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Introduccion

El presente manual se ha disefiado con la finalidad de proporcionar una guia completa y
practica sobre la recoleccién, analisis y almacenamiento de muestras de saliva para la
deteccion de marcadores de riesgo metabdlico en nifios. La importancia de identificar y
monitorear estos marcadores desde una edad temprana no puede ser subestimada, ya que
permite la intervencion oportuna y la prevencién de complicaciones futuras asociadas con
trastornos metabdlicos.

La saliva es un fluido bioldgico accesible y no invasivo que ha demostrado ser una valiosa
fuente de informacion sobre el estado de salud de un individuo. A diferencia de otros
métodos de recoleccion de muestras, como la extraccion de sangre, la obtencion de saliva
es sencilla, indolora y no causa estrés ni ansiedad en los pacientes, especialmente en los
nifos. Estas caracteristicas hacen que la saliva sea un medio ideal para el monitoreo regular
de la salud metabdlica.

En este manual, se detallaran los procedimientos adecuados para la recoleccion de
muestras de saliva, garantizando la obtencion de datos precisos y fiables. También se
proporcionaran instrucciones claras sobre el analisis de estas muestras, utilizando técnicas
avanzadas para identificar y cuantificar los marcadores de riesgo metabdlico. Ademas, se
abordaran las mejores practicas para el almacenamiento de las muestras, asegurando su
integridad y validez a lo largo del tiempo.

Objetivo

El objetivo principal de este manual es proporcionar una herramienta cientifica y practica
para que los profesionales de la salud puedan conocer los niveles de referencia de los
principales marcadores salivales y las unidades de medida utilizadas. Ademas, busca
ensefar las técnicas adecuadas para la recoleccion de muestras en nifios, garantizando la
fiabilidad de los resultados. También se enfoca en la implementacion de las mejores
practicas para el almacenamiento y manejo de las muestras de saliva, asegurando su
integridad hasta el momento del analisis.
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Valores de referencia

Unidades Técnica de toma de Condiciones de
Marcador Salival de la muestra almacenamiento de Analisis
Nifios Adultos medida la muestra
Se utiliz6 un hisopo de Todas las muestras se
Media con | Saludable: 4.61 algodén dentro de un mantuvieron en Se determiné
peso normal: | £2.58 tubo de centrifugacion refriqeracion  a  4°C mediante un método
2.90 Diabetes tipo 2: estandar  (Salivette; hast% e se basado en la
Media con | 13.96 £ 7.09 Sarstedt, Barcelona, .. q hexoquinasa
Glucosa mg/dL = suministraron al
sobrepeso/ (Patel, Dave, Espafa). Se laboratorio. en el cual (Beckman  Coulter
obesidad: 5.35 | Dave, Karmakar, recogieron por la se mantuvi,eron a2 80°C Ireland Inc., Irlanda)
(Tvarijonaviciute | Shah, & mafana en ayunas hasta su analisis (Tvarijonaviciute et
et al., 2020) Sarvaiya, 2015). (Tvarijonaviciute et al., . . al., 2020).
2020) (Tvarijonaviciute et al.,
) 2020).
Cada muestra se
centrifugo a 5000
Diabéticos rpm durante 5
descontrolados: Se recolectd saliva minutos. Los niveles
114.7 entera no estimulada de amilasa se
Diabéticos em um recipiente 0 determinaron
controlados: estéril. Se recogieron Se almacenaron a 4°C utilizando un
. No han sido ) ' hasta el analisis (Shah, !
Alfa-amilasa 94.7 uU/L entre las 9 y las 11 de . ; analizador
reportados . . . ~ . Pareikh, & Manjunatha, . "
Individuo sano: la mafiana, para evitar 2021) semiautomatico con
85.7 variaciones diurnas ) el método de
(Shah, Pareikh, & (Shah, Pareikh, & sustrato directo
Manjunatha, Manjunatha, 2021). (ensayo enzimatico
2021). cinético) (Shah,
Pareikh, &

Manjunatha, 2021).
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A Después de la
Sanos: 1.69 Se recolecto utilizando recoleccion, las | Mediante
L e S-Monovette :
Diabéticos (Sarstedt, Alemania) muestras se | inmunoensayo
obesos: 14.7 + o centrifugaron 10 | enzimatico (EK-028-
. durante 10 min. : X
e No han sido | 2.8 - minutos a 1100g. EIl | 36, Phoenix
Resistina s ng/mL Los participantes .
reportados Diabéticos no eniuagaron su boca | SY€™© sobrenadante se | Pharmaceuticals
obesos: 14.4 + COJn ag i ntes de Ja | @Maceno a  -80°C | Inc., EE. UU.) (Yin,
3.6 recole%cién (Yin, Gao hasta su analisis (Yin, | Gao, Yang, Xu, & Li,
(Abdalla, 2021) N ' | Gao, Yang, Xu, & Li, | 2012).
Yang, Xu, & Li, 2012). 2012)
Se recolecto un
promedio de 5ml de | Después de recogerlas
) saliva no estimulada | se mantuvieron en
Saludables: en ayunas mediante la | hielo ante de
33.80 n ay . S Kit de  ELISA
. técnica de babeo de | centrifugarlas a 3000
Con sindrome . o (SEA084Hu, Cloud-
e cada sujeto. Se les | rpm y 4°C durante 15
. metabdlico: s . Clone Corp,.
. Media: 1.23 #+ pidié que se | minutos. El
Leptina 34.88 pg/mL . , Houston, TX, EE.
1.1 enjuagaran bien la | sobrenadante se X
(Thanakun, o, ; uu.) (Ibrahim
boca con agua antes | dividid en alicuotas de .
Watanabe, - X Abdalla & Siew
de la recoleccién. Se | 1 mly se almaceno a -
Thaweboon, & . °C ... | Choo, 2018).
lzumi, 2014) recogieron entre las | 80 .hasta su analisis
’ ' 9:00 a.m.y 12:00 p.m. | (Iborahim Abdalla &
(Ibrahim Abdalla & | Siew Choo, 2018).
Siew Choo, 2018).
<2 anos |13 a 18 anos Recoleccion de entre 1 Las muestras de
masculino masculino y 1,8 ml de saliva Todas las muestras se saliva se analizaron
212 + 098198 <+ 1.30 completa No | 4 nsoortaron en hielo | PO duplicado para
(1,31-3,51) (0.096-3.81) estimulada de cada P detectar sUA
~ ~ ! - seco, una vez en el - .
o - <2 anos | 13 a 18 anos miembro de la familia. . utilizando un kit de
Acido Urico . . mg/mL - laboratorio se . o
femenino femenino Los participantes no mantuvieron a -80°C | "€accion enzimatica
1,11 + 0,68 | 1.51 + 0.75 podian haber comido, hasta su andlisis disponible
(0,46-1,82) (0.80-2.72) cepillado los dientes o (Martinez et al 2'017) comercialmente,
2 a 5 aifos |219 anos bebido liquidos, aparte ” " | disefado
masculino masculino de agua, dentro de especificamente
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206 £ 135310 <+ 200 una hora de para su uso con
(0.70-5.09) (0.81-7.86) proporcionar la saliva (Salimetrics,
2 a 5 aihos |219 anos muestra. Los nifos Carlsbad, CA). El
femenino femenino mayores de cinco ensayo utilizé un
309 + 1.09 217 + 129 afos proporcionaron volumen de prueba
(1.18-5.34) (0.41-5.45) saliva completa de 10 ul, tuvo un
6 a 12 aios utilizando la técnica de rango de
masculino (Martinez et al., babeo pasivo, sensibilidad de 0,78
1.52 + 1.03 | 2017). mientras que los nifos a 25 mg/dl, los
(0.37—-4.04) menores de seis coeficientes de
6 a 12 aifos anos se sentaron en el variacion promedio
femenino regazo de sus padres inter e intraensayo
153 + 112 mientras el equipo de fueron menores al
(0.35-4.38) investigacion sostenia 10% y 5%.

(Martinez et al.,
2017).

un hisopo de saliva
infantii en su boca
durante 3 minutos. La
saliva se expresé del
hisopo con una jeringa
sin aguja de 5 ccenun
criovial de 2,0 ml en el
sitio en un esfuerzo
por asegurar que se
donaran volumenes de
muestra suficientes.

(Martinez et al., 2017).

(Martinez et al.,
2017).
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La PCR se analiz6
Se utilizé un hisopo de | Todas las muestras se ufullzan_do un kit
. ; . disponible
Media con algodon dentro de un | mantuvieron en :

. .. . iy o comercialmente
peso y estatura tubo de centrifugacién | refrigeracion a 4°C (MILLIPLEX ~ MAP
normal: 2.04 estandar  (Salivette; | hasta que $¢ | buman e CRP

. : Media con | No han sido Sarstedt, Barcelona, | suministraron al o .
Proteina C reactiva ng/mL ~ ; Assay; Life Science,
sobrepeso/ reportados Espafia). Se | laboratorio, en el cual Darmstadt
obesidad: 5.79 recogieron por la | se mantuvieron a 80°C -\ .
.. o ~ e Alemania) segun las
(Tvarijonaviciute mafiana en ayunas. hasta su analisis. indicaciones del
et al., 2020). (Tvarijonaviciute et al., | (Tvarijonaviciute et al., :
fabricante.
2020). 2020). - .
(Tvarijonaviciute et
al., 2020).
Método ELISA
siguiendo las
técnicas de trabajo
mencionadas en los
Sanos: 23.79 Se recolecté muestra Las mueg’gras de saliva | catalogos de IOS.k.'t,S'
. se transfirieron a tubos | Rango de medicion
10.27 de saliva de 4 ml de la g :
S . . de aprotinina y se |del kit ELISA de
Diabéticos con region ante cubital X : )
. . 2N centrifugaron a 4000 | asprosina humana: 1
Dx reciente: izquierda en el grupo
rom durante 10 | a 300 ng/ml,
, 45.85 + 23.07 de control sano y los : . _
. No han sido | .., <.: . minutos, luego | intraensayo: valor de
Asprosina Diabéticos con | ng/mL pacientes con o
reportados . . . colocados en tubos |CV < 10 %, entre
tratamiento (3 diagnostico de DM en .
Eppendorf y | ensayos: valor de

meses): 34.41

19.02
(Farrag et
2023).

al.,

tubos que contenian
aprotinina (inhibidor de
proteasa).

(Farrag et al., 2023).

almacenados a —80°C
hasta la realizacion del
estudio.

(Farrag et al., 2023).

CV < 12 % vy la
sensibilidad fue de
0,756 ng/ml. Se usé
una lavadora
automatica Bio-Tek
ELX50 (BioTek
Instruments, EE.
uu.) para los
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lavados de placas y
el dispositivo
ChroMate Micro-
plate Reader P4300
(Awareness
Technology
Instruments, EE.
uu.) para las
lecturas de
absorbancia.
(Farrag et al., 2023).
Las muestras se
descongelaron a 4°C
por la noche y se
mantuvieron en
Las muestras de saliva | hielo, durante el
Se obtuvieron en las se centrifugaron a ensa.yo.,’ el cual
escuelas temprano en 2.300 rpm durantg 20 | consistié en 25 pl_de
la mafiana después de min a 4 °C, después de m_u_estras de saliva
Media: 3.72 + un  ayuno nocturno lo cual los | utilizando panel’e_s de
112 T B No han sido (212 h) y antes del sobrenadantes se | perlas  magnéticas
Adiponectina . . pg/mL . transfirieron a tubos de | multiplex en un
(Algaderi et al., | reportados desayuno y se . . .
2022). transfirieron al almacenamiento ~con sistema Lurrynex
laboratorio en  hielo tapa de rosca y cédigo 2007."’I (Luminex,
dentro de una hora de barras 2D (Thermo | Austin, TX). Los
, Scientific) y se | resultados se

(Algaderi et al., 2022).

congelaron a -80 °C.
(Algaderi et al., 2022).

evaluaron utilizando
Bio-Plex Manager™
(versién 5.0; Bio-
Rad, Hercules, CA).
(Algaderi et al,,
2022).




XX1X @
i PN Verano de la Ciencia XXIX
al-1€ a4 @
-Paciente sano:
0-15
Media con .
-Paciente con
peso y estatura obesidad:
normal: 0.88 ) : :
Media con 5-30 Las llnterleuc!r.\as se

IL-6 sobrepeso/ Todas las muestras se | analizaron utilizando
obesidad: 0.88 -F_’aCI’e_nte. Se utilizé un hisopo de maptuwerlgn oen kits . disponibles

» o diabético: . refrigeracion a 4°C | comercialmente
(Tvarijonaviciute 10-50 algodén dentro de un hasta e se | (MILLIPLEX ~ MAP
et al., 2020). tubo de centrifugacion o 9 L

_ estandar (Salivette: sumlnlstrgron al Human' Adipokine

(Yip, Chan, & Sarstedt Barcelona’ laboratorio, en el cual | Magnetic Bead

Interleucinas Tam, 2013) pg/mL =\ ’ | se mantuvieron a 80°C | Panel 2 e Endocrine
-Paciente sano: rEeS;:%a?:r)c.)n or Slg hasta su analisis. Multiplex Assay; Life

10 a 50 o9 P (Tvarijonaviciute et al., | Science, Darmstadt,

. mafana en ayunas. . .

Media con " s 2020). Alemania) segun las
. (Tvarijonaviciute et al., L

peso y estatura | -Paciente con 2020) indicaciones del

normal: 6.52 obesidad: ' fabricante.

IL1 B Media con | 20-100 (Tvarijonaviciute et
sobrepeso/ al., 2020).
obesidad: 17 -Paciente con
(Tvarijonaviciute | diabetes:
et al., 2020). 30-150

(Yip, Chan, &

Tam, 2013)
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Media con
peso y estatura

-Paciente sano:
0a10

-Paciente con

normal: 0.54 g_b;)mdad:
TNF- | Media con
o« |sobrepesal | Paciente con
(Tvarijonaviciute ?(l)é:ggtes:
etal,, 2020). (Engebretsen et
al., 2013)
-Paciente sano:
200 - 600
Media con | -Paciente con
peso y estatura | obesidad:
normal: 39 300-800
IL-8 Media con
™ | sobrepeso/ -Paciente con
obesidad: 46 diabetes:
(Tvarijonaviciute | 400-1000
etal., 2020). (Rakchanok,

Kawahara, lde, &
Inagaki, 2017)
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