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TITULO:

PRESENCIA DEL VIRUS SARS-COV-2 EN SALIVA APORTES EN EL DIAGNOSTICO DE
LA ENFERMEDAD Y EN LA ATENCION CLINICA: REVISION DE LA LITERATURA

RESUMEN:

OBJETIVO: El objetivo de la presente revision fue evaluar el rol de las pruebas en saliva para
el diagnodstico de SARS-CoV-2 y el aporte en la atencion clinica. MATERIALES Y METODOS:
La metodologia aplicada correspondié a un estudio de revision de la literatura siguiendo las
recomendaciones aplicables de los criterios PRISMA entre los meses de octubre del 2020 hasta
enero del 2021, las bases digitales consultadas fueron PubMed, Scopus, Google Scholar,
Ebscohost, SciELO, Springer, los idiomas fueron espafiol e inglés, priorizando estudios
sistematicos cortos, ensayos clinicos pilotos, revisiones de literatura, cartas al editor, resultando
en un total de 38 estudios analizados RESULTADOS: Los principales resultados resaltan que
el diagndstico de SARS-CoV-2 en saliva seria un procedimiento no invasivo, econémico, permite
una deteccion rapida, reduce el riesgo de transmisién nosocomial, ademas los especimenes
salivales resultan confiables en los analisis moleculares. CONCLUSIONES: Existe ya una
importante evidencia de la alta carga viral detectada en el fluido oral, cuya presencia y
persistencia ha sido comprobada en varios analisis experimentales; esta situacién permite el
diagnéstico temprano de SARS-CoV-2, decretandola en una prueba mas simple, menos
costosa, menos invasiva y mas accesible para realizar el andlisis microbiolégico molecular.

PALABRAS CLAVE: Sars-Cov-2, Saliva, Test Diagndstico, Odontologia.
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INTRODUCCION

El nuevo coronavirus surgié en Wuhan, China a finales del 2019, ocasionando una infeccion
altamente transmisible, este neo patdégeno fue llamado por el Committee on Taxonomy of
Viruses (ICTV) como SARS-CoV-2. Los coronavirus por lo general ocasionan una sintomatologia
leve, pero algunas cepas pueden afectar gravemente como las que ocasionan el sindrome
respiratorio agudo severo y neumonias que llevarian a desenlaces fatales. Lamentablemente
la enfermedad ocasionada por este nuevo tipo de coronavirus que la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) la llamaria como Covid-19, se ha extendido a nivel mundial, segun lo declarado
por la misma OMS y la Emergencia de Salud Publica de Preocupacion Internacional (PHEIC).
Han transcurrido ya once meses desde el primer caso reportado, y hasta la fecha ya existen

mas de sesenta millones de casos confirmados y mas de un millon de muertes a nivel mundial.
1,2

Las principales vias de contagio de la enfermedad son el aire a través de las gotitas liberadas al
toser, estornudar o hablar y por contacto directo, la sintomatologia generalmente cursa con
fiebre, dolor de garganta, tos, malestar general, dificultad respiratoria, vomito, diarrea, pérdida
de gusto y olfato, sin embargo, también se han presentado casos asintomaticos. El examen
diagnostico de eleccidon que actualmente se aplica en todo el mundo es el andlisis de muestras
extraidas del tracto respiratorio superior, mediante la prueba de reaccién en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), ademas, de examenes clinicos y radioldgicos.
3

Una de las estrategias para tratar de controlar la propagacioén epidémica es la ejecucién de
pruebas en la mayor cantidad posible y asi evitar la continua transmisién a otras personas y
personal de salud. El hisopado nasofaringeo es el modo de recoleccion de mayor referencia
hasta el momento, pero se ha hecho el andlisis de que puede llegar a tener ciertas condiciones
negativas respecto al proceso de recoleccién de la misma; en este sentido la saliva esta
emergiendo como una alternativa prometedora para el diagnéstico de SARS-CoV-2. *

En razon de lo antedicho se realizdé una revision basada en la evidencia cientifica disponible,
con la finalidad de aportar informacién en el contexto del diagnéstico oportuno a través de
muestras en saliva, especialmente en las fases agudas de la enfermedad que ha causado un
impacto mundial sin precedentes y de esa forma tratar oportunamente a los pacientes que tienen

Covid-19 evitando las graves complicaciones que se conocen pueden darse.
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METODOLOGIA

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA
La presente revision de la literatura se realizé de acuerdo con la DECLARACION PRISMA.

Se establecié como pregunta PICO ¢ Es la saliva una muestra efectiva para el diagnéstico de
SARS-CoV-2?

En cuanto a las bases digitales consultadas fueron PubMed, Scopus, Google Scholar,
Ebscohost, SciELO, Springer.

Las palabras clave que se utilizaron fueron: Sars-Cov-2, Covid-19, Saliva, Test, Diagnéstico,
Odontologia y sus contrapartes en idioma inglés, en coherencia con los descriptores DeCS
(Descriptores en Ciencias de la Salud) y MeSH (Medical Subject Headings) y, con la ayuda de
los operadores boleanos AND y OR. Se han combinado las palabras clave con los conectores
para poder encontrar articulos validos para el objetivo propuesto. El conector “OR” se utiliza
juntando las palabras que tienen un significado similar como “SARS-CoV-2” y “Covid-19”, y el
conector “AND” se puede utilizar entre todas las palabras para poder dar una mayor sensibilidad

y especificidad de la busqueda. (Tabla 1.)

TABLA 1: Etapas del método pico parala formulacién de la pregunta

PREGUNTA LENGUAJE DECS MESH (PUBMED) COMBINACION
PICO CIENTIFICO (bvs) PALABRAS
CLAVE PARA
BUSQUEDA
PACIENTE O  SARS-CoV-2 Betacoronavirus SAR-CoV-2 SARS-CoV-2 or
PROBLEMA Covid-19 and
INTERVENCION  Saliva Saliva Saliva saliva test
COMPARACION Hisopado Nasopharynx Nasopharyngeal/ gr?g'gi-;gnozghva
nasofaringeo/ Oropharynx Oropharynx swab 9
RIRIRIEY Betacoronavirus
RESULTADO Método de Diagnosis Saliva test and test saliva
diagnostico SARS-CoV-2
para SARS- i i
CoV-2 SARS-CoV-2

and dentistry



12

CRITERIOS DE SELECCION

2.2.1 Criterios de inclusioén:

Los criterios de seleccion en razon de la creciente informacion que se va generando fueron:

222

Articulos desde octubre del 2020 hasta enero del 2021.

Articulos con pertinencia total al tema, informacién que cumplia un rigor cientifico
Articulos de texto completo y aporte de resimenes.

Articulos originales que fueron escasos

Revisiones de la literatura

Sistematicas cortas

Metaanalisis

Cartas al editor y de visién actual

Paginas WEB que tenian informacion confiable y contrastada.

Inglés-espafiol

Criterios de exclusion

En razon de la limitada evidencia cientifica que existe aln sobre el tema, la exclusion se

redujo solamente a considerar articulos que no proporcionaron informaciéon completa.
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ESTADO DEL ARTE

Antecedentes

A finales del 2019, en Wuhan, China, se identificaron casos de neumonia que fueron causados
por un virus desconocido e inicialmente llamado el nuevo coronavirus de 2019 (Covid-19), pero
luego se le cambié el nombre a sindrome respiratorio coronavirus 2 (SARS-CoV-2) el mismo
gue se propagd por todo el mundo ocasionando hasta la fecha millones de contagios y muertes.
Los sintomas tipicos de COVID-19 son fiebre, tos seca, mialgias y / o fatiga, pérdida del olfato y
del gusto, produccién de esputo y dificultad para respirar. Se ha reportado que la aparicién de
disosmia (perdida de olfato) y disgeusia (perdida de gusto) puede atribuirse a un dafio a los
nervios olfativo y trigémino, causado por la infeccién del SARS-CoV-2 o a la exposicion excesiva
a productos quimicos y desinfectantes que las personas usan con mayor frecuencia debido a la
pandemia viral. Se puede plantear la hip6tesis de que pueden producirse complicaciones como
la desmielinizacién y la estimulacién de las reacciones autoinmunes mediadas por células T en
la ruta de la propagacion de la infeccion, por lo que la aparicién de disosmia y disgeusia puede
considerarse posibles consecuencias de estas lesiones nerviosas. El diagnostico precoz, el
aislamiento de las personas infectadas desempefiardn un papel fundamental para detener la

escalada de la pandemia.>®
Origen del Coronavirus

Los coronavirus (CoV) pertenecen a la familia Coronaviridae, son un grupo de virus grandes y
envueltos con genomas de ARN monocatenario o cadena sencilla y de polaridad positiva;
ademas presentan cuatro proteinas estructurales que son la glicoproteina de superficie
(glicoproteina S o Spike), la proteina de la envoltura (proteina E), la glicoproteina de membrana
(M) y la proteina de la nucleocapside (proteina N).®” Una representacion de la estructura de un

coronavirus se muestra en la figura 1.

Figura 1. Estructura de un coronavirus
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Proteina

E Glicoproteina S

Proteina

Fuente: Dabanch J. Emergencia de sars-cov-2. Aspectos basicos sobre su origen,
epidemiologia, estructura y patogenia para clinicos. Rev Med Clin Las Condes. 2021. 32 (1):
14-19. 10.1016/j.rmclc.2020.12.003

Nota: llustracion creada en los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) y disponible en la Biblioteca de imagenes de salud publica (PHIL).

En la actualidad existen 4 subgrupos de coronavirus alfa, beta, gamma y delta (a, B, vy, ©)
perteneciendo el SARS-CoV-2 al subtipo B-CoV (beta coronavirus) envuelto, que contiene un
ARN de cadena sencilla, no segmentado, en sentido positivo. Una gran parte de coronavirus
pueden ocasionar enfermedades infecciosas en mamiferos y aves. Los a-CoV y B-CoV infectan
principalmente el sistema respiratorio, gastrointestinal y nervioso central de humanos y
mamiferos, mientras que y-CoV y 6-CoV infectan principalmente a las aves. EIl sindrome
respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2) se ha convertido en el séptimo coronavirus causante
de enfermedades en humanos y se sospecha que el murciélago es el hospedador natural de
origen del virus, por lo que, podria transmitirse de los murciélagos a través de hospedadores
intermedios desconocidos para infectar a los humanos. Dicho esto, el primer paso de la infeccién

celular por coronavirus se da mediante la unién del virion a receptores en la superficie celular

del huésped. La glicoproteina S es determinante para el tropismo del virus, ya que, facilita la


https://doi.org/10.1016/j.rmclc.2020.12.003
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fusién de la membrana del virus con la de la célula huésped permitiendo la liberacion del genoma
viral al interior de la célula infectada.®’ Se lo ha representado al proceso de replicaciéon del
SARS-CoV-2 mediante un esquema en la Figura 2 y Figura 3.

Figura 2. Representacion esquematica de la infeccidn celular por coronavirus

— Spike Protein (S)

Membrane Protein (M)

__— Envelope Protein (E)

Nucleoprotein (N)

— Ribonucleic Acid (RNA)

Human ACE2
Receptor

Virus Entry

Cell Membra
rT Host Cell

Fuente: Naqvi AAT, Fatima K, Mohammad T, Fatima U, Singh IK, Singh A, Atif SM, Hariprasad
G, Hasan GM, Hassan MI. Insights into SARS-CoV-2 genome, structure, evolution,
pathogenesis and therapies: Structural genomics approach. Biochim Biophys Acta Mol Basis
Dis. 2020.1866 (10):165878.

Figura 3. Replicacion del SARS-CoV-2

> Glocoproteina

‘}/ de membrana

,‘\A

Las proteinas espiga S en la superficie del
coronavirus se unen a los receptores de la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA-
2) en la superficie de la célula diana.

I Receptor ECA2 TMPRSS2
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Glocoproteina

»,/\/ de membrana

ARN La serina proteasa transmembrana de tipo Il

(TMPRSS2) se une y escinde el receptor ECA-

"\ Protenina , . .
2. En el proceso, la proteina espiga S se activa

espiga S

Receptor ECA2 TMPRSS2

escindido

La proteina ECA-2 escindida y la proteina
espiga S activada facilitan la entrada viral. La
expresion de TMPRSS2 aumenta la captacion

celular del coronavirus.

Fuente: Oliva Marin JE. SARS-CoV-2 origen, estructura, replicacion y patogénesis. Alerta
2020; 3(2).

Una vez inducida la endocitosis, el pH acido y las proteasas endosomiales escinden las
subunidades S1y S2 y modifican S2 para que actie promoviendo la fusién de la envoltura viral
y la membrana de la vesicula endocitica. La traduccién parcial del ARN gendémico conduce a la
sintesis de la ARN polimerasa dependiente de ARN, que fabrica el intermediario de replicaciéon
(ARN de polaridad -), el cual actia como molde para la sintesis de los ARNs gendémicos de los
viriones hijos. También se producen ARNm para la sintesis de las proteinas estructurales. El
ensamblaje de los distintos componentes sintetizados produce los viriones hijos, que emergen
del reticulo endoplasmico (RE) en el interior de vesiculas, las cuales se fusionan con la

membrana citoplasmica para liberar la progenie viral. ®’ Figura 4
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Figura 4. Continuacion del proceso de Replicacion del SARS-CoV-2
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Fuente: Ruiz-Bravo A., Jiménez-Valera M. SARS-CoV-2 y pandemia de sindrome respiratorio
agudo (COVID-19). Ars Pharm; 61 (2):63-79.

El nobel coronavirus de probable origen zoonético, y cuyo contagio ya rebasa los 170 000 000
casos en el mundo, ocasionando mas de 3 000 000 de muertes, lo refiere Our World in Data
(2021), hoy por hoy ha retado a la autoridad sanitaria de cada uno de los paises afectados, asi
como también la economia, debido a su facil contagio, y las complicaciones especialmente de
las vias respiratorias, que en muchos de los casos conducen a desenlaces fatales; por tanto lo
primordial es la deteccion del virus SARS-CoV-2 para conducir a un adecuado tratamiento, y
control de las infecciones a nivel comunitario, requiriendo para ello confirmar de manera
acertada la presencia viral a través de las pruebas moleculares de virus y las inmunoldgicas;
mientras ello sucede la comunidad cientifica ha centrado sus esfuerzos en encontrar esquemas
farmacologicos adecuados para la enfermedad, asi como también, medidas preventivas y el
desarrollo de las tan esperadas vacunas que gracias a los avances significativos en las
tecnologias durante la Gltima década han dado como resultado vacunas contra el SARS-CoV-2
gue ahora se aprueban para uso de emergencia, un logro sin precedentes en la ciencia médica
moderna. Las vacunas aprobadas desarrolladas por Pfizer y Moderna usan tecnologia de ARNm
y sistemas de administracion de nanoparticulas lipidicas (LNP), mientras que las formulaciones

aprobadas por AstraZeneca, Johnson y Johnson y Gam-COVID-vac (Sputnik V) contienen ADN
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administrado dentro de adenovirus recombinantes no replicantes (AdV) sistemas vectoriales,

cuyo fin es mitigar la gravedad y controlar la propagacién de la infeccién.”8*°

Es conocido segun lo refieren varios autores que la forma de transmisién es a través de los
aerosoles, gotas o secreciones respiratorias de personas contagiadas y puede entrar a las
células huésped a través de los receptores de la enzima convertidora de angiotensina tipo 2
(ACE 2), estos receptores se encuentran principalmente a nivel de las células epiteliales del
intestino, células del musculo liso arterial, células basales epidérmicas de la piel y la capa basal
del epitelio escamoso no queratinizado de la mucosa nasal, nasofaringea y bucal, también se
expresa a nivel del cerebro; 1112 no obstante, se conoce que el mayor nivel de expresion de
los genes ACE2 corresponde a las células del epitelio alveolar, cavidad oral y en menor medida

a nivel de los tabulos glomerulares. 13141516
SARS-CoV-2 cambié la rutina de los servicios de salud

Como se ha podido evidenciar alrededor de todo el mundo, el Covid-19 ha modificado la rutina
diaria en los establecimientos que brindan atencion a la salud, como el tener que acoplarse a
nuevos protocolos de trabajo, ya que el personal sanitario que labora en este medio corre un
mayor riesgo de contagio. Debido a la naturaleza de los procedimientos que se realizan en un
consultorio dental y por la posible transmisién a través de las goticulas de saliva que son
aerotransportadas durante los procedimientos odontol6gicos, en especial cuando se generan
aerosoles, convierten a estos profesionales de la salud en un grupo muy vulnerable a contraer
el SARS-CoV-2. Es por ello que, todos los pacientes dentales deben considerarse
potencialmente infectados, por lo tanto, se recomienda encarecidamente el uso de Equipo de
Proteccion Personal (EPP), como batas y gorros impermeables desechables, guantes,

proteccion para los ojos, pantallas faciales, cubrezapatos y mascarillas N95.17

Figura 5. Equipo de Proteccién Personal (EPP)
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Fuente: Consenso colombiano de atencion, diagnéstico y manejo de la infeccion por SARS-
CoV-2/COVID-19 en establecimientos de atencion de la salud. Asociacién Colombiana de

Infectologia - Instituto de Evaluacion Tecnoldgica en Salud

Un estudio in vitro evidenci6 que el Sars-CoV-2 mantuvo la viabilidad en el aire durante al menos
3 horas y que su vida media de viabilidad fue de casi 1 hora. Ademas, este virus demostré una
adherencia persistente, durante un maximo de 9 dias, a varias superficies; por lo tanto, todas
las superficies e instrumentos de una clinica dental deben considerarse como fuentes
potenciales de transmision de virus porque las gotitas infectadas de saliva 0 aerosoles podrian
caer sobre cualquier superficie expuesta, razon por la cual, algunas opciones de saneamiento
del aire, como los sistemas de depuracion, ozono, radiacion germicida ultravioleta (UV) resultan

beneficiosas para reducir las cargas bacterianas y virales en las clinicas dentales.’
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Pruebas diagndsticas de SARS CoV-2

En lo que se refiere a las pruebas diagnésticas encargadas de detectar el virus de la Covid-19,
actualmente se dispone de las basadas en la deteccion directa del material genético del virus,
pruebas cuantitativas y pruebas rdpidas para la detecciébn de anticuerpos basadas en la
respuesta inmunoldgica del paciente; la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR), permite detectar el RNA viral en pacientes con sospecha o sintomatologia de COVID-
19, a través de hisopado faringeo y nasofaringeos, esputo, lavado bronco alveolar, con una
sensibilidad del 32%, 63%, 72% y 93% respectivamente, pero este tipo de procedimientos de
laboratorio han demostrado presentar falsos negativos, lo cual esta relacionado a los estadios
de la infeccion y de la enfermedad, por tal motivo el diagndstico y aislamiento deben apoyarse
con los signos clinicos e Imagenologia. En tal sentido ante el hecho de los problemas respecto
de la toma de muestras con hisopados nasofaringeos incluyendo también a la contaminacion de
la muestra como otro factor de amenaza, se van visualizando otras opciones que permitan

aumentar la sensibilidad y especificidad de las pruebas clinicas. -2

Otro elemento a considerar es que si bien las muestras de hisopados han sido aceptadas
universalmente y avaladas por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de los
Estados Unidos, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la OMS, presentan ciertas
desventajas en el momento de su ejecucién, como por ejemplo requiere personal sanitario
entrenado en la toma de muestras, exposicion de alto riesgo, y frecuentemente se reporta
escases de equipo protector e hisopos; consecuentemente, hay que tomar en consideracion,
gue el método de recoleccién de hisopado nasofaringeo ha causado una sobrecarga a la parte
logistica y econdmica de los sistemas de salud; adicionalmente los pacientes reportan molestias
durante el procedimiento, como dolor, estornudos y sangrado; por tal motivo es necesario
simplificar y reducir al minimo los métodos invasivos para disminuir el riesgo al personal de

salud. 1821
Test salival para el diagndstico de SARS CoV-2

Como una solucion emergen las pruebas en saliva considerando varios aspectos, asi, hay que
enfatizar en el hecho de las vias en las que se puede detectar el virus en saliva, en ese contexto
varios autores coindicen en que la primera hace referencia a la localizacion del virus en el tracto
respiratorio inferior y superior y en boca el traspaso de secreciones responde a un intercambio
bidireccional, en segundo lugar el torrente sanguineo puede transportar el virus e ingresar a la
cavidad bucal a través del liquido crevicular, y una tercera forma podria ser la colonizacion e
infeccion en las glandulas salivales mayores y menores y la posterior emision de saliva a través
de los ductos excretores, a todo ello se suma el hecho de que a nivel del epitelio de los conductos

glandulares el receptor ACE2 es abundante, y se ha evidenciado que las glandulas salivales
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suelen ser muy afectadas por el virus SARS-CoV y podria eventualmente acontecer lo mismo

con el de la Covid-19.22%3

En la siguiente figura se muestra las diversas fuentes del SARS- CoV-2 en la saliva 'y en el
recuadro: un mecanismo sugerido para la entrada del SARS-CoV-2 en las células de la glandula
salival: la proteina de pico viral se une al receptor ACE2 en la superficie de la célula, seguido de
su cebado con serina proteasa TMPRSS2 y su entrada posterior en las células. Después de la
replicacion y el empaquetamiento, se liberan mdltiples particulas de virus nuevas de las células

en la saliva. Figura 6.

Figura. 6 llustracion esquematica que demuestra las diversas fuentes del sindrome

respiratorio agudo grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) en la saliva.

/1" SARS-CoV-2 I
SARS-CoV-2 -
Salivary gland % Q—Spike protein
: ACE2
TMPRSS2
Salivary
gland cell
Replication and secretion of virus in saliva
v
Saliva —g®™ 0 ™~ T
¥~ _ __  Possible virus entry to
A . saliva from nasopahryngeal
/ /gingival crevicular fluids
Saliva based COVID-19 diagnosis Saliva based biomarkers for COVID-19
-RT-PCR monitoring and patient stratification
-Immunoglobulin/antigen detection -Immunoglobulin detection
-Salivaomics

\J

Risk of disease transmission

Fuente: Sapkota D, Sgland TM, Galtung HK., Sand L.P., Giannecchini S., To K., Mendes-
Correa, M.C et al. COVID-19 salivary signature: diagnostic and research opportunities. J
Clin Pathol 2020; 0:1-6 DOI: 10.1136/jclinpath-2020-206834

Las muestras de saliva permiten realizar la extracciéon del ARN viral, pudiendo detectarse
importante carga durante las primeras semanas de infeccién con un curso decreciente, y cuya

permanencia podria durar varios dias posterior al inicio de la sintomatologia de la enfermedad;
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se recalca también la presencia de ACE-2 a nivel de la lamina basal del epitelio de la mucosa
oral, epitelio de la lengua, piso de boca y los conductos secretores de glandulas salivales,
comprobado en animales de experimentacion (Macaca mulatta), lo que le confiere un alto
margen de seguridad y de consistencia (90%) en la deteccion de virus respiratorios. La
inmunoglobulina A secretoria especifica del SARS-CoV en saliva, encontrada en modelos
experimentales apunta a determinar que un diagnéstico de Covid-19 se podria conseguir usando

anticuerpos especificos. *°

De otro lado la prueba en saliva elimina la necesidad del hisopado y el medio de transporte, por
lo tanto, disminuye la interaccion del personal de salud y los individuos potencialmente
infectados.?* La saliva ha sido tomada en consideraciéon pues en este fluido se ha logrado
detectar el SARS-CoV-2, cuya presencia puede estar relacionada en razon de las diferentes

fuentes mencionadas constituyendo puerta de ingreso para el virus. *°

Con esto en mente, se considera necesario enfatizar los beneficios que proporciona un test
salival para el diagnéstico de SARS-CoV-2, esquematizado en un cuadro comparativo con el

resto de pruebas diagnosticas.

Tabla 1.
Prueba salival Pruebas
convencionales
Recoleccién de | Escupir en recipiente Hisopado nasofaringeo,
orofaringeo, lavados
muestra broncopulmonares

Lugar de recoleccién | Lugares extrahospitalarios  Hospitalario
de muestra
Riesgo de | Bajoriesgo Alto riesgo

contaminacion

Personal requerido No requiere, Requiere personal
autorecoleccion calificado
Complicaciones No reportadas Sangrado, desgarros,
hematomas
Tiempo de Répido Lento

recoleccion
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Fuente: Melidn A; Calcumil P; Boin C; Carrasco R. Deteccion de COVID -19 (SARS-CoV-2)
Mediante la Saliva: Una Alternativa Diagnéstica poco Invasiva. Int. J. Odontostomat. 2020;
14(3): 316-320.

Las muestras de saliva han sido utilizadas durante mucho tiempo en el diagnéstico de varias
afecciones virales, entre ellas las causadas por el Virus del Papiloma Humano (VPH), el de la
Hepatitis Ay E, y el de la Inmunodeficiencia Adquirida (VIH), las experiencias han sido positivas
toda vez que se trata de procedimientos sencillos, econémicos, no invasivos y con un grado
menor de exposicion del personal sanitario; si lo trasladamos al diagnéstico de la Covid-19 seria
de gran beneficio y coadyuvaria en la descongestion de los sistemas de salud publica. Ante ello
la comunidad cientifica ha dado luz verde para utilizar la saliva como muestra alternativa o
complementaria en la deteccién del virus debido a que las células epiteliales de las glandulas
salivales muestran una expresion elevada de ACE 2, entonces puede decirse que, una vez
infectadas las glandulas salivales mayores y menores, el virus puede ser liberado en cantidades

importantes a través de los conductos salivales. 242526

Los marcadores biolégicos como ADN, antigenos, anticuerpos y ARN viral son cruciales para el
diagnostico de infecciones virales en muestras de saliva; la presencia de Inmunoglobulina A
(IgA) en saliva ha resultado ser beneficiosa y en cierto sentido causar ventaja sobre la muestra
de sangre, en particular, por la IgA sérica que ha sido detectada en el suero de pacientes
contagiados y se presume que tiene una temprana aparicion, esto es dos dias después del inicio

de sintomas, en contraste, con los anticuerpos IgM o 1gG. 20

Figura. 7 Biomarcadores salivales potencialmente utilizados para el diagndstico y seguimiento
de la enfermedad de COVID-19.
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Bezinelli, L. et al. Saliva in the Diagnosis of COVID-19: A Review and New Research

Directions, J Den Res. 2020; 99(13):1435-1443

Procedimientos para la deteccion de SARS-CoV-2 en saliva.

En los laboratorios se manejan pruebas moleculares, enziméticas o inmunolégicas. Los
diagndsticos de base molecular informan a los médicos de la presencia de SARS-CoV-2
identificando su material genémico, es decir, el ARN viral, en la muestra analizada. Estos
procedimientos representan el estandar de referencia para el diagnéstico de infecciones virales
y requieren equipos especiales como termocicladores, reactivos costosos, personal
especializado e infraestructuras de laboratorio. Por otro lado, la prueba de anticuerpos en
muestras de sangre o saliva es Util para determinar la exposicion al virus y puede proporcionar
informacién sobre el estado inmunoldgico del individuo. Se puede realizar tanto mediante ensayo
de flujo lateral directamente en el campo 0 mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

(ELISA) y/o tecnologias de ensayo quimioluminiscente en un laboratorio centralizado.?:2¢

Dicho esto, la saliva se recoge con la técnica del babeo, evitando toser o expectorar y

posteriormente se pueden realizar los siguientes procedimientos para evaluar la presencia del
virus:
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a. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (rRT-
PCR): esta prueba representa el estandar de referencia para el diagndstico de COVID-

19 y generalmente se realiza en muestras respiratorias, pero se puede usar en saliva.

b. LarRT-PCR directa permite un diagndstico mas rapido porque se evita el aislamiento de
ARN.

c. Laamplificacion isotérmica mediada por bucle de transcripcion inversa colorimétrica (RT-
LAMP) es una tecnologia de punto de atencion que permite la deteccion rapida de ARN

viral mediante la combinacién de la tecnologia LAMP con un ensayo colorimétrico.

d. La deteccién de anticuerpos en la saliva se puede realizar tanto con un ensayo de

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) como con un ensayo de flujo lateral.

e. La prueba rapida de saliva es una prueba de antigeno basada en el ensayo de flujo

lateral, que es muy prometedor para la deteccién masiva.?%2¢

Figura 8. Diferentes pruebas para detectar SARS-CoV-2 en saliva.
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Fuente: Azzi L., Maurino V., Baj A., Dani M., d’Aiuto A., Fasano, M. et al. Diagnostic Salivary
Tests for SARS-CoV-2. J. Dent. Res. 2020:1
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RESULTADOS
Diagrama de flujo

La identificacion, la elegibilidad y la inclusién de articulos se desarroll6 de acuerdo con las pautas
de la declaracion PRISMA.

La busqueda de base de datos dio como resultado 42913, luego de aplicar los criterios ya
descritos se obtuvo un total de 1196 articulos, de estos, 618 fueron repetidos. Posteriormente
111 articulos fueron excluidos después de leer el titulo y el resumen por no cumplir con el andlisis
de la variable saliva como posible método de diagndstico para el SARS-CoV-2, al final 13
estudios potencialmente elegibles que sumados a los 24 que arrojo la busqueda manual se

leyeron en detalle siendo un total de 38 articulos. (Tabla 2)

Descripcion de los estudios

Las bases de datos incluidas son: 15 Pubmed, 9 Scopus, 7 Google Scholar, 4 Scielo, 1
Ebscohost, 1 Springer.

Tabla 2. Diagrama de flujo general con palabras clave: Sars-Cov-2, Covid-19, Saliva Test,
Diagndstico, Odontologia y Betacoronavirus.

c
2 Resultados obtenidos de
. la busqueda (n=42913) Articulos excluidos
£ (n=41717)
c
(O]
i
Aplicando criterios de
inclusion y exclusion .
o (n=1196) Repetidos (n=618)
£
(]
& -
a BUsqueda manual (n=436) Repetidos (n=196) Abstract y
Incluidos (n=24) Titulo excluidos (n=216)
3
g No analizan a la saliva como
= Abstract y titulo (n=124) método de diagndstico para
'05J> Busqueda manual (13) el SARS-CoV-2 (n=111)
w
Pubmed (n=15)
Scopus (n=9)
3 Estudios incluidos Google Scholar (n=7)
% (n=38) Scielo (n=4)
£ Ebscohost (n=1)
Springer (n=1)
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Extraccion de datos

Se utilizaron fichas bibliograficas para extraer los datos mas importantes de los estudios. Los
datos incluidos fueron: nombre del autor, titulo, revista, volumen, nimero, afio de publicacion,
paginas, resumen, palabras clave, tematicas abordadas, idea central y URL. Estos datos fueron

agrupados y presentado en una tabla, que muestran los resultados de cada estudio. (Tabla 3).

Tabla 3. Lasiguiente tablaresume lo trascendente en cuanto ala utilidad del test en saliva



UTILIDAD DEL TEST EN SALIVA

AUTOR/ANO TIPO DE VARIABLE RESULTADO DE ESTUDIO
ESTUDIO
Ensayo Muestras de | Valor CT muestras positivas de NPS 20,55,
Procop et al. | clinico saliva CT muestras de saliva mejorada fue de
2020 mejoradas para | 24,16
diagnoéstico de | Carga viral baja en saliva disminuye falsos
SARS-CoV-2 positivos en relacién con NPS.
Azzi, L. et al. | Articulo Métodos y | Métodos diagnosticos: rRT-PCR, RT-PCR
2020 original. técnicas para | directa, RT-LAMP, ELISA, y la prueba
(Revision) diagnostico rapida de saliva basada en el ensayo de
salival en la | flujo lateral.
COVID-19
Nunes S. et al. | Ensayo Validar el uso | La sensibilidad y la especificidad de la RT-
2020 clinico de saliva como | PCR con muestras de saliva fueron del

muestra
biolégica para
el diagnéstico
para el SARS-
CoV-2

94,4% (IC del 95%: 86,4 a 97,8) y del
97,62% (IC del 95%: 91,7 a 99,3),
respectivamente.

Takeuchi Y. et

Articulo de

Comparar la

Varios estudios indican que el SARS-CoV-

al. 2020 Revision muestra salival | 2 se detecta a partir de la saliva con tanta
con el NPS eficacia como en NPS.

To KK. et al. | Ensayo Determinar la | El Covid-19 se detect6 en las muestras de

2020 clinico presencia del | saliva iniciales de 11 pacientes (91,7%) de

virus SARS-
CoV-2 en saliva

un total de 12 pacientes.

Fernandes et
al. 2020

Articulo de
Revisién
Sistematica

Valor
diagndstico
potencial  y/u
otras
propiedades de
los marcadores
bioldgicos en la

saliva de
pacientes con
COVID-19

28 estudios detectaron la presencia de
ARN del SARS-CoV-2 en la saliva, la
misma que ofreci6 una sensibilidad y
especificidad para la deteccion del SARS-
CoV-2 comparable a la del estandar actual
de hisopos nasofaringeos y orofaringeos

Sapkota D. et

Articulo de

Biomarcadores

Varios biomarcadores salivales, como los

al.2020 Revision salivales en el | metabolitos salivales, prometen ser Utiles
diagnoéstico de | para una mejor comprension de COVID-19
Covid-19 y posiblemente en la identificacion de
pacientes con diversos grados de
gravedad, incluidos los portadores
asintomaticos.
Czumbel L. et | Metaandlisis | Confiabilidad y | Una sensibilidad del 91% (IC 80-99%) para

al.

consistencia de
la deteccion del

las pruebas de saliva y una sensibilidad del
98% (IC 89-100%) para las pruebas de

28



ARN viral del
SARS-CoV-2
en muestras de
saliva

NPS en pacientes con COVID-19

previamente confirmados.

Altawalah H. et
al. 2020

Estudio
Transversal

Uso potencial
de la deteccion
por RT-PCR de
SARS-COV-2
en muestras de
saliva

La sensibilidad y la especificidad de la RT-
PCR para el diagnéstico de COVID-19 en
saliva fue de 83,43% (IC del 95%: 79,07—
87,20) y 96,71% (IC del 95%: 94,85—
98,04%), respectivamente.

Fang et al.
2020

Carta al editor

Comparaciones
en el tiempo de
diseminacion

viral del SARS-
CoV-2 de
diferentes

muestras  en
pacientes  en
UCI y fuera de
UCl

En el Hospital Central de Xiangtan
analizaron la conversién de 4cido nucleico
del SARS-CoV-2 utilizando pruebas PCR,
resultando que la tasa de conversion
positiva de acido nucleico para saliva fue
del 78.1% superior a lagrimas y orina, con
un tiempo aproximado entre 13y 17 dias.

Asociacion
Espafiola de
Vacunologia.
2020

Articulo de
internet

Autorizada una
prueba de
saliva para el
diagnéstico de
covid 19

Saliva Direct es muy sensible y con
similitud a lo que se puede obtener
mediante las pruebas de hisopados
nasofaringeos.

Fuente: los autores

29
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DISCUSION

Azzi et al. y Nunez et al. (2020) evaluaron la eficacia del diagnostico de SARS-CoV-2 en saliva,
asumiendo que, es una muestra confiable que permite una auto recoleccion, pues el mismo
paciente en la comodidad de su casa puede obtener la muestra salival, escupiéndola en un
recipiente estéril para su almacenamiento y posterior transporte, por ende, no requiere la
presencia de personal sanitario entrenado reduciendo asi la probabilidad de contaminacion
cruzada; ademas es un procedimiento no invasivo, menos costoso, y practico si se requiere de
una recoleccién masiva e incluso puede implementarse en la practica clinica ya que no se
requiere de un dispositivo especial 0 quiza pensar en el temor de que la calidad de la muestra

se vea alterada. 272829

En ese mismo sentido Tsang et al. (2020) refiere como importante aporte la utilidad de un
diagndstico mediante la deteccion en saliva pues seria un procedimiento no invasivo y
proporcionaria una deteccion rapida y temprana de la enfermedad; este particular se refuerza
con la investigacién proporcionada por el Centro Chino para el control y la prevenciéon de
enfermedades (CCDC), al identificar el virus en pacientes contagiados por Covid-19, en donde
se reportaron algunas cepas detectadas en ese fluido hasta 29 dias después de la infeccion;
en tal razon se podrian diferenciar los biomarcadores a través de procesos no invasivos
(autocoleccidn), con una ventaja sobre los procesos de recoleccion nasofaringeo que conllevan
un malestar y un riesgo implicito de sangrado especialmente en pacientes que tengan
trombocitopenia, marca también la diferencia con el esputo del tracto respiratorio inferior por

riesgos de transmision de virus y limitaciones diagndsticas. 2426

Pacheco et al. (2020) en su revisidn describe que los métodos utilizados actualmente para
pruebas PCR, han presentado ciertas debilidades; es decir los hisopados acarrean problemas
diversos que han afectado el diagnéstico temprano de la enfermedad, de otro lado la presencia
del receptor celular ACE2 en ciertos tejidos bucales, como el epitelio del conducto de las
glandulas salivales ratifica la presencia de mayores niveles del virus en cavidad oral y orofaringe

en relacién con la nasofaringe, ello infiere que la liberacién del virus es importante en saliva. °

Entre otros andlisis que se realizan respecto de las maniobras de hisopados nasofaringeos,
Takeuchi et al. (2020) manifiesta inconvenientes como por ejemplo la exposicion del personal
de salud a mas de la dificultad del procedimiento en si mismo, y si lo que se desea es resolver
rapido un diagnostico ante situaciones de emergencia sanitaria y que al tiempo resulte ser
confiable los procedimientos con el fluido oral resultan convenientes; de igual forma Azzi et al.
refiere que el diagndstico en saliva resulta ser eficiente en los pacientes afectados por Covid
dentro de las primeras semanas de iniciacion sintomatica que incluso estuvieron contrapuestos

a resultados negativos mediante la toma de hisopados, con esto se afirma la importante carga
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viral detectada en saliva, la misma que va disminuyendo en los dias subsecuentes de la
enfermedad, y aun a pesar de aquello se puede considerar que el SARS-CoV-2 se detecta a
partir de la saliva con tanta eficacia como con los métodos convencionales, incluso se observa
una menor variabilidad; para Fernandez et al. (2020) la saliva ofrecid6 una sensibilidad y
especificidad para la deteccion del SARS-CoV-2 comparable a la del estandar actual de hisopos
nasofaringeos y orofaringeos; 1"183° en concordancia con este estudio Kandel et al. (2020)
manifiesta que, si bien los estudios clinicos hasta el momento no son muy NUMErosos y se
realizan en pacientes hospitalizados adultos, el nivel de concordancia observada en su estudio
de muestras pareadas entre hisopados y saliva fue del 98,4% y una sensibilidad de 0,91 y 0,93,
en donde la sensibilidad algo menor de la saliva probablemente esté en relacion con una
deteccién en etapas tardias de la enfermedad, cuando la carga viral en las vias respiratorias
disminuye, estos mismos autores refieren también que las pruebas de saliva presentan ciertos
inconvenientes que tienen que ver con una diferente viscosidad y consistencia de las muestras
0 un volumen insuficiente; en este mismo sentido indican que la preparacion resulta mas
laboriosa en comparacion con las de hisopados faringeos, aunque recalcan que ello no afecta a

la sensibilidad de la prueba.?!

La evidencia que se va presentando en cuanto a la utilizacién de la saliva como medio
diagnéstico para Covid-19, ha llevado a que kits de PCR para muestras de saliva ya han sido
aprobados por la FDA en los EE. UU y distribuidos a nivel mundial, y en abril de 2020, se autoriza
por parte de la misma entidad el comienzo de las pruebas clinicas para la detecciéon de la
infeccion por el virus a través de muestras de saliva en convenio con la Universidad de Rutgers,

institucion que disefio el test. *°

En septiembre del afio 2020, a través de la Asociacion espafola de Vacunologia se difunde la
noticia en la que investigadores de la escuela de Salud Publica de Yale desarrollaron la prueba
“Saliva-Direct”, la misma que ha recibido ya una autorizacién de la FDA para un uso de
emergencia. Consideraron para ello la estabilidad del ARN del Sars-CoV-2 en saliva de
individuos infectados durante periodos prolongados y a temperaturas en diferentes escalas. Los
resultados demuestran que Saliva Direct es muy sensible y con similitud a lo que se puede
obtener mediante las pruebas de hisopados nasofaringeos, y se ha propuesto su validacion en
el personal y jugadores de la National Basketball Association (NBA) como prueba en personas

asintomaticas.3?

Existe consenso en cuanto a los aspectos a considerar para establecer un beneficio de las
pruebas en saliva, citando entre ellos, la facilidad del procedimiento, su inocuidad y comodidad
en relacion a los hisopados; otro elemento importante es poder realizar controles seriados en

donde los hisopados convencionales tendrian una desventaja en relaciéon con las muestras en
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saliva, sumandose también el hecho de que el proceso de la toma de muestras por hisopados y
mas si estas deben ser a repeticidon, es un riesgo constante de contagio entre los trabajadores
de la salud, versus la autorecoleccién que puede hacer el paciente con una muestra de saliva o
también desde un centro de atencidn sanitaria publico o privado que disminuye el riesgo de

transmision nosocomial de la Covid-19. 27

Al respecto la muestra salival que es obtenida mediante la accion de escupir, por hisopos orales,
o por la obtencién directa a nivel de la abertura de los ductos glandulares, al analizar su protocolo
de muestreo, varios estudios indican que el permanecer en ayuno unas horas antes de la
recoleccion e incluso desde la noche anterior, incrementa la concentracion de ARN, sumandose
el factor tiempo que juega a favor para diagnosticar tempranamente el virus en muestras
salivales. 242732 |o antedicho tiene un fundamento en el hecho precisamente de que estudios
experimentales en animales mostraron la presencia de SIgA en saliva, evidenciandose una
concordancia del 90% entre las muestras nasofaringeas y saliva para la deteccién de virus
respiratorios entre ellos coronavirus, igual otros presentaron una gran carga viral con presencia
del ARN del SARS-CoV tanto en muestras orofaringeas y de saliva, permitiendo que se pueda
plantear el supuesto cientifico de que la saliva es un probable reservorio diagnostico que ayude

a una deteccion oportuna de la enfermedad pandémica actual. 333435

Fang et al. (2020) refiere que una importante investigacion en el Hospital Central de Xiangtan
analizé la conversion de &cido nucleico del SARS-CoV-2 utilizando pruebas PCR, resultando
que la tasa de conversion positiva de acido nucleico para saliva fue del 78.1% superior a lagrimas
y orina, con un tiempo aproximado entre 13 y 17 dias. ¢ Otra investigacion refiere que en
muestras de saliva orofaringeas se detectd el ARN viral en un 87% de pacientes, refiriendo que
la carga viral fue méas alta en la primera semana de enfermedad y fue disminuyendo en las

semanas posteriores al inicio de los sintomas. ¥

Otro estudio clinico realizado en Hong Kong, obteniendo muestras de saliva en pacientes
afectados por Covid, reveld que se pudo detectar material genético en casi la totalidad de los
pacientes (solo uno no evidencié), pudiendo concluir que los biomarcadores que usan saliva
podrian ser mejores para un diagndstico oportuno de la enfermedad, a mas de confirmar un

procedimiento no invasivo para los pacientes.

La evidencia cientifica presenta ya una importante informacion respecto de la utilidad de las
pruebas en saliva, aunque también se analiza que la mayoria de informacién corresponde a
pacientes hospitalizados no criticos imposibilitados de escupir, debiendo incrementar las
investigaciones en pacientes ambulatorios sintomaticos para que se pueda recomendar en los

escenarios clinicos demandantes. 18:29:38
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CONCLUSION

Ante la necesidad de solucionar el problema de la pandemia, emerge como una alentadora
solucion, en el aspecto diagnostico la utilizacion de las pruebas en saliva para detectar el virus
SARS-CoV-2, esto en razén de que existe ya una importante evidencia de la alta carga viral
detectada en el fluido oral, cuya presencia y persistencia ha sido comprobada en varios analisis
experimentales; esta situacion permite el diagnéstico temprano de la Covid-19, a la par del inicio
de los primeros sintomas; adicionalmente como un factor altamente superlativo esta la ventaja
de constituirse en una prueba mas simple, menos costosa, menos invasiva y mas accesible para
realizar el analisis microbioldgico molecular. De otro lado y como un aspecto de alta importancia
al realizar el diagndstico mediante una prueba en saliva, el diagndstico en la fase aguda podria
ser un insumo importante para el manejo clinico de la enfermedad que ha causado un problema

de salud publica de connotacion mundial.
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