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RESUMEN

Se evalu6 cualitativamente la flora bacteriana desarrollada en mascarillas faciales desechables, del tipo quirtrgica, por
microscopia electrénica de barrido (MEB), las cuales fueron usadas por sujetos saludables en periodos de tiempo de 6, 12,
24 y 48 horas. El estudio mostré que a medida que se incrementaban los lapsos de tiempo de uso de las mascarillas se
observaron incrementos en la flora bacteriana desarrollada sobre la malla en contacto con la cara y boca de los voluntarios,
con predominio de estructuras compatibles con bacterias, especialmente de formas cocoides. Se presume que los distintos
morfotipos observados en la parte interna de la mascarilla, pertenecen a la microbiotaorofaringea de los individuos.
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Evaluation of developed bacterial flora in disposable masks by scanning electron microscopy

ABSTRACT

The bacterial flora developed in surgical-type disposable facial masks was qualitatively evaluated by scanning electron
microscopy (SEM), which were used by healthy subjects in time periods of 6, 12, 24 and 48 hours. The study showed that
as the time periods of use of the masks increased, increases were observed in the bacterial flora developed on the mesh in
contact with the face and mouth of the volunteers, with a predominance of structures compatible with bacteria, especially of
coccoid shapes. It is presumed that the different morphotypes observed in the internal part of the mask belong to the
oropharyngealmicrobiota of the individuals.

Keywords: Microbiote; bacteria; masks; microscopy.

INTRODUCCION

Con la incidencia de la pandemia provocada por el
COVID-19 (SARS-CoV-2), la vida del ser humano ha
cambiado considerablemente desde finales del 2019,
tiempo en el que el virus comenz6 a propagarse por el
mundo. Ante el creciente aumento de casos de contagios,
los gobiernos de los paises del mundo han tenido que
cerrar sus fronteras y han tomado diversas medidas de
bioseguridad para tratar de contener el virus y evitar su
propagacion en la poblacion [1]. Hasta ahora, la
utilizacion de dispositivos de proteccion respiratoria ha
sido la forma mas eficaz de combatir la transmision de

virus [2]. Sin embargo, las principales medidas que se han

adoptado han sido el distanciamiento fisico, uso de
mascarillas y proteccion facial [3]. De alli que una de las
principales medidas tomadas ha sido el uso de mascarillas,
en virtud de que las mismas tienen como funcién impedir
la transmision de agentes patogenos entre las personas y
minimizar los contagios, ya que se ha establecido que, por
ejemplo, las mascarillas quirtrgicas tradicionales
utilizadas adecuadamente pueden bloquear el ingreso de
las gotas de saliva (gotas respiratorias), las cuales pueden
ser portadoras del virus del COVID-19, al tracto
respiratorio, condicion que se garantiza en base a su
fabricacion, segin la norma ASTM F2100-11 [4]. Las
mascarillas faciales descartables de tipo quirtrgico se
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fabrican a partir de un material polimérico, tales como
polipropileno, poliestireno o polietileno. Las mismas estan
conformadas por tres mallas denominadas tela no tejida
(TNT), ya que esta se obtiene por prensado. Las mallas
externa e interna se denominan capas Spunbond; mientras
que la malla que se ubica entre estas dos mallas se
denomina capa Meltblown y que actlia como barrera viral
y bacterial [4].

La Organizacion Mundial de la Salud ha establecido guias
para el correcto uso de mascarillas faciales en la poblacion
en general ante el brote del SARS-CoV-2 [5]. Estudios
han demostrado que la efectiva utilizacion de mascarillas
faciales en la poblacion puede resultar en una significativa
reduccion de contagios del virus causante del COVID-19
[6]. Sin embargo, algunos estudios sostienen que la
eficacia del filtrado bacterial de las mascarillas faciales de
tipo comercial decrece después de 4 horas de uso [7]. Esto
es debido a que, si las mascarillas se wusan
prolongadamente, las bacterias, principalmente las
aerobicas, tienden a aumentar en ellas, poniendo en riesgo
la salud de la persona que la utilice.

Sumado a esto, estd el uso de mascarillas faciales de
fabricacion artesanal, principalmente fabricadas de
algodén, las cuales se han constituido como una
alternativa de bajo costo a las mascarillas comerciales
desechables. Este tipo de mascarillas no siempre ofrecen
la proteccion adecuada ante un brote epidémico.

Davies et al. [8] condujeron una investigacién para probar
la eficiencia de mascarillas artesanales ante dos
microorganismos de prueba: Bacillusatrophaeus (bacteria
tipo esporas con forma de varas de 0,95 a 1,25 um) y
Bacteriéfago MS2 (23 nm en didmetro), ya que ambos
microorganismos son comparables en tamafio al virus de
la influenza, el cual es pleomérfico y con un tamafio entre
60 a 100 nm. Este estudio fue realizado comparando
resultados con mascarillas quirdrgicas. A pesar de que
encontraron resultados medianamente satisfactorios con

las mascarillas artesanales, en cuanto a filtrado y retencion

de los microorganismos, las de tipo comercial fueron
mucho mas eficientes en el estudio.

En un estudio comparativo se evalué el desempefio de
mascarillas quirdrgicas frente a las N95 y KF94 como
medio para bloquear el SARS-CoV-2 en pacientes
infectados con el virus. Se encontrd que las mascarillas
quirargicas fueron un poco menos efectivas en bloquear el
virus de los pacientes, mientras que las mascarillas N95 y
KF94 resultaron ser mucho mas efectivas [9].

Por otro lado, la microbiotaorofaringea puede constituir
un riesgo para las personas que utilizan mascarillas
faciales de forma prolongada. Es bien sabido que la
microbiotaorofaringea en el ser humano esta constituida
por més de 700 tipos diferentes de microorganismos, entre
bacterias, hongos y virus, y muchos de ellos pueden ser
indicativos de diversas enfermedades, tales como diabetes,
obesidad, caries, cancer bucal, etc. [10, 11]. El uso de
mascarillas faciales no solo impide la entrada de virus y
otros microorganismos al organismo humano a través del
tracto orofaringeo, sino igualmente impide la transmision
de estos organismos hacia el exterior. Sin embargo, esta
microbiota permanece en la mascarilla, lo que puede
aumentar su crecimiento sobre ella si es utilizada por
largo numeros de horas continuas, constituyéndose, de esa
manera, en un riesgo sanitario para la propia persona.

El objetivo de este estudio consistio en evaluar, mediante
microscopia electrénica de barrido, la flora bacteriana
desarrollada en mascarillas faciales que son utilizadas de
forma prolongada, provenientes de la microbiota

orofaringeo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron mascarillas faciales de tipo quirdrgico de la
marca JHC Médica, las cuales se expenden en envoltorios
plasticos sellados que garantizan que los mismos no estén
expuestos a condiciones ambientales y de manipulacion
que permiten que las mismas sean completamente

higiénicas, limpias y libres de microorganismos (figura 1).
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Fig. 1. Mascariﬁ;i‘écial marca JHC Médica: (a) vista de
la malla externa (b) vista de la malla interna.

Se evaluaron 4 grupos de individuos que utilizaron
mascarillas por periodos de tiempo de 6, 12, 24 y 48
horas. Cada grupo estuvo conformado por dos (2)
individuos, quienes gozaron de buena salud para el
momento del estudio. El estudio se efectué en un mismo
ambiente, que correspondio al sitio de trabajo de los
voluntarios (el mismo para todos). Los lapsos de tiempo
de uso de las mascarillas por todos los individuos fue el
mismo durante la jornada laboral, hasta completar el
tiempo de estudio. Una vez transcurrido el tiempo, las
mascarillas se almacenaron en bolsas plasticas estériles de
cierres herméticos y guardados bajo refrigeracion hasta el
momento de su estudio. Se cortaron secciones del centro
de las mascarillas de aproximadamente 1 cm? y se
separaron las dos mallas externas (parte de la mascarilla
en contacto con el exterior y con la cara de la persona o
capas Spunbond) y la malla interna (o capa Meltblown)
(figura 2a). Adicionalmente, se cortd una seccién de una
mascarilla sin usar, la cual se utilizd como muestra
control, todo esto siguiendo los protocolos de
bioseguridad para evitar la contaminacion de las secciones
estudiadas.

Las secciones de mascarillas se observaron en un
Microscopio Electrénico de Barrido Hitachi TM4000
Plusll, que dispone de un filamento de tungsteno,

detectores de electrones secundarios (SE), electrones

retrodispersados (BSE) y funcionalidad que combina los
detectores SE y BSE (MIX), esto con la intencién de
valorar en cada uno de los grupos estudiados: 1) la
morfologia predominante (hongo o bacterias), 2) en
cuanto a las bacterias, predominio de morfologia cocoide
0 bacilar, y 3) el desempefio de las mascarillas en la
proteccion que aportan en cuanto a su disefio y

fabricacion.

Malla externa

Malla media

Malla interna

Fig. 2. Preparacion de las secciones de mallas de una
mascarilla facial en el portamuestra del microscopio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizd una evaluacion cualitativa de la flora bacteriana
que crecio en las mascarillas usadas por los sujetos de
prueba. Para ello, se tomaron imégenes por MEB de las
secciones cortadas de las mismas. Las evaluaciones se
realizaron a las tres mallas; sin embargo, los resultados
presentados a continuacidn corresponden solo a la seccion
de la mascarilla en contacto con la cara de los voluntarios.
De esta manera, se evalu6 la proliferacion de
microorganismos en dicha malla, por lo que los mismos se
asocian a la microbiota oral. No se presentan resultados
para la malla externa ni media, ya que los
microorganismos que se detecten en estas mallas estan
relacionados a los provenientes del ambiente externo
(malla externa) y a los provenientes tanto de la microbiota
oral como del ambiente (malla media). La evaluacion de
las mallas se compard con una malla sin usar, la cual se
tomé como referencia para cada tiempo de estudio. En la
figura 3 se muestran imagenes de MEB obtenidas con la
combinacion de los detectores de electrones secundarios y
electrones retrodispersados del microscopio (funcién

MIX), a una magnificacion de 300X en dos zonas
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diferentes de la misma malla. Se puede observar el tejido
de orientacién aleatoria de la malla, representativo de la
tela no tejida o TNT (figura 3a), la cual se observa
completamente libre de microorganismos u otras
particulas. En la figura 3b se visualiza la zona donde se
realiza el prensado del material polimérico, también libre

de microorganismos u otras particulas.

Fig. 3. Imégenes de MEB de una mascarilla facial sin
usar, mostrando: (a) las fibras limpias del tejido
caracteristico de la mascarilla, (b) zona prensada

caracteristica de la malla.

La figura 4 muestra imagenes de MEB para una malla con
6 horas de uso. En la figura 4a se tiene una imagen
obtenida con detector de electrones retrodispersados a una
magnificacion de 600X. En dicha imagen puede
visualizarse la presencia de algunos microorganismos en
forma de bacilos. Los mismos tienen una longitud

aproximada de 5,8 pm. Similares microorganismos

pueden observarse en la figura 4b. Sin embargo, en dicha
imagen se observa la presencia de un microorganismo en
forma de cocoide con un tamafio aproximado de 10 pum
(circulo azul) y otro microorganismo con forma de bacilo
con un tamafio aproximado de unos 30 pum (circulo rojo).
Adicionalmente, se visualizan en dicha imagen algunas
estructuras, principalmente con formas cocoides, sobre las
fibras, que presumen una baja incidencia de crecimiento
de microorganismos sobre la mascarilla. Mientras que la
figura 4c muestra una imagen de electrones
retrodispersados, en donde se observan diversos
microorganismos depositados sobre las fibras de la malla.
Es evidente que a 6 horas de uso de las mascarillas
comienzan a formarse microorganismos sobre la misma,
por lo que éstos pueden relacionarse con la
microbiotaorofaringea del individuo y que expulsa durante
la respiracion. Este resultado est4 acorde a los reportados
por Barbosa y Graziano [7], quienes concluyeron que a las
4 horas de uso se detecta formacion de microorganismos
sobre las mascarillas.Se conoce que las bacterias son los
principales componentes de la microbiota oral y que las
principales bacterias incluyen los Streptococcus mutans
(principal bacteria presente en la microbiota oral y
asociado a la placa dental y las caries), Porphyromonas
gingivalis (patégeno periodontal y que puede causar la
caida de los dientes de la encia) y Lactobacillus
(responsable de la fermentacion del azicar en A&cido
lactico y que facilmente puede causar caries) [11].

En la figura 5 se tienen las imagenes de MEB, obtenidas
con combinaciéon de detectores de SE y BSE, para
mascarilla facial con 12 horas de uso en diferentes zonas
de la malla. En todas las figuras (5a - 5d) pueden
observarse una alta proliferacion de bacterias, con forma
de cocoides y con tamafios cercanos a 1 um, depositadas
sobre las fibras de la malla. Es notorio el incremento de
bacterias sobre la mascarilla al pasar de 6 a 12 horas de
uso. Este crecimiento de bacterias en las mascarillas con

el aumento de horas de uso fue observado por Zhiging et
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al. [12], quienes realizaron un conteo de bacteria en la hospitales, comprobando la presencia de bacterias a las 2
malla externa de mascarillas quirdrgicas utilizadas por horas de uso.

personal médico durante los procesos de operacion en

Fig. 4. Imagenes de MEB de una mascarilla con 6 horas de uso a: (a) 600X con detector BSE del tejido, (b) 100X obtenida
con combinacion de detectores de SE y BSE, y (c) 600X con detector BSE sobre una fibra.

@
Laboratorio Secvolab C:A;
TMAG00 10KV 6.0mP X200 MikL &,

Fig. 5. Imagenes de MEB en diferentes zonas de una mascarilla con 12 horas de uso con magnificaciones de: (a) 200X,
(b) 500X, (c) 600X, y (d) 1000X, obtenidas con combinacion de detectores de SE y BSE.
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En el caso de las mascarillas que fueron utilizadas durante
un tiempo de 24 horas (figura 6) se observa la presencia
de bacterias en forma de cocoides depositadas sobre las
fibras (figura 6a y 6b, flechas azules) con escasa presencia
de bacterias con forma de bacilo (figura 6a, flecha roja).
Mientras que a las 48 horas de uso de las mascarillas
(figura 7) la poblacién de bacterias se ve incrementada
aln mas, predominando la forma cocoide. Un estudio
reciente develé que a las 4 horas de uso de mascarillas
desechables presentaban Streptococcus y Staphylococcus,
frente a Roseomonas, Paracoccus, y Enhydrobacter
detectados en el mismo estudio en mascarillas fabricadas
en algodon [13]. En base a esto, es posible que estas
formas de bacterias detectadas por MEB en las mascarillas
faciales en el presente estudio puedan corresponder a este
tipo de

microorganismos (Streptococcus y

Staphylococcus).

Ladarssont Seevolul .40
TMA000 10k §.Srewm {ﬁ; W L

Fig. 6. Imagenes de MEB de una mascarilla con 24 horas

de uso a 300X obtenidas con combinacién de detectores

de SE y BSE: (a) con presencia de bacilos, (b) otra zona
de la mascarilla con presencia de cocoides.

Laboratorio Sefvolab C.A.

TMA000 10kV 5.9min X2 00K M:x L ot
Fig. 7. Imagenes de MEB de una mascarilla con 48 horas
de uso, obtenidas con combinacién de detectores de SE y
BSE a: (a) 300X, (b) 500X, (c) 1000X y (d) 2000X.
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La pandemia causada por SARV-Co2 deja evidencia que
el uso de mascarillas faciales por periodos prolongados
aumenta el crecimiento de la microbiota bucal sobre ellas,
la cual, ademéas de contribuir al desarrollo de
enfermedades como la caries y abscesos periodontales,
pueden desencadenar enfermedades severas como:
tumores, diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares, bacteriemia, entre otros [10,11].
Considerando que las secciones de mascarillas evaluadas
en este trabajo correspondieron a las que estan en contacto
con la cara de los voluntarios, las formas observadas por
MEB corresponden a las provenientes de la microbiota
bucal y no provenientes del ambiente. Se debe recordar
que las mascarillas faciales del tipo quirdrgico poseen una
malla interna que actda como barrera viral y bacterial.

En este trabajo se pudo evidenciar que las bacterias de la
orofaringea pueden acumularse en la capa interna del
tapaboca, a medida que aumentaban las horas de uso del
mismo. Este hallazgo es relevante, en el sentido que los
microorganismos que causan enfermedades,
principalmente, lo hacen de forma sinérgica o mediante
cooperacion [14].

Con respecto al morfotipo la forma cocoide fue la mas
prevalente, aspecto que permite sospechar de los géneros
Streptococcus, Actinomyces, Veionella, Parvula vy
Neisseria que se encuentra en una alta proporcién en la
saliva [15].

La mayoria de las comunidades bacterianas tienen la
propiedad de desarrollarse como una capa de bacterias
adheridas a una superficie, conocida como biopelicula
[14], tales interacciones entre especies dentro de la
comunidad orofaringea, juegan un papel importante en el
establecimiento de enfermedades. Como proyeccion de
este trabajo se pueden seguir estudios microscépicos, que
ademas de la visualizacion de las biopeliculas, permitan
conocer su composicion quimica y obtener informacion
sobre los cambios generados por los distintos

microorganismos presentes en ella.

CONCLUSIONES

En el andlisis de los distintos tiempos, a medida que
aumenta el tiempo de uso de la mascarilla, se observa un
aumento en la presencia de estructuras compatibles con
bacterias, especialmente de formas cocoides. No se puede
sefialar la especie en ningun caso, para eso se deberian
hacer cultivos bacterianos o aplicar una técnica como
MALDI -TOF para determinar los microorganismos en
masa. Se presume que los distintos morfotipos observados
en la parte interna de la mascarilla, pertenecen a la
microbiotaorofaringea del individuo. Si bien es cierto que
las mascarillas faciales descartables ofrecen proteccién
contra el contagio de infecciones como las del COVID-19,
su uso prolongado puede conllevar a riesgos de salud de la
persona que las usa, ante el crecimiento de la flora
bacteriana en la malla inmediatamente en contacto con la
boca del individuo, ya que sobre estas mascarillas pueden
proliferar especies, tales como Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis, Staphylococcus y
Lactobacillus, bacterias predominantes en la microbiota
orofaringea y que su aumento en la cavidad bucal son
conocidas como causantes de diversas afecciones en los
seres humanos. Incluso con hongos, como la Candida, que
tiene una accion neutral cuando la microbiota orofaringea
es normal, pero que puede atacar el tejido bucal si este
equilibrio de la microbiota es roto. De tal manera que un
uso prolongado de las mascarillas puede acarrear que
microorganismos (entre bacterias y hongos) presentes en
la microbiota orofaringea, se depositen y crezcan sobre las
mascarillas y hagan que desequilibren esta misma
microbiota, afectando, por lo tanto, la salud de los

individuos.
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