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RESUMO 

 
 

O SARS-CoV-2 se tornar um problema de saúde pública global, ficou 

estabelecido mundialmente que o padrão-ouro para diagnóstico do novo 

coronavírus seria a Reação em Cadeia Polimerase (PCR) de amostras de swab 

do trato respiratório superior (TRS). Em meados de 2021, o Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB) implantou um método de 

monitoramento utilizando amostra de saliva para o diagnóstico de COVID-19, 

denominado “Pool de Saliva”. Trata-se de um método de triagem para 

assintomáticos, na qual amostras de salivas são agrupadas e passam por 

processo detecção de genes virais de SARS-CoV-2. O método mostrou-se útil 

durante a pandemia da COVID-19 e devido a várias vantagens com relação a 

coleta por swab, o objetivo deste trabalho foi determinar a viabilidade e 

confiabilidade da substituição de swab por saliva para a detecção de SARS-CoV- 

2 em sintomáticos por PCR em tempo real, objetivando a implementação de novo 

método de coleta para o diagnóstico de COVID-19 no HC-FMB. Para o processo 

de validação, foi realizado a correlação de Spearman para a verificação de 

equivalência quantitativa entre a coleta de saliva e de swab. A concordância 

entre os métodos também foi avaliada utilizando o teste de Bland-Altman, 

verificando os cycle thresholds (CT). Adicionalmente, foi aplicado o teste de 

Wilcoxon para comparação das medianas de CT entre swab e saliva e teste de 

Dunn’s na avaliação da interferência da matriz amostral. Teste de Qui-quadrado 

foi aplicado com o propósito de avaliar a associação entre parâmetros vacinais 

versus CTs obtidos para saliva e testes de limite de detecção para os dois 

métodos de coleta também foram realizados. Os resultados revelaram que, para 

fins diagnósticos na detecção de SARS-CoV-2, as coletas por saliva e swab 

apresentaram alta concordância qualitativa de resultados (96,96%), no entanto, 

em relação a carga viral (avaliação quantitativa), estes métodos apresentam 

fraca concordância. Em contrapartida, a avaliação da interferência da matriz 

amostral mostrou que a saliva apresenta menor interferência no diagnóstico em 

relação ao swab. Adicionalmente, o teste dos limites de detecção mostrou 

equivalência quanto a sensibilidade para os dois métodos de coleta. O estudo 

também mostrou ainda que o indivíduo vacinado não tem a detecção viral 
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prejudicada em um diagnóstico de COVID-19 por nenhum dos dois métodos 

avaliados. Além disso, a eficácia da vacina, no que diz respeito ao controle da 

carga viral, não tem relação com as estratégias de ação de cada imunizante. 

Finalmente, a saliva em comparação ao swab se mostrou menos dispendiosa 

financeiramente exigindo menor utilização de materiais plásticos, o que a torna 

mais sustentável. Contudo a utilização da saliva mostrou-se em potencial na 

substituição do método de coleta por swab, tanto pela equivalência de 

resultados, quanto em relação a custos e sustentabilidade. 

Palavras-chave: saliva; swab; COVID-19; diagnóstico; cycle threshold; SARS- 

CoV-2. 



ABSTRACT 

 
 
 

After SARS-CoV-2 became a global public health concern, it was 

established that the gold standard for diagnosing the new coronavirus would be 

through Polymerase Chain Reaction (PCR) from upper respiratory tract swab 

samples. In mid-2021, the Hospital das Clínicas of the Botucatu Medical School 

(HC-FMB) implemented a monitoring method using saliva samples for the 

diagnosis of COVID-19, called "Saliva Pooling." The saliva pool is a screening 

method for asymptomatic individuals, where saliva samples are grouped and 

undergo a process to detect viral genes of SARS-CoV-2. This monitoring method 

was shown to be efficient during the COVID-19 pandemic, and due to various 

advantages over swab collection, the objective of this work was to assess the 

feasibility and reliability of replacing swab collection with saliva for the detection 

of SARS-CoV-2 in individual symptomatic saliva samples by real-time PCR. The 

goal was to enable the implementation of a new collection method for the 

diagnosis of COVID-19 at HC-FMB. For the validation process, Spearman's 

correlation was used to verify quantitative equivalence between saliva and swab 

collection. Concordance between the methods was also assessed using the 

Bland-Altman test, examining the cycle thresholds (CT). Additionally, the 

Wilcoxon test was applied to compare CT medians between the swab and saliva, 

and Dunn's test was used to evaluate the interference of the sample matrix. The 

Chi-square test was applied to assess the association between vaccine 

parameters versus CTs obtained for saliva. Detection limit tests for both collection 

methods were also performed. This study showed that, for diagnostic purposes 

in detecting SARS-CoV-2, saliva and swab collections exhibit high qualitative 

concordance of results (96.96%). However, in terms of the expression of viral 

load, these methods show low concordance. On the other hand, the assessment 

of the interference of the sample matrix showed that saliva has less interference 

in diagnosis compared to the swab. Furthermore, the detection limit test 

demonstrated equivalence in sensitivity for both collection methods. Furthermore, 

the study revealed that the vaccinated individuals do not have impaired viral 

detection in a diagnosis of COVID-19 using either of the methods evaluated. 

Moreover, the efficacy of the vaccine, with regard to controlling viral load, is not 
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related to the action strategies of each vaccine. Finally, compared to the swab, 

saliva collection incurs lower financial costs and requires less use of plastic 

materials, making it more sustainable. Consequently, saliva collection has the 

potential to replace the swab collection method, both in terms of equivalence of 

the results and in cost-effectiveness, as well as sustainability. 

Keywords: saliva; swab; COVID-19; diagnosis; cycle threshold; SARS-CoV-2. 
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1 INTRODUÇÃO E REFERENCIAL TEÓRICO 

Após o SARS-CoV-2 se tornar problema de saúde pública global, causando a 

pandemia vista nos últimos tempos, os estudos se intensificaram para definir o exame 

diagnóstico adequado (Böger et al., 2021). Ficou estabelecido e comprovado, através 

de pesquisas, que o padrão-ouro para diagnóstico do novo coronavírus seria por meio 

da Reação em Cadeia Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (Bruce et al., 

2020; Taleghani & Taghipour, 2021; Yüce et al., 2021), técnica capaz de identificar a 

presença de genes específicos em quantidade baixas na amostra, e o material 

biológico validado inicialmente para este exame foi o lavado brônquico e, 

posteriormente, amostras de swab do trato respiratório superior (narinas e faringe) 

(Khalaf et al., 2020; Machado et al., 2021; Ward et al., 2020). 

No Brasil, no início da pandemia, apenas algumas instituições ficaram 

responsáveis pela realização do diagnóstico e liberação do laudo. Logo, pessoas 

assintomáticas normalmente não faziam a coleta de amostra por swab, e mesmo as 

que faziam, transmitiam até terem o laudo, que demorava vários dias para ser liberado 

devido à alta demanda por exames. A disseminação do SARS-CoV-2, de maneira 

abrupta e sem precedentes (Cherif et al., 2020), impôs desafios na fabricação dos 

suprimentos necessários à realização dos testes diagnósticos, devido à alta demanda, 

o que resultou numa escassez global de materiais, afetando a testagem em larga 

escala (Pratelli et al., 2021; Sri Santosh et al., 2020; Yokota et al., 2021). 

Perante estes acontecimentos, em meados de 2021, o Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (HCFMB) implantou um método de 

monitoramento específico e de fácil coleta via amostra de saliva para o diagnóstico da 

COVID-19, denominado “Pool de Saliva”, registrado na Agência Unesp de Inovação 

(AUIN) como inovação social (20AUIN047). 

O pool de saliva é um método de triagem para assintomáticos, geralmente 

aplicado em ambiente laboral, para que seja feito o monitoramento dos profissionais 

que ali desempenham suas atividades (Rao et al., 2021). 

O próprio indivíduo coleta sua saliva em um microtubo, e esta amostra é 

agrupada com até outras 14 (pool) em um outro tubo, que passará por processo de 

extração do material genético e posterior PCR, que no caso de positivo para os genes 

do SARS-CoV-2, é processado de maneira individual para a identificação da amostra 

positiva. Logo, se o pool for negativo, significa que todas as amostras ali presentes 

são negativas para SARS-CoV-2(Ota et al., 2021). Estudos como o de Cherif et al. 
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(2020) e Yip et al. (2020) ressaltaram que conforme o número de positivos são menos 

frequentes, pode-se aumentar o número de amostras no pool de saliva, sendo o 

inverso também aplicável no intuito de se alcançar maior acurácia de diagnóstico pelo 

método. 

Além das análises por pool, pesquisas apontam que o teste por meio da saliva 

apresenta vantagens: a amostra é auto-coletada de forma rápida e com orientações 

simples; não é um teste invasivo e portanto não causa desconforto e/ou sangramento; 

não requer contato entre profissional da saúde e paciente, minimizando riscos para 

estes profissionais; é viável para monitoramento em larga escala por ser mais 

econômico pois reduz o número de equipamentos de proteção individual (EPIs) dos 

profissionais de saúde necessários e, os insumos necessários para a coleta, que são 

menos dispendiosos financeiramente (Al-Hail et al., 2021), sendo os custos do 

diagnóstico reduzidos de cinco a dez vezes (Alkhateeb et al., 2021). 

Com relação à sensibilidade e a aplicação do teste em sintomáticos ou 

assintomáticos, não há consenso na literatura científica especializada quando se 

coleta entre swab e saliva. Quando a amostra de saliva individual tem seu CT 

comparado ao da amostra em pool, a concordância é de, em média, 70 a 80%, visto 

que há fatores interferentes como diluição da amostra, armazenamento e tempo de 

processamento, que levam à diminuição da sensibilidade (Vander Schaaf et al., 2021). 

Já quando a amostra de saliva é comparada à amostra de swab nasofaríngeo, alguns 

pesquisadores mostraram que essa concordância pode alcançar 80 a 99% (Migueres 

et al., 2021). 

Embora alguns estudos tenham comprovado forte grau de concordância entre 

saliva e swab, outros apontam para diferentes conclusões: Nasiri & Dimitrova (2021) 

e Roque et al. (2021) afirmaram que o teste por saliva tem resultado equivalente ao 

do Swab Nasopharyngeal (NPS), mas ressaltam a necessidade de mais pesquisas 

para efetivar a escolha da amostra. Estudo de Pasomsub et al. (2021) concluiu que a 

saliva se mostrou mais sensível em pacientes sintomáticos, desta forma e nestas 

condições, a saliva pode ser equivalente ao swab nasofaríngeo em âmbito 

diagnóstico. Por sua vez, as pesquisas de Herrera et al. (2021) e Teo et al. (2021) 

mostraram que a saliva pode ser superior ao método de coleta por swab quando 

comparados os valores CT. Por fim, há ainda pesquisas como as de Tutuncu et al. 

(2021) e Girón-Pérez et al. (2021), que afirmaram que a saliva é promissora no 
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monitoramento de pessoas assintomáticas, concluindo que o swab apresenta melhor 

desempenho diagnóstico sobre a saliva. 

Diante de dados divergentes sobre sensibilidade e especificidade da saliva, são 

necessárias pesquisas científicas que esclareçam melhor estes e outros pontos, 

principalmente quando a confiabilidade da auto-coleta é colocada em dúvida, podendo 

afetar os resultados do diagnóstico (Allicock et al., 2022; Sogbesan et al., 2022). A 

implementação de um método de diagnóstico baseado somente na coleta de saliva 

em casos de sintomáticos e entre pacientes graves ou com sintomas leves é cada vez 

mais desejada, pelo fato de apresentar inúmeras vantagens como as aqui 

apresentadas, podendo ser aplicado não somente para rastreio, como tem sido 

atualmente. Diante disto, estes resultados vêm para contribuíram com mais dados que 

colaborem para tornar a coleta da amostra de saliva, seguida por análise em PCR em 

tempo real, padrão ouro para o diagnóstico da COVID-19 no HCFMB. 
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2 OBJETIVOS 

 
Determinar a viabilidade e confiabilidade da utilização da saliva como material 

biológico para a detecção de SARS-CoV-2 em amostras obtidas de sintomáticos, por 

meio da técnica PCR em tempo real, precedida de transcrição reversa. 

2.1. Objetivos Específicos 

 
• Implementar um novo método de coleta para o diagnóstico de COVID-19 no 

HC-FMB; 

• Determinar se houve economia utilizando este novo protocolo; 

• Comparar os CT da saliva com status vacinal; 

• Determinar a interferência da matriz biológica na detecção de SARS-CoV-2; 

• Identificar os Limites de Detecção (LoD). 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 
3.1 Cycle threshold versus concordância entre os métodos e status vacinal 

 
A execução desta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa da 

instituição (Faculdade de Medicina de Botucatu – FMB; CAAE: 

49984321.9.0000.5411). Uma análise retrospectiva foi feita a partir de dados do 

laboratório de Biotecnologia Aplicada do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu (HC-FMB) de janeiro de 2021 a janeiro de 2022. Foram 

avaliados dois tipos de amostras: amostras de saliva obtidas no programa de 

monitoramento de pacientes e funcionários do hospital e amostras de swab de Rayon 

naso-orofaríngeo dos mesmos pacientes, coletadas até 24 horas após a coleta de 

saliva, a fim de confirmar a positividade da amostra para SARS-CoV-2 já detectada 

na saliva. Para esses dados, foram coletadas as informações de CT de um total de 99 

amostras, com a finalidade de analisar a porcentagem de concordância entre positivos 

para amostras de swab e de saliva. 

Para obter os resultados dos CTs, as amostras foram submetidas à extração 

do RNA viral, que foi realizada de forma automatizada (Extract 96 Loccus), utilizando 

uma metodologia "In house" por bead magnética baseada em imobilização reversível 

em fase sólida (Solid Phase Reversible Immobilization, SPRI), seguida de reação em 

cadeia de Polimerase em tempo real precedida de transcrição reversa (RT-qPCR), 

usando o kit de diagnóstico RT-qPCR Allplex™ SARS-CoV-2 Assay, seguindo as 

especificações do fabricante. A reação foi realizada no equipamento CFX96 Touch 

Real-Time PCR Detection System (BioRad, USA), usando as configurações padrões 

recomendadas para obtenção dos valores de CT, sendo consideradas amostras 

positivas aquelas com curvas de amplificação com CTs abaixo ou igual a 40 para pelo 

menos dois genes dos três analisados (genes E, N e RdRp). O gene considerado para 

a determinação de CT foi o gene E e a amplificação do controle endógeno foi 

considerada obrigatória para validação do diagnóstico. 

Adicionalmente, um outro conjunto amostral de 159 para coleta feita por saliva 

também foi organizado a partir da análise retrospectiva feita de dados do laboratório 

de Biotecnologia Aplicada do HC-FMB, no entanto, análises pareadas entre os valores 

de CT de swab e saliva não foram feitas, mas sim avaliação de correlação de 

intervalos de CTs com o status vacinal obtido dos sistemas de vigilância 

epidemiológica do município (E-sus, SIVEP-Gripe e Vacivida). Nesta avaliação, foram 
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considerados indivíduos que estavam com até seis dias de sintomas, sendo este 

número de dias definido pela avaliação da média de CTs em cada dia individualmente 

e na qual não foram constatadas diferenças estatísticas entre os CTs destes grupos. 

Os CTs foram categorizados em valores abaixo de 20, entre 20 e 30 e acima de 30 e 

para análise vacinal, foram considerados indivíduos não vacinados ou vacinados com 

pelo menos 3 doses de vacinas, das quais foram separados em grupos que receberam 

o mesmo tipo de tecnologia de vacina (vacina de vetor viral; vírus quimicamente 

inativado; vacina de RNA) nas 3 doses ou pelo menos dois tipos de tecnologias 

diferentes dentre as 3 doses. 

3.2 Verificação a interferência da matriz biológica na detecção de SARS-CoV-2 

 
A interferência causada pela matriz biológica na detecção qualitativa de SARS- 

CoV-2 por RT-qPCR utilizando a metodologia adotada na rotina diagnóstica no 

laboratório de Biologia Molecular do LBA/HCFMB no período de janeiro de 2021 a 

janeiro de 2022 foi analisada como descrito a seguir. Inicialmente, uma alíquota viral 

da variante P1 de SARS-CoV-2 foi expandida em cultura celular a partir de uma 

amostra clínica. A escolha desta variante se deu em função de sua maior 

predominância durante o período amostral da pesquisa. Foi então realizada diluição 

seriada em fator 1:10, até diluição10-6, utilizando o meio de cultura DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium) a 4°C como diluente. Em seguida, as amostras 

correspondentes a cada ponto de diluição foram extraídas de forma automatizada 

(Extracta 96 Loccus), utilizando metodologia “In house” por bead magnética baseada 

em imobilização reversível em fase sólida. A partir dos valores de CT obtidos por RT- 

qPCR, optou-se por selecionar o ponto de diluição 10-4, que apresentou CT de 

aproximadamente 24, valor adequado para a continuidade do experimento. 

Em paralelo, foram preparados dois pools de 30 amostras clínicas de saliva ou 

NPS negativas para SARS-CoV-2, utilizando 500 µl de cada amostra, totalizando 15 

ml de solução. Os pools foram então homogeneizados por vórtex e centrifugados 

brevemente. Para verificar se o procedimento não havia sido passível de 

contaminação, foram realizadas novamente as etapas de extração de RNA e RT- 

qPCR. Confirmada a não detecção de SARS-CoV-2, em 4750µl de cada pool de 

amostras negativas de saliva (Grupo 1) ou NPS (Grupo 2) foram adicionados 250 µL 

de RNA viral diluído a 10-4. A placa para extração de RNA e posterior RT-qPCR foi 

preparada de forma a conter 24 replicatas de cada grupo, 8 replicatas de cada um dos 
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pools somente com amostras negativas (controle negativo) e 8 replicatas de RNA viral 

diluído a 10-4 em tampão Tris-EDTA de baixa concentração (grupo controle). 

 
3.3 Identificação do Limite de Detecção de 95% (LoD) 

 
O teste de limite de detecção determina a concentração mínima detectável de 

SARS-CoV-2 na qual aproximadamente 95% de todas as replicatas são positivas 

(positivos verdadeiros). 

Para este teste, foram selecionadas 30 amostras retrospectivas de saliva e 

NPS, mantidas armazenadas a -80°C, positivas para SARS-CoV-2, que apresentaram 

valores de CTs abaixo de 22 à época do diagnóstico molecular. A partir de 50µl de 

cada amostra foram formados dois pools, um com amostras positivas de saliva e outro 

de NPS. Uma nova extração de RNA foi realizada em triplicata, seguida de RT-qPCR 

para verificar o valor de CT após descongelamento. 

Definidos os valores de CT para cada tipo de amostra, foram preparadas 

diluições seriadas em fator 1:10, até 10-7, para uma verificação preliminar do ponto de 

diluição em que havia diminuição na sensibilidade de detecção de SARS-CoV-2. Em 

cada corrida foram adicionadas ainda amostras de uma diluição seriada em fator 1:10 

anteriormente utilizada em nosso laboratório para quantificação de número de cópias 

virais de SARS-CoV-2 por PCR digital em gotas (ddPCR). 

Para a definição do LOD, foi realizada uma diluição seriada adicional em fator 

1:2 a partir do último ponto com 100% das replicatas positivas identificado na corrida 

preliminar. Para cada ponto de diluição foram utilizadas 20 replicatas. 

 

 
3.4 Levantamento de custos 

 
Para a comparação dos custos necessários para a realização de cada técnica, 

foram feitos levantamentos e cotações com relação aos gastos com EPIs da equipe 

de coleta, materiais necessários para a coleta, EPIs das equipes de recebimento e 

processamento, reagentes, consumíveis e mão-de-obra para a execução das etapas. 

Estes levantamentos foram feitos com base em informações disponibilizadas pela 

Prefeitura de Botucatu, pela Unidade Auxiliar da Faculdade de Medicina de Botucatu, 

Centro de Saúde Escola e pelo laboratório de Biologia Molecular do LBA, localizado 

no HC-FMB. 
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3.5 Análises estatísticas 

 
Correlação de Spearman foi realizada na verificação de equivalência 

quantitativa entre a coleta por saliva e por swab. A concordância entre os métodos 

também foi avaliada utilizando o teste de Bland-Altman, verificando-se os CTs. 

Adicionalmente, foi aplicado o teste de Wilcoxon para comparação das medianas de 

CT entre swab e saliva e teste de Dunn’s na avaliação da interferência da matriz 

amostral. Teste de Qui-quadrado foi aplicado com o intuito de avaliar a associação 

entre parâmetros vacinais versus CTs obtidos para saliva. As análises estatísticas 

foram realizadas no software Sigma Plot 11.0 e no software R 4.2.0 e os valores de p 

menores ou iguais a 0,05 foram considerados significativos. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1 Comparação entre dados de saliva e swab nasofaríngeo entre amostras 

pareadas 

Um total de 99 resultados de CT foram pareados para comparação de amostras 

de saliva e swab nasofaríngeo (NPS – nasopharyngeal swab), coletadas em um 

intervalo de no máximo 24 horas. A tabela 1 mostra que dentre as amostras pareadas, 

3 foram positivas somente para saliva, sendo duas delas nos limites de detecção 

(CT=35) e uma não. Portanto a porcentagem de concordância qualitativa entre as 

coletas de swab e saliva foi de 96,96%, com somente um resultado não condizente, 

sendo compreensível que nos limites de detecção, que foi o observado para duas 

amostras, os resultados possam dar hora positivos, hora negativos, devido à baixa 

carga viral presente na amostra e às restrições da tecnologia relacionadas aos limites 

de detecção. 

Tabela 1. Avaliação de concordância entre métodos com base qualitativa 
 

  Saliva+  

Swab + 96 
  Swab -  3  

n=99 

 
Fonte: O autor, 2023 

 

 
O Teste de Correlação de Spearman entre os dados pareados destas 99 

amostras foi aplicado, porém, falhou em demonstrar equivalência estatística entre os 

dois modos de coleta para o diagnóstico de SARS-CoV-2 por PCR em tempo real 

quando se considera o aspecto quantitativo (CT) (p < 0,0621 e coeficiente de 

correlação 0,188). Além disso, avaliou-se o CT da saliva e swab, utilizando o teste de 

Bland-Altman (Figura 1), o que indicou fraca concordância quantitativa entre os 

métodos de coleta (viés de 6,7 e índice de concordância de Lin de 0,16). 

O estudo de Saluzzo et al. (2021), também encontrou concordância qualitativa 

semelhante entre os dois tipos de coleta (98%), porém, diferente dos nossos 

resultados, os dados quantitativos de CTs deste estudo mostraram correlação forte e 

significativa. Esta mesma faixa de concordância também foi observada nas pesquisas 

de Azzi et al., (2020) e Sagredo-Olivares et al., (2021). Outros estudos também 

apresentaram graus de equivalência, mas com diferentes resultados. (de Paula 

Eduardo et al., 2022; De Santi et al., 2021; Johnson et al., 2021; Pierri et al., 2022). 
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Figura 1. Avaliação de concordância entre métodos com base quantitativa (CTs) 

 

 
Fonte: O autor, 2023. 

 
O gráfico boxplot foi gerado a partir de um teste de comparação de médias, 

teste não paramétrico de Wilcoxon, para comparar as medianas e a distribuição dos 

valores de CTs obtidos para coleta por saliva e por swab, e está representado na 

Figura 2. 

Figura 2. Gráfico boxplot para CT de saliva e CT de swab. 
 
 
 

 
Fonte: O autor, 2023 
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Quando avaliado o gene E, os valores de CT foram significativamente 

diferentes (p < 0,001) entre amostras provenientes de swab e saliva, com medianas 

de 19,75 e 26,39 respectivamente, observando-se uma variação de aproximadamente 

7 CTs. Uddin et al. (2021) também encontraram um resultado equivalente ao aqui 

observado, onde a variação de CT foi de aproximadamente 8 unidades a mais para a 

saliva em relação ao swab. Esse dado converge ainda com o de Hiroi et al. (2021), 

que constataram que se o valor de CT de NPS for menor ou igual a 26, o resultado da 

saliva será 100% positivo (considerando 40 como limiar de ciclo máximo), mas se o 

valor de CT para NPS for maior que 26, a chance de a amostra de saliva ser positiva 

para SARS-CoV-2 cai para 48% ou menos que isso, à medida que os ciclos forem 

aumentando. Adicionalmente, Kerimov et al. (2021), encontraram medianas de 22,6 

para NPS e 26,7 para saliva, assim como Escobar et al. (2021), que encontraram 

medianas de 22,84 para swab e 29,26 para CTs de saliva, sendo todos estes trabalhos 

concordantes com as nossas observações. 

Neste mesmo sentido, foi observado que o primeiro quartil de dados de CT para 

a saliva começa em aproximadamente 15, enquanto no exame de NPS, o 1° quartil 

se inicia em aproximadamente 10, mostrando um deslocamento nos CTs da saliva, 

sendo detectados sempre mais tardiamente com relação aos CTs do swab. Esse 

deslocamento também foi observado por Kerimov et al. (2021), porém com menor 

amplitude, com o primeiro quartil iniciando em 21,2 para o swab e 22,8 para a saliva. 

Considerando que os CTs são inversamente proporcionais a carga viral (Aranha et al., 

2021; Gentilini et al., 2021), observa-se uma maior carga viral nas amostras 

provenientes de swab, mostrando este método ser mais eficaz na obtenção de 

material genético viral para a detecção por PCR em tempo real. 

4.2 Cycle threshold versus status vacinal 

 
Para a avaliação dos parâmetros vacinais, a análise de Qui-quadrado foi 

realizada e os resultados estão expressos na tabela 2. De acordo com os resultados, 

tomar ou não a vacina não influencia na carga viral do indivíduo infectado 

posteriormente por SARS-CoV-2. Além disso, tomar doses iguais, ou seja, vacinas 

baseadas na mesma tecnologia de fabricação, ou vacinas diferentes, também não 

afetou a carga viral. 
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Tabela 2. Relação entre dados de vacinação categorizados e carga viral das amostras de saliva 
expressas em intervalos de CTs. 

Status vacinal/CT Abaixo de 20 Entre 20 e 30 Acima de 30 

Nenhuma vacina 3 7 1 

3 doses iguais 1 4 3 

Pelo menos 2 doses diferentes 13 89 38 

As características que definem a tabela de contingência não estão significativamente relacionadas (P 
= 0,289). 

Fonte: O autor, 2023. 

 
 
 

A pesquisa realizada por Azzi et al. (2022) mostrou que as quantidades de IgG 

e IgA, anticorpos neutralizantes presentes na saliva, aumentaram apenas após a 

segunda dose de vacina, mas ainda assim representava somente 18% da população 

do estudo. Adicionalmente, Selva et al. (2021) também verificaram a baixa presença 

de IgA salivar logo após a vacinação, sugerindo pouca relação entre imunidade oral 

influenciando na carga viral. Portanto, com base nos resultados encontrados e nestes 

estudos citados, a capacidade de detecção do SARS-CoV-2 via saliva parece ser 

pouco afetada pelo processo vacinal, não sendo este um problema que poderia levar 

ao aumento de falsos negativos a partir dos métodos de coleta em uma população 

vacinada, no entanto, existem estudos que contradizem os resultados aqui 

encontrados, tais como os de Bergwark et al., 2021 e Eyre et al., 2022, que 

identificaram uma menor infectividade dentre pessoas vacinadas com base em seus 

CTs, mostrando que investigações mais aprofundadas devem ser conduzidas à este 

respeito. 

 

 
4.3 Verificação da interferência da matriz amostral na detecção de SARS-CoV-2 

 
Na verificação da interferência da matriz amostral na detecção de SARS-CoV- 

2, a mediana dos valores de CT do Grupo 1 (pool negativo saliva + RNA viral) foi de 

28,44 (28,28-34,46) e do Grupo 2 (pool negativo de NPS + RNA viral) foi de 29,82 

(29,11-31,11), sendo os grupos 1 e 2 estatisticamente diferentes do grupo controle 

(28,35) (Figura 3) mostrando, portanto, que a amostra de saliva apresenta menor 

interferência no diagnóstico em relação aos seus constituintes do que os que 

compunham a amostra de swab visto que, a variância dos valores de CT foi menor do 

que os obtidos pelo swab. 
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Figura 3. Mediana dos valores de CT 

Fonte: O autor, 2023. 

 
O swab de rayon usado para coleta de NPS pode afetar potencialmente a 

detecção de material genético viral em alguns casos. O estudo de (Wyllie et al., 2020) 

mostrou que a inconsistência na amostragem do swab nasofaríngeo pode ser um dos 

possíveis problemas para resultados falsos negativos. 

Uma outra preocupação ainda consiste na inibição da reação de PCR pelos 

materiais utilizados na coleta, sendo prejudiciais alguns materiais constituintes de 

alguns swabs, como alginato de cálcio ou madeira, e por isso são recomendados pelo 

Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos e pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) o uso de swabs que sejam de fibras sintética com haste 

plástica (Garnett et al., 2020), como o swab de Rayon por exemplo, utilizado neste 

estudo. No entanto, pesquisas mostram que o swab de nylon apresenta um maior 

rendimento na coleta do genoma viral comparado ao swab de Rayon (Daley et al., 

2006; Hernes et al., 2011), que evidencia interferência no aspecto quantitativo do 

exame, influenciado pelo material de coleta, o que pode ter afetado também os nossos 

resultados quando se faz uma comparação com a saliva (Figura 3). Portanto, é 

desejável que a coleta seja influenciada pelo mínimo de variantes possível, o que pode 

ser alcançado quando a coleta é feita via saliva. 

 

 
4.4 Identificação do Limite de Detecção (LoD) 
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Para o ensaio de LoD, as replicatas foram consideradas positivas segundo os 

critérios estabelecidos pelo Protocolo Operacional Padrão (POP), do Laboratório de 

Biotecnologia Aplicada (LBA). A partir da RT-qPCR, verificou-se que o pool de 

amostras para saliva apresentou CT=17 e o pool para amostras de swab apresentou 

CT=18 para o gene E. 

A estimativa do número de cópias de RNA de SARS-CoV-2 presentes nas 

amostras foi baseada na quantificação por ddPCR anteriormente realizada em nosso 

laboratório. O número de cópias de RNA e os valores de CT foram relacionados em 

uma equação da reta obtida a partir da construção de uma curva padrão, a qual foi 

utilizada neste estudo para estimar o número de cópias de RNA a partir do CT médio 

das replicatas positivas. 

Os resultados iniciais mostraram que para as diluições até 10-5, 100% (9/9) das 

replicatas dos pools de amostras de saliva e NPS foram positivas. Para a diluição 10- 

6 22,2% das replicatas dos pools de saliva (2/9) e NPS (2/9) foram positivas. 

Para a definição de LoD foi então realizada uma diluição seriada em fator 1:2 a 

partir da diluição 10-5. Os resultados de uma nova corrida mostraram que para a 

diluição 10-5, 100% e 95% das replicatas, respectivamente, dos pools de NPS e saliva 

foram positivas. A diluição em fator 1:2 mostrou positividade de 55% das replicatas 

tanto para o pool de saliva quanto para o pool de NPS. Portanto, o número mínimo de 

cópias de RNA de SARS-CoV-2 presentes quando pelo menos 95% das replicatas 

foram positivas (19/20) foi de 23,36 e de 18,53, respectivamente para saliva e NPS 

(Tabela 3). 

Tabela 3. Limite de Detecção (LoD) para amostras de saliva e NPS 
 

 Saliva  NPS1 

Positivos/Total 19/20 11/20 20/20 11/20 

Concentração de RNA2 23,36 8,23 18,53 11,00 

CT Médio 36,26 37,88 36,62 37,43 

Desvio Padrão (CT) 0,85 1,30 1,19 1,41 

1 Swab orofaríngeo; 2Concentração em cópias de RNA/reação 

Fonte: O autor, 2023. 

De acordo com os resultados, para a saliva, a diluição de 5 pontos (10-5) 

representou 100% de detecção com CT médio de 34,07 (representando 4,74 cópias 

de RNA viral/ml de reação), enquanto a diluição de 6 pontos (10-6) apresentou limite 
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de detecção de 77.77% com CT médio de 38,36 (equivalendo à 0,30 cópias de RNA 

viral/ml de reação), desta maneira, a diluição adequada para continuidade do ensaio 

foi a de 5 pontos (10-5). O mesmo foi observado para o swab, onde a diluição de 10-5 

apresentou 100% de detecção, com CT médio de 35,35 (equivalente a 4,74 cópias de 

RNA viral/ml de reação) enquanto a diluição de 10-6 apresentou CT médio de 38,74 

(equivalente a 0,30 cópias de RNA viral/ml de reação). 

O próximo passo foi realizar uma diluição de fator 2 a partir do limite detectável 

no fator 10 (diluição de 10-5 para ambos os tipos de amostra) para determinar qual CT 

representa o limite de detecção de 95% para os dois tipos de coleta. Visto isso, a placa 

de PCR para determinar esse resultado contou com: 20 replicatas para amostras de 

saliva diluídas à 10-5 para fator 10, 20 replicatas para amostras de saliva diluídas à 

1:2 para fator 2; 20 replicatas de amostras de swab diluídas à 10-5 para fator 10, 20 

replicatas de amostras de swab diluídas à 1:2 para fator 2; 2 replicatas de cada 

diluição à fator 10 para curva padrão de PCR digital (10-2 a 10-6) e 1 poço para controle 

negativo. 

Obedecendo o protocolo criado pelo Laboratório de Biotecnologia Aplicada 

(LBA) na consideração de amostras positivas, os resultados mostraram que a diluição 

1:2 para ambos os tipos de coleta apresentaram CTs acima do detectável pelo 

protocolo ou não foram detectados. Para a saliva, esse número representou 6 das 20 

repetições, ou seja, apenas 14 foram consideradas detectadas de acordo com o 

protocolo (= 70% das reações); para o NPS, esse número representou 9 das 20 

repetições, isto é, apenas 11 repetições foram consideradas detectadas (=55% das 

reações). Portanto, o Limite de Detecção de 95% das reações foi, para ambas as 

coletas, a diluição de 5 pontos no fator 10 (10-5), embora, apresentem 100% de 

detecção neste ponto equivalendo à um CT médio de 34,07 para saliva e de 35,35 

para swab ou ao valor de 4,74 cópias de RNA viral/ml de reação. 

Apesar da diferença observada entre as medianas de valores de CT de 

amostras de saliva e NPS, o teste de limite de detecção mostrou equivalência quanto 

à sensibilidade, indicando que o diagnóstico qualitativo (presença/ausência) de SARS- 

CoV-2 não é prejudicado quando utilizada saliva em substituição ao swab orofaríngeo. 

Tais resultados foram também frequentemente observados na literatura, mostrando 

que a saliva possui grande potencial em substituição ao swab para o diagnóstico da 

COVID-19 (Bergevin et al., 2021; Salu et al., 2022a; Yokota, Hattori, et al., 2021). 
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4.5 Análise de comparação de custos: Swab versus Saliva 

 
Neste estudo, foram feitas comparações de custos na execução de exames 

para diagnóstico da COVID-19 por PCR em tempo Real para coletas feitas por swab 

e saliva. Foi avaliado o valor gasto quanto ao uso de EPIs (touca, avental descartável, 

luvas e máscara N95) e outros materiais (pipetas pastêur, tubos cônicos, ponteiras 

para micropipetas, salina, plásticos), além de reagentes, através de dados 

disponibilizados pela Prefeitura de Botucatu, pela Unidade Auxiliar da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, Centro de Saúde Escola e pelo laboratório de Biologia 

Molecular do LBA HC-FMB. Para a compreensão dos materiais e EPIs utilizados, é 

necessário conhecer o fluxo do laboratório para a realização dos exames (Figura 4). 

 
Figura 4: Fluxograma das amostras para diagnóstico de SARS-CoV-2. 

 

Fonte: O autor, 2023. 
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Ambas as amostras já devem chegar ao laboratório com as requisições e 

cadastro nos sistemas específicos. A coleta é feita sob responsabilidade de outros 

setores e os tubos já devem estar devidamente preparados com 3mL e 0,5mL de 

salina para swab e saliva, respectivamente. 

Na tabela 4 contém os materiais utilizados nos exames de saliva e swab e 

valores gastos com recursos humanos, desde a coleta até a RT-qPCR. 

 
 

Tabela 4. Comparação de custos aproximados entre exames para detecção de SARS-CoV-2 para 
coletas realizadas por saliva e swab. 

 

Etapa de coleta (598 amostras/mês)& 

Material/Recursos humanos Saliva Swab 

Tubo cônico (unidade) - R$496,34 

Swab Rayon (unidade) - R$1.094,34 

Microtubo (unidade) R$238,00 - 

Salina R$4,33 R$26,01 

Profissional técnico Enfermagem - R$3.325,00x4£=13.300 

TOTAL R$242,33 R$14.916,69 

TOTAL/AMOSTRA R$0,40 R$24,94 

Etapa de separação e processamento (30 amostras /dia)* 

Material Saliva Swab 

Ponteira volume 200 uL R$17,10 - 

Pipeta Pasteur 3 mL - R$4,20 

Tubo cilíndrico 4ml - R$1,80 

Avental descartável manga longa (unidade) R$ 3,48 R$ 3,48 

Luva descartável nitrílica (par) R$ 0,24 R$ 0,24 

Máscara descartável N95 (unidade) R$ 0,96 R$ 0,96 

Gorro descartável (unidade) R$ 0,09 R$ 0,09 

TOTAL R$ 21,87 R$ 10,77 

TOTAL/AMOSTRA R$ 0,73 R$ 0,36 

Extração do RNA viral (mesmo procedimento para saliva e swab) 96 amostras 

Material Custo 

Tira encapsulamento magnético R$ 50,00 

Placa Deep Well 2,2 mL extração de RNA viral Loccus Extracta 96 R$ 29,05 

Ponteira volume 1000 uL R$ 65,00 

Filme Selador para microplaca de PCR (Não óptico) R$ 7,80 

Beads magnéticas R$ 53,76 

Cloreto de sódio R$ 0,96 

Triton x - 100 R$ 1,92 
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Tiocianato de guanidina R$ 21,12 

Polietilenoglicol R$ 9,60 

TOTAL R$ 239,21 

TOTAL/AMOSTRA R$ 2,49 

RT-qPCR (mesmo procedimento para saliva e swab) 96 amostras 

Material Custo 

Kit Allplex™ SARS-CoV-2 Assay R$ 2.655,74# 

Ponteira volume 0,5 a 10 uL R$ 55,00 

placa de 96 poços para PCR em tempo real - poços de 100 uL R$ 19,90 

Adesivo óptico para PCR R$ 9,98 

Avental descartável manga longa (unidade) R$ 3,48 

Luva descartável nitrílica (par) R$ 0,24 

Máscara descartável N95 (unidade) R$ 0,96 

Gorro descartável (unidade) R$ 0,09 

TOTAL R$ 2.745,39 

TOTAL/AMOSTRA R$ 28,59 

Custos Totais 

Etapa Saliva Swab 

Coleta R$0,40 R$24,94 

Separação e processamento R$ 0,73 R$ 0,36 

Extração do RNA viral R$ 2,49 R$ 2,49 

RT-qPCR R$ 28,59 R$ 28,59 

TOTAL/AMOSTRA R$32,21 R$56,38 

&Média mensal do ano de 2021 de amostras coletadas de swab pelo HC-FMB; £No ano de 2021, 4 

técnicos de enfermagem foram contratados para atender as demandas de coleta de swab do HC-FMB; 
*média de amostras recebidas de swab por dia pelo LBA – Biologia Molecular no ano de 2021; 
#calculado com base na cotação média do dólar durante o ano de 2021. 

Fonte: O autor, 2023. 

 

 
A partir da contabilização dos custos, foi possível constatar que os gastos com 

a coleta por swab chegam a ser aproximadamente 75,15% mais elevados em 

comparação aos gastos contabilizados por coleta via saliva e o que mais impacta 

nestes valores são os custos com relação ao profissional que faz a coleta e com 

insumos não biodegradáveis como o próprio swab e tubos cônicos plásticos, o que 

envolve também a preocupação com o lixo gerado. 

A preocupação em tornar testes diagnósticos mais acessíveis também foi 

abordada pelos pesquisadores Salu et al. (2022); Vogels et al. (2021), que ressaltam 
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resultados convergentes com os aqui apresentados, mostrando a saliva ser um 

método mais acessível e de menor custo para instituições executantes. 

A busca pela aplicação de métodos sustentáveis em todo os âmbitos vem 

aumentando no ambiente hospitalar, devido à grande produção de lixo decorrente das 

atividades rotineiras e a dificuldade logística e financeira em descartá-los 

corretamente. Com isto, a análise de ônus financeiro aqui verificada mostra ainda que 

a coleta por saliva exige menor utilização de materiais plásticos, o que a torna mais 

sustentável comparada ao método de coleta por swab, favorecendo não somente o 

paciente com um método mais confortável, o profissional da saúde com um método 

mais seguro, a instituição executante com um método mais barato, mas também o 

planeta com um método mais sustentável. 
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5 CONCLUSÃO 

Este estudo mostrou que, para fins diagnósticos na detecção de SARS-CoV-2, 

em relação a expressão quantitativa da carga viral, os métodos de coleta por saliva e 

swab apresentaram fraca concordância, mas forte concordância qualitativa (96,96%). 

Em contrapartida, foi feita uma avaliação da interferência da matriz amostral, que 

mostrou que a saliva apresentou menor interferência no diagnóstico em relação ao 

swab. Adicionalmente, o teste de limite de detecção mostrou equivalência quanto à 

sensibilidade, indicando que o diagnóstico qualitativo (presença/ausência) de SARS- 

CoV-2 não é prejudicado quando utilizada saliva em substituição ao swab orofaríngeo. 

O estudo mostrou ainda que o indivíduo vacinado não tem a detecção viral 

prejudicada em um diagnóstico de COVID-19 por nenhum dos dois métodos 

avaliados, não havendo riscos de falsos positivos como haveria de se supor, análise 

esta importante por ainda serem conflitantes na literatura informações sobre a 

infectividade oral em decorrência da COVID-19 pós-vacina. A eficácia da vacina, no 

que diz respeito ao controle da carga viral, não tem relação com as estratégias de 

ação de cada imunizante. 

A saliva em comparação ao swab apresentou menos custos financeiros e exige 

menor utilização de materiais plásticos, o que a torna mais sustentável. Deste modo, 

uma vez que o diagnóstico da COVID-19 não depende diretamente da carga viral, 

mas sim de uma avaliação qualitativa de presença ou ausência de material genético 

do SARS-CoV-2, a coleta via saliva mostrou-se potencial em substituição ao método 

de coleta por swab. 

O teste de diagnóstico utilizando saliva como material biológico foi 

implementado no HC-FMB para pacientes sintomáticos. 
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APÊNDICES 

 
APÊNDICE 1 Detalhamento das metodologias utilizadas no estudo 

 
Cultura viral 

 

Cultivo celular de células VERO 81 

 
As células VERO foram mantidas em frasco de cultura celular de 75cm 2 

com meio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Sigma ®) 

suplementado com soro fetal bovino (SFB - Nova Biotecnologia ®) 10% inativado 

e 1% de antibiótico/antifúngico a 37ºC e 5% CO 2. 

Propagação viral 
 

A infecção viral ocorreu em frascos de cultivo celular cujas células 

apresentaram uma confluência ≥90%. Assim, o meio de cultivo foi removido do 

frasco de cultura celular de 75cm 2 e, adicionado 1000µL de alíquota viral. Em 

seguida, o frasco de cultura celular foi colocado em um agitador gangorra (K40- 

3012 - Kasvi) a 37ºC e 5% CO 2 por 60 minutos. Logo após, o sobrenadante do 

frasco de cultura celular foi descartado e houve a lavagem da cultura com PBS 

(phosphate- buffered saline). Por fim, foi adicionado 12mL de meio de cultivo 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Sigma ®) suplementado com soro 

fetal bovino (SFB, Nova Biotecnologia ®) 2% inativado e 1% de 

antibiótico/antifúngico. As células infectadas com os vírus foram incubadas a 

37ºC e 5% CO 2 por 7 dias. Após observar o efeito citopático, o sobrenadante foi 

centrifugado a 4.000rpm por 5 minutos, aliquotado e armazenado em freezer a - 

80ºC. O pellet contendo os debris celulares foi descartado. 

Extração de RNA com metodologia Extracta 96 Loccus 
 

A extração de RNA foi realizada de maneira automatizada com base no 

protocolo Extracta 96 do Equipamento Loccus. Para obtenção da espécie foram 

utilizadas 4 placas de poço fundo identificadas como “PP2 Lise”, “PP3 Wash 1”, 

“PP4 Wash 2” e “PP8 Elution”. Posteriormente, as placas foram preenchidas com 

o volume que se segue: 
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Tabela 5. Volume de reagentes para Extração de RNA 

Nome da Placa Reagente Volume 

PP2 Lise Lise 100 µL 

 Tampão de lise e Beads magnéticas (LB) 250 µL 

 Beads 260 µL 

 

PP3 Wash 1 Etanol 80% 500 µL 

 Tampão de lavagem 1 (WB1) 250 µL 

 

PP4 Wash 2 Etanol 80% 500 µL 

 Tampão de lavagem 2(WB2) 175 µL 

 

PP8 Elution Água ultrapura 100 µL 

 Solução de Eluição (EB) 50 µL 

 

 
Em seguida, as placas foram apostas no equipamento ao qual realizou o 

processo reacional para a conclusão da extração da amostra de RNA. 

Protocolo de RT-qPCR com base no POP do Laboratório de Biotecnologia 

Aplicada do HCFMB 

O kit RT-qPCR Allplex™ SARS-CoV-2 Assay deve ser manuseado em 

fluxo laminar de uso exclusivo para reagendes. O kit contém os seguintes 

reagentes abaixo: 
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Figura 5: Reagentes Allplex™ SARS-CoV-2 Assay 

 
Fonte: Manual Allplex™ SARS-CoV-2 Assay. Disponível em: 

https://seegenebrazil.com.br/wp-content/uploads/2021/01/RV10247Y_V1-15_PT- 

Manual.pdf 

 

 
Estes reagentes foram dispersados da seguinte maneira: 

 
Tabela 6. Ensaio RT-qPCR para uma amostra 

 
Reagente Quantidade 

SARS2 MOM 5µl 

EM8 5µl 

RNase-free Water 4µl 

RP-V IC 2 1µl 

Volume total kit por poço 15µl 

Amostra 5µl 

Volume total do ensaio por poço 20µl 

 

 
Diante disso, o preparo do master mix deve ser feito dentro do fluxo laminar e 

distribuído na placa de 96 poços para RT-qPCR e a amostra deve ser 

acrescentada externamente ao fluxo. Posteriormente, os 2 últimos poços (12G e 

12H) devem ser destinados para o controle positivo e negativo, respectivamente. 
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Programação do equipamento Applied Biosystems™ 7500 (SDS software 

v2.0.5) 

O primeiro passo é definir os alvos e as amostras, sendo que: 

 
 

Tabela 7. Definição do target name 

 
Nome do alvo (Target Name) Corante (Reporter) 

Gene E FAM 

IC VIC 

RdRP ROX 

Gene N CY5 

 

 
Logo, o último passo é definir o perfil térmico, bem como, seu número de 

ciclagem, da maneira que se segue: 

 

 
Figura 6. Perfil térmico 

Fonte: Manual Allplex™ SARS-CoV-2 Assay. Disponível em: https://seegenebrazil.com.br/wp- 

content/uploads/2021/01/RV10247Y_V1-15_PT-Manual.pdf 

 
 
 

São considerados resultados válidos aqueles que obedecerem aos seguintes 

critérios: 

1) As amostras e o controle positivo deveriam apresentar Ct menor ou igual 

a 35 e o controle negativo valor de Ct não determinado para o gene do 

controle interno (IC); 

2) As amostras que não obedecerem ao critério de amplificação para o gene 

do controle interno (IC) serão extraídas novamente e caso falhe 

novamente, poderia ser solicitado nova amostra; 
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3) Se o controle negativo da RT-qPCR amplificar o gene IC, todas as 

amostras na mesma placa deveriam ser amplificadas novamente; 

4) Caso o gene E não amplifique no controle positivo todas as amostras que 

não amplificaram o gene E devem ser repetidas; 

5) O Sars-CoV-2 será considerado detectado se: o Ct para o Gene E, Gene 

N e Gene RdRp for menor ou igual a 40,0 (pelo menos 2 genes com CT 

≤40 simultaneamente). Amostras com Ct igual ou maior que 40,1 serão 

consideradas não detectadas para Sars-CoV-2; 

 

 
RT-ddPCR para quantificação absoluta de SARS-CoV-2 

 

As amostras foram preparadas em triplicatas, no equipamento de PCR 

digital em gotas (Droplet Digital PCR - ddPCR) utilizando o kit 1-Step RT-ddPCR 

Advanced Kit for Probes (Biorad, Cat. 1864021). Foram usados 5µL das amostras 

e mix para a reação. Com as amostras já nas devidas posições no cartucho de 

geração de gotas (DG8 Cartridges), foi adicionado Droplet Generation Oil for 

Probes na posição correspondente do cartucho, para a posterior geração de 

gotas no equipamento Automated Droplet Generator. Depois da geração das 

gotas, a solução obtida foi levada ao termociclador e lidas no equipamento QX200 

Droplet Reader (BIO-RAD). 

Cálculo da curva padrão 
 

Com base nos dados obtidos na quantificação absoluta por RT-ddPCR e 

por RT-qPCR para o gene E foi possível montar uma curva padrão para a reação 

de RT-qPCR. 
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APÊNDICE 2: Procedimento Operacional Padrão: NOVO PROTOCOLO 

DIAGNÓSTICA USANDO A SALIVA COMO MATERIAL BIOLÓGICO 
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