RECOMENDACIONES
PARA EL USO DE LAS
PRUEBAS EN SALIVA

ANTE LA COVID-19
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La técnica de RT-PCR sigue siendo
el estandar de oro como prueba
diagnostica para la deteccion
del COVID-19 y el hisopado
nasofaringeo como material de
muestraideal para dicha deteccion.

Conforme la pandemia se ha
extendié y no se hapodido controlar
se han disefiado diferentes
metodologias o buscado nuevas
alternativas en la muestra con
ventajas y desventajas que deben
ser analizadas por quien decida
realizarlas.

Las pruebas utilizando la saliva
como tipo de muestra son las que
han creado nueva controversia.
Estosensayosestandisenadospara
realzarse en casa o por el mismo
usuario sin que sean interpretadas
por personal entrenado. Por ser
menos invasivas pueden aplicarse
en nifos, en ancianos o para quien
sea muy molesta la toma del
hisopado nasofaringeo tradicional.

En los siguientes parrafos
analizaremos algunos aspectos
con relacion a la metodologia asi
como su empleo como prueba
rapida de antigeno.




EL USO DE LA SALIVA

COMO MATERIAL BIOLOGICO
EN LOS ENSAYOS CLINICOS

PARA EL DIAGNOSTICO DE

LA COVID-

Se han reportado tres vias
diferentes por las cuales el SARS-
CoV-2 puede presentarse en la
saliva:

1.- El virus comunmente se
encuentra en el tracto respiratorio
inferior y superior ingresando y
relacionandose con la cavidad oral
a través del traspaso de secreciones
de manera bidireccional.

2. El virus circulante en el torrente
sanguineo puede acceder a la
boca a través del liquido gingival
crevicular, un exudado especifico
de la cavidad oral que contiene
proteinas locales derivadas de
la matriz extracelular y proteinas
derivadas del suero.

3. Mediante la colonizacién e
infeccion de las glandulas salivales
mayores y menores con la posterior
liberacion de particulas en la
saliva a través de los conductos
salivales, esto debido a que se
han encontrado receptores ACE2
en los conductos de las glandulas
salivales.

Ventajas del uso de
la saliva

1. Facilidad en la obtencion de
la muestra: El paciente puede

19

proporcionar facilmente muestras
de saliva sin ningun tipo de
procedimiento invasivo.

2.- Necesidad de muestras a gran
escala o para monitoreo de casos.

3.- No requiere de personal de
salud: la muestra la puede recabar
el mismo paciente, se recomienda
estandarizar la recoleccion de esta
por el personal de laboratorio para
evitar errores durante la toma o la
recoleccion.

4.- Por otro lado, el uso de
muestras de saliva permitiria
ahorrar el tiempo de espera para la
recoleccion de muestras vy, por lo
tanto, agilizar la disponibilidad de
los resultados.

Desventajas del uso

de saliva

1. Se requiere estandarizar la
técnica

2. Se hareportado baja sensibilidad
3. Es importante realizar una
adecuada recoleccion de la
muestra por las interferencias
reportadas

Recoleccion de la muestra:

Preparacion del paciente:
1.- Se recomienda enjuagar bien

la boca con agua natural media
hora antes de la recoleccion de
saliva. Idealmente se recomienda
la primera muestra de saliva de la
manana sin cepillarse los dientes.

2.- Durante estos 30 minutos
previos, no se debe comer, beber,
fumar o usar vaporizadores, ingerir
medicamentos, ni mascar chicle,
ocupar enjuagues bucales ni hilo
dental, asimismo, evitar maquillaje,
crema labial o pintalabios que
podrian interferir con la prueba. El
paciente se debe asegurar que no
contenga restos de alimentos en la
boca.

3.- Lamuestra se puede recabar en
un recipiente de boca ancha estéril,
los volumenes recomendables
para su procesamiento oscilan
entre 1 y 3 ml, se debe cuidar
que la muestra no contenga
moco que puede interferir con la
prueba. Estos volimenes deben
ser revisados y estandarizados
por cada laboratorio en base al
procedimiento validado. Tener en
consideracion que la mayoria de
las personas necesitan de 10 a
12 minutos para poder producir
la suficiente saliva para poder
recabar el volumen necesario.

Actualmente se cuentan
algunos dispositivos de

4.-
con



recoleccion de saliva disponibles
en el mercado para unarecoleccion
segura y estéril sin comprometer
la calidad y la cantidad de la
muestra. Se recomienda revisar
el inserto de la prueba para poder
estandarizar los resultados, ya que
algunos kits vienen adicionados
con conservadores especiales
o almohadillas para facilitar la
recoleccion.

5.- Estabilidad de la muestra:
48 horas, temperatura de
conservacion: 5-15°C. Se

recomiendarevisarlasindicaciones
del kit de transporte en caso de
contar con uno.

No aconsejado en: personas
con baja produccion de saliva,
ninos muy pequefos o pacientes
postrados.

Aconsejado en: pacientes en donde
es mas complicado realizar la
toma nasofaringea como pueden
ser adultos mayores o nifios.

DIAGNOSTICO SALIVAL

DIAGNOSTICO CONVENCIONAL

Toma de muestra

Expulsar saliva en un recipiente

Hisopos nasofaringeos

Lugar de toma de muestra

Ambiente extrahospitalario y
hospitalario

Ambiente hospitalario o de la
salud

Riesgo de contaminacion

Bajo riesgo

Elevado riesgo

Personal de toma de muestra

Auto recoleccion

Requiere personal calificado

Complicaciones

No reportadas

Sangrados, desgarros muy
pocos casos reportados

Tabla: Resumen comparativo de diagnéstico mediante saliva y métodos convencionales.




APEGO EN LAS INDICACIONES O
MODIFICACIONES EN LA TECNICA DE

RECOLECCION O PROCESAMIENTO EN

LOS ENSAYOS CLINICOS.

En el laboratorio clinico, los
métodos de medicion estan
disenados para  proporcionar
informacion  diagndstica  que
permita direccionar u orientar la
toma de decisiones médicas. Un
meétodo o una prueba deben hacer
correspondencia a la utilidad
clinica para la cual fue disenada,
validada y aprobada.

Es atribucion de la COFEPRIS el
aprobar los dispositivos médicos
o de diagnésticos utilizados en
México; un elemento clave para
conocer las caracteristicas con
las que una prueba fue aprobada
es su “inserto". Es responsabilidad
del usuario (laboratorio) verificar
que la ejecucion del método/
prueba se realice cumpliendo
las caracteristicas descritas en
su inserto, por ejemplo, el tipo
de matriz bioldgica, el tipo de
contenedor, la estabilidad de la
muestra y/o reactivos, entre otras.

Cualquier  cambio en las
caracteristicas de las pruebas
bajo las cuales fueron

aprobadas conlleva a posibles
incumplimientos normativos; por
ello, existen directrices nacionales
e internacionales que guian un
proceso de validacion analitica (es

preciso aclarar que la “verificacion
analitica" es distintaala"validacion
analitica", a grandes rasgo, en
la verificacion el usuario no esta
cambiando las caracteristicas
del método y son protocolos
mas accesibles en términos de
muestreo y andlisis estadistico).

Para efectos de pruebas COVID-19
(serolégicas, de antigeno 'y
PCR) se recomienda dar cabal
cumplimiento a lo descrito en los
insertos; modificar una matriz
biologia, por ejemplo, exudado
nasofaringeo por saliva, debera ser
un proceso controlado y en estricta
comunicacion con el fabricante de
la prueba pues su utilidad clinica
podria verse comprometida.




IV METODOLOGIAS DISPONIBLES

PRUEBAS MOLECULARES

Existe una gran cantidad de literatura que demuestra que es viable usar saliva como matriz para realizar sobre
ella RT-PCR para la deteccion de SARS-CoV-2, sin embargo hay varias consideraciones que se deben de tomar
en cuenta:

1.- Existe una gran variabilidad en la sensibilidad obtenida entre los estudios, que puede ir desde 60% hasta
95%, sin embargo en estudios de meta analisis se puede concluir que la sensibilidad alcanzada en la mayoria
de los casos es del 82% al 85%.

2.- Los principales factores preanaliticos que contribuyen a disminuir la sensibilidad son la recoleccion de la
muestra de saliva (sitio de obtencidn de la saliva), el medio de transporte y la viscosidad de la muestra

3.- El principal factor analitico que debemos considerar son los métodos de extraccion, dado que extrapolar
los métodos de extraccion de muestras nasofaringeas, sin previas validaciones, a demostrado que en muchos
casos disminuyen la sensibilidad, muchas veces la saliva requiere de procesos diferentes de lisis.

4.- Se ha observado que la perdida de sensibilidad y los falsos negativos aumentan segun el gen que se esté
amplificando en la RT-PCR, hay un aumento en los falsos negativos cuando se amplifica el gen ORF1ab en
comparacioén con N o E, en muestras de saliva. Si no se esta utilizando un kit validado por el fabricante para
utilizar saliva como matriz se corre el riesgo de obtener una sensibilidad mucho mas baja al utiliza saliva en
relacion a lo reportado por el fabricante para la matriz para la que originalmente se estandarizé el kit la razon
se desconoce.

5.- No se recomienda combinar metodologias que se estan probando como el no hacer extraccion o usar la
técnica RT-LAMP para la amplificacion sobre muestras de saliva, ya que se ha demostrado que para ambos se
disminuye la sensibilidad comparado contra el estandar de oro, que es realizar extraccion automatizada por
afinidad y RT-PCR respectivamente.

6.- Los factores bioldgicos son los mas delicados ya que se han encontrado diferencias significativas en la
sensibilidad al comparar en los mismos pacientes muestras NF y de saliva, disminuyendo considerablemente
en pacientes asintomaticos (60% de sensibilidad), después de 7 dias del inicio de los sintomas (70% de sen-
sibilidad) y/o cargas virales bajas (con CT mayores de 30 en muestras NF se pueden obtener falsos negativos
con saliva).




PRUEBA RAPIDA DE ANTIGENO

Las pruebas de antigeno estan dirigidas a reconocer las proteinas
virales. En teoria la saliva como fuente de muestra para estas pruebas
también puede ser empleado. Sin embargo, los hallazgos en la literatura
cientifica al respecto no son concluyentes sensibilidad que va del 84% al
100% especificidad. Como ensayo clinico en teoria esta sujeto al mismo
algoritmo quelas pruebas antigénicas circulantesy su utilidad diagnostica
esta sujeta a la comprobacion por la metodologia tradicional. Aunque
por una parte estudios han demostrado una sensibilidad similar a las
pruebas moleculares (RT-PCR) por otro lado, otros estudios demuestran
una menor precision, en pacientes no hospitalizados. La reproducibilidad
del resultado aun en el mismo paciente muestra discrepancias quiza
debido a la heterogeneidad de la muestra. Los mejores resultados se
obtienen cuando la muestra se toma por la manana antes de ingerir
alimentos o del cepilladlo de los dientes.

Es indudable las ventajas que las
pruebas realizadas en casa pueden tener
para pacientes a los cuales se les dificulta la
realizacion del hisopado nasofaringeo, pero es
necesario considerar la toma correcta de la muestra
asicomo el proceso de descontaminacion del material

proveniente en caso de un resultado positivo.

Recordar que el tipo de muestra obtenida (saliva de
cavidad bucal anterior vs expectoracion), influencia
el resultado y que por lo tanto un paciente
sintomatico con un resultado negativo tendra
que recurrir a una prueba molecular por

evitar resultados falos negativos.
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