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Resumen

Objetivo: Evaluar la utilidad de un enjuague bucal con solucion salina (EBSS) como
muestra diagnodstica para la deteccion de SARS-CoV-2 en pacientes ambulatorios.
Material y métodos: Este fue un estudio prospectivo realizado en el Hospital
Regional de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasus”, se seleccionaron 34
muestras aleatorias pareadas EBSS/MNF (enjuague bucal con solucion salina/muestra
(clinica) de la nasofaringe) que se recolectaron durante la visita al centro de evaluacion
ambulatoria de dicho hospital. Las muestras se analizaron mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR) y se
calcul6 la concordancia entre EBSS y MNF, la sensibilidad y especificidad del EBSS.
Resultados: De las 34 muestras pareadas EBSS/MNF, 14 fueron positivas para SARS-
CoV-2; 4 muestras de EBSS y 10 muestras de MNF. Los resultados concordantemente
positivos en las muestras pareadas EBSS/MNF fueron 3 y las medias de CT de
cada gen (RdRp, N, E) no mostraron diferencia significativa entre las muestras. Se
observaron 8 discordancias entre los dos tipos de muestras (7 individuos dieron
positivo por MNF y 1 por EBSS). La concordancia observada entre EBSS y MNF
fue aceptable (coeficiente kappa 0.31). La sensibilidad de EBSS fue de 30% con una
especificidad del 95.8%.

Conclusiones: La sensibilidad de EBSS no es comparable con la sensibilidad
de MNF para la deteccion de SARS-CoV-2, pero nuestros datos sugieren al EBSS
como una herramienta no invasiva, permite la autocoleccion y no requiere personal
de salud capacitado para su muestreo: asimismo, esta muestra podria ser alternativa
ante la escasez de hisopos y medios de transporte viral. Ademas, el EBSS puede
tener beneficio para poblaciones remotas, vulnerables o facilitar las pruebas a un gran

namero de individuos.
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Abstract

Objective: To assess the usefulness of a saline mouth rinse (SMR) as a diagnostic tool
for the detection of SARS-CoV-2 in outpatients.

Method: This was a prospective study carried out at the Hospital Regional de Alta
Especialidad “Dr. Juan Graham Casasts”, 34 SMR/SNP (saline mouth rinse/sample
(clinical) of nasopharyngeal) randomized paired samples were selected and collected
in the outpatient clinic. The samples were analyzed by real-time reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) and the concordance between SMRs and SNP
samples and the sensitivity and specificity of SMR were calculated.

Results: Out of the 34 SMR/SNP paired samples, 14 samples were positive for SARS-
CoV-2; 4 SMR samples and 10 SNP samples. We found 3 positive concordant results
in the SMRs/SNP paired samples, the mean CT for each gene (RdRp, N, E) did not
show a significant difference between the samples. Eight discrepancies were observed
between the two types of samples (7 individuals were positive by SNP and 1 for SMR).
The concordance observed between SMR and SNP was acceptable (kappa coefficient
0.31). The sensitivity of EBSS was 30% with a specificity of 95.8%.

Conclusions: The SMR sensitivity is not comparable with SNP sensitivity for SARS-
CoV-2 detection, but our data suggest SMR as a non-invasive tool that allows self-
collection, and it does not require health trained personnel for its collection. Also, this
sample could be an alternative to the lack of swabs and/or viral transportation media.
Additionally, SMR may be of benefit in remote and vulnerable populations, and/or to

facilitate the screening of SARS-CoV-2 in a large number of individuals.

Key words: COVID-19; Coronavirus; Mouthwashes; Sensitivity.
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Introduccion

Laenfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es causada
por el sindrome respiratorio agudo severo por coronavirus 2
(SARS-CoV-2) y fue reportada en diciembre de 2019 por
primera vez en Wuhan (China)'. El SARS-CoV-2 se propagd
por el mundo; al 21 de enero de 2021 se reportd 95, 612, 831
casos confirmados y 2, 066, 176 muertes reportadas en el
mundo?. En México, el reporte es de 1, 711, 283 casos y 146,
174 defunciones®. Los sintomas mas comunes asociados a
COVID-19 son fiebre, tos, disnea, expectoracion, dolor de
cabeza y mialgia o fatiga. Sin embargo, son muchos los
portadores asintomaticos que hace que el SARS-CoV-2 seca
mas transmisible®. La principal caracteristica clinica de los
casos graves de COVID-19 esta asociada a la neumonia
atipica grave con sindrome de dificultad respiratoria aguda.
Ademas, se tiene mas riesgo de contraer una forma grave
de COVID-19 en pacientes ancianos o si se¢ padece una
enfermedad cronica como: tension arterial alta, diabetes,
cardiopatias, accidente cerebrovasculares, afecciones
respiratorias cronicas y canceres’. En este sentido, la OMS
refiere que las pruebas diagnosticas para COVID-19 son
fundamentales para controlar la pandemia.

Las pruebas estandar para el diagnostico de SARS-CoV-2
requieren una muestra (clinica) de la nasofaringe (MNF)®;
sin embargo, la recoleccion es incomoda para el paciente, se
requiere un profesional de salud capacitado que use equipo
de proteccion personal y una alta cantidad de consumo de
hisopos y medios de transporte viral’. Por lo tanto, surge una
necesidad de estrategias en la toma de muestras que tenga un
rendimiento aceptable para el diagnostico de SARS-CoV-2'y
evite las limitaciones de MNF. Por lo tanto, nuestro objetivo
fue evaluar la sensibilidad y especificidad de un enjuague
bucal con solucion salina (EBSS) como muestra diagnéstica
para la deteccion de SARS-CoV-2, comparado con el método
recomendado (MNF), en pacientes ambulatorios.

Materiales y métodos

El presente estudio fue realizado en el Hospital Regional
de Alta Especialidad “Dr. Juan Graham Casasis” en
Villahermosa, Tabasco, México. A las personas adultas
(>18 afios) que asistian al centro de evaluacion ambulatoria
del hospital con sintomas sospechosos de COVID-19 (tos
seca, fiebre, dolor de cabeza, disnea, mialgia, entre otros),
con tiempo de evolucion indistinto o tuvieron contacto
previo con casos positivos, se les tomaron MNF para la
prueba de SARS-CoV-2 y se solicitd su consentimiento para
enjuagarse la boca con un volumen de 5 mL de solucion
salina, en un recipiente estéril que se almacen6 a 4 °C hasta
su procesamiento. Las MNF fueron procesadas 3 horas
después de la toma de la muestra, una vez que se obtuvieron
los resultados de las MNF, se seleccionaron aleatoriamente
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34 y se identificaron las muestras de EBSS pareadas para ser
analizadas, 24 horas después de la toma de la muestra. El
acido ribonucleico (ARN) de las muestras se aislo y purificd
mediante el kit de extraccion de acidos nucleicos virales,
IBI Scientific, EE.UU. La amplificacion se realizo con el
GeneFinder™ COVID-19 Plus Realdmp Kit, una reaccion
constituida por 10 pl de mezcla de reaccion COVID-19 Plus,
5 pl de mezcla de sonda COVID-19 Plus y 5 ul de ARN,
control positivo o control negativo. Para detectar SARS-
CoV-2 se utilizé la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa en tiempo real (RT-PCR) Applied
Biosistems QuantStudio 5. Una muestra se definié como
positiva para SARS-CoV-2 cuando se observo una curva de
amplificacion sigmoidea para el gen RdRp, gen N o gen E,
con valores del umbral de ciclo (Ct) <40 (Tabla 1)8.

Tabla 1. Interpretacion de resultados para GeneFinder™

Genes

RdRp N E ClI
<40 <40 <40 <35
<40 <40 1D <35
<40 LD <40 <35
<40 LD 1D <35

I.D <40 <40 <35 COVID-19 positivo

I.D <40 1.D <35 COVID-19 positivo
_ID ID ID <35  COVID-19 negativo

1.D: Indeterminado; C.I: Control interno

Resultado del ensayo

COVID-19 positivo
COVID-19 positivo
COVID-19 positivo
COVID-19 positivo

Fuente: Elaboracion propia a partir del inserto de GeneFinder™ COVID-19
Plus

Los datos numéricos se expresaron como media + desviacion
estandar; los datos categoricos se expresaron Ccomo
porcentaje (%). Se utilizo el coeficiente kappa para estimar
la concordancia entre los resultados de deteccion de SARS-
CoV-2 de EBSS y MNF’. Asimismo, se utilizd la prueba
t-Student’s para comparar los valores de C.. La sensibilidad y
especificidad del EBSS se calcul6 utilizando el numero total
de muestras positivas de MNF como estandar de referencia.
El nivel de significancia empleado fue de p<0.05 para todos
los analisis. Todos los datos se analizaron con SPSS v. 23.

Resultados

Un total de 34 muestras parcadas EBSS/MNF de pacientes
con sospecha de COVID-19 se incluyeron en el analisis final.
La edad media de los individuos estudiados fue de 39.76 +
11.97 (rango 19-69), 21 (61.9%) eran mujeres y 13 (38.2%)
hombres. En las muestras parcadas EBSS/MNF fueron
14 los resultados positivos para SARS-CoV-2; 4 (11.8%)
muestras de EBSS y 10 (29.4%) de MNF. Unicamente tres
pacientes resultaron concordantemente positivos por PCR
para muestras de EBSS y MNF; las medias de C_ en las
muestras de EBSS correspondieron a gen RdRp 28.45 +
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0.75; gen N 31.80 + 2.10; y gen E 29.35 + 2.11. Asimismo,
las medias de C_ en MNF fueron gen RdRp 25.91 + 3.54;
gen N 30.54 + 3.22; y gen E 28.36 = 2.81. Las medias de
C, de cada gen (RdRp, N, E) entre las muestras de EBSS y
MNF concordantemente positivas no mostraron diferencia
significativa (Figura 1).

Figura 1. Media del umbral de ciclo (C,) de los genes
RdRp, N, E entre las muestras parcadas EBSS/ MNF
concordantemente positivas para SARS-CoV-2. *p<0.05

significativamente  diferente con respecto a MNEF,
determinado por la prueba t-student’s.
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Fuente: Elaboracion propia

Por otra parte, 8§ de las 34 muestras pareadas EBSS/MNF
eran discordantes, 1 individuo positivo para EBSS fue
negativo para MNF y 7 individuos positivos para MNF
resultaron negativos para EBSS (Tabla 2 y 3). El grado
de concordancia entre EBSS y MNF fue aceptable con un
coeficiente kappa = 0.31; IC del 95%: 0.10-0.51 (Tabla 4).
La sensibilidad de EBSS fue de 30% (IC del 95%: 0.06 a
0.65) con una especificidad del 95.8% (IC del 95%: 0.78
a 0.99). Cabe mencionar que los resultados negativos para
SARS-CoV-2 fueron mas frecuentes; 30 (88.2%) muestras
de EBSS y 24 (70.6%) de MNF.

Tabla 2. Resultados de la deteccion de SARS-CoV-2, en
muestras pareadas

EBSS MNF Total
Positivo 3 1 4
Negativo 7 23 30
Total 10 24 34

EBSS/MNF MNF: muestra (clinica) de la nasofaringe; EBSS: enjuague

bucal de solucion salina
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Tabla 3. Resultados discordantes entre las muestras
pareadas EBSS/MNF

Vabsris Cr di MNOSF Vaboies Oy de FBSS

Resultados v =

MNF| EBS | RdRp | N E Comtrel | RdRp | X E Contral

-] inderna 1 internn

Ninestra L * = ND | 3507 2942 | 26.534 NDr | WD HD 234
Mnesn 2 # MR | 333]) 1954 | 2435 IR} r M MND 2874
Muestra 3 + X0 [ 3355 1743 | 2393 HD | MND ND 2681
Muestza 4 + ND | 36.06] 3185 | 2564 ND | 4208 ND 2512
Mucatss 5 + ND 32.07 | 2775 24.94 HD | ¥ MO 2697
Niuestas & + ND | 3203 ) 3307 | 2674 ND | MD ND 2050
Muestra 7 t - My (1444 20 | 2652 XD | M ND 2218
Musstza 8 - * ND | 4601 ] ND | 2265 Np | d1ge | 3s20 | 2204

+: Positivo; -: Negativo; MNF: muestra (clinica) de la nasofaringe; EBSS:
enjuague bucal de solucion salina; ND: no detectado
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4. Valoracion del coeficiente kappa

Coeficiente Fuerza de concordancia
kappa

0.00 Pobre (Poor)

0,01-0,20 Leve (Slight)

0,21-0,40 Aceptable (Fair)
0,41-0,60 Moderado (Moderate)
0,61-0,80 Considerable (Substantial)

Entre paréntesis, la expresion original en inglés

Fuente: Elaboracion propia modificado de Landis y Koch’
Discusion

La infeccion activa de SARS-CoV-2 se transmite a través de
goticulas de saliva o mucosa. Algunos estudios sugieren que
la deteccion de SARS-CoV-2 en saliva, es una alternativa
a los métodos de diagnostico de hisopos estandar'® ' 12,
No obstante, existen diversos inconvenientes para analizar
la saliva: volumen insuficiente; diferente viscosidad y
consistencia de las muestras que requieren diluciones
adicionales; la preparacion de la saliva es mas laboriosa; las
muestras mucoides son dificil de pipetear, lo que requiere un
mezclado vigoroso'®. Todo esto podria resultar en un falso
negativo; sin embargo, Kandel y colaboradores' sugieren
no afectar la sensibilidad de la saliva. Nosotros observamos
que el EBSS no presenta ningiin inconveniente durante su
procesamiento, es de facil recoleccion, las instrucciones son
minimas, y se evita la presencia de un profesional de salud.
Ademas, la solucion salina al 0.9% como parte del EBSS se
us6 como medio de transporte viral. En este sentido, Rodino
y colaboradores' reportaron que los hisopos nasofaringeos
almacenados en solucion salina al 0.9% hasta siete dias a
temperaturas de 2-8 °C y -20 °C, no mostraron pérdida de
sensibilidad y estabilidad para la deteccion de SARS-CoV-2,
sugiriendo a la solucion salina al 0.9% como alternativa de
medio de transporte viral.
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Encontramos que la sensibilidad de EBSS para detectar
SARS-CoV-2 es del 30% (IC del 95%: 0.06 a 0.65) y una
sensibilidad del 95.8% (IC del 95%: 0.78 a 0.99), con un
grado de concordancia aceptable con respecto a MNF.
Ademas, las medias de C_ de cada gen (RdRp, N, E) entre
las muestras parcadas EBSS/MNF concordantemente
positivas, no mostraron diferencia significativa. A pesar
de la baja sensibilidad del EBSS, el presente estudio es el
primer reporte en evaluar la utilidad de EBSS como muestra
diagnostica para SARS-CoV-2.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones: Primero, el
tamafio de la muestra es pequefio. Segundo, no evaluamos
la estabilidad de SARS-CoV-2 en el EBSS. Tercero, el
rendimiento del EBSS se midi6 solamente con un kit de
deteccion para SARS-CoV-2, resultado que podria variar
con otros kits comerciales para la deteccion de SARS-CoV-2
con sensibilidad analitica diferente.

Conclusion

Nuestro estudio muestra que el rendimiento del EBSS no es
comparable con MNF para la deteccion de SARS-CoV-2;
sin embargo, es una herramienta de autocoleccion simple, no
invasivo, evita la necesidad de hisopos y medio de transporte
viral, no requiere personal capacitado ni equipo de proteccion
personal y se puede realizar en cualquier entorno, siendo ésta
una ventaja en su uso en paises con recursos limitados o en
situaciones como la escasez de material por desabasto en
la distribucion o produccion de los mismos. Ademas, las
muestras de EBSS pueden ser de particular beneficio para
agilizar la identificacion de los casos donde se generen
brotes.
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