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Resumen

Fondo

Los trabajadores de la salud (HCW) estan en riesgo de transmision por aerosol del
sindrome respiratorio agudo severo coronavirus 2. Los objetivos de este estudio
fueron (1) cuantificar la proteccidon brindada por las mascarillas (quirdrgica, prueba
de ajuste rarLipa N95, prueba de ajuste pasapa N95) y equipo de proteccion personal
(PPE), y (2) determinar si un filtro portatil de particulas de aire de alta eficiencia

(HEPA) puede mejorar el beneficio del PPE.
Métodos

Se realizaron experimentos de exposicion a aerosoles de virus utilizando el
bacteri6fago PhiX174. Un trabajador de la salud que usaba EPP (mdascara, guantes,
bata, protector facial) estuvo expuesto a virus nebulizados (10 & copias/mL) durante
40 minutos en una sala clinica sellada. La exposicion al virus se cuantificé mediante
hisopos de piel aplicados en la cara, las fosas nasales, los antebrazos, el cuello y la
frente. Los experimentos se repitieron con un filtro HEPA (13,4 volimenes-

filtraciones/hora).
Resultados
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Se detectaron recuentos significativos de virus en la cara mientras los participantes
usaban mascaras quirurgicas o N95. Solo la prueba de ajuste aproapa N95 resulté en
recuentos de virus mas bajos en comparacién con el control ( P = 0,007). Los hisopos
nasales demostraron una alta exposicion al virus, que no se mitigé con las mascarillas
NO5 quirargicas/prueba de ajuste raLLipa , aunque hubo una tendencia a que la
mascarilla N95 pasg la prueba de ajuste redujera los recuentos de virus ( p = 0,058). La
filtracion HEPA redujo el virus a niveles cercanos a cero cuando se combiné con

la mascara, los guantes, la bata y el protector facial AproBADOS en 1a prueba de ajuste.
Conclusiones

Las mascaras N95 que han pasado una prueba de ajuste cuantitativa combinada con la
filtracion HEPA protegen contra altas cargas de aerosoles de virus a corta distancia y

durante periodos prolongados.
aerosoles , equipo de proteccién personal , ventilacién , filtracién de aire

Seccion de problemas:
COVID-2019

(Consulte el Comentario editorial de Klompas y Rhee en las paginas
191-4.)

Los aerosoles cargados de virus pueden permanecer suspendidos en el
aire durante periodos prolongados y viajar grandes distancias sin dejar
de ser infecciosos [ 1, 2 ]. La evidencia epidemiolégica de brotes previos
de sindrome respiratorio agudo severo destaca la importancia de la
transmision por aerosol [ 3, 4 ]. Se demostro que el riesgo de infeccion
nosocomial es mayor en el contexto de "procedimientos que generan
aerosoles" [ 5], que inform6 recomendaciones mejoradas de proteccion
respiratoria para trabajadores de la salud (HCW) que atienden a
pacientes con la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) que se
someten a dichos procedimientos. Sin embargo, un trabajo reciente ha
demostrado que los trabajadores de la salud que atienden a pacientes que
no reciben procedimientos que generan aerosoles contrajeron COVID-19
a pesar del uso de mascaras quirurgicas y equipo de proteccion personal
(EPP) [ 6-8 ]. Estudios posteriores demostraron que los aerosoles
cargados con el sindrome respiratorio agudo severo infeccioso
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) estan presentes en las habitaciones de los
pacientes con COVID-19 en ausencia de procedimientos de generacion de
aerosoles [ 9 ], probablemente porque los aerosoles son autogenerados

por los pacientes con COVID-19 cuando tosen, hablan y respiran.
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Estos hallazgos llevaron a los Centros para el Control y la Prevencion de
Enfermedades (CDC) a recomendar que los trabajadores de la salud usen
un N95 (o un respirador de nivel superior) y optimicen la calidad del aire
interior, incluida la implementacién de filtros portatiles de aire de
particulas de alta eficiencia (HEPA) cuando sean permanentes. los
sistemas de tratamiento de aire no se pueden mejorar de forma viable

[ 10 ]. Es importante destacar que existe evidencia de que cada medida
por si sola (proteccion personal mejorada y protecciéon ambiental
mejorada) puede ser inadecuada. Por ejemplo, los estudios previos a la
COVID-19 demostraron que las infecciones respiratorias todavia ocurren
en el contexto de los respiradores N95 [ 11 ] y N95 con prueba de ajuste
[ 12 ]. Ademas, una revision Cochrane mostré incertidumbre sobre
cualquier beneficio de las mascaras N95 sobre las mascaras quirurgicas
en la proteccién contra enfermedades respiratorias [13 ]. Con respecto a
la proteccién ambiental, el COVID-19 atin puede transmitirse en entornos
al aire libre (es decir, ventilados de manera 6ptima) [ 14 ] y el SARS-CoV-
2 en el aire aun puede detectarse en salas de aislamiento con presion

negativa (212 intercambios de aire/hora) [ 15 ].

Nuestro objetivo fue examinar 2 preguntas mecanicas con respecto a la
efectividad del EPP personal y la filtracion de aire para proteger a los
trabajadores de la salud contra el aerosol de virus: primero, cuantificar el
grado de contaminacién personal con el aerosol de virus cuando se usan
diferentes tipos de mascaras (quirdrgicas, prueba de ajuste raLLipa N95),
y una mascara N95 aproBapa en la prueba de ajuste ) en combinacion con
protector facial, bata y guantes desechables; y segundo, determinar si el
uso de un filtro HEPA portatil mejora el beneficio del PPE para proteger al

usuario contra la contaminacion por aerosoles de virus.

METODOS

Propagacion y titulacion del bacteriofago PhiX174

Se us@ el bacteriéfago PhiX174 como un virus modelo no peligroso en
todos los experimentos. PhiX174 se propago6 utilizando el huésped
bacteriano Escherichia coli C (ATCC 13706) en caldo de lisogenia. El
bacteriofago se purifico de acuerdo con el protocolo Phage-on-Tap

[ 16 ]. Se obtuvo un titulo de 1-5 x 10 ° unidades formadoras de placa
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(PFU)/mLy se diluy6 en solucién salina tamponada con fosfato 1 x (PBS;
Omnipur, Gibbstown, Nueva Jersey). El titulo de bacteriéfagos se
determiné utilizando el método de superposicién de agar blando
estandar, Seaerosolizdunlisado de bacteridfagode 1 () m|] (108 UFP/ml, un total

de 1 UFP) (a través de un nebulizador) en todos los experimentos. La
eleccion del titulo se determiné mediante experimentos piloto de
sensibilidad [ 17, 18] con el objetivo de detectar un fuerte positivo en
nuestra condicién de control (sin EPI, sin ventilacién/filtracién) a partir

del cual se puedan evaluar las reducciones relativas.

Exposicion a aerosoles de virus simulados

Un nebulizador (PARI Respiratory Equipment), colocado en la cabecera
de la cama, aerosolizo el lisado de bacteri6fagos dentro de una sala clinica
simulada (dimensiones: 4,0 x 3,25 x 2,7 m, volumen = 35,1 m *; Figura
1). El nebulizador Pari-PEP produce una distribucién de aerosol con un
tamafio de particula estrecho (3,42 + 0,15 um) [ 19 ]. Sin embargo, para
confirmar el tamafio de particula generado por el nebulizador,
registramos la concentracion de masa de particulas con un sensor
PurpleAir PA-II-SD (PurpleAir Inc) como referencia (Figura

complementaria 1 )

Figura 1.

A. Simulated virus aerosol exposure protocol
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Protocolos experimentales. ALos experimentos experimentales de
exposicion al virus se realizaron con el mismo protocolo

cronometrado. Se recogieron hisopos nasales y de la piel antes de la
exposicion antes de que el HCW se pusiera el equipo de proteccion
personal (PPE) y entrara en la sala clinica. Se abrieron las placas de
asentamiento y el HCW se sent6 en la posicion designada. El nebulizador
que contenia el lisado de bacteriofagos se encendid de forma remota
durante 45 minutos (periodo de exposicién), después de lo cual se
cerraron las placas de sedimentacion y el HCW salié de la habitacion y se
quito el EPP. Se recogieron hisopos posteriores a la exposicion. Luego, el
HCW se ducho y se recogieron mas muestras después de la ducha. Se hizo
funcionar un filtro HEPA durante 30 minutos después del periodo de
exposicion para purgar la habitacion del aerosol de virus. Las placas de
control se desplegaron durante 10 minutos para garantizar que no se
asentara mas el virus. Este protocolo se repitié luego con una condicién
experimental diferente.B, Todos los experimentos se realizaron en una
sala clinica de dimensiones 4,0 x 3,25 x 2,7 m (volumen = 35,1 m 3) que
contenia una cama y 1 silla. Once placas de sedimentacién (circulos) se
colocaron de forma idéntica entre ambos experimentos. Se colgaron dos
placas colgantes (triangulos) a la altura de la cabeza perpendiculares al
suelo. El nebulizador (diamante) se colocé en la cabecera de la cama, con
el punto de salida en posicién vertical. En el experimento 1, el trabajador
de la salud (HCW) estaba sentado al lado de la cama, a 0,85 m de la fuente
de aerosol para todas las condiciones. C, Para el experimento 2, el filtro de
particulas de aire de alta eficiencia (HEPA) se colocé en el pie y en el lado
opuesto de la cama al HCW, a 2,15 m del nebulizador. E1 HCW se colocé en
la misma posicidn al lado del experimento 1 (0,85 m) o en una ubicacién
distante (2,70 m) del nebulizador. D, el Experimento 1 probo 4
condiciones de mascara: control sin EPP, mascara quirurgica, mascara
N95 con prueba de ajuste raLLipa y mascara N95 con prueba de

ajuste aproBapa - En cada condicidon de mascara, los participantes también
usaron guantes, bata y protector facial. Las 4 condiciones experimentales
se completaron en un solo dia en un orden aleatorio. Los
experimentos/condiciones replicados se completaron en los dias
posteriores. mi, el Experimento 2 probé 4 condiciones de
mascara/distancia: mascara quirdrgica al lado de la cama, mascara
quirurgica en una posicion distante, prueba de ajuste paso N95 al lado de
la cama y prueba de ajuste paso N95 en posicidn distanciada. Para este
experimento, el filtro HEPA se hizo funcionar en el ajuste mas alto (470
m 3 /hora) durante todo el periodo de exposicion.



Un HCW que usaba EPP permaneci6 sentado en la habitacion durante la
nebulizacion (aproximadamente 40 minutos), en 1 de 2 ubicaciones
( Figura 1 ). La ubicacién “al lado de la cama” se ubic6 a 0,85 m del

nebulizador, mientras que la ubicacién “distante” fue a 2,70 m.

Después de salir de la habitacion, el HCW se quité el EPP de acuerdo con

un protocolo estandarizado (vermétodos complementarios ). Los hisopos

nasales/cutdneos cuantificaron la contaminacién de HCW por virus que
se infiltran en el EPP durante el periodo de exposicion. Las muestras de
hisopo fueron recolectadas por un solo experimentador (SAL). Los
hisopos se sumergieron en 3 ml de PBS 1x en un tubo de ensayo y se
aplicaron individualmente en 5 areas: antebrazos, cuello, frente,
boca/nariz debajo de la mascara y fosas nasales (giradas 360° 1-2 cm

dentro del vestibulo nasal) (Figura complementaria 2 ). Luego, los

hisopos se volvieron a sumergir en PBS y se sellaron dentro del tubo de
ensayo. A continuacion, se recogié y cuantificé 1 ml de PBS (con un
hisopo sumergido) utilizando una capa de agar blando estandar. Luego, el

HCW se ducho y realizé un enjuague nasal con solucién salina (Tabla

complementaria 1 ). Luego se repitieron los hisopos de piel después de la
ducha.

Se usaron placas de sedimentacion para cuantificar la contaminacion
ambiental del aerosol de virus [ 20, 21 ] Trece placas de sedimentacion
se colocaron descubiertas durante cada nebulizacién ( Figura

1 ). Posteriormente, las placas se sellaron y se incubaron durante la noche
a 37 °C, y las placas virales se enumeraron al dia siguiente. La
cuantificacién de PFU fue realizada por un solo investigador ciego a las

condiciones experimentales (DS).

Dado que esta investigacion no involucré a participantes humanos ni
animales (los trabajadores sanitarios eran investigadores), el comite de
ética de investigacion humana de la Universidad de Monash eximio este

protocolo de la revision ética.

Protocolos Experimentales

Experimento 1. Para evaluar la eficacia del EPP para proteger contra la

exposicion a aerosoles de virus, el HCW se sent6 al lado de la cama
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durante la nebulizacién. Se utilizaron recuentos de virus de hisopos
faciales/nasales para evaluar la eficacia de (1) mascarilla quirtrgica, (2)
mascarilla N95 rarripa en la prueba de ajuste y (3) mascarilla

NO95 pasapa en la prueba de ajuste . En cada condicién se us6 bata, guantes
y protector facial. Una condicién sin EPP sirvié como control. Las 4
condiciones de mascara se probaron el mismo dia en un orden aleatorio
utilizando una secuencia generada por computadora. Cada condicion se

repiti6 5 veces durante 5 dias separados.

Experimento 2. Para evaluar la eficacia de combinar multiples medidas de
control, se utilizé el mismo paradigma experimental con filtracion HEPA
constante. El HCW se sent6 junto a la cama (a 0,85 m de la fuente de
aerosol) o en un lugar distante (a 2,70 m de la fuente), con el filtro HEPA
colocado al pie de la cama ( Figura 1 ). El HCW us6 una mascarilla
quirurgica o una mascarilla N95 aAproBaDA en Ia prueba de ajuste. Las 4 condiciones
se probaron el mismo dia en un orden aleatorio y se repitieron 3 veces

durante 3 dias separados.
Equipo de proteccion personal

Los experimentos se realizaron con un solo HCW (SAJ) que vestia una
bata (Virafree Isolation Gown, Jiangxi Fashionwind Apparel), guantes
(guantes de nitrilo Nisense, Mediflex Industries) y careta (PET Face

Shield, Xamen Sanmiss Bags Co).
Se probaron tres variantes de mascara:

e Mascarilla quirurgica de 3 capas (mascarilla facial OBE Premium)
¢ Respirador N95 FALLIDO €N la prueba de ajuste (definido por una prueba

de ajuste cuantitativa fallida, factor de ajuste < 100)

(BYD NO5 Healthcare Particulate Respirator, Instituto Nacional para la
Seguridad y Salud Ocupacional [NIOSH] nimero de aprobacién 84A-
9279)

o Prueba de ajuste aprogo €l respirador N95 (definido por la prueba

de ajuste cuantitativa aprobada, factor de ajuste = 194)

(3M Aura 1870A, nimero de aprobaciéon de NIOSH 84A-5726)
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La prueba de ajuste cuantitativa se realizé a través del TSI PortaCount Fit
Tester modelo 8048, que mide la concentracién de particulas en el aire
ambiente en relacién con el interior de un respirador para calcular un

factor de ajuste.

Antes de los experimentos, el usuario comprobaba individualmente el
ajuste de las mascaras (cualitativamente) y las ajustaba para optimizar el
ajuste. La respiracion era en reposo y predominantemente nasal con
periodos de respiracién oral para comprobar/confirmar el ajuste de la
mascarilla. E1 HCW se afeité antes de cada experimento para reducir las

interacciones mascara/barba.

Después de la exposicion al aerosol, el EPP se quit6 en una habitacion
separada de la clinica por un pasillo y 4 puertas selladas. La sala de
mudada tenia filtracion HEPA continua (5 intercambios de
aire/hora). Dos enfermeras expertas (SD, DMK) grabaron en video y
examinaron de forma independiente la retirada para garantizar el
cumplimiento del procedimiento de retirada (métodos

complementarios ).

Sala Clinica

La sala clinica disponia de una puerta insonorizada/aislante de doble
cierre. Para controlar los patrones de flujo de aire, las rejillas de
ventilacion del techo se cerraron con cinta adhesiva y los aparatos de
calefaccion/refrigeracion se apagaron. La temperatura ambiente
(mediana, 23,3 °C [min-max, 20,8 °C-26,6 °C]), la humedad (mediana 42
% [min-max, 32 %-54 %]) y la presidon barométrica (mediana, 993,8 mm
Hg [min-max, 999,3-1018 mm Hg]) estuvieron bien controlados durante
los procedimientos experimentales. Las mediciones individuales para
cada experimento estan disponibles a través delResultados

complementarios .

Filtracion HEPA

El IQAir HealthPro250 se utiliz6 en su tasa mas alta de suministro de aire
limpio 470 m 3 /hora, que en funcién del volumen de la habitacién logré
13,4 filtraciones por volumen/hora. Este dispositivo se hizo funcionar

durante 30 minutos (~6,7 intercambios de filtracién) después de la
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nebulizacion para eliminar los bacteriéfagos antes de repetir los
experimentos. Esto fue luego confirmado por el despliegue de placas de

control.

Analisis de los datos

Los virus viables se cuantificaron contando el nimero de virus de hisopos
y placas de sedimentacidn. Los recuentos de virus >200 se consideraron
demasiados para contar (TMTC) y se clasificaron mediante una escala de
clasificacién visual ordinal (+, ++, +++, ++++), indicando TMTC++++ la
lisis completa del huésped bacteriano. Para graficos/analisis, las
calificaciones de TMTC recibieron valores de 200 a 230. Se usaron las
pruebas de Wilcoxon, Mann-Whitney U o Friedman () ?Friedman ) cON
comparaciones post hoc (prueba de Dunn) para comparar los recuentos

de virus entre condiciones.

RESULTADOS

Experimento 1: Eficacia del EPP para mitigar la
exposicion de los trabajadores de la salud al aerosol de
virus

Las placas de asentamiento confirmaron una contaminacion viral
sustancial de las superficies en la sala clinica en todas las condiciones

experimentales (Figura complementaria 3 ).

Los recuentos de virus recuperados de la piel debajo de la mascarilla
diferian significativamente segtn el tipo de mascarilla () ?Friedman =

9,08, P =0,017; Figura 24 ); sin embargo, solo la mascara N95 aprosapa en
la prueba de ajuste resultd en recuentos de virus significativamente mas
bajos en comparacién con el control sin mascara ( P = 0,007, mascara
NO95 aproBapa en la prueba de ajuste frente al control). Dados los recuentos
de virus muy altos y variables recuperados de la piel debajo de la
mascara, se introdujeron hisopos de piel tomados del interior de la fosa
nasal en el tercer dia del experimento (es decir, 3 repeticiones
disponibles). Los recuentos de virus desde el interior de la fosa nasal

( Figura 2 B) fueron consistentemente altos para el control, la cirugia y la

prueba de ajuste raLLipaCondiciones de la mascara N95. Hubo una
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tendencia a que la mascara N95 aprosapa en la prueba de ajuste redujera
los recuentos de virus en el hisopo nasal ( p = 0,058, N95 APROBADA en
la prueba de ajuste frente al control); sin embargo, atin se recuperaron

recuentos de virus positivos en todas las pruebas.

Figura 2.
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El efecto del equipo de proteccion personal (PPE) en los recuentos de
placa de virus. Se muestran los recuentos de virus recuperados de los
hisopos de piel (circulos abiertos, eje y) y el efecto mitigador de los



diferentes tipos de EPP (condiciones descritas en los ejes x). Los
recuentos de virus se cuantificaron como unidades formadoras de placas
(PFU), tal como se describi6 anteriormente [ 16 |. Los recuentos de virus
>200 se consideraron demasiados para contar (TMTC) y se clasificaron
mediante una escala de clasificacién visual ordinal (+, ++, +++, ++++, que
se muestra sombreada). A, Recuentos de virus medidos alrededor de la
boca/nariz debajo de la mascara. En comparacion con la condicién de
control sin méascara, se encontré que los recuentos de virus eran
significativamente mas bajos cuando se usaba una mascara N95 paso la
prueba de ajuste (X ?Friedman = 9.075, P=.017). Las lineas de colores
representan los datos recopilados el mismo dia (en orden aleatorio). Si
bien existe una clara variabilidad en los recuentos de virus dentro de las
condiciones, los datos recopilados el mismo dia (con el mismo titulo de
bacteri6fago) muestran tendencias constantes de recuentos de virus
reducidos para la mascara N95 passeD de Ia prueba de ajuste. B , 10S recuentos de
virus fueron los mas altos cuando se midieron desde el interior de la fosa
nasal. Hubo una tendencia ( P = 0,058) para una mascara N95 PASO la
prueba de ajuste para reducir los recuentos de virus. Sin embargo, una
mascara quirurgica y la prueba de ajuste raLLipa N95 no parecieron
mitigar la exposicion al virus. C, los recuentos de virus fueron
sustancialmente mas bajos en los antebrazos/dorso de las manos cuando
se us6 una bata y guantes en comparacion con una condicion de control
en la que no se us6 EPP (solo batas) ( P <0,001). D, los recuentos de
virus en el cuello no se redujeron significativamente con una bata con el
cuello expuesto, en comparacion con la condicion de control sin EPP (p =
0,297). E, los recuentos de virus recuperados de los hisopos de la frente
fueron significativamente mas bajos cuando se us6 un protector facial en
comparacion con la condicion de control sin EPP ( P = 0,014). Las barras
(mostradas en los paneles C-E ) representan los valores medianos.

Hubo recuentos de virus muy variables dentro de las condiciones,
particularmente bajo la mascara ( Figura 2 ). Esta variabilidad fue mas
notable entre los dias de prueba, probablemente impulsada por pequefias
diferencias diarias en el titulo de bacteri6fagos, mientras que dentro del
dia (en el que todos los tipos de mascarillas se compararon en orden
aleatorio, Figura 2A y 2B ), hubo resultados consistentes. tendencias que
sugieren que la prueba de ajuste aproo la mascara N95 siempre se realizo
mejor que la condicion de control. Del mismo modo, las mascaras
quirurgicas y de prueba de ajuste raiLep N95 fueron muy superiores

(excepto 1 caso) en comparaciéon con el control.
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Para evaluar la eficacia de los guantes, la bata y los protectores faciales
para reducir los recuentos de virus recuperados del cuerpo, los datos se
combinaron en todas las condiciones de mascara y se compararon con el
control sin EPP ( Figura 2 C - E'). Una bata y guantes redujeron
sustancialmente los recuentos de virus en los antebrazos/manos en
comparacion con el control sin EPP (U= 1, P <0,001). Se detectaron virus
en todas las muestras de cuello y no hubo diferencias significativas entre
el control sin EPP (tenga en cuenta que la bata utilizada no cubre el
cuello; U =25, P =0,297). Los recuentos de virus medidos a partir de
hisopos de la frente se redujeron significativamente con el protector
facial en comparacion con el control sin EPP (U =10, P = 0,014).

Experimento 2: Eficacia de combinar PPE, filtracion
HEPA Yy distanciamiento

Las placas de sedimentacién demostraron recuentos sustanciales de virus
durante la nebulizacién a pesar de la presencia del filtro HEPA. Las placas
mas cercanas a la fuente de aerosol ( Figura 1, placas 4 y 5) demostraron
los recuentos de virus mas altos. En general, los recuentos de virus de las
placas fueron significativamente mas bajos con la filtracion HEPA en
comparacion con los recuentos de virus en las placas del experimento 1

(Figura complementaria 5 ).

Los recuentos de virus fueron, en promedio, mas bajos en las ubicaciones
y condiciones de los hisopos en comparacion con el experimento 1

( Figura 3 ). Los recuentos de virus debajo de la mascara difirieron
significativamente entre las condiciones () ?Friedman = 7,93, P =

0,028; Figura 34 ) y fueron mas altos al lado de la cama con una méascara
quirurgica en comparacion con la prueba de ajuste apropo la mascara N95
al lado de la cama ( P = 0,00). 027). Hubo una tendencia que sugeria que
la mascarilla N95 aprogapa en la prueba de ajuste al lado de la cama super6
a la mascarilla quiruargica a distancia ( p = 0,058). En particular, los

recuentos de virus estuvieron cerca de cero para la mascara N95 aproBapa

en la prueba de ajuste en ambas distancias.

Figura 3.
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Abrir en una pestana nuevaDescargar diapositiva

Filtraciéon de aire de particulas de alta eficiencia (HEPA) combinada con
equipo de proteccion personal (PPE) y distancia en los recuentos de placa
de virus. Los recuentos de virus de hisopos de piel (circulos abiertos, eje
y) se muestran en ubicaciones de 0,85 m (es decir, junto ala cama) y 2,5
m (distanciados) (eje x). Los recuentos de virus se cuantificaron como
unidades formadoras de placas (PFU). Las lineas de colores conectan los
puntos de datos recopilados el mismo dia (mismo titulo exacto de
bacteriofagos). Los recuentos de virus >200 se consideraron demasiados
para contar (TMTC) y se clasificaron mediante una escala de clasificacion
visual ordinal (+, ++, +++, ++++, que se muestra sombreada). Un filtro
HEPA ajustado a una tasa de filtracion de aire limpio de 470 m 3 /hora
(equivalente a 13 intercambios/hora) esta presente en todas las
condiciones. A, Los recuentos de virus recuperados debajo de la mascara
fueron significativamente mas bajos con una prueba de ajustepaso la
mascara N95. B, los recuentos de virus del interior de la fosa nasal fueron
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sustancialmente mas altos para la mascara quirurgica en comparaciéon
con la mascara N95 passeD de la prueba de ajuste. La combinacion de filtracién
HEPA y EPP (bata, guantes y protector facial) dio como resultado
recuentos de virus muy bajos en los antebrazos ( C), el cuello (D) yla
frente ( E'); sin embargo, el cuello era el sitio del cuerpo menos protegido,
probablemente debido a que la bata no cubria. Las barras (mostradas en
los paneles C-E ) representan los valores medianos.

De acuerdo con el experimento 1, los recuentos de virus de los hisopos
nasales fueron mas altos que todos los demas sitios de hisopos y variaron
sustancialmente segun el tipo de mascara y la distancia () ?Friedman =

7,97, P =0,017; Figura 3B ). Los recuentos de virus nasales debajo de una
mascara quirurgica fueron consistentemente TMTC y significativamente
mas altos que la mascara N95 aprosapa en la prueba de ajuste en las
posiciones junto a la cama ( P =0,017) y distanciada ( P =

0,040). Mientras que los recuentos de virus del hisopo nasal fueron mas
bajos con la prueba de ajuste aprosana N95 al lado de la cama en
comparacion con la mascara quirurgica a distancia ( P=.082), esto no fue
estadisticamente significativo, similar a los resultados de los hisopos
debajo de la mascara. Los recuentos de virus no difirieron
significativamente en funcion de la distancia para las mascarillas
quirurgicas ( p = 0,527, mascarilla quirurgica al lado de la cama frente a
la distancia), o para la prueba de ajuste APROBO la mascarilla N95 (P =
0,752, prueba de ajuste APROBO 12 mascarilla N95 al lado de la cama frente a

la distancia) probablemente debido al efecto suelo.

La combinacion de PPE (bata, guantes, protector facial) y filtracion HEPA
dio como resultado recuentos de virus muy bajos en los antebrazos y la
frente, independientemente de la distancia desde la fuente del aerosol (el
recuento de virus mas alto recuperado de los hisopos en todos los
experimentos fue de 1 UFP). El sitio del cuello tenia recuentos de virus
bajos (mediana [rango intercuartilico], 5 [2,75-7,75] para la cabecera; 2,5
[0-4,25] para la distancia), pero fueron consistentemente mas altos en
comparacion con los hisopos de la frente. La diferencia entre cabeceray
distancia no fue significativa ( p > 0,99, sitio del cuello, cabecera frente a
distancia).

Efecto de la ducha en los recuentos de virus
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Ducharse entre condiciones experimentales redujo los recuentos de virus
a casi cero en los hisopos de la piel y las fosas nasales posteriores a la
ducha. La reduccion en los recuentos de virus lograda con la ducha fue
significativa para cada sitio de hisopado (Figuras complementarias 6 y
7).

DISCUSION

Nuestro estudio es el primero en realizar experimentos con aerosoles de
virus vivos para examinar sistematicamente la contaminacion por virus
HCW y la interaccién entre el aerosol de virus, el EPP y la filtracién de
aire mediante un filtro HEPA portatil. Descubrimos que la combinacién de
una mascara N95 que pasé una prueba de ajuste cuantitativa y un filtro
HEPA portatil brind6 una proteccion casi completa contra cargas altas de
aerosoles virales a corta distancia durante periodos prolongados. De
manera critica, las mascaras quirdrgicas brindaron una protecciéon
inadecuada contra la contaminacion de la piel y las vias respiratorias
superiores, incluso cuando se combinaron con filtracién HEPA y a
distancias de 2,70 m. A la luz de la transmisién por aerosol del SARS-CoV-
2 y la aparicion de variantes preocupantes mas transmisibles, nuestros
hallazgos tienen implicaciones amplias e inmediatas para la proteccion de

los trabajadores sanitarios.

La evidencia clinica de la superioridad de los respiradores N95 sobre
otros tipos de mascaras en la proteccion contra la infeccién por SARS-
CoV-2 es mixta [ 22-24 ]. Nuestros datos identifican 2 posibles razones
mecanicas para sefales clinicas mixtas: (1) ajuste de la mascaray (2)
falibilidad a una carga viral alta. Los respiradores N95 aprobados
funcionan segin un estandar de filtracion que protege contra particulas
en el rango de nandmetros [ 25 |. Es importante destacar que los informes
anteriores sobre las propiedades de penetracion de las mascarillas
quirurgicas y N95 muestran que la fuga periférica es mas importante que
las propiedades de filtrado del material de la mascarilla [ 26]. Los
espacios entre la cara y la mascara proporcionan puntos de baja
resistencia para que el flujo de aire eluda el filtro de la mascara (de mayor
resistencia). Las mascaras mal ajustadas permiten un flujo de aire
significativo a través de estos espacios en los que se puede infiltrar el

aerosol cargado de virus. Nuestro estudio demuestra que una mascara
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N95 que pas6 una prueba de ajuste cuantitativa reduce la contaminacion
por aerosol de virus nasal y de la piel en comparacion con la prueba de
ajuste rarLipa N95 y las mascaras quirurgicas. Es importante destacar que
tanto la prueba de ajuste raLLipa N95 como las mascaras quirurgicas
fueron verificadas por el usuario en el momento de cada aplicacion para
garantizar el mejor ajuste posible para esa mascara especifica durante
cada condicion. Una prueba de ajuste aprosapa N95 fue la inica condicion
que demostré ser superior al control (sin mascara). También cabe
destacar que la prueba de ajuste raLL6N95 tenia el tamafio adecuado y no
tenia indicadores cualitativos externos de mal ajuste y se ajust6 de forma
en cada aplicacion por protocolo. A pesar de esto, la prueba de

ajuste raiLep N95 se realizé con una eficacia similar a la de una mascarilla
quirdrgica, lo que nuevamente destaca la importancia critica del ajuste de
la mascarilla. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de una prueba de
ajuste cuantitativa de los respiradores N95 para todos los trabajadores de
la salud que miran hacia adelante, un proceso que no es una practica
universal y que depende del suministro de mascaras disponible [ 27 ]. Sin
embargo, en nuestro estudio, incluso con la mascara N95 que mejor se
ajustaba, todavia habia contaminacion de aerosol de virus en la nariz
después de 40 minutos de exposicion a una carga alta de aerosol de virus

a corta distancia en ausencia de filtracion HEPA ( Figura 2 B).

Los pacientes con enfermedades infecciosas transmitidas por el aire
generalmente se atienden en salas de presién negativa que estan
disefiadas para facilitar 12 intercambios de aire por hora. Sin embargo,
dichas salas se agotan/abruman rapidamente en una pandemia de
enfermedades respiratorias infecciosas. Un método alternativo es filtrar
el aire dentro de la habitacién de un paciente con filtros HEPA
portatiles. E1 CDC recomienda que se puedan usar filtros HEPA en lugar
de salas de presion negativa mientras se renuevan o reparan las
instalaciones hospitalarias [ 28 ]. Esta idea gané fuerza durante la
pandemia de COVID-19 a medida que se reconocié ampliamente la
propagacion aérea del SARS-CoV-2. Aunque faltan ensayos clinicos,
existen varios experimentos que demuestran la eficacia de los filtros
HEPA para eliminar el humo/aerosoles quimicos [ 29-31]. Nuestro
meétodo de aerosolizar un virus vivo de tamafo similar al SARS-CoV-2

tiene varias ventajas sobre los métodos quimicos/de humo. En primer
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lugar, nuestro método detecta y cuantifica virus viables que todavia
pueden infectar a E. coli . En segundo lugar, nuestro método permite la
cuantificacién de los virus que se asientan en las superficies, se infiltran
en el equipo de proteccion personal y, lo que es mas importante, se

depositan en las vias respiratorias superiores humanas.

Demostramos 2 efectos significativos de la filtracion HEPA en aerosoles
cargados de virus. En primer lugar, en relacion con los trabajadores de la
salud, descubrimos que un filtro HEPA mejora la eficacia del EPP, de
modo que una mascara N95 aproBapa cuantitativamente en la prueba de
ajuste proporciono una proteccién casi completa contra la piel debajo de
la mascara y la contaminacion nasal del aerosol de virus. El nivel de
proteccion que ofrece la deposiciéon nasal del virus es fundamental, ya
que se relaciona directamente con los posibles puertos de entrada del
SARS-CoV-2, incluso a través del tracto respiratorio superior y los
pulmones. Aunque la deposicién de particulas en el tracto respiratorio es
compleja, un modelo ampliamente verificado para la deposicidn regional
de aerosoles muestra que para moléculas en el rango de 0,2 a 10 pum, la
deposicion en la parte anterior de la nariz es mayor que en los
bronquiolos cuando se respira por la boca o la nariz.32 , 33 ]. Como tal, el
hallazgo en nuestro estudio de una proteccion casi completa contra el
aerosol de virus en un hisopo nasal puede usarse para inferir una
proteccion casi completa contra la deposicion pulmonar. En segundo
lugar, descubrimos que la implementacion del filtro HEPA redujo los
recuentos de virus en las placas de sedimentacion de la habitacién en
comparacion con la condicion sin filtro HEPA. Sin embargo, todavia habia
una gran contaminaciéon ambiental por virus con el filtro HEPA
desplegado. Esto tiene implicaciones claras para el despliegue de dichos
dispositivos en entornos hospitalarios. Si bien el filtro HEPA redujo la
carga de aerosol y, por lo tanto, es probable que reduzca el riesgo, no
niega la contaminacion ambiental de la misma manera que nuestra
estrategia de "punto de emisién" combinada de filtro HEPA/campana del

paciente publicada anteriormente [ 20 ].

Existen varias limitaciones en este estudio. Primero, este fue un estudio
experimental que utiliz6 grandes cantidades de un virus marcador en
lugar de un ensayo clinico de observacidn. Por lo tanto, advertimos

encarecidamente que no se hagan comparaciones cuantitativas directas
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(basadas en valores absolutos de PFU en cada condicién de mascara) con
las dosis infecciosas minimas publicadas para virus respiratorios. Este
disefio experimental no nos permite determinar directamente si los
recuentos de virus en las fosas nasales de los trabajadores sanitarios
pueden provocar una infeccién clinica. De manera similar, el HCW
permanecio sentado en la sala clinica durante todo el periodo de
exposicion. Si bien esto proporciond un buen control experimental de la
exposicion, este comportamiento no es directamente generalizable a la
practica clinica. En segundo lugar, aerosolizamos una carga viral mas alta
(10 8/mL) en comparacion con los aerosoles generados por pacientes
infectados con coronavirus [ 34 ]. Sin embargo, la eleccion del titulo de
bacteriofagos se determind en base a experimentos de sensibilidad de
deteccion (para hisopos de piel y placas de sedimentacién) que nos
permitirian evaluar las reducciones relativas entre las variantes de
mascara. Es importante destacar que la carga viral utilizada fue similar a
los experimentos anteriores de nuestro grupo [ 20 | y otros [ 35]
utilizando metodologias de bacteriofagos. Es importante destacar que el
uso de una carga viral alta proporciona una prueba de seguridad
adecuadamente solida de estas estrategias de EPP. En tercer lugar,
observamos una variabilidad significativa en los virus cuantificados a
partir de muestras de hisopos. Nuestros analisis demuestran que esta
variabilidad esta impulsada por las diferencias entre dias, probablemente
como resultado de las diferencias en el titulo de bacteriéfagos en aerosol
en un dia determinado. Nuestros datos dentro del dia demuestran
reducciones relativas constantes en los recuentos de virus entre la
mascara N95 ajustada y el control ( Figura 2A y 2B ). Esto es importante
dado que un alto grado de variabilidad en la carga/exposicion viral es un
fenomeno esperado en los entornos de atencion médica. Es importante
destacar que para nuestro hallazgo principal del efecto de la prueba de
ajuste cuantitativa aprosoN95 y filtro HEPA, los resultados que indican
casi universal cero virus detectable son tranquilizadores en este

sentido. En cuarto lugar, nuestros experimentos se llevan a cabo en una
sala clinica sellada en lugar de una sala clinica estandar, que debe tener
aproximadamente entre 6 y 12 intercambios de aire por hora. Por lo
tanto, no se producia ninguna mezcla entre el aire limpio y el exterior (p.
ej., ingreso por debajo del espacio de la puerta oa través de las aberturas

de ventilacion). La falta de mezcla sesga hacia una mayor carga de aerosol
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en la sala experimental y, por lo tanto, representa el peor de los casos
para la ventilacion de la sala. Esto nuevamente brinda seguridad sobre la
alta efectividad de la combinacién de prueba de ajuste aprosapoFiltro N95,
PPE y HEPA. Finalmente, aunque el andlisis de particulas no se realizé
durante las condiciones, los registros de referencia indicativos en
nuestros experimentos demuestran una alta carga de particulas de
distribucion de tamafio en el rango generado por humanos [ 35 |, lo que
confirma el rendimiento del nebulizador Pari-PEP.

En conclusiodn, la apariciéon de variantes mas transmisibles del SARS-CoV-
2 ha puesto de relieve las lagunas en la proteccion de los trabajadores
sanitarios que estuvieron expuestos en 2020-2021. Los proveedores de
atencion médica deben implementar una serie simultanea de estrategias
de mitigacion para optimizar la seguridad de los HCW. Las mascaras N95
que pasan una prueba de ajuste cuantitativa combinadas con un filtro
HEPA pueden ofrecer proteccidn contra altas cargas de aerosoles de

virus, a corta distancia, durante periodos prolongados.

Dato suplementario

Los materiales complementarios estan disponibles en The Journal of

Infectious Diseases en linea (_http://jid.oxfordjournals.org/ ). Los
materiales complementarios consisten en datos proporcionados por el
autor que se publican para beneficio del lector. Los materiales publicados
no estan corregidos. El contenido de todos los datos complementarios es
responsabilidad exclusiva de los autores. Las preguntas o mensajes sobre

errores deben dirigirse al autor.
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