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APRESENTACAQO

A enfermagem e a assisténcia em saude estdo em constante evolucao, impulsionadas
pelo avanco das pesquisas cientificas e pela necessidade de aprimorar o cuidado prestado aos
pacientes.

O livro aborda temas essenciais para a pratica clinica da enfermagem e para o
aprimoramento do cuidado em satide. Sao discutidos aspectos fundamentais do manejo clinico
de condigdes criticas, como a Sindrome Neuroléptica Maligna (SNM), um evento adverso grave
relacionado ao uso de antipsicoticos, e as Doencas Hipertensivas Especificas da Gestacao
(DHEG), que representam uma das principais causas de morbimortalidade materna. Além
disso, sao exploradas as urgéncias odontoldgicas no contexto da atengdo basica, enfatizando o
manejo adequado da avulsdo dentéria, bem como o papel dos dispositivos vestiveis na saude e
o impacto da Inteligéncia Artificial na predi¢do e manejo da sepse em unidades de terapia
intensiva.

Cada capitulo foi estruturado para oferecer uma analise detalhada das problematicas
abordadas, trazendo protocolos, estratégias e recomendacdes baseadas em evidéncias. Ao reunir
essas tematicas diversas, este livro busca contribuir para a qualificacdo dos profissionais de
saude, fomentando reflexdes e auxiliando na tomada de decisoes clinicas fundamentadas.

Esperamos que esta obra sirva como referéncia para profissionais, estudantes e
pesquisadores interessados em fortalecer a qualidade da assisténcia e a inovagdo na area da
saude. Que este material inspire novos estudos e aprimoramentos na pratica clinica,

promovendo um cuidado cada vez mais eficiente e humanizado.

Boa Leitura!!!
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RESUMO

A sepse ¢ uma emergéncia global de satide ptblica com alta mortalidade, impulsionada pelo
atraso no diagndstico e na terapia antimicrobiana adequada, sendo o método padrao-ouro, a
hemocultura, limitado por baixa sensibilidade e tempo prolongado. Este estudo, uma revisao
integrativa da literatura, teve como propdsito avaliar o espectro e a diversidade de técnicas
moleculares aplicadas no contexto clinico e descrever como elas servem de alicerce para o
diagnostico precoce e preciso da sepse. A metodologia seguiu as diretrizes PRISMA, usando a
questdo PICO para buscar estudos primarios sobre o uso de tecnologias moleculares em bases
de dados como PubMed e ScienceDirect. Foram incluidos oito artigos que demonstraram o
valor das técnicas moleculares, como o Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) e a Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) em diversas modalidades. Especificamente, foi evidenciado
que o NGS (gene 16S rRNA) e a PCR multiplex (SeptiFast, FilmArray) fornecem sensibilidade
superior @ hemocultura e resultados rapidos (em horas), permitindo a detec¢do de multiplos
patdgenos e genes de resisténcia. A combinagdo PCR/ESI-MS se destacou por seu alto valor
prognostico, estando a positividade fortemente associada a maior mortalidade, mesmo com
hemocultura negativa. Em conclusdo, as técnicas moleculares, como PCR e NGS oferecem
avangos significativos no manejo da sepse, pois a rapidez e a precisao do diagndstico permitem
intervengdes terapéuticas precoces e mais direcionadas, contribuindo para a melhora dos
desfechos clinicos em pacientes criticos.

PALAVRAS-CHAVE: Sepse; Diagndstico molecular; Emergéncia clinica.

ABSTRACT

Sepsis is a global public health emergency with high mortality, driven by delayed diagnosis and
inadequate antimicrobial therapy. The gold-standard method, blood culture, is limited by low
sensitivity and a prolonged turnaround time. This study, an integrative literature review , aimed
to evaluate the spectrum and diversity of molecular techniques applied in the clinical context
and to describe how they form the foundation for the early and precise diagnosis of sepsis. The
methodology followed PRISMA guidelines , using the PICO question to search for primary
studies on the use of molecular technologies in databases such as PubMed and ScienceDirect.
Eight articles were included that demonstrated the value of molecular techniques, such as Next-
Generation Sequencing (NGS) and Polymerase Chain Reaction (PCR), in various modalities.
Specifically, it was shown that NGS (16S rRNA gene) and multiplex PCR (SeptiFast,
FilmArray) provide superior sensitivity to blood culture and rapid results (within hours),
allowing the detection of multiple pathogens and resistance genes. The PCR/ESI-MS
combination stood out for its high prognostic value, with positivity being strongly associated
with increased mortality, even with negative blood cultures. In conclusion, molecular
techniques, especially PCR and NGS, offer significant advances in sepsis management , as the
speed and precision of the diagnosis enable early and more targeted therapeutic interventions,
contributing to the improvement of clinical outcomes in critically ill patients.

KEYWORDS: Sepsis; Molecular diagnosis; Clinical emergency.
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INTRODUCAO

A sepse ¢ considerada uma questao de satide publica mundial, na qual caracteriza-
se como uma resposta inflamatdria sistémica desregulada frente a infec¢do. Posto isso, essa
intensa atividade imunoldgica resulta em um conjunto de sintomas — como febre,
calafrios, pressao baixa e taquicardia —, os quais envolvem distintos Orgaos, assim,
tipificando a septicemia como uma sindrome complexa (Caraballo; Jaimes, 2019; Jarczak et
al.,2021). Além disso, essa condi¢do apresenta uma ampla variedade de agentes etiologicos
— bactérias, fungos e virus, sendo os primeiros responsaveis pela maioria dos casos —, em
que essa natureza multifatorial somada com a heterogeneidade clinica apresentada
configuram-se como obstaculos no diagnostico da sepse (La Via et al., 2024).

Desse modo, estima-se que aproximadamente 48,9 milhdes de casos ocorram
anualmente, com cerca de 11 milhdes de mortes, o que representa quase 20% de todos os
obitos globais (Kumar et al., 2024). Mesmo com os avangos da medicina intensiva € o
estabelecimento de diretrizes internacionais, como as da “Surviving Sepsis Campaign”, a
mortalidade associada a sepse permanece elevada, especialmente quando héd atraso na
identificacao do agente etioldgico e na aplicagcdo da terapia antimicrobiana adequada, sendo
que o atraso superior a trés horas ¢ extremamente critico (Pruneilli et al., 2018; Riiddel et al.,
2022). Ademais, o cendrio ¢ ainda mais grave em departamentos de emergéncia, onde o tempo
de resposta clinica ¢ limitado e a diferenciacdo entre infec¢do grave e outros processos
inflamatérios pode ser complexa.

Nesse sentido, o diagnostico precoce ¢ o principal determinante prognostico na
sepse, pois o atraso terapéutico estd diretamente relacionado a progressdo para disfuncdo
organica multipla e choque séptico, além de diminuir o impacto na mortalidade em
consequéncia do retardo da terapia. A confirmacao microbiologica depende de hemoculturas,
consideradas o padrao-ouro e tradicional na identificacdo de agentes infecciosos. No entanto,
esses métodos apresentam importantes limitagdes: o tempo prolongado de incubacgdo, a baixa
sensibilidade de identificagdo — apenas 18-40% dos pacientes com sepse apresentam
hemoculturas positivas — e a incapacidade de detectar microrganismos de crescimento lento
ou fastidioso (Rello; Alonso-Tarrés, 2021; Sorrels et al., 2025). Essas restricoes podem atrasar
o estabelecimento da conduta terapéutica direcionada e favorecer o uso empirico de
antimicrobianos de amplo espectro, contribuindo tanto para o aumento da resisténcia

microbiana, como também em efeitos adversos na microbiota do paciente e elevacdo dos
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custos hospitalares (Sinha et al., 2018).

Diante da perspectiva dessas limitagdes, a incorporacdo de ferramentas
diagnosticas moleculares tem se destacado como um marco na medicina de emergéncia e
terapia intensiva. Técnicas como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), multiplex PCR,
hibridiza¢ao fluorescence in situ (FISH), espectrometria de massas (MALDI-TOF) e
microarranjos genéticos possibilitam a identificacdo direta de DNA ou RNA
microbiano em amostras clinicas, reduzindo o tempo diagnostico de dias para poucas horas
(Florio et al., 2018; Zhao et al., 2024). Tais métodos além de apresentarem maior
sensibilidade e especificidade, também permitem a deteccdo simultinea de multiplos
patdgenos e genes de resisténcia a antimicrobianos. Estudos demonstram que o uso de testes
moleculares, como SeptiFast ¢ FilmArray, tem contribuido para a rapida orientagao
terapéutica e melhor progndstico em pacientes sépticos, especialmente quando aplicados em
conjunto com marcadores clinicos e bioquimicos (Holma et al., 2022; Rule et al., 2021;
Okamoto et al., 2023).

No ambiente de emergéncia, onde o tempo ¢ fator critico, o uso de métodos
moleculares representa uma evolugdo significativa no enfrentamento da sepse, na qual
trabalhos mostram que esses testes diminui significativamente o tempo de espera para obter
os resultados, facilitando decisdes terapéuticas rapidas, isolamento de pacientes e reducao do
uso desnecessario de antibioticos (Kondo et al., 2020). A rapidez na identificagao do patogeno
e do perfil de resisténcia permite direcionar a antibioticoterapia de forma precisa e segura,
evitando tanto o atraso terapéutico quanto o uso desnecessario de antibidticos. Posto isso, a
avaliacdo molecular consolida-se como uma ferramenta determinante na triagem rapida da
etiologia de sepse, contribuindo para a eficiéncia diagnostica, a otimizagao da resposta clinica
e a melhoria dos desfechos dos pacientes criticos.

Portanto, esta revisdo tem como proposito avaliar o espectro e a diversidade de
técnicas moleculares que estdo sendo ativamente aplicadas no cendrio clinico, com o foco de
descrever como essas ferramentas de biologia molecular servem de alicerce fundamental para

o diagndstico precoce e preciso da sepse.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo caracteriza-se como uma revisdo integrativa da literatura, uma
metodologia na qual possibilita identificar, reunir e sintetizar evidéncias cientificas relevantes

acerca de determinada tematica (Russell; Cynthia, 2005). Posto isso, o desenvolvimento desta
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revisdo seguiu as etapas metodoldgicas propostas por Whittemore e Knafl (2005), isto ¢, a
formulagdo da pergunta norteadora, definicdo dos critérios de elegibilidade, busca e selegao
dos estudos, extracdo e andlise dos dados e apresentagdo dos resultados. Ademais, as
diretrizes do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) foram aplicadas na busca, visando a garantia da transparéncia, reprodutibilidade e

rigor metodoldgico.

Nesse sentido, este trabalho objetivou responder a seguinte pergunta norteadora,
formulada com base no acrénimo PICO (P: Populacao, I: Interven¢do, C: Comparagdo, O:
Outcome): “Qual é a diversidade das técnicas moleculares atualmente aplicadas no

contexto clinico e de que forma elas impactam no diagnostico da sepse?”

Tabela I: O acronimo PICO aplicado para a Revisao Integrativa da Literatura:

ACRONIMO DEFINICAO APLICACAO
Pacientes em estado critico ou atendidos em servigos de
P Populacao emergéncia com suspeita ou diagnostico de sepse.
Interesse Uso de tecnologias moleculares destinadas a identifica¢do rapida da
1 etiologia infecciosa.
C Comparagdo | Nao se aplica.
(0) Resultado Rapidez diagndstica, acuracia das técnicas aplicadas e impacto clinico

na tomada de decisdo terapéutica.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

A busca bibliografica foi realizada no més de outubro de 2025 nas bases PubMed,
ScienceDirect e Web of Science, sem delimitagdo temporal — com a finalidade de ampliar a
analise. Desse modo, empregaram-se descritores controlados e termos livres em inglés
combinados com os operadores booleanos AND e OR, os quais foram: “Sepsis”, “Critical
illness”, “Emergencies” e “Molecular diagnostic techniques”, adaptados conforme os padrdes
estruturais de cada base de dados consultada. Seguidamente, todos os registros foram
sistematicamente organizados para manejo das referéncias e exclusdo de duplicatas,
assegurando rastreabilidade do processo.

Os critérios de inclusdo foram estudos primarios disponiveis gratuitamente ¢ na
integra, publicados em inglés, portugués ou espanhol, os quais abordassem o uso de
tecnologias moleculares aplicadas ao diagndstico rapido de sepse em contextos de emergéncia
ou estado critico. Excluiram-se artigos ndo disponiveis em texto completo, publicacdes nao

originais, € quaisquer revisoes de literatura, editoriais, livros, capitulos de livros, resumos de
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eventos e trabalhos que ndo apresentassem aderéncia direta a temadtica proposta, como

também que ndo abrangesse o assunto de maneira suficiente para a confec¢ao do trabalho.

Dessa maneira, o processo de selecio dos estudos ocorreu em duas etapas
sequenciais: inicialmente, foi realizada a triagem por meio da leitura de titulos e resumos; em
seguida, realizou-se a leitura completa dos artigos potencialmente elegiveis, de modo a

garantir que apenas aqueles que comprissem os critérios estabelecidos fossem incluidos.

RESULTADOS

Foram identificadas 109 publicacdes, na qual o fluxograma representativo do processo
de selecdo dos estudos primarios estd representado na Figura 1. Nesse viés, dessas
publicagdes encontradas nas bases de dados 15 estudos primarios foram selecionados para
leitura completa, apo6s a aplicacdo dos critérios de elegibilidade, dos quais 7 artigos foram

excluidos e 8 compuseram a amostra da revisao.

Tabela Il: estratégias de busca empregadas nos bancos de dados:

Bases Estratégia Resultados

Pubmed ((("Sepsis"[Mesh]) AND "Critical lliness"[Mesh]) OR 8
"Emergencies"[Mesh]) AND "Molecular Diagnostic
Techniques"[Mesh]

ScienceDirect | "Sepsis" AND "Emergency" AND "Molecular Diagnostic Techniques" 92

WOS Sepsis (Topic) AND Emergency (Topic) AND Molecular| 9
Diagnostic Techniques (Topic)

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.




WOS =9

Estudos encontrados:
PubMed = 8
ScienceDirect — 92

Figura 1: Fluxograma para identificacdo, avaliacdo e coleta dos dados.

IDENTIFICACAQ

INCLUIDOS

l

SCREENING

Incluidos para leitura
completa (n= 15)

Excluidos (n = 94)
+ Duplicados
« Tipo de estudo
« Nio gratuito

l

Estudos mclusos na
revisdo (n = 8)

Excluidos (m =7)
+ Contetudo do
estudo

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

Ademais, a Tabela III apresenta a caracterizacdo descritiva dos trabalhos incluidos

nesta revisdo por autor, ano de publicagdo, objetivo, técnica molecular analisada ou estudada

e principais resultados encontrados.

Tabela III: caracterizagdo descritiva dos estudos encontrados (n==8):

Intensive care
unit

Autor, ano, |[Titulo do artigo [Objetivo [Técnica Resultados
pais Molecular
Faria et al., | Bacterial DNA [ O objetivo do | Sequenciamento |Por meio do
2018 pattern estudo foi de Nova | sequenciamento do gene
identified using determinar se o | Geragdo (NGS) | 16s rRNA, o estudo
. sequenciamento demonstrou a aplicabilidade
paired-end X
, molecular do do sequenciamento
lllumina DNA bacteriano pareado de 16S rRNA da
sequencing of na corrente lllumina. Posto que foram
16S rRNA | sanguinea identificados trés grupos de
genes from | estava perfis de DNA bacteriano,
whole blood | correlacionado diferenciados com base na
samples of | cOM a infecgéo distribuicdo de DNA de
. . clinica. Streptococcus,
septic patients Staphvl bactéri
) phylococcus e bactérias
in the Gram-negativas, os quais
emergency apresentavam boa
room and concordancia com a fonte

primaria de
paciente.

infeccdo do




Objetivou-se

Tracking
Yang et al, | pacterial DNA | F2Stear 8S | Sequenciamento [A  técnica  empregada
2021 patterns in alteragdes  na | yo Nova | possibilitou a identificagdo
. composI¢ao Geracao (NGS) | de variagbes taxonémicas
septic _ bacteriana  no significativas  entre  os
progression sangue de grupos de sobreviventes e
using 16S | pacientes n&o sobreviventes ao longo
rRNA  gene | durante o do tratamento. As
amplicon desec?volwment diferencas foram
sequencing 0 da sepse, notavelmente distintas no
utilizando : : ; :
analvsis : ; lte’rc'elro dia (Dia 3) ap6s o
y sequenciamento inicio da sepse. A estrutura
metagenomico microbiana no geral foi
16S, e dominada pelo filo
determinar  a Proteobacteria. A andlise
correlagao entre estatistica no Dia 3 sugeriu
essas mudancas uma clara distingao entre os
na comunidade grupos, indicando que a
bacteriana e o monitorizacdo ~ molecular
desfecho clinico pode ser um complemento
final progndstico neste estagio
(sobrevivéncia). inicial e uma ferramenta util
para  acompanhar  as
alteracdes microbianas
durante a terapia antibiotica.
Diagnostic Teve como
Bravo et al., | accuracy and | foco comparar o | pcr Multiplex O estudo teve como
2011 potential desempenho do resultado uma boa
clinical value of | t€Ste sensibilidade do teste

the LightCycler
SeptiFast
assay in the
management of
bloodstream
infections
occurring in
neutropenic
and critically ill
patients

LightCycler
SeptiFast  Test
MGRADE e da
hemocultura
convencional no
diagndstico
etioldgico de
episodios febris
em pacientes
neutropénicos e
criticamente
enfermos (UTI).
Além de avaliar
o potencial valor
clinico do teste
SeptiFast no
Manejo dos
pacientes.

molecular empregado, PCR
em tempo real Multiplex,
haja vista a sensibilidade do
teste SeptiFast para
episodios clinicamente
relevantes de bacteremia e
fungemia, foi de 62% em
pacientes neutropénicos e
de 70% em pacientes de
UTIl. Ademais, o ensaio
molecular apresentava
abrangéncia de detecgéo de
até 25 organismos
bacterianos e fungicos.
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O trabalho teve

Sitnik et al. SgptiFaS-tfo]: COMO  proposito | pcr Multiplex  |A  técnica  LightCycler
2014 ’ Slagr;o?rl]so testar e validar SeptiFast v2.0  (LCS
epsIS _ | um novo metodo forneceu resultados em
Severely il | molecular ~ de menos de 8 horas. O LCS
patients  from | PCR  multiplex se mostrou superior a
a Brazilian | Para hemocultura,  detectando
hospital diagnosticar mais amostras positivas
infeccées  na (20,2% vs 14,9%), com uma
corrente ) concordancia geral de
sanguinea, além 86,8%. O LCS atingiu
de comparar a sensibilidade de 81,3% e
eficacia  desse um Valor Preditivo Negativo
método com os (VPN) de 93,5%, superando
resultados  da os valores da hemocultura.
hemocultura Ele foi eficaz na detecgdo
convencional. de infecgdes  flungicas
dificeis de crescer na
cultura, como Candida nao-
albicans. O teste promete
reduzir o tempo de
internagédo e otimizar o uso
de antibidticos devido ao
diagndstico mais rapido.
Contudo, a detecgdo de
alguns microrganismos
(ex.: Burkholderia
cepacia) apenas pela
hemocultura reforca a
necessidade de utilizar
ambos os testes em
conjunto.
The impact of a 0 gstudo visou
Verroken et | rgpid avallgr COMO O | pCR Multiplex 0 BioFire FilmArray
al., 2019 molecular uso de um teste identificou 24
S molecular  de microrganismos e 3 genes
identification identificac&o de resisténcia. A
test on | rapida, aplicado intervencdo resultou em
positive blood | diretamente em uma drastica redugdo no
cultures  from | hémoculturas tempo médio para a
critically ill with pgzg':i’gs’ administragdo do
bacteremia: a pmelhorar o 'gtgtamento Antlmlproblano
re-post ; imo (TAO), caindo de
P , manejo 14h41 para apenas 4h39.
intervention terapéutico  de Essa melhora foi atribuida a
study pacientes disponibilidade ininterrupta
criticamente do teste. O FA-BCID levou
enfermos.

ao ajuste do tratamento em
31,8% dos casos de
infecgao na corrente
sanguinea, com a maioria
desses ajustes resultando
diretamente no TAO. A taxa
de identificagdo do teste
para microrganismos do
painel foi de 96,2%, com um
tempo médio de
identificagao de 1h35.
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Jordana-Lluch

Evaluation of

Focou na
avaliacao do

- PCR de Amplo | A aplicagédo da IRIDICA BAC
et al., 2015 :Z(ramge broad IdSISDelrg,FZ\enho do | Espectro BSI Assay possibilitou
PCRIESIMS — uma identificar uma ampla gama
| plataforma de bactérias, Candida spp.
Technology in [ baseada  em e marcadores de resisténcia
blood amp]lflcagao (ex.. mecA, KPC) em 6
specimens for | 9enetica horas. A  concordancia
the molecular | Universal positiva com a hemocultura
diagnosis  of segwcia t_por foi de 74,8%. O teste teve
bloodstream espectrometria alto  desempenho em
o de massa pacientes de uTl
infections (PCR/ESI-MS) (sensibilidade de 90,5%) e
— para 0O conseguiu detectar
diagnostico 41 microrganismos
molecular  de clinicamente  importantes
patogenos . que haviam sido perdidos
relacionados  a pela cultura, a maioria em
sepse pacientes ja em tratamento.
diretamente  do Assim, foi demonstrado a
sangue do eficacia desta técnica no
paciente. diagnostico agilizado e
fiel da sepse,
principalmente quando
comparado a metodologia
tradicional - hemocultura
Rapid 0] principal A  técnica  empregada,
Vincent et ) ) ObjetiVO do PCR associada a PCR/ESI-MS (CUltUra-
al.. 2015 diagnosis of | estudo foi _ independente), & capaz de
' infection in the | comparar  os | Espectrometria | detectar mais de 800
» ) resultados da patégenos e trés classes de
criically ill, - a | hova tecnologia deMassa por resisténcia em cerca de 6
multicenter PCR/ESI-MS lonizagao horas. Em amostras de
(cultura- infeccao da corrente
study of independente) po sanguinea (BSI), o]
molecular com os dos|r Eletrospray | PCR/ESI-MS identificou um
detection in | testes (PCR/ESI-Ms) | Patogeno em  37%  dos
microbiolégicos casos, comparado a apenas
bloodstream padrdo e avaliar 11% pela cultura padréo,
infections, as implicagbes sendo trés vezes mais
. clinicas propenso a identificar um
pneumonia, - :
potenciais do organismo. 0] teste
and sterile | uso dessa demonstrou  sensibilidade
sit | técnica de 81% e um Valor Preditivo
) . molecular. Negativo (VPN) elevado, de
e infections

97%, em 6 horas. A analise
clinica sugeriu que os
resultados do PCR/ESI-MS
poderiam levar a uma
mudanga no tratamento em
até 57% dos pacientes. O
teste também mostrou bom
desempenho em amostras
do trato respiratério e em
fluidos/tecidos estéreis.
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. O estudo visou A analise comparou o
The detection
O’Dwyer of microbial e_sta_b_elecer 0 | PCR associada a PCR/ESI-MS (cultura-
significado independente) e a
DNA but not | prognéstico da | Espectrometria | hemocultura para prever a
tal., 2017 cultured presenca de | ge Massa por mortalidade em 28 dias. O
bacteria DNA microbiano o resultado da hemocultura
is associated | na corrente | lonizagao positiva ndo foi associado a
with increased | sanguinea  de po maior mortalidade (35% vs.
mortalit in pacientes 32%). No entanto, um
riality | hospitalizados r Eletrospray | resultado  positivo  no
patients  with | com suspeita de (PCR/ESI-MS) | PCR/ESI-MS esteve
suspected sepse, utilizando fortemente associado a uma
sepsis—a os dados obtidos mortalidade mais alta e
prospective pelo estudo significativa (42% vs. 26%;
multi-centre RADICAL. Odds Ratio de 2,1),
European inclusive em pacientes com
) hemoculturas negativas. Os
observational achados sugerem que a
study deteccdo de DNA

microbiano pelo PCR/ESI-
MS identifica um grupo de
pacientes com maior risco

de morte, fornecendo
informagbes  prognodsticas
valiosas além da avaliagao
tradicional.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

DISCUSSAO

Dentre os resultados, foi-se apontado duas vertentes moleculares distintas existentes
para o aperfeicoamento de deteccao de sepse por microrganismos, o sequenciamento de nova
geracdo e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em distintos métodos de aplicacao.

O uso de técnicas de sequenciamento de nova geragdo (NGS) tem se mostrado
notavelmente sensivel e eficiente como ferramenta diagndstica em casos de sepse bacteriana.
No estudo de Farias et al. (2018), a aplicagdo da tecnologia Illumina paired-end demonstrou
elevada eficdcia na deteccdo direta, em amostras de sangue, de infecgdes polimicrobianas,
permitindo a identificagdo de diferentes perfis de DNA bacteriano, incluindo géneros como
Streptococcus, Staphylococcus e diversas bactérias Gram-negativas.

Essa metodologia baseia-se no sequenciamento de ambas as extremidades de um
fragmento de DNA, o que proporciona dados de alta qualidade e ampla cobertura gendmica.
Tal abordagem possibilita reconhecer rearranjos genéticos, regides repetitivas, fusdes génicas
e transcritos inéditos, aspectos fundamentais para uma analise precisa da microbiota circulante
(OIMC, 2023). Por permitir que as leituras obtidas em pares se alinhem de forma mais acurada
ao genoma de referéncia, a técnica eleva significativamente a precisdo e a confiabilidade dos

resultados obtidos.
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A alta concordancia observada entre os perfis moleculares detectados e as fontes
primarias de infeccdo identificadas clinicamente evidencia a robustez e a confiabilidade da
técnica molecular. Esse alinhamento entre os achados laboratoriais e os dados clinicos ressalta
o potencial do perfilamento molecular como ferramenta diagnostica complementar de grande
valor, capaz de aperfeicoar a identificacdo da origem das infecgdes e subsidiar condutas
terapéuticas mais precisas e personalizadas.

Ademais, a utilizagdo do NGS se destaca diante das limitacdes dos métodos
convencionais, como a hemocultura, que, além de apresentar menor sensibilidade, pode ser
suscetivel a contaminacdo durante a coleta e o processamento, especialmente em ambientes
hospitalares. Tais desvantagens reforcam a necessidade de critérios rigorosos de controle e
ambienta¢do laboratorial (Chela et al., 2019).

Ainda, os estudos de Yang et al. (2021) também demonstraram que o sequenciamento
do gene 16S rRNA representa uma boa alternativa para acompanhamento de sepse,
demonstrando varios tdxons entre grupos de pacientes Este processo molecular permite a
deteccao de DNA bacteriano no sangue, oferecendo uma nova visdo genética sobre as
flutuagdes microbiologicas durante a progressao da sepse € o acompanhamento microbioldgico
por meio do sequenciamento do 16S rRNA nas fases iniciais da infec¢do da corrente sanguinea
pode apresentar importante valor prognostico. A identificagao dessas variagdes genéticas pode,
portanto, atuar como um recurso complementar para avaliar a resposta aos tratamentos
antimicrobianos.

O estudo conduzido por Bravo et al. (2011) avaliou o desempenho da PCR multiplex
em tempo real, aplicado ao diagnodstico de infecgdes da corrente sanguinea. Os autores
ressaltaram que o SeptiFast constitui uma ferramenta diagnodstica complementar de grande
utilidade, especialmente em situagdes nas quais a rapidez na identificagdo do agente infeccioso
¢ determinante para o manejo clinico adequado.

A técnica de PCR multiplex em tempo real consiste em uma metodologia que permite
amplificar simultaneamente diversas regidoes de DNA em um tnico ensaio, por meio do uso de
multiplos conjuntos de primers especificos para cada alvo genético. Esse processo possibilita a
deteccao de diferentes sequéncias genéticas de forma concomitante, otimizando o tempo e a
eficiéncia da analise laboratorial (Bhattacharya et al., 2003).

Os achados de Sitnik et al. em 2014 também abordam o desempenho do teste
LightCycler SeptiFast v2.0 (LCS) na detec¢do rapida e simultanea de patogenos causadores de
infeccdes da corrente sanguinea (BSI — Bloodstream Infections), como em casos de sepse.

Neste estudo, foi perceptivel a excelente atual da PCR multiplex apresentou maior sensibilidade
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que a hemocultura, conseguindo identificar um numero superior de casos de infeccdo da
corrente sanguinea.

Outro aspecto importante foi o tempo reduzido para obtengao dos resultados, que ficou
abaixo de 8 horas, proporcionando um diagndstico muito mais rapido do que o tempo exigido
para o crescimento microbiano em cultura. Além disso, o LightCycler SeptiFast demonstrou
capacidade ampliada de detecgdo, sendo eficaz na identificagdo de microrganismos de dificil
isolamento, como espécies de Candida non-albicans, o que amplia o espectro de patdgenos
reconheciveis (Opota et al., 2015).

Identificar microrganismos que dependem de excelentes condi¢des de isolamento se
mostra uma tarefa drdua e demorada, o que acaba inviabilizando o tratamento de casos de
urgentes como a sepse, principalmente em contextos de UTI, dessa forma a utilizagcdo de
técnicas moleculares como a PCR multiplex se tornam ferramentas fundamentais para o manejo
de urgéncias patologicas centralizadas em microrganismos.

Nesse viés, o método também foi explorado por Tombuloglu et al. (2022), que
demonstraram sua aplicabilidade na detec¢ao de outros microrganismos, como o SARS-CoV-
2. Nessa investigacdo, a técnica foi empregada para amplificar simultaneamente dois alvos
genéticos virais (genes N e RARP) e um gene humano de controle (RP), assegurando a
confiabilidade e a precisdo dos resultados. Os autores destacaram, ainda, que o método se
mostrou agil, preciso, de facil execucao e com alta capacidade de processamento, caracteristicas
essenciais em contextos de diagndstico rapido.

Ainda, a técnica pode ser utilizada em diagndsticos qualitativos, permitindo a
identificagdo simultanea de diferentes patdgenos em uma Unica reagdo, o que a torna
extremamente util para triagem de multiplas amostras ou detec¢do de virus como o herpes
simples (HSV-1 e HSV-2), o virus varicela-zoster (VZV), o virus Epstein-Barr (EBV) ¢ o
citomegalovirus (CMV) (Santos et al. 2020).

O teste BioFire® FilmArray® Blood Culture Identification (FA-BCID) desenvolvido
pela BioMérieux, também ¢ baseado em PCR multiplex e foi projetado para identificagdo direta
de patdgenos a partir de frascos de hemocultura positivos, principalmente em casos de sepse €
infec¢des da corrente sanguinea (BSI — Bloodstream Infection). Os resultados do estudo de
(Verroken et al., 2019) apresentaram uma boa precisdo diagnostica nas hemoculturas avaliadas,
destacando-se por aspectos relevantes, como o curto tempo de detecgdo, especialmente em
comparacao com métodos tradicionais utilizados na pratica clinica, e pela redugdo do intervalo

até a administracao de terapias antimicrobianas.
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Esse método mostrou-se eficaz na tomada de decisdes clinicas, proporcionando maior
agilidade no manejo de pacientes em unidades de terapia intensiva e no uso de antibidticos.
Assim, evidencia-se que, quando aplicado adequadamente, o método molecular pode interferir
diretamente na recuperagdo de pacientes em estado grave, contribuindo para a otimizagao do
tratamento e melhora dos desfechos clinicos.

Além disso, outra variagao de reacdo em cadeia da polimerase ¢ a de amplo espectro,
que A PCR de amplo espectro atua como uma espécie de ‘“cultura molecular”, capaz de
identificar agentes infecciosos emergentes ou previamente conhecidos em doengas antes
consideradas idiopaticas. O DNA amplificado revela sequéncias especificas de cada
microrganismo, permitindo sua identificacdo ao ser comparado com bancos gendmicos
microbianos. Clinicamente, essa técnica possibilita a deteccdo rapida de bacteremias,
favorecendo decisdes baseadas em evidéncias, com antibioticoterapia mais precisa ¢ melhor
direcionamento do tratamento e hospitalizacdo (Yang et al., 2004).

A combinacdo da PCR de amplo espectro com a espectrometria de massa (PCR/ESI-
MS), explorada por Jordana-Lluch et al. (2015), apresentou-se como um método de diagndstico
rapido e eficiente para infecgoes da corrente sanguinea. Em comparacdo com a hemocultura
convencional, essa tecnologia demonstrou alta sensibilidade e especificidade, sobretudo em
pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI).

Ainda, os achados de Vincent et al. (2015) refor¢am o papel da Reagao em Cadeia da
Polimerase associada a Espectrometria de Massa por Ionizagao por Eletrospray (PCR/ESI-MS)
no diagnoéstico rapido de infecgdes graves. Ao apresentar desempenho superior ao da
hemocultura, esse método evidencia o potencial de transformar o manejo clinico de pacientes
criticos, especialmente em unidades de terapia intensiva, onde o tempo entre a coleta ¢ a
identificacao do patogeno ¢ determinante para o prognostico.

A capacidade da PCR/ESI-MS de detectar microrganismos com maior sensibilidade

— inclusive em casos de baixa carga bacteriana ou sob o uso prévio de antimicrobianos
— amplia sua relevancia diante das limitagdes dos métodos convencionais. Além disso, o
impacto clinico relatado pelos autores, com possivel modificacdo terapéutica em mais da
metade dos casos avaliados, indica que o uso de métodos moleculares pode otimizar o inicio da
terapia antimicrobiana, evitando tanto o atraso no tratamento quanto o uso empirico e
indiscriminado de antibioticos (Vincent et al. 2015)

Interessantemente, a auséncia de associagdo entre hemoculturas positivas e aumento
da mortalidade refor¢a as limitacdes do diagnostico convencional para estratificagdo de risco.

Em contraste, a positividade para DNA microbiano pelo PCR/ESI-MS esteve fortemente
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relacionada a maior mortalidade em 28 dias, sugerindo que esta técnica ¢ capaz de identificar
pacientes com desfechos clinicos mais graves, mesmo quando as culturas sdo negativas.
(O’Dwyer et al. (2017).

Esses resultados indicam que a presenca de DNA bacteriano ou fungico no sangue
pode servir como marcador precoce de risco, possibilitando a identificacdo de subgrupos de
pacientes que demandam atengdo terapéutica mais intensa ou ajustes precoces na conducao
clinica. Assim, o PCR/ESI-MS pode complementar a hemocultura tradicional, oferecendo nao
apenas deteccao rapida, mas também informacgdes prognosticas relevantes, com potencial para
otimizar decisdes clinicas em cenarios criticos de sepse.

Assim, a aplicagdo da PCR no contexto clinico-hospitalar favorece a implementacao
precoce de terapias antimicrobianas mais especificas e direcionadas a realidade das UTlIs,
permitindo intervengdes rapidas e assertivas. Essa abordagem contribui para melhores
desfechos clinicos, redu¢ao do uso indiscriminado de antibioticos e otimizag¢do do tratamento
de pacientes com suspeita de sepse ou outras infec¢des sist€émicas graves.

Vale destacar algumas limitagdes desta pesquisa: 1) a quantidade reduzida de artigos,
capaz de restringir a obtencao de resultados; i1) o periodo de publicacdo dos estudos, muitos
significativamente distantes do ano atual desta revisdo. Ressaltamos que essas limitagdes
podem refletir o cendrio atual da pesquisa em biologia molecular aplicada a casos de sepse.
Além disso, apesar das amplas aplicagdes e beneficios das técnicas abordadas, ¢ necessario
considerar o custo financeiro e a tecnologia exigida para sua implementacao. Em contextos de
cidades interioranas nacionais ou com pouca infraestrutura e incentivo governamental, a
aplicacdo de métodos robustos em emergéncias de saude tende a se restringir a laboratorios de

grande porte, inviabilizando seu uso em sistemas de saude publicos.

CONCLUSAO

Em sintese, os estudos revisados demonstram que as técnicas moleculares, as quais
sdo variacoes do sequenciamento de nova geracao ¢ da PCR em suas diferentes modalidades,
oferecem avancos significativos no diagnostico e manejo da sepse. Essas metodologias
apresentam sensibilidade superior a hemocultura convencional, capacidade de detectar
infec¢des polimicrobianas, microrganismos de dificil cultivo e variagdes genéticas relevantes,
permitindo uma compreensao mais detalhada da progressao da doenca. Além disso, a rapidez

na obteng¢do de resultados proporciona uma intervengdo terapéutica precoce, favorecendo
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ajustes precisos na antibioticoterapia e melhor estratificacdo de risco, especialmente em
pacientes criticos de UTIL.

A combinagdo de PCR de amplo espectro com espectrometria de massa (PCR/ESI-
MS) evidencia ainda maior potencial, pois possibilita a identificagdo de patdgenos mesmo sob
uso prévio de antimicrobianos, além de fornecer informagdes prognésticas importantes
relacionadas a mortalidade. De forma complementar, métodos como o LightCycler SeptiFast e
BioFire FA-BCID refor¢am a aplicabilidade clinica de testes moleculares rapidos, com impacto
direto na conduta terapéutica e na redugao do tempo até a administragdo do tratamento ideal.

Apesar das limitagdes de custo e aplicabilidade das técnicas de biologia molecular na
detec¢do de sepse, urge a necessidade de implementagdo dessas ferramentas no contexto
hospitalar, pois nao apenas aprimoram o diagnoéstico de infec¢des da corrente sanguinea, mas
também contribui para decisdes clinicas mais assertivas, reducdo do uso empirico de
antibioticos e melhores desfechos clinicos. Esses achados reforcam a importancia da
incorporacdo de abordagens moleculares na rotina das UTIs em um futuro promissor ao sistema
publico de saude brasileiro, consolidando seu papel de promotor de bem-estar e garantia correta

do o manejo eficiente da sepse e de infecgdes sistémicas graves.
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