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  COLETA DE AMOSTRAS PARA AVALIAÇÃO 
DE INFECÇÃO CONGÊNITA PELO CMV EM UTI 

NEONATAL

Data de submissão: 21/06/2021

Lauro Juliano Marin
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RESUMO: Introdução: O citomegalovírus 
(CMV) constitui a causa mais comum de infecção 
congênita viral em diversas partes do mundo 

(incluindo o Brasil), representando um importante 
problema de saúde pública. Objetivo: Apresentar 
uma metodologia sistemática e padronizada para 
coleta de urina e saliva utilizadas na triagem da 
infecção congênita por CMV em recém-nascidos 
na UTI neonatal, e realizar uma análise quanto 
a vantagens/desvantagens e  dificuldades  
relacionadas à obtenção desses materiais 
biológicos. Material e métodos: A metodologia 
de coleta foi apresentada e dividida em etapas: 
a primeira, o contato com a mãe da criança, 
seguido da coleta das amostras biológicas de 
urina e saliva, armazenamento e transporte para 
laboratório, e posterior diagnóstico molecular, pela 
técnica Nested PCR. Resultados: A metodologia 
apresentada foi utilizada para a triagem de 513 
recém-nascidos com até três semanas de vida, 
internados na UTI Neonatal. Obteve-se amostras 
de saliva de todas as crianças (513 amostras) 
e 239 de urina. Apesar da urina ser o padrão 
ouro para pesquisa de CMV, sua coleta é mais 
complicada, apresentando entre as dificuldades, 
a demora do bebê em urinar e contaminação por 
mecônio. Essas dificuldades impossibilitaram a 
coleta de 53,4% de amostras de urina. A saliva 
se mostrou, portanto, como uma melhor amostra 
para inclusão e rastreio da infecção congênita 
pelo CMV, apesar de ainda assim existirem 
dificuldades com a coleta, como: regurgitação 
de leite materno e neonatos entubados. Outro 
fato importante foi a confirmação dos resultados 
positivos em ambas amostras (urina e saliva), 
corroborando para demonstração de uma alta 
sensibilidade em ambos os materiais biológicos. 
Conclusão: A saliva e a urina possuem 
sensibilidades semelhantes para a triagem de 

https://wwws.cnpq.br/cvlattesweb/PKG_MENU.menu?f_cod=254E8AB4D05B4A20CC1FD7FD6A557487
http://lattes.cnpq.br/3221117527844146
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neonatos na pesquisa do CMV. Entretanto, a utilização da saliva permite uma inclusão de 
mais amostras a serem testadas, ampliando assim a capacidade de detecção precoce da 
infecção congênita pelo CMV.
PALAVRAS-CHAVE: CMV, infecção congênita, saliva, urina, UTI

SPECIMEN COLLECTION FOR ASSESSMENT OF CONGENITAL CMV 
INFECTION IN NEONATAL ICU

ABSTRACT: Introduction: Cytomegalovirus (CMV) is the most common cause of congenital 
viral infection in several parts of the world, including Brazil. In fact, CMV infection represents 
an important public health problem. Objective: To present a systematic and standardized 
methodology for the collection of urine and saliva samples for congenital CMV infection 
screening.  Besides, it is argued about advantages/disadvantages and difficulties related to 
the obtention of these biological materials in newborns hospitalized in the NICU. Material 
and methods: The methodology of sample collection was presented and divided into stages: 
the first one is the contact with the mother or tutor to explain the process and to obtain the 
signature of the written informed consent form (in case of research projects), followed by 
the collection of urine and saliva samples properly, storage and transport to laboratory, and 
subsequent diagnosis by Nested-PCR. Results: A screening of 513 newborns, until three 
weeks of life, admitted to the Neonatal ICU, was performed. It was possible to obtain 513 
saliva samples and only 239 urine samples. Although urine is the gold standard test for CMV 
detection, its collection presents some important difficulties such as: the baby’s delay in 
urinating and contamination by meconium. These difficulties made it impossible to collect 
53,4% of urine samples. Thus, saliva proved to be a better sample for a screening of congenital 
CMV infection, although there are also difficulties, such as regurgitation of breast milk and 
intubated newborns. Finally, it is worth mentioning that the positive results were confirmed in 
both samples, urine and saliva, demonstrating high sensitivity for both biological materials. 
Conclusion: Saliva and urine have similar sensitivities for the screening of newborns in CMV 
research. However, the use of saliva allows the inclusion of more samples, increasing the 
possibility of early detection of congenital CMV infection.
KEYWORDS: CMV, congenital infection, saliva, urine.

1 | 	INTRODUÇÃO
O citomegalovírus (CMV) constitui a causa mais comum de infecção congênita viral 

em diversas partes do mundo, incluindo o Brasil. Sua prevalência em recém nascidos varia 
de 0,2 a 3,2% (YAMAMOTO et al., 1998; BOPPANA et al., 2001; FOULON et al., 2008; 
OLIVEIRA et al., 2011; LOBATO-SILVA, 2016), com incidência maior em populações de 
classe socioeconômica baixa (PANNUTI, 2009; MARIN et al., 2016). Além do CMV, outras 
doenças/infecções associadas à infecção congênita são a  rubéola, a toxoplasmose, a 
sífilis, e as infecções pelos vírus da hepatite B e pelo  HIV  (ANVISA, 2017).

A infecção pelo CMV representa um importante problema de saúde pública, 
intimamente ligado à sua forma de transmissão materno-fetal, que pode ser: primária, 
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quando a mãe adquire a infecção pela primeira vez durante a gestação, sendo esta a forma 
mais grave na maioria das vezes; ou secundária, decorrente de uma reinfecção por outra 
cepa e ainda por reativação viral na mãe já anteriormente infectada, uma vez que o CMV, 
assim como os outros vírus da família Herpesvírus, apresenta a característica biológica de 
latência e reativação (KOPELMAN et al., 2004; PALHARES; XAVIER, 2011). 

Apesar da infecção materno-fetal primária ser considerada a mais grave, no Brasil, 
país onde as taxas de infecção por CMV na população podem ser maiores que 90%, a 
transmissão secundária também se torna preocupante, principalmente porque a infecção 
congênita tem grandes possibilidades de causar prejuízos para o feto em desenvolvimento, 
sobretudo, se acontecer no primeiro trimestre de gravidez (SANTOS et al., 2000; MEDEIROS 
et al., 2007; PALHARES; XAVIER, 2011; LOBATO-SILVA, 2016).

  A infecção pelo CMV apresenta-se na maioria das vezes como assintomática 
nos recém-nascidos, porém, aproximadamente 10% podem apresentar sintomas como 
hidrocefalia, microcefalia, calcificações intracranianas, icterícia, hepatoesplenomegalia, 
púrpuras e petéquias (JUNQUEIRA; SANCHO; SANTOS, 2008). Os recém-nascidos 
sintomáticos podem apresentar ainda, sequelas neurológicas em longo prazo, e surdez 
neurossensorial uni ou bilateral pode aparecer com frequência, com impacto significativo 
na qualidade de vida, podendo ainda evoluir para óbito (FOULON et al., 2008). 

Nesse sentido, é importante que a detecção da infecção congênita por CMV 
seja realizada precocemente, pois isso pode ser decisivo principalmente para recém-
nascidos que necessitem de tratamento com intervenção medicamentosa. Entretanto, para 
que seja feito de modo eficaz, o diagnóstico da infecção congênita deve ser realizado 
indubitavelmente até a terceira semana de vida, caso contrário, pode ser confundido com a 
transmissão perinatal por vias iatrogênicas e até pós-natal pelo aleitamento materno, vias 
estas que não apresentam a mesma relevância clínica da infecção congênita (PALHARES; 
XAVIER, 2011).

Essa diferenciação entre infecção congênita e perinatal/pós-natal é fundamental do 
ponto de vista de prognóstico e de delineamento do seguimento das crianças em longo 
prazo, principalmente porque a infecção congênita está associada a um maior risco de 
consequências adversas tardias. Assim, quanto mais precoce a transmissão da infecção da 
mãe para o feto, pior é o prognóstico e maior a chance de malformações graves (MIURA et 
al., 2006; PALHARES; XAVIER, 2011; BRASIL, 2011).

Para uma triagem neonatal, a detecção viral pode ser realizada com base na 
análise da reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando amostras clínicas dos recém 
nascidos. Dentre essas amostras, a urina é considerada o padrão ouro no diagnóstico da 
infecção congênita por CMV; no entanto, apresenta algumas dificuldades na coleta, o que 
torna a saliva uma alternativa de mais fácil obtenção, podendo, inclusive, ser comparada 
à urina em termos de sensibilidade e especificidade (BOPPANA et al., 2011; CARDOSO et 
al., 2015).
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Sendo assim, ambas as amostras podem ser utilizadas para o rastreamento 
da infecção congênita por CMV, desde que alguns cuidados sejam tomados durante a 
coleta, principalmente quando realizada em UTI neonatal, pois nesse ambiente podem ser 
encontradas dificuldades, sobretudo pela condição clínica desfavorável dos neonatos.

Esse estudo tem como objetivo apresentar uma metodologia sistemática e 
padronizada para coleta de urina e saliva utilizadas na triagem da infecção congênita 
por citomegalovírus, além de realizar uma análise quanto a vantagens/ desvantagens e  
dificuldades  relacionadas à obtenção desses materiais biológicos em recém-nascidos 
internos na UTI neonatal.  

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS
A obtenção de amostras para realização da  triagem da infecção congênita pelo CMV 

deve ser realizada em algumas etapas, iniciando com o contato com a mãe ou responsável 
da criança, até a realização do diagnóstico molecular e informação do resultado para a 
Unidade de Saúde. Abaixo está descrito em detalhes a metodologia de coleta de saliva e 
urina para a detecção molecular da infecção congênita pelo CMV em neonatos.

A primeira etapa, portanto, antes da coleta propriamente, consiste na realização 
de contato com a mãe da criança, a fim de explicar a importância da coleta das amostras 
biológicas para detecção da infecção pelo CMV. No caso desses dados serem usados além 
do serviço para fins de pesquisa, deve-se, após essa conversa, obter a autorização para 
a coleta de material biológico através da assinatura do Termo de consentimento livre e 
esclarecido (TCLE). Importante também a aplicação de um questionário sociodemográfico 
a fim de avaliar possíveis variáveis associadas à infecção. Inclui-se nesse questionário 
informações a respeito da gravidez (tipo de parto, data da última menstruação, número 
de consultas de pré-natal, entre outras), da condição social da família (ocupação, número 
de filhos e procedência) e do recém-nascido (data de nascimento, peso), além de outros 
dados pertinentes, como número de parceiros sexuais ao longo da vida e se fazia uso de 
preservativo e/ou anticoncepcional oral.

Coleta das amostras
Para a coleta de urina, deve ser utilizado um coletor de urina universal 

hipoalergênico, que é colocado na região genital dos recém nascidos. Esses coletores 
precisam ficar devidamente aderidos à pele da região, para a urina não extravasar, e não 
haver contaminação com mecônio. 

Para a coleta de saliva, deve-se introduzir gentilmente o swab estéril na boca do 
recém-nascido e realizar suaves movimentos circulares por cerca de 1 minuto, entre a 
bochecha e o assoalho bucal a fim de coletar material suficiente para detecção viral. O 
swab embebido com saliva é então mergulhado em um tubo contendo 600ul de meio de 
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cultura líquido (MEM) por 60 minutos e descartado em seguida. É importante respeitar um 
tempo mínimo de 30 minutos após a amamentação, para a coleta da amostra, pois o leite 
contém enzimas que podem inibir a PCR.  

Transporte, armazenamento das amostras e organização dos dados
As amostras de urina e saliva devem ser armazenadas em um freezer até serem 

transportadas para o laboratório de análise. As amostras devem ser transportadas 
refrigeradas e acondicionadas em isopor, por exemplo, e  estocadas a -20°C até a 
realização da PCR. Os dados das amostras e os dados clínicos e sócio-demográfico devem 
ser organizados em planilha para posterior análise.

Diagnóstico molecular
A detecção molecular pode ser realizada através da técnica de Nested PCR pela boa 

sensibilidade e especificidade. No estudo realizado por este grupo, foram padronizados na 
primeira reação 2,5μl de meio contendo saliva ou 1μl de urina junto ao mix de reação, 
com os primers externos MIE4-MIE5 com volume final de 25ul. Na segunda reação, 
substituíram-se apenas os primers externos pelos internos IE1-IE2 e utilizou-se 1ul do 
produto amplificado na primeira reação conforme protocolo previamente descrito (MARIN 
et al., 2016). Para revelação dos produtos amplificados na Nested PCR, foi realizada uma 
eletroforese em gel de agarose a 2%, sendo o gel posteriormente fotografado com câmera 
digital acoplada a um transiluminador UV, e as fotos documentadas.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES
Em um trabalho realizado pelo nosso grupo, utilizando a metodologia descrita acima, 

realizamos a triagem de 513 recém-nascidos com até três semanas de vida, internados na 
UTI Neonatal do Hospital Manoel Novaes, na cidade de Itabuna (14° 47′ 21″ Sul, 39° 16′ 
40″ Oeste), região sul da Bahia-Brasil, entre maio de 2014 e dezembro de 2019. Itabuna 
é uma cidade de médio porte e referência em saúde no sul da Bahia, sendo, na época, a 
única cidade com UTI neonatal da região. 

Foram coletadas 513 amostras de saliva e apenas 239 de urina. Essa disparidade 
entre o número de amostras de saliva e de urina é um importante ponto a ser observado, 
pois demonstra que a saliva é um material mais acessível de obtenção do que a urina em 
processos de triagem como este.

De fato, a pesquisa do CMV usando a da urina é o padrão ouro para a pesquisa 
do CMV, para isolamento viral e diagnóstico molecular desta infecção  devido aos 
elevados títulos virais encontrados nessa amostra. Ademais, a amostra de urina não sofre 
influência de outras substâncias que possam inibir a PCR, como o leite materno, que pode 
contaminar amostras de saliva se coletadas posteriormente ao aleitamento materno da 
criança (BOPPANA et al., 2011; CARDOSO et al., 2015). No entanto, dificuldades na coleta 
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de urina faz com que a saliva seja uma boa opção no diagnóstico do CMV, uma vez que a 
saliva representa uma abordagem mais fácil, prática e menos dispendiosa (CARDOSO et 
al., 2015).

No nosso estudo, observamos que a obtenção de urina é, de fato, um grande desafio, 
uma vez que problemas como a demora do bebê em urinar, contaminação por mecônio e 
a dependência de técnicos que auxiliassem na correta retirada dos sacos coletores e pela 
não obtenção desta amostra antes da alta hospitalar, fizeram com que muitas amostras 
fossem perdidas Por outro lado, a saliva, por ser coletada de imediato, possibilitou a coleta 
de 100% dos recém nascidos, embora com a saliva também existam dificuldades com 
a coleta, como regurgitação de leite materno e neonatos entubados, o que também são 
obstáculos para sua obtenção. 

Desse modo, verificamos que a análise da saliva foi importante para um melhor 
rastreio da infecção congênita pelo CMV. Caso usássemos apenas a urina, teríamos uma 
perda de 53,4 % das crianças durante a triagem. Ademais, o fato das coletas de segunda 
amostra, realizadas no retorno médico para confirmação do resultado, com confirmação da 
positividade em ambas as amostras: urina e saliva, corroboram para demonstrar uma alta 
sensibilidade de ambos os materiais biológicos no diagnóstico do CMV. 

Vale ressaltar que prematuridade e infecções congênitas são comuns nas 
Unidades de Terapia Intensiva Neonatal, e a alta taxa de prevalência mundial e à forma 
de transmissão materno-fetal da infecção congênita por CMV faz com que essa doença se 
destaque como um notório problema de saúde pública (YAMAMOTO et al., 1999). Nesse 
sentido, a triagem de infecções congênitas em crianças internadas em UTIN torna-se uma 
importante ferramenta na realização do diagnóstico diferencial e tratamento precoce de 
doenças como citomegalovírus, toxoplasmose, rubéola, sífilis, hepatite B e HIV (ANVISA, 
2017; MUSSI-PINHATA et al., 1999). No entanto, para que a triagem possa realmente 
contribuir a este propósito, é imprescindível que todas as fases do processo diagnóstico 
sejam sistematizadas e realizadas com técnica adequada e rigorosa, levando-se em 
consideração as variáveis que podem interferir no resultado e na qualidade do trabalho.

Além disso, a triagem da infecção congênita pelo CMV necessita ser realizada com 
a coleta do material biológico até a terceira semana de vida da criança para que não seja 
confundida com a transmissão perinatal e pós natal  (PALHARES; XAVIER, 2011). Vale 
destacar que a realização da triagem neonatal da infecção congênita por CMV na UTI 
neonatal foi essencial para viabilizar a pesquisa viral no tempo recomendado para essas 
crianças que estão nessas unidades.

Finalmente, a detecção do DNA viral pela técnica de PCR, por meio de amostras 
biológicas de saliva e de urina têm se mostrado eficazes, devido à alta especificidade e 
sensibilidade desta técnica (MARIN et al., 2016), e por isso são os materiais biológicos de 
escolha para o diagnóstico da infecção pelo CMV. Entretanto, a saliva é um material mais 
acessível de obtenção do que a urina em processos, permitindo uma maior inclusão de 
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crianças a serem testadas.

4 | 	CONCLUSÃO
A saliva e a urina possuem sensibilidades semelhantes para a triagem de neonatos 

na pesquisa do CMV. Portanto, tanto a urina quanto a saliva são bons materiais para 
a realização do diagnóstico precoce de crianças com infecção congênita por CMV, e 
podem contribuir para uma possível política de triagem e acompanhamento dos neonatos 
infectados, visando diagnóstico precoce e evitando possíveis sequelas da infecção viral. 
Entretanto, há uma maior dificuldade na obtenção das amostras de urina, em comparação 
com a saliva em recém nascidos. De fato, a utilização da saliva permite uma maior inclusão 
de amostras para avaliação da infecção congênita pelo CMV.
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