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Resumen:  Introducción. En El Salvador a la fecha, la técnica
utilizada por el sistema nacional de salud para la obtención de
la muestra para realizar PCR para SARS-CoV-2 es hisopado
nasofaríngeo, diferentes investigadores han descrito la muestra
de saliva como una muestra biológica útil para la detección
de SARS-Cov-2, por esta razón se observa la oportunidad de
aplicarla como una alternativa disponible para el diagnóstico de
esta enfermedad. Objetivo. Evaluar la autotoma de muestra de
saliva y secreción nasofaríngea por pacientes no hospitalizados
como una alternativa de menor riesgo biológico y de menor costo
que los hisopados nasofaríngeos convencionales. Metodología.
Se procesaron las muestras de una mezcla de saliva y secreción
faríngea obtenida por carraspeo autotomada por el paciente;
la amplificación se realizó por RT-qPCR de los genes E y
RdRp. Las muestras positivas se reevaluaron desde su extracción
para confirmar la estabilidad de material genético de SARS-
CoV-2 en la saliva y secreción nasofaríngea. Resultados. El
promedio de resultados positivos fue de 7,05 por cada 100
pruebas COVID-19 realizadas con hisopado, este resultado es
similar al 8 % de positividad durante el mismo período de estudio
utilizando como muestra saliva y secreción faríngea autotomada
por el paciente. Las ocho muestras positivas mantuvieron su
reactividad para los genes E y RdRp al primer, tercer y quinto mes
posdiagnóstico inicial para los dos protocolos utilizados. De igual
forma, los eluidos de ARN positivos iniciales se mantuvieron
positivos al primer, tercer y quinto mes. Conclusión. La muestra
de saliva y secreción faríngea y su utilización para el diagnóstico
de infección por SARS-CoV-2 podría ser una alternativa de
bajo costo, no invasiva, al menos de igual utilidad que el
hisopado nasofaríngeo para el estudio de población sintomática
ambulatoria o con exposición a nivel comunitario.
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Abstract: Abstract
Introduction. Currently, the detection of SARS-CoV-2 cases
in El Salvador has been carried out through RT-PCR by the
nasopharyngeal swab sample. Researchers had described the
saliva as a biological sample useful for detection of SARS-Cov-2,
therefore an opportunity to use it as a feasible alternative for
diagnostic. Objective. To evaluate the self-supplied sample of
saliva and nasopharyngeal secretion by non-hospitalized patients
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as an alternative of lower biological risk and less expensive
to nasopharyngeal swab for the diagnosis of SARS-CoV-2.
Methodology. Patient samples that met the inclusion criteria
were processed, amplification was carried out by two protocols
already standardized by RT-qPCR of the E and RdRp genes, two
of the positive samples by New Generation Sequencing (NSG)
for confirmation diagnosis. Positive samples were re-evaluated
from their extraction and amplification at the first, second, and
fih months aer diagnosis to evaluate the stability of the SARS-
CoV-2 genetic material in saliva and nasopharyngeal secretion.
Results. e average of positives per 100 tests in El Salvador in
the month of November 2020 was approximately 7,05 for every
100 COVID-19 tests performed with swabs, this result is similar
to the 8% positivity during the same month of the present study,
using as sample a mixture of saliva and pharyngeal secretion self-
taken by the patient. e eight positive samples maintained their
positivity for the E and RdRp genes at the first, third, and fih
months aer the initial diagnosis for both protocols. Similarly,
the initial positive Ribonucleic Acid (RNA) eluates remained
positive at the first, third, and fih months. Conclusion. e
sample of saliva and pharyngeal secretion and its use for the
diagnosis of infection by SARS-CoV-2 could be a low-cost, non-
invasive alternative with the same utility as the nasopharyngeal
swab for the study of the symptomatic outpatient population or
with a community level exposure. Likewise, it could be used for
mass screening or sentinel surveillance in settings with limited
resources.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, PCR, saliva, RdRp.

Introducción

De los coronavirus, dos virus altamente patógenos, Coronavirus del Síndrome Respiratorio Agudo Grave
(SARS-CoV) y el Síndrome Respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) causan síndrome respiratorio
severo en humanos y el SARS-CoV-2 causa la actual pandemia desde inicios del 20201,2,3. Desde marzo de
2020 se reportan los casos de infección por SARS-CoV-2 en El Salvador4, utilizando RT-qPCR y como
muestra, la secreción nasofaríngea recomendada en las orientaciones provisionales para pruebas diagnósticas
de SARS-CoV-25. El 7 de marzo de 2021 el Ministerio de Salud reportaba 60 800 casos positivos y 1907
fallecidos4 para esta misma fecha el Centro de Ciencia e Ingeniería de Sistemas (CSSE) de la Universidad
Johns Hopkins reportaba a nivel mundial 116 822 839 casos y 2 593 073 fallecidos por SARS-CoV-26. La
Organización Mundial de la Salud reportó el 8 de marzo de 2021 que se habían aplicado 249 160 837 dosis
de vacunas a nivel mundial7, se estima que entre el 60 % al 70 % de las personas necesitan ser inmunizadas
para lograr inmunidad colectiva8,9,10. A pesar de la implementación del mecanismo COVAX la inmunidad
colectiva no se logrará durante 202111,12, por lo que es importante continuar con la vigilancia epidemiológica
genómica mediante el diagnóstico molecular y secuenciación de SARS-CoV-2.
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Estructura y genoma de SARS-CoV-2

Los coronavirus son virus envueltos con un genoma ARN monocatenario de sentido positivo de
aproximadamente 26-32 kilobases, forman partículas esféricas o pleomórficas envueltas de 100 a 160 nm de
diámetro13. Su genoma codifica para 14 marcos de lectura abierto (ORF del inglés Open Reading Frame).
En el extremo 5’, los primeros son los ORF1a y ORF1ab que codifican para poliproteínas que se procesan
autoproteolíticamente en 16 proteínas no estructurales, este complejo replicasa-transcriptasa consta de
múltiples enzimas. En el extremo 3’ otros ORFs en el tercio distal del genoma codifican para al menos cuatro
proteínas estructurales principales: proteína de espícula (S), glicoproteína de membrana (M), envoltura (E)
y nucleocápside (N), además nueve factores accesorios putativos14,15,16,17.

RT-qPCR para diagnóstico de SARS-CoV-2

En una revisión sistemática se evaluaron un total de 67 pruebas de laboratorio diferentes utilizando la RT-
qPCR como estándar de referencia, encontrándose una heterogeneidad considerable entre las pruebas, los
valores de umbral y los contextos en que se aplicaron18. La RT-qPCR para el diagnóstico de COVID-19
se realiza con hisopos nasofaríngeos u otras muestras del tracto respiratorio superior, incluidos hisopos de
garganta o, más recientemente, saliva. Se utiliza una variedad de objetivos dirigidos a uno o más genes de la
envoltura (Env), nucleocápside (N), espícula (S), ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y ORF1,
la sensibilidad y capacidad de detección del SARS-CoV-2 varía dependiendo del gen amplificado20.

En la infección sintomática por COVID-19, el ARN viral en frotis nasofaríngeo medido por el umbral
del ciclo (Ct) es detectable desde el día 1 de los síntomas y alcanza su máximo dentro de la primera semana
del inicio de los síntomas19,21. La evolución temporal de la positividad y la seroconversión de la PCR puede
variar en niños y otros grupos, incluida la gran población de individuos asintomáticos. La positividad de
la RT-qPCR disminuye más lentamente en el esputo y aún puede ser positiva después que los hisopados
nasofaríngeos sean negativos. En 205 pacientes con infección confirmada por COVID-19, la positividad fue
más alta en las muestras de lavado broncoalveolar (93 %), seguida de esputo (72%), frotis nasal (63 %) y frotis
faríngeo (32 %), la persistencia de la RT-qPCR positiva en el esputo y las heces fue similar19,22. En un ensayo
de evaluación de la sensibilidad de la RT-qPCR se encontró mayor sensibilidad del gen E y del gen RdRp
(5,2 y 3,8 copias por reacción respectivamente con una probabilidad de detección del 95 %). En el presente
estudio la detección del gen N también dio resultados positivos, pero mostro menor sensibilidad20.

Muestras para el diagnóstico de infección de SARS-CoV-2

La toma del hisopado nasofaríngeo causa estornudos, tos y dolor nasofaríngeo en la mayoría de los casos,
los pacientes generan gotitas o partículas de aerosol que son peligrosas para los trabajadores sanitarios que
recogen estas muestras, esta exposición del personal sanitario dificulta la toma de muestras5.

Una alternativa no invasiva y confiable sería la detección de SARS-CoV-2 en saliva que se compara
con las pruebas de hisopados convencionales, obteniendo resultados comparables entre las muestras23,24,25.
Sin embargo la OMS insta a que antes de recurrir a otros métodos de obtención de muestras de líquidos
respiratorios o bucales, el método de muestreo debe ser primero validado en el laboratorio para los grupos de
pacientes previstos, recopilando sus propios datos de rendimiento en relación con el método local de recogida
de muestras5.
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En análisis de muestras emparejadas de saliva de garganta profunda e hisopado nasofaríngeo para
diagnóstico de infección por SARS-CoV-2 mediante RT-qPCR se encontró una tasa de detección de las
muestras de saliva de garganta profunda de 53,7 % y de hisopado nasofaríngeo de 47,4 %, ambas muestras
fueron comparables para detección del SARS-CoV-223. Otra investigación sobre el diagnóstico de infección
por SARS-CoV-2 mediante el uso de saliva demostró la capacidad de detectar el SARS-CoV-2 por RT-qPCR
en la saliva almacenada a 4 °C durante un período de 1 semana, mostrándose que este método es útil para
el diagnóstico del SARS-CoV-226. En protocolos de amplificación isotérmica para la detección de SARS-
CoV-2 para muestras de hisopos de nariz y garganta, se obtuvieron resultados comparables con el método
estándar, logrando aplicar el mismo protocolo en la muestra de saliva con resultados comparables de los casos
confirmados27.

La precisión diagnóstica en saliva es similar a la del hisopado nasofaríngeo con una sensibilidad combinada
en saliva del 83,2 % y especificidad combinada del 99,2 %; con sensibilidad combinada para hisopado
nasofaríngeo del 84,8 % y especificidad del 98,9 % en los análisis primarios. Los resultados fueron similares
en los análisis secundarios, sugiriendo que la precisión diagnóstica en saliva es similar con hisopado
nasofaríngeo28. En otro estudio comparativo de saliva e hisopado nasofaríngeo y faríngeo estándar se
encontró una sensibilidad y especificidad de la muestra de saliva para la RT-qPCR de 84,2 % (95 % CI 60,4
% - 96,6 %) y 98,9 % (95 % CI 96,1 % - 99,9 %), respectivamente. En el análisis de concordancia entre las dos
muestras demostró una concordancia observada del 97,5 % (coeficiente κ 0,851; IC del 95 %: 0,723-0,979;
p <0,001), concluyendo que la saliva podría ser una muestra alternativa para el diagnóstico de COVID-1929.

Efecto de ribonucleasa salival en el análisis de las muestras de saliva

Para analizar esta posibilidad diagnostica un grupo investigador realizó un estudio en el Hospital
Universitario de Keio (Tokio, Japón), se obtuvieron frotis nasofaríngeos y muestras de saliva,
simultáneamente, de pacientes ingresados en tratamiento con COVID-19 y del personal universitario que
presentaban síntomas que sugirieran infecciones virales agudas. Las muestras de hisopos nasofaríngeos fueron
recolectadas por personal médico capacitado y las muestras de saliva fueron recolectadas por los propios
pacientes. En general, las muestras de hisopos nasofaríngeos y de saliva mostraron una concordancia del
86,7 % con un coeficiente kappa de 0,625. Aunque las muestras recolectadas mucho después del inicio de
los síntomas mostraron resultados discordantes, los obtenidos dentro de los 10 días desde el inicio de los
síntomas (n = 140) presentaron una concordancia del 96,4 % entre ambos tipos de muestras (coeficiente
kappa: 0,883), indicando que la saliva, especialmente recolectada dentro de los 10 días posteriores al
inicio de los síntomas, puede sustituir las muestras de frotis nasofaríngeos. El almacenamiento a largo
plazo de las muestras de saliva en este estudio no afectó los resultados de la prueba incluso en presencia
de ribonucleasa salival. Esto sugiere que las muestras de saliva recolectadas incluso en las casas de los
pacientes pueden transportarse a laboratorios distantes sin perder sensibilidad. La fragmentación del ARN
por ribonucleasa salival podría resultar en una pérdida de viabilidad, pero preservar la detectabilidad por
sonda sin descomposición durante días incluso a 25 °C. Los valores del umbral del ciclo (CT del inglés Cycle
reshold) CT de las muestras de saliva no fluctuaron con el tiempo ex vivo30.

Las RT-qPCR para SARS-CoV-2 con saliva recolectada en una fase aguda son tan precisas como las que
usan hisopado nasofaríngeo, y el almacenamiento de muestras de saliva a temperatura ambiente por varias
horas, no afecta los resultados de la prueba. De igual forma se ha demostrado la posibilidad de análisis de
grupos de muestras de saliva para cribados masivos30,31.

Para la muestra de saliva y secreción nasofaríngea deben evaluarse las posibles diferencias entre la saliva
obtenida por saliva pasiva o materiales absorbentes y por carraspeo. La saliva de los pacientes infectados
puede contener virus que pueden permitir la transmisión por el aire y también por gotitas orales y por
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lo tanto, debe manipularse con cuidado. Las ventajas de las muestras de saliva son: el paciente la recoge
fácilmente, no requiere de personal especializado para su manejo reduciendo los riesgos biológicos, puede
tomarse directamente en cualquier lugar requerido32,33.

Otro grupo investigador detectó más copias de ARN del SARS-CoV-2 en muestras de saliva (logaritmo
de copias promedio por mililitro de 5,58; intervalo de confianza del 95 %, 5,09 a 6,07) que en muestras de
hisopado nasofaríngeo (media logarítmica de copias por mililitro, 4,93; IC del 95 %, 4,53 a 5,33). Además,
un mayor porcentaje de muestras de saliva que las muestras de hisopos nasofaríngeos fueron positivas hasta
10 días después del diagnóstico de Covid-19. De 1 a 5 días después del diagnóstico, el 81 % (IC del 95 %,
71 a 96) de las muestras de saliva fueron positivas, en comparación con el 71 % (IC del 95 %, 67 a 94) de las
muestras de hisopado nasofaríngeo. Los hallazgos sugieren que las muestras de saliva y las muestras de frotis
nasofaríngeos tienen al menos una sensibilidad similar en la detección del SARS-CoV-234.

Metodología

Diseño del estudio exploratorio. Se incluyeron a mayores de 21 años con o sin antecedentes de fiebre o
enfermedades respiratorias agudas, otros signos o síntomas compatibles con COVID-19 dentro de los 14 días
previos a la toma de muestra, historial de contacto con caso confirmado o sospechoso. Todo se sistematizó
con lista de verificación de autollenado rápido.

El día de la recolección de la muestra se dieron recomendaciones a los participantes para que una hora
antes de la toma no ingirieran alimentos sólidos, ni líquidos, excepto agua; no masticar golosinas o chicles,
no fumar o utilizar vaporizador con o sin sabor; no utilizar algún tipo de spray bucal; no lavarse los dientes,
ni utilizar enjuagues bucales o hilo dental y no utilizar productos cosméticos como lápiz labial, bálsamos o
cremas labiales.

Se recolectaron 100 muestras de 2 ml como volumen mínimo de una mezcla de saliva y secreción faríngea
por carraspeo autotomada por el paciente, utilizando tubos de polipropileno de 14 ml vacíos y estériles (sin
medio de transporte), la recolección fue realizada en espacios abiertos con distanciamiento mayor a 5 metros
entre cada persona. Las muestras recolectadas fueron trasladadas en termo hielera hacia el laboratorio.

Procesamiento de la muestra

Previo al procesamiento, las muestras se centrifugaron a 2000 RPM por 5 segundos y sin abrir los tubos se
procedió a inactivar el virus a 65 °C por 30 minutos buscando una reducción mayor de 4 log del coronavirus
infectante, esta temperatura se determinó de acuerdo a resultados de diversos estudios de inactivación de
SARS-CoV-2 por temperatura35,36.

La extracción se realizó con el kit PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit Invitrogen de ermoFisher
Scientific®. Los eluidos fueron conservados a −80 °C después de la extracción. La concentración de ARN fue
determinada por fluorometría con Quantus fluorometer, Promega® siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se realizó amplificación por RT-qPCR de los genes E y RdRp con dos protocolos: Charité, Berlin /
EVAg, con la AgPath-ID One-Step RT-PCR de ermoFisher Scientific® y con PowerChek 2019-nCoV
Real-time PCR kit® (https://www.fda.gov/media/140069/download). Las amplificaciones se realizaron en
el QuantStudio 5 Real-Time PCR instrument de Applied Biosystems®.

https://www.fda.gov/media/140069/download
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Positividad de la muestras

Se consideraron como muestras positivas a SARS-CoV-2 si los valores de CT de los genes E y RdRp eran ≤39,
y negativo cuando los valores de CT de ambos objetivos eran>39, siendo 39 el punto de corte. Se estableció
que en las muestras con resultados de CT discordantes entre los genes investigados, por ejemplo, muestras
con gen E con un valor de CT de ≤39 y gen RdRp con un valor de CT de >39 o viceversa, se repetiría el
ensayo y si la discordancia persistía en esos valores de CT, estas se darían como negativas.

Las muestras positivas se almacenaron a −80 °C en alícuotas de 250 µL para evaluar con el mismo protocolo
de extracción y amplificación la viabilidad de positividad y mantenimiento o modificación del CT de las
muestras al 1°,3° y 5° mes pos diagnóstico inicial.

La toma y procesamiento de muestra, amplificación y análisis de resultados fueron realizados en el
Laboratorio de Virología y Microbiología Molecular del Departamento de Microbiología, Facultad de
Medicina, Universidad de El Salvador.

Secuenciación masiva

De las muestras positivas se seleccionaron dos para ser secuenciadas por NGS en la plataforma MiniSeq
Illumina con el kit de Paragon CleanPlex® SARS-CoV-2 by SOPHiA siguiendo el protocolo del fabricante.
Para el alineamiento se utilizó la plataforma bioinformática SOPHiA-DDMV5.7.10.

Consideraciones éticas

Se cuenta con autorización del comité local de ética del Instituto Nacional de Salud. La base de datos
codificada esta bajo el resguardo de la Sección de Virología del Departamento de Microbiología, Universidad
de El Salvador.

Resultados

Las muestras obtuvieron una concentración de RNA por fluorometría entre 50 a 90 ng/µl, fueron 8 muestras
positivas para el gen E y RdRp y 92 negativas para ambos genes. Tabla 1

Las muestras positivas mostraron para el gen E y RdRp CT desde ciclo 18 hasta ciclo 35, el control positivo
amplificó entre el ciclo 23 y 24 (Figura 1), todos los CT entre el gen E y RdRp fueron coincidentes, solo una
de las muestras negativas mostró un CT no coincidente de 39 para el gen E en el protocolo PowerChek 2019-
nCoV con CT no detectado para RdRp. Para esta misma muestra no se registró CT con protocolo Charité,
Berlin /EVAg para ninguno de los genes, por lo quer se catalogó como negativa.

Las muestras positivas y sus alícuotas almacenadas a −80 °C se extrajeron y amplificaron manteniendo su
concentración de ARN, todas se amplificaron en un CT similar al inicial en los dos protocolos con los genes
E y RdRp manteniendo su positividad al primero, tercero y quinto mes pos extracción inicial. De igual forma
los eluídos positivos iniciales almacenadas a −80 °C se mantuvieron positivos al primero, tercero y quinto
mes después del diagnóstico inicial.

Las dos secuencias obtenidas por NGS fueron positivas a SARS-CoV-2 en el análisis realizado en
la plataforma SOPHiA-DDMV5.7.10. y fueron validadas y depositadas para su posterior análisis en la
plataforma GISAID con registro: EPI_ISL_671974, EPI_ISL_672573.
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Discusión

El promedio de positivos por cada 100 pruebas en noviembre en El Salvador fue de 7,05 por cada 100 pruebas
para COVID-19 realizadas con hisopado nasofaríngeo4, este dato es similar con el resultados de ocho pruebas
positivas de 100 pruebas realizadas durante el mes de noviembre en el presente estudio, utilizando como
muestra una mezcla de saliva y secreción faríngea espontanea o por carraspeo autotomada por el paciente
utilizando tubos de polipropileno de 14 ml vacíos y estériles (sin medio de transporte o SSN). Los protocolos
de RT-qPCR utilizados (Charité, Berlin /EVAg y PowerChek 2019-nCoV) con los genes E y RdRp son los
mismos utilizados en la mayoría de diagnósticos COVID-19 realizados por el Sistema Nacional de Salud,
salvo por algunos equipos automatizados que utilizan gen N. Adicionalmente se reconfirmó por NGS la
positividad de las muestras. Estos resultados son coincidentes y respaldan los hallazgos obtenidos en otros
estudios en los que se demuestra que la saliva y esputo nasofaríngeo, especialmente si es recolectada dentro
de los 10 días posteriores al inicio de los síntomas, puede sustituir las muestras de frotis nasofaríngeos30,31,32 o
que las muestras de saliva y las muestras de frotis nasofaríngeos tienen una sensibilidad similar en la detección
del SARS-CoV-234.

El almacenamiento a largo plazo de las muestras de saliva y secreción nasofaríngea a -80 °C no afectó los
resultados de la prueba, incluso al 5° mes posdiagnóstico. Esto sugiere que las muestras de saliva y secreción
nasofaríngea recolectadas de los pacientes, pueden almacenarse a −80 °C por meses sin perder sensibilidad
lo que es coincidente con otros estudios30,31,32.

La autotoma de muestra de saliva tiene menor complejidad que la obtención del hisopado nasofaríngeo y
esta técnica de autotoma de saliva requiere menor consumo de insumos y medidas de bioseguridad, solo se
requiere abrir el tubo una sola ocasión para tomar los 200 µl de muestra para el proceso de extracción ya que al
no utilizar hisopo se elimina este paso de manipulación, este proceso ejecutado para diagnostico COVID-19
demuestra al igual que en otros estudios, que la saliva y secreción nasofaríngea autotomada por el paciente se
convierte en una alternativa para el diagnóstico de la infección por SARS-CoV-231,32,33.

Si bien la concordancia de sensibilidad diagnostica de las pruebas es alta, el tipo de muestreo de la población
en estudio no permite una comparación estadística, debido a que no se realizó hisopado nasofaríngeo
simultáneo a las personas que participaron en el estudio por ser un estudio exploratorio. A pesar que el
tiempo y recursos invertidos fueron registrados por los investigadores, estos serán sistematizados en estudios
posteriores comparando los dos métodos (saliva-secreción nasofaríngea versus hisopado nasofaríngeo). Es
necesario realizar estudios de costo-efectividad que permitan adoptar otras metodologías de detección de
SARS-CoV-2 y optimizar los recursos disponibles en nuestro país.

Conclusiones

La saliva y secreción nasofaríngea resulto efectiva para la detección de SARS-Cov-2 mediante la técnica
de RT-qPCR a través de dos protocolos. Las medidas de bioseguridad para la toma de la muestra,
como el distanciamiento y espacios ventilados son medidas de bioseguridad accesible para la mayoría de
establecimientos de salud.

Las muestras positivas permanecieron viables para su diagnóstico hasta el quinto mes a −80 °C sin perder
sensibilidad y especificidad.

La utilidad de la muestra de saliva y secreción faríngea autotomada emitida de manera espontánea o
carraspeo para el diagnóstico COVID-19 es una alternativa de menor complejidad al no utilizar hisopo,
tubos de trasporte viral ni medios de conservación en el tubo. Es una medida no invasiva para el estudio
de población sintomática ambulatoria o con exposición, útil para la detección de casos positivos a nivel
comunitario, lugares de trabajo, escuelas y otros, reduciendo el riesgo del personal de salud que recolecta y
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procesa la muestra ya que no se expone a los aerosoles generados durante la toma de muestras con hisopo y
se reduce la manipulación de la misma durante su análisis.
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TABLA 1.
Amplificación por RT-qPCR de muestras de saliva y secreción nasofaríngea
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FIGURA 1
Curvas de amplificación de genes E RdRp
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