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Resumo 

 

As Infecções relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) estão entre as principais 

causas de morbidade e de mortalidade em ambiente hospitalar. Neste panorama, destacam-se 

as fungemias, que são estabelecidas quando há um comprometimento da resposta da resposta 

imune do hospedeiro. Os avanços médicos nas últimas duas décadas melhoraram a sobrevida 

dos pacientes críticos, o que levou a um aumento de infecções em UTI. O método diagnóstico 

atualmente utilizado para este tipo de infecção (hemocultura) é lento e apresenta baixa 

sensibilidade. Demais alternativas de diagnóstico rápido são essenciais por permitir a adoção 

da terapia antimicrobiana correta e diminuir o tempo de internação, evitando gastos e 

sobrecarga ao sistema de saúde. Deste modo, métodos moleculares são promissores por serem 

mais rápidos, precisos e sensíveis. Sendo assim, o objetivo geral deste estudo foi avaliar 

comparativamente técnicas laboratoriais diagnósticas para fungemia – método molecular 

(nested PCR) versus cultura – e associar aos aspectos clínicos dos pacientes, tempo de 

realização e custos. A população foi composta por 89 pacientes, sendo 67 provenientes de 

UTI Geral e 22 de UTI Neonatal, todos com suspeita de infecção sistêmica. Foram colhidas 

118 amostras de sangue no total. Parte deste sangue era enviada ao Hospital, seguindo a rotina 

de hemocultura. Outra parte era destinada a realização da metodologia molecular. Após 

padronização, foi obtido como limiar de detecção da técnica, 10 células fúngicas por 4 ml de 

amostra. Em 46 (51,7%) foi detectada fungemia pelo nested PCR. Correlacionando com os 

fatores de risco, as doenças de caráter pulmonar, cardíaco e renal foram as doenças de base 

prevalentes; enquanto que o uso de cateter venoso central, ventilação mecânica e terapia 

antimicrobiana prévia foram os fatores de risco relevantes. Comparativamente, ambos os 

métodos revelaram concordância para apenas um caso positivo, de onde se obteve Candida 

parapsilosis na hemocultura, e em 36 casos negativos. No entanto, das 77 hemoculturas 

negativas, a discordância foi notada em 41 (53,3%) casos, positivos pós nested PCR. Em 

14,4% das hemoculturas caracterizou-se pelo achado de grupos bacterianos. Nas amostras de 

sangue seriadas (22 pacientes) houve discordâncias pelo método molecular e cultura. No 

entanto, a concordância ocorreu em 11 casos para o nested PCR e em 12 para hemocultura. A 

Biologia Molecular mostrou ser um método mais rápido que hemocultura, sendo necessárias 

10,5 h para emissão do resultado, comparados os 7 dias para hemocultura. Além disso, a 

metodologia molecular também se mostrou factível economicamente, possuindo um valor 

aproximado de R$16,80, frente à hemocultura, onde foram observados valores de R$18,48, 



 

 

R$26,00 e R$35,00, de acordo com o plano de saúde (SUS, convênio, particular, 

respectivamente). Diante do exposto, conclui-se que o nested PCR é uma ferramenta 

diagnóstica importante por ser mais rápida e sensível que a cultura, podendo evitar gastos 

desnecessários e melhorar a evolução dos pacientes. 

Palavras-chave: fungemia; diagnóstico molecular; nested PCR; hemocultura. 



 

 

Abstract 

 

Health-care associated infections (HAI) are among the leading causes of morbidity 

and mortality in a hospital environment. Medical advances over the past two decades have 

improved the survival of critically ill patients, which led to an increase of infections in ICU. 

In this scenario, stand out the fungemias, which are established when there is an impairment 

of host immune response. The diagnostic method currently used for this type of infection 

(blood cultures) is slow and has low sensitivity. A rapid diagnosis is essential to allow the 

adoption of the correct antimicrobial therapy and reduce hospitalization time, avoiding 

expenses and a burden the health-care system. Therefore, molecular methods for diagnosis are 

promising because they are faster, more accurate and more sensitive than conventional 

methods. Thus, the main objective of this study was to comparatively evaluate laboratory 

diagnostic techniques for fungemia – molecular method (nested PCR) versus culture – in 

association with clinical features of patients, performance time and its costs. The population 

consisted of 89 patients, 67 from General ICU and 22 from Neonatal ICU, all with suspicion 

of systemic infection. Were collected a total of 118 blood samples. A portion of this blood 

was sent to hospital, following the normal routine. Another part was destined to realization of 

the molecular method. After standardization, the detection threshold found was 10 fungal 

cells per 4 ml of sample. Considering the patients, in 46 (51.7%) fungemia was detected by 

nested PCR. Correlating with risk factors, pulmonary, cardiac and renal diseases were the 

most relevant underlying diseases; whereas, the use of central venous catheters, mechanical 

ventilation and prior antimicrobial therapy were the most important clinical features. In 

comparison, both methods revealed agreement for only one positive case, where the blood 

culture identified Candida parapsilosis, and 36 negative cases. However, of the 77 negative 

blood cultures, the discrepancy was observed in 41 (53.3%) cases, were positive after nested 

PCR. The remaining blood cultures (14.4%) were characterized by the finding of bacterial 

groups. From patients who had more than one blood sample (22), there were disagreement by 

both methods, molecular and culture. Nevertheless, the agreement occurred in 11 cases by 

nested PCR, whereas in 12 cases by the blood culture. Molecular Biology has proved to be 

much faster, requiring 10.5 h to release the result, against an average of 7 days for the release 

of the blood culture result. The molecular methodology also proved to be economically 

feasible, costing approximately R$ 16.80, compared with blood culture, which was R$ 18.48 

R$ 26.00 and R$ 35.00, according to the health plan (SUS, health insurance, and private, 



 

 

respectively). Given the above, the conclusion is that the nested PCR is an important 

diagnostic tool, because it is faster and more sensitive than culture, and can avoid unnecessary 

costs and improve patient outcomes.  

 

Key-words: fungemia; molecular diagnoses; nested PCR; blood culture. 
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1. Introdução 

 

1.1. Infecções em âmbito hospitalar 

 

De acordo com o Ministério da Saúde, as Infecções relacionadas à Assistência à Saúde 

(IRAS), ou seja, as infecções adquiridas em ambiente hospitalar, estão entre as principais 

causas de morbidade e de mortalidade e, consequentemente, da elevação de custo para o 

tratamento dos pacientes (ANVISA, 2006).  

Desde 2010, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) delibera que 

indicadores de infecção de corrente sanguínea (IPCS), sejam notificados, particularmente em 

pacientes em uso de cateter venoso central (CVC), em unidades de terapia intensiva (UTI) 

(ANVISA, 2010). Este ambiente representa a interface entre os pacientes graves, que recebem 

terapias múltiplas e agressivas, e os patógenos resistentes, que são selecionados pelo uso de 

terapia antimicrobiana prolongada (MEERSSEMAN et al., 2007). Dado este panorama, 

seguem-se elevados os gastos, com sobrecarga para o sistema de saúde. De fato, a dimensão 

do problema das IRAS provocadas por fungos vem sendo investigada, considerando-se vários 

levantamentos que estudam fatores de risco, frequência dos agentes e o grau de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, com a finalidade de monitorar as mudanças 

epidemiológicas e os impactos na saúde pública (PERMÁN et al., 2011; RYAN et al, 2010). 

Os avanços nas últimas duas décadas no suporte intensivo, nas técnicas operatórias e 

nas estratégias profiláticas e pré-emptivas, melhoraram a sobrevida dos pacientes críticos e 

comprometidos com a resposta imune. Como consequência destes avanços médicos, a 

incidência das infecções de origem fúngica no ambiente hospitalar vem aumentando 

exponencialmente (ALANGADEN, 2011; ALP-MESE et al., 2011). 

 

1.2. Fungemias 

 

A frequência de infecção da corrente sanguínea causada por fungos aumentou 

significantemente, sendo considerada a quarta causa de sepse, correspondendo entre 5% a 

10% dos casos (ALMIRANTE et al., 2005; HORN et al., 2009; KAUFFMAN, 2006; 

RODRIGUES, 2009; SHOHAM & MARWAHA, 2010), sendo também muito relevante entre 

os neonatos (BLYTH et al., 2009; SPILIOPOULOUS et al., 2011). Em unidades de terapia 

intensiva (UTI), a infecção pelo gênero Candida pode ser ainda mais frequente, sendo 
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responsável por 90 a 95% das infecções fúngicas documentadas (ALANGADEN, 2011; 

BORGES et al., 2009; EGGIMANN et al., 2011). No entanto, outros fungos emergentes são 

capazes de se disseminar pela corrente sanguínea. Os gêneros Histoplasma e Cryptococcus, 

conhecidos por provocarem doenças fúngicas muito severas, podem ser agentes de fungemias. 

Ainda, o gênero Trichosporon e fungos filamentosos como Aspergillus spp., podem se 

aproveitar de um estado susceptível do hospedeiro para provocar uma infecção sistêmica 

(COUTO et al., 2011; SILVA et al., 2010). 

A infecção fúngica sistêmica ocorre quando é estabelecido um comprometimento nos 

mecanismos de defesa do hospedeiro. Micro-organismos comensais ou colonizantes 

disseminam-se via hematogênica ou por translocação tecidual, originando assim diversos 

tipos de infecções em diferentes órgãos: cardíacos, digestórios, respiratórios, hepáticos, 

renais, oculares e sistema nervoso central, observados de forma isolada ou associada, de 

caráter transitório e auto-limitado (COLOMBO et al., 2003; SIDRIM & ROCHA, 2004). O 

gerenciamento deste tipo de infecção continua um desafio e os gastos gerados são 

elevadíssimos (ALANGADEN, 2011; MOTTA et al., 2010; PAGANO & LUMB, 2011).  

 

1.2.1. Candidemias 

 

Atualmente, a candidemia (fungemia causada pelo gênero Candida) é reconhecida 

como grave problema de saúde pública nas regiões em desenvolvimento, mas também é 

preocupante nos países desenvolvidos. A gravidade da doença, associada a condições 

debilitantes do paciente, leva a um aumento do tempo de internação hospitalar, acarretando 

uma sobrecarga ao sistema de saúde. (ALANGADEN, 2011; MORGAN et al., 2005, 

VINCENT et al., 2009; ZILBERBERG et al., 2011). 

 

1.3. Fatores de Risco 

 

A caracterização da fonte de infecção sistêmica por Candida tem sido considerada 

tema para debate, uma vez que sua origem exógena ou endógena vem sendo demonstrada 

(ALANGADEN, 2011; ZAOUTIS et al., 2010). Porém, para o estabelecimento da infecção, 

estão envolvidos os fatores de risco, que aumentam consideravelmente a probabilidade de 

aquisição de uma fungemia. A saber, os principais: pacientes neutropênicos; transplantados; 

queimados; oncológicos; diabéticos; idosos; em uso de antibióticos de amplo espectro; de 



18 

 

 

quimioterápicos; de corticosteróides; submetidos à ventilação mecânica; cateteres 

intravenosos e internação hospitalar prolongada (ALMIRANTE et al., 2005; 

ÀSMUNDSDÓTTIR et al., 2002; DOTIS & ROILIDES, 2011; HACHEM et al., 2008; 

HORN et al., 2009; KAVANAGH, 2005; MOTTA et al., 2010; MIKULSKA et al., 2011; 

PERES-BOTA et al., 2004; SHOHAM & MARWAHA, 2010; TORTORANO et al., 2004; 

WATSON et al., 2003; ZAOUTIS et al., 2010). Já, em se tratando de pacientes pediátricos, 

além desses existem fatores específicos que prolongam o tempo de internação e aumentam as 

chances do desenvolvimento da candidemia: malformação congênita, prematuridade (idade 

gestacional menor que 32 semanas), baixo peso e sistema imune imaturo (SAIMAN et al., 

2000; BENJAMIN et al., 2006; FRIDKIN, 2005). 

 

1.4. Epidemiologia 

 

Considerando-se a epidemiologia, importantes diferenças podem ser observadas entre 

hospitais, provavelmente refletindo diferenças entre as populações de pacientes e fatores de 

risco aos quais estão submetidas (MOTTA et al. 2010; NUCCI et al., 2010).  

Com relação ao Brasil, os padrões epidemiológicos são complexos, dadas as 

dimensões continentais e diferenças socioeconômicas presentes no país.  

Estudos epidemiológicos brasileiros sobre candidemia revelam índices de ocorrência 

significativos, de 1,87 a 2,49 casos por 1.000 admissões (COLOMBO et al., 2006; MOTTA et 

al., 2010). Entre países europeus, a incidência de candidemia é em geral menor, mas a 

variação é grande, sendo de 0,17 (Finlândia e França) a 20 (Alemanha) casos por 1.000 

admissões, sendo que a Dinamarca possui taxas ainda maiores (os fatores que ocasionam essa 

taxa elevada ainda estão sendo investigados) (ARENDRUP et al., 2008; LASS-FLÖRL, 

2009). Já nos Estados Unidos, a taxa varia de 0,3 a 0,42 casos por 1.000 admissões, 

dependendo da população estudada (ZAOUTIS et al., 2005), números bem mais baixos do 

que os encontrados no Brasil. 

Com relação à etiologia das fungemias, como dito anteriormente, mais de 90% são 

causadas por espécies de leveduras do gênero Candida (EGGIMANN et al., 2011; BORGES 

et al., 2009; MORACE e BORGUI, 2010), sendo C. albicans a espécie mais comum (45-

65%). Paralelamente, o grupo denominado não-albicans vem merecendo destaque, uma vez 

que índices maiores de frequência estão sendo observados para C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae e C. guilliermondii (AWASTHI et al., 2011; ORTEGA 
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et al., 2011; PÉRMAN, et al., 2011; TORTORANO et al., 2004). Em pacientes com doenças 

malignas hematológicas, Candida não-albicans (como C. glabrata e C. krusei) são muito 

comumente observadas (ORTEGA et al., 2011). Já C. parapsilosis é prevalente na população 

pediátrica, especialmente em associação com cateteres intravenosos (TORTORANO et al., 

2004). No entanto, dado este mesmo grupo, na Índia, C. tropicalis é a espécie prevalente 

(AWASTHI et al., 2011). 

Considerando-se diferenças geográficas entre países do continente americano, 

observa-se que, ao Norte, C. glabrata como espécie prevalente nas fungemias (BODEY et al., 

2002). Já ao Sul, estudos demonstram um predomínio de C. parapsilosis e C. tropicalis 

(BRILHANTE et al., 2005; COLOMBO et al., 2003; ELLIS et al., 2003; MARCHETTI et 

al., 2004). Especificamente, o Brasil é considerado o país com prevalência para espécie C. 

albicans para os quadros clínicos de acometimento sistêmico e, dentro das espécies não-

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis se destacam (ANTUNES et al., 2004; COLOMBO et 

al., 2006; GODOY et al., 2003; GOLDANI & MARIO, 2003; MATSUMOTO et al., 2002; 

RESENDE et al., 2002; SILVA et al., 2001).  

 

1.5. Diagnóstico 

 

O diagnóstico de fungemia é limitado pela falta de especificidade das apresentações 

clínicas, baixa sensibilidade de cultivo, pela falta de utilidade dos testes sorológicos e pela 

indisponibilidade de métodos moleculares padronizados (DARK et al., 2009; SAN-BLAS E 

BURGER, 2011). 

Historicamente, o diagnóstico de uma infecção fúngica era feito pela correlação entre 

sinais clínicos e sintomas da doença, (ATKINS & CLARK, 2004; ALEXANDER & 

PFALLER, 2006) ou então por técnicas de microscopia (histopatologia e corantes 

fluorescentes) e de cultura (WENGENACK & BINNICKER, 2009). Tais métodos adjuntos 

aos testes bioquímicos para detecção e identificação de Candida apresentam baixa 

sensibilidade e especificidade. Dado que a precisão, aliada ao rápido diagnóstico, são 

considerados como elementos-chave para redução dos índices de mortalidade e dos custos 

gerados ao Sistema de Saúde (DARK et al., 2009; MOTTA et al., 2010; SHOHAM & 

MARWAHA, 2010).  

Dentre todos os recursos utilizáveis para detecção e controle de IRAS, o laboratório de 

microbiologia clínica é preponderante. Classicamente, a maioria dos isolados é de origem 



20 

 

 

bacteriana, mas impulsionados por diversos fatores de risco, os fungos passaram a uma 

posição de destaque no contexto das infecções hospitalares. Com isso, há a demanda para o 

avanço da tecnologia diagnóstica das infecções fúngicas, que acompanhe os desafios impostos 

pelos agentes infecciosos (PFALLER et al., 2001). Assim, uma série de métodos que não são 

baseados na cultura do micro-organismo está sendo extensivamente estudada. Estes métodos 

são principalmente baseados na detecção de moléculas específicas dos agentes fúngicos, e na 

Biologia Molecular, que tem como alvo, sequencias específicas do DNA destes agentes 

(MAYR & LASS-FLÖRL, 2011). Antígenos, anticorpos e metabólitos funcionam como 

marcadores de infecção por serem específicos de espécies de fungos clinicamente relevantes. 

Entre eles: antígenos como a manana, metabólitos como o arabinitol-L/D, componentes da 

parede celular fúngica como a β–glucana e a galactomanana (OSTROSKY-ZEICHNER, 

2012).  

Por parte dos métodos moleculares, eles vêm sendo adotados, por análise de regiões 

do genoma fúngico e diretamente de amostras clínicas, com uma perspectiva factível para 

aplicação em laboratórios clínicos e com maior poder de detecção que a cultura (DEL 

NEGRO, 2008; SIDRIM et al., 2010), no entanto, ainda são usados basicamente somente na 

pesquisa. A técnica molecular mais comum é a reação em cadeia da polimerase (PCR), 

poderosa ferramenta capaz de amplificar segmentos de DNA in vitro, por ação enzimática da 

DNA polimerase (WHITE et al., 2009). Caracteristicamente, tem o potencial de melhorar o 

diagnóstico de infecção fúngica de modo específico, sensível e rápido. Além disso, dados 

preliminares indicam que testes diagnósticos baseados em PCR guiam a terapêutica 

antifúngica, o que leva à redução de mortalidade e diminuição de tratamentos desnecessários, 

evitando custos e toxicidade (KOURKOUMPETIS et al., 2012). Este procedimento, quando 

padronizado, é rápido, seguro, sensível, e dispensa a realização de cultura (ATKINS & 

CLARK, 2004; DEAN & DARK, 2010; WENGENACK & BINNICKER, 2009). Existem 

muitas variações da reação de PCR, cada uma com uma característica diferente, que responde 

melhor à necessidade imposta pela amostra clínica. WHITE et al. (2009) acreditam que, para 

o teste direto de espécimes clínicos, com limitados alvos de DNA, o nested ou semi-nested 

PCR (variações do PCR convencional onde são realizadas duas rodadas de amplificação, e o 

produto da primeira reação serve de molde para a segunda) são mais indicados, pois 

aumentam em muito a sensibilidade do método (WHITE et al., 2009). 

Apesar de promissor, o diagnóstico molecular ainda é considerado elaborado e sua 

padronização é pré-requisito obrigatório: a escolha da amostra biológica e o volume a serem 
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testados, o método de extração do DNA, e os parâmetros de ciclagem da reação são essenciais 

para o sucesso da técnica, e devem ser amplamente estudados (KLUTTS & ROBINSON-

DUNN, 2011) para que possa haver aumento da sensibilidade e especificidade dos métodos 

diagnósticos.  

 

1.6. Tratamento e Evolução 

 

Segundo a Sociedade Americana de Doenças Infecciosas (IDSA), a escolha da droga a 

ser usada em casos de candidemia depende das manifestações clínicas do paciente, da espécie 

de Candida isolada e do resultado dos testes de sensibilidade a antifúngicos (REX et al., 

2000).  

Em populações de pacientes onde os fatores de risco são muito elevados, muitos 

autores defendem o tratamento antifúngico profilático (ALANGADEN, 2011). É possível 

observar também a adoção empírica de drogas de amplo-espectro. Este modelo terapêutico 

pode levar à seleção de organismos resistentes aos fármacos, favorecendo sua disseminação 

no ambiente hospitalar (LASS-FLÖRL, 2009). 

Apesar dos fatores de risco para fungemias terem sido extensamente reportados, 

atualmente há ampla disponibilidade de drogas antifúngicas, e o gerenciamento de forma 

ótima da candidemia continua um desafio (MIKULSKA et al., 2011). Esse gerenciamento das 

infecções fúngicas sistêmicas é complexo pela dificuldade no diagnóstico, que pode resultar 

no atraso do tratamento adequado e, subsequentemente, levar a resultados adversos 

(morbidade e mortalidade). 

A emergência de novas ferramentas diagnósticas facilita o desenvolvimento de novas 

estratégias para a profilaxia e o tratamento precoce da terapia antifúngica (SHOHAM & 

MARWAHA, 2010; MIKULSKA et al., 2011). 

De acordo com ANUNNATSIRI et al. (2009), para que se tenha uma melhora na 

evolução clínica dos pacientes com fungemia, os grandes desafios são: a obtenção de um 

diagnóstico rápido, a redução da severidade da infecção e o tratamento antifúngico empírico 

precoce em grupos de alto risco. No que concerne ao diagnóstico, um consenso de 

padronização das técnicas de PCR, com validação estabelecida por vários estudos, é 

necessário para permitir a sua adoção como método diagnóstico seguro e confiável.  

 

 



22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 



23 

 

 

2. Relevância e Justificativa 

 

Não somente o número de casos de micoses sistêmicas e oportunistas vem 

aumentando no país, como também a epidemiologia e a etiologia das micoses estão mudando. 

Isso resulta em importantes implicações diagnósticas e de gerenciamento desses patógenos. 

Sendo assim, diante do exposto anteriormente, as justificativas para a realização deste projeto 

baseiam-se na possibilidade de desenvolvimento de técnicas mais rápidas e precisas para o 

diagnóstico molecular de infecções provocadas por fungos e seu potencial para adoção na 

prática clínica.  

As limitações das técnicas histológicas, sorológicas e de cultura levam a procura por 

métodos mais eficientes. Por sua vez, o levantamento de custos diretos e indiretos – arrecada 

informações, auxiliando nos processos de decisão sobre a incorporação de tecnologias e a 

alocação de recursos em saúde. Essas análises podem auxiliar na seleção das intervenções 

mais efetivas e agregar elementos para alterações e aprimoramento das políticas de saúde, 

aumentando a eficiência dos serviços e a qualidade dos cuidados prestados em saúde. 
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar comparativamente técnicas laboratoriais diagnósticas para fungemia – método 

molecular versus cultura – em associação aos aspectos clínicos, tempo de realização e custos 

financeiros.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Padronizar o método de extração de DNA fúngico a partir da amostra clínica (sangue 

total); 

 Padronizar a reação de nested PCR; 

 Comparar os resultados de ambos os métodos diagnósticos: hemocultura e nested 

PCR; 

 Avaliar comparativamente o tempo de realização para o diagnóstico laboratorial pelos 

métodos observados neste estudo; 

 Realizar uma avaliação de custos pelos dois métodos diagnósticos;  

 Correlacionar os dados clínicos com os resultados obtidos. 
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4. Material e Métodos 

 

4.1. População do Estudo 

 

O presente estudo teve seu início após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto – FAMERP (parecer n.º 

087/2010). 

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (apêndice 1), assinado pelos 

familiares de cada paciente, precedeu a colheita das amostras de sangue, realizada entre os 

meses de junho e setembro de 2011. 

A população do estudo foi composta por 89 pacientes (SUS, convênios e particulares) 

internados nas Unidades de Terapia Intensiva, Geral (67) e Neonatal (22), de um Hospital 

Escola do estado de São Paulo, com suspeita clínica de infecção de corrente sanguínea. Vários 

parâmetros ajudaram a correlacionar os dados clínicos e microbiológicos observados no 

presente estudo: doenças de base com acometimento pulmonar, cardíaco, neurológico, renal 

ou hepático; câncer; diabetes; infecção por HIV; e fatores de risco como, uso de cateter 

venoso central, ventilação mecânica, antibioticoterapia prévia, hipertensão arterial, nutrição 

parenteral, cirurgia e trauma. 

 

4.2. Amostras 

 

Foram coletadas 118 amostras de sangue total, incluindo as amostras seriadas.  Uma 

alíquota deste sangue, colhida e direcionada para o frasco de hemocultura, era encaminhada 

ao Laboratório Central do Hospital para inclusão ao equipamento automatizado (BACTEC 

9240 Becton Dickinson®); outra parte, em tubos com EDTA, foi encaminhada ao Laboratório 

de Microbiologia da FAMERP, onde a investigação molecular transcorreu. Com raras 

variações, em adultos, 4,0 ml de sangue e em neonatos, 0,5 ml, foram considerados os 

volumes para iniciar o processo diagnóstico laboratorial. Após a extração, a quantificação do 

DNA e análise de pureza foram estabelecidas pelo espectrofotômetro BioPhotometer da 

Eppendorf®. 
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4.3. Diagnóstico Molecular por nested PCR 

 

4.3.1. Extração de DNA 

 

Todas as amostras de sangue foram submetidas aos procedimentos diagnósticos no 

mesmo dia de sua coleta. Para tanto, seguiu-se o protocolo descrito por LÖFFLER et al., 

1997, com modificações conforme descrição a seguir: o sangue total era transferido para 

tubos de 15,0 ml estéreis, adicionado tampão PBS estéril (NaCl 140 mM; KCl 2,7 mM; 

Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 1,8 mM), centrifugado a 900 G, por 10 min. Para ruptura das 

células vermelhas, retirava-se o sobrenadante e adicionava-se sobre a porção de hemácias 

cerca de 3 vezes o seu volume de tampão ACK (NH4Cl 0,15 M; KHCO3 1 mM; EDTA 0,1 

mM).  Após agitação lenta por 10 min e uma centrifugação a 1.400 G por 10 min, o 

sobrenadante era descartado e adicionado 1,0 ml do tampão de lise de núcleos (Tris-HCl 100 

mM pH 8.0; NaCl 4 M; EDTA 20 mM pH 8.2). A amostra era homogeneizada em agitadores 

do tipo vortex e transferida para um tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, com subsequente 

centrifugação de 16.000 G, por 21 min. O pellet resultante era suspenso com 200 μl de PBS. 

A partir desta etapa, a amostra era então submetida ao kit de extração de DNA da Qiagen®, 

DNA Blood Mini, segundo as especificações do fabricante, com apenas uma modificação. 

Adotou-se como procedimento padrão, o tempo de 1 h para lise da célula fúngica com 

proteinase K e tampão de lise. O DNA assim obtido era então eluído com água Milli-Q e 

armazenado a -20ºC até o momento do uso. 

 

4.3.2. Controles da Extração do DNA 

 

Como estágio preliminar de análise, controles positivos e negativos foram incluídos no 

processo de extração. Como controle positivo, 4,0 ml de sangue de um voluntário saudável foi 

inoculado com 200 μl de uma suspensão de Candida albicans na escala 1 de MacFarland, 

sendo então procedida a extração. O mesmo sangue, sem inóculo fúngico, foi utilizado como 

controle negativo.  

Para testar o limite de detecção do teste, amostras de sangue de um voluntário 

saudável foram inoculadas com concentrações decrescentes da suspensão de levedura e 

submetidas à extração e sua contagem estabelecida por Câmara de Neubauer.  

 



29 

 

 

4.3.3. Reação de nested PCR 

 

Seguiu-se o protocolo descrito por HENRY et al. (2000). Assim, para o primeiro ciclo 

de reação, utilizou-se o primer forward ITS5 (5’– GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G 

– 3’; Sigma®) e o primer reverse ITS4 (5’– TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC – 3’; 

Sigma®) para amplificar a região do DNA ribossomal 5.8S, que inclui as regiões ITS 1 e ITS 

2 (WHITE et al., 1990) (Figura 1). A reação de amplificação seguiu conforme descrito: 2,5 

μl do DNA extraído para um volume total de 25,0 μl, tampão de 2,5 μl de Taq Buffer 10X, 2,0 

μl de cada base (dNTP – 2,5 mM), 0,5 μl cada primer a 15 μM, 1,0 μl de MgCl2 a 50 mM e 

0,1 μl de Taq polimerase (Fermentas®) a 50 U/μl; sendo o restante completado com água 

pura, livre de DNAse. Posteriormente, no segundo ciclo de reação, o primer forward ITS1 

(5’– TCC GTA GGT GAA CCT GCG G – 3’; Sigma®) e o primer reverse ITS2 (5’– GCT 

GCG TTC TTC ATC GAT GC – 3’; Sigma®) foram escolhidos objetivando amplificar 

somente a região ITS 1 do DNA, presente no produto da primeira rodada, gerando um 

fragmento de aproximadamente 220 pb. Para tal, 1,0 μl do produto de PCR da primeira reação 

foi utilizado para um volume total de 25,0 μl, mais 2,5 μl de tampão Taq Buffer 10X, 2,0 μl de 

cada base (dNTP – 2,5 mM), 0,5 μl cada primer a 15 μM, 1,0 μl de MgCl2 a 50 mM e 0,1 μl 

de Taq polimerase (Fermentas®) a 50 U/μl, sendo volume completado com água pura, livre 

de DNAse. Os parâmetros da ciclagem foram os mesmos para as duas reações: desnaturação 

inicial a 95ºC por 4,5 min; 40 ciclos, sendo cada um consistindo de um passo de desnaturação 

à 95ºC por 30 s, um passo de anelamento à 55ºC por 30s e um passo de extensão à 72ºC por 1 

min; mais uma extensão final de 3 min à 72ºC. 

 

 
Figura 1: Organização genômica do rDNA 18S, ITS1, 5.8S rDNA, ITS2, e 26S rDNA; e 

primers utilizados na reação de amplificação. 
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4.3.4. Eletroforese em gel de agarose 

 

Os produtos de amplificação do nested PCR e correspondentes marcadores (DNA 

ladders - Promega®) foram observados por eletroforese em gel de agarose 1% (Sigma®), 

corado com Brometo de Etídio, com voltagem de 150 v, durante 30 min. Posteriormente, o 

gel era foto-documentado com câmera digital acoplada a um transiluminador (Kodak®).  

 

4.4. Análise de valores de custo 

 

Para o levantamento dos valores gastos pelos procedimentos médicos e demais 

parâmetros foram consultados o Sistema de Gerenciamento da Tabela de Procedimentos, 

Medicamentos e OPM do SUS (SIGTAP), assim como programas de gerenciamento de 

empresas privadas. 

 

4.5. Análise Estatística 

 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa InStat, versão 3.0 

(GraphPad, Inc®). Para comparação entre médias, quando os dados obedeciam à distribuição 

normal, o teste paramétrico “t” não pareado foi o escolhido: tempo de internação até a 

realização do exame, média de dias entre as coletas seriadas, e médias de idade. Considerado 

o tempo total de internação, quando às médias e desvios padrões não ocorriam conforme 

esperados (distribuição normal), o teste não paramétrico de Mann-Witney era utilizado.  

As correlações entre as doenças de base, as características e as taxas de mortalidade do 

pacientes com os resultados do nested PCR, foram observadas estatisticamente pelo teste 

exato de Fisher. 
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5. Resultados 

 

5.1. Coleta de sangue e quantificação do DNA 

 

A análise associativa entre o volume de sangue (0,3 a 0,5 ml em neonatos e 3 a 4,5 ml 

em adultos) e a correspondente quantidade de DNA obtidos por amostra, revelou conforme 

esperado, relação direta mediante tais parâmetros, isto é, volumes de sangue maiores 

mostraram quantidade de DNA superior (média de 270 μg/ml para adultos e 70 μg/ml para 

neonatos).  Ainda, o grau de pureza do DNA foi satisfatório, com média de valores próximos 

(média de 1,78 para os dois grupos). A adoção de procedimentos adicionais (tempo de lise de 

10 minutos para 1h) aos protocolos de extração de DNA foi crucial para obtenção de melhores 

resultados da reação de nested PCR, evento observado pelo baixo limiar de detecção. 

Além disso, a quantidade de DNA utilizada na reação de PCR não mostrou ser um 

fator limitante. Testes com diversas concentrações do mesmo DNA foram realizados e os 

mesmos resultados obtidos. Por isso, foi padronizada a utilização de 2,5 μl de DNA para a 

primeira rodada de amplificação e 1,0 μl para a segunda. 

 

5.2. Nested PCR - Limiar de detecção e resultados dos pacientes 

 

Com o objetivo de se avaliar o limiar de detecção de células fúngicas em amostras 

clínicas, estabeleceu-se uma inoculação de concentração decrescente de leveduras em sangue 

total de doador saudável. Identifica-se na linha 2, que o valor de 10 células fúngicas por 4 ml 

de sangue total, constituiu-se como limiar de detecção (200 μl de suspensão de leveduras, em 

uma diluição de 1:40.000 da escala 1 de MacFarland) (Figura 2). 

Após padronização, seguiram-se às reações com amostras de sangue de pacientes com 

clínica de infecção de corrente sanguínea, mais os controles (Figura 3). Pode-se observar que 

de 89 amostras, 46 (51,7%) foram positivas pós nested PCR.  
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Figura 2: Gel de agarose com produtos da reação nested PCR. As linhas de 1 e 2 
correspondem reações positivas de diluições decrescentes de células fúngicas. As linhas 3 e 4 
correspondem às diluições onde o DNA não foi detectado; linha 5, o controle positivo e a 6, o 
controle negativo da reação; M, marcador de peso molecular 100pb.  

 

 

 

 
Figura 3: Gel de agarose com produtos da reação nested PCR. As reações positivas são 
apresentadas nas linhas 1, 3, 4, 5 e 7; as negativas, 2, 6, 8, 9, 10, 11 e 12. Linha 13 
corresponde ao controle positivo (C. albicans) e a linha 14 ao controle negativo de reação. M, 
Marcador de peso molecular de 50pb.  
 
 
 

Os valores percentuais de positividade foram próximos, quando se consideram as duas 

origens de internação (UTI Geral e Neonatal). Assim, em 67 amostras de pacientes da UTI 

Geral, 35 (52,2%) foram positivas, enquanto da UTI Neonatal, de 22 amostras, este perfil foi 

observado em 11 (50,0%) (Tabela 1). 

 

 

200pb 

200pb 
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Tabela 1: Distribuição dos pacientes segundo Unidade de Terapia Intensiva de origem e 
correspondente resultado da reação de nested PCR. 
 

 Nº de pacientes Positivas Negativas 

UTI Geral 67 35 32 

UTI Neonatal 22 11 11 

Total 89 46 43 

  

5.3. Nested PCR – Associação dos Resultados com dados clínicos 

 

Dados os aspectos clínicos, doenças de base e adoção de terapêutica antimicrobiana, a 

Tabela 2, identifica a sua associação com os resultados laboratoriais do nested PCR.  

Fazendo a distinção para os pacientes provenientes somente da UTI Geral, a média de 

idade foi de 54,9 anos, sendo de 50,8 anos para homens e 65,2 anos para mulheres. Apesar da 

população geral do estudo, ter como representação maior o gênero masculino, em termos 

percentuais, o resultado positivo por nested PCR foi observada conforme descrito: feminino, 

63,2% (12/19) e masculino, 47,9% (23/48). Já na Unidade Neonatal, a média de idade foi de 

10,1 dias.  

Consideraram-se como tempo de internação dois períodos diferentes, o período entre a 

admissão do paciente na Unidade de Terapia Intensiva até a colheita de sangue para a 

realização do exame, e o tempo total de permanência em ambiente hospitalar.  

Na Tabela 2, apresentam-se os dados referentes ao maior tempo de permanência na 

Unidade de Terapia Intensiva, até coleta (13,0 dias), com casos de nested PCR positivos, em 

relação aos negativos (10,7 dias) (p>0,05); estes mesmos parâmetros foram observados se 

considerados o tempo total de internação (período até óbito ou alta hospitalar). 

A referência de resultados positivos (nested PCR) frente às doenças de base mostrou 

que os acometimentos pulmonar, cardíaco e renal foram prevalentes. Interessantemente, a 

infecção por HIV, ocorreu em apenas dois casos, e destes, somente um como reação positiva 

pelo nested PCR.  

Pacientes com cateter venoso central (81%) e concomitante terapia antibacteriana 

(78%) constituíram o grupo como maior fator de risco, a maioria com nested PCR positivo.  

Frente ao pacientes submetidos à ventilação mecânica, este dado concorreu com menor 

percentual, uma vez que de 65, 29 foram positivos (44,6%).  
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Na presente investigação, 10 pacientes estavam em vigência de antifungicoterapia e 

destes seis apresentaram nested PCR positivo (60%).  Este mesmo percentual se deveu aos 

pacientes com nutrição parenteral ou trauma.  

O índice de mortalidade geral foi de 46,1% (41/89). Comparativamente, frente aos 

pacientes com nested PCR positivos e negativos, este parâmetro foi diferente: 50,0% (23/46) e 

41,9% (18/43), respectivamente, porém não estatisticamente significativo (P>0,05). 

 

Tabela 2: Dados demográficos, características clínicas e evolução dos pacientes.  
 

Variável Total POS NEG 
Pacientes 89 46 43 

Média de idade (0-88) 41,3 42,3 40,2 
Sexo masculino 59 28 31 
Sexo feminino 30 18 12 

Idade <1 ano (UTI Neonatal) 22 11 11 
Média de dias internados (até colheita do sangue) 11,9 13,0 10,7 

Média internação total 35,5 36,7 34,2 
Doenças de base    

Doença pulmonar ou dificuldade respiratória 39 22 17 
Doença cardíaca 16 10 6 
Doença renal 15 9 6 
Diabetes 12 7 5 
Câncer 7 5 2 
Doença neurológica 7 4 3 
Doença hepática 6 4 2 
Infecção por HIV 2 1 1 

Características    
Cateter Venoso Central 72 37 35 
Ventilação mecânica 65 29 36 
Hipertensão arterial 31 14 17 
Trauma (cirurgia) 17 11 6 
Nutrição parenteral 11 7 4 
Uso de antibiótico (antibacterianos) 70 37 33 
Uso de fluconazol 8 5 3 
Uso de anfotericina B 2 1 1 
Uso de ambisome 1 0 1 
Uso de voriconazol 1 0 1 
Uso de micafungina 1 0 1 

Mortalidade geral 41 23 18 
 
“POS” = pacientes com nested PCR positivo para fungos; “NEG” = pacientes com nested 
PCR negativo para fungos. 
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5.4. Hemocultura – Comparação com o nested PCR 

 

A análise comparativa dos métodos diagnósticos (nested PCR e hemocultura) para a 

mesma coleta de sangue revelou concordância para apenas um caso positivo, de onde se 

obteve Candida parapsilosis, e 36 casos negativos (40,4%). Entretanto, a discordância foi 

notada, onde, de 77 hemoculturas negativas, 41 (53,3%) foram positivas pós nested PCR. O 

único caso positivo (nested PCR e Hemocultura positivos) originou-se de um paciente cujo 

tempo de internação foi maior (23) que média (13). 

Uma observação adicional caracterizou-se pelo achado de grupos bacterianos nas 

hemoculturas em 16 casos (14,4%), prevalentes na população masculina (UTI Geral): 

Staphylococcus aureus (5), Staphylococcus coagulase negativa (5), Klebsiella pneumoniae 

(2), Acinetobacter baumannii (1), Acinetobacter calcoaceticus (1), Pseudomonas aeruginosa 

(1) e Escherichia coli (1). Em cinco (31%), positivos para bactérias, ocorreu concomitante 

reação positiva pós nested PCR, nenhum submetido à antifungicoterapia prévia (Tabela 3). 

 

Tabela 3: Distribuição de espécies bacterianas obtidas de hemoculturas, aspectos 
demográficos, origem hospitalar, terapia antimicrobiana e evolução dos pacientes, em 
associação com nested PCR. 
 

UTI Idade Gênero Hemocultura nested Terapia antimicrobiana Evolução 
Geral 74 MAS Acinetobacter baumannii POS Bacteriana Óbito 
Geral 37 MAS Acinetobacter calcoaceticus POS Bacteriana e viral Óbito 
Geral 57 MAS Staphylococcus aureus POS Bacteriana Óbito 
Geral 69 MAS Staphylococcus aureus POS Bacteriana Óbito 
Geral 82 FEM Staphylococcus coag. negativa POS Bacteriana Óbito 
Geral 44 MAS Escherichia coli NEG Bacteriana e fúngica Melhora 
Geral 22 MAS Klebsiella pneumoniae NEG Bacteriana Melhora 
Geral 70 MAS Klebsiella pneumoniae NEG Bacteriana e fúngica Melhora 
Geral 31 MAS Pseudomonas aeruginosa NEG Sem vigência Óbito 
Geral 75 MAS Staphylococcus aureus NEG Bacteriana e fúngica Melhora 
Geral 43 MAS Staphylococcus aureus NEG Bacteriana Óbito 
Geral 67 MAS Staphylococcus aureus NEG Sem vigência Óbito 
Neo 1d MAS Staphylococcus coag. negativa NEG Sem vigência Melhora 

Geral 37 MAS Staphylococcus coag. negativa NEG Bacteriana Melhora 
Geral 33 MAS Staphylococcus coag. negativa NEG Bacteriana Melhora 
Geral 61 FEM Staphylococcus coag. negativa NEG Bacteriana Óbito 

 
“Nested” = nested PCR; “Neo” = Unidade de Terapia Intensiva Neonatal; “Geral” = Unidade 
de Terapia Intensiva Geral; “d” = dia; “FEM” = feminino; “MAS” = masculino; “POS” = 
positivo; “NEG” = negativo. 
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5.5. Amostras seriadas 

 

De 22 pacientes (A-V) foram obtidas amostras de sangue seriadas (até quatro coletas), 

conforme demostrado na Tabela 4. Em 50 % dos pacientes (A-K), os resultados do nested 

PCR foram concordantes (positivos ou negativos), com coletas efetuadas em intervalo médio 

de 6,5 dias.  Quando discordantes (L-V), em 11 casos, este intervalo temporal, apesar de não 

ser estatisticamente significativo, foi em média maior (9 dias), sendo a primeira coleta 

positiva em 3 casos (L, M, e N) e negativa em 5 casos (O, P, Q, R, e S). 

 

Tabela 4: Distribuição de amostras seriadas, correspondentes resultados de provas 
laboratoriais (nested PCR e hemocultura), e intervalo entre as coletas (com relação à 
primeira). 
 

 
“HC” = hemocultura; “+” = positivo; “-“ = negativo; “AC” = Acinetobacter calcoaceticus; 
“PA” = Pseudomonas aeruginosa; “AB” = Acinetobacter baumannii; “SA” = Staphylococcus 
aureus; “KP” = Klebsiella pneumoniae; “SN” = Staphylococcus coagulase negativa. 
 

A análise individual de hemocultura, também revelou discrepâncias de resultados para 

10 casos de isolamento bacteriano, evento não observado para isolamento fúngico (todos 

negativos). 

Paciente 
 
 
Método/coleta 

A B C D E F G H I J K L M N O P Q R S T U V 

NESTED 
PCR 

1ª - + + + + - + + - - - + + + - - - - - + + + 
2º - + + + + - + + - - - - + - + + + + + - - - 
3º - - + + - 
4º - + 

HC (fungo) 

1ª - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
2º - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
3º - - - - - 
4º - - 

HC (bactéria) 

1ª - - - - - - - - - SA KP - - - - SN SN - - - SA - 
2º -  

AC - - -  
PA 

 
AB - - - - - - - - - -  

SN - - - - 
3º - - - - SN 
4º - - 

 
Intervalo de 
coleta em 

dias 

1ª 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2º 6 3 11 10 6 5 15 5 5 7 3 2 0 7 2 11 6 2 7 3 4 15 

3º 8 16 14 31 19 
4º 36 35 
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A análise comparativa dos resultados (nested e hemocultura para fungo) mostrou 

identidade para apenas cinco casos (A, F, I, J, e K), todos negativos.  

 

5.6. Nested PCR – tempo de realização do diagnóstico versus hemocultura 

 

A positividade da hemocultura para detecção de leveduras em amostra de sangue total 

foi revelada no terceiro dia após a coleta. Entretanto, para o reconhecimento da espécie 

fúngica, Candida parapsilosis, este tempo se estendeu para o oitavo dia, dados os parâmetros 

morfológicos e bioquímicos de identificação.  

Considerando-se as hemoculturas negativas, a liberação do resultado ocorria no sétimo 

dia de análise. 

 Comparativamente, o diagnóstico molecular pelo nested PCR ocorreu no tempo 

máximo de 10,5 horas, período coincidente para emissão do laudo, positivos ou negativos. 

  

5.7. Custos envolvidos com diagnóstico e internação prolongada 

 

Para a análise dos custos envolvidos segundo cada metodologia adotada na presente 

investigação, valores de referência foram obtidos pelas tabelas de procedimentos diagnósticos 

do SUS, convênios e particulares: nesse sentido, observou-se que o valor médio para 

realização de hemocultura foi de R$18,48, R$26,00 e R$35,00, respectivamente. 

Para os procedimentos diagnósticos moleculares, o custo médio do exame laboratorial 

foi de R$16,80 por amostra. Incluem nesta avaliação, despesas com recursos materiais desde a 

extração do DNA, até a eletroforese. 

A Tabela 5 apresenta a distribuição de valores gastos com os procedimentos médico-

hospitalares durante o período de internação, e os respectivos planos de Saúde. Nas Figuras 4 

e 5, pode-se observar a distribuição dos pacientes de acordo com o plano de saúde, os gastos 

totais e o tempo total de internação. Os pacientes particulares não foram incluídos no gráfico 

por serem apenas dois. Pelo mesmo motivo (baixo número amostral), no gráfico referente aos 

convênios, não é mostrada a linha de tendência. 
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Tabela 5: Distribuição de pacientes segundo planos de saúde para atendimento hospitalar e 
gastos financeiros por dias de internação (Média dos valores em Reais R$).  
 

 Médias de valores 

Plano/Pacientes Total 

R$ 

Dias 

internados 

Diária 

R$ 

Convênio A (n = 9) 39394,54 33,55 1340,35 

Convênio B (n = 8) 28811,44 21,37 1559,82 

Particular (n = 2) 18180,41 7,5 3640,03 

SUS (n = 70) 2124,21 39,38 68,11 

 

 

 

 

 
Figura 4: Distribuições dos pacientes do SUS de acordo com os valores dos procedimentos 
médico-hospitalares e os respectivos tempos totais de internação. As retas correspondem às 
tendências lineares. (nPCR+ = nested PCR positivo; nPCR- = nested PCR negativo). 
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Figura 5: Distribuições dos pacientes de convênios de acordo com os valores dos 
procedimentos médico-hospitalares e os respectivos tempos totais de internação. As retas 
correspondem às tendências lineares. (nPCR+ = nested PCR positivo; nPCR- = nested PCR 
negativo). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 



42 

 

 

6. Discussão 

 

As infecções fúngicas sistêmicas, principalmente nas últimas décadas, surgiram como 

um problema no âmbito hospitalar, uma vez que representa elevadas taxas de mortalidade e 

morbidade (ALANGADEN, 2011; MORACE & BORGUI, 2010; OPAL & CALANDRA, 

2009). A inadequação técnica e demora no diagnóstico, com consequente permanência do 

paciente no âmbito hospitalar, contribuem para elevação de custos observados tão comumente 

em diversos centros de saúde (GOULD, 2011; MORACE & BORGUI, 2010; OPAL & 

CALANDRA, 2009). Corroborando com tais afirmativas, a presente investigação mostrou 

que a hemocultura não é o melhor método diagnóstico e que os métodos moleculares são uma 

alternativa factível para análise laboratorial de doenças fúngicas sistêmicas, dada a rapidez 

com que os resultados são obtidos. 

A divergência observada no desenvolvimento de padronizações, bem como a falta de 

controle de qualidade de protocolos diagnósticos são considerados os elementos chave que 

dificultam a adoção de métodos moleculares como rotina diagnóstica (BRETAGNE, 2010; 

WHITE et al., 2010).   

No que se refere à padronização do método, a etapa de extração de DNA é uma das 

fundamentais para o êxito de qualquer procedimento diagnóstico molecular, particularmente 

quando a extração é realizada a partir de espécimes clínicos (FREDRICKS et al., 2005; 

METWALLY et al.; 2008). De fato, na presente investigação, a adoção de mínimas variações 

no protocolo de extração nos primeiros planos de execução, foi crucial para maior 

sensibilidade diagnóstica (baixo limiar de detecção). 

A técnica de nested PCR vem sendo utilizada nos estudos de diagnóstico para 

candidemia, considerada a sua maior especificidade e sensibilidade quando comparada aos 

métodos convencionais (AHMAD et al., 2002; DEL NEGRO, 2008; WHITE et al., 2009). 

Conforme descrito anteriormente, e aqui observado, sua alta sensibilidade se deve ao poder de 

detecção de mínimas quantidades de genoma em amostras de sangue total ou soro 

(BOUGNOUX et al., 1999; KHLIF et al., 2009). Um ponto que merece consideração é que o 

método molecular também é menos agressivo ao paciente em comparação à hemocultura. Isso 

porque é necessário apenas um tubo de sangue de 4,0 ml para adultos e um tubo de 0,5 ml 

para neonatos. Em comparação, por exemplo, no Reino Unido, atualmente, recomenda-se que 

seja colhido no mínimo entre 20-30 ml de sangue de adultos, e realizar duas hemoculturas 

seriadas, para que maximize o rendimento e ajude a identificar contaminação (DEAN & 
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DARK, 2010); o que torna o procedimento mais penoso para o paciente, que já se encontra 

debilitado. Para os pacientes neonatos, o volume disponível para a hemocultura, que 

geralmente é entre 0,5 e 1,0 ml, é muito baixo, fazendo com que a sensibilidade do método 

seja ainda menor para esse grupo de pacientes (DOWNEY et al., 2010). 

A Candida sp. é a principal causa de infecção fúngica invasiva em Unidade de Terapia 

Intensiva (YLIPALOSAARI et al., 2012).  Neste ambiente, os pacientes são acometidos por 

diversas situações clínicas que agravam e potencializam a ocorrência de doenças fúngicas 

oportunistas (PÉRMAN et al., 2011). Realmente, a distribuição de infecção sistêmica no 

presente foi equivalente, independentemente de sua origem, neonatal ou geral.  

Segundo ZAOUTIS et al. (2010), o maior tempo de estadia em ambiente hospitalar, 

particularmente em UTIs, eleva o risco de aquisição de doença fúngica sistêmica (média de 21 

dias).  De fato, embora com diferenças estatisticamente não significativas, o diagnóstico 

positivo de infecção fúngica por nested PCR foi aqui observado em pacientes com 

permanência hospitalar maior.  

Corroborando aos dados da literatura científica, a descrição de várias doenças de base, 

como predisponentes às infecções fúngicas, é fato aqui observado (ALMIRANTE et al., 2005; 

HINRICHSEN et al., 2008). Nesse sentido, em ordem decrescente, o acometimento 

pulmonar, cardíaco, renal, neurológico e hepático, foram as apresentações clínicas 

prevalentes, apesar de não haver diferenças estatisticamente (P>0,05) significativas entre 

esses parâmetros e nested PCR positivo. Espécies de Candida são comensais comuns de 

diversos sítios anatômicos, especialmente orofaringe, e sua associação, em pacientes 

debilitados, explica maior ocorrência com doença pulmonar (ODDS, 1994; POUND et al., 

2002).  

Reiterando os dados da literatura, os resultados obtidos neste estudo indicam que os 

procedimentos invasivos, especialmente ventilação mecânica, o cateterismo venoso, e a maior 

utilização de antibióticos proporcionam elevados índices de positividade pelo nested PCR. A 

observação adicional de positividade do nested PCR nos pacientes sem estes fatores de risco 

traduz o aspecto multifatorial característico desta doença (DOTIS & ROILIDES, 2011; 

FEFERBAUM et al., 2000; HORN et al., 2009; SHOHAM & MARWAHA, 2010; ZAOUTIS 

et al., 2010). Além do mais, pacientes que estão internados em UTIs estão mais sujeitos a 

desenvolverem uma infecção da corrente sanguínea, especialmente por fungos, elevando os 

índices de mortalidade (AMRUTKAR et al., 2006; PROWLE et al., 2011). 
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Discute-se nas Unidades de Terapia Intensiva, que candidemia representa a causa 

mortis em torno de 30-40% dos pacientes (DIEKEMA et al., 2012; HAN et al., 2010; 

MUSKETT et al., 2011). Considerando-se que a infecção fúngica agrava o quadro clínico, 

esse evento aqui detectado, reitera a afirmativa, uma vez que a taxa de mortalidade maior 

ocorreu frente aos pacientes com nested PCR positivo. 

Infecções sistêmicas, fúngicas ou bacterianas, podem ocorrer mesmo em vigência de 

exames microbiológicos negativos (hemocultura) (AHMAD et al., 2002; BORST et al., 2001; 

DEAN & DARK, 2010; HAN et al., 2010; WHITE et al., 2009). Aliada aos fatores 

intrínsecos do hospedeiro (febre, resposta imune etc.), a disseminação de quantidade variável 

de micro-organismos, viáveis no momento da coleta, pode explicar a variação na taxa de 

detecção, especialmente por hemocultura (LAMOTH et al., 2010). Na presente análise este 

fato foi surpreendente, visto que os fatores de risco eram elevados e muitas hemoculturas 

foram negativas. Comparativamente, os métodos moleculares, aqui eleito o nested PCR, 

revelaram índices de positividade maiores. Justifica-se que frações mínimas de genoma 

fúngico circulante no momento da coleta de sangue são amplificados e, portanto, detectados 

com maior sensibilidade (BADIEE et al., 2011; BRETAGNE, 2010; MASSONET et al., 

2004; MAYR & LASS-FLORL, 2011; MUSKETT et al., 2011; TRAGIANNIDIS et al., 

2011; WENGENACK & BINNICKER, 2009).  

A existência de uma interface entre os aspectos clínicos observados para doenças 

infecciosas de origem fúngica e bacteriana, muitas vezes, confunde o profissional de saúde 

(KAUFMAN & FAIRCHILD, 2004). De fato, embora em minoria, aqui, comprova-se esse 

episódio em 16 pacientes, onde a infecção sistêmica se deveu a grupos bacterianos, embora 

houvesse suspeita clínica para fungemia. Interessantemente, em 31%, o nested PCR foi 

positivo. Sugere-se primeiramente, a ocorrência concomitante de elementos fúngicos, apenas 

revelado pela biologia molecular, uma vez que metabólitos bacterianos e ação antibiótica 

podem exercer ação inibitória sobre fungos (hemocultura negativa) (Tabela 3) (COTTEN et 

al., 2006; MCCOOL et al., 2008; PELEG et al., 2010).  

Ponderando-se sobre a ocorrência concordante de resultados positivos (hemocultura e 

nested PCR) é possível considerar que, somente amostras biológicas ricas em carga 

microbiana apresentam menor margem de erro diagnóstico, fato descrito anteriormente por 

PÉRMAN & ZARAGOZA (2009). Em adição, este caso ocorreu para o paciente com 

permanência hospitalar elevada, ou seja, um fator e risco adicional. No entanto, isto explicita 

a necessidade de estudos futuros, com número amostral maior, que enriqueçam o 
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conhecimento acerca da associação de agentes patogênicos e infecções. Os dados 

concordantes enquanto negatividade (apenas 40% dos casos) estão em conformidade com os 

parâmetros descritos na literatura (VALLÉS & FERRER, 2009), demonstrando que a taxa de 

infecções de corrente sanguínea em pacientes de UTI é muito alta.  

As infecções da corrente sanguínea são multifatoriais e apresentam fisiopatologia, 

critérios diagnósticos, implicações terapêuticas, prognósticas e preventivas distintas. Diversos 

fatores contribuem com diagnósticos laboratoriais divergentes, tais como: variação dos sinais 

sistêmicos de infecção, presença ou ausência de foco primário de origem, presença ou 

ausência de acesso vascular, tipo do acesso, envolvimento e possibilidade de remoção do 

mesmo, sinais locais de infecção de cateter, etc. (ANVISA, 2009). A subjetividade de 

resultados discrepantes frente à hemocultura de isolados seriados, na presente investigação, 

ilustra a afirmativa acima. 

A demora na administração da terapia antifúngica correta é um fator determinante na 

evolução dos pacientes em choque séptico. Nesse caso, o desenvolvimento de técnicas para 

um diagnóstico rápido e preciso é necessário para que o paciente possa evoluir para a cura em 

menor tempo evitando assim um tempo de internação prolongado (KOLLEF et al., 2012). 

Neste estudo, durante o tempo entre a realização da hemocultura e a liberação do resultado, 

nenhuma estratégia de tratamento contundente poderia ser levada em consideração, já que o 

médico não possuía o resultado em mãos. No entanto, como já foi demonstrado, com apenas 

10,5 h de trabalho foi possível obter os resultados da biologia molecular para o mesmo fim, o 

que significaria pressupor, que cinco diárias hospitalares poderiam ter sido evitadas. Esse 

tempo menor, não somente evitaria custos desnecessários, como também levaria a melhora do 

paciente, pós-adoção da terapia correta e precoce. Assim, demonstrou-se a importância de se 

eleger o método molecular como factível para diagnóstico de infecção de corrente sanguínea, 

dado acatado previamente por vários estudos (AHMAD et al., 2002; BADIEE et al., 2011; 

KHLIF et al., 2009).  

Estudos realizados em pacientes com candidemia revelaram que a estadia hospitalar é 

a variável de maior impacto no aumento dos custos relativos a este tipo de infecção (GRAU-

CERRATO & FERRÁNDEZ-QUIRANTE, 2009). Por isso, novas práticas e estratégias 

devem ser adotadas para que o paciente fique o mínimo possível internado, sendo exposto aos 

diversos fatores de risco. De fato, as fungemias, geram um aumento de custo não somente de 

caráter individual ao paciente, como ao sistema de saúde, se comparadas a outras 

comorbidades (MUSKETT et al., 2011; ZAOUTIS et al., 2005). Pelos dados apresentados 
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neste trabalho, expõe-se que uma rotina de diagnóstico molecular deve ser, no mínimo, 

estudada e adotada como técnica futura. 

Após este primeiro passo, as perspectivas para este trabalho incluem a adoção de uma 

técnica molecular que não somente detecte como também identifique a espécie fúngica 

causadora da doença sistêmica. Esta etapa inicial, no entanto, foi fundamental para analisar as 

dificuldades e para traçar as diretrizes futuras com relação ao diagnóstico molecular de 

fungemias e sua aplicabilidade na rotina laboratorial. 
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7. Conclusões 

 

 A padronização da técnica de extração de DNA fúngico diretamente do sangue total se 

mostra eficiente em termos de quantidade e qualidade do DNA extraído; 

 

 O nested PCR revela ser uma ferramenta diagnóstica importante para a detecção de 

fungemias, sendo mais sensível que a cultura; 

 

  Não há correlação de resultados com as seguintes variáveis: área geográfica de 

unidade de internação; 

 

 Acometimento pulmonar, cardíaco e renal são considerados aspectos clínicos comuns 

em associação com doenças fúngicas; 

 

 O uso de cateter venoso central, ventilação mecânica e terapia antimicrobiana prévia 

são fatores de risco evidentes em associação com doença fúngica; 

 

 O baixo nível de concordância revela a diferença de sensibilidade entre as técnicas 

diagnósticas, a interface da clínica, e/ou as infecções fúngicas e bacterianas 

concomitantes; 

 

 Tempo de internação prolongado gera elevados custos para o paciente e para o sistema 

de saúde. O nested PCR é considerada uma técnica mais rápida que a cultura e 

economicamente factível para rotina laboratorial. 
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APÊNDICE 1 
 
 

FACULDADE DE MEDICINA DE SÃO JOSÉ DO RIO PRETO 
TERMO DE PARTICIPAÇÃO E CONSENTIMENTO 

Você é convidado a participar da pesquisa “BIOLOGIA MOLECULAR COMO 

FERRAMENTA PARA O DIAGNÓSTICO DE FUNGEMIAS: PADRONIZAÇÃO DE 

PROTOCOLOS E COMPARAÇÃO COM MÉTODOS CONVENCIONAIS”. Este projeto, 

coordenado pela pesquisadora Profª Drª Margarete Teresa Gottardo de Almeida, irá analisar 

novos métodos de diagnóstico de micoses sistêmicas, comparando-os com os métodos 

atualmente utilizados. Caso concorde, faremos a coleta de uma alíquota de sangue. A coleta 

de sangue será realizada com a introdução de uma agulha estéril na veia e, de acordo com a 

sensibilidade, você poderá sentir uma leve ardência no local. O risco da coleta de sangue 

poderá incluir vermelhidão e raramente deixar o local de introdução da agulha inchado e com 

manchas roxas. 

As informações serão mantidas em sigilo e o seu nome nunca será divulgado. Você 

não terá nenhuma despesa com a pesquisa. Durante a pesquisa você poderá tirar qualquer 

dúvida a respeito do trabalho, e se necessário entrar em contato conosco pelo telefone (17) 

3201-5700 (ramal 5843). 

Caso tenha questões sobre esse acordo ou alguma dúvida que não tenha sido 

esclarecida, você poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Medicina de São José do Rio Preto (17) 3201-5813. 

 
São José do Rio Preto, ____/____/____ 

 

Nome do sujeito da pesquisa: ___________________________________________________ 
Assinatura: _________________________________________________________________ 
Endereço: __________________________________________________________________ 
Telefone: ___________________________________________________________________ 
 

Pesquisador responsável: 
Profª Drª Margarete Teresa Gottardo de Almeida 
Laboratório de Microbiologia - FAMERP - Fone: (17) 3201-5700 ramal 5843 
Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 Vila São Pedro – CEP 15090-000 
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Autorizo a reprodução xerográfica para fins de pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

São José do Rio Preto, 03/07/2012 

 
 

 

 

 

 

 

_________________________________ 

Assinatura  
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