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RESUMO

GUIMARAES, T. C. Detec¢do de COVID-19 através da saliva e reducéo da carga
viral de SARS-CoV-2 na saliva de pacientes com COVID-19 apds uso de
enxaguantes orais. 2022. 70f. Dissertacédo (Mestrado em Odontologia) — Faculdade
de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A COVID-19 é uma doenca viral relacionada a: goticulas respiratérias, tosse,
espirro e aerossois, e associada a Sindrome Respiratéria Aguda Grave por
coronavirus. Assim, o atendimento odontolégico pode ser um potencial local de
transmissdo do virus. Ademais, a testagem em massa da populacdo foi e é
considerada uma abordagem chave no combate dessa e de outras doencas
contagiosas. Objetivos: Os objetivos desta dissertacéo foram (1) avaliar e comparar
os resultados dos testes de RT-PCR provenientes de amostras nasofaringeas com
os resultados da saliva, e ainda, (2) avaliar a reducdo da carga viral salivar por
antissépticos orais em pacientes com teste positivo para COVID-19. Materiais e
métodos: No estudo 1, amostras de saliva e de swab nasofaringeo (NPS, do inglés
nasopharyngeal swab) foram coletadas de 189 individuos provenientes das
testagens (N=378). No estudo 2, 63 individuos foram recrutados apds terem testado
positivo para COVID-19 por ensaio RT PCR para a deteccdo de SARS-CoV-2. Os
individuos foram divididos em cinco grupos, que receberam solucdes diferentes. O
grupo 1 (placebo) recebeu &gua, o grupo 2 recebeu solucdo de perdxido de
hidrogénio a 1,5% (H»0;), o grupo 3 recebeu clorexidina 0,12% (CHX), o grupo 4
recebeu solucdo de hipoclorito de sédio 0,1% (NaClO) e o grupo 5 recebeu uma
combinacdo de solugdes (0,12% CHX + 1,5% H,0,). Todos os individuos foram
solicitados a produzir uma amostra inicial de saliva. Apdés a coleta, usaram o
enxaguatorio designado por 1 minuto. Amostras adicionais foram coletadas em trés
momentos diferentes: imediatamente ap0s o enxague, 15 minutos apds o0 enxague e
30 minutos apds o enxague. A extracdo de RNA foi feita usando o Bio Gene DNA /
RNA Viral Extraction kit (Bioclin®) para ambos o0s objetivos. O programa estatistico
SPSS 23.0 (“Statistical Package for Social Science”) foi usado para a analise dos
dados. Resultados: No estudo 1, 142 individuos apresentaram resultado nao
detectavel (ND) na saliva, enquanto 47 apresentaram resultado detectavel (D). Entre
0s 142 ND, 137 (94,4%) amostras obtiveram o mesmo resultado das amostras de
swab nasofaringeo, enquanto 5 amostras (3,4%) foram "D". Dentre as 47 amostras
de NPS D, 35 (74,4%) apresentaram o mesmo resultado nas amostras de saliva. A
sensibilidade do teste de saliva foi de 0,74 e a especificidade foi de 0,97. O valor
preditivo positivo foi de 0,88, enquanto o valor preditivo negativo foi de 0,92. No
estudo 2, houve diferenca significativa quanto ao nimero de copias do SARS-Cov-2
apos 30 minutos no grupo 2, enquanto, no grupo 4, houve diferenca imediatamente
apos, quando comparado ao inicial. Nao houve diferencas significativas entre o0s
grupos experimentais e o grupo controle em qualquer periodo. Conclusdo: A
deteccdo de Sars-CoV-2 em amostras de saliva apresentou alta sensibilidade e
especificidade quando comparada com swabs nasofaringeos. Nao houve diferencas
significativas em comparag¢do com o grupo controle.

Palavras-chave: Saliva. Swab nasofaringeo. Covid-19. Real-time RT-PCR. SARS
CoV-2. Saude publica.



ABSTRACT

GUIMARAES, T. C. Detection of COVID-19 through saliva and reduction in the viral
load of SARS-CoV-2 in saliva of patients with COVID-19 after the use of oral rinses.
2022. 70f. Dissertacao (Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

COVID-19 is a viral disease related to: respiratory droplets, coughing,
sneezing and aerosols, and associated with Severe Acute Respiratory Syndrome by
coronavirus. Thus, dental care may be a potential site of transmission of the virus. In
addition, mass population testing was and is considered a key approach in
combating this and other communicable diseases. Objectives: The objectives of this
dissertation were (1) to evaluate and compare the results of RT-PCR tests from
nasopharyngeal samples with the results of saliva, and also, (2) to evaluate the
reduction of salivary viral load by oral antiseptics in patients with positive test for
COVID-19. Materials and methods: In study 1, saliva and nasopharyngeal swab
(NPS) samples were collected from 189 test subjects (N=378). In study 2, 63
subjects were recruited after testing positive for COVID-19 by RT PCR assay for the
detection of SARS-CoV-2 RNA. The subjects were divided into five groups, which
received different solutions. Group 1 (placebo) received sterile water, group 2
received 1.5% hydrogen peroxide solution (H202), group 3 received 0.12%
chlorhexidine (CHX), group 4 received sodium hypochlorite solution 0.1% (NaClO)
and group 5 received a combination of solutions (0.12% CHX + 1.5% H202). All
subjects were asked to produce an initial saliva sample. After collecting the first
sample, they used the designated mouthwash for 1 minute. Additional saliva samples
were collected at three different times: immediately after rinsing, 15 minutes after
rinsing and 30 minutes after rinsing. RNA extraction was performed using the Bio
Gene DNA / RNA Viral Extraction kit (Bioclin®) for both purposes. The statistical
program SPSS 23.0 (“Statistical Package for Social Science”) was used for data
analysis. Results: In study 1, 142 subjects had an undetectable result (ND) in saliva,
while 47 had a detectable result (D). Among the 142 ND, 137 (94.4%) samples
obtained the same result as the nasopharyngeal swab samples, while 5 samples
(3.4%) were "D". Among the 47 samples of SPN D, 35 (74.4%) showed the same
result in the saliva samples. The sensitivity of the saliva test was 0.74 and the
specificity was 0.97. The positive predictive value was 0.88, while the negative
predictive value was 0.92. In study 2, there was a significant difference in the number
of copies of SARS-Cov-2 after 30 minutes in group 2, while in group 4 there was a
difference immediately after, when compared to the initial one. There were no
significant differences between the experimental groups and the control group at any
period. Conclusion: The detection of Sars-CoV-2 in saliva samples showed high
sensitivity and specificity when compared to nasopharyngeal swabs. There were no
significant differences compared to the control group.

Keywords: Saliva. Nasopharyngeal Swab. COVID-19. Real-time RT-PCR. SARS-
CoV-2. Public health.
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INTRODUCAO

Em 11 de Marco de 2020, o entdo diretor geral da Organizacdo Mundial da
Saude, Dr. Tedros Adhanom Ghebreyesus, declarou a pandemia do novo
coronavirus (COVID-19) visto que, nas duas semanas anteriores, 0 numero de
casos tinha aumentado em 13 vezes na China e o nimero de paises com casos da
doenca tinha triplicado (CUCINOTTA; VANELLI, 2020).

Historicamente e especialmente em 2002, 2003 e 2012, a incidéncia de
Sindrome Respiratoria Aguda Grave por coronavirus (SARS-CoV, do inglés Severe
Acute Respiratory Syndrome-coronavirus) e Sindrome Respiratdria do Oriente Médio
por coronavirus (MERS-CoV, do inglés Middle East Respiratory Syndrome-
coronavirus) ja vinha apontando o potencial de transmissdo dos novos coronavirus
tanto entre humanos, quanto de animais para humanos (KSIAZEK et al, 2003; DE
GROOT et al., 2013). Assim, era esperado que, logo que fora identificado, o novo
coronavirus tivesse uma taxa de transmissao similar. O que nao era previsivel eram
a gravidade dos sintomas, 0s grupos que seriam mais afetados, o colapso do
sistema de salde e a crise global que veio logo em seguida ao surgimento da
COVID-19.

Os sintomas mais comuns da COVID-19 aparecem apds um periodo de
incubacédo de 5,4 dias (LI et al., 2020) e envolvem febre, fadiga, tosse seca, mialgia
e dor de garganta, com prevaléncias de 98,6%, 69,6%, 59,4%, 34,8% e 17,4%,
respectivamente (SAMPSON et al., 2020.).

O teste diagnostico inicialmente indicado pelo governo chinés foi o teste por
reacdo em cadeia da polimerase de transcricdo reversa em tempo real (RT-PCR, do
inglés real-time reverse transcriptionpolymerase chain reaction) (ALSHARIF;
QURASHI, 2020). Porém, outros métodos também se mostraram importantes uma
vez que a demanda e a necessidade de resultados cada vez mais rapidos surgiram
com a propagacéo da doenca. A tomografia computadorizada ganhou destaque na
identificacdo de casos com alteracdo pulmonar e, portanto, casos de pneumonia
(ALSHARIF; QURASHI, 2020). Contudo, o teste de RT-PCR ainda é o mais
relevante. Apesar dos exames de imagem serem uma forma de identificacdo de
casos mais graves usada no Brasil em momentos em que o resultado de RT-PCR

seria demasiadamente demorado por conta da demanda, ndo sdo capazes de
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identificar a doenga ainda na fase mais inicial e de transmissdo. Assim, em se
tratando de saude publica, o RT-PCR se mostra essencial como medida de
contencéo da COVID-19.

A cavidade oral € uma porta de entrada critica para agentes infecciosos, virais
e bacterianos. Os o0Orgdos de saude visam muito a higiene das maos e dos
ambientes, mas € necessario ressaltar que a boca e o nariz, fazendo parte do
sistema respiratério, sdo estruturas importantes na disseminacdo e contagio de
doencas como a COVID-19. Além disso, a enzima conversora de angiotensina 2
(ACE2), que € um receptor usado pelo SARS-CoV-2 para estabelecer a infeccao por
meio da ligacdo com a proteina Spike (NAQVI et al., 2020), é considerada altamente
expressa na mucosa da cavidade oral e nasal (HAMMING et al., 2004).

Desta forma, o diagnoéstico da COVID-19 por meio de fluidos orais, como
fluido crevicular e saliva, veio sendo testado com o intuito de chegar a um teste que
fosse mais simples, que apresentasse menos incOmodo e que fosse mais seguro
para os profissionais de saude (GRUPTA et al., 2021).

Além disso, diferentes formas de contencdo do avanco da contaminacao
também foram sendo estudadas. Dentre elas, melhorias quanto a pratica
odontoldgica, uma vez que esta se apresenta como um risco para a transmissao
direta, pessoa a pessoa, de SARS-CoV-2. Isso porque a geracao de bioaerossois é
comum nos consultérios dentarios, decorrente do uso de aparelhos ultrassénicos,
seringas triplice e alta-rotacdes. Frente a isto, surgiu um questionamento sobre a
possivel reducdo da carga viral através do uso de enxaguantes orais utilizados
previamente aos procedimentos odontoldgicos.

Os objetivos desta dissertacao foram: (1) comparar os resultados de RT-PCR
obtidos com amostras de swab nasofaringeo e saliva (estudo 1), e (2) investigar se
algum enxaguante com antissépticos orais reduziria a carga viral de SARS-CoV-2 na
saliva de pacientes positivos para a COVID-19, diminuindo assim as chances de

propagacao do virus durante a atividade odontolégica (estudo 2).
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Patogénese da COVID-19

A andlise filogenbmica revela que o SARS-CoV-2 esta intimamente
relacionado a familia dos betacoronavirus e, semelhante aos outros coronavirus,
se trata de um RNA de fita simples. O seu genoma apresenta comprimento de
menos de 30 kb com 14 estruturas de leitura aberta (ORFs, do inglés open
reading frames) e codificacdo de proteinas ndo estruturais (NSPs, do inglés non-
structural proteins) para replicacdo de virus, além de processos de montagem;
proteinas estruturais, incluindo a proteina Spike, envelope, membrana /matriz,
nucleocapsideo e proteinas acessorias (MOHAMADIAN et al., 2020).

A primeira ORF do genoma se traduz em uma poliproteina ppla ou pplab.
Entre elas, seis NSPs (NSP3, NSP9, NSP10, NSP12, NSP15 e NSP16)
desempenham papéis criticos na replicacao viral (MOHAMADIAN et al., 2020).

Outras ORFs codificam proteinas estruturais e acessorias, como a proteina
S. Esta € uma proteina transmembrana responsavel pela ligacdo entre o virus e
o receptor da ACE2, expresso na superficie das células do hospedeiro. Estudos
anteriores apontaram a ACE2 como um receptor funcional especifico para
SARS-CoV (LI et al., 2003; ZHOU et al. 2020). Além disso, ZHOU et al. 2020,
demonstraram que o SARS-CoV-2 pode entrar em células que expressam
ACE2, mas ndo em células sem ACE2 ou expressando outro receptor de
coronavirus, como aminopeptidase N e dipeptidil peptidase. A expressdo de
ACE2 ainda foi demonstrada em células epiteliais da lingua, o que reforca a
perspectiva que a mucosa oral € uma via de acesso a infecgdo por SARS-CoV-2
(ZHONG et al., 2020). Portanto, € a proteina responséavel pela contaminagéo
propriamente dita (NI et al., 2020).

A importancia da ACE2 se estende além da questédo da entrada do virus na
célula humana, ensaios clinicos ja haviam mostrado que o polimorfismo de

insercdo / delecdo de ACE pode estar correlacionado com a gravidade da
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Sindrome Respiratoria Aguda Grave (MARSHAL et al., 2002; CRUCES et al.,
2012).

A importancia da mucosa oral na COVID-19 ndo se resume a expressao de
ACE2 e, assim, a possivel porta de entrada para o virus. As condi¢cdes durante e
apos a doenca relacionada as células epiteliais da lingua também s&o pauta de
pesquisas atuais. Ulceras tém sido associadas a infeccdo por SARS-CoV-2, sendo
entdo possivelmente considerada uma manifestacdo da COVID-19 (RIAD et al.,
2020). Ademais, alteracdes dimensionais nas células epiteliais da lingua ja foram
demonstradas, embora ainda haja necessidade de mais estudos (MARQUES et al.,
2020).

1.2 Testes diagndsticos para a Covid-19

O RT-PCR é a versdo do método PCR desenvolvida para deteccdo do
sequenciamento genémico do RNA, sendo este um teste confidvel e rapido. Esta
técnica € baseada em duas reacdes consecutivas: a conversdo do RNA em DNA
complementar através de uma enzima de transcricdo; e a amplificacdo da amostra
de DNA complementar por reacdo em cadeia da polimerase usando primers
especificos de gene e sondas de fluorescéncia de hidrélise marcadas. A primeira
etapa produz modelos de DNA para serem usados na segunda etapa, onde o
nimero de copias do DNA é aumentado ao longo de repetidos ciclos (YUCE et al.,
2021; NOLAN et al., 2006). Primers especificos do gene guiam a segunda reacao
para a amplificacdo da regido selecionada, enquanto as sondas produzem sinais
fluorescentes a cada amplificacdo bem-sucedida das regides do gene, permitindo
um sistema de reagéo quantificavel (NOLAN et al. 2006).

Assim, a detec¢do no método de RT-PCR se d& através das diversas regidoes
genbmicas virais conservadas, como o0 gene da RNA polimerase dependente de
RNA, o0 gene da proteina do nucleocapsideo e o gene da proteina do envelope, que
tém sido alvos dos testes moleculares (EJAZI et al., 2021). Sendo assim, por ser
capaz de amplificar niveis virais baixos, é capaz também de detectar a doenca em

seu estagio mais inicial.
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Com isso, desde o0 comec¢o da pandemia, esse método de deteccdo vem
sendo usado como padrdo-ouro para o diagnéstico de COVID-19 (WANG et al.,
2020; CORMAN et al., 2020). Porém, € um método que requer um profissional
especializado para realizar a coleta, exige equipamento de protecdo individual do
mesmo, pode induzir espirro e tosse por parte da pessoa testada e, por vezes, nao
se obtém o consentimento do individuo testado para fazer uma nova coleta, o que
representa um risco alto para a saude publica (VAZ et al., 2020).

Por outro lado, o mesmo tipo de teste laboratorial poderia ser efetivo quanto a
deteccdo de SARS-CoV-2 caso outro tipo de amostra fosse usado (VAZ et al.,
2020). Nesse sentido, comecaram os testes com a saliva como método alternativo,
uma vez que se trata de um espécime indolor, que pode ser auto coletada, podendo
inclusive ser um meio de testar criancas. Além disso, laboratorialmente € ainda uma
forma mais barata de detec¢do do virus, uma vez que nao precisa de nenhuma
solucdo de transporte, como precisam as técnicas de swab orofaringeo (VAZ et al.,
2020).

Porém, dependendo do tempo decorrente do inicio dos sintomas, o diagndstico
e 0 acompanhamento de individuos convalescentes também devem ser feitos por
meio do teste de anticorpos.

Niveis altos de carga viral sdo detectados no trato respiratério nos estagios
iniciais da doenca, de cinco a seis dias dos primeiros sintomas (PAN et al., 2020).
Nesses casos, o teste ideal considerado € o RT-PCR (CHAN et al., 2020; ZOU et al.,
2020). Contudo, presenca de anticorpos sanguineos é uma forma indireta de
avaliacdo da COVID-19, sendo assim indicada para periodos mais avancados com
relacdo ao inicio dos sintomas e de acordo com a janela imunolégica (ISLAM et al.,
2020). Tanto testes rapidos, quanto testes laboratoriais vém sendo feitos com

diferentes graus de sensibilidade e especificidade.

1.3 Enxaguantes orais na prevencao da COVID-19 e outras doencas

Antes do inicio da pandemia, o uso de enxaguantes orais previamente aos

procedimentos odontolégicos ja era recomendado devido a disseminacdo de

microrganismos que pode acontecer por meio do uso de equipamentos que
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produzam aerossois. H4 evidéncia moderada de que o uso de enxaguantes reduz
significativamente 0 niumero de microrganismos quando se gera bioaerossois em
ambientes odontoldgicos (MARUI et al., 2019).

Além disso, as hipoteses ja haviam sido levantadas com relacdo ao efeito
virucida dos enxaguantes envolvendo mecanismos biofisiologicos, como a lise do
envelope viral, deterioracdo das cadeias de carbono dos nucleotideos, e impacto na
inativacdo e/ou bloqueio de proteinas virais (KARPINSKI, SZKARADKIEWICZ; 2015;
BAQUI et al., 2001).

Assim, algumas substéncias se mostraram possiveis coadjuvantes na

prevencao de doencgas, especialmente a COVID-19.

1.3.1 Perdxido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (H20,) tem sido estudado quanto a sua efetividade
contra a COVID-19, tanto com relagédo ao tratamento da doencga, quanto com relacao
a sua prevencédo (DOMENICO et al., 2021; GOTTSAUNER et al., 2020; TREJO et
al., 2021). Além disso, ja havia sido demonstrado que o perdxido de hidrogénio a 3%
inativou diversos tipos de virus in vitro, sendo os virus da influenza e o coronavirus
0s mais sensiveis (MARSHAL et al., 1995).

A ruptura das membranas lipidicas induzida por radicais livres de oxigénio
pode ser causada por peréxido de hidrogénio (O’'DONNELL et al., 2020). Ainda, em
recente revisao sistematica, essa substancia foi eficaz na inativacdo de coronavirus
por agentes biocidas em testes de suspensdo com concentracdo de 0,5% e tempo
de incubacgao de 1 min (KAMPF et al., 2020).

Estudos imunoldgicos in vitro indicam que o uso de perdoxido de hidrogénio
nas células epiteliais do nariz, garganta e boca pode ser excepcionalmente eficaz
contra virus, incluindo coronavirus (CARUSO et al., 2020).

Entretanto, mesmo com a reacdo quimica que se baseia nas propriedades
antimicrobianas do peréxido de hidrogénio, essa degradacdo que ocorre nao é
seriamente capaz de impedir uma recontaminacao imediata da cavidade oral, visto
que particulas de um virus (como 0 SARS-CoV-2) podem eventualmente surgir de

varias fontes, como secrecdes respiratorias, orofaringe, glandulas salivares e fluido
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gengival (BADRAN et al., 2020; PALLOS et al., 2020; TO et al.,, 2020a; TO et al.,
2020b; XU et al., 2020)

1.3.2 Clorexidina (CHX)

Em 1990, um estudo in vitro demonstrou que o efeito antiviral do enxaguante
bucal com clorexidina 0,12% ocorreu rapidamente e, geralmente, a eficacia contra
virus aumentou com o tempo. Porém, a clorexidina parece ndo ter atividade efetiva
contra virus sem envelope, mas sim contra virus com envelope lipidico (BERNSTEIN
et al., 1990), como o0 SARS-CoV-2, um virus envelopado.

Um estudo in vivo foi realizado para avaliar o efeito do enxaguatério bucal
com clorexidina sobre o SARS-CoV-2. Dois pacientes hospitalizados com
diagnéstico de COVID-19 usaram Clorexidina 0,12% (15 mL). Esse enxaguatorio
bucal foi eficaz na reducéo da carga viral de SARS-CoV-2 na saliva por um periodo
de curto prazo (YOON et al., 2020), apontando a necessidade de mais estudos com
essa substancia.

Mais recentemente, um estudo avaliou a reducdo de SARS-CoV-2 em 16
pacientes positivos para a COVID-19 incluindo enxaguante com CHX. Contudo, 0s
resultados ndo mostraram nenhuma reducdo em até 6h apds o uso do enxaguante
(SENEVIRATNE et al., 2021).

Por outro lado, a Diretriz para o Diagnéstico e Tratamento da Nova
Pneumonia por Coronavirus (52 edi¢ao) divulgada pela Comissédo Nacional de Saude
da Republica Popular da China aponta que, como o SARS-CoV-2 é um virus
vulneravel a oxidacdo, o uso de perdxido de hidrogénio a 1% ou povidona a 0,2%
seria mais recomendado que a clorexidina com o objetivo de reduzir a carga salivar
de microrganismos orais, incluindo o SARS-CoV-2 (PENG et al., 2020).

1.3.3 Hipoclorito de Sédio (NaOCI)
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Um estudo in vitro mostrou que o hipoclorito de sédio pode inativar diferentes
virus em diferentes concentracfes, tendo uma resposta a dose observada. O
mecanismo observado foi a degeneracdo das particulas, uma vez que houve uma
mudanca morfoldgica significativa e perda de estruturas dentro das particulas virais
(SHIRAI et al., 2000).

O hipoclorito de sbédio também se mostrou eficaz contra o coronavirus na
higienizacdo das maos em duas concentracdes (0,05% e 0,25%) (MA et al., 2020).

Na odontologia, o hipoclorito € utilizado na endodontia para irrigar o sistema
de canais radiculares e parece ser a substancia ideal para isso, pois pode dissolver
o tecido necrético (ZEHNDER, 2006). Também pode ser usado no tratamento
periodontal como enxaguatdrio bucal (0,05% e 0,25%) para reduzir o acumulo de
biofilme supragengival, reduzir o sangramento a sondagem e a inflamacao gengival
(De NARDO et al., 2012; GONZALEZ et al., 2015). Assim, o hipoclorito de s6dio é
um agente antimicrobiano eficaz em véarias concentracdes, seguro e acessivel, cuja

efetividade contra o SARS-CoV-2 deve ser estudada.

1.3.4 Qutras substancias

Outras substancias foram recomendadas com o intuito de reduzir a
disseminacdo da doenca logo no inicio da pandemia. A solucdo de iodopovidona
chegou a ser recomendada inclusive para sprays nasais (KRONBICHLER et al.,
2020). Assim como a clorexidina e o peroxido de hidrogénio, substancias como
cetilpiridinio, citrox e 6leos essenciais contém moléculas antivirais. Revisfes de
literatura mostraram que o cetilpiridinio e a iodopovidona foram as primeiras
substéancias testadas e indicadas para a reducao da carga viral na saliva e, portanto,
da transmissdo de COVID 19 (CARROUEL et al. 2020; HERRERA et al. 2020;
KUMAR et al. 2020).

Mais recentemente, Seneviratne et al. (2021) avaliaram o cloreto de
cetilpiridinio e iodopovidona, além da CHX, para a reducdo de SARS-CoV-2 na
saliva, concluindo que tanto o cloreto de cetilpiridinio quanto a iodopovidona podem
apresentar uma melhora no resultado do RT-PCR salivar dos pacientes positivos em

até 6 horas apds 0 uso dos respectivos enxaguantes.
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Porém, o nimero de individuos e amostras incluidos nos estudos com estas

substancias até agora é reduzido, o que aponta a necessidade de mais pesquisas.
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2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (4.045.586) e registrado no Registro Brasileiro de
Ensaios Clinicos (RBR-10hj7jyn). Um termo de consentimento livre e esclarecido foi

obtido de todos os participantes no estudo e uma cépia foi entregue aos mesmos.

2.1 Desenho dos estudos

Estudo 1 foi transversal e o estudo 2 foi ensaio clinico prospectivo duplo-cego

nao randomizado.

2.2 Célculo amostral

O tamanho da amostra do estudo 2 foi calculado para o desfecho priméario
(reducdo do numero de cépias do SARS-CoV-2). Com base em a = 0,05 e
assumindo uma reducdo de 20% do numero de cépias apdés um bochecho, um
estudo com 12 pacientes em cada grupo teria 80% de poder para detectar
diferencas significativas. Este ensaio clinico em humanos foi realizado em
conformidade com as diretrizes CONSORT (referenciar CONSORT).

2.3 Selecao dos pacientes

Trezentos e setenta e seis individuos recrutados foram provenientes do
ambulatério de testagem para a COVID-19 da Policlinica Piquet Carneiro, das
enfermarias especializadas em COVID-19 do Hospital Universitario Pedro Ernesto e

do Hospital Municipal Sdo José, Rio de Janeiro, Brasil.
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Dos 376 individuos, 189 eram provenientes da Policlinica Piquet Carneiro e,
portanto, tiveram amostras de NPS coletadas no mesmo momento da coleta de
saliva. Assim, as 378 amostras (189 de NPS e 189 de saliva) foram analisadas para

a comparacao dos resultados das mesmas, como demonstra a figura 1 (estudo 1).

Figura 1 — Fluxograma da selecao dos individuos que tiveram as amostras de NPS e

saliva (estudo 1).

Individuos que
realizaram amostras Total de amostras

N=378

de NPS e saliva
N=189

Amostras de
NPS
N=189

Amostras de
Saliva

N=189

Amostras
negativas

Amostras
positivas

Amostras Amostras

positivas

negativas

N=40 N=149 N=47 N=142

Fonte: A autora, 2022.

Contudo, pacientes oriundos do Hospital Municipal Sdo José tiveram o
resultado do RT-PCR apenas a partir das amostras de saliva, realizadas antes do
uso do enxaguante. Desta forma, estes individuos tiveram suas amostras utilizadas
apenas para avaliar a eficacia das solu¢gfes enxaguatorias. Os pacientes do Hospital
Universitario Pedro Ernesto realizaram NPS previamente as coletas com um
intervalo de no maximo 7 dias sendo direcionados, assim como 0s pacientes do
Hospital Municipal S&o José, apenas para estudo 2.

Os pacientes que atenderam aos critérios da pesquisa foram convidados a
participar voluntariamente da mesma, sendo alocados em 5 grupos diferentes de

acordo com a solucdo enxaguatdria, como demonstra a figura 2.
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Figura 2 — Fluxograma da selecédo dos individuos que tiveram as amostras pés uso
de antissépticos orais analisadas (estudo 2).

Selegao inicial

Individuos com amostra
inicial de saliva para a
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exclusao

Amostras negativas
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Individuos com RT-
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(N=63)
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entre os grupos
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Combinagao de
Grupo 3: Grupo 4: Perdxido de
Clorexidina Hipoclorito de Hidrogénio

Grupo 2:
Peroxido de

Hidrogénio 0,12% Sédio 1,5% 1,5% e

0,
(r&f‘l/g) (N=12) (N=12) Clorexidina
0,12%

(N=12)

Tempos
experimentais

Amostras de saliva inicial,
imediatamente apds o enxague, 15

minutos apos e 30 minutos apoés.

Fonte: A autora, 2022.
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2.4 Critérios de inclusao e exclusao

Para ser incluido no estudo 1, era necessario realizar um exame de RT-PCR
por NPS (por ter tido pelo menos um sintoma de COVID-19 no momento da coleta
ou até 14 dias anteriormente ou ter tido contato com alguém positivo para a doenca).
Ja para ser incluido no estudo 2, era necessario ter a amostra inicial de saliva
positiva através do RT-PCR.

Os critérios de exclusédo foram pacientes sem amostras de NPS para o estudo
1. Para o estudo 2, amostras iniciais de saliva negativadas, auséncia de sinais ou

sintomas de COVID-19 e/ou contato com alguém positivo para a doenca.

2.5 Prontuario dos pacientes

Para cada um dos participantes do estudo foi preenchida uma ficha contendo
dados pessoais e anamnese. Os dados pessoais coletados incluiram: identificacao
do paciente, data de nascimento, endereco, autodeclaracdo de raca, local onde foi o
atendimento, género, certificado de pessoa fisica, endereco e contato telefnico.

A anamnese incluia as seguintes perguntas tanto para o grupo teste quanto
para o0 grupo controle: se tinha ou se ja havia tido diagndstico de hipertenséo,
problemas cardiacos, diabetes mellitus, problemas respiratorios ou alérgicos, HIV ou
qualguer outro problema de saude que fosse de conhecimento do paciente. Foi
guestionado, ainda, se o paciente fazia uso de algum medicamento, se era tabagista
ou ex-tabagista. Para mulheres, foi questionada a possibilidade de gestacao.

Quanto as questdes relacionadas a COVID-19, foi perguntado se o paciente
teve: febre, crises respiratorias (tais como tosse ou dificuldade de respirar), mal-
estar, perda de olfato e paladar e/ou dores abdominais no momento da coleta ou nos

ultimos 14 dias.
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2.6 Coleta de saliva

Inicialmente, 376 individuos entraram no estudo. Os individuos produziram
uma amostra inicial de saliva ndo estimulada — nenhum dispositivo mastigatério foi
utilizado para estimular a salivagcdo — e sem terem se alimentado por pelo menos 30
minutos antes da coleta. As amostras iniciais foram testadas para a presenca de
SARS-CoV-2 por ensaio de RT PCR. O restante das amostras foi armazenado em
tubo estéril individual (estudos 1 e 2).

No estudo 2, ap6s a coleta da primeira amostra, todos os individuos foram
solicitados a enxaguar com o antisséptico bucal designado por um minuto. Trés
amostras adicionais de saliva foram coletadas: imediatamente apds o enxague, 15
minutos apds o enxague e 30 minutos apds 0 enxague. Todas as amostras foram
codificadas e imediatamente colocadas em gelo e, posteriormente, armazenadas em
freezer (-80 °C) até a extracdo do RNA.

Os pacientes ndo sabiam qual enxaguante estavam usando. Os cédigos
foram ocultados de todos os pacientes e funcionarios do laboratério diretamente
envolvidos no estudo até que as andlises estatisticas fossem concluidas.

Se as amostras de saliva iniciais fossem positivas para a presenga de SARS-
CoV-2, as 3 amostras adicionais de saliva coletadas do paciente eram analisadas
posteriormente. 63 das 376 amostras de saliva pré-enxague dos individuos tiveram
resultados positivos. Assim, estas amostras foram separadas em 5 grupos, de
acordo com o enxaguatorio bucal utilizado. O grupo 1 (controle) recebeu 15 mL de
agua, o grupo 2 recebeu 15 mL de perdxido de hidrogénio (H.0,) 1,5%, preparado
diluindo em 50:50 com H,0, o grupo 3 recebeu 15 mL de clorexidina 0,12%
(Perioxidin, Lacer, S&o Paulo, Brasil), o grupo 4 recebeu 15 mL de hipoclorito de
sédio 0,1% (NaClO), preparado pela diluicdo de 2,5mL de hipoclorito de sédio
(NaClO 5-6%) em 125 mL de H.0, e o grupo 5 recebeu 15 mL de HP 1,5% por um
minuto seguido de 15 mL de clorexidina 0,12% (H,0, + CHX) por um minuto (Figura

1). Cada enxaguatorio bucal foi administrado em um dia especifico da semana.
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2.7 Extracdo do &cido nucleico

A extracdo de acido nucleico total foi realizada a partir de 200 pl de meio de
transporte viral usando o kit de isolamento Bio-Gene DNA / RNA Viral Extraction
(Bioclin® Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) seguindo o protocolo do fabricante.

Os resultados foram detectados pela técnica de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa da transcriptase reversa (RT-qPCR) com sequéncias de
primers e sondas do kit molecular SARS-CoV-2 (E) Bio-Manguinhos do Protocolo de
Berlim. A metodologia de amplificacdo especifica do alvo com sondas marcadas
com fluorescéncia foi usada para determinar a presenca do gene do envelope (E) de
SARS-CoV-2 e de RNAse P humana como controle de extracdo. O equipamento
utilizado na etapa de amplificacdo e deteccao foi o 7500 RT PCR System (Applied
Biosystems™ Waltham, Massachusetts, USA) e os ensaios RT-gPCR para deteccéo
de RNA de SARS-CoV-2 sendo realizados a partir de amostras de saliva. Noventa
amostras foram repetidas aleatoriamente (teste de Pearson = 0,9911) e retestadas
com BIOMOL One Step / Covid-19 ORFlab e alvos de genes N (teste de Pearson:
gene E vs. Orflab = 0,9771 e E vs. N = 0,9795) para correlacionar os resultados de
limiar de ciclo (CT, do inglés Cycle Threshold) entre diferentes alvos génicos e
garantir a reprodutibilidade entre os ensaios durante RT-qgPCR. O limite de deteccao
de CT foi de 42. Os valores de CT foram convertidos para o niumero de copias / uL,
usando a seguinte férmula (nimero de copias / pL = -107. LN (valor de CT) + 5,107).

Todo processo de andlises laboratoriais foi realizado no Laboratério de

Histocompatibilidade e Criopreservacdo (HLA-UERJ).

2.8 Andlise de dados e estatistica

O programa estatistico “Statistical Package for Social Science” (SPSS) verséo
23.0 foi utilizado para a andlise dos dados. No estudo 1, o teste t de Student
pareado foi usado para comparar os valores de CT de amostras positivas de NPS e
saliva. O teste qui-quadrado foi usado para comparar as frequéncias dos sintomas

em pacientes de acordo com a deteccédo de COVID-19 de NPS e saliva.
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Ja no estudo 2, o teste de Kolmogorov-Smirnov indicou que os dados foram
distribuidos normalmente. O teste ANOVA com corre¢do de Dunn foi utilizado para
verificar diferencas entre o numero de cépias / uL e a idade em cada periodo
experimental. Um teste ANOVA de 2 fatores avaliou a interacdo entre o tempo de
observacdo e o tipo de enxaguatério bucal. O teste do qui-quadrado avaliou
diferencas na frequéncia de sinais e sintomas relacionados ao COVID-19 entre os 5

grupos. O nivel de significancia considerado para ambos os estudos foi de 5%.
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3 RESULTADOS

Cento e oitenta e nove pacientes foram incluidos no estudo 1 (média idade: 39,6;
DP 12,3), sendo 54 homens e 143 mulheres, com 378 amostras (189 saliva e 189
amostras de NPS). Entre as 189 amostras de NPS, 142 tiveram um resultado n&o
detectavel (ND), enquanto 47 tiveram um resultado detectavel (D). Além disso, entre
as 142 ND, 137 (94,4%) amostras de saliva obtiveram o mesmo resultado, enquanto
5 amostras (3,4%) eram D. Dentre as 47 amostras de NPS D, 35 (74,4%)
apresentaram o mesmo resultado das amostras de saliva. O valor de sensibilidade
do teste foi de 0,74 e a especificidade foi de 0,97. Os valores preditivos positivo e
negativo foram 0,88 e 0,92, respectivamente. A concordancia entre as amostras de
NPS e saliva foi de 91% (172/189) (Tabela 1).

Tabela 1 — amostras de NPS e saliva para SARS CoV-2 por RT-PCR de

pacientes ambulatoriais sintoméaticos.

Amostras de NPS

Positivo Negativo total

Amostras de Positivo 35 5 40
saliva negativo 12 137 149
total 47 142 189

Fonte: A autora, 2022.

Uma frequéncia significativamente maior de pacientes referindo perda de
olfato e paladar (p = 0,003), febre (p = 0,003), e indisposic¢éo (p = 0,02) foi observada
em amostras positivas em comparacdo com NPS negativo (Tabela 2). Na saliva,
uma frequéncia significativamente maior de pacientes referindo febre (p = 0,03) e
mal-estar (p = 0,03) foi observada em amostras positivas em compara¢cdo com
amostras negativas (Tabela 3). Entre as 35 amostras positivas de NPS e saliva (n =
35), a média (DP), os valores do CT de RT-PCR foram 27,8 (4,3) e 30,6 (5,1),

respectivamente (p = 0,007).
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Tabela 2 — Média (DP) da idade, distribuicdo de género e frequéncia dos sintomas

dos pacientes ndo hospitalizados com amostras nasofaringeas positivas

e negativas para o teste de COVID-19 por RT-PCR.

Total NPS + NPS - p value

(n=189) (n=47) (n=142)
Idade 39,2 (11,5) 39,5 (12) 38,1(9,8) 0,45
Mulheres n (%) 141 (74,6) 34 (72,3) 107 (74) 0,7
Tabagismo n (%) 11 (5,8) 0 (0) 11 (7,7) 0,17
Mal-estar n (%) 146 (77,2) 42 (89,4) 104 (73,2) 0,02
Tosse n (%) 128 (67,7) 33(70,2) 95 (67) 0,67
Perda de olfato e/ou paladar n (%) 71 (37,5) 26 (55,3) 45 (31,7) 0,003
Dor abdominal n (%) 70 (37) 18 (38,3) 52 (36,6) 0,83
Febre n (%) 86 (45,5) 30 (63,8) 56 (39,4) 0,003

Fonte: A autora, 2022.

Tabela 3 — Média (DP) da idade, distribuicdo de género e frequéncia dos sintomas

dos pacientes ndo hospitalizados com amostras de saliva positivas e

negativas para o teste de COVID-19 por RT-PCR.

Total saliva + Saliva - p valor
(n=189) (n=40) (n=149)
Idade 39,2 (11,5) 38,3 (10,2) 39,4 (11,8) 0,6
Mulheres n (%) 139 (73,5) 30 (75) 109 (73,2) 0,8
Tabagismo n (%) 11 (5,8) 0 (0) 11 (7,4) 0,26
Mal-estar n (%) 149 (78,8) 36 (90) 110 (73,8) 0,03
Tosse n (%) 128 (67,7) 26 (65) 102 (68,5) 0,67
Perda de olfato e/ou paladar n (%) 71 (37,6) 20 (50) 51 (34,2) 0,06
Dor abdominal n (%) 70 (37) 15 (37,5) 55 (36,9) 0,95
Febre n (%) 86 (45.5) 24 (60) 62 (41,6) 0,03
Fonte: A autora, 2022.
Legenda: Saliva + = individuos que testaram positivo no teste da saliva; Saliva - = individuos que

testaram negativo no teste salivar; p-valor = diferencas entre amostras positivas e negativas.

No estudo 2, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para sexo, idade

meédia, numero de fumantes ou frequéncia de sinais e sintomas relacionados ao

COVID-19 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Média (DP) da idade, distribuicdo de género e frequéncia de: tabagistas,
sinais e sintomas em pacientes de cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

Placebo H,0, CHX NaClO HP+ CHX  p valor

(n=15) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
Idade média (DP) 51 (17,8) 37,8 (11) 46 (15,7) 55 (17,3) 40,4 (14,8) 0,06
Género Feminino n 11 (68,8) 9 (75) 4 (33,3) 6 (50) 8 (66,7) 0,21
(%)
Tabagismo n (%) 1(6,3) 0 (0) 4 (33,3) 4 (33,3) 4 (33,3) 0,18
Febre n (%) 12 (75) 7 (58,3) 7 (58,3) 6 (50) 12 (100) 0,19
Tosse n (%) 11 (68,8) 8 (66,7) 8 (66,7) 9 (75) 10 (83,3) 0,87
Mal-estar n (%) 15 (93,8) 12 (100) 8 (66,7) 11 (91,7) 11 (91,7) 0,21
Perda de olfato e 6 (37,5) 4 (33,3) 8 (66,7) 7 (58,3) 8 (66,7) 0,26
paladar n (%)
Dor abdominal n 7 (43,8) 6 (50) 2 (16.7) 4 (33.3) 541,7) 0,48
(%)

Fonte: A autora, 2022.

Legenda: H,0, = 1,5 perdxido de hidrogénio, CHX = 0,12% Clorexidina, 0,1% NaClO = hipoclorito de
sédio

Nota: # O teste ANOVA com corre¢do de Dunn foi usado para verificar diferengas na média de idade
e o teste Qui-quadrado para verificar diferencas na frequéncia de fumantes e na frequéncia de
sintomas.

O teste ANOVA de 2 vias indicou uma interacdo entre o tempo de observacao
e o tipo de enxaguatoério bucal (F = 1.936, p = 0,047). Nao houve reducdo dos
valores médios do numero de copias / uL dos grupos 1, 3 e 5 ao longo do tempo. O
Grupo 2 (1,5% HP) apresentou reducdo significativa apés 30 minutos (p = 0,02),
enquanto o Grupo 4 (NaClO 0,1%) apresentou reducao significativa (p = 0,03)
imediatamente apds o enxague. Em comparacéo ao grupo controle, nenhum grupo
experimental demonstrou reducéo significativa da carga viral (Tabela 5).

Observou-se ainda que alguns pacientes apresentaram aumento no niumero
de copias / pL de SARS-CoV-2 imediatamente apds o bochecho inicial. Nos grupos
2 e 3 e 4, 12 individuos (33%) apresentaram esse aumento. Nos grupos 4 e 5, 0

aumento correspondente foi observado em um paciente (8,3%) (Tabela5).



31

Tabela 5 - Média (DP) do numero de cépias/uL em cada grupo, inicialmente,

imediatamente apés, 15 e 30 minutos ap0s o0 enxague, imediatamente

apos, 15 e 30 minutos apds o enxague.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Placebo H,0, CHX NaClO H,O, + CHX p
(n=15) (n=12) (n=12) (n=12) (n=12) valor
1
N° copias/uL 152 + 16 x 163 £ 21 x 151 + 14 x 151 £ 14 x 153 £ 16 x 0.33
inicial 10° 10° 10° 10° 10°

N° copias/pL
imediatamente
apos

N° copias/pL
15 min apés

N° copias/uL
30 min apds

p valor 2

152 +28x  159+18x  151+17x 137 +21Xx 146 +16 x  0.07
10° 10° 10° 10%* 10°

156 +25x 152+ 15x  149+19x 144+ 24X 148 +13x  0.56
10° 10° 10° 10° 10°

149+22x  149+19x 145+18x  144+20x 149 + 16 x 0.94
10° 10°* 10° 10° 10°

NS 0.02 NS 0.03 NS

Fonte: A autora,

2022.

H,0, = 1,5% peroxido de hidrogénio, CHX = 0,12% Clorexidina, 0,1% NaClO = hipoclorito de sédio
p-valor 1 = Teste ANOVA com correcédo de Dunn

p-valor 2 = Teste ANOVA de medidas repetidas

* Significativamente menor em comparagéo com os valores iniciais
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4 DISCUSSAO

No estudo 1, a sensibilidade e especificidade foram 0,74 e 0,97,
respectivamente. Os valores preditivos positivo e negativo foram 0,88 e 0,92,
respectivamente. A concordancia entre as amostras de NPS e saliva foi de 91%
(172/189). Dois estudos compararam amostras de saliva e NPS quanto a deteccéo
de SARS-CoV-2 (JAMAL et al., 2020; LANDRY et al., 2020). Landry et al. (2020)
testaram amostras pareadas de NPS / saliva, em um estudo transversal incluindo
124 pacientes ambulatoriais sintomaticos. Destes 124, 28 foram positivos para saliva
e amostras de NPS. Dois pacientes foram negativos para amostras de NPS e
positivos para amostras de saliva, enquanto 5 foram positivos apenas para a
amostra NPS. A concordancia geral entre as amostras de NPS e saliva foi de 94,4%,
corroborando com os resultados da presente dissertacdo (91%). A sensibilidade
para a saliva era de 0,85. Ambos os estudos nédo relataram valores preditivos
positivos e negativos. Jamal et al. (2020) examinaram 91 pacientes internados com
COVID-19 e testaram os pares de amostras NPS / saliva de cada paciente usando
RT-PCR. Eles relataram que a sensibilidade foi de 0,89 para amostras de NPS e
0,72 para amostras de saliva. E possivel calcular os valores preditivos positivos e
negativos, e concluir que eles foram de 0,84 e 0,48, respectivamente. As diferencas
guando comparadas aos resultados da presente dissertacdo podem ser
relacionadas aos diferentes periodos em que as amostras foram coletadas apds o
inicio da doenca.

To et al. (2020) verificaram a presenca do virus na saliva, mas nao compararam
as amostras de NPS e saliva. Os autores examinaram 12 pacientes hospitalizados
com SARS-CoV-2. Embora o tamanho amostral fosse considerado pequeno, houve
confirmacdo do diagnostico em laboratério, apontando que 11 amostras de saliva
também deram resultado positivo para detecgéo do virus.

Wyllie et al. (2020) tiveram como objetivo validar o uso da saliva para deteccao
do SARS-CoV-2. Os autores encontraram uma sensibilidade na detecgcédo de SARS-
CoV-2 na saliva superior a de amostras de NPS no inicio da hospitalizacdo e
resultados ainda mais consistentes durante a hospitalizagcdo prolongada e

recuperacao.
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Mais recentemente, Sakanashi et al. (2021) utilizaram 12 amostras de NPS
pareados as amostras de saliva coletados de pacientes em varios momentos apos o
inicio dos sintomas. Seus resultados sugeriram que as amostras de saliva eram uma
alternativa pratica ndo invasiva quando comparada ao NPS na deteccdo de SARS-
CoV 2 usando RT-PCR.

Com uma amostra mais significativa, outro estudo testou saliva combinada em
449 individuos, usando valores de CT de RT-PCR, assim como nesta dissertacao,
porém, encontraram que o0 teste de saliva ndo era tdo sensivel quanto teste
nasofaringeo (BARAT et al., 2021).

Os valores do CT foram significativamente menores nas amostras de NPS do
gue nas amostras de saliva, semelhante ao que ja havia sido descrito por Williams et
al. (2020) e Landry et al. (2020). Assim, a saliva é considerada um fluido biol6gico
que pode ser usado como uma técnica de diagndstico ndo invasiva, podendo ser
auto coletada, ndo causando desconforto e protegendo os profissionais de saude,
diminuindo ainda o custo de ter uma equipe especializada.

No estudo 2, o Grupo 2 (1,5% HP) apresentou reducéo significativa apés 30
minutos (p = 0,02), enquanto o Grupo 4 (NaClO 0,1%) apresentou reducao
significativa (p = 0,03) imediatamente apds o enxague. No entanto, em comparagao
ao grupo controle, nenhum grupo experimental demonstrou reducéo significativa da
carga viral. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Chaudhary et al.
(2021). Os autores mostraram uma reducdo mediana semelhante na carga viral de
SARS-CoV-2 na saliva de pacientes com COVID-19 apés 15 e 45 minutos apds uma
lavagem inicial com solucéo salina, peréxido de hidrogénio 1%, clorexidina 0,12% e
0,5 % iodopovidona. Todos 0s 4 enxaguatorios orais reduziram a carga viral em 61%
a 89% apos 15 min. No entanto, ndo houve diferencas entre os 4 grupos. No estudo
2 desta dissertacéo, a reducdo da carga viral variou de 0,4% a 4,2% imediatamente
apos o0 enxague e de -0,2% a 7,1% apds 15 min. Essas diferencas na reducao
mediana da carga viral podem estar relacionadas ao método de enxague. Em estudo
semelhante ao nosso, os pacientes enxaguaram com 7,5 ml do bochecho por 30
segundos, expectoraram e enxaguaram os 7,5 ml restantes por 30 segundos
(CHAUDHARY et al. 2021). No presente estudo, os pacientes fizeram bochechos
por 1 minuto, sem intervalo. A auséncia de diferencas significativas entre os grupos
experimental e controle pode estar relacionada ao niumero de pacientes em cada

grupo. Um calculo amostral de poder foi realizado antes do inicio do estudo e indicou
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que seriam necessarios 12 pacientes em cada grupo para verificar uma reducao de
20% na carga viral de SARS-CoV-2 na saliva. No entanto, esse célculo foi baseado
em nameros hipotéticos, pois ndo havia estudo anterior que avaliasse essa possivel
reducdo da carga viral. Com base nos resultados deste estudo, o poder foi de 0,51.
Chaudhary et al. (2021) também usaram um célculo de poder semelhante e
selecionaram 41 pacientes divididos em 4 grupos. Neste estudo, foram incluidos 63
pacientes divididos em 5 grupos. Ambos os estudos ndo observaram diferencas
entre 0s grupos controle e experimental.

Ha estudos avaliando a eficAcia dos enxaguantes orais na prevencdo de
doencas (CHAUDHARY et al. 2021; GOTTSAUNER, et al., 2020; SENEVIRATNE et
al., 2021). Contudo, ha uma limitacdo comum a maioria dos estudos, a avaliacao
aconteceu atraves de unidades formadoras de coldnias bacterianas e ndo através da
avaliacdo da reducéo de aerossol contaminado (EGGERS et al., 2018, NAGRAJ et
al., 2020). Esta forma de avaliagdo ndo permite que se mensure a reducdo dos
niveis de contaminacdo virais e fungicas. Além disso, ndo se pode afirmar a
influéncia destes resultados em aerossois e, portanto, na contaminacao através de
procedimentos odontologicos (NAGRAJ et al., 2020).

As autoridades de saude em diferentes paises ja recomendavam o uso de
enxague antisséptico antes dos procedimentos em consultério, especialmente
durante a atual pandemia, esta recomendacéao foi intensificada (HERRERA et al.,
2020). Os agentes mais frequentemente recomendados sédo peroxido de hidrogénio,
iodopovidona e clorexidina (IZZETTI et al., 2020). No entanto, essas recomendacdes
foram baseadas principalmente em estudos in vitro (HERRERA et al., 2020).

Esta dissertacao inclui um estudo in vivo, onde a solu¢do de NaClO usada como
enxaguante bucal pré-procedimento reduziu significativamente a carga viral
imediatamente apds o0 enxaguante inicial (Tabela 5). As solu¢cdes de NaClO
apresentam algumas vantagens: sao baratas, prontamente disponiveis e oferecem
uma eficacia ndo especifica de amplo espectro em todos 0S microrganismos,
incluindo esporos e virus, além de serem usadas amplamente na odontologia
(ZEHNDER, 2006). Gonzales et al. (2015) observaram que o enxague com NaClO
0,25% por 25 semanas produziu uma reducdo no sangramento na sondagem por
causa dos efeitos antiplaca e, portanto, antigengivite. Um estudo in vitro mostrou que
o NaClO pode inativar diferentes virus em diferentes concentracdes, onde

mecanismo observado foi a degeneracao das particulas, pois houve uma mudanca
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morfolégica e perda de estrutura dentro das particulas virais (SHIRAI et al. 2000).
Atualmente, o NaClO também se mostrou eficaz contra a SARS-CoV-2 na
higienizacdo das maos em duas concentracdes (0,05% e 0,25%) (MA et al.2020).

Por outro lado, o enxaguante contendo 1,5% de H,O, reduziu significativamente
a carga viral 30 minutos ap0s o0 uso enxaguante em comparagdo com a carga viral
observada no inicio do estudo (Tabela 5). Uma vez que o0 SARS-CoV-2 é vulneravel
a oxidacdo, um enxaguatoério bucal pré-procedimento contendo agentes oxidantes,
como H,O, pode ser recomendado (PENG et al.,, 2020). Gottsauner et al. (2020)
concluiram, em um estudo piloto, que gargarejar com 1% de H,O, ndo diminui a
carga viral intraoral apos 30 minutos em individuos positivos para COVID-19. Além
disso, na odontologia, o H,O, € amplamente usado como um agente para O
clareamento dental por causar a ruptura das membranas lipidicas induzida por
radicais livres de oxigénio e (O'DONNELL et al., 2020). Em uma recente revisao
sistematica, o H,O foi considerado eficaz na inativacdo de coronavirus por agentes
antimicrobiano em testes de suspensdo, com concentracdo de 0,5% e tempo de
incubacédo de 1 min (HERRERA et al., 2020). Porém, o H,0; é rapidamente inativado
pela catalase na saliva e peroxidases endégenas no ambiente oral (O'DONNELL et
al., 2020). Mesmo assim, estudos imunoldgicos in vitro ilustram claramente que o
uso de H;O, nas células epiteliais do nariz, garganta e boca pode ser
excepcionalmente eficaz contra virus, incluindo coronavirus (CARUSO et al., 2020).
No entanto, mesmo com as propriedades antimicrobianas do H;0, a
recontaminacao imediata da cavidade oral ocorre a medida que particulas de um
virus como o0 SARS-CoV-2 emanam rapidamente de fontes, como secrecdes
respiratorias, orofaringe, glandulas salivares e fluido gengival (BADRAN et al., 2020;
PALLOS et al., 2020; PARK & PARK, 1989; TO et al., 2020a; TO et al., 2020b; XU et
al., 2020).

CHX 0,12% usada como um unico enxaguatorio oral ou em combinagdo com HP
1,5% néao reduziu a carga viral de SARS-CoV-2 (Tabela 2). CHX é um antisséptico
biguanida com ampla atividade antimicrobiana contra bactérias, virus e leveduras
(Herrera et al., 2020). Uma revisao sistematica recente indicou que o uso de CHX
como enxaguatorio bucal pré-procedimento reduziu significativamente a carga
bacteriana em aerossol dental (MARUI et al., 2019). Foi relatado que CHX tem uma
atividade virucida eficaz em virus com envelope, como virus herpes simplex 1 e 2,
citomegalovirus, influenza A e hepatite B (BAQUI et al., 2001; BERNSTEIN et al.,
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1990). Um estudo in vitro indicou que CHX 0,12% pode reduzir a concentracéo viral
de virus com envelope, mas ndo sem envelope (BERNSTEIN et al., 1990). Peng et
al. (2020) indicou que CHX pode nao ser eficaz em matar o virus SARS-CoV-2. Ha
uma auséncia de dados in vivo sobre o0 uso de enxaguantes com CHX para reduzir a
carga viral relacionada ao SARS-CoV-2. Yoon et al. (2020) avaliaram o efeito do
enxaguatorio bucal com CHX no SARS-CoV-2. Dois pacientes hospitalizados com
diagnéstico de COVID-19 usaram 0,12% de CHX (15 ml), concluindo que este
antisséptico bucal foi eficaz na reducéo da carga viral da SARS-CoV-2 na saliva por
um curto periodo. No entanto, este estudo teve algumas limita¢des, incluindo o
pequeno numero de amostras analisadas e a auséncia de um grupo controle.
Observou-se que as amostras de saliva de alguns pacientes mostraram um
aumento no numero de coOpias do SARS-CoV-2 imediatamente apds 0 enxague
bucal inicial. Nos grupos 2 e 3, 4 dos 12 pacientes (33%) demonstraram esse
aumento. Nos grupos 4 e 5, apenas um em 12 pacientes (8,3%) apresentou
aumento. O enxague bucal induz a descamacédo de células epiteliais orais e a lise
das células infectadas pode liberar material genético na cavidade oral. Esta
eliminagédo pode explicar o aumento inicial de copias/uL de SARS-CoV-2 em certos
pacientes e porque a reducdo média da carga viral nos grupos 2 e 3 sé foi
estatisticamente significativa apdés 30 minutos. Como a CHX pode ter reduzido a
descamacdao epitelial por meio da estabilizacdo da membrana celular, os pacientes
com aumento inicial no material genético viral foram observados com menos
frequéncia nos grupos 3 e 5. Dez amostras de saliva do grupo 2 (H,0O,) foram
submetidas a cultura viral, usando um ensaio de placa para avaliar se o virus vivo
era evidente nas amostras apds o enxague. Neste ensaio, a infecciosidade viral foi
detectada por focos de lise de células aderentes em placas de cultura suscetiveis a
infeccdo por um virus. Mesmo quando os focos de lise celular eram evidentes,
nenhuma placa com morfologia sugestiva de placas de SARS-CoV-2 pdde ser
identificada. Assim, foi impossivel confirmar a presenca de particulas virais

infecciosas de SARS-CoV-2 em culturas de amostras de enxague oral de H,0,.
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CONCLUSAO

A deteccdo de Sars-CoV-2 por RT-PCR em amostras de saliva mostrou alta
sensibilidade e especificidade quando comparada com swabs nasofaringeos. Além
disso, o0 enxaguatério bucal contendo NaClO 0,1% reduziu a carga viral
imediatamente apds o enxague, enquanto o enxaguatério com 1,5% de H,O, reduziu
a carga viral 30 minutos ap0s o enxague inicial em comparacdo com seus valores
basais. Porém, nenhum grupo experimental demonstrou reducdo significativa da

carga viral em relagédo ao grupo controle.
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APENDICE A - Ficha de anamnese da pesquisa

Numero de identificacdo:

Nome:
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Sexo:
CPF:
Data de nascimento:
Idade:

Endereco:

Tel.: Tel. de emergéncia:

Email:

Vocé tem ou ja teve alguma das condicdes abaixo?

Hipertensao arterial: SIM () NANO @]
Problemas cardiacos: SIM () NAO () - Qual?

Diabetes: SIM () NAO () 3
Problemas respiratorios: SIM () NAO () - Qual?

Problemas alérgicos: SIM () NAO () - Qual?

HIV: SIM () NAO ()
Algum outro problema de satde? Qual?

Toma algum medicamento?

Habitos

Tabagista: SIM () NAO ()
Ex-tabagista: SIM () NAO ()
Para mulheres

Esté gravida: SIM () NAO ()

Covid-19

Teve febre nos ultimos 14 dias?

SIM () NAO ()

Teve crises respiratdrias, tais como tosse e dificuldade de respirar nos tltimos 14 dias?
SIM () NAO ()

Teve mal-estar nos ultimos 14 dias?

SIM () NAO ()

Teve perda de olfato ou paladar nos ultimos 14 dias?
SIM () NAO ()

Teve dores abdominais nos ultimos 14 dias?

SIM () NAO ()

Exames complementares
Temperatura:
Frequéncia cardiaca:
Presséo arterial:




Peso:

Altura:
Sorologia: IgG:
IgM:
RT-PCR:
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Cultura:

Cadigos de identificacéo:

A = solucdo de clorexidina 0,12%;

B = Solugéo de H202 1,5%;

C =solucédo de NaCIlO 0,1% ;

D = Solucéo de iodopovidona 1%;

E = Combinacéo de bochechos (clorexidina 0,12% + Solucdo de H 2 O 2 1,5%;)
F = Placebo (agua estéril)

1/Pré = Antes do bochecho

2/Pds = imediatamente apds o bochecho
3/15 = 15 minutos ap6s o bochecho
4/30 = 30 minutos ap6s o bochecho



48

APENDICE B - Estudo 1. Aceito para publicacdo no Brazilian Dental Journal

SARS-COV-2 detection in saliva and nasopharyngeal swabs using RT-PCR was similar

Short Title: SARS-CoV-2 in saliva and nasopharyngeal swab

Taisa Coelho Guimarées®, Barbara Bruno Fagundes Marques®, Justine Monteiro Monnerat
Tinoco®, Lufs Cristévdo Moraes Sobrino Porto™, Eduardo Muniz Barretto Tinoco®?, Ricardo
Guimarées Fischer?

a. Department of Periodontology, Rio de Janeiro State University, Brazil

b. Histocompatibility and Cryopreservation Laboratory, Rio de Janeiro State University,
Brazil

c. Department of Endodontic, Rio de Janeiro Federal University, Brazil

d. Clinical Pathology Service, Piquet Carneiro Policlinic, Rio de Janeiro State University,
Brazil

Address of correspondence:
Ricardo Guimardes Fischer
Dental School

Rio de Janeiro State University
Boulevard 28 de Setembro, 157
Vila Isabel

Rio de Janeiro, RJ, Brazil

CEP- 22431-050

e-mail: ricfischer@globo.com



49

Abstract

The World Health Organization has declared the widespread spread of SARS-CoV-2
and its associated disease (COVID-19) a public health emergency. The standard gold test for
detecting the virus is the RT-PCR, performed from nasopharyngeal swab (NPS) samples.
However, this test may be uncomfortable for the patient and requires specific training and
attire from the health professional responsible for collecting the sample. Therefore, the search
for alternative ways to collect samples that may be used in the diagnosis of COVID-19 is
relevant. This study aimed to compare the results obtained from NPS and saliva samples. NPS
and saliva samples were collected from 189 symptomatic outpatients suspected of COVID-19,
who came to Piquet Carneiro Polyclinic. RNA extraction was performed using the Bio-Gene
DNA/RNA Viral Extraction kit (Bioclin®). Real-time reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) reactions used the Molecular SARS-CoV-2 (E / RP) kit (Bio-
Manguinhos). The results indicated that 142 showed a non-detectable result (ND), while 47
showed a detectable result (D). Among the 142 "ND", 137 (94.4%) saliva samples obtained
the same result, while 5 samples (3.4%) were "D". Among the 47 "D" swab samples, 35
(74.4%) showed the same result in the saliva samples. The sensitivity of the saliva test was
0.74 and the specificity was 0.97. The positive predictive value was 0.88 while the negative
predictive value was 0.92. The results showed that detection of Sars-CoV-2 using saliva
samples showed high sensitivity and specificity compared to nasopharyngeal swabs.

Keywords: saliva, real-time RT-PCR, nasopharyngeal swab, Covid-19, SARS CoV-2
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INTRODUCTION

Concerned by the alarming levels of spread and severity, on March 11, 2020, the World
Health Organization (WHO) declared the outbreak of COVID-19 a pandemic. The disease has
spread worldwide and there have been over 226 million reported cases and 4.6 million deaths
on September 16, 2021 (1).

Testing individuals for COVID-19 has been an important activity since the pandemic started
to contain the advance of the transmission. It seems that testing individuals is even more
critical since most countries are reopening their establishments, such as schools, restaurants,
and shopping malls. The virus has been detected in various clinical specimen such as blood,
crevicular fluid, urine, anal swabs (2,3). SARS-CoV-2 can infect multiple systems whose

fluids can be used to test individuals for this disease.

Even though nasopharyngeal swab (NPS) detects the presence of the virus itself, other forms
of tracking COVID-19 have been tested and not achieving the same results (2,4). Therefore,
the standard gold test for detecting SARS-CoV-2 is still the Real-Time — polymerase chain
reaction (RT-PCR) performed from NPS.

However, this test may be uncomfortable for the patient and requires specific training from
the health professional responsible for collecting the sample and personal protective
equipment. On the other hand, since a saliva specimen is a simple sample to collect, it would
not require a trained professional. It could also be performed in children without significant
complications because of its the self-collection way of obtaining the specimen.

Thereby, saliva has been tested as an alternative way to collect samples that may be used to
diagnose COVID-19 for both detection of infection, and for determining whether an infected
individual is no longer capable of infecting and safe to encounter uninfected members of the
community (5-7). To elucidate the versatility of non-invasive samples for testing for viral
infections, studies with severe acute respiratory syndrome and Middle East respiratory
syndrome coronavirus were performed (7). Therefore, saliva has been tested as an alternative
for SARS-CoV-2 (7-9), especially in community settings (5). Thus, this study aimed to

compare the results obtained from RT-PCR from NPS and saliva samples.
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MATERIALS AND METHODS

Three hundred and seventy-eight samples from Piquet Carneiro Polyclinic 189 outpatients
were collected between September and November 2020. All of them had at least one
symptom of Covid-19 at the time of collection and gave a written consent to participate. The

Ethical Committee approved the study from Pedro Ernesto University Hospital (4.045.586).

NPS were collected by trained health professionals and placed in conical tubes containing 3
mL of sterile saline solution. The saliva samples were collected by the patient him/herself in a

sterile universal collector, using the spitting technique.

The 378 samples collected were sent and processed at the Histocompatibility and
Cryopreservation Laboratory (HLA-UERJ). The materials were classified into two groups of
189 samples: NPS group and saliva group. The total nucleic acid was extracted from 200 pl of
viral transport medium using the Bio-Gene DNA/ RNA Viral Extraction (Bioclin® Belo

Horizonte, Minas Gerais, Brazil) isolation kit following the manufacturer's protocol.

The results were detected by the real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) technique with sequences of primers and probes from the molecular kit SARS-
CoV-2 Bio-Manguinhos of the Berlin Protocol (Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil). The
target-specific amplification methodology with fluorescence-labeled probes is used to
determine the presence of the SARS-COV2 envelope gene and human RNAse P (RP) as an
extraction control. The equipment used in the amplification and detection stage was the 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™ Waltham, Massachusetts, USA). The CT
limit of detection was 42.

The statistic program used in this study was SPSS (“Statistical Package for the Social
Science”) version 23.0. Paired Student t-test was used to compare CT values from positive
NPS and saliva samples. A Chi-square test was used to compare frequencies of symptoms in
patients according to their NPS and saliva COVID-19 detection. The level of significance was
set as 0.05.

RESULTS

There were 189 patients included in the present study (mean age: 39.6 £12.3, 54 men and 143
female), with 378 samples (189 saliva and 189 NPS samples). Among the 189 swab samples,
142 had a non-detectable result (ND), while 47 had a detectable result (D). In addition, among
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the 142 "ND", 137 (94.4%) saliva samples obtained the same result, while 5 samples (3.4%)
were “D”. Among the 47 “D” swab samples, 35 (74.4%) showed the same result as the saliva
samples. The sensitivity value was 0.74 and the specificity was 0.97. The positive and
negative predictive values were 0.88 and 0.92, respectively. The overall agreement between
the NPS and saliva samples was 91% (172/189) (Table 1).

A significantly higher frequency of patients referring loss of smell and taste (p=0.003), fever
(p=0.003), and unwellness (p=0.02) was observed in positive samples as compared to
negative NPS (Table 2). In saliva, a significantly higher frequency of patients referring fever
(p=0.03) and unwellness (p=0.03) was observed in positive samples as compared to negative
samples (Table 3). Among the 35 positive NPS and saliva samples (n=35), the mean (£ SD)
values of the cycle threshold (CT) of RT-PCR were 27.8 (+ 4.3) and 30.6 (+ 5.1), respectively
(p=0.007).

DISCUSSION

This study aimed to compare the results obtained from NPS and saliva samples using RT-
PCR. The results showed that the sensitivity value was 0.74, and the specificity was 0.97. The
positive and negative predictive values were 0.88 and 0.92, respectively. Two studies
specifically compared both samples (10,11). Jamal et al. (10) examined 91 inpatients with
COVID-19 and tested one pair of NPS/saliva samples from each patient using RT-PCR. They
reported that sensitivity was 0.89 for NPS samples and 0.72 for saliva samples. However, the
authors did not describe specificity and positive and negative predictive values. If we
calculate positive and negative predictive values, they were 0.84 and 0.48. Differences may be
related to the different periods that the samples were collected after the onset of the illness.
Landry et al. (11) tested paired samples of NPS/saliva, in a cross-sectional study including
124 symptomatic outpatients. Out of these 124, 28 were positive for both saliva and NPS
samples. Two patients were negative for NPS samples and positive for saliva samples, while 5
were positive just for the NPS sample. The overall agreement between NPS and saliva
samples was 94.4%, similar to the agreement of the present study (91%). The sensitivity for
saliva was 0.85. Both studies did not report positive and negative predictive values. After a
laboratory test, these results would be interesting if one wants to identify patients with a

disease.
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To et al. (9) examined 12 patients hospitalized with laboratory-confirmed SARS-CoV-2 and
informed that 11 saliva samples were also positive to detect the virus. However, their sample
size was small. They aimed to verify the presence of the virus in the saliva, not to compare

NPS and saliva samples.

Wyllie et al. (12) aimed to validate the use of saliva for SARS-CoV-2 detection. The authors
found that the sensitivity of saliva SARS-CoV-2 detection is superior to nasopharyngeal
swabs in early hospitalization and more consistent during extended hospitalization and
recovery. More recently, Sakanashi et al. (13) used 12 paired NPS and saliva specimens
collected from patients at various time points after symptom onset. Their results suggested
that saliva samples were a practical non-invasive alternative to NPS in detecting SARS-CoV-
2 using RT-PCR.

Another study tested pooled saliva in 449 individuals, using the same CT values from RT-
PCR. On the other hand, they have found that saliva testing is not quite as sensitive as
nasopharyngeal and midturbinate testing (14). They still highlighted that higher viral load in

an asymptomatic screening program is adequate to detect saliva.

CT values were significantly lower in NPS samples than saliva samples, similar to what was
described by Williams et al and Landry et al. (11). Saliva is a biological fluid that may be
used as a non-invasive diagnostic technique. It may be self-collected, does not cause patient
discomfort, protects the health professionals, and reduces the cost of having a specific team
for collecting and using protective equipment. Azzi et al. (15) examined 25 saliva samples of
inpatients with severe or very severe COVID-19. The authors suggested that saliva might be a

promising tool in COVID-19 diagnoses.

Other forms of analyzing the SARS-CoV-2 have been suggested. Reverse transcription loop-
mediated isothermal amplification, which is a gene amplification procedure, has been tested.
Compared to RT-PCR, it was demonstrated to be a simple, rapid, specific, and cost-effective
nucleic acid amplification method (16,17). However, RT-PCR is routinely used to detect
causative viruses from respiratory secretions due to its laboratory diagnostic reliability (18).

In conclusion, detection of Sars-CoV-2 using saliva samples showed high sensitivity and

specificity compared with nasopharyngeal swabs.
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RESUMO

A Organizacdo Mundial da Saude declarou a disseminacdo generalizada do SARS-CoV-2 e
sua doenca associada (COVID-19) uma emergéncia de saude publica. O teste padrdo ouro
para deteccdo do virus é o RT-PCR, realizado a partir de amostras de swab nasofaringeo
(NPS). No entanto, esse exame pode ser desconfortavel para o paciente e requer treinamento
especifico e vestimenta do profissional de satde responsavel pela coleta da amostra. Portanto,
a busca por formas alternativas de coleta de amostras que possam ser utilizadas no
diagnédstico de COVID-19 é relevante. O objetivo deste estudo foi comparar os resultados
obtidos em amostras de NPS e saliva. Amostras de NPS e saliva foram coletadas de 189
pacientes ambulatoriais sintomaticos com suspeita de COVID-19, que procuraram a
Policlinica Piquet Carneiro. A extracdo de RNA foi realizada com o kit Bio-Gene DNA /
RNA Viral Extraction (Bioclin®) e as rea¢fes em tempo real da reacdo em cadeia da
polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR) usaram o kit Molecular SARS-CoV-2 (E / RP)
(Bio-Manguinhos). Os resultados indicaram que 142 apresentaram resultado ndo detectavel
(ND), enquanto 47 apresentaram resultado detectavel (D). Entre os 142 "ND", 137 (94,4%)
amostras de saliva obtiveram o mesmo resultado, enquanto 5 amostras (3,4%) foram "D".
Dentre as 47 amostras de swab "D", 35 (74,4%) apresentaram o mesmo resultado nas
amostras de saliva. A sensibilidade do teste de saliva foi de 0,74 e a especificidade foi de
0,97. O valor preditivo positivo foi de 0,88, enquanto o valor preditivo negativo foi de 0,92.
Os resultados mostraram que a deteccdo de Sars-CoV-2 em amostras de saliva apresentou alta

sensibilidade e especificidade quando comparada com swabs nasofaringeos.
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Table 1. SARS Covid-19 RT-PCR from nasopharyngeal (NPS) and saliva samples in

symptomatic outpatients.

NP swabs
positive negative total
Saliva samples positive 35 5 40
negative 12 137 149
total 47 142 189

Table 2. Mean (= SD) of age, gender distribution, and frequency of symptoms in
outpatients with positive and negative nasopharyngeal samples (NPS) to detect

COVID-19.
Total NPS + NPS - p value
(n=189) (n=47) (n=142)
Age 39.2 (x11.5) 39.5(x12) 38.1(%9.8) 0.45
Gender female n (%) 141 (74.6) 34 (72.3) 107 (74) 0.7
Smoking yes n (%) 11 (5.8) 0 (0) 11 (7.7) 0.17
Unwellness yes n (%) 146 (77.2) 42 (89.4) 104 (73.2) 0.02
Cough yes n (%) 128 (67.7) 33(70.2) 95 (67) 0.67
Loss of smell and/or taste n (%) 71 (37.5) 26 (55.3) 45(31.7) 0.003
Abdominal pain yes n (%) 70 (37) 18 (38.3) 52 (36.6) 0.83
Fever yes n (%) 86 (45.5) 30(63.8) 56 (39.4) 0.003

NPS +: individuals who tested positive on the NPS test;



NPS -: individuals who tested negative on the NPS test.

p-value: differences among positive and negative samples
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Table 3. Mean (x SD) of age, gender distribution, and frequency of symptoms in outpatients

with positive and negative saliva samples to detect COVID-19.

Total saliva + Saliva - p value

(n=189) (n=40) (n=149)
Age 39.2 (+11.5) 38.3(x10.2) 39.4(x11.8) 0.6
Gender Female n (%) 139 (73.5) 30 (75) 109 (73.2) 0.8
Smoking n (%) 11 (5.8) 0 (0) 11 (7.4) 0.26
Unwellness n (%) 149 (78.8) 36 (90) 110 (73.8) 0.03
Cough n (%) 128 (67.7) 26 (65) 102 (68.5) 0.67
Loss of smell and/or taste n (%) 71 (37.6) 20 (50) 51 (34.2) 0.06
Abdominal pain n (%) 70 (37) 15 (37.5) 55 (36.9) 0.95
Fever n (%) 86 (45.5) 24 (60) 62 (41.6) 0.03

Saliva +: individuals who tested positive on the saliva test.
Saliva -: individuals who tested negative on the saliva test.

p-value: differences among positive and negative samples
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Objective: To evaluate the reduction in the salivary viral load using oral antiseptic
mouthwashes in patients testing positive for COVID-19.

Methods: Sixty-three individuals were recruited after testing positive for COVID-19
by real-time RT-PCR assay and divided into 5 groups. Group 1 received sterile water,
group 2 received 1.5% hydrogen peroxide solution (HP), group 3 received 0.12% chlo-
rhexidine (CHX), group 4 received 0.1% sodium hypochlorite solution (NaClO), and
group 5 received sequential rinses using CHX and HP. After collecting the initial saliva
sample, individuals were asked to use the designated mouthwash for 1 min. Additional
saliva samples were collected immediately after rinsing, 15, and 30 min after rinsing.
Real-time RT-PCR assays for RNA detection of SARS-CoV-2 were performed on the
saliva samples.

Results: There were no significant differences among the experimental groups and
the control group in any period. Compared to the baseline values, there was a signifi-
cant reduction in the number of copies of SARS-CoV-2 after 30 min in group 2 and
immediately after the initial mouthwash in group 4.

Conclusions: No experimental group demonstrated a significant reduction in the viral
load compared to the control group.

KEYWORDS
coronavirus, COVID-19, dental health survey, oral hygiene, saliva

nucleic material (Li et al., 2020; Weiss & Navas, 2005). The standard

In late December 2019, the first documented cases of COVID-19
emerged in Wuhan, China, killing more than 1800 and infecting more
than 70,000 people in the first 50 days of the epidemic (Shereen
et al., 2020). COVID-19 causes severe acute respiratory syndrome
by a coronavirus (SARS-CoV-2) (Zou et al., 2020). Coronaviruses are
surrounded by a lipid envelope, into which spike glycoproteins are
inserted (O’Donnell et al., 2020) and are considered members of the
coronavirus p group, containing a single-stranded positive RNA as a

transmission routes of SARS-CoV-2 include direct human-to-human
transmission due to close contact with an infected person, exposure
to coughing, sneezing, respiratory drops, or airborne particles (Li et al.,
2020), and contact transmission (contact with oral and nasal mucous
membrane) (Peng et al., 2020). Concerned by the alarming levels of
spread and severity, on March 11, 2020, the World Health Organization
(WHO) declared the outbreak of COVID-19 a pandemic. The disease
has spread worldwide, and there have been 204 million reported cases
and 4 million deaths as of August 12, 2021 (WHO, 2021).

Oral Diseases. 2022;00:1-7.

wileyonlinelibrary.com/journal/odi

© 2021 Wiley Periadicals LLC I 1



65

GUIMARAES T AL.

i—LWI LEY-

Lo 1 etk s Mk ot

Dental professionals and patients may be exposed to patho-
genic microorganisms, such as bacteria and viruses that infect the
oral cavity. These microorganisms may be transmitted in dental set-
tings through inhalation of airborne microorganisms that may remain
suspended in the air or by direct contact with blood and oral fluids
(Peng et al., 2020). To minimize the spread of the virus in a den-
tal office, dental professionals should identify suspected cases of
COVID-19 by performing a triage that excludes patients with pre-
vious contact with COVID-19-positive individuals, having a recent
history of fever, or having any other possible symptom of the disease
(lzzetti et al., 2020). It is expected that patients with COVID-19, or
suspected of having the disease, should not be treated in the dental
clinic. However, a substantial proportion of SARS-CoV-2 transmis-
sion by patients may occur up to 11 days before symptom onset,
with the proportion of presymptomatic transmission ranging from
37% to 48% (He et al., 2020).

It has been recommended that the patient rinses with mouth-
wash before a dental procedure (lzzetti et al.,, 2020; Peng et al.,
2020). Preoperative oral antiseptic rinses have been used as a stan-
dard measure before routine dental treatment (Kosutic et al., 2009).
They have been shown to reduce the number of microorganisms in
the oral cavity, and there is also moderate evidence that preproce-
dural mouthwashes significantly decrease the number of microor-
ganisms in the dental aerosols (Marui et al., 2019). It is essential to
understand whether a mouthwash could reduce the risk of transmis-
sion of COVID-19 between the patient and the professional. In vitro
studies have been carried out to determine whether mouthwashes,
such as povidone-iodine, chlorhexidine digluconate, essential oils,
and hydrogen peroxide, have a virucidal effect against SARS-CoV-2
that might mitigate the risk of virus transmission in the dental clinic
(Brida et al., 2020; Meister et al., 2020). Few studies with small
samples have been performed to evaluate the possible impact of
preoperative rinsing with oral antiseptics on the SARS-CoV-2 viral
load {Gottsauner et al., 2020; Seneviratne et al., 2021). Recently,
Chaudhary et al. (2021) showed that the use of mouthrinses might
decrease the viral load 15 and 45 min after initial rinsing. Therefore,
this in vivo clinical study aimed to investigate whether rinsing with
oral antiseptics would reduce the viral load of SARS-CoV-2 in a pa-
tient's saliva, thus decreasing the chances of spreading the virus
during dental activity.

2 | MATERIALS AND METHODS

This nonrandomized double-blind clinical trial was approved by
the Ethical Committee from Pedro Ernesto University Hospital
(number 4.045.586) and registered in the Brazilian Clinical Trials
Registry (number RBR-10hj7jyn). All patients included in the study
gave written consent to participate. Individuals were recruited from
outpatients from the Piquet Carneiro Polyclinic and Pedro Ernesto
University Hospital from Rio de Janeiro State University and City
Haospital S3o José. All patients completed a form containing general
health questions and questions about symptoms of COVID-19 and

had at least one symptom of COVID-19. The sample size was cal-
culated for the primary outcome (reducing the number of copies of
SARS-CoV-2). Based on a = 0.05 and assuming a 20% reduction in
the number of copies after a mouthwash, a study with 12 patients in
each group would have 80% power to detect significant differences.
This human clinical trial was conformed to the CONSORT guidelines.

Initially, 376 patients entered the study. The individuals pro-
duced an initial sample of unstimulated saliva, part of which was
tested for the presence of SARS-CoV-2 by RT-PCR assay. The
remainder of the sample was stored in an individual sterile tube.
After collecting the first sample, all individuals were asked to rinse
with a designated mouthwash for one minute. Three additional
saliva samples were collected: immediately after rinsing, 15 min
after rinsing, and 30 min after rinsing. All samples were coded and
immediately placed on ice and stored in a freezer (-80°C) until
RNA extraction. The patients were not aware of which rinsing they
were using. Codes were concealed from all patients and laboratory
staff directly involved in the study until statistical analyses were
completed. If the initial saliva samples were positive for the pres-
ence of SARS-CoV-2, the patient's 3 additionally collected saliva
samples were analyzed further. Sixty-three of the 376 individual's
prerinse saliva samples tested positive. These samples were sep-
arated into 5 groups, depending on the mouthwash used: group 1
{control), 15 patients (11 women and 4 men), had received 15 mL
of sterile water, group 2 (12 patients, 9 women and 3 men), had
received 15 mL of 1.5% hydrogen peroxide (HP), prepared by dilut-
ing HP 50:50 with H,0, group 3 (12 patients, 4 women and 8 men),
had received 15 ml of 0.12% chlorhexidine (Perioxidin, Lacer,),
group 4 (12 patients, 6 women and 6 men), had received 15 ml of
0.1% sodium hypochlorite (NaClO), prepared by diluting 2.5ml of
standard household bleach {5%-6% NaClO) in 125 ml of H,0, and
group 5 (12 patients, 8 women and 4 men), had received 15 ml of
1.5% HP for one minute followed by 15 ml of 0.12% chlorhexidine
(HP + CHX) for one minute (Figure 1). Each mouthwash was given
on a specific day of the week.

The total nucleic acid from a saliva sample was extracted
from 200 uL of viral transport medium using the Bio-Gene DNA/
RNA Viral Extraction isolation kit (Bioclin®) following the man-
ufacturer's protocol. The results were detected by the reverse
transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR)
technique with sequences of primers and probes from the molec-
ular kit SARS-CoV-2 (E) Bio-Manguinhos of the Berlin Protocol.
The target-specific amplification methodology with fluorescence-
labeled probes was used to determine the presence of the SARS-
CoV-2 envelope (E) gene and human RNAse P as an extraction
control. The equipment used in the amplification and detection
stage was the 7500 RT PCR System and RT-gPCR assays for RNA
detection of SARS-CoV-2 being performed from saliva samples.
Ninety samples were randomly repeated (Pearson test = 0.9911)
and retested with BIOMOL One-Step/COVID-19 ORF1ab and N
gene targets (Pearson's test: E vs. Orflab Gene = 0.9771 and E
vs. N = 0.9795) to correlate the CT results among different gene
targets and assure reproducibility among assays during RT-qPCR.
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FIGURE 1 Flowchart for the selection of the patients

The CT limit of detection was 42. CT values were converted to
the number of copies/ul, using the following formula (number of
copies/ul = -107. LN (CT value) +5.107).

The statistical program SPSS 23.0 (“Statistical Package for
Social Science”) was used for data analysis. The Kolmogorov-
Smirnov test indicated that the data were normally distributed.
ANOVA test with Dunn's correction was used to verify differences
between the number of copies/ul and the age in each experimental
period. A two-way ANOVA test evaluated an interaction between
observation time and type of mouthwash. The chi-square test as-
sessed differences in the frequency of signs and symptoms related
to COVID-19 between the 5 groups. The level of significance con-
sidered was 5%.

3 | RESULTS

There was no significant difference between groups for gender,
mean age, number of smokers, or frequency of signs and symptoms
related to COVID-19 (Table 1). A two-way ANOVA test indicated
an interaction between observation time and type of mouthwash
(F = 1936, p = 0047). There was no reduction in the mean values
of the number of copies/ul of groups 1, 3, and 5 over time. Group 2
(1.5% HP) presented a significant reduction after 30 min (p = 0.02),
while group 4 (0.1% NaClO) presented a significant reduction
(p = 0.03) immediately after rinsing. Compared to the control group,
no experimental group demonstrated a significant reduction in the

viral load.
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TABLE 1 Mean ( + SD) of age, gender distribution, frequency of smokers, and frequency of signs and symptoms in patients of each group

Group 1 Placebo Group 2 HP Group 3 CHX Group 4 NaClO Group 5 HP+CHX p value

(n=15) (n=12) {(n=12) (n=12) (n=12) #
Age mean + SD 51+17.8 378+ 11 46 +15.7 55+ 173 404 + 14.8 0.06
Gender female n (%) 11 (68.8) 2 (75) 4(33.3) 6 (50) 8(66.7) 0.21
Smoking n (%) 1(6.3) 0(0) 4(33.9) 4(33.3) 4(33.3) 0.18
Fever n (%) 12(75) 7(58.3) 7(58.3) 6(50) 12 (100) 0.19
Cough n (%) 11 (68.8) 8(66.7) 8{66.7) 9(75) 10(83.3) 0.87
Unwellness n (%) 15(93.8) 12 (100) 8(66.7) 11(91.7) 11(91.7) 0.21
Loss of smell or taste 6(37.5) 4(33.3) 8(66.7) 7(58.3) 8(66.7) 0.26

n (%)

Abdominal pain n (%) 7 (43.8) 6(50) 2(16.7) 4(33.3) 5(41.7) 0.48

Note: HP-1.5% hydrogen peroxide, CHX- 0.12% chlorhexidine, and NaClO- 0.1% sodium hypochlorite.
#ANOVA test with Dunn's correction was used to verify differences in mean age and chi-square test to verify differences in the frequency of

smokers and frequency of symptoms.

TABLE 2 Mean (+ SD) number of copies/uL in each group, at baseline, immediately after rinsing, 15, and 30 min after rinsing

Group 1 Placebo Group 2 HP Group 3 CHX Group 4 NaClo Group 5 HP +CHX p value
(n=15) {(n=12) (n=12) (n=12) (n=12) 1
No copies/pl baseline 152 + 16 x 10° 163+21x10° 151+ 14x10° 151 + 14 x 10° 153 + 16 x 10° 0.33
No copies/pl after 152 + 28 x 10° 159 +18x10° 151 +17x10° 137 + 21 x 10> 146 + 16 x 10° 0.07
No copies/ul 15 min 156 + 25 x 10° 152 +15x10° 149 + 19x 10° 144 + 24 x 10° 148 + 13x 10° 0.56
Na copies/ul 30 min 149 + 22 x 10° 149 + 19 x 145 + 18 x 10° 144 + 20 x 10° 149 + 16 x 10° 0.94
105‘
p-value 2 NS 0.02 NS 0.03 NS

Note: HP- 1.5% hydrogen peroxide, CHX- 0.12% chlorhexidine, and NaClO- 0.1% sodium hypochlorite.

p-value 1- ANOVA test with Dunn's correction.
p-value 2- ANOVA test with repeated measurements.
*Significantly lower as compared to baseline values.

It was observed that some patients showed an increase in the
number of copies/ul of SARS-CoV-2 immediately after the initial
mouthwash. In groups 2 and 3, 4 out of 12 patients (33%) showed
this increase. In groups 4 and 5, the corresponding increase was seen
in one patient (8.3%).

4 | DISCUSSION

This study results indicated that, compared to the control group,
no experimental group showed a significant viral load reduction.
When compared with the baseline values, group 2 showed a sta-
tistically significant reduction after 15 min, while group 4 showed
a significant reduction in viral load immediately after initial use
of the mouthwash. These results were like those presented by
Chaudhary et al. (2021). The authors showed a similar median re-
duction in the viral load of SARS-CoV-2 in saliva of patients with
COVID-19 afterl5 and 45 minutes after an initial rinsing with
saline solution, 1% hydrogen peroxide, 0.12% chlorhexidine, and
0.5% povidone-iodine. All 4 mouthrinses reduced the viral load
by 61% through 89% after 15 min. However, there were no dif-
ferences between the 4 groups. In our study, the reduction in the

viral load ranged from 0.4% to 4.2% immediately after rinsing and
from -0.2% to 7.1% after 15 min. These differences in the median
reduction in the viral load may be related to the method of rinsing.
In Chaudhary et al. (2021), the patients rinsed with 7.5 m| of the
mouthrinse for 30 s and expectorated and rinsed the remaining
7.5 ml for 30 s. In our study, the patients rinsed 1 min with the
mouthrinse, without interval. The absence of significant differ-
ences between experimental and control groups may be related
to the number of patients in each group. A power sample calcula-
tion was performed before the start of the study, and it indicated
that 12 patients in each group would be necessary to verify a 20%
reduction in the viral load of SARS-CoV-2 in the saliva. However,
this calculation was based on hypothetical numbers, since there
was no previous study that evaluated this possible reduction in
the viral load. Based on the results of this study, the power was
0.51. Chaudhary et al. (2021) also used a similar power calculation
and selected 41 patients divided into 4 groups. In our study, we
included 63 patients divided into 5 groups. Both studies did not
observe differences between control and experimental groups.
This study was not a randomized clinical trial, and the patients
were selected if SARS-CoV-2 was detected after an initial exami-
nation and presented different levels of virus detection at baseline
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among the groups. Significant differences were observed within
group 2 (NaClO) and group 4, in different periods, but not signifi-
cant when compared to the control group.

Health authorities in different countries have recommended
using a preprocedure in-office antiseptic rinse before dental
treatment, especially during the current pandemic (Herrera et al.,
2020). The most frequently recommended agents are hydrogen
peroxide, povidone-iodine, and chlorhexidine (lzzetti et al., 2020).
However, these recommendations were based primarily on in vitro
studies (Herrera et al., 2020). In this study, NaClO solution used
as a preprocedure mouthwash significantly reduced the viral load
immediately after the initial rinsing (Table 2). NaClO solutions are
inexpensive, readily available, and offer a wide-spectrum, nonspe-
cific killing efficacy on all microbes, including spores and viruses
{Zehnder, 2006). It is widely used in endodontics as an irrigant
during root canal instrumentation, as it dissolves necrotic tissue
at concentrations less than 1% (Zehnder, 2006). Gonzalez et al.
(2015) observed that rinsing with 0.25% NaCIO for 25 weeks pro-
duced a reduction in bleeding on probing because of anti-plaque
and anti-gingivitis effects. An in vitro study showed that NaClO
might inactivate different viruses at different concentrations. The
observed mechanism was particle degeneration, as there was a
dramatic morphological change and loss of structure inside the
virus particles (Shirai et al., 2000). NaCIO has also been shown to
be effective against SARS-CoV-2 in hand hygiene in two concen-
trations (0.05% and 0.25%) (Ma et al., 2020).

The mouthwash containing 1.5% HP significantly reduced the
viral load 30 min after the initial rinsing compared to the viral
load observed at baseline (Table 2). Since SARS-CoV-2 is vulner-
able to oxidation, a preprocedural mouthwash containing oxida-
tive agents such as HP may be recommended (Peng et al., 2020).
Gottsauner et al. (2020) concluded in a pilot study that gargling
mouth and throat with 1% HP does not decrease intraoral viral
load after 30 min in SARS-CoV-2-positive individuals. HP causes
oxygen-free radical-induced disruption of lipid membranes and
is widely used as an agent for tooth whitening (O’Donnell et al.,
2020). in addition, in a recent systematic review, it was effective in
the inactivation of coronaviruses by biocidal agents in suspension
tests, with a concentration of 0.5% and an incubation time of 1 min
{Herrera et al., 2020). HP is rapidly inactivated by catalase in saliva
and endogenous peroxidases in the oral environment (O’'Donnell
et al., 2020). In vitro immunological studies clearly illustrate that
the use of HP in the epithelial cells of the nose, throat, and mouth
can be exceptionally effective against viruses, including corona-
virus (Caruso et al., 2020). However, even with the antimicrobial
properties of HP, immediate recontamination of the oral cavity oc-
curred as particles of a virus such as SARS-CoV-2 rapidly emanate
from sources, such as respiratory secretions, oropharynx, salivary
glands, and gingival fluid (Badran et al., 2020; Pallos et al., 2020;
Park & Park, 1989; To, Tsang, Leung, et al., 2020; To, Tsang, Yip,
et al., 2020; Xu et al., 2020).

CHX 0.12% used as a single mouthwash or in combination with
1.5% HP did not reduce the viral load of SARS-CoV-2 (Table 2).

Lot i it s & Mk e

CHX is a biguanide antiseptic with broad antimicrobial activity
against bacteria, viruses, and yeast (Herrera et al., 2020). A recent
systematic review indicated that using CHX as a preprocedural
mouthwash significantly reduced the bacterial load in a dental
aerosal {(Marui et al., 2019). CHX has been reported to have an
effective virucidal activity on enveloped viruses, such as herpes
simplex virus 1 and 2, cytomegalovirus, influenza A, and hepati-
tis B (Baqui et al., 2001; Bernstein et al., 1990). An in vitro study
indicated that CHX 0.12% might reduce the viral concentration of
enveloped but not nonenveloped viruses (Bernstein et al., 1990).
Peng et al. (2020) indicated that CHX might not be effective in
killing the SARS-CoV-2 virus. There is an absence of in vivo data
on the use of CHX mouthwashes to reduce the viral load related
to SARS-CoV-2. Yoon et al. (2020) evaluated the effect of CHX
mouthwash on SARS-CoV-2. Two hospitalized patients diagnosed
with COVID-19 used 0.12% CHX (15 ml). This mouthwash was ef-
fective in reducing the SARS-CoV-2 viral load in saliva for a short-
term period. However, this study had some limitations, including
the small number of samples analyzed and the absence of a control
group. Guidelines for diagnosing and treating novel coronavirus
pneumonia released by the National Health Commission of the
People's Republic of China (5th edition) stated that CHX might not
be effective against SARS-CoV-2. As the virus is vulnerable to ox-
idation, using 1% HP or 0.2% povidone-iodine would be more ap-
propriate for reducing the salivary load of oral microbes, including
SARS-CoV-2 (Peng et al., 2020).

It was observed that saliva samples of some patients showed an
increase in the number of copies of SARS-CoV-2 immediately after
the initial mouth rinse. In both groups 2 and 3, 4 out of 12 patients
(33%) demonstrated this increase. In groups 4 and 5, only one out
of 12 patients (8.3%) showed an increase. Oral mouth rinses induce
oral epithelial cell shedding, and lysis of infected cells may liberate
genetic material in the oral cavity. This shedding might explain the
initial increase in copies/uL of SARS-CoV-2 in certain patients, and
why the mean reduction in viral load in groups 2 and 3 was only
statistically significant after 30 min. As CHX may have reduced ep-
ithelial shedding by stabilizing the cell membrane, patients showing
an initial increase in viral genetic material were less frequently ob-
served in groups 4 and 5. Ten saliva samples from group 2 (HP) were
submitted for viral culture using a plaque assay to assess whether
the live virus was evident in the samples following rinsing. In this
assay, viral infectivity was detected by foci of lysis of adherent cells
on culture plates susceptible to infection by a virus. Even when foci
of cell lysis were evident, no plaques with a morphology suggestive
of plagues of SARS-CoV-2 could be identified. Thus, it was impossi-
ble to confirm the presence of infectious SARS-CoV-2 viral particles
in cultures of HP oral rinse samples.

5 | CONCLUSIONS

No experimental group demonstrated a significant reduction in the
viral load compared to the control group.
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