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RESUMO 

 

O SARS-CoV-2, causador da Covid-19 foi identificado pela primeira vez em Wuhan, 

província de Hubei, China, e agora se propaga em escala global. O diagnóstico é realizado 

através da reação em cadeia da polimerase em tempo real de transcrição reversa (RT-qPCR) 

por coleta Swab nasofarínge (SNF). Devido à alta demanda exames e os baixos suprimentos 

de materiais de coleta destacam a necessidade de métodos alternativos para facilitar a triagem 

universal precisa da Covid-19 e controle da pandemia. Desta forma, este estudo teve como 

objetivo avaliar a eficiência molecular da saliva como meio de detecção do SARS-CoV-2 em 

profissionais de saúde e pacientes do circuito cirurgico do Hospital Universitário Lauro 

Wanderley. Para isso, foram realizadas 365 coletas de amostras SNF e saliva que foram 

extraídas e quantificadas em concentração. A identificação foi realizada através da RT-qPCR. 

Os resultados mostraram que das 365 amostras analisadas, 45 (12,3%) tiveram detecção em 

pelo menos um tipo de amostra e a maioria era 27 (60%) assintomáticos. Em SNF e saliva 

foram postivos em 21 (46,7%) amostras, enquanto 14 (31,1%) foram positivos apenas para 

amostras SNF e 10 (22,2%) positivo apenas em amostras de saliva. A concentração das 

amostras de saliva foi de 28,6 e 30,4 ± DP para 7,6 e 8,38 ± DP de SNF. A pureza foi de 1,81 

e 0,3 ± DP em saliva para 1,82 e 0,25 ± DP em SNF. Usando amostras SNF como padrão 

ouro de referência a sensibilidade e especificidade da saliva foram de 60% 97%, equanto os 

valores preditivos positivos e negativos foram de 68% e 96%, respectivamente. A acurácia foi 

de 93,0% e o coeficiente Kappa foi de 0,596. Em conclusão, os resultados obtidos na auto-

coletada da saliva pura é semelhante em comparação com amostras SNF, sendo viável para 

ser usado na detecção do SARS-CoV-2. 

 

Palavras-chave: Covid-19. Infecção por SARS-CoV-2. Saliva. Teste molecular. 
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ABSTRACT 

 

SARS-CoV-2, which causes Covid-19, was first identified in Wuhan, Hubei Province, China, 

and is now spreading on a global scale. Diagnosis is performed by real-time reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-qPCR) by nasopharyngeal swab collection 

(NFS). Due to high testing demand and low supplies of collection materials, the need for 

alternative methods to facilitate accurate universal Covid-19 screening and pandemic control 

is highlighted. Thus, this study aimed to evaluate the molecular efficiency of saliva as a 

means of detecting SARS-CoV-2 in health professionals and patients in the surgical circuit of 

Hospital Universitário Lauro Wanderley. For this, 365 collections of SNF and saliva samples 

were performed, which were extracted and quantified in concentration. Identification was 

performed by RT-qPCR. The results showed that of the 365 samples analyzed, 45 (12.3%) 

had detection in at least one type of sample and the majority were 27 (60%) asymptomatic. 21 

(46.7%) samples were positive for SNF and saliva, while 14 (31.1%) were positive for SNF 

samples only and 10 (22.2%) were positive for saliva samples only. The concentration of 

saliva samples was 28.6 and 30.4 ± SD for 7.6 and 8.38 ± SD of SNF. Purity ranged from 

1.81 and 0.3 ± SD in saliva to 1.82 and 0.25 ± SD in SNF. Using SNF samples as the gold 

standard of reference, the sensitivity and specificity of saliva were 60% 97%, while positive 

and negative predictive values were 68% and 96%, respectively. The accuracy was 93.0% and 

the Kappa coefficient was 0.596. In conclusion, the results obtained in the self-collection of 

pure saliva are similar compared to SNF samples, being viable to be used in the detection of 

SARS-CoV-2. 

 

Keywords: Covid-19. SARS-CoV-2 infection. Spittle. Molecular test. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1. 1. Coronavírus 

 

Os coronavírus (CoVs) são vírus envelopados não segmentados, com genoma de ácido 

ribonucleico (RNA) de fita simples positiva (+ ssRNA), variando de 60nm a 140nm de 

diâmetro junto com “Spikes” de 8nm a 12nm de longitude aproximadamente. Apresentam 

projeções semelhantes a espinhos em sua superfície dando um aspecto de coroa na 

visualização em microscopia eletrônica (NOBRE, et al., 2014; CESPEDES; SOUZA, 2020). 

São vírus pertencentes a família Coronaviridae e a ordem Nidovirales (vírus que usa um 

conjunto de mRNA para replicação). A família Coronaviridae é subdividida em duas 

subfamílias Torovirinae e Coronavirinae que se manifestam em mamíferos e aves, causando 

problemas respiratórios, entéricos, hepáticos neurológicos e neurológicos de gravidade 

variável (RAJ, et al., 2013; ZUMLA, et al., 2016; SINGHAL, 2020; LU, et al., 2020). A 

subfamília dos Coronavirinae contém quatro gêneros: alphacoronavírus (α) e betacoronavírus 

(β) que infectam os mamíferos e os gamacoronavírus (γ) e deltacoronavírus (δ) que infectam 

as aves. Acredita-se que até o presente momento exista apenas sete coronavírus que causam 

doenças em seres humanos. Sendo que quatro deles (HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-

NL63 e HCoV-HKU1) causam sintomas leves, semelhante a um resfriado comum, e as 

epidemias dos demais vírus apresentam sintomas mais graves (MERS-CoV - Síndrome 

Respiratória no Oriente Médio, SARS-CoV - Síndrome Respiratória Aguda Grave e SARS-

CoV-2) (BELOUZARD; CHU; WHITTAKER, 2009; FAM, et al., 2020; SAGREDO, et al., 

2020; MOITINHO, et al., 2020; RABAAN, et al., 2020). 

 

1. 2. MERS-CoV e SARS-CoV 

 

Segundo os estudos de Huang et al (2020) a duas décadas atrás, o MERS-CoV e 

SARS-CoV causaram mais de 10.000 casos cumulativos, com taxas de mortalidade de 10% 

para SARS-CoV e 37% para MERS-CoV. O primeiro caso relatado da Síndrome Respiratória 

Aguda Grave (SARS) ocorreu no Sul da China e se propagou em escala global entre 2002 a 

2003 (BARLAN, et al., 2014). Em novembro de 2002, uma epidemia anormal de pneumonia 

com elevada taxa de transmissão e complicações aos profissionais de saúde, ocorreu em 

Foshan, Guangdong, China. Em março de 2003, um novo CoV foi identificado como agente 

causador da SARS chamado de SARS-CoV. Após 10 anos do primeiro caso de SARS-CoV, 
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em setembro de 2012 na Jeddah, Arábia Saudita, um homem de 60 anos padecendo de 

pneumonia aguda e insuficiência renal, foi relatado como primeiro caso da Síndrome 

Respiratória no Oriente Médio (MERS). Inicialmente identificado como ‘Erasmuns Medical 

Center’ o vírus posteriormente chamado de MERS-CoV pelo consenso internacional (WIT, et 

al., 2016; MEYERHOLZ; LAMBERTZ; JR, 2016; FERREIRA, et al., 2020; SOTO, 2020; 

SAGREDO, et al., 2020; WEBER, et al., 2020). 

 

1. 3. SARS-CoV-2 

 

No final de dezembro de 2019, foi relatada uma sequência de casos de pneumonia de 

origem desconhecida em Wuhan, província de Hubei, China, com aspectos clínicos 

semelhantes a um vírus MERS (HUYUT, 2020; SCHMIDT, et al., 2020; MORRELL, et al., 

2020; SHOJI, et al., 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020). A análise de uma 

sequência de genoma em amostra do trato respiratório em cinco pacientes com pneumonia, 

hospitalizados desde do dia 18 de dezembro a 29 de dezembro de 2019, revelou a presença de 

um novo coronavírus, que foi nomeado como Vírus da Síndrome Respiratória Aguda Grave 2 

(SARS-CoV-2), agente causal da doença do Coronavírus – Covid-19 (coroa “co”, vírus “vi”, 

doença “d” e 19 indicando o ano de seu aparecimento) pela Comissão Internacional de 

Classificação de Vírus (ICTV) (CASTRO, et al., 2020; CHATE, et al., 2020; CESPEDES; 

SOUZA, 2020; PERON; NAKAYA, 2020).  O vírus SARS-CoV-2 em humanos é 

desconhecido. Os indícios de outras zoonoses virais surgere um romance entre dois 

coronavirus graves SARS-CoV, derivada dos mocegos ferradura chineses (Rhinolophus sp.) 

como hospedeiro intermediário e MERS-CoV. O SARS-CoV-2 é um novo betacoronavírus 

(Beta-CoVs) que apresenta semelhança genética de 79% com SARS-CoV e de 50% com 

MERS-CoV (SHEHAWIA; ALOTAIBIA; ELSEEHYB, 2020; YAN, et al., 2020; SOTO, 

2020; CARVALHO, et al., 2020; SAGREDO, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020). 

 

1. 3. 1. Genoma viral de SARS-CoV-2 

 

O genoma de SARS-CoV-2 é similar ao de CoVs e contém no mínimo dez quadros de 

leitura abertos Open Reading Frames (ORFs). Os primeiros ORFs (ORF1a/b) representam 

aproximadamente dois terços do RNA viral, sendo traduzidos em dois grandes poliproteinas 

replicase (pp1a e pp1ab) e processadas em 16 proteínas não estruturais (nsp1-nsp16), 

incluindo RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que formam o Complexo da 
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Replicase Transcriptase Viral (CRTV). Esses nsps reorganizam as membranas originárias do 

Retículo Endoplasmático (RE) em vesículas de membrana dupla onde replicação e transcrição 

viral ocorrem (MENEZES; LIMA; MARTINELLO, 2020; REHMAN, et al., 2021). O outro 

ORFs de SARS-CoV2 em um terço do genoma codifica quatro principais proteínas estruturais 

que estão relacionadas com a regulação de função e estrutura viral: envelope (proteína E), 

membrana (proteína M), Spike (proteína S), nucleocapsídeo (proteína N) e hemaglutinina-

esterase (proteína HE) como mostra na Figura 1. A proteína N contribui na formação do 

capsídeo e de toda a estrutura viral, a proteína S está relacionada ao processo de infecção viral 

e a proteína HE permite a entrada e a infecção da célula hospedeira. (KNOOPS, et al., 2008; 

KUMAR, et al., 2020; MASTERS, 2006; SOTO, 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 

2020; LEE, et al., 2020; THOMAS, 2020). 

 

Fonte: Jin, et al. 2020; adaptado. 

 

1. 4. Entrada do SARS-CoV-2 na célula por meio da ligação entre ECA2 e proteína S 

 

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) é uma proteína de membrana tipo I 

expressa no pulmão, coração, rim e intestino (MUTHIAH, et al., 2020). O comprimento total 

da ECA2 consiste em um domínio N-terminal (PD) e um domínio C-terminal que termina 

com uma única hélice transmembrana e um segmento intracelular (JIN, et al., 2020; LU, et al., 

2020). Os níveis solúveis dessa enzima geralmente são baixos no sangue. Por isso, o receptor 

Figura 1 - Representação esquemática da partícula viral e do genoma do β-Coronavírus. (A) Partícula 

viral. (B) Genoma viral. 

 

 

Figura 2 - Representação esquemática da partícula viral e do genoma do β-Coronavírus. (A) 

Partícula viral. (B) Genoma viral. 

 

 

Figura 3 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de ACE2. Principais proteínas 

envolvidas na entrada do vírus por endocitose.Figura 4 - Representação esquemática da 

partícula viral e do genoma do β-Coronavírus. (A) Partícula viral. (B) Genoma viral. 

 

 

Figura 5 - Representação esquemática da partícula viral e do genoma do β-Coronavírus. (A) 

Partícula viral. (B) Genoma viral. 
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de angiotensina II tipo1 (AT1), ativa a metaloprotease 17 (ADAM17) que cliva o ectodomínio 

da ECA2, aumentando os níveis de ECA2 solúveis (CESPEDES; SOUZA, 2020; AUN, et al., 

2020; DANSER; EPSTEIN; BATLLE, 2020). A clivagem da angiotensina I para II fornece 

um local de ligação para proteína S do SARS-CoV que tem sido relatada como elemento 

chave para entrada do vírus na célula (JEFFERS, et al., 2004; RAJ, et al., 2013; SCHOLZ, et 

al., 2020). 

A proteína de superfície S do SARS-CoV é uma glicoproteína de membrana tipo I que 

consiste em um domínio de ligação ao receptor de subunidade S1 N-terminal (RBD) e um 

domínio de subunidade S2 C-terminal que permite fusão na membrana (YAN, et al., 2020). O 

RBD da S1 do SARS-CoV é ativado por uma Serina Protease Transmembrana do tipo II 

(TMPRSS2), que se encontra na superfície da célula hospedeira (BASSENDINE, et al., 

2020). Ao ser ativado, o RBD de S1 se liga ao domínio PD da ECA2 alterando o trímero de 

pré-fusão, ocasionando a eliminação da S1 para uma conformação pós-fusão, enquanto a S2 é 

responsável pela fusão da membrana permitindo que o genoma RNA viral (RNAv) entre na 

célula hospedeira (JIN, et al., 2020; LU, et al., 2020; ROBINSON, et al., 2020). Isso ocorre, 

porque RBD de S1 sofre movimento conformacional como uma dobradiça escondendo ou 

expondo temporariamente os elementos da ligação ao receptor (AUN, et al., 2020). 

Provavelmente, o RBD da subunidade S1 do SARS-CoV-2 liga-se ao domínio PD da ECA2 

com afinidade de 10 a 20 vezes maior que SARS-CoV (KUMAR, et al., 2020; YAN; XIAO; 

LIN, 2020; SHEHAWIA; ALOTAIBIA; ELSEEHYB, 2020.). Enquanto isso, outra protease, 

a catepsina L, uma protease de cisteína expressa em todos os tipos de tecidos, atua facilitando 

a entrada da proteína S de SARS-CoV na membrana do endossomo por meio de endocitose. A 

interação da TMPRSS2 e catepsina L ocorre tanto em SARS-CoV quanto em SARS-CoV-2 

(GOMES, et al., 2020; FAM, et al., 2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020).  

Após o vírus entra na célula, o genoma do RNAv é liberado no citoplasma (RABAAN, 

et al., 2020).  Uma sequência de RNA atua através de um RNA mensageiro (mRNA), onde 

este transcreve o gene da replicase viral por meio de ORF1a e ORF1ab, que é traduzido dando 

origem a pp1a e pp1ab (YANG; WANG, 2020). Em seguida, pp1a e pp1ab sofrem ação 

proteolítica para gerar às 16 nsps do CRTV (THOMAS, 2021). O CRTV replica e sintetiza 

um conjunto de RNAs guias (sgRNA) que codificam para produção das principais proteínas 

estruturais (S, M, E e N) e proteínas acessórias. Essas proteínas serão montadas no nível do 

complexo Golgi, para formar as novas partículas virais. Por fim, as partículas virais são 

liberadas da célula infetada, como vemos na Figura 2 (UZUNIAN, 2020; PERON; 

NAKAYA, 2020; JIN, et al., 2020; REHMAN, et al., 2021; CRUZ; LIMA; PEREIRA, 2021). 
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Fonte: Robinson, et al. 2020. 

 

1. 5. Meio de transmissão 

 

O SARS-CoV-2 possui um grande potencial de transmissibilidade pelo contato direto 

com as vias aéreas superior, principalmente, através de gotículas respiratórias e pelo contato 

indireto por meio das mãos, objetos ou superfícies contaminadas, de forma semelhante com 

que outros patógenos respiratórios se espalham (KARIA, et al., 2020; FERREIRA, et al., 

2020; PIERALISI, et al., 2021; SOTO, 2020; SCHMIDT, et al., 2020). O atual estudo indica 

uma reprodução básica do vírus, estimada em um número de 2.2, isso significa que, em 

média, cada pessoa infectada espalha a infecção para mais duas pessoas (MAGALHAES, et 

al., 2017; FAUCI; LANE; REDFIELD, 2020; SILVA, et al., 2020).  

Os pacientes acometidos com SARS-CoV-2 sejam assintomáticos ou sintomáticos 

podem transmitir a doença, no entanto, aqueles com sintomas mais graves têm sido 

considerados com maior potencial de transmissão (FERREIRA, et al., 2020; MENEZES; 

LIMA; MARTINELLO, 2020; SANTOS; BARBOSA, 2020). 

 

Figura 2 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de ACE2. Principais proteínas envolvidas na 

entrada do vírus por endocitose. 

 

Figura 6 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de ACE2. Principais proteínas 

envolvidas na entrada do vírus por endocitose. 

 

Figura 7 - Correlação entre carga viral e infecção por SARS-CoV-2, sintomas clínicos e positividade da RT-qPCR.Figura 

8 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de ACE2. Principais proteínas envolvidas na 

entrada do vírus por endocitose. 

 

Figura 9 - SARS-CoV-2 se liga inicialmente ao receptor de ACE2. Principais proteínas 

envolvidas na entrada do vírus por endocitose. 
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1. 6. Tempo de permanência do vírus em superfícies  

 

O SARS-CoV-2 pode permanecer ativo e infeccioso na superfície de objetos 

inanimados (plástico, aço e papelão) por horas ou dias (KAMPF, et al., 2020; JIN, et al., 

2020). A sua permanência é observada em um período maior tempo (72h) em plásticos e aço 

inoxidável do que em papelão (24h) após a sua aplicação na superfície (OLIVEIRA; LUCAS; 

IQUIAPAZA, 2020; XAVIER, et al., 2020), conforme o Quadro 1. 

 

Quadro 1 - Permanência do vírus em diferentes superfícies. 

 

Fonte: Jin et al. 2020; adaptado. 

 

1.7. Métodos profiláticos 

 

Devido ao potencial de sobrevivência do SARS-CoV-2 no ambiente por vários dias, os 

objetos contaminados pelo vírus devem ser limpos antes de serem utilizados, com produtos 

que contenham agentes antimicrobianos (OLIVEIRA; LUCAS; IQUIAPAZA, 2020). 

Por serem as mãos o principal veículo de contaminação cruzada do vírus, a prática da 

higienização das mãos pela ação de fricção com água e sabão diminui a ocorrência das 

infecções, sendo considerada uma medida profilática simples, de baixo custo e alta 

efetividade (OLIVEIRA, et al., 2016; OLIVEIRA, et al., 2020; SOARES, et al., 2021). 

O uso dos raios ultravioletas, altas temperaturas acima de 56% em um período de 30 

minutos e produtos desinfetantes como éter dietílico, etanol 75%, cloro, ácido peracético e 

clorofórmio são considerados suficientes para inativar o vírus (YANG; WANG, 2020; 

KAMPF, et al., 2020; JIN, et al., 2020; OLIVEIRA; LUCAS; IQUIAPAZA, 2020; XAVIER, 

et al., 2020).  

 

1. 8. Manifestações clínicas 

Superfície Tempo de permanência do vírus 

Aço Inoxidável 72 horas 72 horas 

Plástico 72 horas 72 horas 

Papelão 24 horas 24 horas 

Cobre 4 horas 4 horas 

Partículas aerossolizadas 40 min a 2 h e 30 min 
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As manifestações clínicas para infecções confirmadas pelo SARS-CoV-2 se 

apresentam clinicamente com ou sem sintomas. Há relatos de pessoas com sintomas leves e 

outros com sintomas mais graves, chegando a óbito, em algumas situações. Quando 

presentes, os mais comuns são febre ≥37,8 ºC (87,9%), cansaço (38,1%) e tosse seca (67,7%), 

(MEYERHOLZ; LAMBERTZ; JR, 2016; CHATE, et al., 2020; MORRELL, et al., 2020). 

Alguns pacientes podem ter dor de cabeça (13,6%), dor no corpo (14,8%), congestão nasais 

(4,8%), dor de garganta (13,9%), diarreia (3,7%), produção de escarro (33,4%), perda de 

olfato (30,0%), dificuldade em respirar (18,6%), calafrios (11,4%) e vômitos (5%). Esses 

sintomas geralmente são leves e começam gradualmente podendo se recuperar em 1 a 2 

semanas (ALMEIDA, et al., 2020; LEE, et al., 2020; GOUVEIA; KANAI, 2020). 

Uma em cada seis pessoas com Covid-19 fica gravemente doente e desenvolve 

dificuldade respiratória. As lesões graves não incluem apenas lesões pulmonares, mas 

também lesões cardíacas e renal, independente do paciente ter histórico de hipertensão ou não 

(BASSENDINE, et al., 2020). As pessoas idosas e as que têm outras condições de saúde 

como pressão alta, problemas cardíacos ou diabetes, têm maior probabilidade de desenvolver 

doenças graves. A maioria das pessoas (cerca de 80%) se recupera da doença sem precisar de 

tratamento especial (SINGHAL, 2020; HUANG, et al., 2020). 
 

1. 9. Diagnóstico laboratorial 

 

O diagnóstico para SARS-CoV-2 consiste principalmente alguns exames auxiliares, 

como detecção de acidos nucleicos (RT-qPCR), detecção de anticorpos (IgA, IgM e IgG) e 

exames por imagem (TC) (CASTRO, et al., 2020; RIVAS, et al., 2020). 

 

1. 9. 1. Detecção de ácidos nucleicos (RT-qPCR) 

 

O teste de detecção de ácido nucleico viral é a principal técnica para diagnóstico 

laboratorial do novo CoVs. A reação em cadeia da polimerase em tempo real de transcrição 

reversa (RT-qPCR) apresenta sensibilidade de 80% e especificidade de aproximadamente 

99% para SARS-CoV-2 quando é realizada entre 2 e 5 dias do início dos sintomas (Figura 3). 

Esse método fornece informações importantes nos estágios iniciais da infecção, por meio da 

detecção do RNAv antes da formação dos anticorpos (CIPITELLI, et al., 2020; XAVIER, et 

al., 2020; FLORIANO, et al., 2020; VILLA, et al., 2021). 
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A RT-qPCR baseia-se na amplificação de ácidos nucleicos viral, através do uso de 

fluoróforos, que se ligam ao material genético amplificado, emitindo fluorescência. O sinal de 

fluorescência emitido é equivalente à quantidade de fragmentos amplificados 

(TSUJIMOTOA, et al., 2021). A curva de amplificação para amostras positivas apresenta 

fluorescência relativamente aumentada. Nenhum aumento na fluorescência é observado 

quando a amostra é negativa. O limiar de ciclos (Ct, número de ciclos necessários para o sinal 

fluorescente) representa o número do ciclo no qual a curva de amplificação cruza a linha 

limite e é um indicador da quantidade do gene alvo amplificado. Quanto mais baixo for o 

valor Ct, maior será a quantidade de gene alvo (AZZI, et al. 2021; SOUZA; BRÍGIDO; 

MARANHÃO, 2016; CAMPOS, et al., 2021). 

De acordo com protocolos internacionais desenvolvidos pelo Instituto Charité/Berlim 

e recomendado pela Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS/OMS) utilizada pela 

maioria dos países, os genes para identificação, incluem: N, E, S e RdRP. Esses genes atuam 

como marcadores genéticos para a confirmação laboratorial da Covid-19. Atualmente, os 

marcadores genéticos E e RdRP são utilizados para a detecção do SARS-CoV-2 segundo os 

protocolos Charité. O Ministério da Saúde (MS) prioriza o gene E como primeiro marcador de 

escolha, por apresentar maior sensibilidade em relação ao gene RdRP para RT-qPCR 

(CIPITELLI, et al., 2020; JELINEK, et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Floriano, et al. 2020. 

Figura 3 - Correlação entre carga viral e infecção por SARS-CoV-2, sintomas clínicos e positividade 

da RT-qPCR. 

 

 

Figura 10 - Correlação entre carga viral e infecção por SARS-CoV-2, sintomas clínicos e 

positividade da RT-qPCR. 

 

 

Figura 11 - Ilustração do período de detecção de RNA viral e anticorpos em indivíduos 

infectados com SARS-CoV-2.Figura 12 - Correlação entre carga viral e infecção por SARS-

CoV-2, sintomas clínicos e positividade da RT-qPCR. 

 

 

Figura 13 - Correlação entre carga viral e infecção por SARS-CoV-2, sintomas clínicos e 

positividade da RT-qPCR. 
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1. 9. 2. Detecção de anticorpos (IgA, IgM e IgG) 

 

Os exames sorológicos são realizados a partir do 7° dia de sintomas é podem fornecer 

resultados em um período de tempo relativamente mais curto. Além disso, o custo é menor 

em comparação com RT-qPCR por coleta SNF (MURCIA1; MORENO; FALLA, 2021). Esse 

tipo de exame é indicado para verificar a presença de anticorpos isolados ou combinados no 

sangue, a fim de saber se o organismo apresentou resposta imunológica em função da 

exposição ao antígeno ou vacina (XAVIER, et al., 2020; LEE, et al., 2020). 

Os ensaios sorológicos para SARS-CoV-2 são realizados através de anticorpos das 

amostras do soro ou plasma dos pacientes, visando a proteína S, que dentre todas as proteínas 

virais é a mais exposta, e a proteína N, expressa em maior quantidade durante o período de 

infecção. (IBRAHIM; GHRAMH; KILANY, 2021; JIN, et al., 2020; XAVIER, et al., 2020). 

Os níveis de imunoglobulina A (IgA), imunoglobulina M (IgM) e imunoglobulina G 

(IgG) aumentam gradativamente junto com as fases de infecção, com IgM sendo detectado 

inicialmente ao 3° dia após a infecção, atingindo o seu pico entre 2 a 3 semanas e o IgA é 

(IgG) específico para SARS-CoV-2 sendo detectável ao 4° dia, atingindo seu pico após 17° 

dia, como mostra a Figura 4. O IgM também pode permanecer presente no soro após 1 mês 

pico (RODRIGUES; DIAS, 2019; LEE, et al., 2020; YANG; WANG, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Lee, et al. 2020. 

 

Figura 4 - Ilustração do período de detecção de RNA viral e anticorpos em indivíduos infectados com 

SARS-CoV-2. 

 

Figura 14 - Ilustração do período de detecção de RNA viral e anticorpos em indivíduos 

infectados com SARS-CoV-2. 

 

Figura 15 - Biomarcadores usados no diagnótico da Covid-19. ECA2 presente na saliva, 

atuam como receptores celulares para SARS-CoV-2.Figura 16 - Ilustração do período de 

detecção de RNA viral e anticorpos em indivíduos infectados com SARS-CoV-2. 

 

Figura 17 - Ilustração do período de detecção de RNA viral e anticorpos em indivíduos 

infectados com SARS-CoV-2. 
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1. 9. 3. Exames por imagem (TC) 

 

A Tomografia Computadorizada (TC) é uma ferramenta importante para o diagnóstico 

da Covid-19 na prática clínica. O exame se torna mais sensível para indivíduos com alta 

suspeita clínica de infecção por SARS-CoV-2. Uma combinação de testes repetidos de RT-

qPCR e Tomografia Computadorizada de Alta Resolução (TCAR) do tórax podem ser 

essenciais para diagnóstico precoce e a avaliação da gravidade da doença (ADENIJI, 2020; 

JIN; XU; YAUN, 2020; CHATE, et al., 2020). 

Em alguns estudos, as imagens de TC de tórax de pacientes infectados com SARS-

CoV-2, a tomografia computadorizada apresentou um ótimo valor diagnóstico clínico para 

Covid-19, especialmente na área de alta prevalência de infecções por SARS-CoV-2. 

Entretanto, as tomografias também apresentam algumas deficiências, como por exemplo, 

falso-negativo em estágio inicial da doença. Nesse sentindo, entende-se que a infecção 

assintomática por SARS-CoV-2 é possível e pode ser assintomático nos estágios iniciais, 

mesmo que o RNAv seja detectado pela triagem de RT-qPCR, descartando os casos iniciais 

de Covid-19 por TC. (LI, et al., 2020; SHOJI, et al., 2020; ADENIJI, 2020; CESPEDES; 

SOUZA, 2020). A Figura 5 mostra o grau de comprometimento pulmonar, através de uma TC 

do tórax. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Disponibilizada por Ultra Diagnóstico por Imagem, 2020. 

Figura 5 - Reconstrução de uma TC do tórax em paciente acometido de Covid-19. As áres em branco 

representam o grau de comprometimento do orgão. O paciente apresentou 75% de comprometimento 

pulmonar. 
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1. 10. Saliva como amostra biológica alternativa para detecção do SARS-CoV-2 

 

Na atual pandemia, os testes para a Covid-19 podem ser avaliados através de algumas 

amostras biológicas incluindo plasma, soro, urina e saliva. O Ministério da Saúde prioriza o 

exame RT-qPCR através das coletas Swabs nasofaringes (SNF) como “padrão ouro” para 

detecção da SARS-CoV-2 (ADENIJI, 2020; JIN; XU; YAUN, 2020).  Esse método de coleta, 

além de doloroso e invasivo, causa pequenas lesões como sangramento e ulceração na camada 

da mucosa, o que pode reduzir a falta de consentimento dos pacientes para a realização do 

teste e aumentar os riscos de infecção para os profissionais de saúde, devido ao seu potencial 

de induzir os pacientes a espirrar e tossir, expelindo partículas virais (TELES, et al., 2020; 

Xu, et al., 2020; VAZ, et al., 2020; CAMPOS, et al., 2021).  

Atualmente, a saliva desempenha um papel importante na detecção de doença viral, 

bacteriana ou sistêmica. Ela possui informações a respeito dos biomarcadores salivares, como: 

uréia, imunoglobulinas, glicose, cortisol, fosfatos, proteínas, citocinas, quimiocinas, entre 

outros. Esses biomarcadores ajudam na identificação de câncer bucal, diabetes, câncer de 

mama, câncer de pulmão e outras enfermidades (FERNANDES, et al., 2020). 

A saliva é uma mistura heterogênea que contém fisiologicamente células epiteliais 

orais descamadas e microrganismos, podendo conter sangue, secreções respiratórias, ácido 

gástrico do refluxo e resíduos alimentares, em ocasiões patológicas, sendo composta por 99% 

de água e 1% de proteínas (principalmente amilase) e mucina com a finalidade de digerir, 

provar, tamponar, equilibrar a remineralizarão e anti-microorganismos. A secreção da saliva 

ocorre diretamente na cavidade oral pelas glândulas salivares principais e 10% das glândulas 

salivares menores com pH entre 6 e 7 (CARVALHO, et al., 2020; Xu, et al., 2020). 

O uso da saliva como um tipo de e modelo alternativo para a triagem epidemiológica 

parece ser promissor, pois o RNAv de SARS-CoV-2 está presente na saliva com carga e 

sensibilidade comparáveis ao encontrado em células da mucosa nasal por SNF (AZZI, et al., 

2021; TELES, et al., 2020). 

Além dos pulmões, os tecidos orais (glândulas salivares) podem ser invadidos 

diretamente devido à alta expressão do receptor ECA2 nas células epiteliais presente na 

saliva. A ECA2 atua como receptores celulares para o SARS-CoV-2 entrar na célula, 

semelhante ao SARS-CoV (Figura 6). O vírus se liga inicialmente a esses receptores para 

posteriormente colonizar o trato respiratório. Embora o principal alvo sejam as células 

pulmonares, os dutos das glândulas salivares também são comprometidos, causando a 

produção de saliva contaminada. Neste sentido, a saliva é mais facilmente infectada, uma vez 
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que atuando como um hospedeiro para SARS-CoV-2 (LIU, et al., 2011; THOMAS, 2020; 

FEI, et al., 2020; PIERALISI, et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Fernandes, et al. 2020. 

 

A aprovação dos Estados Unidos da América (EUA) de coleta amostras baseadas em 

saliva despertaram interesse em alternativas metodológicas que sejam mais seguras e simples. 

Estudos mostram que o SARS-CoV-2 pode ser facilmente detectado na saliva, embora os 

dados sobre a presença do vírus em saliva sejam limitados, todavia, o valor do diagnóstico das 

amostras de saliva para o exame de ácido nucleico da SARS-CoV-2 pode ser promissor, 

reduzindo assim o risco de transmissão nosocomial (AZZI, et al., 2021; RIVAS, et al., 2020; 

SANTOS; BARBOSA, 2020).   

Diante do exposto, a saliva representaria um tipo prático de amostra não invasiva, 

eficiência, viável, seguro e de baixo custo para o diagnóstico dessa morbidade, onde o uso 

desse tipo de amostra eliminará o tempo de espera para a coleta, além da redução ao risco de 

transmissão nosocomial da SARS-CoV-2, sobretudo em situações nas quais as coletas de 

amostras nasofaringes podem ser contraindicadas. 

 

 

 

Figura 6 - Biomarcadores usados no diagnótico da Covid-19. ECA2 presente na saliva, atuam como 

receptores celulares para SARS-CoV-2. 

 

Figura 18 - Biomarcadores usados no diagnótico da Covid-19. ECA2 presente na saliva, 

atuam como receptores celulares para SARS-CoV-2. 

 

Figura 19 – (a) Amostra SNF. (b) Amostra de saliva.Figura 20 - Biomarcadores usados no 

diagnótico da Covid-19. ECA2 presente na saliva, atuam como receptores celulares para 

SARS-CoV-2. 

 

Figura 21 - Biomarcadores usados no diagnótico da Covid-19. ECA2 presente na saliva, 

atuam como receptores celulares para SARS-CoV-2. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Avaliar a eficiência molecular da saliva como meio de detecção do SARS-CoV-2 em 

profissionais de saúde e pacientes do circuito cirurgico do Hospital Universitário Lauro 

Wanderley (HULW-UFPB). 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

• Utilizar a saliva para extração de RNA por RT-qPCR para detecção molecular do 

SARS-CoV-2 em comparação com amostras coletadas a partir de Swab nasofaringes; 

• Quantificar e avaliar a pureza e concentração das amostras extraídas; 

• Determinar a sensibilidade da saliva como método de detecção molecular do SARS-

CoV-2. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3. 1. Delineamento do estudo 

 

Trata-se de um estudo clínico-laboratorial, observacional e transversal, baseado em 

dados quantitativos, com análise estatística e procedimento comparativo e descritivo. 

 

3. 2. Considerações éticas 

 

O estudo foi realizado respeitando os princípios que regem a bioética em pesquisas 

com seres humanos, com ênfase à Resolução 466/2012 do Conselho Nacional de Saúde 

(CNS) do Brasil pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) sob o protocolo N° CAAE - 

40402820.4.0000.5188. Fundamentada nos principais documentos internacionais que 

provieram de declarações e diretrizes sobre pesquisas  envolvendo seres humanos, seja ela 

individual ou coletiva,  em sua totalidade ou partes, incluindo o manejo de informações ou 

materiais (TEIXEIRA, R. S. et al., 2019). 

Foi ressaltado aos participantes que todos os seus direitos ficaram em sigilo, através da 

garantia de liberdade de recusa a participação ou desistência de seu consentimento durante o 

desenvolvimento da pesquisa, assim como a confidencialidade das informações, riscos, 

benefícios e o cumprimento ao princípio da não maleficência.  

Em relação aos riscos, pode ocorrer contaminação, por isso a coleta foi realizada por 

um profissional do serviço devidamente treinado e vacinado. Esse risco foi minimizado ao ser 

reforçado os princípios de biossegurança do ambiente que o mesmo já realiza, com utilização 

de Equipamento de Proteção Individual (EPI) e Equipamento de Proteção Coletivo (EPC) de 

acordo com as recomendações do Ministério da Saúde. 

 

3. 3. Local da pesquisa 

 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Vigilância Molecular Aplicada 

(LAVIMAP) da Escola Técnica de Saúde (ETS) da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) 

e Hospital Universitário Lauro Wanderley (HULW-UFPB). 

 

3. 4. Amostra biológica 
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As amostras foram secreções nasofaringes e salivas coletadas em pacientes que foram 

submetidos a procedimentos cirúrgicos no HULW-UFPB grupo (G1) e profissionais de saúde 

do Hospital expostos às infecções pela Covid-19 grupo (G2). 

 

3. 5. Critérios de inclusão e exclusão 

 

Foram incluídos na pesquisa indivíduos internados no hospital que iriam realizar 

algum procedimento cirurgico e profissionais de saúde que prestaram assistência nessa 

unidade de saúde. 

Foram excluídos da pesquisa indivíduos que apresentarem fichas de notificação 

incompletas, amostras sem identificação, amostras com o volume insuficiente e amostras 

acondicionadas de maneira inapropriada.  

 

3. 6. Instrumento de pesquisa 

 

Foi empregada a ficha de investigação de síndrome gripal suspeito de doença pelo 

coronavírus 2019 (ANEXO B) para obtenção dos dados dos pacientes e dos profissionais de 

saúde com o objetivo de adquirir informações referentes ao gênero, idade, fatores de risco, 

sintomatologia, morbidades pré-existente, entre outras, após assinar o Termo de 

Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). 

 

3. 7. Limitações do estudo  

 

Dentre as limitações do estudo, destaca-se o fato das amostras SNF e saliva serem 

coletas nos serviços, onde as mesmas podem sofrer modificação na forma de coletar e 

alteração durante seu acondicionamento, o qual pode influenciar no resultado final do exame, 

principalmente em amostras com baixa carga viral. É importante lembrar, que antes do início 

do estudo, o pesquisador e os demais indivíduos envolvidos na pesquisa, realizaram um 

treinamento em relação a coleta, transporte e armazenamento das amostras até análise final. 

 

3. 8. Coleta das amostras  

 

As amostras de secreções nasofaringes foram coletadas no período de 01/08 à 30/11/ 

2021 pelos profissionais da enfermagem do HULW-UFPB devidamente treinados com a 
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utilização de Swabs (Swab Rayon). Inicialmente, os profissionais responsáveis pela coleta, 

solicitaram que os indivíduos posicionassem a cabeça para trás com objetivo de facilitar a 

entrada do Swab. O Swab foi inserido suavemente com rotação na cavidade nasal (cerca de 5 

cm) dos participantes até encontrar parede posterior da nasofaringe. O procedimento foi 

realizado nas duas narinas. Em seguida, o Swab já com as células da mucosa nasal, foi 

removido das narinas, é cuidadosamente introduzido em um tubo cônico de 15 mL contendo 

3mL de meio de transporte viral.   

As amostras de saliva foram obtidas após a coleta SNF, pelos próprios participantes, 

sem supervisão profissional, a menos que os participantes estivessem intubados ou de outra 

forma incapaz de coletar sua própria amostra. Antes da coleta, os participantes foram 

orientados a juntar salivar por 30 segundos e, em seguida, cuspir suavemente em um tubo 

falcon de 50 mL fechado, estéril e sem nenhum meio de transporte até completa 2 mL de 

amostra de saliva. Por fim, o recipiente foi fechado e higienizado na sua parte externa com 

álcool 70%. No total, foram coletas 365 amostras SNF e saliva. Após a coleta, ambas as 

amostras foram armazenadas em um caixa térmica a 4 ºC e encaminhadas para LAVIMAP. A 

Figura 7 mostra os recipientes de coletas utilizados nas amostras SNF e saliva. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

 

3. 9. Isolamento das amostras  

 

O isolamento de ambas as amostras foi realizado em uma sala de pressão negativa, 

utilizando uma cabine de biossegurança classe II A2 do modelo Becnermed™ (Figura 8). 

Inicialmente, o Swab contendo secreções nasofaringes foi agitado em vortex para liberação 

Figura 7 – (a) Amostra SNF. (b) Amostra de saliva. 

 

Figura 22 – (a) Amostra SNF. (b) Amostra de saliva. 

 

Figura 23 – (a) Amostra SNF. (b) Amostra de saliva. 

 

Figura 24 – (a) Amostra SNF. (b) Amostra de saliva. 
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das células no meio e removido cuidadosamente pela parede do tubo falcon 3 mL em giros, 

com o objetivo de preservar os componentes das amostras. Por fim, as amostras SNF foram 

transferidas do tubo cônico de 15 mL para um criotubo 2 mL de forma manual. As amostras 

de saliva foram transferidas do tubo falcon 50 mL para um criotubo 2 mL utilizando uma 

micropipeta monocanal 1.000 µL de volume variável. O motivo da utilização da micropipeta 

de escala tão alta foi para evitar a aderência da saliva na ponteira pela alta viscosidade de 

algumas amostras salivares. A Figura 9 mostra o processo de isolamento de ambas às 

amostras SNF e saliva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

Figura 9 – (a) Isolamento das amostras SNF. (b) Isolamento das amostras de saliva. 

 

Figura 30 – (a) Isolamento das amostras SNF. (b) Isolamento das amostras de saliva. 

 

Figura 31 – (a) Isolamento das amostras SNF. (b) Isolamento das amostras de saliva. 

 

Figura 32 – (a) Isolamento das amostras SNF. (b) Isolamento das amostras de saliva. 
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Figura 8 – Isolamento das amostras em cabine de biossegurança classe II A2 do modelo 

Becnermed™. 

 

Figura 26 – Isolamento das amostras em cabine de biossegurança classe II A2 do modelo 

Becnermed™. 

 

Figura 27 – (a) Isolamento das amostras SNF. (b) Isolamento das amostras de saliva.Figura 

28 – Isolamento das amostras em cabine de biossegurança classe II A2 do modelo 

Becnermed™. 

 

Figura 29 – Isolamento das amostras em cabine de biossegurança classe II A2 do modelo 

Becnermed™. 
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Figura 10 – (a) Extrator e purificador de DNA e RNA viral (MVXA-P016 e FAST) Extracta 32 

Loccus™. (b) Preparo das amostras e reagentes para extração. 

 

3. 10. Extração das amostras 

 

A extração das amostras SNF e saliva foram realizadas utilizando kits de extração 

RNA e DNA viral (MVXA-P016FAST) Loccus™. Em uma placa de 96 poços fundos 

(deepwell), foram adicionados em cada poço 5 µL de Proteinase K, 10 µL do controle 

interno (IC) e 100 µL de amostras SNF. As amostras de saliva foram adicionadas em outra 

placa contendo a mesma quantidade de amostra, Proteinase K e controle interno.  Em seguida, 

as placas foram inseridas no extrator e purificador de DNA e RNA viral (MVXA-P016 e 

FAST) Extracta 32 Loccus™ por 27mn (Figura 10). O processo de extração Loccus envolve 

quatro etapas: lise da amostra, ligação ao ácido nucleico, lavagem e eluição. Todas as etapas 

de extração foram realizadas de acordo com as instruções do fabricante por aproximadamente 

1h. Ao final das etapas, as placas contendo os ácidos nucléicos purificados foram submetidas 

a testes de concentração e purificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

 

3. 11. Avaliação da concentração e pureza das amostras 

 

As amostras extraídas foram quantificadas no equipamento NanoDrop Lite 

Spectrophotometer da Thermo Scientific™ (Figura 11), a fim de averiguar a concentração do 

RNA usando a medição A260 nm e o grau de pureza na propoção A260/A280. No aparelho 

foi adicionado 1 µL do RNA purificado das amostras SNF e saliva. Os valores entre 1,8 e 2,2 

(a) (b) 
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indicam pureza adequada no processo de extração das amostras, enquanto valores inferiores a 

1,8 podem significar presença de proteínas ou outros contaminantes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

 

3. 12. Preparo da placa para amplificação (master mix) 

 

O preparo do master mix foi realizado em equipamento de DNA Workstation da 

Loccus™ (Figura 12) utilizando o kit de detecção Bio-Manguinhos™. Em uma placa de 96 

poços, foi adicionado em cada poço 7,8 µL de Mistura de PCR (água livre de RNAse, tampão, 

enzima e dntp), 2,2 µL de Mix E/ RP (primers e sonda) e 5,0 µL de RNAv (SARS-CoV-2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

Figura 11 – (a) NanoDrop Lite Spectrophotometer da Thermo Scientific™. (b) Tela de medição de 

amostra. 

 

 

Figura 12 - Equipamento de DNA Workstation do modelo Loccus™. 

 

Concentração 
Pureza 

(a) (b) 
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3. 13. Método RT-qPCR para identificação do SARS-CoV-2 

 

A identificação do SARS-CoV-2 foi realizada em um equipamento de RT-qPCR do 

modelo Quanstudio™ 3 (Thermo Scientific™, Waltham, MA, EUA) (Figura 13). Na detecção 

foram utilizadas amostras controle positivas do respectivo gene em plasmídeo sintético. As 

condições dos ciclos foram determinadas segundo o Quadro 2. 

 

Quadro 2. Condições de ciclo para SARS-CoV-2 em RT-qPCR modelo Quanstudio™. 

Fonte: Cipitelli, et al. 2020, com modificação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2022. 

 

3. 14. Kit molecular utilizado para RT-qPCR  

 

Para a análise das amostras utilizou-se o kit molecular para SARS-CoV-2 da Bio-

Manguinhos™, que se baseia na tecnologia de RT-qPCR e é indicado para processamento de 

Passos Ciclos Temperatura  Tempo 

Transcrição reversa 1 45°C  15 min 

Inativação da transcriptase reversa e atividade da 

DNA polimerase 

1 

 

95°C  02 min 

Desnaturação 40 95°C  15 seg 

Extensão 40 58°C  30 seg 

Figura 13 - Equipamento de RT-qPCR do modelo Quanstudio™ 3. 
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amostras clinicas, previamente submetidas a etapa de extração de ácido nucleicos, conforme o 

esquema da Figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

Fazer esquema kit Bio-Manguinhos™, 

 

 

 

 

Fonte: Kit Bio-Manguinhos. 

 

3. 15. Detecção dos resultados 

 

Para detecção dos resultados utilizou-se os critérios de aceitação do controle positivo 

e negativo, de acordo com valor Ct das amostras indicado pelo fabricante conforme a Tabela 

1. O valor Ct corresponde ao número de ciclos da RT-qPCR necessário para o início da 

amplificação, ou seja, o momento em que a fluorescência emitida ultrapassa a linha do limite. 

Dessa forma, o valor Ct tem relação inversamente proporcional à qualidade de sequência alvo 

presente na amostra. 

 

Tabela 1 – Parâmetros para detecção do RNA por RT-qPCR. 

Fonte: Kit Bio-Manguinhos. 

 

CONTROLE CT  RESULTADOS 

NEGATIVO Não detectável Rotina válida 

Ct ≤ 40 Rotina inválida 

Repetir o teste, possível contaminação. 

POSITIVO Ct ≤ 37 Rotina válida 

 

Ct > 37 

Rotina inválida 

Repetir o teste, possível perda de amostra e/ ou 

problema durante a preparação das misturas de RT-PCR 

Figura 14 – Esquema teste kit Bio-Manguinhos. 
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Utilizando os protocolos do kit Bio-Manguinhos, um valor Ct menor ou igual a 37, 

teste detectável (positivo). Valor Ct maior que 37, teste não detectável (negativo). 

Para verificação do controle o resultado por RT-qPCR é indicado na presença da curva 

de amplificação em amostras positivas, que apresenta a tendência de fluorescência 

relativamente aumentada, diferentemente de ausência quando encontrada em amostras 

negativa (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Azzi, et al. 2021, com modificação. 

 

3. 16. Análise estatística 

 

Foi utilizado o Microsoft Excel 2016 para todas as análises estatísticas. O número de 

ciclo do ensaio por RT-qPCR de acordo com os métodos de amostragem foi comparado 

usando o teste t de amostra pareada. A concordância entre os dois métodos foi avaliada com o 

teste Kappa (0-0,2 = pobre, 0,21-04 = regular, 0,41-0,6 = moderado, 0,61-0,8 = substancial, 

0,81-1 = quase perfeito), onde 1 é a concordância perfeita.  

 

 

 

 

 

Figura 15 – Curva de amplificação aumentada em amostras positivas e ausência em amostras 

negativas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Um total de 365 participantes distribuídos em dois grupos, a saber pacientes do 

circuito cirúrgico (G1) que posteriormente foram submetidos a procedimentos cirúrgico e 

profissionais de saúde (G2) expostos às infecções pela Covid-19, forneceram amostras Swab 

nasofaringes e saliva para análise.   

As amostras chegaram ao laboratório (LAVIMAP) no intervalo de uma hora após a 

coleta, sendo transportada em caixa isotérmica. O volume de saliva produzido pela maioria 

dos participantes foi de 2 mL. Dos 365 participantes, 45 (12,3%) apresentaram detecção viral 

para SARS-CoV-2 por RT-qPCR em gene alvo E, sendo 21 (46,7%) em ambas as amostras 

SNF e saliva, 14 (31,1%) apenas em SNF e 10 (22,2%) apenas em saliva, conforme a Tabela 

2. 

 

Tabela 2 - Detecção de SARS-CoV-2 em amostras SNF e saliva (n =45). 

 

Amostras 

DETECÇÃO VIRAL EM GENE ALVO E 

SNF, n (%) Saliva, n (%) SNF + Saliva, n (%) 

G1 4 (28,6%) 4 (40%) 10 (47,6%) 

G2 10 (71,4%) 6 (60,0%) 11 (52,4%) 

Total 14 (100%) 10 (100%) 21 (100%) 

 

No que concerne a faixa etária, o estudo aponta que a idade média mais acometida 

entre os 45 participantes com detecção viral para SARS-CoV-2 foi a quarta década de vida 

(42 anos), sendo 13 (29%) do gênero masculino e 32 (71%) do gênero feminino, conforme os 

Gráficos 1 e 2. 
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Gráfico 1 – Distribuição dos participantes por faixa etária (n = 45). 

 



41 

 

Gráfico 2 – Distribuição dos participantes por gênero (n = 45). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quanto aos dados epidemiológicos, verificou-se que dentre os 45 participantes 

detectáveis para SARS-CoV-2 18 (40,0%) foram sintomáticos e 27 (60,0%) foram 

assintomáticos. Destes, apenas 8 (18%) apresentaram comorbidade (Gráfico 3 e 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os participantes sintomáticos apresentaram sintomas leves e moderados. Os sintomas 

mais frequentes foram 14 (31,1%) cefaleia, 6 (13,3%) espirro, 10 (22,2%) coriza, 3 (6,7%) 

febre, 4 (8,9%) diarreia, 12 (26,7%) tosse, 9 (20,0%) dor de garganta, 3 (6,7%) dispneia, 7 

(15,6%) mialgia, 3 (6,7%) anosmia e 3 (6,7%) ageusia (Gráfico 5). Dos casos não houve 

relatos de hospitalização ou intubação, bem como relato de óbitos.  

40%

60%

Sintomáticos Assintomáticos

82%

18%

Sem comorbidade Com comorbidade

Gráfico 3 – Perfil dos participantes quanto à 

sintomatologia (n = 45). 

 

Gráfico 4 – Perfil dos participantes quanto à 

comorbidade (n = 45). 

 

29%

71%

Masculino Feminino
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Gráfico 5 – Distribuição em n (%) dos sintomas relatados pelos participantes sintomáticos (n =18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As comorbidades apresentadas foram 2 (25%) doenças respiratórias crônicas 

descompensadas (D.R.C.D), 1 (12%) doenças renais crônicas (D.R.C), 3 (37%) doenças 

cardíacas crônicas (D.C.C), 1 (13%) diabetes e 1 (13%) obesidade (Gráfico 6). 
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Gráfico 6 – Distribuição de acordo com a comorbidade (n = 8). 
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Foi utilizado os valores medianos para avaliar a concentrações e purezas das amostras 

(n = 31) saliva e (n = 35) SNF detectáveis dos participantes. A concentração apresentou 28,6 

– 7,6 médias, 0,9 – 0,3 valores mínimos, 112 – 33,4 valores máximos e 30,4 – 8,38 ±DP, 

respectivamente. Enquanto a pureza apresentou 1,81 – 1,82 médias, 1,33 – 1,22, valores 

mínimos, 2,28 – 2,23 valores máximos e 0,3 – 0,25 ±DP, respectivamente, como mostra na 

Tabela 3. 

 
Tabela 3 – Comparação entre as concentrações e pureza de amostras de saliva e SNF. 

*Desvio padrão 

 

Foram utilizados gráficos de dispersão para analisar a relação entre as duas amostras 

de acordo com as suas concentrações. As amostras de saliva apresentaram aumento crescente 

em escala vertical de concentração em relação as amostras SNF (Gráficos 7 e 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VARIÁVEIS CONCENTRAÇÃO PUREZA 

Saliva (n = 31) SNF (n = 35) Saliva (n = 31) SNF (n = 35) 

Média 28,6 7,6 1,81 1,82 

Valor mínimo 0,9 0,3 1,33 1,22 

Valor mínimo 112,3 33,4 2,28 2,26 

DP 30,4 8,38 0,3 0,25 
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Gráfico 7 – Dispersão das amostras de acordo 

com a concentração da saliva. 

 

Gráfico 8 – Dispersão das amostras de acordo 

com a concentração do SNF. 
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Usando amostras SNF como referência do padrão ouro, a sensibilidade e 

especificidade da saliva foram de 60,% e 97%, respectivamente. O VPP e VPN foram de 68% 

e 96%, respectivamente. A acúracia foi de 93% e o coeficiente Kappa foi de 0,596 (I.C 95% 

0441-0,752) (Quadro 3). 

 

Quadro 3 – Resultado da análise estatística do método de amostragem de saliva (n = 45). 

Propriedades Amostra de saliva (%) 

Sensibilidade 60,0 

Especificidade 97,0 

VPP* 68,0 

VPN** 96,0 

Acúracia 93,0 

*Valor Preditivo Positivo ** Valor Preditivo Negativo 

 

Utilizou-se um comparativo para avaliar o valor Ct de um único participante com 

positividade em ambas as amostras saliva e SNF. O resultado obteve amplificação do gene E, 

seguido por confirmação do RP (controle interno). O valor Ct ≤ 37 indicando a carga viral de 

SARS-CoV-2 detectável conforme visualizado na ilustração esquemática com a curva de 

amplificação em escala logarítmica por tendência de fluorescência relativamente aumentada 

na Figura 16. 
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Figura 16 - (a) Amostra de saliva. (b) Amostra de SNF. 
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Entre os 21 participantes com amostras positivas pareadas, os valores medianos do 

Ct para alvo do gene E foram 29,9 em amostras de SNF e 31,2 para amostras de saliva 

(Gráfico 9).  

 

 

 

 

 

 

 

   

   

 

 

 

 

 

Os resultados deste estudo sugerem que as amostras de saliva são semelhantes em 

comparação com as amostras de SNF, sendo sensível e específico para ser usado no 

diagnóstico da Covid-19.  

Desde 2004, as amostras de saliva vêm demostrando resultados confiáveis para 

detecção e diagnóstico do Coronavírus (SARS-CoV) (AZZI, et al., 2020). Em um ambiente 

de saúde To et al. (2020) observou maior sensibilidade em amostras de saliva ao compara 

com amostras de SNF. Da mesma forma Wyllie et al. (2020) e Rao et al. (2020) 

demonstraram maior sensibilidade em amostras saliva. Por outro lado, Jamal et al. (2020) 

relataram menor sensibilidade em amostras de saliva em comparação amostras SNF. Nesse 

estudo, a sensibilidade e especificidade utilizando a RT-qPCR para detecção de SARS-CoV-2 

na saliva foram de 60,0% e 97%, respectivamente. Essa divergência entre os estudos é 

possivelmente devida às técnicas de amostragem utilizadas, kits de detecção diferentes e 

população de estudo avaliada. 

Especulamos que a redução na sensibilidade em amostras de saliva pode estar 

relacionada com precisão da pipetagem em volumes de amostra na placa de extração para 

ácidos nucleicos. A saliva na maioria das vezes é viscosa, mesmo após agitação intensa, 

Gráfico 9 - Valores de limiar de ciclos (Ct) por RT-qPCR para gene alvo E em participantes com 

amostras positivas pareadas. 
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resultando em resultados inválidos. Isso foi demonstrado por Sahajpa at al. (2021) com desvio 

do valor Ct significativamente alto, sugerindo que a menor sensibilidade da saliva.  

Para que uma amostra apresenta bons resultados no processo final de uma RT-qPCR 

após a extração, é importante avaliar o grau de pureza desse material. Nessa pesquisa, foi 

utilizado um NanoDrop, afim de averiguar a concentração e pureza das amostras SNF e saliva 

como vimos anteriomente na Tabela 3 e 4. Foram encontrados valores medianos de pureza 

1,81 e 0,3 ± DP em saliva e 1,82 e 0,25 ± DP em SNF. A concentração 28,6 e 30,4 ± DP em 

saliva foram superiores para 7,6 e 8,38 ± DP em relação às amostras SNF, indica um índice 

maior de material genético em amostras de saliva. 

Em investigações independente, Senok et al. (2020) e Vaz et al. (2020) comprovaram 

uma alta taxa de concordância de SARS-CoV-2 em amostras de saliva quando comparadas às 

nasofaringes. Corroborando com os estudos, Azzi et al. (2020) e Yoon at al. (2020) 

demonstraram alta concordância da saliva em relação amostras SNF. Nesse estudo, a 

concordância de ambas as amostras SNF e saliva foram avaliadas pelo coeficiente Kappa 

0,596, indicando concordância moderada. Embora o valor Kappa seja menor em relação a 

outros estudos, o traçado desse estudo foi concebido devido às dificuldades associadas à 

amostragem e os riscos que ela representa. Isso causa uma diminuição da taxa de adesão e 

valor Kappa na análise estatística. 

A literatura aponta que o diagnóstico rápido e preciso é essencial no controle da 

pandemia. Várias amostras clínicas, como nasofaringe, escarro, cerúmen, sangue, fezes e 

saliva foram avaliadas para detecção do SARS-CoV-2 (AZZI, et al., 2020; RAO, et al., 2020). 

O uso da saliva no diagnóstico da Covid-19 representa assunto de pesquisa na atualidade 

sobre tipos alternativos de amostras, bem como a amostra de escolha por vários laboratórios 

que implementam programas de teste de alto volume (LEE, et al., 2021). Várias regiões do 

mundo, como Hong Kong, já adotaram a saliva em seus protocolos de triagem em massa. A 

razão para escolha é devido à alta expressão da ECA2 (receptor celular que se liga a proteína 

S do SARS-CoV-2) expressas na mucosa oral e glândulas salivares (XU, et al., 2020; XU, et 

al., 2020).  

Em um estudo realizado por Liu et al. (2011) com macacos rhesus, mostraram que o 

epitélio dos ductos das glândulas salivares são alvos do SARS-CoV, especialmente no início 

da infecção. Yoon at al. (2020) sugerem que o SARS-CoV-2 pode ser secretado pelas 

glândulas salivares em vez da nasofaringe. A presença de SARS-CoV-2 na saliva indica a 

possibilidade de infecção na glândula. Para To et al. (2020) o SARS-CoV-2 pode ser 

transmitido pela saliva de pacientes assintomáticos. Corroborando com estudos anteriores, 
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Wyllie et al. (2020) mostram que o SARS-CoV-2 pode ser detectado na saliva de pacientes 

assintomáticos em ambulatórios. 

A saliva verdadeira é definida como um líquido claro e natural que se acumula na 

boca. No entanto, a saliva dos pacientes pode ser confundida com a presença de outras 

amostras biológicas, como muco e sague, dificultando o processamento em laboratório. 

Estudos recentes utilizaram amostras de saliva puras para detecção do SARS-CoV-2 em 

ambulatórios, os resultados foram positivos, principalmente em pacientes assintomáticos 

(SENOK, et al., 2020). 

Uma das maiores dificuldades em coleta amostras SNF e o consentimento dos 

pacientes para realização do exame. Os pacientes experimentam um grau de desconforto 

durante a coleta, tornando-a menos aceitável, principalmente pelas crianças e idosos 

(JAMAL, et al., 2020; SENOK, et al., 2020). Entretanto, a coleta de amostra de saliva é mais 

aceitável pelos pacientes, sem quaisquer procedimentos invasivos, de fácil obtenção, 

independentemente das manifestações da doença e fora do ambiente hospitalar ou centros de 

saúde especializados.  

Nossos resultados foram comparáveis a estudos semelhantes que utilizaram amostras 

de saliva pura para detecção de SARS-CoV-2, obtidos de uma população de participantes 

acompanhados em um Hospital Universitário. Em alguns estudos, os autores recomendaram 

coleta às amostras imediatamente, após indivíduo acordar, sem o consumo de alimentos 

prévio ou escovação dos dentes (AZZI, et al., 2020; MCCORMICK-BAW, et al., 2020; 

HANEGE, et al., 2021). Nesse estudo, a saliva foi auto-fornecida pelos próprios participantes 

dentro do ambiente hospitalar sem nenhum tipo de restrição.  

Em estudos anteriores, as amostras de saliva foram obtidas por meio de dispositivos 

especiais de coleta para melhorar a qualidade e a quantidade da saliva obtida (TO, et al., 2020; 

SAHAJPA, et al., 2021).  Sobretudo, esses dispositivos de coleta na maioria das vezes não 

estão disponíveis ou são difíceis de obter em centros de assistência médica geral, 

especialmente em países com baixa renda. No presente estudo, os participantes foram 

orientados a cuspir repetidamente em um tubo Falcon de 50 mL fechado, estéril e sem 

nenhum meio de transporte usado rotineiramente no Hospital Universitário. Como não houve 

a necessidade de nenhum dispositivo especial, o uso da saliva pode ser inserido como rotina 

na prática clínica da Covid-19 sem comprometer a qualidade da amostra, conforme já 

relatados em outros estudos. 

Embora o exame RT-qPCR por coleta de amostra SNF seja o principal teste de coleta 

em vigor no Brasil, devemos destacar custo do exame. Por exemplo, Justo et al. (2021) relata 
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que esse tipo de coleta custa aproximadamente R$ 2,15, incluindo um Swab, um tubo e o 

meio de transporte viral. Além disso, esse tipo de amostra exige o uso de EPI completo (toca, 

respirador N95, protetor facial, capote e luvas) para os profissionais que vão realizar a coleta, 

o que pode representar uma pressão adicional sobre os recursos do Sistema de Saúde 

(GÜÇLÜ, et al., 2020; VAZ, et al., 2020). A coleta da saliva não requer Swab, meio de 

transporte viral e profissionais da saúde especializados para coleta, a coleta é realizada pelo 

próprio paciente, o que pode reduzir os custos da coleta pela metade. Nos estudos realizados 

por Yoon at al. (2020), o tempo e custo associados à coleta de saliva foram de 2,26 vezes 

menores do que amostras de SNF. 

Além do custo, a saliva pode ser auto-fornecida pelos próprios pacientes, sem expor os 

profissionais da saúde durante a coleta. Sabe-se então, que os profissionais de saúde são um 

dos principais grupos mais exposto a SARS-CoV-2, portanto, estão mais susceptíveis as 

infecções causadas pela Covid-19. Estudos realizados por Justo et al. (2021), mostram que 

aproximadamente 29% dos pacientes infectados por Covid-19 em Wuhan, China, eram 

profissionais de saúde. No dia 14 de fevereiro de 2020, a Comissão Nacional de Saúde da 

China, relatou que um total de 1.716 profissionais de saúde foi infectado pelo SARS-CoV-2 

(GÜÇLÜ, et al., 2020). Assim, a auto-coleta da saliva manteria o distanciamento físico e 

minimizaria as chances de expor os profissionais de saúde que estão na linha de frente em 

combate ao vírus. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstraram o potencial da saliva como um tipo alternativo de 

amostra viável no diagnóstico da Covid-19. Uma vez que o RNA viral é extraído em amostras 

de saliva via RT-qPCR para detecção molecular do SARS-CoV-2 em ambientes comunitários 

sem a necessidade de meios invasivos, sendo assim, mais aceitável pelos pacientes, 

especialmente por crianças e idosos.  

No que concerne a pureza e concentração das amostras extraidas ao utilizar valores 

medianos, verificou-se que as amostras de saliva apresentou 1,81 e 0,3 ± DP pureza adequada 

no processo de extração e 28,6 e 30,4 ± DP concentração superior em relação as amostras 

Swab nasofaringes, indicando um índice maior de material genético. 

Do número total de amostras analisadas, 45 foram detectáveis para SARS-CoV-2 

tendo como gene alvo E. O valor limiar de ciclos (Ct) para avaliação da carga viral de acordo 

com o coeficiente Kappa foi de 0,596, indicando concordancia moderada em ambas as 

amostras SNF e saliva. 

A sensibilidade da saliva nesse estudo foi de 60%, relativamente menor em compração 

com outros trabalhos mencionados. Esse valor pode está associado ao erro de pipetagem das 

amostras analisadas, uma vez que a mesma pode altera no resultado final do exame. Para isso, 

é presciso a realização de outros estudos que sejam mais específicos para entender o real 

motivo dessa questão. 

Por fim, concluímos que a auto-coleta da saliva pelos pacientes, eliminará o tempo de 

espera, e, portanto, os resultados estarão disponíveis em um periodo de tempo mais rápido. 

Isto é especialmente importante em ambientes clínicos movimentados, onde o número de 

pessoas disponíveis é limitado. Além de oferecer um menor custo e diminuição na exposição 

dos profissionais de saúde que coletam amostras de indivíduos potencialmente infectados.  
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ANEXO B - FICHA DE INVESTIGAÇÃO DE SÍNDROME GRIPAL SUSPEITO DE 

DOENÇA PELO CORONAVÍRUS 2019  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

 

ANEXO C – ARTIGO CIENTÍFICO:  REVISÃO NARRATIVA DE LITERATURA 

SÍNDROME RESPIRATÓRIA AGUDA GRAVE E A COVID-19 (SARS-COV-2) 

 
 

 



67 

 

 
 

 

 

 

 

 



68 

 

 
 

 

 

 

 

 



69 

 

 
 

 

 

 

 

 



70 

 

 
 

 

 

 

 

 



71 

 

 
 

 

 

 

 

 



72 

 

 
 

 

 

 

 

 



73 

 

 
 

 

 

 

 

 



74 

 

 
 

 

 

 

 

 



75 

 

 

 
 

 

 

 

 



76 

 

 
 

 

 

 

 

 



77 

 

ANEXO D– CAPÍTULO DE LIVRO: AVALIAÇÃO MOLECULAR DA SALIVA 

COMO BIOMARCADOR PARA DETECÇÃO DO SARS-COV-2 
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