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1. RESUMEN.

Se desarroll6 una metodologia para la recuperacion y deteccidon del bacteriéfago
MS2 como virus sustituto del SARS-CoV-2 en aerosoles. Se aplicé un disefio
experimental en el cual se tomaron muestras aleatorias en un ambiente controlado
(camara de contacto). Las muestras fueron procesadas mediante la técnica
microbiolégica de doble capa de agar (Doble Agar Layer - DAL), en la cual, posterior
a un periodo de incubacion se observan zonas o placas de lisis por la infeccion del
virus a la bacteria (zonas circulares traslicidas). Estas areas reciben el nombre
de unidades formadoras de placa (UFP). Las UFP corresponden a los virus
recuperados en muestras de aerosoles mediante el muestreador Button, utilizando
filtros de gelatina; ya que estos permitieron capturar y mantener al bacteriéfago MS2
en su forma infectiva, asi como el volumen minimo de deteccion-cuantificacion del
mismo. El muestreo mediante el dispositivo Button, resulté ser una alternativa viable
dado que es un método facil, altamente eficiente y sensible para el monitoreo del
bacteriofago MS2 como virus sustituto del SARS-CoV-2. La densidad inicial
suministrada a través de aerosolizacion fue de 1x108 particulas virales y el conteo
de las UFP recuperadas con la metodologia propuesta se encontré en un intervalo
de 3.5x10° - 8.2x103 UFP/mL. A partir del andlisis estadistico, se concluy6 que la
metodologia probada se puede utilizar eficazmente en el monitoreo de virus en el

aire.



2. INTRODUCCION.

A finales del afio 2019, un nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) fue identificado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como el agente causal de la enfermedad
respiratoria COVID-19. El mecanismo de infeccion del SARS-CoV-2 es a través de
gotas de saliva expulsadas al toser y estornudar, al estrechar la mano, al tocar un
objeto o superficie contaminada (Matos et al. 2020). Ademas de la transmision por
gotas respiratorias y fémites, existe una creciente evidencia de la transmisién aérea
por aerosoles (OMS, 2020).

Investigaciones recientes se han enfocado en la desinfeccion de espacios
contaminados con el SARS-CoV-2, ya sea en objetos, superficies 0 espacios
contaminados. Es por ello, y de relevancia contundente que debe realizarse la
desinfeccion de los aerosoles como vehiculo de transmisidén primaria, sobre todo en
espacios cerrados como oficinas, salas de espera, aulas, bibliotecas, laboratorios,
auditorios, clinicas, cubiculos, casetas de vigilancia, comedores, tiendas, vehiculos,
etc (OMS, 2020). De tal manera que para lograr dicha desinfeccién es necesario
enfocar estudios en relacion a los procedimientos a seguir tanto para la
recuperacion como para la deteccion del virus SARS-CoV-2 a partir de los aerosoles

de espacios que pudieran estar contaminados.

El riesgo que implica el uso del virus SARS-CoV-2 es alto de tal forma que el uso
de virus sustitutos resulta ser una alternativa viable, tal es el caso de los
bacteriéfagos los cuales son un tipo de virus con caracteristicas similares a los virus
patdgenos pero que solo infectan bacterias introduciendo su material genético para
replicarse en su interior hasta destruirla, 1o mismo que sucede en las células

humanas por los virus patégenos como el SARS-CoV-2.

El presente proyecto de tesis se dirigié a proponer un recurso metodolégico para
evaluar la recuperacion y deteccién en aerosoles del bacteriéfago MS2 utilizado

como virus sustituto del virus SARS-CoV-2. Los resultados obtenidos serviran de



base para aplicar la metodologia propuesta a investigaciones sobre la desinfeccion

de espacios contaminados y extrapolarla posteriormente a situaciones reales.

La metodologia de muestreo propuesta para virus en aerosoles en un ambiente
controlado (camara de contacto), se plante6 mediante el uso del muestreador Button
y posteriormente se determiné la recuperacioén del virus aplicando la siembra por el
ensayo doble capa de agar (Double Agar Layer - DAL). La siembra en agar
demostré la presencia del virus al contaminar el cultivo de una bacteria huésped

que se visualiza por la lisis de las células presentes en el cultivo.



3. MARCO TEORICO.

3.1.Coronavirus y SARS-CoV-2 en el ambiente.

A causa de la pandemia COVID-19, que comenz6 a finales del afio 2019 y que ha
afectado al mundo y nuestro pais por el virus de SARS-CoV-2 el cual es responsable
de causar el sindrome agudo respiratorio severo, trajo como consecuencia que se
implementaran algunas medidas generales de bioseguridad para evitar el contagio

entre la poblacion.

Se conoce que este nuevo virus causa una enfermedad respiratoria con fiebre, tos
y dificultad para respirar, sin embargo, pueden presentar algunos otros sintomas.
Este virus se ha propagado por todo el mundo, y la mayoria de las personas que
padecen esta enfermedad la pueden presentar de leve a moderada y en adultos
mayores y aquellas personas con ciertas comorbilidades tienen un alto riesgo de
causar una enfermedad grave o incluso la muerte (Wu Z, McGoogan JM, 2020).

Los coronavirus son una familia de virus que caracteriza por tener picos 0 espigas
en forma de corona en su superficie, de ahi que asi se le llame, el virus SARS-CoV-
2 es un virus que entra en esta familia y que se caracteriza por poseer un RNA
monocatenario, ademas que se encuentran envueltos en una membrana constituida
por una doble capa lipidica asociada a glicoproteinas que pueden proyectarse en
forma de espiculas desde la superficie de la particula viral hacia el exterior, ademas
de que pueden afectar a personas y animales, por lo tanto pueden causar
enfermedades respiratorias (como un resfriado comuin) asi como afecciones

entéricas, hepaticas y neuroldgicas (Tsang et al. 2020).

La via de trasmision de este nuevo virus entre humanos se considera similar al
descrito para otros coronavirus, es decir a través de las secreciones de personas
infectadas, principalmente por contacto directo con gotas respiratorias de mas de 5
micras (capaces de transmitirse a distancias de hasta 2 metros) o por contacto
directo con las manos o fomites, asi como superficies contaminadas con
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secreciones, seguido del contacto con la mucosa de la boca, nariz u ojos. De ahi
todas las medidas de bioseguridad que se establecieron a nivel mundial (Ong et al.
2020).

La transmision aérea generalmente se da por microgotas o aerosoles. Los
aerosoles son entendidos como la suspension de particulas diminutas de una
sustancia en un medio gaseoso como es el aire. En una investigacion realizada en
la localidad de Kioto en Japén, se muestra que el nuevo coronavirus SARS-CoV-
2 es detectable hasta las tres horas, y se mantiene en suspension en el aire por
periodos prolongados de hasta 20 minutos, por lo cual el investigar y proponer
medidas sanitarias efectivas son necesarias para la desinfeccion de lugares

concurridos (Bourouiba, 2020).

Es por eso, que el uso de aerosoles en ambientes contaminados con particulas
virales resulta viable, por lo cual la implementacién de indicadores virales para su
estudio es muy factible, debido a que se perciben como excelentes modelos para el
estudio de virus en el aire porque son seguros de usar y son una buena alternativa
como virus sustitutos. El bacteri6fago MS2 fue seleccionado para su uso en el

presente proyecto, dado que presenta estructuras similares al virus SARS-CoV-2.

3.2.Bacteriéfagos como indicadores de virus patégenos.

Un indicador viral es un patdégeno que revela la presencia de un virus, es una
alerta o “informante” de la calidad de una superficie o espacio, es de gran
importancia porque logran determinar la presencia de microorganismos
causantes de afecciones, con ellos se podria prevenir grandes brotes de
enfermedades infecciosas. Entre estos indicadores se encuentran los
bacteriéfagos, los cuales son virus que sélo infectan bacterias y que son

inocuos para los humanos (Cervantes C, 2015).

Los bacteri6fagos se perciben como buenos modelos para el estudio de virus
en el aire porque son seguros, ademas de que presentan caracteristicas

estructurales similares a las de los virus humanos y animales, y son



relativamente faciles de producir. Cabe hacer mencién que la captura en
aerosoles de virus en un pequefio volumen de liquido, es esencial cuando se

monitorean los virus en el aire (Simmons et al. 2017).

Los bacteriofagos se han estudiado en todo el mundo como indicadores de
contaminacion debido a la facilidad de su deteccion y su similitud morfolégica
con los virus humanos. Ademas, la deteccion de patégenos humanos sigue
siendo un proceso altamente calificado y costoso. En general los
bacteri6fagos han mostrado un buen potencial de aplicacién como indicadores
en determinadas situaciones (Armon & Kott, 1996). Con base en su ciclo
replicativo, los fagos se clasifican en dos tipos: lisogénicos (o templados) y
liticos (o virulentos) (Dominguez, 2020). Una vez que un bacteriéfago se
adhiere a un huésped susceptible sigue una de las dos estrategias de
replicacion: litica o lisogénica; durante un ciclo de replicacion litica un fago se
adhiere a una bacteria huésped susceptible introduce su genoma en el
citoplasma de la célula huésped y utiliza los ribosomas del habitante para
fabricar sus proteinas. Los recursos de la célula anfitriona se convierten
rapidamente en genomas virales y proteinas de la capside que se ensamblan
en multiples copias del fago original; cuando la célula comensal muere es
lisada activa o pasivamente liberando los nuevos bacteriéfagos para infectar
otras células huésped. En el ciclo de replicacion lisogénica el fago también se
adhiere a una bacteria huésped susceptible e introduce su genoma en el
citoplasma de la célula anfitriona; sin embargo, el genoma del fago se integra
en el cromosoma de la célula bacteriana o se mantiene como elemento
episomal donde en ambos casos se replica y pasa a las células bacterianas
hijas sin matarlas. Los genomas de los fagos integrados se denominan
profagos y las bacterias que los contienen se denominan lisigenos; los
profagos pueden volver a un ciclo de replicacion litica y matar a su anfitrion,
la mayoria de las veces en respuesta a condiciones ambientales cambiantes
(Kasman & Porter, 2020).



3.3. Bacteriéfago MS2 como indicador viral del SARS-CoV-2.

El bacteriofago MS2 se ha utilizado ampliamente para evaluar el rendimiento del
muestreo de aire porque su morfologia es similar a la de los virus patdégenos,
incluidos el virus de la fiebre aftosa (FA), el rinovirus, entre otros (Rae et al. 2021).
Se caracterizan por ser un virus icosaédrico sin cola, que tiene una cadena de ARN
de sentido positivo monocatenario ademas de que estos virus no cuentan con una
envoltura como tal, sin embargo, posee una cubierta proteica que le da mas
resistencia a condiciones ambientales; también se caracteriza por infectar a la

bacteria Escherichia coli y otros miembros diferentes de las Enterobacterias.

El bacteri6fago MS2 (ATCC 15597-B1), es un modelo para virus de ARN sin
envoltura que se ha utilizado ampliamente en estudios de ingenieria ambiental (Lin
et al. 2020), debido a su pequefio tamafio, composicion relativamente simple y
facilidad de crecimiento, el fago MS2 se utiliza como organismo modelo para la
realizacion de procesos macromoleculares que incluyen la replicacion, traduccion,
infeccion y ensamblaje viral, debido a su facilidad de purificacién, inocuidad para el
hombre y durabilidad, el MS2 también se utiliza como marcador cuantitativo de la

eficacia de los agentes antivirales y antisépticos (Kuzmanovic et al. 2003).

También se ha utilizado con frecuencia como sustituto de virus patégenos en
estudios de aerosolizacion. Se utilizé en un estudio realizado por el Centro de
control de enfermedades (CDC) y la Universidad Estatal de Kansas (KSU) en
Estados Unidos, para estimar la dispersion en el aire del SARS-CoV-2, usando el
bacteriofago MS2 como sustituto. Modelaron la relacion entre la exposicion al
SARS-CoV-2 y la proximidad de los asientos de los aviones, considerando
escenarios de ocupacion total y de ocupacion del asiento intermedio vacante
(Dietrich et al. 2021).

En otro estudio se analizé la supervivencia de tres bacteriéfagos sugeridos como
buenos modelos para microorganismos patdgenos respiratorios: el Phi6é envuelto
(un sustituto del SARS-CoV-2) y el PhiX174 y MS2 no envuelto (Fedorenko et al.
2021). Estos fagos se han establecido como buenos, seguros y faciles de trabajar,
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en modelos de sustitucién para estudiar la supervivencia de microorganismos
patogenos tanto en superficies como en el aire; el Phi6 envuelto y los otros dos
bacteriéfagos que son modelos sin cola no envueltos. Como una referencia Phi6 es
un fago de ARNdc (doble cadena) de la familia Cystoviridae que se ha sugerido
como un buen sustituto para el estudio de virus de ARN con envoltura, incluidos los
coronavirus del SARS; esta envuelto por una membrana lipidica y tiene proteinas

en forma de espiga (Lin et al. 2020).

Para evaluar la viabilidad del bacteriofago MS2 el cual funciona como virus
alternativo al SARS-CoV-2 y que se utilizara como indicador de desinfeccion de
espacios, es fundamental estudiar la efectividad de su recoleccién. Es por ello que
este proyecto se centrara en evaluar las condiciones de muestro en aire, asi como
la recuperacion del fago MS2 para utilizarlo como indicador de la presencia de virus
de interés. Por lo tanto, se propondra una metodologia para tomar muestras del

bacteriéfago MS2 como indicador del virus SARS-CoV-2 en aerosoles.

4. TECNICAS DE MUESTRO DE VIRUS EN EL AIRE.

Como se sabe, la mayoria de las tecnologias de muestreo de aire dependen

generalmente de una serie de caracteristicas como son:

e Diametro aerodinamico de las particulas en el aire.

e Las propiedades de adhesion de las particulas en el aire.
e El movimiento browniano.

e Los gradientes térmicos.

e Lainercia de las particulas.

Las particulas en aerosol se adhieren a cualquier superficie con la que entran en
contacto debido a las fuerzas adhesivas como las fuerzas de Van Der Waals, las
fuerzas electrostéticas y la tension superficial explican en parte esta adhesion y es
por eso que la mayoria de las metodologias de muestreo se basan en este principio.
Las particulas en el aire con diametros aerodinamicos del orden de 100 nm o0 menos

son propensas a una forma particular de moverse, principalmente debido a los miles
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de millones de colisiones que encuentran con las moléculas de gas. Esto se llama
movimiento browniano y cuanto mas pequefia es la particula mayor es el
movimiento y es mas probable que la particula se difunda, entre en contacto con

una superficie y se adhiera a ella (Verreault et al. 2010).

Cuando esto sucede las otras particulas en suspensién ocupan el espacio que dejé
la particula que se ha adherido a la superficie, este fenédmeno es la base para la
eliminacién eficiente de particulas muy pequefias por filtracion particularmente
cuando la distancia entre dos superficies del filtro es suficiente para que las
particulas pasen; es por eso que las particulas mas grandes con diametros
aerodinamicos del orden de un micrometro o mas estan menos influenciadas por el

movimiento browniano, pero tienen una mayor inercia (Verreault et al. 2010).

4.1. Recoleccidon de bioaerosoles.

Los bioaerosoles son muestreados removiéndolos del aire y reteniéndolos para un
analisis subsecuente (Tilley, 1997). Los bioaerosoles son captados al producirse la
separacion de las particulas que los forman por la accion de distintas fuerzas fisicas
(Hernandez, 2003). En otro aspecto, se puede decir que ningin método de
muestreo puede recolectar, identificar y cuantificar todos los componentes de los

bioaerosoles en un ambiente en particular (Mandal & Brandl, 2011).

4.2.Equipos.

Los equipos estan basados en la toma, recuperacién y subsiguiente cultivo de
microorganismo, estos métodos pueden ser clasificados también de acuerdo con el
procedimiento de toma de muestra o el manejo de la muestra tomada e incluye:

Gravitacion, impactacion, succion, centrifugacion, burbujeo y filtracion.



4.2.1. Gravitacién o impactacion natural.

Es considerada la forma mas simple de toma de muestra de aerosoles, en la cual
las particulas biolégicas aerotransportadas son recogidas sobre una superficie
adherente (agar, portaobjetos, etc.) por su capacidad de sedimentar por gravedad
(INSHT, 1997).

4.2.2. Impactacion.

En este tipo de equipo, el aire es aspirado por una bomba de vacio que forma parte
del muestreador, pasa a través de un orificio y es dirigido a la superficie del medio
de cultivo contenido en una placa adecuada. Las particulas con suficiente
movimiento de inercia abandonan la corriente e impactan sobre la superficie
(INSHT, 1997).

4.2.3. Centrifugacion.

Estos muestreadores de impactacion utilizan la fuerza centripeda para la separacion
de las particulas de la corriente de aire de aspiracion. Operan creando un remolino
en el cual las particulas con suficiente inercia dejan la corriente de aire para impactar

sobre la superficie (medio de cultivo) de recogida (INSHT, 1997).

4.2.4. Burbujeo.

En este tipo de muestreo, el aire a muestrear pasa a través de un volumen conocido
de liquido (suero salino, agua peptonada con agentes humectantes generalmente)
donde posteriormente las particulas abandonan la corriente de aire por impactacion
en el liquido, quedando retenidas en el mismo; posteriormente y ya en el medio de
cultivo adecuado se transfiere una alicuota del liquido de captacion, procediéndose
a su cultivo, recuento y en su caso a su identificaciéon (viables o cultivables) (INSHT,
2003).
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4.2.5. Filtracion.

Aqui el aire es aspirado a través de un medio de filtracion en el cual las particulas
se depositan (Hernandez, 2003), los medios de filtracion generalmente estan
disponibles tanto en fibra (generalmente de vidrio) y en formas membranosas. Las
particulas mas pequefias que el tamafio del poro pueden ser facilmente recogidas
(Srikanth & Steinberg, 2008).

Finalmente, en un estudio realizado por Verreault (Tabla 1) se muestra un
compendio de métodos, en donde se describen los instrumentos de muestreo
comunmente utilizados en aerobiologia para recuperar virus suspendidos en aire.
En este estudio se revisaron mas de 100 articulos para evaluar los métodos mas

utilizados actualmente para el muestreo de aerosoles virales.
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Tabla 1. Resumen de las técnicas de muestreo aerosoles de virus.

Tipo de muestreador

Tasao
capacidad de
muestreo de

aire

Entorno de
muestreo

Virus

Tamaiio de particula (um)

Fuente de aerosol

Impactador de Porton
levantado

11,5 L/min
durante 1 min

Sistema estatico de
doble pared de

Bacteriéfago MS2

2 (antes de la evaporacion)

Aparato de
pulverizacion

2.000 L con directa (FK8)
ventilador
Impactador de Porton 105 min Céamara (50 o 2000 Bacteridfago Nebulizador o]
levantado litros) X174, esporas pistola

de Bacillus globigii
o sin trazador

pulverizadora
Collison de tres
chorros (tipo FK-8)

Impactador MicroBio MB1
portatil de un solo tamiz

100 a 600 litros

Bafio doméstico en
habitacién de 2,6
m3

Bacteri6fago MS2

Placas de asentamiento

30 min

Bafio doméstico en
habitaciéon de 2,6
mS

Bacteri6fago MS2

Muestreadores ciclénicos

700 (x 50) L/min
durante 5 min

Camara

Bacteriéfago MS2

Descarga del
inodoro.
Descarga del
inodoro.
Uno o} dos

nebulizadores
Collison de tres o
seis chorros

AGI-30 Set 2 Sistema cerrado Bacteri6fagos MS2 menos de 300 nm de Atomizador de
experimentos, yT3 diametro salida constante
12.5 L/ min
SKC BioSampler Set 2 Sistema cerrado Bacteridfagos MS2 menos de 300 nm de Atomizador de
experimentos, yT3 diametro salida constante
12.5L/ min
Frit bubbler Set 2 Sistema cerrado Bacteriofagos MS2 menos de 300 nm de Atomizador de
experimentos, yT3 diametro salida constante
12.5L/ min
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SKC BioSampler

12,5 L/min

Campo a favor del

Bacteri6fago MS2

Cisterna

de

durante 20 min viento de un pulverizacion
rociado de
biosélidos o agua
subterranea
sembrada
Impactador de una etapa 28,3 L/ min Cémara de 29 cm Bacteriofagos 1,23-1,25 (diametro  Nebulizador
Andersen; También se de diametro y 32 X174, MS2, T7y aerodindmico medio;> 95% Collison de tres
utiliz6 un impactador de cm de altura ®6 de las PFU recuperadas con chorros
seis etapas parala el muestreador Andersen de
distribucioén del tamafio. seis etapas tenian <2,1 ym
de diametro)
AGI-30 12.5 L/min Cémara de 29 cm Bacteriéfagos 1,23-1,25 (diametro  Nebulizador
durante 5 min de didmetro y 32 eX174, MS2, T7y aerodindmico medio;> 95% Collison de tres
cm de altura ¢6 de las PFU recuperadas con chorros
el muestreador Andersen de
seis etapas tenian <2,1 ym
de didmetro)
Filtro de gelatina (tamafio 30 L/min durante  Céamara de 29 cm Bacteriofagos 1,23-1,25 (didmetro  Nebulizador
de poro de 3,0 ym) 5 min de diametro y 32 eX174, MS2, T7y aerodinamico medio;> 95% Collison de tres
cm de altura ¢6 de las PFU recuperadas con chorros
el muestreador Andersen de
seis etapas tenian <2,1 ym
de diametro)
Filtro nucleporo 2 L/min durante Cémara de 29 cm Bacteriéfagos 1,23-1,25 (diametro  Nebulizador
(membrana de 20 min de didmetro y 32 ¢eX174, MS2, T7y aerodindmico medio;> 95% Collison de tres
policarbonato; tamafio de cm de altura ®6 de las PFU recuperadas con chorros
poro de 0,4 pm) el muestreador Andersen de
seis etapas tenian <2,1 ym
de diametro)
Muestreador de seis Camara de Bacteriofagos 0.5-3.0 (> 95% de las Nebulizador
etapas Andersen (para exposicion de 23 MS2, X174, 6y particulas que contienen Collison de tres
distribuciéon de tamafio) litros T7 virus eran <2.1 um) chorros
Andersen one-stage 28.3 L/min Cémara de Bacteriofagos 0.5-3.0 (> 95% de las Nebulizador
sampler durante 0.5a5 exposicion de 23 MS2, X174, 6y particulas que contienen Collison de tres
min litros T7 virus eran <2.1 ym) chorros
Filtro de gelatina (tamafio 4 L/min Camara Bacteriéfago MS2 10-80 nm Nebulizador de

de poro de 3 ym)

chorro de aire tipo
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colision de seis
chorros

Filtro PTFE (tamafio de
poro de 0.5 um)

4 L/min

Camara

Bacteri6fago MS2

10-80 nm

Nebulizador de
chorro de aire tipo
colision de seis
chorros

Filtro PTFE (tamafio de
poro de 1 um)

4 L/min

Camara

Bacteriéfago MS2

10-80 nm

Nebulizador de
chorro de aire tipo
colision de seis
chorros

Filtro PTFE (tamafio de
poro de 3 um)

4 L/min

Camara

Bacteriéfago MS2

10-80 nm

Nebulizador de
chorro de aire tipo
colisibn de seis
chorros

Filtro PTFE (tamafio de
poro de 0.3 pm)

2 L/min

Camara

Bacteriéfago MS2

10-80 nm

Nebulizador de
chorro de aire tipo
colision de seis
chorros

14
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5. PROPUESTA METODOLOGICA PARA EL MUESTREO DEL
BACTERIOFAGO MS2 EN EL AIRE.

Después de investigar diferentes técnicas de muestro de aire, para el presente
proyecto se determind que la utilizacion de filtros de gelatina seria el método mas
adecuado debido a que es altamente eficiente y sensible para el monitoreo de

microorganismos patdgenos en el aire, incluyendo virus.

Los filtros son particularmente adecuados ya que muestran una excelente eficiencia
de recoleccion de microorganismos con tasas de retencion de hasta 99.76%.
Ademas, el procedimiento de muestreo de aire con filtros de gelatina permite varias
posibilidades para extender el limite de deteccion inferior a tan solo 102

particulas/m? (Scherwing y Patzelt, 2020).

La alta idoneidad de los filtros de gelatina fue demostrada por primera vez por
Jaschhof (1992a, 1992b) asi como Friese, quien observo que en casos individuales
el filtro de gelatina es superior a otros métodos de muestreo de virus. Esta eficiencia
se logra sin realizar ningun paso adicional de preparacion o pos-procesamiento para
tomar muestras de aerosoles de virus al tiempo que se mantiene la capacidad de

retencion de los filtros constantemente alta.

Los filtros de gelatina estan disponibles como unidades de filtracion pre-ensamblada
y preesterilizadas listas para ser usadas. Otro beneficio muy importante es que
durante el muestreo de virus patdbgenos humanos no se necesita liquido, lo cual
reduce el riesgo de infeccidon del personal que realiza las pruebas analiticas y es por
eso que la reduccion reportada de la infectividad del virus después del muestreo
con filtros de gelatina demuestra ser ventajosa ya que las muestras pueden

considerarse como material no infeccioso.

Ademas, la posibilidad de almacenar los filtros de gelatina después del muestreo,
asi como de enviar los filtros de gelatina a otro laboratorio para su posterior analisis
antes de la disolucion, pueden ser una opcion muy benéfica para el usuario
(Scherwing y Patzelt, 2020).
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Tan pronto como el filtro de gelatina se haya disuelto en agua desionizada o
cualquier otro tampon o medio apropiado, todas las particulas de virus retenidas en
el filtro pueden procesarse y detectarse adicionalmente mediante técnicas como la
PCR o cualquier otra técnica alternativa. Para obtener resultados rapidos, sensibles,
altamente especificos y fiables sobre la presencia de virus especificos, la PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) es el método de eleccion. Varios estudios han
demostrado que un analisis de PCR posterior al muestreo de aire utilizando filtros
de gelatina proporciona resultados de recuperacion superiores a otros métodos de
deteccion y, por lo tanto, puede considerarse como un método preciso y practico

para la deteccion de virus en el aire (Scherwing y Patzelt, 2020).

En otro estudio se determind la eficiencia de recoleccion fisica de filtros disponibles
comercialmente para recolectar bacterias, virus y otras particulas en aire; en un
rango de tamafo de 10-900 nm (nandmetros) y se demostré que los filtros de PTFE
y gelatina mostraban una excelente eficiencia de recoleccion (> 93%) para todas las
particulas de prueba. Los filtros de PC mostraron una menor eficiencia de
recoleccion para particulas pequefas, especialmente <100 nm por lo cual se indican
en los resultados que el efecto del material de filtro es mas significativo para el rango

de tamafio de viriones individuales que para las bacterias (Burton et al. 2007).

6. MUESTREADOR BUTTON.

Para el muestro y recuperacion de virus en el aire se pueden utilizar varios
dispositivos, los mas comunes son los conocidos como impactadores de liquidos y
sélidos, aunque también se han probado muestreadores electrostéaticos (Verreault
et al. 2008). EI muestreador Button esta disefiado para mejorar las caracteristicas
de recoleccion de polvo inhalable, esto incluye bioaerosoles para el andlisis de

particulas viables y no viables.

El muestreador fue desarrollado en la Universidad de Cincinnati (2000). El
muestreador es de forma redondeada (32 mm de diametro) con la parte superior

curvada. El 21% de la superficie curva es porosa, con orificios de 381 um de
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diametro. La base del muestreador es de aluminio y la superficie curva es de acero
inoxidable. El caudal de muestreo es de 4 L/min. Las particulas se recogen en un
filtro con un tamafio de poro de 25 mm situado dentro del muestreador. La
determinacion analitica considera las particulas depositadas en el filtro. Si se va a
realizar un andlisis gravimétrico del filtro, el fabricante recomienda guardar el filtro
en capsulas de transporte de plastico conductor. La determinacion gravimétrica
incluye la capsula de transporte junto con el filtro. En el caso en el que se vaya a

efectuar un analisis quimico al filtro, éste se transporta en un vial adecuado.

Las caracteristicas generales del filtro dadas por el fabricante se resumen en la
Tablas 2, 3 y 4, en donde se muestra de forma mas detallada las caracteristicas
propias del muestreador Button, asi como los filtros recomendables para realizar

estudios de aerosolizacion con diferentes filtros de gelatina.

Tabla 2. Caracteristicas generales del muestreados Button dadas por el fabricante.

Muestreador
Muestreador Caracteristica Caudal de Elementos Determinacion  Fabricante
muestreo de analitica
retencion
Button Muestreador de 4 |/min Para Filtros de 25 Se consideran SKC.
forma redondeada ajustar el mm de las particulas
(32 mm de caudal de diametro y depositadas
didmetro) con la muestreo es de tamafio en elfiltro.
parte superior necesario de poro =
curvada. El 21% acoplar un 1,0 pHm.
de la superficie adaptador al Pueden ser
curva es porosa, muestreador. de fibra de
con orificios de 381 vidrio,
um de didmetro. membrana
La base del de éster de
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muestreador es de celulosa

aluminio y la (MCE),
superficie curva es PVC, teflén
de acero o gelatina.
inoxidable.

Tabla 3. Caracteristicas técnicas del nebulizador Button.

Gasto 4 L/min. *

Entrada de Acero inoxidable conductivo.
muestreo

Cuerpo Aluminio.

Pantalla de soporte Acero inoxidable. *

Pinzas Acero inoxidable y nylon.
Toricas PTFE (entrada) y BUNA-N (Cuerpo)
Filtros 25 milimetros. **

Andlisis de polvo Gravimétrico.

inhalable

Andlisis de esporas Microscopia de epifluorescencia, inmunoensayo o
fungicas reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Analisis de metales Fluorescencia de rayos X (XRF).

Tuberia ID de 1/4 de pulgada (6,25 mm).
* El muestreador Button sigue de cerca la curva de inhalabilidad 1ISO 7708/CEN a
4 L/min.

** Se recomienda un tamano de poro de filtro de 1,0 ym o mayor para su uso con

el Button para reducir la contrapresion.

6.1. Operacion.
1. Para el muestreo gravimétrico, se acondiciona y se pesa un filtro de 25 mm

segun el método utilizado.
2. Desatornille la entrada del muestreador en sentido antihorario hasta que se

salga y retire la junta torica de PTFE.
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3. Coloque el filtro de 25 mm en la parte superior de la rejilla de soporte dentro
del muestreador.

4. Coloque la junta térica de PTFE en la parte superior del filtro.
Reemplace la entrada y muy gentil gire en el sentido de las agujas del reloj
hasta que esté moderadamente apretado.

Nota: Utilizar guantes y pinzas al manipular los filtros. Los filtros representativos

utilizados para la calibracion no requieren acondicionamiento ni pesaje.

00

Gorra ;b PTFE Filtrar Apoyo BUNA-N
Seccion Al fhrin Pantalla Jotis vke

Ichute dv idcs l

Figura 1. Composicién del muestreador Button.

19



Tabla 4. Accesorios y descripcion de los componentes del muestreador Button.

Descripcion Imagen

Escudo protector, para entornos de voladura abrasiva.

Adaptador de calibracion de muestreador de boton.

Estuche de transporte de filtro, para filtros de 25 mm de

diametro, plastico conductor.

PTFE de la o-anillo térica de reemplazo, para el

muestreador de botones.

Repuesto de la o-ring BUNA-N, para button sampler

Filtros de fibra de vidrio, diametro 25 mm, 1,0 ym Tamano

nominal del poro liquido.

Filtros de éster de celulosa mixta (MCE), diametro 25 mm,

tamano de poro 1,2 pm.

Filtros de PTFE con soporte PMP (Teflo®) # £ diametro

25 mm, tamafo de poro 3 uym.
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Filtros de gelatina, esterilizados, didmetro 25 mm. t

Filtros de cloruro de polivinilo (PVC), diametro 25 mm,

tamano de poro 5.0 ym.

Pantalla de soporte para muestreador de botones, 25 mm
de diametro.

Nota: La contrapresion en los filtros de PTFE puede variar dentro del mismo
lote. Los filtros de gelatina se disuelven cuando se colocan en el agar. La
temperatura méaxima de funcionamiento es de 240 ° C (464 ° F).

6.1.1. Calibracion.
1. Asegurese de que la bomba haya funcionado durante 5 minutos antes de

calibrar.

2. Con un tubo flexible, conecte la salida del muestreador de botones a la
entrada de una bomba de muestra.

3. Coloque la salida del adaptador de calibracion en la entrada del muestreador
de botones y conecte la entrada del adaptador de calibracién a un calibrador.

4. Calibre a 4 L/min siguiendo las instrucciones de funcionamiento de la bomba
y el calibrador. Desconecte el calibrador y el adaptador de calibracion.

5. Reemplace el filtro utilizado para establecer la velocidad de flujo con un filtro

nuevo acondicionado y pesado para la recoleccion de muestras.
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Figura 2. Imagen representativa del muestreador Button para su calibracion.

6.2.Muestreo.
1. Asegurese de que se haya calibrado el caudal.

2. Con un tubo flexible, conecte la salida del Button Sampler a la entrada de
una bomba de muestra.

3. Para muestreo personal, coloque el Button Sampler en el cuello o bolsillo de
un trabajador cerca de la zona de respiracion. Sujete la bomba al cinturén del
trabajador o coloquela en una bolsa protectora. Encienda la bomba y registre
la hora de inicio, la ubicacién del trabajador y el caudal.

4. Para el muestreo de areas, cologue el muestreador de botones para evitar
corrientes de aire cruzadas y la proyeccién directa de particulas en la
entrada.

5. Al final del periodo de muestreo, detenga la bomba y registre el tiempo de

parada.
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6.2.1. Envio de la muestra.
1. Cuando se complete el muestreo, desenrosque con mucho cuidado la

entrada del muestreador y use unas pinzas para quitar la junta térica de
PTFE.

2. Con unas pinzas, retire con cuidado el filtro del muestreador.
Empaque para envio segun las instrucciones del método o laboratorio.

4. Envie las muestras con la informaciébn de muestreo pertinente a un

laboratorio acreditado para su analisis.

6.2.2. Andlisis.
Dependiendo del interés, las muestras tomadas con el Button Sampler se pueden

analizar mediante analisis gravimétrico, técnicas analiticas como fluorescencia de
rayos X, absorcion atomica (AA) o plasma acoplado inductivamente (ICP). Pueden
usarse cultivos de crecimiento, microscopia y otros ensayos para la determinacion
de esporas de hongos, endotoxinas y bacterias. Si se utiliza el andlisis gravimétrico,
pese el filtro y reste el peso previo al peso posterior. El peso neto sera el polvo

recogido.

6.2.3. Limpiezay cuidados del muestreador Button.

Método 1. Se recomienda lavar con agua jabonosa suavemente, limpiando todas
las partes del muestreador Button Sampler antes de seguir muestreando. El Button
Sampler se puede cepillar y / o limpiar con un pafio limpio sin polvo, secar al aire,
secar con secador o limpiar con alcohol isopropilico. Tenga especial cuidado al

limpiar la junta torica de PTFE.

Método 2. El muestreador BUTTON también se puede esterilizar en autoclave hasta
273,2 F (134 C). Antes de esterilizar en autoclave el muestreador, retire el clip del
collar con un destornillador Phillips y retire la junta térica BUNA-N del cuerpo del
muestreador (SKC no recomienda esterilizar en autoclave la junta térica BUNA-N).
El adaptador de calibracion del muestreador se puede esterilizar en autoclave hasta

la temperatura indicada anteriormente.
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6.3.Filtros recomendados para el Muestreador Button.

6.3.1. Filtros de membrana de Ester de celulosa mixta
(MCE).
Es el filtro estandar para la mayoria del muestreo de aerosoles en aplicaciones de

higiene industrial, los filtros de membrana de éster de celulosa mixta (MCE o MEC)
se componen de mezclas puras y biolégicamente inertes de acetato de celulosa y
nitrato de celulosa. Las membranas MCE son naturalmente bajas en fondo metalico
y son compatibles con bases y acidos diluidos e hidrocarburos aromaticos y

alifaticos. Los filtros MCE son hidrdfilos y autoclavables.

Descripcion: Filtros de MCE, 1.2 um, 25 mm.

6.3.2. Filtros de membrana PVC.
Son adecuados para muestrear silice, metales y polvo.

Adecuado para multiples métodos de muestreo de aire.
o Silice, metales, polvo.
o Cumple con el método ID-215 (V. 2) de OSHA para el
cromo hexavalente.
o Bajo peso de tara y captacion de humedad para estabilidad
gravimétrica.
o <0.5% después de 24 horas a 48 % HRy 50 ° C (122 °
F).
o Casetes precargados de 25y 37 mm disponibles.
o los casetes de 25 mm son convenientes para muestrear
dentro de un casco de soldadura.
o Anadlisis gravimétrico y quimico en el mismo filtro utilizando NIOSH

7300 o 7301 para metales (elementos).
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6.3.3. Filtro de fibra de vidrio.

Los filtros de profundidad de fibra de vidrio se utilizan cuando se requiere un alto
caudal y filtracion de micras / submicras. Son adecuados tanto para la filtracion de
aire como de liquidos. Seleccione entre filtros sin aglutinantes para una pureza que
seaideal para la determinacion analitica y gravimétrica, o filtros con aglutinante para

mayor resistencia en aplicaciones de larga duracién, de alta presion o himedas.

Tolerancia a altas temperaturas.

o Autoclavable.

Tamano de poro nominal liquido de 1,0 pm.

Alta retencion de particulas y resistencia a la humedad.

Fibra de vidrio de borosilicato sin aglutinante para eliminar

interferencias.

Ideal para analisis gravimeétricos.

6.3.4. Tipos de filtros de fibra de vidrio.

Fibra de vidrio A/E.

o Para el andlisis gravimétrico de contaminantes
atmosféricos y pruebas de solidos de aguas residuales
disueltas/suspendidas.

o Altos caudales, resistencia a la humedad y capacidad de
retencién de suciedad (sélidos).

e A/B Fibra de vidrio.

o Alta capacidad de retencion de suciedad con vidrio mas
grueso.

o Fabricado con microfibras de vidrio de borosilicato de la

mas alta calidad.
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6.3.5.  Filtros de gelatina.

Son ideales para mantener la viabilidad de los microorganismos recolectados, los

filtros de gelatina proporcionan niveles de retencion de bacterias inigualables para

el analisis cuantitativo. El alto contenido de humedad ayuda a mantener la viabilidad

de los microorganismos durante periodos de muestreo de hasta 30 minutos. Los

filtros se disuelven facilmente cuando se colocan en agar, lo que permite una

transicion suave del medio de muestra al medio de crecimiento. Para una maxima

culturalidad y una recoleccion superior de bioaerosoles de tamafio inhalable, es

recomendable combinar los filtros de gelatina de 25 mm con el muestreador SKC

Button Sampler. Las caracteristicas generales de este tipo de filtros se resumen en

la tabla 5.

Tasa de retencion absoluta:
o 99.9995% para esporas de Bacillus subtilis.
o 99,94% para fagos T3 (colifagos).
o 99,9% para fagos T1 (colifagos).
Alto contenido de humedad.
o Mantener la viabilidad de los microbios durante periodos
de muestreo cortos.
Completamente soluble en agua.
o Disolver facilmente cuando se coloca sobre agar.
o Requisito previo para el muestreo de virus.
Preesterilizadas por irradiacion gamma.
Ideal para monitorizacion en plantas farmaceéuticas.
Se puede usar para monitorear en areas donde hay desinfectantes o

antibioticos presentes.

Tabla 5. Caracteristicas técnicas de los filtros de gelatina.

Material

Gelatina soluble en agua

Tamafo de poros Sibien tiene un tamano de poro nominal de 3 um, se puede

esperar una mayor eficiencia de captura de particulas
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subcrénicas debido a las separaciones que ocurren en la
superficie y dentro del filtro. Es a través de la impactacion
inercial y la intercepcion por difusion que estos filtros

pueden eliminar particulas mucho mas pequefias que 3 pm.

Espesor

Aproximadamente 250 pm.

Esterilizacion

Presellado por radiacion gamma. Filtros envueltos
individualmente y empaquetados en unidades de cinco,
cada uno en una bolsa de polietileno.

Resistencia

térmica

Maximo 60°C (140°F).

Contenido de
humedad

46 a 49%.

Condiciones de

La temperatura ambiente maxima es de 30 ° C (86 ° F); la

uso humedad relativa maxima es del 85%.

Tiempo de 30 minutos a humedad relativa tipica en interiores.
muestreo

Caudal de 1 a 4 L/min para el muestreo por filtro de contaminantes
muestreo biolégicos utilizando un cassette de filtro estandar, un

muestreador de botén o el IOM.

Almacenamiento

Los filtros de gelatina pueden almacenarse en condiciones
ambientales de baja humedad; se recomienda el
almacenamiento entre 4 y 8 °C (39,2 y 46,4 °F).
Precaucion: No guarde los filtros de gelatina por debajo de
4°C (39.2°F). La condensacion durante la descongelacion
disolverd el filtro. Evite exponer los filtros a la humedad, los

vapores quimicos y las temperaturas extremas.

Vida util

3 afos a partir de la fecha de fabricacion.

analisis

3 afios a partir de la fecha de fabricacion.

6.3.6.

Aplicaciones.

o Calidad del aire interior (IAQ).
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e Mediciones ambientales al aire libre.
e Monitoreo de salas limpias.

o Clinicas veterinarias.

e Hospitales.

o Fabricacién farmacéutica.

o Militar.

6.3.7. Método indirecto.

Nota: Este método se utiliza para prevenir el choque osmotico en los organismos

muestreados, para proporcionar submuestras para la eliminacién de inhibidores

como desinfectantes, para la dilucién de la muestra donde se esperan recuentos

altos o para permitir la siembra en diferentes medios nutritivos donde se requiere la

identificacién de especies.

1.

4.
5.

Disuelva el filtro de gelatina en liquido estéril calentado entre 35 y 40 °C,
como solucién salina fisiologica o agua con peptona al 0,1%.

Agite la solucion con un agitador magnético estéril para - Filtrar a agar -
Incubar - Contar acelerar la disolucién del filtro.

Procese la solucion de acuerdo con el método de vertido en placa de Koch o
la técnica de filtracién por membrana.

Incube las muestras.

EvallUe las colonias que se forman.

Durante el proceso de disolucion y agitacion (método indirecto), las unidades

formadoras de colonias (UFC) en el caso de bacterias, y unidades formadoras de

placa (UFP) en el caso de fagos, se separan en microbios individuales, por lo que

se obtendra un recuento de UFC 6 UFP mas alto que si se coloca directamente el

filtro expuesto en un medio de cultivo (método directo).

6.3.8. Clasificacion del tamafio de los poros.

Las clasificaciones de tamafo de poro del filtro se basan en las clasificaciones de

filtracion de liquidos. Los filtros retendran particulas mucho mas pequenas del aire
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(por ejemplo, un filtro con clasificacion liquida de 0,8 ym retendra >50% de
particulas tan pequefias como 0,08 um).

Por lo general, se aplica una clasificacion nominal o aproximada a los filtros de
profundidad. A diferencia de los filtros de membrana, los filtros de profundidad no
contienen una estructura de poros definida uniformemente, sino fibras o particulas
sinterizadas que se entrelazan para crear un camino tortuoso de aberturas que
permiten el paso del aire, pero atrapan particulas a lo largo de la profundidad del
filtro. Debido a esta estructura los filtros de profundidad generalmente se prueban
para determinar el tamafio de los poros al pasar liquido que contiene particulas de

cierto tamano a través del filtro.

7. NEBULIZADOR TSI MODELO 9302.

Son dispositivos utilizados para la administracion de soluciones o suspensiones de
medicamentos en forma de una fina niebla, y puedan ser inhalados a través de una
mascarilla o boquilla. En el presente proyecto se utilizard para aerolizar una
suspension, en la cual se encontrara disuelto el bacteri6fago MS2, donde
posteriormente se muestreara este aerolizado dentro de una camara de contacto y

después de un analisis microbioldgico se vera si se recuperd dicho microorganismo.

El nebulizador TSI modelo 9302 es la forma mas rentable de generar una corriente
de aerosol polidisperso a partir de una simple fuente de aire comprimido. También
es un atomizador mas simple con un regulador de presion incorporado para
controlar el aire de una fuente externa. El atomizador de chorro unico 9302 produce
particulas en concentraciones superiores a 107 particulas/cm3 a un caudal nominal
de 5.86 L/min. El tamafo medio de gota aritmética de salida (D10) de 4 ~5 ymy
40,000 particulas / cm?® hace que el 9302 sea ideal para la alineacién de sistemas
LDV y PDPA, especialmente sistemas de tres componentes. Estos valores son
tipicos para el agua a una presion de entrada de 175 kPa (25 psi). El cobmodo control
de presiony el tubo de salida flexible permiten al usuario colocar la cantidad correcta

de aerosol justo donde se necesita. El depdsito transllcido permite al usuario ver

29



exactamente cuanto fluido hay en la unidad.

7.1.Caracteristicas y beneficios.

Concentraciones superiores a 107 particulas/cm?.
Caudal nominal de 5.86 L/min.

Fidedigno.

Rentable.

Tamanfo de paquete pequeio.

Cdémodo control de presion.

Conveniente tubo de salida flexible.

Facil de rellenar y limpiar.

8. BOMBA RECOMENDADA PARA EL MUESTREADOR BUTTON
ES LA AIRCHEK® XR5000.

8.1.Descripcion.
La bomba de muestro AirChek® XR5000 cuenta con una bateria de ion Litio, que

provee una gran fuerza para el muestro de particulas a flujos bajos para gases y

vapores con la bateria de alto poder hasta por 40 horas y con la bateria de litio

estandar 20 horas.

8.2. Especificaciones.
Es bomba de muestreo es adecuada para la toma de muestras de gases/vapores o

particulas a flujos altos, puede monitorear hasta 4 tubos simultaneamente con el

uso del controlador de flujo bajo/portatubo de 4 estaciones ademas de que posee

un rango de flujo de 5-5000 mL/min, que la hace adecuada para:

Flujos de gas o vapor y para altos flujos en muestro de particulas.
Extiende la capacidad de la contrapresion (Arriba de 50 pulgadas de agua a
2 L/min).

Cuenta con un sistema isotérmico de gran precision para el control de flujo.
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e [Es seguro por su caracteristica de correccion automatica de flujo por cambios
de temperatura proporciona volimenes exactos.

e Extremadamente facil de usar (cuenta con un teclado con 3 botones,
temporizador para inicio/apagado hasta 9999 min, se puede habilitar el ciclo
continuo con un boton, cuenta con una pantalla LCD que acumula el tiempo
de ejecucion transcurrido y viene incluido con luz brillante azul para indicar el
estatus de la bomba).

e Posee funciones automaticas para conservar la integridad de la muestra (Es
decir cuando ocurre una correccion de flujo hay cambios de temperatura,
indicador de error de flujo, reinicio automatico cuando existe alguna falla e

indicador del estado de la bateria.

8.2.1. Indicaciones.
Cargue completamente un nuevo paquete de baterias antes de hacer funcionar la

bomba. Tal vez sea necesario cargar unas cuantas veces la bateria antes de lograr
Su maxima capacidad, esta bateria también cuenta con circuitos de seguridad
intrinsecos dentro de la bateria que hacen que la bomba se autodescargue durante

el almacenamiento.

1. Para obtener una carga completa asegurese de que la bomba no esté
funcionando. Inserte el enchufe de la unidad de carga en el Jack de
carga de la bateria en la parte trasera de la bomba.

2. Inserte el enchufe a la fuente de alimentacion en el Jack de la unidad
de carga.

3. Tire de la oreja de la traba hacia un lado e inserte en el enchufe
apropiado de la pared.

4. El paquete de baterias de dos celdas de iones de litio estandar se
recargara en aproximadamente 4 horas. El paquete de baterias de
cuatro celdas de litio se recargara en aproximadamente 8 horas. Se
tiene que hacer funcionar la bomba 5 min después de completar la

carga.
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La unidad de carga de iones de litio indica el estado de carga de la bateria a través
de un LED en la unidad que destella siguiendo pasos especificos. Observe el LED

constantemente durante mas de 5 segundos para leer el estado de carga.

e Carga en curso: Encendido contantemente.

e Cargado aproximadamente el 80%: encendido dos segundos, o repeticiones.

9. PLAN DE MUESTREO.

El plan de muestreo debe basarse en objetivo del estudio y en el caso de muestreo
en aire se debe especificar qué aerosoles se estan estudiando, donde y cuando las
muestras deben ser recogidas y cual es la técnica mas apropiada (Goyer et al.

2001), otros aspectos a considerar son:

¢ lIdentificacion y localizacion de las posibles fuentes de aerosoles.
¢ Identificar los posibles mecanismos de propagacién de aerosoles en el aire.

¢ Identificar las medidas correctoras y las medidas a aplicar.

Asi mismo debe asegurarse que un numero suficiente de muestra debera ser
tomado para determinar que la situaciébn observada es representativa y que los
resultados que se obtendran se interpretaran de manera correcta, ademas de que
las muestras tomadas deben ser suficientes para llegar a una conclusion inequivoca
(Goyer et al. 2001).

10. NUMERO DE MUESTRAS.

La estadistica puede ayudar a los investigadores al calcular el nUmero de muestras
gue son necesarias para discernir diferencias de magnitud al ser fijada una

probabilidad de deteccion y un nivel de confianza. Pequefias diferencias, altas
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probabilidades de deteccion y niveles de confianza altos requieren de un namero

alto elevado de muestras (Millipore et al. 1999).

En la Tabla 6 se resume, a modo de sugerencia, el nimero de muestras necesarios

(Goyer et al. 2001) (Hernandez, 2003).

Tabla 6. Nomero de muestras recomendadas para la determinacion de aerosoles.

Objetivo de la medicion

Propuesta

Exposicion por inhalacion (Peor de

las situaciones)

Tomar 3 muestras 0 mas muestras no
aleatorias. Las muestras seran por
duplicado, como minimo para todos los

analisis.

Exposicion por inhalacion Muestrear 3 veces o0 mas en un dia,

(concentracion promedio) durante 3 0 mas dias consecutivos que
sean representativos. Las muestras
seran por duplicado, como minimo para
todos los analisis.

Estimacion del intervalo de Tomar 6 0 mas muestras.

confianza de la media

Estimacién de la varianza de un

conjunto de mediciones

Tomar 11 o mas muestras.

(Goyer et al. 2001) (Hernandez, 2003)

El nUmero de muestras significa, cuantas muestras se han de tomar para cada tipo

de parametro de interés que se haya decidido muestrear y no el nimero de los

diferentes tipos de muestras (Hernandez, 2003).
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11. LUGAR DE MUESTREO (CAMARA DE CONTACTO).

La experimentacion se llevo a cabo dentro una camara de contacto para simular un
ambiente contaminado con virus. La camara de contacto (Figura 3) fue disefada
por el Instituto de Ingenieria-UNAM, para tener condiciones ambientales
controladas durante el muestreo. Para la simulacion de los espacios cerrados se
utilizé esta camara de fabricada en acrilico de 6 mm, con dimensiones de 25 x 20 x
30 cm, cuenta con puertos de entrada y distintos puntos de muestreo. Dentro de la
camara se lleva a cabo la generacion de bioaerosoles mediante la nebulizacion de

particulas virales del bacteriofago MS2.

Figura 3. Camara de contacto disefiada por del instituto de ingenieria para la
captacion de aerosoles.

12. FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS EMPLEADAS.

12.1. Fundamentacion de la técnica de DAL (Double-Agar-Layer).

Para determinar la recuperacion del bacteriéfago dentro de la camara se utilizo la
metodologia microbioldgica doble capa de agar, como su nombre lo indica consta
de dos capas, una capa base también conocida como agar duro y una capa blanda
en la que se encontraran los disueltos los fagos, este método se usa generalmente
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para la enumeracion de fagos en donde se implica mezclar diluciones de nuestro
bacteriéfago en una suspension con bacterias huésped en una matriz diluida de
agar o agarosa y posteriormente distribuir esta mezcla en una placa de agar
estandar para solidificar. Después del periodo de incubacion, generalmente durante
toda la noche, las placas se visualizan con zonas de lisis (o disminucién de
crecimiento bacteriano). La visualizacion de las UFP (unidades formadoras de
placa) permitira mucho mas que una mera enumeracion ya que esta es la base para
el aislamiento de los fagos lo cual se puede apreciar a través de la turbidez del
medio y la presencia o ausencia de un halo (Barquero et al. 2012). Ademas de que
esta técnica nos permite apreciar si nuestro virus de interés se encuentra viable, ya
gue se utilizan virus enteros a diferencia de la PCR en donde solo se identifica la
presencia de genes especificos de fagos codificados a partir de muestras
ambientales, ya sean bacterias o virus purificados.

12.2. Fundamento de API 20E.

Para tener la certeza de que durante todos los analisis realizados se trabajo con la
bacteria hospedera Escherichia coli, su identificacion fue corroborada mediante el
sistema API-20E; el cual es un procedimiento rapido que permite la identificacion de
la bacteria anfitriona del bacteriéfago MS2, ya que como se sabe los virus necesitan
de una célula hospedera para sobrevivir. Esta técnica se basa en una serie de
pruebas bioquimicas miniaturas para la identificacion de bacterias entéricas incluso
hasta nivel de especie, ademas de es un método facil de usar; consiste en 21
pruebas bioquimicas en miniatura, se compone de microtubos de material de
plastico colocados en una tira, los cuales son inoculados con una suspension
bacteriana; en donde cada microtubo contiene sustratos especificos deshidratados
en los cuales se llevan a cabo las reacciones bioquimicas que resultan como

producto del metabolismo bacteriano (Salazar et al. 2008).

Cada reaccion genera un color un color en el microtubo después de 18- 24 horas
de incubacidn, la lectura de dichas reacciones se hace de acuerdo con la tabla de
identificacion “Analytical Profile Index API 20E”.
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13. CEPAS DE REFERENCIA CERTIFICADAS UTILIZADAS EN
EL PROYECTO.

Para la implementacion de la metodologia se usaron cepas de referencia, ya que
estas nos permiten garantizar la calidad de las actividades. En el caso de los
métodos microbiologicos la Unica forma de estudiar el funcionamiento de los
ensayos es estandarizar los microorganismos que se analizan (Puerto et al.
2009). En los laboratorios de microbiologia, las cepas de referencia son
herramientas indispensables para realizar el control de calidad interno, ya que
ayudan a garantizar que los resultados obtenidos por el laboratorio son fiables y
reproducibles (WHO, 2003).

Estas cepas fueron adquiridas directamente de American Type Culture
Collection (ATCC); es una organizacion estadounidense que recoge, almacena
y distribuye microorganismos de referencia estandar, lineas celulares y otros

materiales de investigacion.

13.1. Cepas de referencia.
e Escherichia coli bactheriophage MS2 (ATCC 15597-B1). El proveedor

autorizado de cepas ATCC en México es Cientifica Senna.
e Bacteriofago MS2 (ATCC 15597-B1), se proveen liofilizadas por el

fabricante.
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14. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Para evaluar la recuperacion del bacteriéfago MS2, el cual funciona como virus
alternativo al SARS-CoV-2 y que se utilizara como indicador de desinfeccion de
espacios, es fundamental estudiar la efectividad de su recoleccién, para un
diagnéstico adecuado en la evaluacion de diferentes contaminantes en cualquier
matriz ambiental. El muestreo se considera como la etapa mas critica ya que si no
se lleva a cabo de manera eficaz se pueden emitir resultados falsos negativos o
fralsos positivos. Es por ello que la presente tesis se centrara en evaluar las
condiciones de muestreo en aerosoles, asi como la recuperacion mediante
muestreador Button del bacteriéfago MS2 para utilizarlo como indicador de la
presencia de virus SARS-CoV-2; por lo tanto, se propondra una metodologia para
tomar muestras del bacteri6fago MS2 como indicador del virus SARS-CoV-2 en

aerosoles.

15. PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢, Cual es la eficacia de recuperacion del bacteriéfago MS2 en aerosoles cuando se
utilizan el muestreador Button y los flltros de gelatina bajo condiciones controladas

de laboratorio?

16. HIPOTESIS.

El muestreo de bioaerosoles mediante la utilizaciéon de un muestreador Button y
filtros de gelatina es eficaz para la recuperaciéon de particulas virales del

bacteriéfago MS2 en un ambiente controlado de laboratorio.
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17.

OBJETIVOS.

17.1. General.

Establecer las condiciones de muestreo y recuperacion del bacteriéfago MS2 en

aerosoles en un ambiente controlado utilizando el muestreador Button, como

indicador viral de la presencia de SARS-CoV-2.

17.2. Particulares.

1.

18.

Determinar las condiciones de succion de la bomba muestreo AirChek®
XR5000 para la colecta del bacteriéfago MS2 utilizando el filtro Gelatina
estéril 25mm.

Fijar las condiciones de nebulizacion para la generacién de bioaerosoles
de las particulas virales del bacteri6fago MS2 dentro de una camara de
contacto.

Evaluar la recuperacion mediante muestreador Button de las particulas
virales del bacteri6fago MS2 aerosolizadas dentro de una camara de
contacto.

Confirmar la recuperacion del bacteri6fago MS2 mediante la técnica de
doble capa de agar (DAL-Double Agar Layer) analizando el filtro Gelatina

estéril 25mm.

DISENO DE ESTUDIO.

Se establecieron las condiciones de muestreo y recuperacion del bacteriéfago

MS2 en aerosoles utilizando el muestreador Button. Se plante6 el uso de una

camara de contacto disefiada y construida para tal fin por el Instituto de Ingenieria-

UNAM, dentro de la camara se llevaron a cabo la generacién de bioaerosoles

mediante la nebulizacién de particulas virales del bacteri6fago MS2. Se utilizé el

nebulizador TSI modelo 9302, este nebulizador cuenta con un depdésito en el cual

se coloco una solucion acuosa con una cantidad conocida de particulas virales;

una vez generados los bioaerosoles se procedi6 a probar la succion de los mismos
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aplicando diferentes velocidades y flujos de succion a través de la bomba de
muestreo AirChek® XR5000, la bomba de succién se conectd al muestreador
Button dentro del cual se coloco un filtro de gelatina que se encarga de la captura
de las particulas virales. Se probaron diferentes tiempos de succion para la
recuperacion del bacteriéfago, posteriormente los filtros de gelatina se procesaron
aplicando la técnica de doble capa de agar (DAL); los virus recuperados en la
gelatina se sembraron en un cultivo de bacterias (Escherichia coli) en su fase
logaritmica y posteriormente a un periodo de incubacion se realizé el conteo de
las zonas de lisis provocadas por los virus, y con ello se confirmé la recuperacion

de estos ultimos.

19. UNIVERSO (POBLACION O MUESTRA).

El presente estudio se compone de diferentes elementos que determinaran las
condiciones de muestreo del bacteriofago MS2 como virus sustituto del SARS-
CoV-2, generacion de bioaerosoles a través de nebulizacién, recuperacion del
bacteriéfago mediante succion y captura con muestreador Button en filtros de
gelatina, visualizacion de la infectividad del bacteri6fago en la bacteria hospedera
mediante las zonas de lisis; la poblacion problema son los bacteriéfagos que
representan al virus SARS-CoV-2 disperso en los bioaerosoles de un ambiente

contaminado.

20. VARIABLES.

20.1. Dependientes.

e Tiempo, velocidad y flujo de succion de los bioaerosoles con el
muestreador Button y los filtros de gelatina.

e Concentracion del bacteriéfago MS2 nebulizado dentro de la camara de
contacto.
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20.2. Independiente.

e Conteo de las zonas de lisis ocasionadas por el bacteriéfago recuperado a partir
de los bioaerosoles generados dentro de la cAmara de contacto.

21. ANALISIS CUALITATIVO — DESCRIPCION DEL METODO A
UTILIZAR.

Debido a que el objetivo principal de la investigacion es el desarrollo de una
metodologia que involucra probar diferentes condiciones y variables. Los
resultados que se presentaran seran presencia — ausencia de las diferentes
condiciones probadas. De las condiciones que resulten idéneas para la
recuperacion del bacteri6fago a partir de los bioaerosoles, se establecera la
metodologia de muestreo. Las zonas de lisis que ocasionen los bacteridfagos
recuperados en la bacteria hospedera se contaran y se determinara un porcentaje
de recuperacion que se calculara en funcion de la densidad inicial del bacteriéfago
nebulizada dentro de la camara.
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22. PROCEDIMIENTO.

Para el desarrollo de la técnica de muestreo en aire del bacteriéfago MS2, como
indicador del virus SARS-CoV-2, se llevd a cabo una exhaustiva revision
bibliografica de los componentes que se seleccionaron en el presente disefio
experimental. Dicha seleccion se realizé tomando en cuenta el fago MS2, asi como
la utilizacién del muestreador Button y los filtros de gelatina debido a que es un
método facil, eficiente y sensible para el monitoreo de microorganismos patdégenos

en el aire.

La propuesta metodoldgica aplicable a condiciones controladas de laboratorio, se
compone principalmente del siguiente arreglo experimental. 1) identificacion de la
célula hospedera, 2) preparacién de una suspension del bacteriéfago MS2 dentro
del nebulizador TSI, 3) colocar el muestreador Button (con el filtro de gelatina)
dentro de la camara (punto representativo), 4) nebulizar la suspension antes
mencionada dentro de un ambiente controlado (cAmara de contacto), 5) utilizar la
bomba AirChek® y el muestreador Button para colectar las muestras de
bioaerosoles del bacteriofago MS2 mediante succién a través de un filtro de
gelatina, 6) depositar el filtro de gelatina en una solucion buffer (PBS) para su
disolucién, 7) analisis microbioldgico de la solucion anterior llevando a cabo ensayos
control para saber si no hay una afectacion por el proceso de nebulizacion y realizar
el conteo respectivo de particulas del MS2 viables; posteriormente determinar la
recuperacion del bacteriéfago MS2 siguiendo una metodologia de siembra por la
técnica doble capa de agar, 8) llevar a cabo la lectura de las zonas de lisis (UFP/mL)
generadas por los bacteriéfagos recuperados durante el muestreo, 9) célculo de

densidad del bacteriéfago en las diferentes pruebas realizadas.
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22.1.

DIAGRAMA GENERAL DE LA METODOLOGIA.

s

Esterilizacion de material, preparacion
de reactivos y medios de cultivo.

A

.

Recuperacion, siembra y mantenimiento
de las cepas de referencia de
Escherichia coli ATCC 700891 y del
bacteriéfago MS2

d

s

\

Nebulizacion del bacteri6fago MS2
dentro de la campana

4

v

Colecta del bacteriéfago MS2 a traveés
del muestreador Button que contendra
los filtros de gelatina

Colecta directa del bacteriéfago en una

solucion buffer de fosfatos (PBS)

\

y

Disolver el filtro de gelatina dentro de
una solucion liquida de Buffer de
fosfatos (PBS)

v

Diluciones: A partir de la de la solucion
buffer que contendréa el bacteriofago
llevar a cabo diluciones seriadas de 10
hasta 10°°

!

Aplicacion de la técnica de DAL
(Double-Agar-Layer)

y

Medio sdlido: cajas Petri de agar TSA
con antibiético, el cual servira como agar
base para la técnica de doble capa.

-

Medio blando: Preparar tubos con
caldo TSB con 0.7% de agar. Y
colocarlos en bafio de agua a una
temperatura de 46-48°C para evitar su
aelificacion.

Cultivo in vitro de los virus extraidos: Al tubo
de medio blando, agregar la bacteria hospedera
que se encontrara en fase logaritmica, el
antibiético y 1 mL de la muestra directa o de la

solucién donde se diluyé el filtro. A

v



4

v

{

MUESTRA CONTROL NEGATIVO
1 mL de la muestra a antibidticos
analizar bacteria hospedera
antibidticos

bacteria hospedera

CONTROL POSITIVO
1 mL del bacteriéfago MS2
en fase logaritmica
bacteria hospedera

v

Siembra de las muestras: Agitar cada muestra
con ayuda de un vortex e incubar en bafio de
agua durante a 46-48°C. Vaciar el agar blando |«
en las cajas Petri con agar duro e incubar a 37°C

por 24 h.

\ 4

Calculo de las UFP: Contar las zonas de lisis
ocasionadas por el bacteriéfago a la célula

hospedera.
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22.2. Recuperacion de las cepas de referencia.

La cepa de referencia Escherichia coli ATCC 700891 fue proporcionada por
cientifica Senna, la cepa liofilizada fue recuperada en condiciones asépticas en 1
mL de caldo TSB con antibiético Amp/Strep, se mezclé6 perfectamente y
posteriormente se trasfirio la cepa rehidratada a un tubo de ensaye que contenia 6
mL de caldo TSB con antibiético. Seguidamente algunas gotas de esta suspension
fueron inoculadas en placas de agar TSA para obtener cultivos puros de la cepa
bacteriana, y se incubaron por 24 horas a 37 °C, las colonias en el medio de cultivo
poseen las siguientes caracteristicas macroscopicas: circulares, enteras, brillantes,

poco convexas Y transldcidas.

La cepa fue resembraba cada 7 dias, de igual manera se realizaron cultivos de
reserva de la bacteria hospedera en donde a partir de una colonia aislada en placas
de TSA se inocularon en caldo TSB con antibiético Amp/Strep y se hizo crecer en
fase logaritmica. Posteriormente se cosech6 afiadiendo glicerol en una proporcion

1:4 y se almacenaron en viales de 5 mL estos cultivos se congelan a -80°C.

La cepa del bacteri6fago MS2 (ATCC 15597-B1) de igual manera se proveen
liofilizadas por el fabricante. Para su recuperacion el liofilizado se rehidraté
afadiendo 1 mL de caldo TSB, esta suspension es considerado el stock del fago
MS2.

Previo a su recuperacion se prepard una siembra en agar TSA de la bacteria
hospedera, posteriormente se tomaron de 3-5 colonias aisladas y se inocularon en
viales con 2.5 mL de caldo TSB. Se incub6 a 37°C por 18 a 24 h, posterior a ello se
tomdé 1 mL del cultivo y se transfirid a una botella lechera que contenia la célula
hospedera en crecimiento activo (fase logaritmica). Se centrifugé a 3500 x G
durante 10 minutos y se recuperé utilizando filtros de PVD (polivinilo bifloruro) de
0.22 um, posteriormente se guardo en viales de 1 mL. Se estima que cada vial tiene
una densidad de 1x10°% particulas virales, finalmente se guardaron en

ultracongelacion a -80°C hasta su uso.
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22.3. Identificacién de la cepa hospedera Escherichia coli ATCC
700891 mediante la técnica de API 20E.

Se realiz6 la siembra por estria en cuatro cuadrantes por agotamiento de la bacteria
hospedera a partir del cultivo liofilizado, se incubd por un periodo de 24 horas a
37°C, posteriormente se tomaron de 3-5 colonias perfectamente aisladas y se
inocularon con ayuda de un palillo de madera estéril en 6 mL de solucién salina

estéril al 0.85% ajustando a 1 segun la escala nefelométrica de McFarland.

La preparaciéon de la cdmara de inoculacion del sistema API 20E se identificé con
los datos necesarios para dar un seguimiento al cultivo (Nombre de la bacteria,
fecha y quien realiz6. Se llenaron los pozos de la camara de plastico con agua
destilada para que esta proporcione el ambiente himedo necesario a la tira reactiva

con ayuda de una piseta.

Siguiendo con el andlisis, se coloco la tira reactiva de APl 20E dentro de la cAmara
de plastico y se inocularon cada uno de los microtubos con la suspension bacteriana
preparada esto con ayuda de una pipeta Pasteur estéril. Los microtubos los cuales
se encontraban marcados con un recuadro fueron llenados hasta la ctupula (CIT, VP
y GEL) mientras que los microtubos los cuales se encuentran subrayados (ADH,
ODC, LDC, H2S y URE) solamente se llenaron hasta el borde y posteriormente se
le afiadi6 1 gota de aceite mineral, este ultimo para generar un ambiente de
anaerobiosis. El resto de los microtubos fueron llenados hasta el borde y se procedié
a incubar de 18-24 horas a 37°C.

Por ultimo, se observo si ocurrié cambio de color en los microtubos al compararla
con la tabla de resultados dada por el proveedor. Para las pruebas de TDA (FeCls),
Indol (reactivo de james) y VP (KOH y Alfa Naftol) se le afadieron reactivos
complementarios para poder dar un resultado positivo o negativo. También se
realizo la prueba de oxidasa considerada una prueba complementaria, en donde se

utilizé un papel filtro y se coloco6 en una caja Petri, con ayuda de un palillo de madera
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estéril se tomd una colonia aislada del medio de cultivo que se utilizé originalmente
y se distribuy6 en el papel filtro que se encontrara previamente embebido con el

reactivo para dicha prueba (N, N-Dimetil-p-fenilendiamina).

Del conjunto del resultado se sumaron los tripletes las pruebas positivas (7 tripletes)
y se obtuvo el perfil numérico que posteriormente se buscaria en la base de datos
(Analitycal Profile Index API 20E) que dio la confirmacion final del género y especie

de la bacteria aislada.

22.4. Muestreo y recuperacion del Bacteriéfago MS2 utilizando el
muestreador Button y los filtros de gelatina en un ambiente
controlado (camara de contacto).

Se realizo la esterilizacion de medios de cultivo y material a utilizar, a partir de un
cultivo de la bacteria hospedera previamente identificado por la técnica API 20E, se
tomo una colonia perfectamente aislada y se inoculé en viales con 2.5 mL de caldo
TSB por un periodo de 16-18 horas a 37°C, después de dicho periodo de incubacion
se transfirid 1 mL de esta suspension a botellas lecheras que contenian 30 mL de
caldo TSB con antibiético (Amp/Strep) y se metieron a incubar durante un periodo

de 3 horas y media a 37°C a 80 rpm.

Se realiz6 un control negativo de referencia, este se hizo antes del muestreo para
asi evitar resultados falsos, para esto se colocaron 20 mL PBS en el nebulizador
TSIy se procedi6é a nebulizar durante un periodo de 3 minutos y medio en un vaso
de precipitado con 9 mL de PBS y se procedio a realizar la técnica de DAL que se

describe mas adelante.

Para el muestreo, el nebulizador TSI el cual fue el encargado de la generacion de
aerosoles se enjuag6 con una solucién estéril y a su contenedor se le agregaron 19
mL de solucién buffer de fosfatos y 1 mL del bacteriéfago que se encontraba en los
crioviales, finalmente este se cerrd y se esperé a muestrear. Por otro lado, se coloco
el filtro de gelatina dentro del muestreador Button previamente esterilizado, el cual
se coloc6 dentro de la camara de contacto; se procedié a cerrar la camara. El
nebulizador se conecté en el puerto de suministro lateral del lado izquierdo. La

46



bomba de muestreo para la succion de los aerosoles se conectd en el puerto de

muestreo que se encuentra en la parte superior de la camara.

Siguiendo con la metodologia se inicié con la nebulizacion para llevar a cabo el
muestreo durante un periodo de 5 minutos con 8 segundos, concluyendo dicho
tiempo de muestreo se procedio a disolver el filtro de gelatina que contiene los
bacteriéfagos recuperados en 9 mL de PBS y se procedi6 a realizar la técnica de
DAL. Para esta técnica se tomé 1 mL de la soluciéon antes mencionada y se vacio
en tubos que contenian 9 mL de PBS y se procedié a realizar diluciones seriadas
(101 -10°9).

Nota. se cambio la punta de la micropipeta utilizada al realizar cada dilucién esto
para evitar errores en la lectura.

A partir de las diluciones, se sembraron 1000 pL de las disoluciones seriadas antes
preparadas, en 6 mL de agar blando (caldo TSB con agarosa al 7%). Los cuales se
prepararon el mismo dia y se mantuvieron en un bafio de agua entre 46 y 48°C. Se
afiadio la suspension bacteriana hospedera y el antibiético Amp/Strep, se agitaron
los tubos con ayuda de un vértex y se procedid a incubar en un bafio de agua por

un periodo de 5 minutos a una temperatura de 46 y 48°C.

Posterior al periodo de incubacién el agar blando se vacié en cajas Petri
previamente identificadas, estas contenian agar TSA (medio duro) y se procedio a
homogenizar y esperar su gelificacion. Las cajas se incubaron por 24 horas a 37°C.
Posterior a la incubacién, se procedid a leer las lisis producidas a la bacteria
hospedera por el bacteri6fago recuperado durante el muestreo en la camara de
contacto.

También se realiz6 un control positivo, este se hizo al final de los muestreos, para
esto se nebuliz6 de manera directa el bacteri6fago MS2 en un vaso de precipitados
que contenia 9 mL de PBS durante un periodo de tres minutos y medio, el cual se
sembré de la misma manera que las muestras siguiendo la técnica de DAL antes

mencionada.
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23. RESULTADOS Y ANALISIS.

El sistema API 20E el cual es un sistema estandarizado que nos permite la
identificacion de Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos no exigentes,
gue incluye 21 pruebas bioquimicas miniaturizadas nos permitio verificar a la bacteria
hospedera Escherichia coli que fue utilizada en la presente metodologia. Esta prueba
se realizo periddicamente (cada semana) con el fin de verificar que el cultivo no se

contaminara y seguir trabajando con la cepa correcta.

Esta prueba fue de importancia en este proyecto y los resultados obtenidos se
resumen en la tabla 7, finalmente se obtuvo el cédigo sumando los tripletes de cada
prueba, el cddigo obtenido fue: 5-0-4-4-5-5-2 que al buscarse en la base de datos
del sistema de API 20E (Analytical Profile Index API 20) corresponde a la bacteria
Escherichia coli, por lo cual se pudo asegurar que se trabaj6 con la cepa hospedera

correcta al realizar cada prueba.
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Figura 4. Resultados de la prueba de API20E

Tabla 7. Resultados obtenidos en la tira reactiva API 20E.

Prueba Resultado
ONPG Positivo
ADH Negativo
LDC Positivo
oDC Negativo
CIT Negativo
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H2S Negativo
URE Negativo
TDA Negativo
IND Positivo
VP Negativo
GEL Negativo
GLU Positivo
MAN Positivo
INO Negativo
SOR Positivo
RHA Positivo
SAC Negativo
MEL Positivo
AMY Negativo
ARA Positivo
OoX Negativo

Para establecer el recurso metodologico para la recuperacion y deteccion en
aerosoles del bacteriéfago MS2 como virus sustituto del SARS-CoV-2 se realizaron
diferentes pruebas de cada uno de los aparatos utilizados. En el caso del
nebulizador el cual fue el encargado de la generacidén de bioaerosoles se hicieron
10 analisis para determinar el volumen maximo y minimo con el que se puede
trabajar, y es asi como se determino que el volumen a utilizar dentro del nebulizador
seria de 20 mL. También se calculé el tiempo que se tarda en nebulizar 1 mL de la
muestra que se desea aerosolizar. Estas pruebas fueron de importancia ya que por
cuestiones practicas de experimentacion se llegé a determinar que el nebulizador
TSI nebuliza 1 mL de la muestra, en un periodo de 3 minutos y medio, estas pruebas
se realizaron 20 veces por duplicado, pesando y midiendo el volumen antes y

después de aerosolizar cada cierto tiempo.
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En cuanto al muestreador Button se realizaron tres pruebas dentro de la camara de
contacto; nebulizando solamente PBS durante diferentes tiempos (3, 5y 10 min),
esto solo para verificar que el filtro no sufriera dafios tales como su desintegracion

dentro del muestreador Button al realizar el muestreo.

Figura 7. Muestreador Button dentro de la camara de contacto.
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También se realizaron pruebas de disolucién a los filtros gelatina, estas pruebas
fueron dos y se realizaron por duplicado, tratando de disolverlos de manera directa
en una solucion buffer de fosfatos (PBS). La idoneidad de estos filtros resultd ser
eficaz, ya que al entrar en contacto directo con el PBS estos comenzaban a
disolverse por completo en cuestion de minutos. Siempre que se trabajé con estos

filtros se realiz6 en condiciones asépticas para evitar la contaminacion.

Figura 9. Visualizacion del ambiente estéril con ayuda del mechero
Fisher.
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En cuanto al muestro de aerosoles los parametros se establecieron conforme a la
bibliografia investigada, se aplicaron condiciones de muestreo y recuperacion del
bacteriéfago MS2 de acuerdo a la informacion recabada. Para la simulacion del
espacio controlado se utiliz6 una camara de contacto fabricada en acrilico de 6 mm,
con dimensiones de 25 x 20 x 30 cm, que cuenta con puertos de entrada y distintos
puntos de muestreo. Dentro de la camara se llevdo a cabo la generacion de
bioaerosoles mediante la nebulizacion de particulas virales del bacteriofago MS2, el
nebulizador cuenta con un depoésito en el cual se colocé una solucién acuosa de
PBS con una cantidad conocida de particulas virales (1x10°). Una vez generados
los bioaerosoles, se procedié a la succion de los mismos a través de una bomba, la
cual se encuentra conectada al muestreador Button, dentro de este se coloco el filtro

de gelatina que captura las particulas virales.

Figura 10. Montaje de la metodologia empleada para la captura de aerosoles
dentro de la cAmara de contacto.
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Para la presente metodologia también se tomé en cuenta el flujo del muestreador
Button, el flujo del nebulizador, asi como el tiempo que le toma a este ultimo
nebulizar un mililitro de muestra. Los calculos arrojaron que para nebulizar 1 mL de
muestra dentro de la camara contacto, teniendo en cuenta los parametros

anteriormente mencionados, se requiere de un tiempo de 5 minutos con 8 segundos.

Posteriormente los filtros de gelatina se procesaron aplicando la técnica de doble
capa de agar (DAL-Double Agar Layer); los virus recuperados en la gelatina se
sembraron en un cultivo de bacterias (Escherichia coli) en su fase logaritmica,
posterior a un periodo de incubacion se realizé el conteo de las zonas de lisis

provocadas por los virus, (Tablas 8,9 y 10) y con ello se confirmd la recuperacion.

Tabla 8. Resultados de los controles positivos realizados para cada muestra y su

repeticion.

10t 102 10® 104 10° 10® 107 10%® 10°

Control positivo muestras 1y 2 I I ID 71 12 4 0 0 0

y Sus repeticiones

Control positivo muestras 3y 4 I ID 90 18 9 1 0 0

y Sus repeticiones

Control positivo muestras 5y 6 I ID 86 25 15 1 0 0

y Sus repeticiones

Nota: 1= Incontable; ID= Incontables pero distinguibles.
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Tabla 9. UFP contadas por placa después del muestreo en la cAmara de contacto.

Prueba/Dilucién 10! 102 10®* 10* 10° 10® 107 10%® 10°

Muestra 1 I 75 19 2 1 0 0 0 0
Repeticion de I 67 9 0 0 0 0 0 0

muestra 1

Muestra 2 I 63 12 2 0 0 0 0 0
Repeticion de I 77 14 2 1 0 0 0 0

muestra 2

Muestra 3 I 67 10 1 0 0 0 0 0
Repeticiéon de I 60 3 1 1 0 0 0 0

muestra 3

Muestra 4 I 58 11 1 0 0 0 0 0
Repeticion de I 82 20 2 1 0 0 0 0

muestra 4

Muestra 5 I 57 12 1 0 0 0 0 0
Repeticion de I 75 14 0 0 0 0 0 0

muestra 5

Muestra 6 I 35 3 1 0 0 0 0 0
Repeticion de I 38 5 1 0 0 0 0 0

muestra 6

Nota: I= Incontable; ID= Incontables pero distinguibles.

El conteo y observacion de las muestras para la obtencion de las UFP/ mL se
compard con un control positivo (tabla 8), este se realiz6 cada vez que se procedid
a muestrear y a analizar las muestras. Se puede observar que el tratamiento control
gue se determin6 obedece a las caracteristicas propias de la muestra control, ya
gue a medida que se encuentra el bacteriéfago purificado se observa una mayor

accion litica de las bacterias que tienen como anfitrion.
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Tabla 10. Imagenes tomadas de los ensayos realizados durante la experimentacion.

Prueba/Imagen 101 102 10-3 104 105 10-6 107 10—8 10—9
Control — Y - TN = —

Muestra 1

Repeticion
de muestra

Muestra 2

Repeticion
de muestra
2

Muestra 3
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Repeticion
de muestra
3

Muestra 4

Repeticion
de muestra
4

Muestra 5

Repeticion
de muestra
5

Muestra 6
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Repeticion
de muestra
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Los resultados se reportaron en unidades formadora de placa (UFP) por un volumen
determinado, en el caso del presente estudio solo se muestro 1 mililitro de la
solucion contenida dentro del nebulizador TSI de los cuales 19 son de PBSy 1 mL
de bacteri6fago concentrado, que se mantiene en crioviales (densidad aproximada
1x109). El factor de dilucion 10 del bacteriéfago MS2 fue seleccionado para el
conteo de las UFP debido a que las cajas Petri presentan una alta formacion de
UFP liticas, pero que nos permite su conteo para posteriormente realizar la
determinacion de las UFP/ mL mediante la ecuacion 1. Se puede observar (tabla
11) que estos varian entre cada muestra teniendo un rango entre los 3.5x10° -
8.2x103 que, al compararse con su respectivo control positivo, se puede observar

gue si existe diferencia entre las muestras y el control aplicado.

UFP/mL=(Lisis contadas)/(Factor de dilucién) x 1 mL

Ecuacion. 1

Tabla 11. Determinacion de las UFP/mL en la dilucién 102.

Prueba/Dilucion UFP/mL
Muestra 1 7.5x10°
Repeticion de muestra 1 | 6.7x10°
Muestra 2 6.3x10°
Repeticion de muestra 2 | 7.7x10°
Muestra 3 6.7x10°
Repeticion de muestra 3 | 6x10°
Muestra 4 5.8x10°
Repeticion de muestra 4 | 8.2x10°3
Muestra 5 5.7x10°
Repeticion de muestra5 | 7.5x10°
Muestra 6 3.5x103
Repeticion de muestra 6 | 3.8x10°
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Se realiz6 un andlisis estadistico, en el cual se comparé el control positivo con las
muestras realizadas en la experimentacion (tabla 12), lo que se pretende analizar
mediante este estudio, es ver si existieron diferencias entre la muestra control y el
muestreo dentro de la camara de contacto. Para la determinacion de las UFP/mL

del control positivo se utilizé de igual manera la ecuacion 1.

Tabla 12. Comparacion de las UFP/mL vs su control positivo.

CONTROL MUESTRAS
7.10E+05 7.50E+03
7.10E+05 6.70E+03
7.10E+05 6.30E+03
7.10E+05 7.70E+03
9.00E+05 6.70E+03
9.00E+05 6.00E+03
9.00E+05 5.80E+03
9.00E+05 8.20E+03
8.60E+05 5.70E+03
8.60E+05 7.50E+03
8.60E+05 3.50E+03
8.60E+05 3.80E+03
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El andlisis estadistico aplicado a este experimento fue un ANOVA, (Tablas 13y 14),
ya que este estudio nos permitiria averiguar si las diferencias entre grupos de datos
son estadisticamente significativas, ya que funciona analizando los niveles de

varianza dentro de los grupos a través de muestras tomadas en cada uno de ellos.

Se comparo el control positivo con los analisis realizados, en donde se puede
apreciar que la F critica resulto ser menor que la F calculada (4.84<1086.75405) lo
cual nos indicé en el presente estudio, que existen diferencias significativas en
cuanto al control y las pruebas. Esto tiene sentido de acuerdo a como se realizo el
muestreo de cada uno de ellos, el control se realiz6 de manera directa por lo cual
se esperaria una mayor recuperacion, mientras que las muestras fueron tomadas
dentro de un ambiente controlado (camara de contacto) utilizando los filtros de
gelatina y el muestreador Button.

Tabla 13. Analisis de varianza de dos factores con una
sola muestra por grupo.

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila 1 2 717500 358750 2.4675E+11
Fila 2 2 716700 358350 2.4732E+11
Fila 3 2 716300 358150 2.476E+11
Fila 4 2 717700 358850 2.4661E+11
Fila 5 2 906700 453350 3.9899E+11
Fila 6 2 906000 453000 3.9962E+11
Fila 7 2 905800 452900 3.998E+11
Fila 8 2 908200 454100 3.9765E+11
Fila 9 2 865700 432850 3.6491E+11
Fila 10 2 867500 433750 3.6338E+11
Fila 11 2 863500 431750 3.668E+11
Fila 12 2 863800 431900 3.6654E+11
Columna 1 12 9880000 823333.333 7296969697
Columna 2 12 75400 6283.33333 2141515.15
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Tabla 14. Andlisis de varianza.

Origen de Suma de Grados  Promedio de F Probabilidad Valor critico
las cuadrados de los cuadrados para F
variaciones libertad
Filas 3.9748E+10 11 3613434394 0.98039914 0.51279994 2.81793047
Columnas 4.0054E+12 1 4.0054E+12 1086.75405 2.3885E-12 4.84433567
Error 4.0542E+10 11 3685676818
Total 4.0857E+12 23

Por lo tanto, se puede determinar que la metodologia propuesta en este proyecto
es factible para el monitoreo de virus en el aire ya que se logra su recuperacion y
deteccion, asi como la obtencién de las UFP/ mL, ademas de que esta Ultima resulta
ser viable para el seguimiento de otros virus patdgenos como es el caso del SARS-

CoV- 2.
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24. CONCLUSIONES.

Como resultado de la investigacion bibliografica y experimental realizada, es posible
concluir que la propuesta metodolégica para la recuperacion y deteccion en
aerosoles, permite la recuperacion del bacteriéfago MS2 el cual funciona como virus
alternativo al SARS-CoV-2 y posteriormente se utilizara como un indicador en la

desinfeccién de espacios.

En cuanto al muestreador Button disefiado para mejorar las caracteristicas de
recoleccion de muestras, incluidos bioaerosoles para posteriormente realizar un
analisis de particulas virales potencialmente infectivas y filtros de gelatina resultaron
ser elementos importantes para este experimento ya que son faciles de manejar y

garantizan reproducibilidad de los resultados.

El andlisis estadistico aplicado a la propuesta experimental, arroj6 que existen
diferencias significativas entre el control positivo aplicado y las muestras tomadas
dentro de la camara de contacto, debido a que la finalidad fue comparar la
recuperacion directa (no aerosoles) del bacteriofago contra la recuperacion

mediante aerosoles.

Asi mismo las diferentes pruebas realizadas permitieron establecer las condiciones
que deben ser consideradas para su muestreo, recuperacion y cuantificacion del
fago MS2, finalmente se desarroll6 una metodologia para el muestro del

bacteriofago MS2 como virus sustituto del SARS-CoV-2 en aerosoles.
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