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Resumen

Introduccién: La prueba diagndstica de
referencia para SARS-Cov2 es la deteccidn
de ARN viral por PCR-RT, en muestras de
hisopado nasofaringeo (HNF). El HNF es
invasivo e incluye riesgo de contagio para
quien la toma, dada la posibilidad de aero-
solizacion.

Objetivo: Evaluar la capacidad diagndstica
de la prueba de PCR para la identificacion
de SARS- CoV2 en saliva comparada con el
HNF en nifos.

Métodos: Estudio prospectivo de prueba
diagnostica, incluyendo pacientes de 1 mes
a 18 afnos que cumplan con los criterios de
caso sospechoso de COVID-19. Se compa-
ré la deteccion de SARS-CoV2 en muestras
de saliva con muestras nasofaringeas, cal-
culando sensibilidad, especificidad, valores
predictivos y razones de verosimilitud. Se
contd con la aprobaciéon del Comité de Eti-
ca en Investigacion de la institucion.
Resultados: Se incluyeron 74 sujetos, con
una mediana de edad de 2,9 anos (IIC 0,6-
11). De ellos, el 89,2% se consideraron leves;
9,4% asintomaticos y 1,4% moderados. La
prevalencia de deteccién de SARS-CoV2
en HNF fue 81% (IC95%; 70-90), y en saliva

42% (IC95%; 34-58). La deteccién en mues-
tras de saliva mostrd sensibilidad de 57,4%
(IC95%,; 43-71) y especificidad de 100%
(1C95%; 70-99).

Conclusiéon: La identificacion de SARS-
Cov2 por RT-gPCR a partir de muestras de
saliva en nifios mostré una baja sensibili-
dad comparada con el HNF.

Palabras clave: SARS-Cov2-COVID-19-5a-
liva-Prueba de Acido Nucleico para CO-
VID-19

Abstract

Background: The gold standard diagnostic
test for SARS-Cov2 is the detection of viral
RNA by RT-gPCR, in nhasopharyngeal swab
samples (NFS). NFS is invasive and includes
a risk of contagion for operators, given the
possibility of aerosolization.

Objective: To evaluate the diagnostic per-
formance of the PCR test for identifying
SARS-CoV2 in saliva compared to NFS, in
children.

Methods: Diagnostic test study, including
patients from 1 month to 18 years of age
who meet the criteria for a COVID-19 sus-
pected case. The detection of SARS-CoV2
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in saliva samples was compared with na-
sopharyngeal samples, calculating sensiti-
vity, specificity, predictive values, and likeli-
hood ratios. The study was approved by the
institution's Research Ethics Committee.
Results: 74 subjects were included, with a
median age of 2.9 years (IQR 0.6-11). Of the-
se, 89.2% were considered mild, 9.4% as-
ymptomatic and 1.4% moderate. The preva-
lence SARS-CoV2 detection in NFS was 81%
(95%Cl; 70-90), and in saliva 42% (95%Cl; 34-
58). Detection in saliva samples showed a
sensitivity 57.4% (95%ClI; 43-71) and a speci-
ficity 100% (95%CI; 70-99).

Conclusion: Identification of SARS-Cov2 by
RT-gPCR from saliva samples in children
showed low sensitivity compared to NFS.

Keywords: SARS-Cov2-COVID-19-Saliva-CO-
VID-19 Nucleic Acid Testing.

Introduccion

En diciembre de 2019 el virus SARS-CoV2
caus6 una emergencia sanitaria en la Ciu-
dad de Wuhan, China. La enfermedad se
presentd con un cuadro clinico compatible
con neumonia. La epidemia rapidamente se
extendid al resto de los paises del continen-
te asiatico y a Europa, con una letalidad de
2-3%.1 EI 11 de marzo de 2020, la Organiza-
cién Mundial de la Salud (OMS) declard una
pandemia a partir de esta nueva enferme-
dad, denominada COVID-19!

El SARS CoV2 es un virus ARN, de transmi-
sién interhumana, a través de secreciones
respiratorias de individuos afectados. El vi-
rus se replica en las vias respiratorias, duran-
te el periodo prodrémico, lo que contribuye
a la transmision de la enfermedad. La en-
fermedad en pediatria ha sido descripta en
la mayoria de los reportes como una afec-
ciéon leve, con una prevalencia en reportes
iniciales de alrededor de 2%.2 Sin embargo,
en nuestro medio los pacientes pediatricos
con confirmacion de COVID 19 alcanzaban
el 15% al inicio de la pandemia.?

Dong et al. en su serie de 2143 casos sos-
pechosos de COVID 19, clasificaron a los
pacientes pediatricos de acuerdo a la sinto-
matologia en asintomaticos, leves a aque-
llos que presentaban sintomas de via aérea
superior, moderados a los que presentaban
neumonia o fiebre persistente, severos a los
que presentaban dificultad respiratoria o
hipoxemia y criticos a los que presentaban

insuficiencia respiratoria, shock, encefalo-
patia, miocardiopatia o falla multiorganica.*
El 19 de marzo de 2020, la OMS actualizd su
guia provisional sobre las pruebas de labo-
ratorio para la enfermedad por SARS-CoV-2.
Hasta la fecha, la confirmacion rutinaria de
los casos de COVID-19 se basa en la detec-
cién del acido nucleico (ARN) del virus me-
diante ensayos de RT-gPCR. Esta prueba
diagnoéstica puede efectuarse sobre dife-
rentes muestras bioldgicas. ®

Segun las recomendaciones del Ministerio
de Salud de Nacién, a los nifos con sos-
pecha de COVID 19 se les realizaba a las 24
horas de iniciados los sintomas un hisopa-
do nasofaringeo, como patrén de oro. Even-
tualmente, en aquellos pacientes que re-
guerian internaciéon se realizaba ademas la
pesquisa de los virus respiratorios estacio-
nales, mediante inmunofluorescencia indi-
recta. Se consideré caso confirmado a todo
paciente que presentaba genoma de SARS-
CoV?2 detectable por RT-gPCR y a todo pa-
ciente pediatrico con clinica compatible con
sindrome inflamatorio multisistémico y que
presente resultado positivo por RT-qPCR y/o
serologia positiva para SARS CoV-2.°

La saliva humana es un fluido corporal pro-
ducido por las glandulas salivales. El SARS-
CoV?2, tiene tres formas de llegar a la saliva,
una a través de las microgotas del tracto res-
piratorio inferior y superior, otra a través de
la sangre por el liquido crevicular gingival y,
la menos frecuente, a través de la infeccion
local de la glandula salival y excrecién del vi-
rus a través de la secrecion salival’?

Las ventajas de la utilizacién de la saliva en
pruebas diagnosticas radican en que es una
técnica menos invasiva, menos displacente-
ra, mas segura para el personal de salud y
gue requiere un minimo de entrenamiento
especifico para la toma de la muestra, inclu-
so la recoleccidon puede ser realizada por el
mismo paciente.®

Aunque el estandar de oro para la deteccién
de SARS-CoV2 es la RT-gPCR en muestras
de HNF, investigaciones realizadas en po-
blacién adulta sugieren una sensibilidad
similar al HNF en muestras de saliva en las
primeras semanas de los sintomas.® Siendo
la toma de muestra de saliva un procedi-
miento Mmas sencillo, con menor riesgo de
exposicion para los trabajadores de la salud,
es fundamental evaluar si es posible su utili-
zacién en la poblacidn pediatrica.



Objetivo

Evaluar |la capacidad diagndstica de la RT-
gPCR en saliva para la identificacion de
SARS- CoV2 en niflos, en comparacién con
la realizada a partir de muestras de hisopa-
do nasofaringeo.

Material y métodos

Diseflo: Estudio prospectivo, de evalua-
cion de prueba diagndstica, comparando
la capacidad de la RT-gPCR para identificar
SARS-CoV?2 a partir de muestras obtenidas
de salivay de HNF.

Poblacién: El estudio se realizd en el Hospi-
tal General de Nifos Pedro de Elizalde de
la Ciudad Autdénoma de Buenos Aires. Aque-
llos pacientes de 1 mes a 18 afos de edad
gue consultaban en el Departamento de Ur-
gencias (Unidad Febril de Urgencia -UFU-),
gue cumplian criterio de caso sospechoso
de COVID-19, fueron invitados a participar
del estudio, durante el periodo comprendi-
do entre el 01/08/2020 y el 28/02/2021. Se
excluyeron pacientes inmunosuprimidos,
con malformaciones anatémicas de la ca-
vidad oral y/o via aérea superior, trastornos
deglutorios, traqueotomizados y aquellos
pacientes con enfermedades pulmonares
crénicas (enfermedad pulmonar obstructi-
va crénica, fibrosis quistica, etc).

Obtencién de la muestra: Se tomo la mues-
tra del HNF segun los estdndares de cuida-
do de la institucién. La toma de muestra de
saliva se realizé utilizando una pipeta tipo
Pasteur estéril recolectando 1-2 ml de sa-
liva en la regién inferior de la lengua, y en
el caso de los pacientes que colaboraban
se obtenia muestra de esputo en forma di-
recta en un recipiente contenedor estéril.
Se colocé la saliva en un contenedor estéril
como medio de transporte. La muestra se
procesd en el mismo laboratorio que el HNF,
con un intervalo no mayor a 12 horas desde
la obtencidén de las muestras hasta el pro-
cesamiento de las mismas, refrigerandose y
conservandose adecuadamente segun pro-
tocolo del laboratorio.

Prueba diagnéstica: La confirmacion es-
tandar de la infeccién aguda por SARS-
CoV-2 se basa en la deteccion de secuen-
cias virales especificas, mediante pruebas
de amplificacién de acidos nucleicos, como
la reaccién en cadena de la polimerasa
por transcripcidén inversa en tiempo real
(RT-gPCR). Se extrajo el ARN viral con los
sistemas automatizados Chemagic™ 360

(PerkinElmer) o GenePure Pro Nucleic Acid
Purification System NPA-32P (Bioer). Se rea-
lizd RT-gPCR con los reactivos Genefinder,
qgue amplifican genes especificos RdRp
(polimerasa dependiente de ARN), gen E
(envoltura), gen N (nucleocapside) en ter-
mocicladores de PCR en tiempo real Co-
bas ® Z480 (Roche®) o Quant Gene 9600
(Bioer), se considerd detectable toda mues-
tra con cycle threshold (CT) <a 40.° En todas
las muestras de nuestro estudio se pesqui-
s6 genoma viral por RT-gPCR."

Variables a controlar: En todos los casos se
registro la edad, el tiempo de duracion del
primer sintoma (en dias) y la gravedad de |la
enfermedad, segun Dong.*

Tamafo muestral: Considerando alcan-
zar una sensibilidad del 90% y una especi-
ficidad del 99%, asumiendo un margen de
error de 7,5% y un nivel de confianza de 95%
se estimd un tamafo muestral minimo de
69 sujetos. Epidat 4.0 OPS.°

Aspectos éticos: El estudio cumple con los
requerimientos éticos y legales de la Ley
3301 del Gobierno de la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires. Se solicité el correspon-
diente consentimiento/asentimiento infor-
mado de los participantes o sus respon-
sables legales, segun correspondiera. El
protocolo fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacion del Hospital General
de Niflos Pedro de Elizalde.

Resultados

Durante el periodo en estudio, se recluta-
ron 74 sujetos con criterio de caso sospe-
choso de COVID-19, con una mediana de
edad de 2,9 afos (lIC 0,6-11). El 89,2% de
los casos presentaron una forma leve, 1,4%
moderadosy el 9,4% fueron asintomaticos.
El 75% de los sujetos presentaron fiebre
como sintoma principal. El tiempo de evo-
lucion de los sintomas fue de 1dja (IIC 0-2).
La prevalencia de la enfermedad detecta-
da a través de las muestras de HNF fue de
81% (IC95%; 70-90) y en saliva 42% (IC95%;
34-58). No se pudieron procesar 8/74
muestras de saliva por tratarse de una
muestra escasa. Las muestras de saliva se
obtuvieron con un ayuno previo de al me-
nos 1 hora.

Al comparar el desempeno de las mues-
tras de saliva considerando el HNF como
patrén de oro se obtuvo una sensibilidad
de 57,4% (IC95%; 43-71) y especificidad de
100% (IC95%; 70-99) el resto de los indica-



dores de desempefio de la prueba diag-
nostica en saliva se muestran en la tabla 1.

Discusion

En nuestro estudio, la pesquisa de SARS-
CoV2 en muestras de saliva de niflos sospe-
chosos de COVID-19 mostré una sensibilidad
limitada (57%) y una elevada especificidad
(100%) al compararla con la pesquisa por hi-
sopado nasofaringeo.

Durante la pandemia, en nuestra poblacién
pediatrica, se fueron estableciendo distin-
tos criterios de internacién. Al comienzo de
la misma, los menores de 24 meses, y lue-
go se modificé a menores de 12 meses, se
internaban por criterio epidemiolégico de
aislamiento y control clinico, aunque fueran
asintomaticos. En nuestro estudio el 9,4%
de los pacientes que fueron asintomaticos,
con HNF detectable para SARS CoV2.°
Fougére y col. realizaron un estudio pros-
pectivo observacional multicéntrico, reclu-
tando 397 pacientes con muestras de HNF
y saliva donde realizaron RT-gPCR para
SARS-CoV?2. Obtuvieron una positividad de
22,9% en saliva, 25,4% en HNF. Usando el
HNF como patrén de referencia, describie-
ron una sensibilidad en muestras de saliva
del 85,2% (IC95; 78,2-92,1).1213

Lai y col. también compararon la deteccidn
de SARS-Cov2 utilizando los dos tipos de
muestras, y hallaron similar capacidad de
deteccion (kappa 0,83). Sin embargo, en-
contraron que la posibilidad de detectar el
virus en muestras de saliva disminuye mas
precozmente que en las nasofaringeas.
Aungue no consideramos esta variable,
dado que la mayoria de nuestros pacientes
eran sintomaticos, es posible que tuvieran
un tiempo de evolucién considerable, ha-
ciendo que la positividad de las muestras
salivales disminuyera.

Referencias

En 2016, Kim y col. evaluaron diferentes vi-
rus respiratorios en muestras nasofaringeas
y de saliva de 236 sujetos sin encontrar dife-
rencias significativas en la capacidad diag-
ndéstica entre ambos tipos de muestras ana-
lizadas.”

En un estudio que incluyé 200 pacientes
adultos con COVID-19 sintomaticos, Pasom-
sub y col. encontraron que la muestra de
saliva podria ser una alternativa para la de-
teccion de SARS-CoV?2 por PCR-RT.'®

En un estudio pediatrico, Diani y colabo-
radores también encontraron una mayor
sensibilidad (80%) en la deteccién en mues-
tras salivales en relacién a las obtenidas por
HNF, pero en los 256 sujetos incluidos, la
tasa de positividad fue de s6lo 5% y 6%, res-
pectivamente. Estos valores, muy inferiores
a los obtenidos por nosotros (80%) muestra
que el criterio para incluir los sujetos proba-
blemente fue diferente y esto podria haber
afectado el desempefo de la prueba diag-
nostica.”

AUn con las limitaciones y diferencias mos-
tradas, nuestro estudio aporta informacion
sobre un método diagndstico alternativo.
Ademas, no hemos encontrado otro reporte
nacional en pediatria en pacientes sintoma-
ticos, remarcando la importancia de contar
con experiencias locales.’®

A pesar que se han evaluado diferentes
muestras para la pesquisa de SARS-Cov 2
por PCR como diagndstico de certeza de
COVID-19 (orofaringeas, salivales, nasales),
la muestra obtenida del HNF sigue consti-
tuyendo el patrén de oro.”

Conclusion

En la muestra estudiada, la pesquisa de
SARS-Cov2 por RT-gPCR en muestras de
saliva mostrd una sensibilidad limitada.
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Anexos

Indicadores de desempeno de RT-qPCR en muestras de saliva

comparada hisopado nasofaringeo como prueba diagnéstica.

Sensibilidad 57,4% (IC95%; 43-71)
Especificidad 100% (IC95%; 70-99)
Valor predictivo positivo 100% (IC95%; 86-100)
Valor predictivo negativo 34,3% (IC95%; 20-52)

Razén de verosimilitud negativa 0,43 (IC95%; 0,31-0,58)



