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(57) Abstract: The invention relates to a non-invasive saliva-sampling
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(57) Resumen: El objeto de la invencion es un dispositivo de muestreo
no invasivo de saliva que comprende un sustrato poroso y una capa de
sustancia inocua y agradable al gusto que envuelve total o parcialmente

el sustrato poroso. Permite la coleccion no invasiva de muestras de saliva,

Figura 1

con utilidad en areas como la ecologia y el manejo de fauna silvestre, la

veterinaria clinica, la 0 sanidad animal o la fisiologia y salud humanas.
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DESCRIPCION

DISPOSITIVO DE MUESTREO NO INVASIVO DE SALIVA

SECTOR Y OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidn se enmarca en el sector de los métodos de coleccion de
saliva.

Especificamente, el objeto de la invencién es un dispositivo de muestreo no
invasivo de saliva que comprende un sustrato poroso y una capa de sustancia
inocua y agradable al gusto que envuelve total o parcialmente el sustrato

POroso.

ESTADO DE LA TECNICA

La saliva es una secrecidén liquida o viscosa de los animales que contiene
hormonas, enzimas y otras proteinas, sustancias lubricantes, anticuerpos,
metabolitos e iones. En la cavidad bucal, la saliva recibe distintos tipos de
células tanto exdgenas (por ejemplo, bacterias y otros microorganismos) como
propias (por ejemplo, células epiteliales). En humanos la coleccion y posterior
andlisis de muestras de saliva tiene multiples aplicaciones. Las principales

pueden agruparse en cuatro grandes bloques:

1. Deteccidén de sustancias presentes en el organismo. Los compuestos de
mayor interés son los biomarcadores para el diagnéstico de enfermedades tan
variadas como las mentales, el cancer, el asma, o el Alzheimer. También se
usa en el seguimiento de adicciones y en medicina forense para detectar el
consumo de farmacos y drogas.

2. Evaluacion del estado de salud vy fisiologico. En la saliva se puede medir la
concentracion de determinados nutrientes, hormonas y metabolitos
relacionados con el estado fisiol6gico del individuo o con la presencia de

infecciones. La saliva estd infrautilizada como un medio rapido para realizar
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seguimientos del estado fisiolégico del individuo, o de sus parasitos y
patégenos, porque las variaciones en su composicidon no se conocen con
suficiente precision. Recientemente se han identificado alrededor de mil
metabolitos en la saliva humana, 1o que da idea de su potencial como fuente no
invasiva de marcadores fisiol6gicos.

3. Seguimiento de las concentraciones de sustancias en otros tejidos. La
concentraciéon de medicamentos, toxinas y otros compuestos en la saliva puede
predecir los niveles de estas sustancias en determinados tejidos o en biofluidos
como el plasma o la leche materna. A partir del analisis de muestras de saliva
también se puede establecer la farmacocinética de algunos compuestos.

4. Obtencion de perfiles genéticos e identificacibn de microorganismos por
métodos moleculares. La saliva es rica en células del propio organismo y
permite extraer concentraciones de acido desoxirribonucleico (ADN) tan altas
como las que se obtienen de la sangre u otros tejidos. Los marcadores
moleculares en este material genético de alta calidad permiten determinar la
identificacion inequivoca del individuo mediante genotipado, con aplicaciones
en medicina forense y analisis de paternidad, entre otras. Igualmente la saliva
contiene numerosas células de organismos simbiontes, parasitos o patégenos,

que permite su identificacion mediante analisis genético.

La obtencién de saliva en humanos es sencilla. Puesto que la coleccion de una
muestra de saliva suele contar con la colaboracién necesaria del sujeto, los
métodos habituales de obtencion de muestras empleados en humanos
consisten en el uso de pipetas, otros instrumentos de succion, o torundas de
algodoén u otros tejidos absorbentes que se impregnan de saliva al introducirlos
directamente en la cavidad bucal.

Cuando no es posible recurrir a la donacion voluntaria, como sucede por
ejemplo en investigaciones criminologicas, se pueden obtener muestras de
saliva a partir de otro tipo de objetos que, al ser utilizados, han estado en
contacto con la saliva. Esta dltima aproximacion también se ha utilizado para

colectar muestras de saliva de animales silvestres en su medio natural, lo que
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normalmente requiere costosos periodos de observacion y seguimiento a
distancia de los individuos de interés para identificar los alimentos que han
mordido, lamido 0 manipulado con la boca, y buscar restos de saliva en ellos.

Con fines similares a los descritos, las técnicas de coleccion de saliva usadas
en humanos se utilizan en animales domésticos, en el ambito de la veterinaria
clinica y la sanidad animal, por ejemplo en la determinacion de la prevalencia
de zoonosis en el ganado. También se aplican a animales de laboratorio o a
vertebrados silvestres confinados en recintos, en cautiverio o en régimen de
semi-libertad, con objeto de determinar el bienestar animal (por ejemplo, el
seguimiento veterinario de los animales de acuarios o zooldgicos) o realizar

estudios cientificos.

En animales, el uso de mecanismos de succién o de introduccién de tejidos
absorbentes en la cavidad bucal requiere la presencia humana y, a menudo, la
sujecion y manipulacion directa del animal. En particular, en animales silvestres
que suelen percibir la proximidad humana como una amenaza, la obtencién de
saliva usando las mismas técnicas que en humanos y animales domésticos o
de laboratorio se convierte en un procedimiento sumamente invasivo, ya que
implica capturar al animal e inmovilizarlo por métodos fisicos o quimicos
(sedacion o anestesia) para forzar el acceso a la cavidad bucal. La captura y
manipulacion de vertebrados silvestres produce reacciones fisiolégicas de
estrés asociadas a la captura y retenciéon que son indeseables desde el punto
de vista del bienestar animal. También son indeseables por las alteraciones en
la concentracién de metabolitos de la saliva que se pueden producir como
consecuencia de tal manipulacion. Por ejemplo, en un estudio donde el objetivo
sea medir niveles de cortisol en muestras de animales, los datos estaran
probablemente alterados por la manipulacién y no reflejaran fielmente el efecto

de los factores de interés.

De lo indicado en los parrafos anteriores, se deduce que seria de interés
disponer de un dispositivo o sistema que permita la coleccion no invasiva de
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muestras de saliva, con utilidad en areas como la ecologia y el manejo de
fauna silvestre, la veterinaria clinica, la sanidad animal o la fisiologia y salud

humanas.

EXPLICACION DE LA INVENCION

Constituye el objeto de la presente invencidén un dispositivo de muestreo no
invasivo de saliva que comprende:

- un sustrato poroso y

- una capa de cebo de una sustancia inocua y agradable al gusto que envuelve
total o parcialmente el sustrato poroso.

Preferentemente, el sustrato es de un material sélido, resistente, de superficie
rugosa, insoluble en soluciones acuosas e inerte respecto a compuestos
disueltos en la saliva. El término resistente en este contexto significa
resistencia a la masticacién. En cuanto a la rugosidad de la superficie del
sustrato, debe ser lo suficiente para facilitar la adherencia de la capa de cebo,
favorecer la captacidén de células del epitelio bucal y reducir el desprendimiento
de la saliva captada en la superficie.

En un modo preferente de realizacion, el material del sustrato poroso es un
material natural que se selecciona entre corcho, yeso, piedra pdmez o madera.
En otro modo de realizacién, el material del sustrato poroso es un material
sintético que se selecciona entre resinas o polimeros, agregados de gel de
silice o arcilla expandida. En un modo particular de realizacion el material del
sustrato es poliestireno expandido.

En cuanto a la porosidad, el tamafo de la dimensién principal de los poros del

sustrato esta comprendido entre 1 nm y 5 mm, segun su aplicacion.

El sustrato presenta, segun su aplicacion, una forma irregular 0 geométrica
cuya dimensién principal estd comprendida entre 0.1 y 15 cm. En el caso de
optar por una forma geométrica, se selecciona entre esférica, elipsoidal o
cilindrica.

En cuanto al cebo, es una sustancia no téxica ni alergénica, y que no contiene

compuestos que reaccionen con los metabolitos de interés, desnaturalicen los
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acidos nucleicos o inhiban las reacciones de polimerizacién de fragmentos de
material genético. Preferentemente, la sustancia del cebo es viscosa, adhesiva
o capaz de formar peliculas finas sobre la superficie del sustrato, agradable al
gusto/olfato del sujeto experimental o comestible y capaz de mantener estas
propiedades organolépticas durante el tiempo de exposicidbn al sujeto
experimental.

El cebo se aplica en una capa que cubre entre el 1% y el 100% del sustrato y
con un espesor comprendido entre 0.01 mm y 2 cm.

Opcionalmente, el cebo puede incluir una sustancia estimulante de la

salivacion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1: Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva con sustrato de geometria
esférica y recubrimiento parcial de cebo.

Fig.2: Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva con sustrato de geometria
elipsoidal y recubrimiento parcial de cebo.

Fig. 3: Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva con sustrato de geometria
cilindrica y recubrimiento parcial de cebo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El sistema consiste en un sustrato de un material sélido poroso recubierto total
o parcialmente por una capa de cebo, definido como una sustancia inocua cuyo
olor y/o gusto resultan atractivos para un individuo o especie diana. El cebo
puede ser o no comestible. En aplicaciones de campo, la combinacion de
sustrato y cebo va acompafada de un sistema de suministro que garantiza la

recuperacion de la muestra de saliva.

Las funciones esenciales que debe cumplir el material sélido poroso son a)
entrar en contacto con la saliva al ser manipulado en el interior de la cavidad

bucal, o en el exterior si es lamido, b) almacenar en su superficie y en sus
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poros una cantidad de saliva suficiente para el analisis que proceda, y ¢) no ser
ingerido, sino expulsado para su coleccidn y posterior analisis.

Las funciones del cebo son a) incitar a los sujetos a que introduzcan el sustrato
en su cavidad bucal, o lo manipulen dentro o fuera de ella, durante un tiempo
suficiente para que el sustrato capture un volumen de saliva suficiente para
satisfacer el objetivo de los analisis de laboratorio, b) estimular la salivacion, c)
competir lo menos posible con la saliva por la ocupacién de los poros del
sustrato, d) tener una composicibn que minimice la probabilidad de
desnaturalizar, inmovilizar, alterar o provocar cualquier otro tipo de reaccion
quimica que modifique los compuestos cuya presencia, concentracién o
propiedades han de examinarse en la muestra, y e) tener una composicion que
interfiera lo menos posible con los procedimientos utilizados en el laboratorio
para detectar o medir los niveles de las moléculas diana.

La solucién éptima en el disefio de las propiedades del sustrato y del cebo es
especifica de cada combinacién de especie, sustancia de interés buscada en la
saliva, y condiciones de muestreo. Los principales criterios que guian el disefio
de dichas propiedades son los siguientes.

Propiedades del sustrato
Material

e sélido para mantener su estructura, en particular la rigidez de los poros;
la presencia de un objeto sélido en la cavidad bucal también estimula la

secrecion de saliva

e insoluble en solucién acuosa para que conserve su estructura y no

aporte sustancias a la saliva

e resistente para prevenir la rotura por masticacion y para permitir su
fijacion a dispositivos dispensadores que permitan la manipulaciéon pero

no la remocion del sustrato por los animales
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inerte para minimizar las reacciones con los compuestos de interés
disueltos o suspendidos en la saliva y para minimizar los efectos
toxicologicos de una ingestion accidental. En aplicaciones destinadas a
analisis genéticos deben evitarse materiales naturales de origen vegetal,
por ejemplo, maderas o cortezas, que contengan polifenoles u otras
sustancias inhibidoras de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

en aplicaciones que requieren muestreos de saliva en poblaciones de
especies silvestres que habitan areas extensas, puede ser suficiente que
el sustrato esté fabricado con un material comdn y de bajo coste, sea
natural (por ejemplo, corcho, yeso, piedra pomez, madera) o sintético
(por ejemplo, poliestireno expandido o arcilla expandida). En
determinadas aplicaciones, no obstante, los sustratos pueden necesitar
satisfacer valores especificos de porosidad y reactividad de su superficie
que pueden lograrse disefiando materiales sintéticos mas costosos

como, por ejemplo, ceramicas o resinas y otros polimeros.

Tamano

Forma

debe caber holgadamente en la cavidad bucal de la especie diana para
que el sujeto pueda manipularlo en su interior de modo que se maximice

el tiempo de exposicion en contacto con la saliva

el tamafo determina el tiempo de manipulacién, de tal manera que
sustratos demasiado grandes son dificiles de rotar dentro de la cavidad
bucal y el sujeto puede optar por expulsarlos y manipularlos fuera, con el
consiguiente riesgo de captura de otras sustancias y de contaminacion;
por el contrario, sustratos demasiado pequefos capturan un menor
volumen de saliva y admiten una cantidad limitada de cebo, de modo
que el sujeto puede perder el interés en el sustrato y expulsarlo

prematuramente
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aunque la forma no es un factor esencial, formas geométricas facilitan la
homogeneidad de los sustratos y la estandarizacién de la superficie

expuesta a la saliva en distintos sujetos y condiciones

una vez consumido el cebo, una forma esférica (Figura 1) maximiza la

superficie porosa expuesta para un volumen dado

formas elipsoidales (Figura 2) o cilindricas (Figura 3) facilitan la
delimitacion de una region del sustrato en la que se aplica el cebo y una
regién libre de cebo donde los poros estan completamente vacios y es
mas probable la captacion de saliva

Textura

una textura levemente rugosa facilita la remocién de células del epitelio
bucal antes de que se transfieran a la saliva y suele ser deseable en
aplicaciones donde se busca material genético

una textura rugosa también tiende a retener mejor muestras de saliva de
consistencia viscosa una vez expulsado el sustrato de la cavidad bucal,
aumentando el tiempo de contacto de la secrecidon con los poros y
aumentando la probabilidad de adsorcién y penetracidn; por el contrario,
salivas de consistencia liquida tienden a deslizarse y desprenderse con
facilidad del sustrato una vez expulsado, antes de su coleccion

Porosidad

Los poros facilitan el almacenamiento de la saliva en el sustrato, en cuyo
interior penetra por capilaridad. El almacenamiento de la saliva en los
poros es esencial cuando la muestra debe permanecer cierto tiempo en
el sustrato antes de su coleccion. Por ejemplo, quedando almacenada
dentro de los poros la saliva tarda mas en secarse y queda protegida de
la radiacién ultravioleta que puede dafar, por ejemplo, el ADN de las

células que contiene en suspension
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La porosidad idénea del sustrato depende de la aplicacién. Un sustrato
heterogéneo en su porosidad o con predominio de poros relativamente
grandes, del orden de 10* — 10® m, son adecuados para capturar
volumenes moderados a altos de saliva por unidad de superficie, y son
Utiles en la extraccion de material genético. Poros de menor tamano
pueden ser mas adecuados para detectar la presencia o medir la
concentraciéon de otros biomarcadores. Una porosidad homogénea con
diametros de poro adaptados al tamafo de determinados metabolitos
diana, que pueden acompanarse con reactivos quimicamente afines
cuya funcién es capturar y retener dichas moléculas, pueden ser
eficaces en sustratos especificamente disefiados para optimizar la

deteccion de una especie molecular determinada.

Si se trata de animales, la combinacién de un material duro resistente a la

fractura y tamano grande que dificulte su deglucion permite lograr que el sujeto

expulse el sustrato impregnado en saliva una vez consumido el cebo.

Propiedades del cebo

no debe ser tdxico ni provocar reacciones alérgicas u otro tipo de
reaccion fisiolégica perjudicial para la salud o bienestar del sujeto

en sistemas aplicados a la obtencion de saliva en animales, el cebo es
una sustancia comestible, o una sustancia de olor y sabor agradable
para la especie de interés, que la incita a manipular el sustrato en su
cavidad bucal o a lamer su superficie durante un periodo suficientemente
largo para que una cantidad adecuada de saliva, segun el propésito que
se persigue, quede atrapada en los poros del sustrato

en sistemas aplicados a la obtencion de saliva en humanos, el cebo no
es tal porque el sustrato se acepta voluntariamente. En su defecto puede
ser reemplazado por una sustancia estimulante de la salivacion para

maximizar la probabilidad de saturacién del sustrato

10
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debe mantener sus propiedades atractivas durante el tiempo de
exposicion del sistema sustrato-cebo, a menudo durante periodos
prolongados si se trata de colectar muestras de saliva de vertebrados

silvestres en su medio natural

salvo en combinaciones sustrato-cebo disefiadas para humanos, su
consistencia ha de ser viscosa o0 debe tener propiedades adhesivas para

que no se desprenda del sustrato y cumpla eficazmente su funcién

su composicién debe ser tal que no se produzcan reacciones con los

biomarcadores de interés o altere su concentracion

no debe contener sustancias que desnaturalicen o degraden los &acidos
nucleicos o que inhiban las reacciones de amplificacién de fragmentos

de material genético

Ventajas del método sobre técnicas tradicionales de colecciéon de saliva

en vertebrados

El sistema descrito introduce las siguientes mejoras en la coleccion de saliva

en animales silvestres libres o cautivos, animales domésticos y humanos:

El sistema permite a los vertebrados silvestres encontrar en su medio
natural un objeto atractivo que introducir voluntariamente en su cavidad
bucal y manipularlo durante suficiente tiempo para después dejarlo en el
mismo lugar con una muestra de saliva. El animal no puede ingerir el
sustrato poroso porque esta sujeto a un dispositivo fijo, o porque las
propiedades del sustrato se disefian para ser descartado después de
tomar contacto con la saliva. De este modo a) se accede a individuos
inaccesibles por la dificultad de su captura y por tanto a una
representacion mas equilibrada de la poblacién a la que pertenecen en
la muestra, b) se amplia la fraccién de individuos de los que se obtienen
muestras de manera mas eficiente, ya que es necesaria una menor
inversibn en recursos econdmicos y humanos y se simplifica

notablemente la logistica necesaria para acceder a los animales o las

11
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muestras que depositan en objetos 0 en restos de alimentos, y ¢) se
reducen los inconvenientes de la manipulacion en lo que atafie al
bienestar animal y a los sesgos en los valores de pardmetros fisiolégicos
derivados del estrés de la captura y manipulacion del sujeto.

o EIl sistema permite a los vertebrados acostumbrados a la presencia
humana (animales de compafia, especies de produccion animal,
animales confinados en zoolégicos o instalaciones similares) depositar
espontaneamente una muestra de saliva no contaminada sin necesidad
de ser inmovilizados. De este modo se pueden descartar los posibles
efectos de la manipulacién, y los de los sedantes administrados para
facilitar la obtenciéon de la muestra, sobre los valores de parametros
fisiolégicos medidos en biomarcadores presentes en la saliva.

e Introducido en la cavidad bucal de humanos, el sistema permite
aumentar la especificidad en la captacion de células o moléculas de
interés para el uso o diagnéstico que se busque, adecuando las
caracteristicas del sustrato (material, porosidad, y adicion de sustancias
quimicamente afines) a las caracteristicas fisico-quimicas de las
moléculas diana. Ademas, como otros objetos inertes, la mera presencia
de un objeto sélido en la boca estimula la salivacién. Este efecto puede
potenciarse recubriendo el sustrato con una pelicula rica en una

sustancia estimulante de la salivacion (por ejemplo, acido citrico).

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

A modo de ejemplo, a continuacion se describe el ensayo de una de las
posibles aplicaciones de esta técnica y se presenta un resumen de sus
resultados, publicados en Lobo D, Godinho R, Alvares F, Lépez-Bao JV,
Rodriguez A. 2015; A new method for noninvasive genetic sampling of saliva in
ecological research. PLoS ONE 10(10): e0139765.
doi:10.1371/journal.pone.0139765, trabajo en el que pueden consultarse mas
detalles.

12
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Los sujetos experimentales son animales domésticos, en concreto perros
confinados en una instalacion de acogida. Cada individuo esta alojado en una
celda y separado del resto. El objetivo del experimento es estimar el éxito en la
determinacién de especie y de identidad individual por métodos moleculares, a
partir de ADN de procedencia desconocida extraido de muestras de saliva
obtenidas mediante una de las variantes del procedimiento descrito en el
presente documento. Para ello se utilizan métodos estandar de extraccion,
amplificacion e identificacibn de ADN mitocondrial y nuclear, utilizando
marcadores de la region control y de microsatélites, respectivamente,
disefiados para canidos y disponibles en la literatura. El éxito de identificacién
se evalla por comparacion con los perfiles genéticos individuales generados a
partir de células de la raiz del pelo de los animales.

Se utilizaron seis combinaciones de sustrato cebo, producto de tres materiales
utilizados como sustrato y dos tipos de cebo.

Sustrato

Considerando las posibles aplicaciones de los resultados del ensayo a la
estima de tendencias poblacionales en canidos silvestres, se seleccionaron tres
sustratos que se encuentran con facilidad y cuyo coste econémico es muy
reducido: madera, corcho y espuma de poliestireno expandido. Los dos
primeros son naturales y el tercero es sintético. Estos sustratos varian en
propiedades fisicas como dureza, flexibilidad y la distribucién de tamarios de
poro. También difieren en propiedades quimicas relevantes, como su contenido
en polifenoles, que pueden alterar el proceso de amplificacion de ADN en el
laboratorio. Todos los sustratos se esterilizan por exposicion a luz ultravioleta

antes de ser empleados en el ensayo.

Considerando el tamario de los sujetos experimentales (peso en el rango 8-29
kg) se elige el tamafo y la forma del sustrato de manera que favorezcan su
manipulacion en la cavidad bucal y fuera de ella pero dificulten la ingestion
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accidental. La forma es cilindrica en todos los sustratos y su volumen es
similar, aunque las dimensiones varian de un sustrato a otro. El diametro y la
altura son 35 mm y 55 mm, respectivamente, para la madera, 60 mm y 35 mm

para el corcho, y 40 mm y 55 mm para el poliestireno.

Cebo

Los sustratos se cubren con una capa de una sustancia viscosa y comestible
de 5 mm de espesor. En este ensayo, por las razones indicadas mas arriba, los
cebos también se eligen por su bajo precio y facilidad de obtencion. Los dos
cebos que se usan son una pasta homogeneizada de conserva de carne para
perros y una pasta homogeneizada de conserva de sardinas en aceite vegetal.
Los cebos también difieren, entre otras muchas propiedades, en su contenido
en polifenoles.

Suministro y coleccidn

La combinacién de sustrato y cebo se entrega a los sujetos experimentales,
depositandola en el suelo de la celda. Los perros consumen el cebo y lamen el
sustrato, que se retira una vez que el sujeto experimental deja de manipularlo.
La cantidad de saliva adherida a la superficie del sustrato se evalla en una
escala semicuantitativa, y el sustrato impregnado en saliva se conserva en

etanol hasta la extraccién de ADN.

Principales resultados

En promedio, los sustratos retienen un volumen sustancial de saliva, en el
rango 2-5 ml. La concentracion media (£SD) de ADN en los extractos es de
14.0 = 34.4 ng/ul, y esta concentracion no esta relacionada con el volumen de
saliva colectado, pero si depende de determinadas combinaciones de sustrato
y cebo. El éxito de identificacidén de especie es del 85%, y esta tasa varia poco
con el tipo de sustrato y el tipo de cebo empleados. La tasa de identificacion
individual es del 78%, y alcanza el 90% tras excluir una sesion experimental en
la que se detectaron anomalias. ElI volumen de saliva estimado

macroscopicamente en el sustrato y la concentracion de ADN en el extracto
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son predictores positivos de la tasa de éxito en la identificacion individual. Esta
varia relativamente poco a concentraciones superiores a 1 ng/ul, usando
distintas combinaciones de sustrato y cebo. Considerados globalmente, estos
resultados son satisfactorios, y sugieren la utilidad del sistema sustrato-cebo
para la identificacién de especie y genotipado de perros en las condiciones del

experimento.
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REIVINDICACIONES

1.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva que comprende:
- un sustrato poroso y
- una capa de cebo de una sustancia inocua y agradable al gusto que

envuelve total o parcialmente el sustrato poroso.

2.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun la reivindicacion 1,
donde el sustrato es de un material sélido, resistente, de superficie rugosa,
insoluble en soluciones acuosas e inerte respecto a compuestos disueltos en la

saliva.

3.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun las reivindicaciones 1y

2, donde el material del sustrato poroso es un material natural.

4.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun la reivindicacién 3,

donde el material se selecciona entre corcho, yeso, piedra pdmez o madera.

5.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun las reivindicaciones 1y

2, donde el material del sustrato poroso es un material sintético.

6.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun la reivindicacién 5 ,
donde el material sintético se selecciona entre resinas o polimeros, agregados

de gel de silice o arcilla expandida.

7.- Dispositivo de muestreo no invasivo segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, donde el tamarfo de la dimensién principal de los poros

del sustrato estda comprendido entre 1 nm y 5 mm, segun su aplicacion.

8.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 7, donde el sustrato presenta, segun su aplicacién, una
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forma irregular 0 geométrica que se selecciona entre esférica, elipsoidal o

cilindrica, cuya dimensién principal estad comprendida entre 0.1 y 15 cm.

9.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, donde el cebo es una sustancia no téxica ni alergénica,
y que no contiene compuestos que reaccionen con los metabolitos de interés,
desnaturalicen los acidos nucleicos o inhiban las reacciones de polimerizacion

de fragmentos de material genético.

10.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun la reivindicacion 9,
donde el cebo se aplica en una capa que cubre entre el 1% y el 100% del
sustrato y con un espesor comprendido entre 0.01 mmy 2 cm.

11.- Dispositivo de muestreo no invasivo de saliva segun la reivindicaciones 9 y

10 donde el cebo comprende adicionalmente una sustancia estimulante de la

salivacion.
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Figura 3
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