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La propagacion del COVID-19en entornos de atencién médica es preocupante, y los
trabajadores de la salud representan un porcentaje desproporcionadamente alto de casos
confirmados. Aunque se ha encontrado que elvirus SARS-CoV-2 persiste en las superficies
durante varios dias, la extension y duracion en los fomites como modo de transmision,
particularmente en entornos sanitarios, no ha sido caracterizada por completo. Para arrojar luz
sobre este asunto critico, el presente estudio proporcionala primera evaluacion integral de la
estabilidad del SARS-CoV-2 en equipo de proteccion personal (EPP) experimentalmente
contaminado ampliamente utilizado por los trabajadores de la salud y el publico en general. Se
controld la persistencia delvirus viable durante 21 dias en ocho materiales, incluidos guantes
de nitrilo para exdmenes médicos, guantes reforzados resistentes a productos quimicos,
respiradores N-95y mascaras respiratorias para particulas N-100, Tyvek (traje encapsulado),
plastico, algoddn y aceroinoxidable. A diferencia de los informes anteriores, la estabilidad del
SARS-CoV-2en presenciade unacarga de suelo (carga basal), persistié hasta 21 dias enforma
experimentalen el EPP inoculado, incluidos los materiales de los respiradores con careta
filtrante (mascaras N-95 y N-100) y una viserade plastico. Por el contrario, cuando se aplica a
una tela de 100% algoddn, el virus sufre una rapida degradacion y se vuelve indetectable por
pruebadeTCIDs, en 24 horas. Estos hallazgos subrayan la importancia del manejo apropiado
del EPP contaminado durante y después deluso en entornos de alto riesgo y proporcionan
informacién interesante sobre la utilidad potencial del algoddn para limitar la transmisidon de
COVID-19.

Desde su aparicidon en China a fines de 2019, la propagacién sin precedentes del SARS-CoV-2
ha llevado a la declaracién de una pandemia por la Organizacién Mundial de la Salud. El papel
de los entornos sanitarios en la propagacién de este virus es de particular preocupacion, ya
gue los trabajadores de la salud han representado un nimero desproporcionadamente alto de
casos confirmados enlos primeros meses de la pandemia COVID-19'3. Se observaron
tendencias similares en el brote de SARS del 2003, donde los trabajadores de la salud
representaron aproximadamenteel20 % de los casos®.

Entre las muchas preguntas que aln no se han abordado adecuadamente sobre los modos de
transmisién del COVID-19, se encuentran los relacionados con la propagacién a partir de



fomitesy la contaminacion ambiental. En los entornos sanitarios en particular, numerosas
superficies, que van desde las manijas de las puertas hasta las batas y guantes desechables
pueden contaminarse con las gotas de secreciones infecciosas vertidas por personas
infectadas. Ademas, la escasez mundial de equipos de proteccién personal (EPP) puede
resultar en que los articulos destinados aun solo uso se reutilicen o usen durante periodos
mas largos de lo recomendado®. Esto, asuvez, puede aumentarla posibilidad de
contaminacion viral y posterior propagacion. Un entendimiento de la estabilidad ambientaly la
persistenciadel SARS-CoV-2en los EPP contaminados puede tenerimpactos profundos sobre
el manejo de los articulos reutilizables y de un solo uso, durante el usoy después deluso.

El presente estudio tuvo como objetivo determinarla estabilidad del SARS-CoV-2inoculado
experimentalmente en las superficies de los EPP ampliamente encontrados porlos
trabajadores de la salud y la poblacién en general. Nuestros hallazgos subrayan la importancia
de un manejoadecuado de los EPP contaminados después de su uso, y proporcionan una
interesante informacién sobre la utilidad potencial de las mascarillas de algoddn para limitar la
transmision de COVID-19.

Materiales y métodos

Cultivo celulary virus. Se preparé en células VeroE6, 3 cepas existentes en stock de SARS-CoV-
2 (hCoV-19/ Canada / ON-VID0O-01/2020, GISAID nimero de acceso EPI_ISL_425177), como se
describid anteriormente®. Lavaloracidn final delstock viral y todos los eluidos experimentales
se calcularon mediante el ensayo de dosis infecciosa de cultivo de tejidosal 50 % (TCIDs,) en
células Vero E6, en un formato de placa de 96 pocillos utilizando el método de Reedy
Muench’. Dado que el SARS-CoV-2se clasifica como patdgeno delgrupo de riesgo 3, todos los
procedimientos experimentales se llevaron a cabo en un laboratorio de alta contencién, enel
Laboratorio de Microbiologia en Winnipeg, Canada.

Pruebe las superficies. Ocho materiales, que representan unagamade superficies ambientales
gue se encuentran cominmente en las instalaciones sanitarias, se incluyeron en este estudio,
con un enfoque particular en equipos de proteccién personal. Estas incluyeron guantes de
nitrilo para examenes médicos, guantes reforzados resistentes a productos quimicos,
mascarillas de respiraciéon particuladas N-95y N-100, overoles Tyvek, plastico de los
protectores faciales, algodén pesado (100%) y acero inoxidable (Tabla 1).

Se obtuvieron cupones de acero inoxidable cortados de 1 cm?2 directamente delfabricante y se
esterilizaron como se describe anteriormente?. Los cupones de todos los demas materiales
experimentales se cortaronin situ a 1,4 cm?y se esterilizaron con 2 Mrads de radiacion gamma
antesde su uso.



Test Material Diescription Manufacturer/Source

Porosity

Stainless Steel Stainless Steel (10 mm, ATSI 430) Klassen Manufacturing, Winnipeg Canada Mon-porous
Plastic face shield ].)é:'lﬁ;‘i‘: face shield from PAPR Hood Assembly (BE- 3 M, Saint Paul, Minnesota Mon-porous
Mitrile gloves Mitrile Gloves (KiC55081) Kimberly-Clark Professional™, Irving, Texas | Mon-porous
Chemical gloves igh"n;_jfﬂ resistant, reinforced nitrile gloves (AlphaTec Ansell, Melbourne, AUS Mon-porous
Tyvek Tyvek 400 Coveralls (TY1255WH) DuPont, Wilmington, Delaware Porous
Mask 1 :‘Ei:'qia_'t:'_']“lal" Filter Respirator and Surgical Mask Kimberly-Clark Professional, Irving, Texas Porous
Mlask 2 M-100 Particulate Respirator (3M8233) 3 M, Saint Paul, Minnesota Porous
Cotton Heavy Cotton T Shirt Fruit of the Loom, Bowling Green, Kentucky | Porous

Table 1. Comprehensive descriptions of materials used for assessment of SARS-CoV-2 environmental

persistence.

Inoculaciony muestreo experimental. Elindculo experimental consistié en virus de stock
(titulo = 7.88 LogTCIDso/ mL) preparado en una carga de suelo tripartita segiinla norma ASTM?®
gue contiene mucina (Sigma# M3895), albumina de suero bovino (Sigma# A1933) y triptona
(Sigma #T7293), para representarlos componentes orgdnicos de los liquidos tipicos que
contienen elvirus, vertidos por los individuos infectados??. Diez microlitros de la suspension de
virus resultante se agregaron mediante una pipeta de desplazamiento positivo al centro de
cada cupdn y se dejaron secar al aire en un gabinete de bioseguridad durante 1 hora. Unavez
secos, los cupones se colocaron en un recipiente de plastico ventiladoy se almacenaronenun
gabinete cerrado a temperaturaambiente durante todo el estudio. Se realizaron registros
diarios de temperaturay humedad aintervalos de 12 horas, monitoreado con un
termohigrometro profesional con registrador de datos (TFA Dostmann Product # 30.3039.IT).

Se tomaron muestras de tres réplicas bioldgicas (N = 3) de cada material de pruebaenlos
siguientes puntos de tiempo después de lainoculacién: T=1h (puntode secado),4 h, y alos
1,2, 3,4, 7,14 y 21 dias. Dos estudios adicionales, de cursos cortos, tambiénincluyeron
algoddn, utilizando el mismo régimen de inoculacion y muestreo de hasta 3 dpi (dot per inch).
Serecuperd el virus por elucién de cada cupénen 1 mL de medio de cultivo (DMEM + 2% FBS +
1% Pen-Strep) con pipeteo repetido. Los eluidos se diluyeron inmediatamente diezvecesen
serie, para la titulacidon de puntofinal en células Vero E6, con los volimenes restantes de
eluidos almacenadosa - 80 ° C, para un posible reprocesamiento, sifuera necesario. Las
muestras resultantes en efecto citopatico de bajo nivel (es decir, en un solo pocillo en
diluciones netas) se sometieron aun subpase adicional para confirmarla presenciade virus
viables. Ademas, en la primera instancia, donde todas las réplicas bioldgicas de un
determinado material de muestraresultaron negativas, los sobrenadantes de las diluciones
puras de las células Vero E6 inoculadas se sometieron a un subpasaje adicional, para asegurar
la captura de virus potenciales de bajo nivel, no detectados visualmente en el primer pase. Al
finalizar el estudio, se anadid el volumen total restante de cada eluato del dia 21 a un pocillo
de una placa de 6 pocillos de células Vero E6 y se monitorizd el efecto citopatico para
maximizar la deteccidon de virus viables.

RT-PCR en tiemporeal. Se realizé RT-PCR en tiempo real (QRT-PCR) en las muestras
recolectadasa T =1 h (puntodesecado),4h, y 1, 7y 14 dpi para confirmar la elucién exitosa
de todas las superficiesy evaluar las diferencias en ARN residualen comparaciéon con
particulas infecciosas. Brevemente, se combinaron los sobrenadantes de las tres réplicas




bioldgicas de materiales individuales recolectados en un momento dado, y el ARN viral se
extrajo con el Viral RNA Mini kit (Qiagen, Alemania). LagRT-PCRse ejecutd en un LightCycler
96 (Roche, Alemania) utilizando el EXPRESS one step Kit universal Superscript RT-qPCR
(Invitrogen, EE. UU.) Con cebadoresy sondas dirigidas al gen de la nucleocapside (NP) gen't.

Las condiciones de ciclo térmico fueron 50 ° C durante 15 min para la transcripcién inversa,
seguidode 95 ° C durante 20 segundos y luego 40 ciclos de 95 ° C durante 3 segundos, 60° C
durante 30 segundos. Los valores se informan como equivalentes logaritmicos del genoma por
ml basado en los valores de CT obtenidos, con una curva estandar de concentracion conocida
de ADN plasmidico que codifica la regién de la nucleocapside diana.

Analisis estadistico. Se realizaron representaciones graficas de los resultados de TCIDs,,
incluidos promediosy desviaciones estandar, utilizando el software GraphPad Prism (versién
7). A las réplicas bioldgicas sin virus recuperable se les asigné un valor de cero a los efectos de
estos cdlculos.

Resultados

La persistenciaambiental del SARS-CoV-2 cuando se seca sobre superficies de EPP de uso
comuny superficies encontradas en entornos sanitarios durante un periodo de 21 dias reveld
diferencias dramaticas en la estabilidad del virus. 4 horas después de la deposicion en el
algoddn, el virus infeccioso del SARS-CoV-2 disminuyd drasticamente y ya no era cuantificable
alas 24 horas. Por el contrario, aunque se redujo casi al limite de deteccién, el SARS-CoV-2
permanecié viable hasta por 21 dias cuando se seca en mascaras de procedimiento de
respirador de plastico y particulas. El monitoreo en tiempo real de las condiciones ambientales
reveld una temperatura constante cercanaa los 20 ° C con una humedad relativa del 35—40%.

Persistenciadel SARS-CoV-2 en superficies no porosas. Cuando se secasobre superficies no
porosas enuna carga organica de suelo, el SARS-CoV-2 mostré una persistencia sostenida
durante periodos prolongados de tiempo. El SARS-CoV-2viable se recuperé después de 21 dias
en plastico, 14 dias enacero inoxidable, 7 dias en guantes de nitrilo y 4 dias en guantes
resistentes a quimicos, aunque a niveles significativamente reducidos en comparacién con el
indculo inicial (Fig.1).

Los datos de persistenciaen acero inoxidable mostraron una disminucién en el titulo viral de
5,74 a 4,39 log TICDso / ml después de 24 horas, lo que representaunadisminucién>95% en
virus viables. El muestreo durante un curso de tiempo de 21 dias reveld que el SARS-CoV-2
permanecio viable en acero inoxidable hasta por 14 dias en condiciones ambientales, aunque
titulos finales de 0,7 Log TCID50 / ml fueron exponencialmente mas bajos que elindculo inicial
(Fig. 1A).

En plastico, una reduccién similar de virus viables se observé a las 24 horas de secadoen
comparacién con el indculo inicial (de 5,74 a 4,5 log DICT50 / ml). Sin embargo, el virus secado
en esta superficie permanecio viable hasta el punto de muestreo finala los 21 dias despuésde
la inoculacién (Fig. 1B).

También se incluyeron para analizar dos tipos de guantes, que representan los utilizados en
situaciones clinicas y potenciales en hospitales de campaiia. Con los guantes de nitrilo, no se
observd disminucidn del virus viable a las 4 horas posteriores a la inoculacidn, aunque a las 24
horas se registré unareduccién de 2 log en el titulo viral. A los 7 dias posterioresa la



inoculacion, niveles bajos de virus viable (media 1,50 log TCIDs, /ml) permanecieron en las tres
réplicas bioldgicas (Fig. 1C). Por el contrario, el virus aplicado a los guantes protectores para
sustancias quimicas mostré una reduccién de 2 log enla viabilidad, después de solounahora
de secado, y una reduccion de casi 4 log a 1,58 log TCIDs, / ml por 24 h (Fig. 1D).

Persistenciade SARS-CoV-2 en materiales porosos. Aunque reducido a niveles casi
indetectables, el SARS-CoV-2 viable podria recuperarse de los materiales de superficie
inoculados con N-95 (Mascara 1) y N-100 (M4éscara 2), hasta por 21 dias. Los patronesde
descomposicién de la viabilidad del virus fueron comparables en las dos mascaras; ambos
mostrando unadisminucion de casi 1 log de 24 a 48 h, titulos establesentre 2y 4 dias y
disminucién constante de los dias 7 a 21 (Figura 1E, F). En Tyvek, el SARS-CoV-2infeccioso
persistid hasta 14 dias; de nuevo, reducido a niveles muy bajos en comparacion al indculo
inicial. Los patrones de persistencia en este material (Fig. 1G) se parecian mas a los de acero
inoxidable.

De todos los materiales probados, el algoddn proporcioné la estabilidad ambiental mds bajaal
SARS-CoV-2. Después de solo unahora de secado, se perdieron mas de 4 logs de virus viables,
lo que representaunadisminucién del 99,995% delindculo de entrada. Despuésde 4 horas de
secado, se registré unadisminucion adicional y solo dos de tres réplicas técnicas produjeron
virus viable tras la elucidn. A las 24 horas y entodos los dias de muestreo posteriores, el SARS-
CoV-2infecciosoen el algoddn estuvo pordebajo de los limites de deteccidn porTCIDs, (Figura
1H).

Para proporcionar confianza adicional a los datos de estabilidad sobre el algoddn, se realizaron
dos ensayos adicionales de persistenciaa corto plazo, con un muestreo a intervalos idénticos
al delexperimentoinicial a largo plazo, pero hastasélo 3 dpi (Fig. 2).

Los resultados obtenidos coincidieron con los observados en el experimento inicial; una sola
hora de secado resulté en mas de cuatro registros de inactivacion y se registré una pérdida
adicional de viabilidad a las 4 horas posterioresala inoculacién. Al punto de muestreode 24
horas, todas las réplicas biolégicas de ambos experimentos independientes fueron negativas
por ensayo de TCIDs,. Sin embargo, una Unica réplica biolégica de uno de los ensayos resulté
en CPE en la pruebade seguridad siguiente adicion del volumen total de indculo residual (~
500 pl) del cupdn eluido. En el momento de la inoculacién, se observad la posible absorcidn del
indculo del cupén de algoddn a la placa de cultivo de abajo para esa replicacion bioldgica, sin
embargo, esto no se puede confirmar como la causa de la viabilidad mantenida. No se observé
mas positividad en cualquier punto de muestreo posterior.

Persistenciade ARN viral. Para garantizar la elucidon completa de todos los materiales de
pruebay proporcionarinformacidn sobre la persistencia de material genéticoviral en
comparacién con la delvirus viable, se realizd gRT-PCR en ARN extraido de las ocho superficies
de pruebaen varios puntos de tiempo, hasta 14 dpi. En contraste con los resultados de
viabilidad, el ARN del SARSCoV-2 mostré una estabilidad de alto nivelen casi todas las
superficies hasta el punto de tiempo de 14 dias, con 8-9 log equivalentes de genoma
detectados a pesarde disminuciones significativas enlos valores de TCID50 correspondientes
(Fig.1). Cuandose eluyé del algoddn, el ARN del SARS-CoV-2se recuperé en titulos
ligeramente mas bajos, pero relativamente altos (~ 7,9 logaritmos) en los tiempos de muestreo
de 1y 4 horas, seguidos de una reduccién gradual entre los dias 1 y 14 despuésde la
inoculacién (Fig. 1H).
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Figura 1. Persistencia de SARS-CoV-2 en superficies inoculadas experimentalmente. Materiales de
ocho superficies experimentales, incluyendo (A) acero inoxidable, (B) plastico, (C) guantes de nitrilo, (D)
guantes quimicos, (E) mascara N95, (F) Se inocularon mascarilla N100, (G) Tyvek y (H) algoddn, con 10 pl
de SARS-CoV-2 (titulo = 7,88 LogTCIDso / mL) en una carga de suelo tripartita y muestreados a intervalos
predeterminados durante un periodo de 21 dias. Los valores de TCIDso (lineas continuas) representan la
media + DE del virus viable recuperado de tres réplicas biolégicas después del punto final de titulacidn
en células Vero E6. Los equivalentes del genoma (lineas negras discontinuas) se basan enlos resultados
de la qRT-PCR especifica de la nucleoproteina obtenidos de eluidos combinados de tres réplicas
bioldgicas, en los puntos de muestreo indicados. Las lineas punteadas rojas indican los limites de
cuantificacién para el ensayo de TCIDso. Nota: Ordenadas, virus recuperado (unidades logaritmicas por
ml. Abscisas, dias post-inoculacion.
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Figura 2. Persistencia de SARS-CoV-2 en algoddn. Diez microlitros de SARS-CoV-2 (titulo =7.88
LogTCIDso /mL) preparados en una carga de suelo tripartita se inocularon en cuponesde tela de algoddn
irradiados con rayos gamma y muestreados a intervalos predeterminados durante un curso de tiempo
de 3 dias. Los valores de TCIDsq (lineas continuas) representan la media + DE de virus viable recuperado
de tres réplicas bioldgicas después de la titulacidn de punto final en células Vero E6. Los equivalentes del
genoma (lineas negras discontinuas) se basan enlos resultados de qRT-PCR especificosde la
nucleoproteina obtenidos de eluidos agrupados de tres réplicas bioldgicas en los puntos de muestreo
indicados. Las lineas punteadas rojas indican los limites de cuantificacion para el ensayo de TCIDso. El
asterisco indica la deteccidn de virus viables en la prueba de seguridad de una Unica reproduccién
bioldgica.




Discusion

La pandemiadelCOVID-19ha generado unacarga sin precedentes paralos centros de salud en
todo el mundo. Mientras que las gotitas respiratorias se consideran un modo importante de
transmision, el papel de los fomites en la propagacion del SARS-CoV-2, como se ha sugerido
para el SARS-CoV-112, también se sospecha®®. Nuestro trabajo representala primera
caracterizacion integral de la persistencia delSARS-CoV-2en los materiales del EPP y
superficiesinanimadas tipicas de las instalaciones sanitarias.

El SARS-CoV-2viable se recuperd después de 21 dias en plastico, 14 dias en acero inoxidable y
7 dias en guantes de nitrilo y 4 dias con guantes resistentes a productos quimicos. Aunque
reducido desde la linea de base, cantidades significativas de SARSCoV-2 pudieronrecuperarse
de las mascaras inoculadas N-95y N-100 a los 14 dias. Cuando se seca sobre Tyvek, el SARS-
CoV-2persistid infeccioso hasta 14 dias. De todos los materiales probados, elalgoddn
proporciondé el medio ambiente mas bajo para la estabilidad frente al SARS-CoV-2. Después de
solo una hora de secado, se perdieron mas de 4 registros de virus viables, lo que representa
una disminucion del 99,995% delindculo de entrada. Estos resultados tienen relevancia directa
para las practicas de prevenciony el control de infecciones, protocolos de lavado y
manipulacién de residuos en entornos sanitarios.

La escasez globalde mascaras N-95 ha llevado a los centros de salud de todo el mundo a
extendereluso de estas mascaras a pesarde que estan disefiados para un solo uso®. Nuestros
resultados demuestran que esta decisidn, en ausenciade una estrategia de descontaminacion,
puede resultaren la persistenciadel SARS-CoV-2en la mascara. La persistencia de otros virus,
como influenza, ébolay otros coronavirus, se ha informado en respiradoresinoculados
experimentalmente®!413,

Si bien varias metodologias de descontaminacién son prometedoras para la reutilizacién de los
N-95s!617 nuestros resultados sugieren que se debe prestarespecial atencién a los criterios de
recoleccién y al suministro de un EPP apropiado basado en el riesgo del personalinvolucrado
en la clasificacién y empaque de estas mascarillas, antes de la descontaminacion.

Nuestro hallazgo de que el SARS-CoV-2 puede permanecer viable durante hasta2 semanasa
temperaturaambiente en Tyvek es novedoso y significativo. Las prendas Tyvek se han
adoptado ampliamente en entornos de laboratorio, de campo y de atencién médicade alto
riesgo debido a las propiedades de traccidon Unicas combinadas con la impermeabilidad a los
agentesinfecciosos. La persistenciaviral en Tyvek, combinada con nuestra demostracién de
persistenciaviral en plastico, tiene implicaciones para la reutilizacion de las capuchas
reutilizables de los respiradores potenciados por purificadores de aire (PAPR) en entornos de
atenciéon médica. La desinfeccion de estos dispositivos ha demostrado ser desafiante®®. Estos
resultados destacan la necesidad de una toma de decisiones basadaenel riesgo y la
implementacion de protocolos de descontaminacién cuando se practique la reutilizacion de
estos componentes criticos del EPP.

La viabilidad extremadamente limitada del SARS-CoV-2en elalgodén se alinea con los
resultados de supervivencia de otros virus en el algoddn, incluidos los de origen humanoy
aviars1929, |nvestigaciones anteriores de nuestro grupo sobre la persistenciadelvirus del Ebola
enel EPP mostré tendencias comparables, con una disminucidn delvirus viable enun 99% en
un periodo de una hora de deposicién sobre el algoddny se vuelve completamente



indetectable alas 24 horas, mientras que el ARN permanece detectable alolargo del cursode
estudio?!. Similar a nuestros resultados con SARS-CoV-2, laviabilidad de SARS-CoV-1cuando se
aplica a 10° TCIDs, / ml se limité a 1 h en una bata de algodén en comparacién con 24 horas en
una bata desechable??. Aunque hubo unaligeradisminucién enla cantidad de ARN recuperado
de la tela de algoddn en comparacién con los otros materiales, esto fue menoren comparacion
con la pérdida sustancial de viabilidad del virus (ausenciacompleta a las 24 horasen 8/9
repeticiones). Sibien es posible que la retencién del ARNy el virus en el algodén haya
contribuido a una pequeiia porcién de la recuperacién reducida, claramente la reduccién de
mas de 6 logaritmos del virus viable en la PCR reflejaelhecho de que el algodén tiene un
efecto significativo sobre la viabilidad delvirus. La naturaleza porosadel tejido de algoddn,
aumentando la superficie sobre la que se adsorbié la gota de indculo y posteriormente se
sometid secado, es probable que aumente la degradacion viral disminuyendo tantola
viabilidad delvirus, asi como la cuantificacion de ARN. Mientras este manuscrito estabaensu
etapade revision, un estudio publicado por Riddell y sus colegas corroboraron nuestras
observaciones sobre laviabilidad reducida del SARS-CoV-2en elalgoddn, en comparacion con
otros materiales?®. Usando unindculo de titulo similarmente alto, se observé unapérdida
significativa de virus infeccioso después de unahorade secado, aunque la persistenciafue
detectable hasta 7 dias. Esta diferencia puede atribuirse a los atributos materiales especificos
de los pafios de algoddn utilizados enlos dos estudios, y/ o diferencias en el contenido de
proteinaen la preparacién de virus concentrado, sin el uso de un cojin de sacarosa.

El uso de mascarillas no médicas para limitar la propagacion de enfermedades respiratorias
transmisibles, incluido COVID-19, ha sido polémico. Si bien la creciente evidencia sugiere que
las mascaras de tela simples podrian ser efectivas para limitar SARS-CoV-2%4 otros han
cuestionado la eficacia de las mascaras de telafabricadas o hechas en casa para prevenirla
liberacion de particulas virales de individuos infectados?>2°.

Nuestras observaciones en el presente estudio no son destinadas a inferirla capacidad de las
mascaras de algoddn para prevenir la transmisidn por aerosoldel SARS-CoV-2, nitampoco
abordar la eficacia de filtracion delalgoddn contra el virus. Sin embargo, elhechode que la
viabilidad delvirus se reduce rdpidamente en la exposicién al algoddn tiene implicaciones para
la transmisién de gotas tanto para el usuario como para los contactos cercanos, y
complementa elapoyo creciente del uso generalizado de mascarillas de algodén. Ademas,
estos resultados sugieren que el uso de los tejidos en entornos sanitarios, pueden presentar
un riesgo menordurante la manipulacién para su posterior descontaminacion y reutilizacion.
El usode fundas de algoddn para mascarillas para extender eluso de mdascaras N95, una
tendenciacreciente enlos principales centros?’, presentaun excelente ejemplo de tal
estrategia de mitigacidon de riesgos.

La supervivencia del SARS-Cov-2 en superficies ambientales se ha descrito en dos estudios muy
citados?®%°, Nuestros resultados estan de acuerdo con los reportados, sin embargo, la
persistenciaviral se prolongd significativamente bajo nuestras condiciones experimentales. Es
probable que estas discrepancias se deban a una combinacidn de diferentes condiciones
ambientales, titulos de indculo y sensibilidad del ensayo de lectura. De hecho, en el trabajo
recientemente publicado de Riddell y colegas?3, se observd unapersistencia prolongadadel
SARS-CoV-2de hasta 28 dias enlas condiciones experimentales mas parecidas a las utilizadas
en este documento.

El trabajode Chiny colegas??, utilizando una gota de 5 pl de stock de virus de alto titulo (~ 7,8
log TCIDso unidades/ mL), se parecia mucho a nuestras condiciones de inoculacion. El 65% de



HR (humedad relativa) reportado en su estudio en comparacion con ~ 40% de HR en nuestras
condiciones experimentales, es probablemente un contribuyente significativo ala reduccién
de la viabilidad con el tiempo. Los efectos perjudiciales de la humedad relativaalta enla
supervivencia de otros coronavirus, incluidos MERS y SARSCoV- 1, se ha demostrado3°-32, No
obstante, esimportante la disponibilidad de datos especificos para diversas condiciones
ambientales, diferentes ubicaciones geogréficas reales.

En elinforme de Van Doremalen y colegas ?°, el SARS-CoV-2 viable persistié hasta solo 3 dias
enacero inoxidable y el plastico. Si estas condiciones ambientalesinformadas eran parecidasa
las nuestras, el titulo de SARS-CoV-2infeccioso aplicado a las superficies de pruebafue
aproximadamente 2 logaritmos mas bajo que el aplicado en nuestro estudio. El efecto
protectorde se ha demostrado previamente de un alto titulo de inéculo sobre la persistencia
ambiental para el SARS-CoV-1,%2y porlo tanto la supervivencia prolongada observada con
nuestro disefio experimentalno es sorprendente.

Unfactor adicional que diferencia el presente trabajo de otros estudios es la matriz enla que
elindculo fue preparado. La contaminacién en un entorno de atencidn médica puede ocurrira
través de gotitas de unavariedad de fluidos biolégicos infecciosos, porlo tanto una carga de
suelo tripartita estandarizada'® fue incluida en nuestroindculo experimental. Se ha
demostrado la estabilidad adicional proporcionada por las matrices a los virus en condiciones
de secado para muchos virus, incluido el SARS-CoV-11%3334 | os hallazgos recientes de Riddell y
colegas, que demuestran la persistencia de SARS-CoV-2viables hasta 28 dias en varias
superficies?® apoyafirmemente el papel de una matriz organica combinada con un inéculo de
alto titulo enla persistenciaviral extendida observada en nuestro entorno experimental.

La decision de utilizar un indculo de titulo alto en nuestro estudio fue representarelpeorde
los casos de persistencia de SARS-CoV-2en unasuperficie contaminada. La eliminacion de ARN
viral por pacientes con COVID-19 varia ampliamente segln eltipo de muestra, tiempo
posterioral inicio de los sintomas, gravedad de la enfermedad y de forma individual3>:%®. Los
datos clinicos de casos levesy graves ha revelado una variedad de datos, con cargas virales
iniciales mediasde 5.11 y 6.17 log,, de copias de ARN viral por ml en casos levesy graves,
respectivamente®’. En un paciente critico, se detectaron cargas de hasta 1,34 x 10! copias por
mL3®, Se carece de datos sobre virus infecciosos excretados de pacientes con enfermedad
aguda de COVID-19. Sin embargo, en un estudio de patogénesis del SARS-CoV-2 publicado
recientemente, las cargas virales maximas de> 6 log,, TCIDso / mL, correspondiente a11 log.
TCIDso copias de ARN por mL se observaron en un modelo de hamster dorado3®. Tomando
estos datos en consideracion, nuestro modelo experimental demostrariamas de cerca la
contaminacidn del medio ambiente de un caso grave de COVID-19.

Unaposible limitacién de este estudio radica en que las pruebas se llevan a cabo enun
laboratorio de alta contencidn, donde 12 intercambios de aire por hora puedenrepresentarun
alto flujo de aire no necesariamente representativo de lamayoria de los establecimientos de
salud, hogaresy otros ambientes. Ademas, la horainicial de secado bajo un gabinete de
bioseguridad ha acelerado el efecto de secadoy pueden haberacortado la cantidad de tiempo
para inactivar el virus. Sin embargo, la persistenciareveladade hasta 21 dias fue significativay
puede serel mejorescenario asociado con condiciones del alto flujo de aire que pueden
ocurrir en algunos entornos de atencién médica.

Adicionalmente, lasimplicaciones de estos resultadosy los de otros?3282° sobre la potencial
duracién en fémites para la transmisidon del SARS-CoV-2 debe interpretarse con cautela debido



a la metodologia de muestreo utilizada. La recuperacion viral se logré mediante la saturacion
del material en el medio, lo que permitié la recuperacién de niveles extremadamente bajos de
virus. Si hubiéramos empleado un método de hisopados paraimitar mas de cerca un escenario
de contacto casual, cabria esperarunadisminuciéon enla sensibilidad y, por tanto, la duracién
de la deteccién de virus viables podria haberse reducido. Como resultado, los datos generados
representan el peorde los casos de exposicion potencial a través de estas superficies
contaminadas, aunque elriesgo de transmision de fémites por contacto casual solo puede
inferirse por la presencia de infecciones virales en un momento dado.

Nuestros hallazgos sugieren que el SARS-CoV-2 puede seguirsiendo infeccioso en el EPP
contaminado durante periodos prolongados en un entorno de condiciones ambientales. Porel
contrario, demuestran que la estabilidad estd muy reducida en el algodén, incluso a las pocas
horas de la contaminacién, y podria fomentareluso de algodén 100% en las practicas de
prevencidny el control de infecciones donde no se requieren barreras resistentes a los fluidos.
Estos resultados subrayan la importancia de un manejo adecuado delequipo de proteccion
personaldurantey después deluso en entornos de alto riesgo para minimizar la probabilidad
de la transmisién porfémitesy puede ayudara los centros a desarrollar pautas y protocolos
relacionados con la descontaminacidn y la reutilizacidn de escasos EPP.
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