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RESUMEN

El nuevo coronavirus SARS-CoV-2 es el agente etiolégico de la enfer-
medad por coronavirus de 2019 (COVID-19), convertida rapidamente
en una pandemia, emergencia sanitaria y una crisis de salud pablica en
los paises afectados a lo largo de los cinco continentes. El objetivo de
la presente revision bibliografica fue describir algunas consideraciones
sobre el diagnéstico del COVID-19 y el papel de los diagndsticos sali-
vales. El diagnéstico molecular, la historia clinica, las manifestaciones
clinicas, los hallazgos de laboratorio y los imagenolégicos, y la prueba
viral del acido nucleico, el diagnéstico seroldgico, el sistema CRISPR/
Cas13y la técnica SHERLOCK son elementos del arsenal diagndstico
de esta infeccion. Estos son imprescindibles para el trabajo de los pro-
fesionales en salud, ya que generar y conocer medidas de identificacion
diagnéstica, son pilares esenciales, en el intento de mitigar una mayor
propagacion de esta infeccion.

Palabras clave: COVID-19, diagnostico, diagnosticos salivales.

ABSTRACT

The novel coronavirus SARS-CoV-2 is the etiologic agent of the 2019
coronavirus disease (COVID-19), rapidly converted in a pandemic,
sanitary emergency and Public Health crisis in the affected countries
over the world. The objective of the present bibliographical review was
to describe some considerations about the diagnosis of COVID-19 and
the role of salivary diagnostics. The molecular diagnosis, the clinical
history, the laboratory and imagenologic findings, the nucleic acid
viral test, the serologic diagnosis, the CRISPR/Cas13 system, and the
SHERLOCK technique, are all elements of the diagnostic arsenal to
identify this infection. These elements are indispensables for the health
professionals. Generating and knowing the diagnostic identification
measures are essential pillars in the attempt of mitigating a greater
propagation of this disease.

Keywords: COVID-19, diagnosis, salivary diagnostics.

INTRODUCCION los SARS coronavirus (SARS-CoV y SARS-CoV-2) y MERS
coronavirus (MERS-CoV). El MERS-CoV (coronavirus del
Sindrome Respiratorio del Medio Oriente), el SARS-CoV
(coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo), y el
SARS-CoV-2, (coronavirus que causa la enfermedad por
coronavirus del 2019, o COVID-19) son miembros de la

familia de los p-CoVs.'-®

Los coronavirus son virus ARN monocatenarios po-
sitivos pertenecientes a la familia Coronaviridae.
Las infecciones humanas CoV son causadas por a- y
B-CoVs. Se han descrito siete coronavirus con potencial
de infeccion del ser humano, dos de ellos son graves:
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El brote inicial en un mercado local de mariscos en la
ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, en China a finales
de diciembre del 2019, se ha extendido mundialmente,
representando el mayor desafio sanitario en varias dé-
cadas, por lo que ha sido calificado por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una pandemia global
desde el 11 de marzo del 2020."346:9-13

El 08 de enero del 2020, este nuevo coronavirus fue
oficialmente anunciado como el patégeno causante de la
COVID-19, por el centro chino para el control y preven-
cién de la enfermedad (CDC, por sus siglas en inglés).

En el principio, se cree en el origen animal, y mas tarde
se demuestra la transmisién posible de persona a persona.
El 21 de enero del 2020, el COVID-19 fue clasificado
en la categoria B de las enfermedades infecciosas de alta
prioridad. El 30 de enero, la OMS declara el brote como
una Emergencia de Salud Piblica de Interés Internacional
(PHEIC, por sus siglas en inglés).>?/1°

En febrero del 2020, el COVID-19 habia sido reco-
nocido en 34 paises, con un total aproximado de 81,000
casos confirmados y un total de 2,700 muertes.®>”

En marzo del 2020, la OMS reportaba que esta in-
feccion se diseminé sobre 100 paises aproximadamente
y caus6 mas de 100,000 infecciones y mas de 3,500
muertes. En esos momentos el ritmo de mortalidad era
incierto, pero estimable entre 0.9-3%.'*

En mayo del 2020, aproximadamente 3.5 millones
de casos y 250,000 muertes alrededor del mundo fueron
verificadas.®

La potencial exposicién al virus ha generado que la
transmisibilidad del SARS-CoV-2 haya variado desde su
aparicion, hasta este momento en que continta la propa-
gacién a los paises de Furopa, América y Africa, con una
posibilidad de contagio por cada enfermo mayor de tres
y menor de cinco personas sanas, dependiendo de las
costumbres de interaccion social y su medio cultural.'0?

La tasa total de casos globales fuera de China es de
aproximadamente 4.5%. Los cinco paises con los mas
altos acumulados confirmados de casos en el mundo eran
China, Italia, E.E. U.U., Espafia y Alemania.*

Generar y conocer las medidas de prevencién, iden-
tificacion y gestion son pilares esenciales para cualquier
profesional de salud en el intento de mitigar una mayor
propagacion de esta infeccion.'®

El objetivo de la presente revision es describir algunos
parametros para el diagnéstico de la COVID-19y el papel
del diagnéstico salival, de conocimiento relevante para
el profesional en Estomatologia.

La aproximacion al diagnéstico del COVID-19 es
todavia muy variable de regi6n a regién y de pais a pafs.

Un camino clinico para implementar la estrategia diag-
néstica mas eficaz y pertinente es de gran importancia
para establecer el control de la infeccién.”

Actualmente, es posible predecir el pronéstico utili-
zando sintomas, signos, y hallazgos imagenolégicos, pero
hay retos todavia en el camino. Los sintomas y signos, y los
hallazgos imagenolégicos son a menudo vistos mds tarde
en el curso de la enfermedad, por lo que la deteccién
temprana puede ser dificil.”?

La combinacion de la historia clinica, las manifes-
taciones clinicas, la tomografia computarizada de térax
y la prueba viral tienen una alta sensibilidad (92-97%).
Globalmente, el diagnéstico temprano de esta infeccion
es todavia un reto importante.?#>891217

El ensayo del acido nucleico, el secuenciamiento del
gen y el examen serolégico (IgM y IgC), frotis de garganta o
muestras de sangre han sido desarrolladas para establecer
un diagndstico patoldgico.”

Prueba del acido nucleico

Posterior al brote inicial, muchas empresas de biotecno-
logia exitosamente han desarrollado kits de deteccion del
acido nucleico, y el centro chino de Administracién de
Comida y de Droga (CFDA, por sus siglas en inglés) ha
aprobado de manera urgente un lote de kits cuantitativos
fluorescentes y sistemas de secuenciamento genéticos. La
preocupacion principal relacionada a la prueba del 4cido
nucleico estuvo relacionada a los falsos negativos. Para
solucionar el problema de la baja eficacia de deteccién,
algunas mejoradas pruebas rapidas de diagnéstico del
acido nucleico viral han sido inventadas. En particular,
un papel de prueba del 4cido nucleico, utilizado para la
deteccién rapida del SARS-CoV-2 con una observacion
ocular desnuda en el lapso de tres minutos, ha sido exi-
tosamente desarrollada.?*812

Diagnéstico serolégico

Las pruebas serolégicas estdn todavia en desarrollo,
debido a la carencia de sensibilidad de un determinado
ndmero de pruebas, y de forma mas importante, el retraso
desde el tiempo en que se produce la infeccién hasta el
desarrollo de anticuerpos. Estas pruebas, en cambio, pue-
den servir como herramienta (til para el andlisis basado
en la poblacién, con propésitos epidemiolégicos, mientras
la prueba RT-PCR permanece como la mejor metodologia
para detectar las infecciones agudas.®*

Las pruebas serolégicas han sido usadas para diag-
nosticar infecciones con el SARS-CoV y el MERS-CoV,

Revista ADM 2020; 77 (4): 191-196

192

www.medigraphic.com/adm



Pacheco MPM y cols. COVID-19 y diagndstico salival

pero no son (tiles en la fase aguda de la infeccion. Otra
desventaja observada es la reactividad cruzada entre
anticuerpos contra el SARS-CoV y los CoVs.'*

Los pacientes con SARS-CoV-2 poseen respuestas agu-
das seroldgicas. Combinado con inmunocromatografia,
oro coloidal y otras tecnologfas, importantes reactivos de
deteccion han sido desarrollados rapidamente.?#>/812

Hallazgos de laboratorio

En la fase temprana, la cuenta de glébulos blancos es nor-
mal o disminuida, con una cuenta linfocitaria disminuida.
Si la cuenta de linfocitos absoluta es 6, 14.

Los hallazgos de laboratorio incluyen trombocitope-
nia, leucopenia, linfopenia y eosinopenia, segtin el caso
y los Gltimos citados son los hallazgos de laboratorio pri-
marios. Los dimeros D, procalcitonina y los niveles CRP
elevados pueden correlacionarse con mayor severidad
de la enfermedad. Existen cambios en la albimina, la
deshidrogenasa lactica (DHL), los neutréfilos y la protei-
na C reactiva (CRP) fueron vistos en las infecciones por
SARS-COV—2.3/4/6/7/9/11/13_15

El SARS-CoV-2 puede atacar principalmente a los
linfocitos, en particular los linfocitos T, al igual que lo
hace el SARS-CoV. Las particulas del virus infectan las
células, induciendo una tormenta de citoquinas en el
cuerpo, generando una serie de respuestas inmunes y
causando cambios en los glébulos blancos periféricos y
células inmunes. Consiguientemente, el bajo valor abso-
luto de los linfocitos puede ser utilizado como indice de
referencia en el diagndstico o para clasificar la severidad
de las infecciones.”

Los biomarcadores potenciales para la severidad
—niveles significativamente mas altos del D-dimero,
CRP, y procalcitonina— fueron asociados con una mayor
severidad de la enfermedad. Un estudio informé que el
tiempo de protrombina y los niveles de los dimeros D
en la admisién eran mas altos en la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI), que en los pacientes fuera de ella. Las
concentraciones en el plasma de IL-2, IL-7, IL-10, y TNF-a
era mas altas en los pacientes de la UCI.?

Los pacientes que requieren admisién en la UCI
tienen niveles mas altos de factores estimulantes de co-
lonias de granulocitos en el suero, factores estimulantes
de colonias de macroéfagos-granulocitos, proteina-10
interferén-inducible, proteina-1 quimiotactica de mono-
citos, proteina-TA inflamatoria de macréfagos, factor de
necrosis tumoral TNF-a, mas alld sugiriendo que la inten-
sidad de la «tormenta de citocinas» modula la severidad
de la enfermedad."®

Diagnoéstico molecular

Real-time reverse transcription PCR (RT-PCR)
transcripcion inversa en tiempo real

El diagndstico definitivo se realiza identificando la pre-
sencia del ARN viral del SARS-CoV-2, mediante la prueba
de reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (RT-PCR, del inglés Real Time
Reverse-Transcription-Polymerase-Chain-Reaction), la
cual utiliza muestras provenientes tanto del tracto respi-
ratorio superior (nasofaringeo y orofaringeo), como del
tracto respiratorio inferior (esputo, aspirado endotraqueal
o lavado broncoalveolar). Sin embargo, esta prueba ha
mostrado problemas con la frecuencia de falsos negati-
vos en las etapas tempranas de la enfermedad. Por tal
razén, el diagnéstico y el aislamiento de muchos casos
sospechosos hasta que no se tenga un andlisis confir-
matorio de la enfermedad, se apoya tanto en los signos
clinicos como en la evidencia proveniente de los rayos
X'y las tomografias axiales computarizadas (TAC) de los
pulmones, para identificar las lesiones asociadas al CO-
VID-1 9'2-5,8,9,12,14,15,18—20

Las muestras de sospechosos de pacientes SARS-CoV-2
recogidas de la via respiratoria superior (nasofaringea y
orofaringea), via respiratoria inferior (esputo expectorado,
aspirado endotraqueal o lavado bronqueoalveolar), la
sangre y las heces pueden ser diagnosticadas por RT-PCR.
Las dos regiones de secuencia (ORF1b y N) disefiadas,
basadas en la primera secuencia de acceso publico en
GenBank, han sido seleccionadas para primer y disefos
de sonda, los cuales son altamente conservados entre
Sarbecovirus. El ensayo del gen N es 10 veces mas sensible
que el ensayo del gen ORF1b, en detectar especimenes
clinicos positivos.°

Los métodos existentes de PCR tienen especificidad
muy buena, pero sensibilidad baja, significando este
dato que los resultados negativos no pueden excluir la
presencia de SARS-CoV-2. Ademads, la contaminacién de
las muestras del laboratorio, causada por la carencia de
control, puede dirigir la confirmacion de falsos resultados
positivos. Ademas, las pruebas RT-PCR pueden ser falsa-
mente negativas debido a insuficientes materiales virales
o errores operacionales. Algunos pacientes con resulta-
dos negativos en el RT-PCR pueden presentar hallazgos
positivos al realizarse la CT para detectar la COVID-19,
esto significa que los resultados al PCR pueden ayudar a
la evaluacién y el diagnéstico clinico, pero la posibilidad
de la enfermedad no puede ser confirmada o descartada.
Para el individuo con una sospecha clinica alta, pero ne-
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gativa al RT-PCR, una combinacién del escaneo con CT
y pruebas de frotis repetidos pueden ser dtiles.®

Técnica SHERLOCK

La técnica CRISPR-based SHERLOCK (Specific High-
sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing) permite una
deteccion portatil, miltiple y ultrasensible de ARN o ADN
de muestras clinicamente pertinentes. Estos ensayos estan
conformados con preamplificacién recombinada mediada
por polimerasa del ADN o ARN 'y proporcionan resultados
en menos de una hora, sin requerir instrumentacion ela-
borada, pero atin necesitan ser confirmados con muestras
de pacientes.®

Basado en la secuencia de ARN del nuevo coronavirus,
los investigadores cuidadosamente disefiaron dos guias
ARNS, uno reconociendo el gen S del nuevo coronavirus
y el otro reconociendo el gen Orflab. Para maximizar la
exactitud de la deteccion, los cientificos han seleccionado
secuencias que son mds especificas para el nuevo coro-
navirus. De este modo, la interferencia de otros genomas
de virus respiratorios también puede ser minimizada.
Teéricamente, mientras el ARN corresponde al nuevo
coronavirus en la muestra, el ARN de guia con exactitud
puede reconocer y activar la proteina Cas13a para unirse
aella. Es una enzima muy interesante; una vez activada la
Cas13a, corta de manera indiscriminada e intensamente
cualquier otra molécula de ARN que encuentre.®

Sistema CRISPR/Cas13

El Cas13-based SHERLOCK (Specific High-sensitivity
Enzymatic Reporter unLOCKing) es una plataforma que
ha sido ampliamente utilizada para detectar el virus del
Zika (ZIKV) y el virus del dengue (DENV) en muestras
de pacientes en concentraciones tan bajas como una
copia por microlitro. Recientemente, esta tecnologia ha
sido usada para detectar el virus del SARS-CoV-2. Aun
asi, este sistema tiene que ser verificado porque no ha
sido probado en muestras clinicas de pacientes de CO-
VID-1 9.2/4/5/8/12

Diagnosticos salivales del COVID-19

De manera general, las muestras apropiadas incluyen las
vias aéreas superiores e inferiores, la sangre, las heces, la
orina y las secreciones conjuntivales.®?'

La utilizacién de la saliva como una muestra viable
para la deteccién de la COVID-19 es una fuente robusta,
debido a la extraccién del ARN viral."”

La saliva es un espécimen prometedor para el diag-
néstico y monitoreo de la infeccion del virus SARS-CoV-2.
Los virus han sido detectados en estudios mediante RT-
gPCR vy en la saliva autorrecolectada, mostrando altas
cargas virales en la primera semana después del inicio
de los sintomas, con una tendencia gradual a decrecer
en los dias subsecuentes. Ademas, mediante el cultivo
viral se confirmé que la mayor carga viral se presenta
en la primera semana, pero que el ARN viral alin podria
detectarse en muestras de saliva y orofaringeas en un
tercio de los pacientes, durante 20 dias 0 mds desde el
inicio de los sintomas.?16/17,19,22

Aunque la COVID-19 es diagnosticada como una
enfermedad respiratoria, se puede constatar la excrecién
viral en las hecesy en la saliva. El ARN viral puede persistir
en las heces, incluso después de la mejora de los sintomas
respiratorios, de dos a cuatro semanas. 02122

La expresion de ACE-Il en humanos se ha identifica-
do en la lamina basal del epitelio de la mucosa oral, asi
como también en el epitelio de la lengua y piso de boca,
y también en el epitelio del conducto de las glandulas
salivales en macacos Rhesus (Macaca mulatta) donde se
demostro la infeccion con el SARS-CoV. Estos datos pa-
recen corresponder con la presencia de niveles mayores
del virus en la cavidad oral y la orofaringe, que en la
nasofaringe, lo cual permite sugerir que la liberacién del
virus es eficiente en la saliva, aunque la saliva total contie-
ne secreciones que provienen del tracto respiratorio, del
liquido crevicular y de las glandulas salivales, por lo cual
se podria presumir que el origen de las particulas virales
detectadas con las pruebas de laboratorio podrian tener
un origen oral cuestionable. Sin embargo, se ha detectado
este virus en muestras de saliva en pacientes sin fiebre y
con carga viral alta desde los primeros dias después de
la infeccién.?3/15/18

Por lo tanto, la saliva representa una muestra de facil
obtencién, que no requiere el contacto cercano con el
paciente, quien ejecuta instrucciones sencillas a distancia
para escupir la saliva total en un recolector estéril, pre-
parado para tal fin con solucién inhibidora de ARNasa,
que posteriormente se procesara mediante RT-PCR para
la deteccion del virus. Es decir, se trata de un método que
se puede emplear para hacer la deteccién temprana del
virus y con menor riesgo de transmision nosocomial para
el personal de la salud, lo que facilitarfa la implementacién
oportuna de las medidas de prevencién y control de los
casos positivos.'” 18

Como ventajas de las pruebas salivales, se puede
afirmar que éstas no son invasivas, son mas econémicas,
rapidas y seguras de administrar, en comparacion con las
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pruebas serologicas. Los valores diagnésticos son ofrecidos
en tiempo real. No hay necesidad de entrenar al personal
médico, las muestras pueden ser obtenidas facilmente,
y la coleccién y escaneo pueden hacerse en el hogar. Se
minimiza el riesgo de infeccién cruzada. Las muestras son
mads econdémicas de manipular y almacenar, requiriendo
menos manipulacién durante los procedimientos diag-
nésticos, en comparacién con las pruebas serologicas.
Ademas, existe disponibilidad comercial de los ensayos
y la saliva puede ser manipulada maés facilmente que la
sangre, ya que no forma coagulos.'”/"

Tedricamente, el diagnéstico puede establecerse por
las plataformas de diagnéstico salivales. Algunos virus han
sido identificados 29 dias después de la infeccion, sugi-
riendo que una plataforma no invasiva para diferenciar
los biomarcadores usando la saliva, puede incrementar la
deteccion de la enfermedad. La coleccion nasofaringea u
orofaringea no es confortable para el paciente, y puede
causar sangramiento, particularmente en pacientes con
trombocitopenia. Se plantea que s6lo 28% de los pacientes
con COVID-19 producen esputo proveniente del tracto
respiratorio inferior, sugiriendo una limitante significativa
como espécimen de la evolucién diagndstica.'”/19:20

La saliva tiene un alto margen de consistencia, de mas
de 90%, con especimenes nasofaringeos en la deteccién
de los virus respiratorios, incluyendo los coronavirus."

Existen tres vias para la existencia del COVID-19 en

la saliva: 17,1920

1. COVID-19 en el tracto respiratorio superior e inferior,
entrando en la cavidad oral junto con las gotas liqui-
das que son regularmente intercambiadas con estos
organos.

2. COVID-19 en la sangre entrando en la boca mediante
el liquido crevicular en la encfa.

3. Infeccién de las glandulas salivales mayores y menores
con la liberacion subsecuente de las particulas en la
saliva mediante los conductos salivares.

Las células del epitelio glandular pueden estar afecta-
das por este virus, después de la infeccién, hecho com-
probado en los monos Rhesus. Este dato indica que las
células de las glandulas salivales pueden ser una fuente
clave para este virus en la saliva.'”2%

El diagnéstico de las infecciones virales en la saliva
depende de los biomarcadores, tales como el ADN y el
ARN virales, antigenos y anticuerpos. El instituto cientifi-
co Raffaele en Mildn, usa un test llamado prueba salival
de anticuerpos de la hepatitis C OraQuick®. El dengue
tiene antigenos detectables en la saliva, y la IgM y la

IgG proveen una forma efectiva para diagnosticar esta
enfermedad, con sensibilidad de 92% y especificidad de
100%. Hay estudios que afirman que la saliva parece mas
sensible que la sangre para la deteccién de otros virus
como son el HHV-6 o el CMVH. Las pruebas salivales
usando una reaccién en cadena de la polimerasa, para la
deteccién del virus del papiloma humano (HPV, human
papillomavirus), han sido establecidas.'”

El desarrollo de la inmunoglobulina A secretoria es-
pecifica del SARS-CoV (SIgA) en la saliva de los modelos
animales, ha sido demostrada previamente. Tomando en
cuenta la similaridad entre ambas cadenas, el diagndstico
salival del COVID-19 puede ser logrado usando anti-
cuerpos especificos contra este virus. Como resultado, la
saliva juega un rol crucial en la transmisién de humano a
humano, y los diagnésticos salivales pueden crear una pla-
taforma efectiva y simple para el diagnéstico definitivo.'”

Uno de los mecanismos mas importantes para el
desarrollo del sindrome de dificultad respiratoria aguda
en esta enfermedad es la «tormenta de citosinasy, la cual
libera una larga cantidad de citocinas proinflamatorias
(IFN- @, IFN-y , IL-1b, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF- a,
TGF- B, etcétera) y quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5,
CXCL8, CXCL9, CXCL10, etcétera).’”

Este incremento en las citocinas proinflamatorias en
pulmén y otros 6rganos de pacientes con SARS, y el sin-
drome de respuesta inflamatoria sistémica proporciona
un mecanismo potencial para la falla multiorganica.??

Hallazgos imagenoldégicos

Los hallazgos imagenolégicos de la COVID-19 pueden ser
variables y cambiar rapidamente. Los exdmenes radiol6-
gicos son importantes para deteccién temprana, control y
evaluacién de la COVID-19. Normalmente no hay ningiin
hallazgo anormal en la fase temprana con radiografia
digital (DR). Los pacientes con enfermedad confirmada
por laboratorio sin manifestaciones radiol6gicas también
han sido reportados.’

La radiografia de térax y las tomografias computari-
zadas (TC) de térax son herramientas importantes para
el diagnéstico de la COVID-19 en la préctica clinica. La
inteligencia artificial (IA) ha sido usada con exactitud para
interpretar las imagenes de las TC de los casos sospechosos
de coronavirus y la tasa de exactitud de los resultados de
su andlisis logra 96%, mejorando por mucho la eficacia
diagnéstica de los hallazgos imagenoldgicos. Esta técnica
ya esta siendo utilizada en la practica clinica.?*>81217

La tomografia computarizada de térax anormal ha
sido usada para diagnosticar la mayoria de los casos de
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COVID-19, indicando que la neumonia es la manifes-
tacion mas comin de la enfermedad. Por tanto, estas
imagenes son ampliamente utilizadas en el diagnéstico
temprano, aunque la TC no puede distinguir la COVID-19
de otras neumonias virales. Los hallazgos tipicos incluyen
opacidades multifocales en vidrio esmerilado distribuidas
periféricamente (CGOs, por sus siglas en inglés) con
consolidaciones irregulares. Ndmeros crecientes, alcance
y densidad de GGOs en las TC, se correlacionan con la
progresion de la enfermedad.?4-6:89.1215,17
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11.
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