55°C por 30s e um passo de
extensdo a 72°C por 1 min; mais uma extensao final de 3 min a 72°C.
Os produtos de amplificagdo foram observados por eletroforese em
gel de agarose 1% (Sigma®).

Analises de Custo e Estatistica

Para o levantamento dos valores gastos pelos procedimentos
médicos e demais parametros foram consultados o Sistema de
Gerenciamento da Tabela de Procedimentos, Medicamentos ¢ OPM
do SUS (SIGTAP), assim como programas de gerenciamento de
empresas privadas. Em acordo com o setor responsavel do Hospital,
os custos gerados pela internagdo dos pacientes também foram
levantados. Sobre o diagndstico molecular, todos os materiais ¢
reagentes foram cotados, calculando um valor aproximado estimado
para a realizagdo do procedimento em questao.

A anadlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa
InStat, versdo 3.0 (GraphPad, Inc®). Para comparagdo entre médias,
quando os dados obedeciam a distribui¢do normal, o teste paramétrico
“t” ndo pareado foi o escolhido: tempo de internacdo até a realizagdo
do exame, média de dias entre as coletas seriadas, e médias de idade.
Considerado o tempo total de internagdo, quando as médias e desvios
padrdes ndo ocorriam conforme esperados (distribuigdo normal), o
teste ndo paramétrico de Mann-Witney era utilizado.

As correlagdes entre as doencas de base, as caracteristicas e as
taxas de mortalidade dos pacientes com os resultados do nested PCR,
foram observadas estatisticamente pelo teste exato de Fisher.

Resultados
Nested PCR

Apos padronizagdo do protocolo com amostras-controle e
avaliacdo do limiar de detec¢do da técnica, observou-se que o limite
de positividade ocorreu entre 5 e 25 células fungicas por amostra de 4
ml de sangue total (avaliado pela positividade da amostra apds indculo
de 100 pl de suspensdo de leveduras em uma dilui¢do de 1:20.000 da
escala 0,5 de MacFarland) (Figura 1).

Figura 1. Gel de agarose com produtos da reagdo nested PCR. Linhas 1 e 2 séo
reacdes positivas. Alinha 2 corresponde a Ultima diluigdo positiva (100 pl de suspenséo
de leveduras, em uma diluigdo de 1:20.000 da escala 0,5 de MacFarland), ou seja, 0
limite de detecgéo da técnica. As linhas 3 e 4 correspondem a diluigdes onde o DNA
nao foi detectado, sendo, portanto, negativas. A linha 5 constitui o controle positivo e
a 6, o controle negativo da reagéo; M, marcador de peso molecular de 100 pares de
bases.

Em seguida, as amostras de sangue dos pacientes com suspeita
clinica de infecgdo de corrente sanguinea comegaram a ser testadas.
Das 94 amostras, 46 (48,9%) foram positivas pelo nested PCR.

Os valores percentuais de positividade foram proéximos quando
considerando as duas origens de internagdo (UTI Geral e Neonatal).
Assim, em 72 amostras de pacientes da UTI Geral, 35 (48,6%) foram
positivas, enquanto da UTI Neonatal, de 22 amostras, este perfil foi
observado em 11 delas (50,0%).

Comparacio com a Hemocultura

A positividade de infecgdes fungicas pelo método convencional da
hemocultura foi observada em apenas sete casos (7,4 %). Na analise
comparativa dos métodos diagnosticos (nested PCR e hemocultura),
com relacdo a positividade, a concordancia ocorreu para estes sete
casos, onde o nested PCR foi positivo e na cultura identificaram-se as
seguintes espécies: Candida parapsilosis (2), Candida lusitaniae (2),
Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis. Em todos
0s casos negativos para o nested PCR, também houve concordancia
com a hemocultura, denotando um valor preditivo negativo de 100%
da técnica molecular. A discordincia, entretanto, foi notada nas 88
hemoculturas negativas, onde 41 (46,6%) delas foram positivas em
pelo nested PCR.

Correlaciao com Parametros Clinicos

A Tabela 1 relaciona as variaveis demograficas, caracteristicas
clinicas e a evolugao dos pacientes com os resultados do nested PCR.
Pode-se verificar que as doencgas de base observadas neste estudo ¢ as
caracteristicas clinicas que classicamente podem constituir fatores de
risco para fungemia, em geral, parecem ter uma relagdo direta com
uma maior positividade para o nested PCR. No entanto, nenhuma
das diferencas foram estatisticamente significativas. A média de dias
de internagdo e a taxa de mortalidade também foram superiores nos
pacientes positivos para o nested PCR, porém, também nao foram
estatisticamente significativas.

Tempo de Realizac¢do das Técnicas

Com relagdo as hemoculturas, a detecgdo de leveduras na amostra
de sangue total aconteceu em média no terceiro dia apds a coleta.
Entretanto, para o reconhecimento da espécie flingica, este tempo
se estendeu até o oitavo dia, dados os parametros morfologicos e
bioquimicos de identificacdo. Considerando-se as hemoculturas
negativas, a liberagdo do resultado ocorreu no sétimo dia de analise.

Comparativamente, a deteccdo fungica via nested PCR ocorreu
no tempo maximo de 10,5 horas, sendo casos positivos ou negativos,
considerando todas as etapas do processo (extragdo e amplificacao de
DNA e detecgdo em gel de agarose).

Custos

Para a anélise dos custos envolvidos segundo cada metodologia
adotada na presente investigacdo, valores de referéncia foram obtidos
pelas tabelas de procedimentos diagnosticos do SUS, convénios e
particulares. Para a realizagdo da hemocultura, os valores médios
levantados foram de R$18,48, R$26,00 ¢ R$35,00, para o SUS,
convénios e particular, respectivamente.

Ja para os procedimentos moleculares, o custo médio do exame
laboratorial foi de R$16,80 por amostra. Incluem nesta avaliagdo,
despesas com recursos materiais de todas as etapas, desde a extragdo
do DNA até¢ a eletroforese.

Os valores gastos com os procedimentos médico-hospitalares
durante o periodo internado dependem do tempo de internag@o e do
convénio. A Tabela 2 apresenta a distribuigdo de valores gastos com os
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procedimentos médico-hospitalares durante o periodo de internagao, e
os respectivos planos de Saude.

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e clinicas e, evolugdo dos casos positivos (*)
e negativos (1) para fungemia, utilizando a técnica nested PCR. Pacientes internados
em hospital escola, estado de Sao Paulo, Brasil, 2011.

Variavel Total Pos*  Negt
Pacientes 94 46 48
»  Média de idade (0-88) 413 423 40,2
5‘2 Sexo masculino 64 28 36
g Sexo feminino 30 18 12
g Idade <1 ano (UTI Neonatal) 22 1 1
S Média de dias internados (até colheita do sangue) 11,9 13,0 10,7
Média internagao total 355 36,7 342
Doenga pulmonar ou dificuldade respiratoria 39 22 17
Doenga cardiaca 18 12 6
% Doenga renal 15 9 6
®  Diabetes 2 7 5
:ﬁc? Doenga neurologica 8 5 8]
S Cancer 8 6 2
Doenga hepatica 7 5
Infecgéo por HIV 2 1 1
Cateter Venoso Central 74 39 35
Ventilagdo mecénica 66 30 36
Hipertens&o arterial 31 14 17
Trauma (cirurgia) 18 12 6
g Nutrigdo parenteral 1 7 4
é Uso de antibictico (antibacterianos) 74 41 33
§ Uso de fluconazol 10 7 3
Uso de anfotericina B 3 1 2
Uso de voriconazol 1 0 1
Uso de micafungina 1 0 1
Mortalidade geral 42 24 18

Tabela 2. Durag@o e custo da internacdo de pacientes internados em hospital escola,
com suspeita clinica de infecgdo da corrente sanguinea. Estado de S&o Paulo, Brasil,

2011.

Total
Tempo Internagdo (Dias) t  Diaria (R$)t
Internagéo (R$)t
ConvénioA(n=9) 33,55 1340,35 39394,54
ConvénioB (n=8) 21,37 1559,82 28811,44
Particular (n = 2) 75 3640,03 18180,41
SUS (n=70) 39,38 68,11 2124,21

*, numero de pacientes; T, média dos valores

Discussao

As infecgdes fungicas sistémicas, principalmente nas ultimas
décadas, surgiram como um problema no ambito hospitalar, uma vez
que representam elevadas taxas de mortalidade e morbidade!!”'s,
A inadequagdo técnica e demora no diagndstico, com consequente
permanéncia do paciente no ambito hospitalar, contribuem para
elevagdo de custos e piora do prognéstico'”". Este estudo mostrou
que métodos moleculares podem ser alternativas viaveis para analise
laboratorial de doencas fiingicas sistémicas, tanto pelo aspecto técnico
quanto pelo econémico, com rapidez e confiabilidade dos resultados.
A técnica de nested PCR foi escolhida por sua maior especificidade
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¢ sensibilidade quando comparada aos métodos convencionais,
ja comprovadas em casos de candidemia®?'. Conforme descrito
anteriormente, ¢ aqui observado, sua alta sensibilidade se deve ao
poder de detec¢@o de minimas quantidades de DNA em amostras de
sangue total ou soro?*?. Ademais, a por¢do do DNA que ¢ alvo da
reacdo (regido ITS) ¢ altamente conservada nos fungos, capacitando
a técnica a detectar a mais ampla variedade de espécies de fungos'.

Diante disso, e pelo carater das infec¢cdes no ambiente estudado, a
discrepancia entre as técnicas pode ser explicada. Infec¢des sistémicas,
fingicas ou bacterianas, podem ocorrer mesmo em vigéncia de
exames microbiologicos (hemocultura) negativos?***?, Fatores
intrinsecos do hospedeiro (febre, resposta imune etc.), vigéncia de
terapia antifingica e a disseminagdo de quantidade variavel de micro-
organismos no momento da coleta, viaveis ou ndo, podem explicar
a baixa sensibilidade da cultura e, portanto, a variagdo na taxa de
detec¢do dos métodos®®. Métodos moleculares, como o nested PCR,
revelam indices de positividade maiores, ja que fragdes minimas de
DNA flngico circulante no momento da coleta de sangue podem ser
amplificados e, portanto, detectados com maior sensibilidade .

Avaliando os fatores de risco para aquisi¢do de infecgdo fungica
oportunista, pdde-se observar a presenca maciga destas caracteristicas
na populacdo estudada, ja que os pacientes estavam internados em
unidades de tratamento intensivo e possuiam suspeita clinica de
infecgdo®**34. Assim, mesmo que ndo estatisticamente significativa, a
presenga dos fatores de risco classicos como acometimento pulmonar,
cardiaco ou renal e uso de cateter venoso central, parecem colaborar
para uma maior probabilidade de infeccdo de origem fungica e,
consequentemente, de positividade pelo nested PCR. No entanto, um
estudo com um niimero maior de pacientes e grupos controle se torna
necessario a fim de estabelecer essa relagdo epidemioldgica.

A demora na administragdo da terapia antimicrobiana correta €
outro fator determinante na evolugao dos pacientes em choque séptico.
A ineficiéncia deste processo prejudica a evolugdo do paciente e gera
um fardo econdmico para o hospital, ja que o tempo de internagdo se
prolonga®. A existéncia de uma interface entre os aspectos clinicos
observados para doengas infecciosas de origem flingica e bacteriana
muitas vezes confunde o profissional de satde e dificulta a tomada
de decisdes®. Além disso, os pacientes de UTIs sdo acometidos por
diversas situagdes clinicas que agravam e potencializam a ocorréncia
de doengas flngicas oportunistas’’. Como foi demonstrado neste
estudo, com apenas 10,5 h de trabalho foi possivel obter os resultados
da biologia molecular. Este resultado, além de rapido, possui um valor
preditivo negativo muito alto (100% para este trabalho), mostrando
que o nested PCR ¢ capaz de excluir a possibilidade de fungemia no
individuo. O fato de a candidemia representar a causa mortis em torno
de 30-40% dos pacientes em Unidades de Terapia Intensiva®-'3,
sendo a principal causa de infec¢do fungica invasiva nessas unidades®,
corrobora a importancia deste método molecular para tratamento e
gerenciamento da infec¢do, seja para exclusio da suspeita de fungemia
ou como informagdo para um tratamento preemptivo.

Estudos realizados em pacientes com candidemia revelaram que
a estadia hospitalar ¢ a variavel de maior impacto no aumento dos
custos relativos a este tipo de infecgdo®. Os custos de internagdo
obtidos no presente estudo comprovaram o aumento significativo
dos valores a cada dia. Além disso, quanto maior o tempo de estadia
em ambiente hospitalar, particularmente em UTIs, maior o risco de
aquisicdo de doenga fungica sistémica®. Por isso, novas praticas e
estratégias devem ser adotadas para que o paciente fique o minimo
possivel internado, sendo exposto aos diversos fatores de risco. De
fato, as fungemias geram um aumento de custo nao somente de carater
individual ao paciente, como ao sistema de satde, se comparadas a
outras comorbidades*. Pelos dados apresentados neste trabalho,
expde-se que uma rotina de diagndstico molecular deve ser levada em
consideragdo, ndo somente pelo avango diagndstico, mas como uma
estratégia para minimizar gastos, diminuindo o tempo de internagdo
dos pacientes e possibilitando a ado¢do de tratamentos mais eficientes.
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As perspectivas futuras para este trabalho incluem a adogao de uma
técnica molecular que ndo somente detecte como também identifique a
espécie fingica causadora da doenga sistémica, sem que haja aumento
significativo no valor da técnica. Esta etapa inicial, no entanto, foi
fundamental para analisar as dificuldades e para tragar as diretrizes
futuras com relagdo ao diagnostico molecular de fungemias e sua
aplicabilidade na rotina laboratorial de um hospital terciario.

Conclusdo

O método molecular nested PCR permite detectar DNA flngico,
direto do sangue, de forma rapida e economicamente viavel. A
técnica ¢ capaz de descartar uma infec¢do sistémica provocada por
fungo, por apresentar um alto valor preditivo negativo. Considerando
a baixa sensibilidade da cultura, o nested PCR pode melhorar o
gerenciamento deste tipo de infec¢do, evitando terapias ineficientes e
caras, diminuindo o tempo de internacao do paciente e as sobrecargas
geradas ao sistema de saude.
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