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Resumen

Introduccion: La pandemia de COVID-19 ha afectado a millones
de personas en todo el mundo. La identificacion de sujetos infectados
ha sido importante para el control. Objetivo: Evaluar el rendimiento de
una reaccion de polimerasa en cadena (RPC) cuantitativa en tiempo
real (en inglés: RT-qPCR) para SARS-CoV-2, utilizando saliva como
matriz en comparacion con un hisopado nasofaringeo (HNF). Meto-
dologia: Se reclutaron adultos en atencion ambulatoria, la mayoria
sintomaticos. Fueron estudiadas 530 muestras pareadas de saliva e
HNF con RT-qPCR. Resultados: Fueron positivas 59 muestras de
HNF y 54 de saliva. La sensibilidad con saliva fue 91%, especificidad
100%, el valor predictor positivo (VPP) 100%, valor predictor negativo
(VPN) 98%. El indice Kappa fue de 0,95 y LR-0,08. En promedio, el
umbral de ciclo (en inglés cycle threshold-CT) de la saliva fue 3,99
puntos mas alto que los de HNF (p <0,0001) mostrando que la carga
viral (CV) es menor en saliva. La carga viral en ambas disminuy6 con
el tiempo después del inicio de los sintomas. El muestreo de saliva
fue preferido por los sujetos en lugar de HNF. Conclusion: Este es-
tudio demuestra que la RPC para SARS-CoV-2 utilizando saliva, es
adecuada para el diagnéstico de COVID-19 en adultos ambulatorios,
especialmente en la etapa temprana de los sintomas.
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Abstract

Background: The COVID-19 pandemic has affected millions of
people around the world. Part of control strategies is testing a large
proportion of the population to identify and isolate the infected sub-
jects. Aim: To evaluate the SARS-CoV-2 detection by the performance
of a reverse transcription and quantitative polymerase chain reaction
(RT-gPCR) against SARS-CoV-2, using saliva as a matrix compared
to a nasopharyngeal swab (NPS) to simplify obtaining a diagnostic
sample. Methods: Adults in outpatient care were recruited, 95% of
them symptomatic. We studied 530 paired saliva and NPS samples
by SARS-CoV-2 RT-qPCR. Results: Fifty-nine individuals tested
positive in NPS and 54 in saliva samples. Sensitivity for saliva sample
was 91%, specificity 100%, positive predictive value (PPV) 100%,
negative predictive value (NPV) 98%. The Kappa index was 0.95
and LR-0.08. On average, the cycle threshold (CT) of saliva was 3.99
points higher than those of NPS (p < 0.0001) showing that viral load
(VL) is lower in saliva than in NPS. Viral load in both decreased over
the time after onset of symptoms. Saliva sampling was preferred by
subjects instead of NPS. Conclusion: This study demonstrates that
SARS-CoV-2 RT-qPCR using saliva, even with lower VL, is suitable
for the diagnosis of COVID-19 in outpatient adults, especially at early
stage of symptoms.

Keywords: COVID-19 testing; COVID-19 nucleic acid testing;
SARS-CoV-2 RT-PCR; saliva; nasopharyngeal swab; SARS-CoV-2
viral load; SARS-CoV-2 cycle threshold.
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Introduccion

OVID-19 surge en el mundo a finales de 2019 en

China y fue declarada pandemia en marzo de 2020

por la OMS. Desde entonces, ha evolucionado en
varias olas epidémicas en practicamente todos los paises,
confirmandose en el momento de escribir este articulo, mas
de 500 millones de casos y mas de 6 millones de muertes en
todo el mundo'. Para controlar la pandemia, los paises han
optado por diferentes medidas y estrategias para contener
la acelerada progresion en el nimero de casos. A pesar de
ello, persiste una intensa circulacion viral, agravada por la
aparicion de diferentes variantes del virus SARS-CoV-2
con mayor transmisibilidad o evasion inmune.

Sin duda, el diagnéstico masivo y oportuno, con el
objetivo de identificar a los transmisores, es una de las
estrategias mas criticas para el control. La identificacion
de casos de COVID-19 se ha basado principalmente en el
uso de las técnicas de reaccion de polimerasa en cadena
(RPC) cuantitativa con transcripcion reversa (en inglés:
RT-gPCR) en HNF, muestra considerada como el estandar
de oro, principalmente por el papel en el diagndstico de
otros patdgenos respiratorios®. Sin embargo, al necesitar
pruebas masivas, frecuentes y rapidas, este método tiene
algunas dificultades. Algunas de ellas fueron inicialmente
el quiebre de stock de suministros de muestreo, adicionado
a la necesidad de tener personal capacitado, el uso de
equipos de proteccion personal (EPP) y, en la percepcion
del paciente, las molestias asociadas con el muestreo,
especialmente en la poblacion pediatrica y en aquellos
que deben someterse a las pruebas en varias ocasiones
por motivos de trabajo o viaje.

Para hacer frente a estas dificultades, la muestra de
saliva para el diagnostico ha surgido como una alterna-
tiva al HNF, debido a la facilidad de muestreo, e incluso
puede ser auto-tomada. En este escenario de auto-toma,
las ventajas del uso de saliva sobre el HNF son mas rele-
vantes al no necesitar de personal capacitado ni de EPP.
Varios estudios han evaluado su desempefio como recurso
diagndstico, aunque los resultados son diversos debido
a la falta de estandarizacion en la fase pre-analitica®>.

Diversos estudios que evaliian la utilidad de la saliva
para el diagnostico se basan en pacientes hospitalizados
con un pequefio nimero de participantes®’. Por esta razon,
decidimos evaluar la utilidad de la saliva como muestra diag-
nostica de COVID-19 utilizando RT-qPCR SARS-CoV-2
en una poblacion de sujetos consultantes en el ambito am-
bulatorio, en comparacion con HNF como estandar de oro.

Materiales y Métodos
Diserio

Se trata de un estudio transversal, durante dos momen-
tos de la pandemia en Chile, uno de baja y otro de alta
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transmision comunitaria (nimero reproductivo 0,7 y 1,5,
respectivamente) de septiembre de 2020 a marzo de 2021.
Durante el primer periodo predomind la cepa ancestral
B1 y Wuhan, y durante el segundo periodo la variante
gamma P1. Todos los participantes fueron consultantes
en dos centros de diagnodstico ambulatorio y tres Servicios
de Urgencia de la Red de Salud UC-CHRISTUS, en
Santiago, Chile.

Participantes

Se invitd a participar a personas de 18 afios y mas, que
consultaron por sintomas sugerentes de COVID-19 en el
servicio de urgencias o que contaban con prescripcion
médica para realizar la prueba RPC de COVID-19 en las
unidades de diagndstico ambulatorio. Los participantes
no debian haber consumido alimentos o liquidos, excepto
agua, efectuado ni el lavado de dientes o fumado, en los
30 minutos previos a la toma de las muestras.

Procedimientos

Después de firmar el consentimiento informado,
se tomo una muestra de saliva seguida de HNF. Los
participantes con un resultado positivo recibieron un
cuestionario en linea para evaluar la presencia y el tipo de
sintomas y los dias de progresion de la enfermedad. Ade-
mas, el cuestionario evalu6 la aceptabilidad de 1a muestra
de saliva e HNF.

Recoleccion de muestras

El personal de salud instruyd a los participantes a
salivar en un tubo Falcon® de 15 ml con 2 ml de medio
de transporte universal (MTU). No se solicité un volumen
minimo de saliva. Luego, la enfermera obtuvo la muestra
de HNF también en un tubo Falcon con 2 ml de MTU. Las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en el
sitio de muestreo y se transfirieron al Laboratorio de
Infectologia y Virologia Molecular en la Red Salud UC-
CHRISTUS a temperaturas entre 4 y 8° C.

RT-gPCR

En ambas muestras se realizd, en forma paralela,
RT-qPCR de SARS-CoV-2. La extracciéon de ARN de
saliva y del HNF se realiz6 en un sistema automatizado.
Se utilizaron 250 pl de saliva, a los que previamente se
afiadieron perlas de vidrio y fueron agitadas por al menos
10 segundos. Para el proceso de extraccion, se utilizo el
kit Mag-Bind RNA extraction® (Maccura) en el equipo
Auto-Pure32A4 Nucleic Acid Purification System® (Mac-
cura). Como proceso de respaldo, se utilizo el kit DA0630
RNA-DNA Purification Kit (Magnetic Bead)® (Da An
Gene) en el equipo Smart-32 (Da An Gene) y se corrio
en paralelo con el Auto-Pure32A4 (Maccura).

Se agregd un control de extraccion de ARN, que
consiste en ARN del virus de la artritis equina (EAV), a
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cada muestra. Para la amplificacion RT-qPCR, se utilizo
el kit LightMix® SARS-CoV-2 RdRP plus EAV control
(TibMolBiol, cat. 53-0777-96). Este RT-qPCR de un solo
paso, esta disefiado para amplificar un fragmento de 87
pb de longitud del gen de la ARN polimerasa dependiente
de ARN del SARS-CoV-2 (gen RdRP). La amplificacion
ocurre en un proceso de transcripcion reversa (RT) y RPC
en un solo paso en un termociclador en Tiempo Real,
LightCycler® 480 II (ROCHE). En todas las corridas
se incluy6 un control negativo, un control positivo y un
control interno que detecta el ARN de EAV.

Estimacion de carga viral

Para cada muestra se registr6 el CT de RdRp como
una aproximacion a la carga viral y ésta se determin6 con
una curva estandar utilizando un calibrador comercial,
Exact Diagnostics SARS-CoV-2 Standard®, numero de
catalogo SKU: COVID19, que contiene 200.000 copias/
ml de ARN viral de los genes E, N, ORFlab, RARP y S.

Utilizando la curva estandar, que considera en su
calculo no solo el proceso de RT-PCR sino también la
extraccion de acidos nucleicos, pudimos determinar con
precision la carga viral entre los CT 16 y 37. El limite
superior de cuantificacion es en el CT 16 y corresponde
a una carga viral de 670.438.914 copias/ml. El limite
inferior de cuantificacion es en el CT 37 y corresponde
a 1.523 copias/ml. El limite de deteccion (LDD) se fijo
en CT =40 ya que CT > 40 corresponde a una muestra
negativa. El CT 40 esta fuera del rango para calcular
con precision la carga viral a partir de la curva estandar.
Si extrapolamos los valores de la curva, en CT 40 la
concentracion corresponderia a aproximadamente 238
copias/ml, por lo que es probable que el LDD del ensayo
esté alrededor de esa cifra.

Cabe destacar que la carga viral estimada a partir de
los valores de CT es s6lo una aproximacién y que no
considera la variabilidad propia de los distintos fluidos
como la cantidad de células y volimenes. Sin embargo,
al llevar la deteccion de genoma viral a nimero de copias/
mL, con ayuda de una curva estandar, nos permite hacer
comparable una muestra con otra. La comparacion de las
cargas virales estimadas se realizo con los logaritmos,
por tener menor variabilidad o incertidumbre que el valor
absoluto en copias/ml.

El resultado del RT-qPCR se clasificé como positivo,
indeterminado y negativo. Una muestra se definié como
positiva con CT < 37, indeterminada con valores de CT
> 38 a 40 y negativa con CT> 40 o sin amplificacion.

Analisis de datos

Se realizé un analisis estadistico descriptivo, inclu-
yendo promedios y porcentajes. Las comparaciones biva-
riadas de variables categoricas y continuas se realizaron
mediante pruebas de y* y t de student. Las variables con-

tinuas se expresaron como media y desviacion estandar
y se compararon mediante t-test pareado, de dos colas
y la prueba paramétrica U-test Mann-Whitney indicada
para tamafios muestrales pequefios y con distribucion
probablemente distinta de lo normal. Para estimar la
sensibilidad, la especificidad, los valores predictores
positivos (VPP), los valores predictores negativos (VPN),
los cocientes de probabilidad, kappa de Cohen (coefi-
ciente K) y sus intervalos de confianza (IC) de 95%, se
excluyeron las muestras con resultado indeterminado. Se
utiliz6 como estandar de oro el RT-qPCR en HNF. Se
consider? estadisticamente significativo un valor de p de
dos colas < 0,05. Para los analisis graficos, se utilizo el
paquete Prism 6.

Tamaiio muestral

El tamafio muestral requerido para la validacion de RT-
qPCR SARS-CoV-2 utilizando una nueva matriz como
la saliva, se baso en la recomendacion del Instituto de
Salud Publica de Chile (ISP) y el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI) de incluir al menos
50 muestras verdaderamente positivas (VP) (detectadas
positivas conjuntamente por el método de referencia y
candidato) y 50 muestras negativas detectadas por el
método de referencia®’.

Aprobacion ética

Este proyecto fue revisado y aprobado por el Comité
Etico Cientifico de Ciencias de la Salud de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile (ID200630020).

Resultados

Participantes

Durante el periodo de estudio, se reclutaron 536
individuos, entre 18 y 90 afios, de los cuales 82,7% eran
provenientes de las unidades de tomas de muestras. La
edad media de los participantes fue de 41,5 afios + 14,9
y 262 eran mujeres (48,9%). Cincuenta y nueve parti-
cipantes fueron diagnosticados con COVID-19 con un
promedio de edad 43,5 + 16,1 (22 - 83 afios). Veintiocho
eran mujeres (47,4%).

Muestreo de saliva y aceptabilidad

El volumen de saliva espontaneo recogido por 528
participantes fue en promedio 1,4 ml con una mediana
de 1,5 ml (0,1-7,0 ml). El volumen promedio de saliva
en 53 muestras positivas fue de 1,1 ml (0,1-3,0 ml), sin
diferencias con el volumen recogido en las muestras
negativas. Cuarenta (88,9%) de los 45 participantes que
completaron la encuesta para casos de COVID-19 respon-
dieron que preferian la saliva como muestra diagnostica
en comparacion con HNF.

Rev Chilena Infectol 2022; 39 (4): 372-381
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Rendimiento de RT-gPCR en muestras de saliva
para el diagnostico de COVID-19

Entre los 536 sujetos estudiados, la tasa de positivi-
dad de HNF fue de 11% (59 muestras), seis muestras
fueron indeterminadas y 471 muestras negativas. En las
muestras de saliva, la tasa de positividad fue de 10%
(54 muestras), 2 indeterminadas y 480 negativas. La
concordancia general fue de 526/536 (98%) entre los
dos tipos de muestra. De las 10 muestras discordantes,
4 muestras de saliva fueron negativas con su par de HNF
positivas, 1 muestra fue indeterminada con su par de
HNF positiva y 5 fueron negativas con su par de HNF
indeterminadas (Tabla 1).

Cincuenta y nueve sujetos fueron diagnosticados con
COVID-19 por HNF y 54 por muestras de saliva. De los
59 sujetos positivos, 42,4% provenia de las unidades de
toma de muestra con orden médica de RPC COVID-19
y 57,6% de consulta en servicios de urgencia. La sensibi-
lidad general de RT-qPCR en saliva fue 91,5% (IC 95%:
81,32-97,19%), la especificidad 100% (IC 95%: 99,23-
100%), el VPP 100%, el VPN 98,2% (IC 95%: 87-
99,20%), el LR negativo 0,08 (IC 95%: 0,04-0,20) y
tuvo una precision de 98,47% (IC 95%: 97,04-99,33%).
Kappa de Cohen: 0,95.

La sensibilidad de la RPC en la saliva se redujo a 66,6%
cuando el valor de CT en HNF fue > 30, mientras que
cuando el valor de CT en HNF fue < 30, la sensibilidad
aumento al 96%.

Anadlisis de CT y carga viral

Se analizaron en las muestras pareadas los valores de
CT de RdRp, como aproximacion de la carga viral de
SARS-CoV-2, incluyendo resultados positivos e indeter-
minados (n = 65). Los valores promedios de CT en HNF
y saliva fueron de 23,98 + 7,65 (rango 14,29-40) y 27,97 +
5,45 (rango 14,85-40), respectivamente, con una diferencia
de 3,99 (IC 95%: 1,56 a 6,41), p<0,0001 (Figura la). En
55 (84,6%) muestras pareadas, el valor de CT en HNF fue
mas bajo que en saliva, sugiriendo una carga viral mas alta
mientras que en 10 (18%) pares de muestra, la carga fue
mas alta en las muestras de saliva (Figura 2).

La carga viral se analiz6 s6lo en muestras positivas, el
promedio en HNF fue Log 7,05 + 1,68 en comparacion
con Log 5,78 + 1,42 en saliva, p < 0,0001 (Figura 1b).

Articulo de Investigacion

Tabla 1. Resultados de RT-qPCR de SARS-CoV-2 en 536 muestras pareadas de HNF y
saliva
HNF
Positivo Negativo  Indeterminado Total
Saliva Positivo 54 0 0 54
Negativo 4 471 5 480
Indeterminado 1 0 1 2
Total 59 471 6 536
HNF = hisopado nasofaringeo.

Figura 1. Comparacién de los valores de CT y de carga viral del SARS-CoV-2 en muestras pareadas de HNF y saliva. (a) Los valores de CT del gen RdRP en HNF (puntos azules)
y saliva (puntos rojos) en 65 pares de muestras, incluidos resultados positivos e indeterminados. El promedio de CT en HNF es de 23,98 y en saliva es de 27,97; (b) Carga viral
en 59 pares de muestras. La CV media en HNF es Log 7,05 copias/ml, la CV media en saliva es Log 5,78 copias/ml. Las lineas horizontales son la media + desviacion estandar,
CT = cycle threshold, HNF = hisopado nasofaringeo, RARP = ARN polimerasa dependiente de ARN.

Rev Chilena Infectol 2022; 39 (4): 372-381

www.revinf.cl

375



Laboratorio e Infectologia

— Articulo de Investigacion

Lamediade CT en HNF, cuando tanto las muestras de
HNF como las de saliva fueron positivas, fue menor en
comparacion a cuando solo las muestras de HNF fueron
positivas (21,86 = 5,71 vs. 29,40 + 9,45, p = 0,0580)
(Figura 3). Nueve (15%) de los HNF positivos y 17 (31%)
de las salivas positivas tuvieron un CT > 30; IC 95%: 0,47
a 30,96, p = 0,043.

Pacientes con COVID-19
De los 59 casos de COVID-19, presentaron sintomas
56 (94,9%) pacientes. De éstos, 53 (95%) fueron positivos

Figura 2. Comparacion de los valores de CT de RT-gPCR para SARS-CoV-2 en 65 pares de muestras
de HNF y saliva. Valor de CT de RdRP para muestras pareadas de HNF (puntos azules) y saliva (puntos
rojos). Cada linea representa el especimen correspondiente emparejado. La linea discontinua en CT = 40
corresponde al punto de corte del ensayo, CT = cycle threshold, HNF = hisopado nasofaringeo,
RARP = ARN polimerasa dependiente de ARN.

Figura 3. Comparacién de los valores de CT de RdRP entre 59 muestras pareadas de HNF y saliva en
casos de COVID-19. Valores de CT en HNF cuando tanto el HNF como la saliva fueron positivos (puntos
azules), valores de CT de saliva cuando tanto HNF como saliva fueron positivos (puntos rojos) y valores
de CT en HNF cuando sélo el HNF fue positivo (puntos verdes). Las lineas horizontales indican la media y
la desviacion estandar. La media para cada grupo es: 21,86 + 5,71; 27,56 = 5,1y 29,40 + 9,45, para
HNF (ambos positivos), saliva (ambos positivos) e HNF (sélo HNF positivos), respectivamente. CT = cycle
threshold, HNF = hisopado nasofaringeo, RARP = ARN polimerasa dependiente de ARN.
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tanto en HNF como en saliva. Dos de los tres pacientes
asintomaticos con HNF positivo tuvieron resultados
negativos en saliva.

Al momento del diagndstico, los sujetos sintomaticos
presentaban en promedio 3,13 + 3,01 dias de sintomas,
37 (66%) se tomaron la RPC dentro de los primeros tres
dias del inicio de la enfermedad, 15 (27%) entre 4 y 7 dias
y 4 (7,1%) después de 7 dias de sintomas.

Eltipo y la proporcion de sintomas en los 56 pacientes
sintomaticos se muestran en la Tabla 2. Los sintomas mas
comunes fueron mialgias y cefalea. Los sintomas menos
frecuentes fueron dolor abdominal y vomitos.

Carga viral segun sintomatologia

Entre los 56 pacientes sintomaticos, el promedio de CT
en HNF fue 22,09 + 5,98 (rango 14,29-36,2) y en saliva
fue 27,54 £ 5,15 (rango 14,85-40), con una diferencia de
5,45 (IC 95%: 3,33 a 7,57) (p < 0,0001). La carga viral
promedio en HNF en pacientes sintomaticos fue Log
7,16 £ 1,59 vs. Log 5,72 + 1,37 copias/ml, p < 0,0001
en saliva. El valor promedio de CT en HNF en sujetos
asintomaticos fue de 30,21 + 8,78, mas alto que en los
sujetos sintomaticos, aunque no se realizd el analisis
estadistico por ser so6lo tres sujetos.

La media de los valores de CT segtn el tipo de
sintoma se muestran en la Tabla 2. En HNF los sujetos
con odinofagia tuvieron la carga viral mas alta, prome-
dio Log 7,98 + 0,84 copias/ml, y el valor mas bajo de
CT, 18,99 + 3,34, p =0,025. Los sujetos sintomaticos
que presentaron nauseas (promedio CV Log 5,85 +
1,57 copias/ml y CT 27,06 + 5,82) tuvieron el valor de
CV mas baja y CT mas alto al comparar con el valor
promedio en los sintomaticos (p = 0,025). Los sujetos
con vomitos (promedio CV Log 4,56 + 1,97 copias/ml y
CT 31,86 + 7,32) también mostraron cargas virales mas
bajas, aunque no se realizé analisis estadistico por ser
solo tres sujetos. En la saliva, esto también se observo,
aunque sin significacion estadistica.

Carga viral segun dias de evolucion

Los valores de CT en HNF y saliva fueron incremen-
tando en la medida que aumentaron los dias de sintomas.
Tanto para HNF como para saliva, el valor més bajo de CT
ocurri6 un dia antes del inicio de los sintomas en un sujeto,
como se observa en la Figura 4a. Durante los primeros
tres dias de sintomas, en el HNF la media de CV fue Log
7,65+ 1,56 y en saliva Log 5,98 & 1,59. Después de siete
dias, en HNF disminuy6 a Log 5,08 + 1,52 y en saliva a
Log 4,4 + 0,47 con una diferencia estadisticamente sig-
nificativa con p=10,0119 y p =0,0308, respectivamente.
Los valores promedios de CT y CV entre HNF y saliva
fueron estadisticamente diferentes dentro de los primeros
siete dias de los sintomas (Figura 4b). Los valores medios
de CT y CV en HNF y saliva segun los dias de sintomas
se muestran en la Tabla 3.

Rev Chilena Infectol 2022; 39 (4): 372-381
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Tabla 2. Frecuencia de sintomas y valores de CT en 56 pacientes sintomaticos al momento del diagnéstico de COVID-19
Sintomas n ( %) Valor CT HNF Valor CT saliva

promedio = DE promedio = DE
Sintomaticos 56 (100) 22,09 + 6,042° 27,77 = 5,38
Mialgias 46 (82,1) 21,63 = 5,73 27,85 = 5,21
Cefalea 40  (71,4) 21,51 = 5,73 27,6 = 5,62
Fiebre 34 (60,7) 21,78 = 6,31 28,52 = 5,67
Tos 34 (60,7) 21,57 + 6,42 26,97 + 4,88
Astenia 32 (57,1) 22,74 = 5,84 28,74 = 4,46
Coriza 25 (44,6) 21,69 = 6,15 29,17 = 4,14
Anorexia 25 (44,6) 22,07 £ 5,76 28,91 = 4,73
Odinofagia 22 (39.3) 18,99 + 3,342 26,56 + 3,85
Calofrios 22 (39,3) 21,96 = 6,30 28,13 = 4,54
Anosmia 15 (26,8) 21,93 = 6,00 29,74 = 4,87
Ageusia 14 (25,0) 21,88 = 6.03 29,46 = 5,42
Dolor toraxico 11 (19,6) 23,69 = 6,91 29,53 + 5.03
Diarrea 10 (17,9 25,90 = 5,73 27,61 = 5,21
Nauseas 9 (16,1) 27,06 = 5,82° 30,32 = 4,99
Disnea 8 (14,2) 23,55 = 7,69 28,80 = 3,93
Disfonia 8 (14,2) 18,71+ 3,34 29,97 = 3,15
Dolor abdominal 7 (12,5) 22,60 = 5,75 29,20 = 5,57
Vémitos 3 (5,4) 31,86 = 7,32 29,40 = 0,78
2Diferencia 3,1 (IC 95%: -5,8211 a -0,3789, p = 0,026); bdif 4,97 (IC 95%: 0,6551 a 9,2849; p = 0,025).

Figura 4. Valores CT de RdRP y de carga viral en HNF y saliva segun dias de sintomas. (a) Valores medios de CT en HNF (cuadrados azules) y saliva (tridangulos rojos) de pacientes
con COVID-19 segln dias de enfermedad. Las pendientes se calcularon mediante regresién lineal simple, pendiente HNF=0,8666 y pendiente de saliva= 0.5600 (b) Valores de
CV en HNF (puntos azules) y saliva (puntos rojos) en distintos intervalos de dias desde el inicio de los sintomas; 0-3 dias, 4-7 diasy > 7 dias. Las lineas horizontales representan
la media. En dia 0-3, la media de CV para HNF es Log 7,65y saliva Log 5,98; dia 4-7 en HNF es Log 7,1 y saliva Log 5,46; dia > 7 en HNF es Log 5,08 y saliva Log 4,4. CT = cycle
threshold, HNF = hisopado nasofaringeo, RARP = ARN polimerasa dependiente de ARN.
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Tabla 3. Comparacion de los valores de CT de RdRP y carga viral en 56 muestras pareadas de HNF y saliva en pacientes sintomaticos segun los dias de
evolucion al momento del diagnoéstico

Dias de sintomas CT en HNF CT en saliva 1C 95% Carga viral HNF Carga viral de saliva 1C 95%
promedio + DE promedio + DE valor p (Log, copias/mL) (Log, copias/ml) valor p
promedio + DE promedio + DE
0-3 20,83 = 5,72 26,84 + 5,68° 3,33a8,69 7,65 = 1,56¢ 5,98 + 1,594 -2,41a-0,93
(n =37) (n = 35) p < 0,0001 p < 0,0001
4-7 23,1 £5,53 28,71 = 4,63 1,80a9,42 7,1 1,61 5,46 = 1,35 -2,75a-0,52
(n=15) (n=15) p = 0,0053 p = 0,0053
> 7* 30,01 = 5,212 32,36 = 1,61° p = 0,482 5,08 = 1,52¢ 4,4 = 0,474 p = 0,4857
(n=4) (n=4)

*Diferencia estadistica entre el valor de CT de HNF de los primeros 3 dias y > 7 dfas de sintomas p = 0,0132. *diferencia entre el valor de CT en saliva de los primeros 3
diasy > 7 dias de sintomas p = 0,0252; <diferencia entre la CV de HNF de los primeros 3 dias y > 7 dias de sintomas p = 0,0119; ?diferencia entre la CV de saliva de los
primeros 3 dias y > 7 dias de sintomas p=0,0308. *Para la comparacién estadistica de promedios con la serie de > 7 dias se utilizé la prueba paramétrica Mann-Whitney.
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Discusion

El avance de la pandemia ha exigido que los servicios
de salud cuenten con métodos capaces de diagnosticar
oportunamente los casos y que se puedan aplicar a gran
escala. La posibilidad de uso de la saliva como muestra
alternativa al HNF para el diagnostico del SARS-CoV-2,
surge al principio de la pandemia tomando en cuenta
que en las glandulas salivales existen receptores ACE2,
utilizados por el virus SARS-CoV-2 para su entrada a
las células, teniendo en ellas una replicacion activa'. La
presencia del virus SARS-CoV-2 se ha demostrado en
diferentes fluidos distintos de las vias respiratorias, siendo
mayor en saliva, lagrimas y cerumen'!.

Varios estudios han evaluado el rendimiento de RT-
gPCR utilizando saliva en el intento de favorecer el uso
de esta muestra para el diagnostico de COVID-193412-14,
Los estudios iniciales se realizaron en pacientes hospita-
lizados*'>'¢, pero dada la necesidad de identificar opor-
tunamente a los individuos infectados en la comunidad,
se ha estudiado también en pacientes ambulatorios. Los
resultados son variables, pero demuestran una menor
sensibilidad en saliva en comparacion con HNF, oscilando
entre 51 y 94%*121416-20_En ¢l presente estudio, basado en
pacientes ambulatorios y poblacion principalmente sinto-
matica, demostramos una sensibilidad de 91%, de acuerdo
con los resultados de Kandel y Marx, quienes reportaron
una sensibilidad de 85,2 y 91%, respectivamente'?.

La menor sensibilidad de RT-qPCR utilizando saliva
puede estar determinada por la menor carga viral en este
fluido en comparacion con el HNF. En nuestro estudio, la
saliva tuvo un CT promedio 3,99 més alto y una carga viral
estimada al menos 18 veces menor que en HNF, lo que
ha sido observado por varios autores'®!*?2. Sin embargo,
hubo un 18% de muestras en que la carga viral fue mayor
en saliva, aunque sélo en la mitad de ellos la diferencia

fue mayor a 1 Log, valor considerado significativo gene-
ralmente. Esta diferencia puede estar dada por aspectos
pre-analiticos del procedimiento como la variabilidad
entre individuos, dias de evolucion de enfermedad, ca-
lidad de la muestra de HNF y la variabilidad normal de
la excrecion viral en los sujetos, describiéndose cambios
mas dinamicos en la carga viral del HNF que en la saliva
en el tiempo'. La carga viral en HNF cuando la saliva fue
negativa, fue menor en comparacion con la carga viral en
HNF cuando ambas muestras fueron positivas. Cuando el
HNF tuvo un CT > 30y la carga viral <a 115.000 copias/
ml, un tercio de las muestras de saliva fueron negativas, lo
que significa que, cuando la carga viral en la nasofaringe
es baja, un tercio de los casos de COVID-19 se podrian
perder usando saliva. Esta proporcion puede parecer
significativa cuando se considera el uso de saliva como
muestra para el diagnostico de COVID-19. En los intentos
de correlacionar el aislamiento viral con la carga viral, se
observo que no hay replicacion viral en muestras con una
carga viral inferior a 1 x 10¢ copias/ml y valores de CT
superiores a 24 0 34. La positividad del cultivo disminuye
amedida que los valores de CT aumentan. Se ha visto que
menos de 3 a 8% de las muestras con CT > 35 muestran
replicacion viral en cultivo celular pudiendo considerarse
infecciosas®-%. La persistencia del virus viable depende
de la duracion de la infeccion. Un estudio observo que,
en pacientes asintomaticos con RPC positiva mas alla
de los 20 dias desde el diagnostico inicial, ninguno tenia
cultivos positivos de SARS-CoV-2%. El estudio de Hiroi
mostr6 que los pacientes con CT > 30 y mas de 10 dias
de sintomas tenian cultivo viral negativo?’. Por lo tanto,
es muy poco probable que los pacientes con COVID-19
diagnosticados por HNF positivo y con RPC negativa
en saliva, situacion en que la carga viral es baja, sean
infectantes. Encontramos que los casos de COVID-19
que se pierden al usar saliva, corresponden principal-

Rev Chilena Infectol 2022; 39 (4): 372-381



Laboratorio e Infectologia

mente a pacientes con cargas virales bajas en sus tractos
respiratorios superiores, por debajo del umbral para ser
considerados infecciosos y por lo tanto contagiosos. En
consecuencia, desde el punto de vista de la transmision,
la menor sensibilidad observada en las muestras de saliva
en comparacion con el HNF no seria relevante.

Otros factores que pueden afectar a la sensibilidad de la
RT-PCR en la saliva son la presencia, tipo y duracion de
los sintomas. La sensibilidad de la RT-PCR en pacientes
sintomaticos es mayor, disminuyendo de 94,7 a 88% en
pacientes asintomaticos?®; sin embargo, las cifras no son
tan diferentes cuando se compara entre sujetos asinto-
maticos y oligosintomaticos?. La diferente sensibilidad
de la RT-PCR en sintomaticos vs asintomaticos se debe
probablemente a la mayor carga viral presente en pacien-
tes sintomaticos, ya sean nifios o adultos®!; sin embargo,
esta diferencia entre sintométicos y asintomaticos no
parece ser tan clara en los nifios®?. A pesar de la menor
sensibilidad en sujetos asintomaticos, la sensibilidad sigue
siendo lo suficientemente alta, entre 78 y 91%, para la
deteccion del virus, dependiendo de la frecuencia con que
se realicen las pruebas. Con pruebas periddicas, al menos
semanalmente, la deteccion de casos positivos mejora®.
Algunos estudios incluso han demostrado que la RPC
en saliva tiene una sensibilidad mas alta que en el HNF
para el tamizaje de pacientes asintomaticos, 92 y 86%,
respectivamente®. Asi, la saliva es una muestra adecuada
para utilizar, ya sea para la vigilancia activa de los casos,
tanto en adultos como en la poblacion pediatrica, o para
el diagnostico en casos sospechosos de COVID-19. En
nuestro estudio so6lo tres de los 59 pacientes positivos eran
asintomaticos y s6lo uno dio positivo por saliva, por lo
que no podemos sacar conclusiones sobre las diferencias
en la carga viral entre estas dos poblaciones.

Otro determinante de la sensibilidad es la duracion
de los sintomas al momento del muestreo debido a la
variacion de la carga viral en el tiempo. A medida que
aumenta el niimero de dias desde el inicio de los sinto-
mas, la carga viral disminuye. Se ha demostrado que la
carga de SARS-CoV-2 disminuye después de siete dias
en comparacion con los primeros tres dias de sintomas,
tanto en HNF como en saliva*®?>3>, En nuestro estudio,
observamos cargas virales mas altas desde un dia antes
del inicio de los sintomas hasta tres dias después, tanto en
la saliva como en el HNF. También encontramos que la
diferencia significativa en la carga viral entre saliva e HNF
se observa durante los primeros siete dias de sintomas,
pero después de la primera semana esta diferencia tiende
a desaparecer, siendo los promedios mas similares entre
HNF y saliva. Considerando que el nimero de muestras
positivas con mas de siete dias de sintomas en nuestro
estudio es muy pequefio, no es posible asegurar comple-
tamente que se pierde esta diferencia en el tiempo. Sin
embargo, es posible que asi ocurra, ya que otros autores
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han observado que hay una mayor reduccion de la carga
viral en la nasofaringe a lo largo del tiempo en compara-
cion a la saliva'*'7?2. La excrecién del SARS-CoV-2 en la
nasofaringe ha demostrado tener una duracion mas corta
en comparacion con otras muestras como el esputo, las
heces y la orina, aunque no hay pruebas suficientes para
compararlo con la saliva®.

En los sujetos del estudio, el sintoma mas frecuente fue
la mialgia, seguida de fiebre y tos. No hubo diferencias
en las cargas virales (medidas como CT) entre estos
sintomas, pero los pacientes que presentaron odinofagia
en el momento del diagndstico tenian una carga viral
significativamente mayor en HNF, probablemente debido
a una gran replicacion a nivel faringeo, lo que explicaria
esta sintomatologia. Chua y cols., encontraron que los
nifios con tos, expectoracion y cefalea tenian cargas mas
altas®'. Por otro lado, las cargas virales significativamente
més bajas las observamos en los sujetos con sintomas
gastrointestinales. No pudimos mostrar diferencias
significativas en la carga viral de la saliva segun la sinto-
matologia. Por lo tanto, el tipo de sintomas al momento de
la toma de muestra de un paciente también podria influir
en la sensibilidad de 1a RPC.

Los métodos de recoleccion de saliva y el uso de me-
dios de transporte también son factores que influyen en el
rendimiento de la RPC de SARS-CoV-2. Utilizamos un
método muy simple para recolectar la saliva que consiste
en salivar en un tubo con medio de transporte. Métodos
més complejos como la obtencion de saliva con lavado
orofaringeo, la recogida de saliva en la boca durante 1 o
2 minutos, el carraspeo antes de la toma de muestras o el
rollo de algodon, han mostrado una sensibilidad similar
o incluso menor a la determinada por nosotros, 86%,
82,9% y 66,7%7°. Descubrimos que recolectar saliva
con un método simple como el salivar, sin dispositivos
especiales, sin exigir un volumen minimo, es tan bueno
como los demas procederes y mas facil de realizar. Ade-
mas, la mayoria de los participantes del estudio prefirieron
el muestreo de saliva ya que era facil de recolectar, no
causaba molestia alguna y no los ponia nerviosos en
comparacion con el HNF. Por otro lado, demostramos
que s6lo se necesita un pequeio volumen de saliva para
el buen rendimiento de la RT-qPCR, lo que es relevante
para nifios pequefios e incluso para adultos que, en su
mayoria, pudieron recolectar menos de dos ml de saliva.

El uso de medios de transporte no ha demostrado ser
relevante para la sensibilidad sino para el procesamiento,
ya que la saliva recolectada sin medio de transporte agrega
trabajo adicional y manipulacion de las muestras para dis-
minuir la viscosidad y prevenir la formacion de coagulos.
Sin embargo, los estudios en los que la saliva se recoge
sin medio de transporte han demostrado una sensibilidad
muy buena*>'®%. El uso o no de medios de transporte
virales en la recoleccion de saliva podria ser un factor
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para considerar en los laboratorios que utilizan métodos
de extraccion automatizados en los que los canales pueden
bloquearse con muestras de saliva muy espesas®>'8. Segtin
algunos autores, el uso de MTU al recolectar saliva, ofrece
muchas ventajas sobre un HNF, porque no es invasivo,
conveniente (especialmente para los nifios), implica un
trabajo minimo y se presta bien para los programas de
deteccion masiva y permite una mejor conservacion de
la muestra para fines de aislamiento viral*'#2,

Conclusion

La saliva demostr6é ser una muestra comparable al
HNF para el diagnostico de casos de COVID-19 utili-
zando RT-qPCR. Este estudio valida la saliva como una
muestra adecuada para la identificacion de individuos
contagiosos, por lo que recomendamos su uso. Sin
embargo, considerando que este estudio se basd en una
poblacion adulta ambulatoria, donde practicamente todos
eran sintomaticos, las conclusiones solo se pueden aplicar

a este entorno de pacientes. De todos modos, su utilidad
en poblaciones distintas a la aqui estudiada, como sujetos
asintomaticos o pediatricos, se encuentra ampliamente
validada en la literatura cientifica. Ademas, es facil de
recolectar, no corre el riesgo de quiebre de stock de
materiales, no necesita personal capacitado, requiere
pequefios volumenes y se puede usar facilmente en la
poblacion pediatrica. La saliva es probablemente una
excelente muestra para nifios e individuos que requie-
ren vigilancia continua de COVID-19, favoreciendo la
adherencia al muestreo.
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