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RESUMO

Introducdo. O método de deteccdo de SARS-CoV-2 recomendado pela Organizagao
Mundial da Salde consiste na amplificacdo de fragmentos do genoma viral por
transcricao reversa e reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT/PCR) a
partir de secregdes oro-nasofaringeas. O método utilizado é invasivo, desconfortavel
para o paciente e, oferece risco de contaminacdo ao responsavel pela coleta. Os
métodos de extracdo de acidos nucléicos e os kits comerciais para teste de
gRT/PCR apresentam custo elevado e em periodos de alta demanda, podem faltar
no mercado. Além disso, todo o procedimento deve ser realizado com estrutura
laboratorial de biosseguranga de nivel 3, disponivel em poucos laboratérios de
andlises clinicas que prestam servico ao SUS. Objetivos. Desenvolver técnica de
auto coleta de saliva em sistema que permita a inativagdo de particulas virais
infecciosas para realizacdo de diagnoéstico molecular utilizando reagentes
preparados in house em laboratérios de analises clinicas com infraestrutura basica
de nivel 2 de biosseguranca. Métodos. Foram avaliadas 111 amostras de pacientes
que coletaram secrecao oro-nasofaringea e saliva utilizando o protocolo de auto-
coleta. O diagnédstico das secrecdes oro-nasofaringeas foi realizado com kit de
detecgdo de SARS-Cov-2 da GeneFinder™ como parte da rotina do laboratério de
analises clinicas da Faculdade de Medicina do ABC. O diagnéstico de SARS-Cov-2
a partir da saliva foi realizado com método classico de extragdo de RNA com
solucdo tipo Trizol® preparada no laboratério. A coleta de saliva foi realizada pelo
individuo utilizando uma luva plastica para colocar e retirar uma bolinha de algodao
estéril da boca. A bolinha foi adicionada a tubo de coleta de sangue a vacuo sem
aditivo para transporte, que foi embrulhado em lenco umedecido com isopropanol a
70% e enviado ao laborat6rio em envelope lacrado e identificado. No laboratério, ao
tubo contendo algodao com saliva adiciona-se 1mL da solucéo tipo Trizol®, com
uma seringa, seguindo protocolo classico de extracao de RNA. A reacdo de RT-PCR
¢ realizada em duas etapas. Inicialmente o cDNA ¢é sintetizado a partir de 8,5 uL de
40 uL totais da solugao de RNA utilizando a transcriptase reversa Script® da Cellco
e oligonucleotideos randémicos (ThermoFischer Invitrogen) segundo instrugées do
fornecedor. A gPCR é realizada a partir de 2 uL do cDNA, com reagente TagMan da
Promega®, acrescido de oligonucleotideos e sonda para os marcadores N1 e N2 de
SARS-CoV2 e RnaseP humana recomendados pelo CDC e sintetizados pela
empresa brasileira Genone®. As reagbes de qPCR foram realizadas em
equipamento CFX da Bio-Rad® em um ciclo de 950C 3 min/45 ciclos de 950C 3
segundos e 550C 30 segundos. Resultados. Das 111 amostras, 4 apresentaram
resultados discordantes. Trés foram positivas para SARS-CoV-2 exclusivamente na
coleta de secregao oro-nasofaringea, enquanto uma amostra foi positiva apenas na
saliva, sendo confirmada como verdadeiro positivo em recoleta de secregao oro-
nasofaringea. Conclusdo. O método descrito possui alta acuracia, baixo custo e
pode ser empregado em laboratério de analises clinicas com infraestrutura basica e
nivel 2 de biosseguranga, os quais podem contribuir para realizagdo de diagnostico
em massa de SARS-CoV-2.
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