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RESUMEN

Introduccion. El contexto de la pandemia por COVID-19 ha aumentado el uso de
elementos de proteccion personal en profesionales de la salud. El uso constante de
mascarillas ha aumentado su escasez en instituciones hospitalarias, lo que genera
un uso prolongado de la mascarilla incrementando el riesgo de contaminacion del
EPP, por consiguiente, se vuelve imperativa la necesidad de buscar metodologias
que permitan prolongar el tiempo de vida de las mascarillas mediante su
desinfeccion pero preservando su eficacia. Objetivo. Evaluar el uso de radiacion
UVC en la reduccién de microorganismos mesoéfilos y el efecto en la estructura de
fragmentos de mascarillas KN95. Metodologia. Se realiz6 la inoculacion de
segmentos de mascarilla KN95 con tres cepas bacterianas certificadas que incluyen
Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 vy
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y dos cepas certificadas productoras de esporas
que incluyen a Bacillus subtilis ATCC 6633 y Aspergillus brasiliensis ATCC
16404. Posteriormente, los segmentos fueron expuestos a radiacion UVC con
lamparas de similares caracteristicas de intensidad de luz, manteniendo una
distancia constante en intervalos de tiempo de 1.5, 2, 5 y 10 minutos. A
continuacion, se determino la reduccion logaritmica de la desinfeccion por
radiacion. Finalmente, se evaluo el efecto de la radiacion UVC en la estructura
externa de las mascarillas KN95 usando microscopia electronica de barrido.
Resultados. Se observd una reduccion significativa del crecimiento microbiano
(99%) a partir de los 2 minutos de exposicion a radiacion UVC con mas de 1 Log.
A su vez, se presentaron efectos dafiinos a la estructura de la mascarilla a partir de

los 5 minutos de exposicion a radiacion UVC.



Conclusiones. Se concluye que el tiempo de exposicion éptimo de los fragmentos
de mascarillas KN95 a radiacion UVC es de 2 minutos, debido a que se demuestra
una reduccion significativa de la carga microbiana y se mantiene estable la

estructura de las fibras de las mascarillas.

Palabras clave: Radiacion UVC, mascarillas KN95, Eficacia, Accién germicida.



ABSTRACT

Introduction. The context of COVID-19 pandemics has increased the use of
personal protection elements in health professionals. The constant use of masks has
increased the shortages in hospitals, which generates a long-term used or reuse of
face masks increasing risk of its contamination, therefore, the need to seek
methodologies that allow prolonging the time of life of the masks through their
disinfection and effectiveness becomes imperative. Objective. Evaluate the use of
UVC radiation in the reduction of mesophilic microorganisms and effects in the
structure of KN95 masks fragments. Methodology. KN95 masks’ segments were
inoculated with three certified bacterial strains including Escherichia coli ATCC
8739, Pseudomonas  aeruginosa ATCC 9027 and Staphyloccus aureus ATCC
6538 and two spores of certified strains including Bacillus subtilis ATCC 6633 and
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. Subsequently, the segments were exposed to
UVC radiation with lamps of similar light intensity characteristics, maintaining a
constant distance at time intervals of 1.5, 2, 5 and 10 minutes. Next, the log
reduction of radiation disinfection was determined. Finally, the effect of UVC
radiation on the external structure of the KN95 masks was evaluated using scanning
electron microscopy. Results. A significant reduction in microbial growth (99%)
was observed after 2 minutes of exposure to UVC radiation with more than 1 Log.
In turn, there were damaging effects to the structure of the mask after 5 minutes of
exposure to UVC radiation, demonstrated by the presence of melting fibers and
obstructions. Conclusions. It is concluded that the optimal exposure time of the

KN95 masks fragments to UVC radiation is 2 minutes, since a significant reduction



in the microbial load is demonstrated and the structure of the mask fibers remains

stable.

Keywords: UVC radiation, KN95 masks, filtration efficiency, germicidal action.



. INTRODUCCION

Debido a la pandemia por COVID-19, el uso de elementos de proteccion personal
(EPP) como guantes, cofias y mascarillas es una practica rutinaria e indispensable,

no sélo en los profesionales de salud, sino también en la poblacion en general.

Actualmente, las disposiciones y regulaciones establecidas por el Ministerio de
Salud del Peru ante la enfermedad del COVID-19 han sido menos estrictas con
respecto al uso de EPPs en espacios abiertos o en centros de trabajos administrativos
0 que no brinden servicios de salud; no obstante, los centros de salud, hospitales,
clinicas, laboratorios, entre otros, ain deben mantener el uso de mascarillas y otros

EPPs para salvaguardar su salud®.

Debido a su uso constante, se genera la reutilizacion o uso prolongado de las
mascarillas sin un adecuado tratamiento, lo que incrementa el riesgo de
contaminacion de estos EPPs con microorganismos que pueden llegar a ser
patégenos poniendo en riesgo la salud de las personas que reutilizan estas

mascarillas?.

En base a este contexto, se realizan constantes investigaciones cuyo objetivo es
descontaminar y preservar la integridad de estos EPPs, en especial mascarillas, para
garantizar su uso prolongado y evitar la acumulacion de desechos con riesgo
bioldgico3. Los métodos de desinfeccion de mascarillas son variados, existiendo
cada vez mas aplicaciones diferentes que buscan reducir considerablemente la carga
microbioldgica de la superficie de la mascarilla, asi como mantener su integridad y
funcionalidad®. Actualmente, los métodos de desinfeccién mas utilizados son vapor

de perdxido de hidrégeno y radiacion ultravioleta tipo UVCS.



Por ese motivo, el objetivo de este trabajo de tesis se basa en evaluar el uso de
radiacion UVC en la reduccion de microorganismos mesofilos y el efecto en la

estructura de fragmentos de mascarillas KN95.



l. ANTECEDENTES

La tecnologia de descontaminacién por radiacion UVC se basa en la absorcién de
la luz UV en las células y la posterior disrupcion del material genético, sea ADN o
ARN en caso de virus y bacterias, concluyendo en la muerte celular del
microorganismo®. Las principales lesiones en el ADN son de origen directo y se
efectlan en dos bases pirimidinicas adyacentes formando compuestos como el
dimero cis-sin-ciclobutano (CPD) o fotoproductos como pirimidin (6,4) pirimidona

(6,4-PP), los cuales conllevan a la muerte celular’.

La desinfeccion por radiacion UV se encuentra en constante investigacion por su
eficacia en la reduccién de microorganismos, su importancia se incrementé por la
pandemia por COVID-19, ya que no todos los tipos de UV tienen una accion
germicida similar y existen parametros que pueden ser dafiinos para el ser humano
causando desde riesgo de irritacion en piel y ojos hasta carcinogénesis®. Estos
parametros potencialmente dafiinos de la luz UV han permitido clasificar la
radiacion UV en tres diferentes tipos®: radiacién tipo UVA, UVB y UVC. La
radiacion tipo UVA estd comprendida en los valores de 315 — 400 nm de longitud
de onda, siendo la menos efectiva en accion germicida y la mas penetrante en la
piel humana, pudiendo llegar a la dermis y causar dafios a ese nivel'°. La radiacion
tipo UVB comprendida entre 280 — 315 nm de longitud de onda puede tener accion
germicida efectiva en sus valores mas inferiores, no obstante, requiere de una mayor
cantidad de energia y, debido a que puede penetrar hasta la epidermis de la piel
humana, puede causar quemaduras severas*'. Finalmente, la radiacién tipo UVC

comprende entre 100 — 280 nm de longitud de onda, es el tipo de reaccion mas



efectivo en accidn germicida y menos dafiino para el humano ya que, en su mayoria

es absorbido en la atmésfera y no penetra profundamente en la piel humana'?.

Ademas, de acuerdo con la investigacion de Villarroel, D. y col.*3el 95% de luz UV
absorbida por un espectrofotdmetro en el pico mas alto de accion germicida sobre
vegetales correspondia a la longitud de onda de 265 nm, evidenciando que la luz
UV tipo C es la mas efectiva en cuanto a reduccién de carga microbiana®3. Por tal
motivo, se estan desarrollando tecnologia de desinfeccion por radiacion tipo UVC
por sus caracteristicas germicidas y menos penetrantes para la piel humano, por
ejemplo, camaras con lamparas UVC para desinfeccion de frutas y vegetales;
lamparas UVC colocadas en la parte superior de salas clinicas o centros
nosocomiales cuya incidencia se limita a los lados laterales del techo de estas salas
y funciona, conjuntamente, con mecanismos de ventilacién que empujan las
particulas inertes o vivas a la parte superior para ser eliminadas por la radiacion; y
la desinfeccion de EPP como mascarillas, guantes, guardapolvos en camaras con
lamparas UVC con estantes a una distancia fija de las lamparas!*. Ademas, una
investigacion desarroll6 camaras portatiles con ldmparas UVC comprobando su
efectividad en la inactivacion del virus del COVID-19 en mascarillas quirurgicas
demostrando la eficacia de la luz UVC vy del disefio compacto, portatil y de facil

uso de las cdmaras?®.

Igualmente, se ha demostrado la efectividad germicida de la radiacion UVC contra
microorganismos gque poseen mecanismos de resistencia tales como esporas, en el
caso de Aspergillus fumigatus y B. subtilis; y genes de resistencia a antibidticos
como S. aureus MRSA y Acinetobacter baumanii; generando una considerable

reduccion de la poblacion microbiana en distancias entre 2 — 5 m entre la fuente de



radiacion UVC vy la superficie contaminada por periodos de tiempos de 15
minutos®®. Asimismo, en otra investigacion se determiné que para cada
microorganismo es necesario calcular una dosis adecuada de radiacion UV
expresada en MWs/cm? obtenida a partir de la intensidad de radiacion, distancia
entre la luz y el elemento a desinfectar; y el tiempo de exposicion; por otro lado, el
tipo de microorganismo o forma bacteriana también influye en la accién de la
radiacion UV, ya que algunos son mas resistentes que otros'’. En esta investigacion,
los factores de distancia e intensidad se mantendran constantes con el fin de evitar
el aumento de variables en el trabajo experimental, por tal motivo, la dosis final se
determinara a partir del tiempo de exposicion y se evaluara el efecto en diferentes

microorganismos y formas de vida microbiana.

Actualmente, el aumento de la demanda de mascarillas y respiradores para
profesionales del sector de salud y para la poblacion en general ha ocasionado que
las importaciones de estos productos y su distribucion se genere en un mayor tiempo
que lo usual, produciendo escasez®. Si bien, las restricciones del uso de mascarillas
en espacios publicos y privados han disminuido considerablemente, aln existe el
riesgo de contraer la enfermedad y la demanda de mascarillas se ha centralizado en
los centros de salud publicos y privados asi como en los laboratorios clinicos, ya
que las autoridades nacionales mantienen obligatorio su uso en estos

establecimientos?®.

Por tal motivo, la escasez de mascarillas impulsa el habito de reutilizarlas o
prolongar su uso para protegerse contra enfermedades infecciosas como el COVID-
19, no obstante, su reutilizacion no es recomendada por el alto riesgo de contaminar

las mascarillas con microorganismos patégenos y contraer enfermedades?. Esto



conlleva a implementar métodos que prolonguen el tiempo de vida de las
mascarillas para poder ser reutilizadas o desechadas de manera méas segura, estos
métodos se concentran en la desinfeccion de mascarillas o reduccion de carga
microbiana, asi como el mantenimiento de la eficacia de filtracion de las
mascarillas®'. Por ejemplo, en el articulo de revision realizado por Alcaraz, J. et al
2021 menciona que las mascarillas clasificadas como IIR pueden lavarse hasta 10
veces 0 lavarse hasta 5 veces y luego desinfectarse hasta 5 veces por radiacion o
exposicion a dxido de etileno manteniendo sus caracteristicas fisicas y su capacidad

protectora??,

El Seguro Social de Salud del Peru, a través del Instituto de Evaluacion de
Tecnologias en Salud e Investigacion (IETSI), en el afio 2020, desarrollé una guia
para la descontaminacion de mascarillas y respiradores donde establecen tres
métodos probados efectivos para este fin, entre ellos estan: desinfeccion por vapor
de perdxido de hidrégeno (VPH), siendo el mas efectivo en accion germicida ya
que redujo la carga microbiana inoculada en un 99% de efectividad luego de una
exposicion de 20 minutos a 2 g/min de VPH vy el que menos dafios causa a la
estructura de la mascarilla incluso luego de 20 ciclos de exposicion, no obstante, es
el méas costoso para su implementacion en laboratorios; desinfeccion por radiacion
UVC, siendo un germicida efectivo pudiendo reducir entre el 90 — 99% de la carga
microbiana en una dosis de UV de 0.5 — 950 J/cm? manteniendo la distancia y el
tiempo de exposicion constantes y con efectos minimos a moderados en la
estructura de las mascarillas dependiendo de las caracteristicas de las mismas y la
cantidad de ciclos de exposicidn; y esterilizacién por autoclave, siendo efectivo en

la eliminacidn total de microorganismos a una temperatura de 60°C por 15 — 30



minutos de exposicion, pero genera la mayor cantidad de dafios en la estructura

interna de las mascarillas?2.

Un estudio ha demostrado una reduccién logaritmica mayor a 5, segun los datos
obtenidos del crecimiento de microorganismos de vida libre como S. aureus y P.
aeruginosa, luego de usar radiacién tipo UVC durante 2 minutos de exposicién en
1 ciclo de tratamiento?®. Del mismo modo, debido a la situacién actual de la
pandemia por COVID-19, se ha catalogado a la radiacion UVC como método de
descontaminacidn de mascarillas para personal de salud, demostrando que el uso de
dicho método permite mantener las caracteristicas de filtracion de la mascarilla y
reduce considerablemente la carga viral del SARS-CoV-2 demostrado mediante
RT-PCR?*. Con respecto a la integridad de la mascarilla, se ha demostrado que
luego de la exposicion a una luz UV de 40 W de intensidad por 30 minutos (15
minutos cada lado), a pesar de encontrarse cambios a nivel microscopico de la
estructura tales como degradacién o derretimiento de algunas fibras, no se observo
penetracion de particulas luego de ser probada con aerosol de cloruro de sodio
demostrando el mantenimiento en su eficacia de filtracion®. Debido a esta
evidencia mostrada, se utilizard como método de desinfeccion, en este trabajo de
tesis, a lamparas de luz UVC bajo las mismas condiciones para evaluar su capacidad

en la reduccién de carga microbiana.

Los ensayos de evaluacion de carga microbiana en las mascarillas son similares
para cualquier tipo de mascarilla o respirador que se evalle; de acuerdo con la
Norma Teécnica Peruana (NTP 329.200:2020 (Materiales Médicos. Mascarillas
quirdrgicas. Requisitos y métodos de ensayo. 12 Edicion) sobre métodos de ensayo

para mascarillas quirdrgicas y respiradores, estos elementos pueden clasificarse en



dos tipos, siendo el tipo I utilizado en pacientes o profesionales de la salud que se
encuentre fuera de un quir6fano y cuyas caracteristicas permiten la retencién del
virus, tales como las mascarillas KN95; los respiradores tipo 11 son los utilizados
por profesionales de salud que mantienen contacto con pacientes dentro de un
quir6fano, para ambos tipo el valor de carga biologica permitida es < 30 ufc/g)?°.
Asimismo, la Farmacopea Americana (USP)?" en su ultima edicion especifica los
procedimientos a seguir para la prueba de aptitud del método de recuento
microbiano de dispositivos médicos incluyendo a las mascarillas y respiradores en
esta categoria; dentro de los procedimientos explica que esta prueba debe llevarse
a cabo con indicadores bioldgicos certificados, los cuales incluyen preparacion de
indculos bacterianos, estandarizacion de indculos entre 10 — 100 ufc/mL y posterior
recuperacion de microorganismos. Entre las cepas mencionadas se cuentan con
patdgenos entéricos como E. coli ATCC 8739; patdgenos oportunistas cutaneos y
de las mucosas como S. aureus ATCC 6538 y P. aeruginosa ATCC 9027; y
microorganismos esporulados ambientales como B. subtilis ATCC 6633 y A.
brasiliensis ATCC 1640428, En este trabajo de tesis se utilizaran las cinco cepas
mencionadas anteriormente y se seguira el procedimiento de recuento microbiano

establecido por lo establecido por la USP.

Finalmente, en esta investigacion el objetivo principal es demostrar la eficacia de
desinfeccion y el efecto en la estructura de fragmentos de mascarillas KN95
inoculadas con diferentes microorganismos utilizando radiacion UVC en diferentes

tiempos de exposicion.



Il. HIPOTESIS

Si se exponen fragmento de mascarillas KN95 a radiacion tipo UVC por un tiempo
determinado entonces se obtendra una reduccion del 90 — 99% de la poblacion
microbiana inoculada en los fragmentos de mascarillas resultando en una accion
germicida eficaz y se preservaran las estructuras internas de las mascarillas luego

de exponerlas a la radiacion garantizando el correcto funcionamiento de estas.



1. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el uso de radiacion UVC en la reduccion de la carga de microorganismos

mesdfilos y su efecto en la estructura de fragmentos de mascarillas KN95.

Objetivos especificos

Establecer el tiempo de exposicidn necesario, entre los tiempos de evaluacion 1.5
min, 2 min, 5 min y 10 min, para obtener una accién germicida eficaz en fragmentos
de mascarillas KN95 inoculadas con las cepas E. coli ATCC 8739, S. aureus ATCC
6538, P. aeruginosa ATCC 9027, A. brasiliensis ATCC 16404 y B. subtilis ATCC

6633.

Describir el efecto de un ciclo de tratamiento, por cada tiempo de exposicion a UVC

evaluados, causados en la estructura y composicion de mascarillas KN95.

10



IV. MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

La presente investigacion consiste en un estudio experimental, cuantitativo y
transversal debido a que se generaron datos estadisticos obtenidos de la
cuantificacion de la desinfeccion de mascarillas KN95 expuestas a UVC medido

por la reduccidn de la carga microbiana inoculada a las muestras.

Muestra

Se utilizaron mascarillas KN95 certificadas con la norma GB2626-2006 de la marca
XO (Crawford Technology CO-, Ltd) procedente de China (Fig. 1). Dichas
mascarillas tienen la capacidad de filtrar hasta un 95% de particulas viables y no
viables. Estas mascarillas fueron cortadas en 192 fragmentos cuadrados de un
perimetro total de 4 cm para el analisis con indculos bacterianos, debido al tamafio
del equipo de desinfeccién de luz UVC y la facilidad en la manipulacion; en el caso
de analisis de estructura y composicién de mascarillas se utilizaron 15 mascarillas
KN95 completas las cuales fueron procesadas por microscopia electronica. Las
cepas certificadas de microorganismos consistieron en cuatro cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia coli ATCC 8739 y Bacillus subtilis ATCC 6633 y una cepa fungica:

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

11



]
il
K

[
. “ '-’j"

Fig. 1: Mascarillas KN95 utilizadas en el presente trabajo de tesis

Técnicas y procedimientos
Obtencidn de inéculos de los microorganismos utilizados

Para obtener los inoculos bacterianos se realizaron diluciones sucesivas para
cuantificacion de bacterias cultivables de acuerdo a la Farmacopea Americana?’.
Este procedimiento se basa en sembrar los microorganismos certificados: S. aureus
ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 9027 y E. coli ATCC 8739. Estos
microorganismos fueron adquiridos en la presentacion de KWIK-STIK™, por tal
motivo fueron sembrados por dispersion en dos placas de Agar tripticasa soya
(TSA) cada cepa, posteriormente se incubaron a 35°C por 48 horas y luego, se
recupero todo el crecimiento microbiano obtenido, de las dos placas sembradas de
cada cepa, en 100 mL de Solucién salina (SS) utilizando un asa de siembra, en un
frasco estéril correspondiendo a la suspension madre (dilucion 10°). A
continuacidn, se realizaron diluciones sucesivas 1/10, en tubos con 9 mL de SS
estéril, a partir de la suspension madre desde 10 hasta 10"1°.Finalmente se extrajo
1 mL de cada dilucién el cual fue colocado en placas por triplicado para luego
sembrar por incorporacion con TSA e incubar a 35°C por 48 — 72 horas. Al final de

la incubacion, se contaron las colonias obtenidas y se calcularon los promedios de

12



cada dilucion. Para los ensayos en esta investigacion se utilizo la dilucion que tenia

una concentracion de 10 — 100 ufc/mL de microorganismos.

Para obtener esporas, se utilizaron cepas certificadas productoras de esporas. En el
caso de B. subtilis ATCC 6633 se procedio de acuerdo a lo descrito por Setlow B.
y col.?® Para ello, se reactivo la cepa de B. subtilis en TSA, a continuacién, una de
las colonias obtenidas fue subcultivada en Caldo de esporulacion 2x Schaeffer-
Glucosa (2xSG) e incubada a 37°C y 150 rpm hasta alcanzar una fase logaritmica
(0.45 < A600 < 0.6). Posteriormente, se completd la cantidad de medio de cultivo
requerida para 250 mL y se incubd a 37°C y 150 rpm por 10 dias. Pasado el tiempo
de incubacién se procedio a confirmar la generacién de esporas mediante tincion de
verde de malaquita, para luego centrifugar el crecimiento obtenido a 4696 g en 4°C
por 25 minutos. Finalmente, de acuerdo a los descrito por Nicholson, W. y Galeano,
B., a partir del pellet obtenido se procedi6 a purificar las esporas®; para ello, se
resuspendio el pellet en una solucion 1:6 de 15 mg/mL de lisozima y solucién salina
de buffer fosfato de Dulbecco (DBPS), y se incubd a 4°C por 48 horas.
Inmediatamente después de la incubacidn, se centrifugo la suspension a 4696 g en
4°C por 25 minutos, se descarto6 el sobrenadante y el pellet resultante se enjuag6 3
veces con agua destilada estéril y se procedio a centrifugar nuevamente en las
mismas condiciones. Del mismo modo, se descartd el sobrenadante y el pellet
resultante se resuspendio en 20 mL de agua destilada esteril y se conservé a 4°C.
Debido a que no se contaba con el instrumento necesario para el conteo
microscopico de esporas, se procedié a determinar el inoculo contabilizando
colonias del microorganismo generadas por la reactivacion de la esporas Por tal

motivo, en la determinacion del inéculo, se realizaron diluciones sucesivas de

13



acuerdo a lo descrito en la obtencién de in6culos bacterianos, y se colocd 1 mL de
cada dilucion en placas por triplicado, posteriormente, se procedio a sembrar por
incorporacion con TSA para cuantificar que el indculo se encuentre entre 10 — 100
ufc/mL de microorganismos viables de acuerdo a lo mencionado en la Farmacopea

Americana (USP)?’.

Por otro lado, para el caso de la cepa fungica A.  brasiliensis ATCC 16404 se
realizd la obtencidn y reactivacion de las esporas de acuerdo a lo descrito por De
Farias, V. y col.31  Por consiguiente, se reactivo la cepa certificada en dos placas
de Agar Sabouraud Dextrosa (DSA), sembradas por dispersion, las cuales se
incubaron a temperatura ambiente por 5 — 7 dias. A continuacién, se procedio a
subcultivar el crecimiento obtenido en cinco placas de DSA, en toda la superficie
de la placa con ayuda de un hisopo, y se incubaron a 20 — 25°C por 7 — 10 dias con
el fin de promover el desarrollo de las colonias flngicas. Finalmente, con ayuda de
un asa siembra se recuperaron las esporas raspando la superficie de los hongos con
SS y se conservaron a 4°C hasta su uso. Para la determinacién del in6culo, se
procedié a realizar diluciones sucesivas a partir de la suspensién madre, a
continuacion se coloco 1 mL de cada dilucion en placas por triplicado y se sembro
por incorporacion con DSA para cuantificar que el indculo se encuentre entre 10 —

100 ufc/mL de colonias fungicas.
Inoculacion de fragmentos mascarillas KN95

Las concentraciones obtenidas de cada microorganismo fueron inoculadas en
segmentos de mascarillas de KN95 de 2 cm x 2 cm. Se inoculé 1 mL por cada

segmento, en la parte externa de la mascarilla, se dejo secar por un lapso de 5 — 10

14



minutos dentro de la cabina de bioseguridad y se utilizaron 3 segmentos por cada
intervalo de tiempo. A su vez, cada intervalo de tiempo se repitid por 3 veces

teniendo un total de 9 segmentos por cada intervalo de tiempo por cada cepa.

Desinfeccidn de fragmentos de mascarillas

El ensayo consistio de tres tratamientos agrupados de la siguiente manera: grupo

control, el cual consisti6 en:

1. El grupo control de la cepa, para ello se colocd 1 mL de los in6culos de cada
microorganismo en una placa y se sembrd por incorporacion en TSA, para el
caso de las bacterias, y en DSA, para el caso del hongo. Estas cepas no fueron
expuestas a radiacion UVC con el fin de conocer la cantidad aproximada de
microorganismos inoculados en las muestras.

2. El grupo control de la muestra, el cual se basd en colocar fragmentos de
mascarilla no inoculada y sin exposicion a radiacion UVC con la finalidad de
evidenciar que los fragmentos de mascarillas no presentan una flora microbiana
acompariante que pueda interferir en los resultados del ensayo

3. El grupo de prueba, el cual consistid en cuatro tratamientos que se diferencian
en el tiempo de exposicién a radiacion UVC de las muestras inoculadas los
cuales fueron 1.5, 2, 5 y 10 minutos utilizando cuatro lamparas UVC con las

mismas condiciones (ver tabla 1).
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TABLA1

Grupos de tratamiento

Grupo Control

Grupos de Prueba

Control de la cepa

Control de la Muestra

Tiempo de exposicion a UV

Cepa sembrada en

agar

Muestra sin inocular ni

exponer a UV

1.5

min

2 5 10

min | min min

Equipo de Desinfeccion

El equipo de Desinfeccion utilizado en este trabajo de tesis fue desarrollado por el

Mag. Andrés Flores Espinoza y su equipo de la Pontificia Universidad Catdlica del

Per( en colaboracion con la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El equipo

contaba con las siguientes caracteristicas:

e Cuatro lamparas germicidas tipo UVC de marca Philips® Modelo T18 15W

de 45 cm con sus respectivos balastos.

e Sistema computacional basado en computadora Raspberry Pi modelo 3B+

con teclado y pantalla LCD.

e Circuito electronico de potencia para el encendido de lamparas UVC basado

en 4 relés de estado solido.

e Sensor de temperatura y humedad DHT22 (AM2302).

e Sistema ILT2400 UVGI-NB de International Light Technologies® para la

rendicion de fuentes de luz germicidas UVC de 254 nm.

e Chasis de microondas marca Samsung® para la estructura del equipo.
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El equipo se conecto a una fuente de poder de 220 VAC y se procedio a utilizar el
panel LCD para controlar la cantidad de lamparas encendidas y tiempo de

exposicion (Fig. 2).

Fig. 2: Equipo de desinfeccion por radiacion UVC

Analisis de la recuperacion del crecimiento microbiano

Al finalizar la exposicion de las muestras a radiacion, el recuento microbiano se
realizd6 de acuerdo con la prueba de aptitud mencionada en la Farmacopea
Americana (USP)?’. Estas muestras se colocaron de forma individual en tubos con
10 mL de B7 donde se procedi6 a agitar suavemente, con ayuda de un vortex, para
desprender los microorganismos adheridos a las muestras. A continuacién, se
sembrd por incorporacion 1 mL de esta suspension en TSA. Las placas fueron
incubadas a 35°C por 3 — 5 dias manteniendo una observacion constante del
crecimiento bacteriano. Las esporas aisladas de las cepas certificadas fueron
tratadas de la misma manera que se menciona anteriormente, el conteo se realizé a
partir de los microorganismos que se recuperaron de las esporas que se mantuvieron
viables luego de la exposicion a la radiacién UVC. Finalmente, se registraron los

resultados y se calculd el porcentaje de recuperacion de microorganismos con
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respecto al control de la cepa descrito en el punto anterior, asimismo, se procedio a

calcular el logaritmo de la reduccidén microbiana obtenida para fines gréaficos.

Anadlisis de la estructura de las mascarillas KN95

Para poder establecer que la exposicion al tiempo de radiacion UVC genera efectos
negativos en la composicion fisica de la mascarilla estas muestras fueron expuestas
a radiacion UVC en los diferentes intervalos de tiempo descritos anteriormente por
la parte externa. Es asi como, las muestras se agruparon en los siguientes
tratamientos: control, el cual consistié en tres muestras que no han sido expuestas
a radiacion UVC; y grupo de prueba los cuales consistieron en exponer tres
muestras en cada intervalo de tiempo evaluado utilizando mascarillas sin agregarle
ImL de SS estéril y fragmentos de mascarillas KN95 agregando 1 mL de SS estéril
igualando las condiciones de los fragmentos de mascarillas con indculos
bacterianos. A continuacién, para el analisis morfolégico de las mascarillas se
emplearon segmentos de la parte externa de la mascarilla elegidos aleatoriamente y
la sefial proveniente del detector de electrones secundario acoplado al microscopio
electrénico de barrido FEI modelo Quanta 650 proveniente de Alemania. La
adquisicion de imagenes se realiz6 a distintas ampliaciones (50x, 100x y 200x) y
fue operada a 15KV con la finalidad de visualizar la estructura polimérica de cada
capa en cada muestra. Todas las medidas fueron tomadas en una camara con
ambiente vacio, y previamente cada muestra fue ubicada en una porta-muestra de
aluminio y fijada con la ayuda de una cinta adhesiva de carbono para posteriormente
cubrir la muestra con una fina capa de oro con el objetivo de mejorar la adquisicion
de las imégenes. El analisis de las estructuras internas observadas fue clasificado

cualitativamente con una puntuacién del 0 al 3 utilizando campos seleccionados
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aleatoriamente de la mascarilla. Esta clasificacion fue propuesta para efectos del
presente estudio por autoria propia, siendo O la ausencia de alteraciones en las
estructuras y 3 presencia de varias alteraciones en las estructuras internas de las
mascarillas. Las alteraciones mas resaltantes para evaluar fueron aquellas
especificadas por Ogbuoji, E. y col.?: deformaciones de los tejidos, derretimiento
de las fibras, aglomeraciones excesivas de las fibras y presencia de orificios o

dilataciones de las fibras.
Anadlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico de los resultados utilizando las pruebas de analisis
de varianza y t de Student para muestras relacionadas entre el control y los tiempos
de exposicion a UV considerados en este estudio, se establecio que el valorde p
<0.05 aceptaba la hipdtesis de que los porcentajes de recuperacion obtenidos
en las muestras presentan varianzas homogéneas y son significativamente
diferentes entre si y con respecto al control. Asimismo, se realizé el calculo de
reduccion logaritmica para poder graficar el comportamiento de los datos obtenidos
y determinar, segiin Ontiveros, C. et al 2021, si la accion germicida es eficaz al
reducir 1 o mas escalas logaritmicas el crecimiento microbiano resultante del
control y luego de la exposicion a radiacion?®. Para el caso del analisis de la
estructura de mascarilla, se realizé la comparacion de las iméagenes obtenidas de los
tratamientos con respecto al control y se describieron las observaciones obtenidas

realizando una puntuacién del 0 al 3 tal como se ha descrito anteriormente.
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V. RESULTADOS
Obtencion de indculos bacterianos

Los indculos bacterianos cuya concentracion se encontraba entre 10 — 100 UFC/mL
fueron determinados en la dilucion 108 a partir de la suspension madre preparada
de acuerdo con la metodologia; por otro lado, la concentracion de esporas deseada

se obtuvo en la dilucion 107 (ver anexo 2 y tabla 2).
Tabla 2

Conteo de los indculos bacterianos entre las diluciones 107 — 10710

Conteo por diluciones (UFC/mL)
Cepas Placa

10”7 108 10° | 1010

1 458 41 5 0
Escherichia coli

2 465 45 7 1

ATCC 8739
3 487 39 4 0
Prom. | 470 42 5 0
1 247 25 2 0
Pseudomonas aeruginosa 2 233 27 5 0
ATCC 9027 3 214 25 4 1
Prom. 231 26 4 0
1 368 33 3 1
Staphylococcus aureus 2 341 38 8 0
ATCC 6538 3 333 45 7 1
Prom. 347 39 6 1
1 29 2 0 0

Bacillus subtilis

2 33 1 1 0

ATCC 6633
3 28 1 0 0
Prom. 30 1 0 0
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1 14 0 0 0

Aspergillus brasiliensis 2 16 0 0 0
ATCC 16404 3 18 1 0 0
Prom. 16 0 0 0

Anélisis de crecimiento microbiano recuperado después de la desinfeccion de

mascarillas

Los resultados indican que existe una reduccién considerable de la carga
microbiana a partir de los 2 minutos de exposicion utilizando 4 ldamparas UV con
las mismas caracteristicas (ver anexo 2). Todos los microorganismos utilizados
presentan una reduccion en el recuento de los grupos de prueba con respecto al
grupo control y, en su mayoria, eliminacion total de los in6culos a partir de los dos
minutos de exposicién a la luz UVC, demostrando que la penetracion de la radiacion

sobre las superficies de mascarillas KN95 es efectiva como desinfectante (tabla 3).
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Tabla 3

Promedio de la recuperacion microbiana obtenido después de la desinfeccion de mascarillas por radiacion UV (I1C 95%)

Cepas Promedio Conteo promedio segun tiempo de exposicion a UV (UFC)
Control 1.5 | Valor 2 Valor 5 Valor 10 Valor
(SinUV) | min p* min p min p min p
Control (Sin 3 piezas 0 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
in6culo)
E. coli ATCC 9 piezas 38 8 0.04 0 0.01 0 0.01 0 0.01
8739
P. aeruginosa 9 piezas 28 4 0.01 0 0.03 0 0.02 0 0.02
ATCC 9027
S. aureus ATCC 9 piezas 38 8 0.03 0 0.01 0 0.03 0 0.03
6538
B. subtilis ATCC 9 piezas 26 4 0.02 0 0.03 0 0.03 0 0.03
6633
A. brasiliensis 9 piezas 19 1 0.01 0 0.01 0 0.00 0 0.00
ATCC 16404

*Valor p obtenido de la prueba t de Student para muestras relacionadas entre el control y cada uno de los tratamientos de desinfeccion

UV realizados (IC 95%).
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Tabla 4

Logaritmo del crecimiento bacteriano

Célculo logaritmico
Cepas Promedio "Control (Sin [ 1.5 min | 2 min 5 min 10 min
uv)
E. coli ATCC 8739 9 piezas 1.58 0.9 0 0 0
P. aeruginosa ATCC 9027 | 9 piezas 1.45 0.6 0 0 0
S. aureus ATCC 6538 9 piezas 1.58 0.9 0 0 0
B. subtilis ATCC 6633 9 piezas 1.41 0.6 0 0 0
A. brasiliensis ATCC 16404 | 9 piezas 1.28 0 0 0 0
1.8
1.6
1.4
@
9 1.2
E . —e—E. coli
% P. aeruginosa
° 038
E S. aureus
S 0.6 B. subtilis
% 0.4 —@— A. brasiliensis
(@]
0.2
0 ° ® 10;0
0 2 4 6 8 10 12
-0.2

Tiempo de exposicion a UV (minutos)

Figura 3. Reduccion logaritmica del crecimiento microbiano

Segun el calculo logaritmico podemos deducir que la reduccién de 1 o mas
logaritmos en el crecimiento bacteriano se obtiene a partir de los 2 minutos de

exposicion a radiacion UVC en los microorganismos E. coli ATCC 8739, P.
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aeruginosa ATCC 9027, S. aureus ATCC 6538 B. subtilis ATCC 6633. Por otra
parte, el hongo A. brasiliensis ATCC 16404 muestra dicha reduccion de
crecimiento microbiano a partir del minuto 1.5 siendo el méas sensible a la
exposicion a radiacion UVC. Esta diferencia puede estar relacionada a la fisiologia
de cada microorganismo, las esporas fungicas son estructuras reproductivas de los
hongos, formadas por dos capas de membrana que engloban un espacio
citoplasmatico que puede contener vacuolas, mitocondrias, cuerpos de inclusion y
granulos intracitoplasmaticos®?; a diferencia de las esporas bacterianas formadas
por un protoplasto con membranas definidas y ribosomas evidenciados
internamente, asimismo, conforman estructuras de resistencia ante condiciones

ambientales adversas®? (tabla 4, figura 3).

Por otro lado, se realizo el analisis estadistico entre los datos obtenidos (tabla 5).
Los resultados estadisticos obtenidos para todos los microorganismos muestran que
existen diferencias significativas entre los resultados del control con cada uno de
los tratamientos realizados (p < 0.05) (tabla 3). Es decir, estadisticamente, la
radiacion UVC utilizada es eficaz a partir del minuto 1.5 como accion desinfectante
para los microorganismos evaluados. No obstante, se debe tomar en cuenta, de
acuerdo con la bibliografia, la reduccion logaritmica y el porcentaje de reduccion

real comparando el crecimiento luego de la exposicion con respecto al control.
Analisis de la estructura de la mascarilla KN95

Finalmente se realizé el analisis de la estructura de la mascarilla KN95 luego de ser
expuesta a la radiacion UVC. Esto debido a que la radiacion, el calor y el tiempo

de exposicion pueden afectar la estructura fibrilar de la mascarilla reduciendo su
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capacidad para filtrar, por lo que no podria considerarse como un método eficaz

para usarse como accion germicida.

La valoracion del efecto del UVC en las mascarillas KN95 no muestra diferencias
entre las mascarillas a las que se les agregd SS y aquellas que no se le agrego dicha
solucion, es decir, que la presencia del inoculo bacteriano en las mascarillas KN95
utilizadas durante el ensayo de accion germicida del UVC no afecta

significativamente en la estructura del elemento de proteccidn personal (Tabla 5).

Tabla 5

Valoracion del efecto de la radiacion UV en la estructura de las mascarillas

KN95
Tiempo de exposicion
Muestra 1.5 min 2 min 5 min 10 min
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2
A* 0 0 0 0 0 0 1 1 2 2 3
B** 0 0 0 0 0 0 1 1 1 2 2

*Corresponde a una mascarilla KN95 sin  agregar SS  estéril.

**Corresponde a una mascarilla KN95 agregando 1mL de SS estéril

Por otro lado, el dafio estructural en la escala 0 a 3 nos indica que las puntuaciones
de “0” corresponden a la ausencia de dafio estructural en los campos vistos al
microscopio; las escalas valoradas como “1” y “2” indican presencia de dafios
minimos presentados tales como engrosamiento de las fibras, leve derretimiento y
ausencia de obstruccién; finalmente la escala 3 indic6 la presencia de derretimiento

moderado de las fibras y obstrucciones. De acuerdo con ello, obtenemos que a partir
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del tiempo de exposicién de 5 minutos se comienza a visualizar dafios en la

estructura de la mascarilla y siendo el tiempo 10 minutos donde se observan

caracteristicas de la escala 3 siendo perjudicial para el correcto funcionamiento de

las mascarillas.

Control (Sin

Muestra A

2 min

Muestra B

2 min

Figura 4: Imagenes de mic

mascarilla luego de la exposicion a UV

roscopia electronica representativas de las fibras de la
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VI. DISCUSION

La radiacion ultravioleta se ha utilizado como instrumento germicida desde hace
varios afos, esto debido a que es capaz de penetrar células microbianas y particulas
virales degradando el material genético y evitando la replicacion y propagacion de
agentes patdgenos, principalmente se han desarrollado equipos que permiten la
reduccion de carga microbiana en ambientes hospitalarios donde se busca
establecer dosis de UVC que sean altamente efectivas y no dafiinas para el ser
humano3* . En esta adaptacion, se ha observado incluso que es efectiva en la
eliminacién de microorganismos como Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella
pneumoniae, y Clostridium difficile, siendo apto para reducir no solo estadios
viables bacterianos sino también estructuras bacterianas resistentes como las
esporas®, asi como también ha sido demostrado en esta investigacion al utilizar

Bacillus subtilis ATCC 6633.

En este trabajo de investigacion es relevante que se pueda reproducir esta
metodologia para otras cepas microbianas y comparar los resultados obtenidos. Por
ello, el uso de diferentes microorganismos, otorga variabilidad al ensayo y permite
evaluar la recuperacion microbiana luego de exposicién a UVC con respecto a cada
cepa, es asi que, se utilizan cepas patdégenas como E. coli, P. aeruginosa, S. aureus;
asi como cepas ambientales tales como Bacillus subtilis y Aspergillus brasiliensis®®.
Por tal motivo, el uso de cepas certificadas ATCC, otorga confiabilidad al ensayo
realizado debido a las caracteristicas intrinsecas de las cepas, los resultados
obtenidos demuestran que la radiacién UVC es eficaz como germicida, debido a

gue los microorganismos son susceptibles a exposicion de la radiacién en los
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tiempos evaluados, lo que refuerza la idea de obtener mascarillas

descontaminadas®’.

En el presente estudio se emplearon fragmentos de mascarillas de la misma marca
durante todo el proceso de analisis, no obstante, el procesamiento de las muestras
fue poco convencional y se opto por ello debido a las dimensiones del equipo y la
facilidad de manipulacion. EI empleo de cortes de mascarillas son practicas
habituales de las industrias farmacéuticas para analizar la calidad microbiolégica
de los dispositivos médicos®, pero puede resultar una limitante para el analisis
correcto de la desinfeccion, debido a que la cepa no puede propagarse en la totalidad
de la superficie de la mascarilla. EI uso de mascarillas completas y un equipo de luz
UVC con caracteristicas mas sofisticadas permiten evaluar la inactivacion del
microorganismo por cada capa de la mascarilla desde la superficie hasta la capa
interna, asimismo, brinda un panorama mas amplio de la distribucion de la carga
microbiana en toda la mascarilla pudiendo establecer los puntos de contaminacion
en la parte superior, media o inferior3®. Por consiguiente, si bien el ensayo realizado
en esta tesis con fragmentos mascarillas nos generé datos significativos de la accién
germicida de la luz UVC, es necesario realizar un escalamiento del ensayo con

mascarillas completas y un equipo de mayor alcance.

Un factor importante a considerar es la dosis de UVC requerida en los métodos de
desinfeccion; en esta investigacion la dosis de radiacion no ha sido calculada debido
a que faltaban factores de potencia y energia necesarios para el calculo pero se han
mantenido los mismos parametros de distancia, cantidad de ldmparas UVC usadas
e intensidad de luz debido a que el objetivo del ensayo era encontrar diferencias con

respecto a las cepas utilizadas, por otro lado, otras investigaciones determinan dosis
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optimas de luz UVC para cada tipo de microorganismo evaluado estableciendo
rangos que garanticen la desinfeccion mas eficaz posible’. El efecto mas
significativo de no considerar estos datos en esta tesis es de no poder demostrar que
las cepas utilizadas fueron eliminadas por una alta dosis de UVC o si existe una
diferencia significativa entre las cepas con respecto al tiempo de exposicion
considerando la dosis como un factor constante. Por otro lado el valor de la dosis
de UVC puede darnos alcances en futuras investigaciones sobre la accion germicida
mas eficaz de la radiacion UVC. Por ejemplo, se ha demostrado que la aplicacion
de dosis entre 20000 J/m2 y 40000 J/m2 reduce significativamente la carga

microbiana en la superficie externa de los materiales®!.

El tipo de radiacion también es un factor relevante en la decision de usar métodos
de desinfeccidn seguros, en esta investigacion la luz UV evaluada es de tipo C, si
bien es eficaz en su accion germicida también tiene un efecto casi inocuo sobre la
piel humana, reduciendo posibles dafios a la salud; en contraste, investigaciones
sostienen que la luz UV-A puede también utilizarse como germicida en una
longitud de onda de 365 nm, sin embargo, puede ser dafiina para la salud humana*?.
Estos hallazgos permiten dilucidar otras adaptaciones a partir de los resultados
presentados en esta investigacion con el fin de mejorar los modelos tecnoldgicos de

radiacion UV para desinfeccion de elementos de proteccidn personal.

En otro estudio, se compard la efectividad de la radiacion UVC en la reduccion de
un inoculo de esporas de Geobacillus stearothermophilus , microorganismo
parecido en caracteristicas de resistencia a Bacillus subtilis, en marcarillas con el
uso de luz UVC , obteniendo una reduccion significativa, similar en ambos

tratamientos, de 5 Log utilizando una dosis de 1.1 J/cm? permitiendo la
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reutilizacion de dichas mascarillas*® . Ademas, cabe resaltar que la inactivacion de
esporas por parte de la luz UVC ha sido demostrado en bacterias como Bacillus
cereus utilizando una dosis de 5 mW/cm? por 60 minutos, disminuyendo el tiempo
a medida que se aumenta la dosis, llegando a tener una reduccion aproximada de 4
Log usando 25 mW/cm? en 10 minutos*; asimismo, se ha observado un
comportamiento similar en cepas fungicas de la cepa Rhizopus oryzae consiguiendo
una reduccion logaritmica de 4 Log luego de 10 minutos de exposicién a UVC*,
Estos hallazgos difieren con los el tiempo de 2 minutos obtenido en este trabajo de
tesis para las cepasde B. subtilis y A. brasiliensis; si bien, las metodologias
utilizadas garantizaban la obtencion de esporas se sugiere el uso imperativo de
técnicas como microscopia 0 conteo en cdmaras de neubauer para garantizar su

correcto aislamiento y uso en el presente trabajo de tesis.

El andlisis estructural de la mascarilla en esta investigacion permite brindar un
alcance inicial para futuras investigaciones que busquen profundizar los efectos
colaterales de la constante exposicidn de las mascarillas KN95 a la radiacion UV.
Factores como el calor, la intensidad de luz, distancia, entre otros, son
determinantes al momento de evaluar el efecto fisico producido en las mascarillas.
En el presente estudio, se ha demostrado que una exposicion prolongada a radiacion
UV, a partir de los 5 minutos, genera la aparicion de dafios estructurales tales como
derretimiento de las fibras, obstrucciones o rompimiento; otras investigaciones
apoyan este resultado demostrando que una dosis inicial de UV, correspondiente a
1 J/cm?, donde se colocaron mascarillas a radiacion tipo UVC a 30 cm de distancia
por 5 minutos, generd la presencia de cambios estructurales en las fibras

disminuyendo eficacia y hermeticidad en las capas externas, media e interna a pesar
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de ser del mismo material*®. Asimismo, se deberia considerar analizar la estructura
de la mascarilla no s6lo inoculando B7 estéril como se realizé en este trabajo, sino
también inoculando cepas para observar si existen diferencias en el dafio estructural
causado por sustancias organicas el cual no fue considerado en este estudio por el

tiempo permitido de uso del equipo de desinfeccion.

Otra investigacién compard los diferentes grados de degradacion de las capas de las
mascarillas luego de ser irradiadas por UV, y estas modificaciones se fueron
intensificando a medida que exponian las mascarillas a mayor tiempo. La
investigacion mostr6 que si bien toda la mascarilla esta compuesta por
polipropileno, las diferentes capas se degradan de manera gradual y diferida luego

de la radiacion?’.

Esta informacidn sugiere el desarrollo de méas estudios que deben complementar a
los resultados en este trabajo de tesis, por ejemplo, investigaciones basadas en el
calculo de dosis de UVC para establecer la accion germicida mas eficaz e inocua
para el ser humano; y aquella que esté relacionada con evitar cambios estructurales
significativos en las mascarillas complementandose con un andlisis fisico mediante
microscopia electrénica y espectroscopia para observar el efecto sobre las fibras de
las mascarillas; asi como un andlisis quimico de los componentes de las mascarillas
que establezca una correlacién en la disminucion o incrementos de los compuestos

guimicos con los cambios estructurales y la eficacia de filtracion.
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VII. CONCLUSIONES

El anélisis por tratamientos indica que el tiempo de exposicion de los fragmentos
de mascarillas a luz UVC con efecto germicida eficaz es a partir de los 2 minutos
de exposicion obteniendo una reduccion logaritmica mayor a 1 para las cepas de B.
subtilis ATCC 663, A. brasiliensis ATCC 16404, E. coli ATCC 8739, P.
aeurginosa ATCC 9027 y S. aureus ATCC 6538.

En el analisis por microscopia se resalta la presencia de defectos del material
ocasionado a partir de los 5 minutos de exposicién a radiacién UVC evidenciandose
derretimiento de fibras y obstrucciones. Los tiempos de exposicion de 1,5y 2

minutos no presentaron efectos significativos.
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VIill. RECOMENDACIONES

Se recomienda profundizar los resultados de esta investigacion con respecto a las
dosis de UV requeridas para una mejor eficacia de accion germicida a diferentes
tipos de microorganismos, incluyendo virus como el SARS-CoV-2, y aquella dosis
de UV que tenga una accion germicida de amplio espectro y que mantenga su
caracteristica inocua para la salud de las personas. . Asimismo, se promueve la
investigacion del efecto de radiacion UV en la estructura de la mascarilla en las tres
capas que lo componen pudiendo incluir no sélo analisis microscépico sino también

quimico y de uso diario para comparar los resultados obtenidos.
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X. ANEXOS

Anexo 1

Esquema de trabajo para la obtencion de in6culos bacterianos

Para el caso de las bacterias que no producen esporas se obtendran los inoculos mediante diluciones sucesivas (Corral, A,
er al 2012). El indculo a utilizar debe ser de 10 — 100 ufe/mL

Recuperacion ¢n 100

T —mLde BT La reactivacion y siembra de estos microorganismos
> se realizara en Agar Tripticasa Soya (TSA) a 35°C
\ i > y por 24 — 48 horas. Las recuperacion y diluciones se
- N | i realizaran utilizando Suero fisiolégico (SS) o Buffer
Reaclili;/]ar Zepa Siembra en dos  Syspension madre Fosfato pH 7.2 (B7).
o placas de TSA (10°)
I mL 'EL = wL 1 O —» Realizar diluciones hasta 10-'9

Inocular 1 mL de cada dilucion en placas por
o=y = — + triplicado y sembrar por incorporacion. Incubar y
< -3 > contar el crecimiento obtenido.

Suspension W =

e ] 1 ] ] ] _—
e - - -
et

Anexo 2. Esquema de trabajo para la obtencion de esporas a partir de cepas

certificadas

Bacillus subtilis ATCC 6633

La obtencion de esporas de Bacillus subrtilis ATCC 6633, se realizara segun Nicholson. W. er o/ 2003. El méculo a utilizar
debe ser de 10 — 100 ufe/mL obtemido luego de reactivar las esporas. La reactivacion y siembra de las esporas se realizard
en medio de esporulacién 2x Schaeffer-Glucosa (2xSG) a 37°C.

2 ~
Incubar 3 37°Ca 150 w“;"{;?(‘»

3e = A

» Incubara 37°Ca 150 | * iy
, g rpen por 10 dias o e . =
~ LA O

esténl

. Ideatificar presencia de
Reactivarcepa  Sembrar en 2xSG \/ S
certificada. ] Sy g
Determinar fase logaritmica —
(0.45 < A600 < 0.6)
Enjuagar 3
. veces con H,O
Resuspender pellet en una oy
— de lisozima y solucién pocrds h
: Resuspender esporas
salina de buffer fosfato de Centrifugar 4696 g x en 20 mL de H\O
: Centrifugar 4696 g x Dulbecco (DBPS) g .
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Aspegillus brasiliensis ATCC 16404

Para las esporas de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 se obtendrin de acuerdo a De Fanas, V. ef o/ 2010. El mméculo
final a utilizar debe ser de 10 - 100 ufc/ml luego de reactivar las esporas.

‘ I . & 2 & La reactivacion y siembra de estos microorgamsmos

- S & se realizard en Agar Sabouraud Dextrosa (DSA) a 20
Reactivar cepa é b- - -25°C
certificada Siembra en u.nco
placas de DSA
Incubar a 20 - 25°C

por 7~ 10 dias

.
Verificar el @‘ . i l

crecimiento obtenido Recuperar B7 con

Desprender esporas con esporas. Suspension
asa de siembra y B7 madre (107)
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Anexo 3

Conteo de indculos bacterianos y esporas obtenidas por diluciones sucesivas

Conteo por diluciones (UFC/mL)

Cepas Placa

100 10T | 102 | 10° | 10% | 10° | 10° | 107 | 10° | 10° | 100
1 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 458 41 5 0

Escherichia coli
ATCC 8739 2 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 465 45 7 1
3 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 487 39 4 0
pseudomonas | L | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 247 25 2 0
aeruginosa 2 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 233 27 5 0
ATCC 9027 3 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 214 25 4 1
Staphylococcus | | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 368 33 3 1
aureus 2 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 341 38 8 0
ATCC 6538 3 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 333 45 7 1
1 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 257 29 2 0 0

Bacillus subtilis
ATCC 6633 2 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 247 33 1 1 0
3 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 266 28 1 0 0
Aspergillus 1 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 192 14 0 0 0
brasiliensis 2 | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 185 16 0 0 0
ATCC 16404 37 T INPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | 179 18 1 0 0

*MNPC: Muy numeroso para contar
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Recuperacion del crecimiento microbiano después de la desinfeccidn de fragmentos de

Anexo 4

mascarillas

Cepas

Repeticion

Conteo segun tiempo de exposicion a UV (UFC)
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