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Resumo

O objetivo deste estudo é avaliar a eficicia da saliva como amostra alternativa para a deteccdo do SARS-CoV-2 em
profissionais de saude e pacientes atendidos em um hospital universitario na cidade de Jodo Pessoa, no estado da Paraiba,
comparando os resultados com amostras coletadas por swab nasofaringeo (SNF). O estudo recrutou 365 participantes
adultos, assintomaticos para COVID-19. A rea¢do em cadeia da polimerase em tempo real de transcrigdo reversa (RT-
gPCR) foi realizada visando o gene E do SARS-CoV-2. Para as analises estatisticas, foi utilizado o software SPSS. A
concordancia entre os dois métodos foi avaliada com o teste Kappa. Das 365 amostras analisadas, 45 (12,3%) tiveram
deteccdo em pelo menos um tipo de amostra. Em SNF e saliva, 21 amostras (46,7%) foram positivas, enquanto 14
amostras (31,1%) foram positivas apenas para SNF e 10 amostras (22,2%) foram positivas apenas em saliva. Usando
amostras de SNF como padrédo-ouro de referéncia, a sensibilidade e especificidade da saliva foram de 60% e 97%,
respectivamente, enquanto os valores preditivos positivo e negativo foram de 68% e 96%, respectivamente. A acurécia
foi de 93,0% e o coeficiente Kappa foi de 0,596, indicando uma concordancia moderada. Embora o coeficiente Kappa
tenha indicado uma concordancia moderada nesse estudo, as amostras de saliva pura foram semelhantes as obtidas por
SNF. A simplicidade da coleta, a escassez de EPI e a transmissibilidade do virus favorecem a autocoleta da saliva como
testes mais precisos, levando a reducéo do tempo de espera e a disponibilizacdo mais rapida dos resultados.
Palavras-chave: Excrec¢do salivar; Teste de &cido nucleico para COVID-19; Virus SARS-CoV-2.

Abstract

The objective of this study is to evaluate the efficacy of saliva as an alternative sample for detecting SARS-CoV-2 in
healthcare professionals and patients treated at a university hospital in the city of Jodo Pessoa, in the state of Paraiba,
by comparing the results with samples collected by nasopharyngeal swab (NPS). The study recruited 365 adult
participants who were asymptomatic for COVID-19. Reverse transcription real-time polymerase chain reaction (RT-
gPCR) targeting the E gene of SARS-CoV-2 was performed. For statistical analyses, SPSS software was used. The
agreement between the two methods was assessed using the Kappa test. Of the 365 samples analyzed, 45 (12.3%)
showed detection in at least one type of sample. In NPS and saliva, 21 samples (46.7%) were positive, while 14 samples
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(31.1%) were positive only for NPS and 10 samples (22.2%) were positive only in saliva. Using NPS samples as the
reference gold standard, the sensitivity and specificity of saliva were 60% and 97%, respectively, while the positive and
negative predictive values were 68% and 96%, respectively. The accuracy was 93.0%, and the Kappa coefficient was
0.596, indicating moderate agreement. Although the Kappa coefficient indicated moderate agreement in this study, pure
saliva samples were similar to those obtained by NPS. The simplicity of collection, the scarcity of PPE, and the
transmissibility of the virus favor self-collection of saliva as a more accurate test, leading to a reduction in wait times
and faster availability of results.

Keywords: Salivary excretion; Nucleic acid test for COVID-19; SARS-CoV-2 Virus.

Resumen

El objetivo de este estudio es evaluar la eficacia de la saliva como muestra alternativa para la deteccion del SARS-CoV-
2 en profesionales de la salud y pacientes atendidos en un hospital universitario en la ciudad de Jodo Pessoa, en el estado
de Paraiba, comparando los resultados con muestras recolectadas por hisopado nasofaringeo (SNF). El estudio reclut6
a 365 participantes adultos, asintomaticos para COVID-19. Se realiz6 la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo
real con transcripcion inversa (RT-qPCR) dirigida al gen E del SARS-CoV-2. Para los analisis estadisticos, se utiliz6 el
software SPSS. La concordancia entre los dos métodos fue evaluada con la prueba de Kappa. De las 365 muestras
analizadas, 45 (12,3%) mostraron deteccién en al menos un tipo de muestra. En SNF y saliva, 21 muestras (46,7%)
fueron positivas, mientras que 14 muestras (31,1%) fueron positivas solo para SNF y 10 muestras (22,2%) fueron
positivas solo en saliva. Usando muestras de SNF como el estdndar de referencia, la sensibilidad y especificidad de la
saliva fueron del 60% y 97%, respectivamente, mientras que los valores predictivos positivo y negativo fueron del 68%
y 96%, respectivamente. La precision fue del 93,0% y el coeficiente Kappa fue de 0,596, lo que indica una concordancia
moderada. Aunque el coeficiente Kappa indic6 una concordancia moderada en este estudio, las muestras de saliva pura
fueron similares a las obtenidas por SNF. La simplicidad de la recoleccion, la escasez de EPP vy la transmisibilidad del
virus favorecen la auto-recoleccion de saliva como pruebas mas precisas, lo que lleva a una reduccion en el tiempo de
espera y a una disponibilidad mas rapida de los resultados.

Palabras clave: Excrecion salival; Prueba de &cido nucleico para COVID-19; Virus SARS-CoV-2.

1. Introducéo

O Virus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), agente causador da doenc¢a do Coronavirus (Covid-

19) — assim chamada porque "co" refere-se a "coroa",

vi" a "virus", "d" a "doenca" e "19" ao ano de seu surgimento — foi
identificado pela primeira vez no final de dezembro de 2019, devido a uma série de casos de pneumonia de origem desconhecida
em Wuhan, provincia de Hubei, China, com aspectos clinicos semelhantes ao MERS-CoV (Teles et al., 2020).

O SARS-CoV-2 é um Betacoronavirus com um genoma de RNA de fita simples positiva, intimamente relacionado aos
coronavirus SARS-CoV encontrados em morcegos-ferradura chineses (Rhinolophus sp.). No entanto, as proteinas Spike do
SARS-CoV-2, bem como as ORF8 e ORF3b, apresentam diferencas significativas em relacdo a outros coronavirus, o que pode
influenciar a transmissibilidade e a patogenicidade do virus (To et al., 2020; Soto, 2020).

Durante a pandemia, os testes para diagndstico da Covid-19 foram avaliados usando vérias amostras bioldgicas, como
plasma, soro, urina e saliva. O Ministério da Saude (MS) recomendou o exame de reacdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa (RT-PCR) utilizando coletas com swab nasofaringeo (SNF) como o "padrdo ouro" para a detec¢do do SARS-
CoV-2. Esse método de coleta, além de ser desconfortavel e induzir a tosse, pode diminuir o consentimento e a busca dos
pacientes para a realizacdo do exame (Vaz et al., 2020). Por outro lado, estudos indicam que 0 SARS-CoV-2 pode ser facilmente
detectado na saliva, o que pode ser promissor para reduzir o risco de transmissao nosocomial (Teles et al., 2020).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo € avaliar a eficacia da saliva como amostra alternativa para a deteccdo do
SARS-CoV-2 em profissionais de salde e pacientes atendidos em um hospital universitario na cidade de Jodo Pessoa, no estado

da Paraiba, comparando os resultados com amostras coletadas por swab nasofaringeo (SNF).

2. Metodologia
2.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo clinico-laboratorial, descritivo e quantitativo (Merchan-Hamann &Tauil, 2021).
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2.2 Amostras e local do estudo

Foram coletadas células da mucosa nasofaringea e saliva de pacientes atendidos no Hospital Universitario Lauro
Wanderley (HULW) da Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares (EBSERH), bem como de profissionais de salde que
prestavam assisténcia direta a pacientes com Covid-19. As amostras foram fornecidas apds a obtencdo do consentimento dos
participantes, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O estudo foi aprovado no dia 7 de abril de
2021 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Sadde (CCS) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) sob o protocolo n° CAAE 40402820.4.0000.5188.

2.3 Coleta das amostras

As amostras pareadas de SNF e saliva foram obtidas entre 1° de agosto e 9 de novembro de 2021. A coleta de SNF foi
realizada por profissionais de enfermagem do HULW, utilizando a técnica padrdo conforme o protocolo de triagem da Covid-
19. As amostras de saliva foram obtidas pelos proprios participantes, apds a coleta de SNF, sem supervisdo profissional. Antes
da coleta, os participantes foram instruidos a salivar por 30 segundos €, em seguida, cuspir suavemente em um tubo Falcon de
50 mL estéril, até atingir 2 mL de saliva. O recipiente foi entdo fechado e higienizado externamente com &lcool 70%. No total,
foram coletadas 365 amostras de SNF e saliva. Apds a coleta, ambas as amostras foram armazenadas em uma caixa térmica a
4 °C e encaminhadas para o laboratério.

2.4 Extracgdo das amostras

A extracdo das amostras de SNF e saliva foi realizada utilizando kits de extracdo de RNA e DNA viral (MVXA-
PO16FAST) da Loccus™. Em uma placa de 96 pocos fundos (deepwell), foram adicionados 5 pL de Proteinase K, 10 pL do
controle interno (IC) e 100 pL das amostras de SNF em cada pogo. As amostras de saliva foram adicionadas em outra placa,
seguindo a mesma proporcdo de amostra, Proteinase K e controle interno. As placas foram entdo inseridas no extrator e
purificador automético de 96 pogos por 27 minutos. Todas as etapas de extracdo foram realizadas conforme as instrucdes do
fabricante, levando aproximadamente uma hora.

2.5 Deteccéo e quantificacdo das amostras por RT-gPCR

A deteccdo do SARS-CoV-2 nas amostras de SNF e saliva foi realizada utilizando a técnica de reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real de transcricdo reversa (RT-gqPCR), com o kit Biomanguinhos™ como marcador do gene E. O valor
limiar de ciclo (Ct) foi utilizado como indicador da carga viral do SARS-CoV-2. Um teste com valor de Ct menor ou igual a 37
foi considerado positivo. Testes com valor de Ct acima de 37 foram considerados inconclusivos e repetidos. Se 0 mesmo

resultado fosse observado na repeticdo do RT-gPCR, o teste seria considerado negativo.

2.6 Anélise estatistica

Para todas as analises estatisticas, foi utilizado o software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao
23. O namero de ciclos (threshold cycle) do RT-gqPCR, de acordo com os métodos de amostragem, foi comparado utilizando o
teste t de amostras pareadas. A concordancia entre os dois métodos foi avaliada com o teste Kappa, que variade 0 a 1 (0-0,2 =

pobre, 0,21-0,4 = regular, 0,41-0,6 = moderado, 0,61-0,8 = substancial, 0,81-1 = quase perfeito), sendo 1 a concordancia perfeita.

3. Resultados

Um total de 365 participantes assintomaticos para Covid-19 forneceu amostras pareadas de SNF e saliva para analise.
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A idade média dos participantes foi de 42 anos, e a maioria (71%) era do género feminino. As amostras chegaram ao laboratdrio
dentro de uma hora ap6s a coleta, sendo transportadas em caixa isotérmica. A maioria dos participantes produziu 2 mL de saliva.
Dos 365 participantes, 45 (12,3%) apresentaram deteccédo viral para SARS-CoV-2 por RT-gPCR no gene alvo E. Desses, 21
(46,7%) tiveram deteccdo viral em ambas as amostras de SNF e saliva, 14 (31,1%) apenas em SNF e 10 (22,2%) apenas em

saliva, conforme a Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma. Etapas para detec¢do de SARS-CoV-2 em amostras SNF e saliva.
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Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Utilizando amostras de SNF como padréo-ouro, a sensibilidade e a especificidade da saliva foram de 60% e 97%,
respectivamente. O valor preditivo positivo (VPP) foi de 68% e o valor preditivo negativo (VPN) foi de 96%. A acurcia foi de
93%, e o coeficiente Kappa foi de 0,596 (IC 95%: 0,441-0,752), conforme mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Resultado da andlise estatistica do método de amostragem de saliva.

Propriedades Amostra de saliva (%)
Sensibilidade 60,0
Especificidade 97,0
VPP* 68,0
VPN** 96,0
AcUlracia 93,0

Nota: *Valor Preditivo Positivo ** Valor Preditivo Negativo.
Fonte: Dados da pesquisa (2021).
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Entre os 21 participantes com amostras pareadas detectaveis, os valores medianos do Ct para o gene alvo E foram de
29,9 nas amostras de SNF e de 31,2 nas amostras de saliva (Figura 2).

Figura 2 - Valores Ct por RT-gqPCR para o gene alvo E em participantes com amostras positivas pareadas.
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Fonte: Dados da pesquisa (2021).

4. Discussao

Desde 2003, as amostras de saliva tém demonstrado resultados promissores na deteccéo e diagnostico dos Coronavirus
(SARS-CoV) (Azzi etal., 2021). Esses resultados sdo notaveis porque as amostras de saliva sdo tdo sensiveis quanto as amostras
de SNF. Estudos realizados por To et al. (2020), Wyllie et al. (2020), Rao et al. (2021) mostraram maior sensibilidade nas
amostras de saliva em comparagdo com as amostras de SNF. Por outro lado, Jamal et al. (2021) relataram uma sensibilidade
menor nas amostras de saliva em comparacdo com as amostras de SNF. Neste estudo, a sensibilidade e a especificidade para a
deteccdo do SARS-CoV-2 na saliva foram de 60% e 97%, respectivamente. Essa discrepancia entre os estudos pode ser atribuida
as diferentes técnicas de amostragem, aos kits de deteccdo utilizados e as caracteristicas da populacéo estudada.

Em relacdo a concordancia das amostras, Senok et al. (2020) e Vaz et al. (2020) em investigacdes independentes,
comprovaram uma alta taxa de concordancia para 0 SARS-CoV-2 em amostras de saliva quando comparadas as de nasofaringe.
Corroborando esses estudos, Azzi et al. (2021) e Yoon et al. (2020) também demonstraram uma alta concordancia das amostras
de saliva em relacéo as de SNF. Neste estudo, a concordancia entre as amostras de SNF e saliva foi avaliada pelo coeficiente
Kappa, que foi de 0,596, indicando uma concordancia moderada. Embora o valor do Kappa seja inferior ao de outros estudos, o
desenho deste estudo foi impactado pelas dificuldades associadas a amostragem e pelos riscos envolvidos, o que pode ter
reduzido a taxa de adesdo e, consequentemente, o valor do Kappa na analise estatistica.

Uma das maiores dificuldades na coleta de amostras de SNF é obter o consentimento dos pacientes para a realiza¢do do
exame, pois eles experimentam um certo desconforto durante o procedimento, tornando-o menos aceitavel, especialmente para
criangas e idosos (Jamal et al., 2021; Senok et al., 2020). No entanto, a coleta de amostras de saliva é mais bem aceita pelos
pacientes, pois ndo envolve procedimentos invasivos, é de facil obtencdo, pode ser realizada independentemente das
manifestacdes da doenca e fora do ambiente hospitalar ou de centros de salde especializados.

Nossos resultados foram comparaveis aos de estudos semelhantes que utilizaram amostras de saliva pura para a deteccéo
do SARS-CoV-2, obtidas de uma populagdo de participantes acompanhados em um hospital universitario. Em algumas
pesquisas, 0s autores recomendaram que as amostras fossem coletadas imediatamente apds os individuos acordarem, sem

consumo prévio de alimentos ou escovagado dos dentes (Azzi et al., 2021; Hanege et al., 2021). Neste estudo, a saliva foi coletada

5


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v13i8.46544

Research, Society and Development, v. 13, n. 8, €6113846544, 2024
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v13i8.46544

pelos préprios participantes dentro do ambiente hospitalar, sem nenhuma restricéo.

Em estudos anteriores, as amostras de saliva foram coletadas usando dispositivos especiais para melhorar a qualidade e
a quantidade da saliva obtida (To et al., 2020; Sahajpa et al., 2021). No entanto, esses dispositivos muitas vezes nao estdo
disponiveis ou sdo dificeis de obter em centros de assisténcia médica geral, especialmente em paises de baixa renda. No presente
estudo, os participantes foram orientados a cuspir repetidamente em um tubo Falcon de 50 mL estéril, sem o uso de qualquer
meio de transporte adicional, como é rotineiro no Hospital Universitario. Por ndo necessitar de dispositivos especiais, a coleta
de saliva pode ser incorporada a pratica clinica da Covid-19 sem comprometer a qualidade da amostra, conforme relatado em
outros estudos.

Embora a coleta de amostras por swab nasofaringeo (SNF) seja a principal técnica utilizada no Brasil, é importante
destacar o custo do material necessario. Por exemplo, Justo et al. (2021) relatam que esse tipo de coleta custa aproximadamente
R$ 2,15, incluindo um swab, um tubo e o meio de transporte viral. Além disso, esse método exige o uso completo de
Equipamentos de Protecdo Individual (EPI), como touca, respirador N95, protetor facial, avental e luvas para os profissionais
que realizam a coleta, 0 que pode aumentar a pressdo sobre 0s recursos do sistema de salde (Vaz et al., 2020; Gicli et al., 2020).
A coleta de saliva, por outro lado, ndo requer swab, meio de transporte viral ou profissionais de saude especializados, pois é
realizada pelo proprio paciente, o que pode reduzir os custos pela metade. Em estudos realizados por Yoon et al. (2020), o tempo

e 0 custo associados a coleta de saliva foram 2,26 vezes menores do que os das amostras de SNF.

5. Concluséao

Nosso estudo demonstrou que a saliva é uma amostra alternativa para a detecgdo do SARS-CoV-2. Embora os resultados
tenham mostrado uma concordancia moderada entre as duas amostras, saliva e SNF, as amostras de saliva podem ser utilizadas
no diagndstico da Covid-19, uma vez que o RNA viral é extraido por meio de RT-PCR para a deteccdo molecular do SARS-
CoV-2 em ambientes comunitarios, sem a necessidade de métodos invasivos. Isso torna a coleta de saliva mais aceitavel para os
pacientes, especialmente para criangas e idosos.

A autocoleta de saliva pelos pacientes elimina o tempo de espera, permitindo que os resultados sejam disponibilizados
mais rapidamente. Esse fator é especialmente importante em ambientes clinicos movimentados, onde o nimero de profissionais
disponiveis é limitado. Além disso, a coleta de saliva reduz o0s custos com materiais e diminui a exposicao dos profissionais de
salde a individuos potencialmente infectados.

Mais pesquisas sdo necessarias para aprofundar o entendimento das possiveis alteracfes no proteoma da saliva, 0 que
pode levar a identificacdo de novos biomarcadores diagnosticos ou ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos na doenca.
Com o desenvolvimento de métodos adequados de coleta, processamento de amostras e aplicacdo de ensaios apropriados, a
saliva pode oferecer informag6es clinicas valiosas sobre a doenca e, eventualmente, ser incluida nas diretrizes para coleta de

amostras, diagnéstico, manejo e controle da Covid-19.
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