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MANAGEMENT SAMENVATTING

Infectierisico’s in de lucht: wat kunnen we leren van bestaande experimenten?

De COVID-19-pandemie heeft het belang van goede luchtkwaliteit in binnenruimtes, zoals woningen,
scholen en openbare gebouwen nadrukkelijk onder de aandacht gebracht. Sindsdien is er veel
onderzoek gedaan naar de aanwezigheid van virussen in de lucht en naar de effectiviteit van

ventilatie en luchtreiniging bij het beperken van besmettingsrisico’s.

In dit literatuuroverzicht is onderzocht welke experimentele methoden er zijn om blootstelling aan
biologische deeltjes in de lucht te onderzoeken. Er werden 91 studies gevonden en in deze
rappportage is samengevat welke meetmethoden zijn toegepast, wat hun sterke en zwakke punten
zijn, en welke praktische uitdagingen er spelen bij het gebruik ervan in nagebootste realistische
situaties. In veel studies werd gewerkt met zogeheten ‘proxies’ oftewel plaatsvervangers:
onschadelijke bacterién, virussen of deeltjes die zich op een vergelijkbare manier door de lucht

verspreiden als echte ziekteverwekkers.

Geconcludeerd kan worden dat er geen standaardmethode bestaat om blootstelling aan in de lucht
verspreide biologische deeltjes te evalueren in gesimuleerde omgevingen. Er is geen methode die in
alle situaties toepasbaar is. De keuze voor een geschikte aanpak hangt onder meer af van het doel
van het onderzoek, de beschikbaarheid van laboratoriumfaciliteiten en apparatuur, en afwegingen
rond veiligheid en haalbaarheid. Dit literatuuroverzicht biedt handvatten voor toekomstig onderzoek

naar het beperken van blootstelling aan ziekteverwekkers via de lucht.
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SAMENVATTING

Achtergrond

De COVID-19-pandemie heeft het belang van luchtkwaliteit binnenshuis, zowel thuis als in publieke
ruimtes, duidelijk gemaakt. Veel studies hebben geprobeerd om virusconcentraties in de binnenlucht te
onderzoeken, met wisselend succes. Onderzoek naar de effectiviteit van ventilatie en mobiele
luchtreiniging bij het verkleinen van het risico op luchtweginfecties is nog steeds gaande. In dit
literatuuroverzicht vatten we experimentele benaderingen samen en vergelijken we deze. Daarbij richten
we ons op het gebruik van biologische proxies in de lucht—zowel generieke bioaérosolen als specifieke
pathogene biologische agentia—om mogelijke best practices voor diverse gesimuleerde realistische
situaties in kaart te brengen.

Methoden

We hebben een systematische literatuursearch uitgevoerd in drie databanken: PubMed, Scopus en Web
of Science. Titels en samenvattingen werden gescreend, en de artikelen die voldeden aan onze
inclusiecriteria en binnen de reikwijdte van het project vielen, werden geselecteerd voor volledige
tekstanalyse en opname in de uitgebreide data-extractie. Een tweede auteur beoordeelde eveneens de
lijst met titels en abstracts, en eventuele verschillen in selectie werden besproken. We hebben gangbare
methoden samengevat, de voordelen en beperkingen ervan vergeleken, en informatie verzameld over

uitdagingen bij het toepassen van deze methoden in nagebootste realistische omgevingen.

Resultaten

De literatuursearch leverde 91 publicaties op. Van deze artikelen richtten 39 (42,3%) zich op bacterién,
33 (35,9%) gebruikten bacteriofagen, 11 (11,9%) gebruikten alleen een fysieke proxy, en 12 (13,0%)
onderzochten menselijke of dierlijke virussen. Sommige studies gebruikten meerdere proxies. We geven
een overzicht van benaderingen met uiteenlopende voordelen, uitdagingen en beperkingen, zoals

toegepast in diverse onderzoekssituaties.

Conclusie

Geconcludeerd kan worden dat er geen standaardmethode bestaat om blootstelling aan in de lucht
verspreide biologische deeltjes in realistische situaties na te bootsen. De optimale experimentele aanpak
om menselijke emissies via bioaérosolen na te bootsen hangt af van meerdere factoren, waaronder het
doel van de studie, de beschikbaarheid van biosafety-laboratoriumfaciliteiten en apparatuur, en de mate

van aanvaardbaarheid en veiligheid.
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1 INTRODUCTIE

De gebouwen waarin we wonen en werken kunnen een aanzienlijke inviloed hebben op onze gezondheid.
De recente COVID-19-pandemie leidde tot een groeiende belangstelling voor de kwaliteit van binnenlucht,
wat een golf aan nieuw onderzoek en beleid op gang bracht om deze te begrijpen en te reguleren (Lewis,
2023). Hoewel uit empirisch bekend is dat ventilatie en luchtreiniging de hoeveelheid in de lucht
zwevende deeltjes en daarmee ook ziekteverwekkers kunnen verminderen, loopt de ontwikkeling van
wetgeving en richtlijnen wereldwijd sterk uiteen, wat in de praktijk tot verwarring kan leiden over
verantwoordelijkheden en praktische uitvoering (Lewis, 2023; Morawska et al., 2024). Onderzoek naar
de effectiviteit van ventilatie en mobiele luchtreinigers bij het verminderen van het risico op
luchtweginfecties staat nog in de kinderschoenen. Een belangrijk hiaat in dit onderzoek is het opnemen

van blootstelling aan biologische deeltjes in de lucht in experimentele onderzoeksopzetten.

In experimentele settings moet de evaluatie van blootstelling aan biologische deeltjes in de lucht zo
nauwkeurig mogelijk de realiteit van de menselijke bron benaderen, om de validiteit en relevantie van
de resultaten te waarborgen. Dit hangt van meerdere kritieke factoren af. Ten eerste produceren
menselijke activiteiten zoals niezen, hoesten en uitademen aerosolen met een breed scala aan
deeltjesgroottes, die sterk variéren afhankelijk van iemands gezondheidstoestand en de aard van de
activiteit (Fennelly, 2020). Een nauwkeurige simulatie van deze omstandigheden vereist instrumenten
die een vergelijkbare deeltjesgrootteverdeling kunnen genereren. Ten tweede is het behoud van de
levensvatbaarheid van ziekteverwekkers cruciaal, aangezien menselijk speeksel diverse eiwitten en
koolhydraten bevat die de overlevingstijd van ziekteverwekkers buiten het lichaam beinvioeden
(Humphrey et al., 2023). Deze complexiteit moet in de experimentele omstandigheden worden
nagebootst, zodat deze goed aansluiten bij de eigenschappen van natuurlijke ademhalingsdeeltjes. Ten
derde dienen de luchtstromen en ademhalingspatronen die worden gebruikt voor het genereren en
bemonsteren van aérosolen, overeen te komen met de menselijke ademhaling tijdens verschillende
activiteiten (Fennelly, 2020). Apparatuur in dit soort studies moet daarom instelbare luchtstromen
hebben, om situaties van rustademhaling tot zware inspanning na te bootsen. Tot slot speelt menselijk
gedrag een grote rol in de blootstelling aan pathogenen in de lucht. Factoren zoals beweging, spraak en
interacties met de omgeving moeten worden meegenomen in de onderzoeksopzet. Dit kan betekenen
dat typische binnenactiviteiten en gedragingen worden gesimuleerd om realistische

blootstellingsscenario’s te creéren (Bagheri et al., 2023; Zhao, Feng en Ma, 2022).

Ondanks de wens naar realisme, zijn er soms concessies nodig omwille van veiligheid en uitvoerbaarheid.
Zo is het gebruik van bepaalde respiratoire ziekteverwekkers waarvoor een Biosafety Level 2 (BSL-2)
laboratorium vereist is, vaak niet praktisch bij studies met menselijke deelnemers vanwege veiligheids-
en regelgevingseisen. Het kiezen van veilige plaatsvervangers die het gedrag van gevaarlijkere
pathogenen goed nabootsen, is daarom essentieel. In deze review gebruiken we de term biologische
“proxy” voor een organisme of stof die in een experiment wordt ingezet in plaats van een (mogelijk

risicovolle) blootstelling, uit veiligheidsoverwegingen of praktische redenen. Denk bijvoorbeeld aan het
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gebruik van een bacteriofaag in plaats van een menselijk respiratoir virus om de effectiviteit van
luchtreinigers te meten.

Dit review richt zich op methoden die het vinden van een balans beogen tussen realistische simulatie
enerzijds en veiligheid en haalbaarheid anderzijds. Door zorgvuldig rekening te houden met
deeltjesgrootteverdeling, levensvatbaarheid van pathogenen, luchtstromen, menselijk gedrag en de mate
van acceptatie van experimentele methoden, kunnen onderzoekers studies ontwerpen die waardevolle
inzichten opleveren in de effectiviteit van luchtreinigingsmaatregelen in binnenruimtes. Deze
literatuurstudie beoogt handvatten te bieden voor de ontwikkeling van dergelijk onderzoek, met oog voor

de complexiteit van blootstelling aan biologische deeltjes in de lucht van menselijke oorsprong.

In deze literatuurstudie vatten we studies samen waarin een biologische proxy werd ingezet in
experimentele settings in plaats van gebruik te maken van algemene bioaérosolen of specifieke humaan
pathogene virussen, bacterién of schimmels. De studie focust met name op de gebruikte methoden.
Daarmee willen we mogelijke best practices identificeren voor toekomstig onderzoek in gesimuleerde

realistische scenario’s.

2 METHODEN

2.1 Zoekstrategie

Er werd een systematische literatuuranalyse uitgevoerd in drie databanken: PubMed, Scopus en Web of
Science. De volgende zoektermen werden gebruikt: artificial bioaerosols, artificial viral aerosol, artificial
bacterial aerosol, surrogate bacterial aerosol en surrogate viral aerosol. De resultaten van deze zoekacties
werden geéxporteerd en ingevoerd in Excelsheets (Microsoft Corporation, 2018, Redmond, WA, USA).
Titels en samenvattingen werden gescreend; de artikelen die voldeden aan onze inclusiecriteria (zie 2.2)
en binnen de reikwijdte van het project vielen, werden geselecteerd voor volledige tekstanalyse en
mogelijke inclusie in de volledige data-extractiefase. De lijst met titels en samenvattingen werd ook

beoordeeld door een tweede auteur, en eventuele verschillen werden besproken.

2.2 Inclusie en exclusie criteria

Opgenomen artikelen moesten in het Engels gepubliceerd zijn, originele data rapporteren en beschrijven
hoe een proxy voor een biologische blootstelling werd geaérosoliseerd en gemeten. We kozen ervoor om
de zoekopdracht breed te houden, om zo methoden te kunnen identificeren die in verschillende contexten
en tijdsperioden zijn gebruikt. Daarom zijn er geen verdere beperkingen aan publicatiedata opgelegd.
Alle artikelen gepubliceerd voor de datum van de zoekopdracht, 3 augustus 2023, werden beschouwd.
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2.3 Data extractie

Voor elk artikel werden de volgende gegevens verzameld: titel, auteur, jaar van publicatie, regio,
studiedoel, studieomgeving, uitkomst, het type nagebootste pathogeen (bacterie, virus, schimmel of
algemene deeltjes), het specifiek nagebootste pathogeen, welke proxy werd gebruikt in het experiment,
de deeltjesgrootte, of de studie verschillende methoden direct met elkaar vergeleek, controlemethoden
voor bemonstering, gebruikte buffervloeistof, of levensvatbaarheid werd gemeten (en hoe), gebruikte
aérosolisatiemethode, gebruikte meetmethode, methodologische beperkingen zoals genoemd in het
artikel, en ten slotte de benoemde voordelen van de methode.

2.4 Data synthese
Het PRISMA-stroomdiagram (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses;
Figuur 1) geeft weer hoeveel artikelen uit verschillende bronnen werden gevonden en om welke redenen
artikelen zijn uitgesloten. Het figuur is gemaakt met behulp van een Shiny-app die werd ontwikkeld door
Haddaway et al. in 2022.

Identificatie van studies via databases and registers

o Recol:r)c;?a%e;::g'f(l:o;a:;q via: Records voor screening verwijderd:
§ Scopus (n = 486 3 Dubbele records (n = 429)
= \Web of gcience_(n :)1 78) Records automatisch aangemerkt als niet in
S Pubmed (n = 328) aanmerking komend (n = 0)
b= . = Records verwijderd om andere reden (n=0)
Registers (n = 0)
3
Records gescreened Records geéxcludeerd
(n = 563) (n=433)
Y
Publicaties opgezocht - Publicaties niet verkregen
(n =130) b (n=6)
o
=
[ =4
@
o
Q
&5 Studies geéxcludeerd:
Geen biclogische proxy en/of geen bioaerosol
n=24
Studies beoordeeld op geschiktheid Past niet ir(1 de Scipe (n=4)
(h=124) Review artikel of niet peer-reviewed (n = 4)
Gebruikt zelfde data als een andere
geincludeerde studie (n = 1)
h 4
B ) ; ,
3 Studies geincludeerd in review
2 (n=91)
T:J Rapporten van nieuw geincludeerde studies
3 (n=0)

Figuur 1. PRISMA stroomdiagram.
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3 RESULTATEN

De literatuuranalyse naar biologische proxies leverde 91 onderzoeksartikelen op (zie bijlage 1). Van deze
artikelen rapporteerden er 40 (45,0%) metingen aan één of meerdere bacteriesoorten, gebruikten er 34
(37,4%) een bacteriofaag, 12 (13,2%) maten alleen een fysieke proxy, en 10 (10,9%) onderzochten een
humaan of dierlijk virus. De totalen tellen op tot meer dan 100%, omdat sommige artikelen meerdere
proxies gebruikten en daardoor in meerdere categorieén werden meegeteld.

3.1 Bacterién

Hoewel de groep studies die een bacteriéle proxy gebruikte de grootste is, was het merendeel van deze
artikelen (25 van de 40) erop gericht om Bacillus anthracis na te bootsen een potentieel bioterrorisme-
agens. Daarmee is hun waarde als algemene proxy beperkt. De specifieke bacterién zijn onder andere
Bacillus globigii, Bacillus atropheus, Bacillus subtilis var. niger, Bacillus thuringiensis en de Bacillus

anthracis stam Sterne.

De op één na meest gebruikte bacteriesoort was Escherichia coli (E. coli, acht artikelen). Deze soort is
beter geschikt als algemene proxy voor bacterién en/of microbiéle blootstelling . In totaal werden vijftien
andere bacteriesoorten gebruikt in de verzamelde artikelen, en één studie onderzocht natuurlijk
voorkomende bacterién in buitenlucht.

E. coli is een gram-negatieve bacterie die veilig gehanteerd kan worden in een laboratorium met
bioveiligheidsniveau 1 (BSL-1) wanneer met een niet-pathogene stam gewerkt wordt, wat haar geschikt
maakt voor gebruik in de meeste laboratoria. Ze is relatief makkelijk te kweken en lijkt aérosolisatie goed
te verdragen. In de studies met E. coli die in deze review zijn opgenomen, gebruikte de helft een ‘collision
nebulizer’ om de bacterie te vernevelen (4 van 8). Eén artikel gebruikte een medicatievernevelaar (Pari
LC Plus), twee gebruikten een Sparging Liquid Aerosol Generator (SLAG), en in één studie werd E. coli
gemeten zoals die van nature door menselijke deelnemers werd uitgeademd. Voor het meten van de
geaérosoliseerde E. coli gebruikten vier studies een impactormethode, drie een impinger of cyclone-

methode, en één studie gebruikte beeldvorming van een speciaal ontwikkeld filter.

In hun studie uit 2011 onderzochten Thomas et al. het effect van verneveling met een collision nebulizer
op de levensvatbaarheid van E. coli-cellen. Ze ontdekten dat na 10 minuten verneveling de cellen
aanzienlijke schade aan de celwand hadden opgelopen. De auteurs vermoeden dat dit komt door de
recirculatie van de vernevelvloeistof, wat frictie op de cellen uitoefent (Thomas et al., 2011). Dit
suggereert dat een mildere methode van aérosolisatie wenselijk is als een studie gericht is op het meten

van de levensvatbaarheid van geaérosoliseerde E. coli-cellen.

Een van de zeventien andere onderzochte bacterién in deze categorie was Staphylococcus epidermidis.
In de studie van Thompson et al. (2011) werd S. epidermidis kunstmatig geaérosoliseerd als een veilige
proxy voor Staphylococcus aureus. De studie toonde aan dat S. epidermidis, en waarschijnlijk ook S.
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aureus, levensvatbaar kan blijven in aérosolen gedurende vijf dagen of langer. Deze eigenschap - het
behoud van levensvatbaarheid tijdens aérosolisatie en meting — gecombineerd met de veiligheid, maakt
deze bacterie een sterke kandidaat als surrogaat voor onderzoek met risicovolle bacterién. Hoewel deze
soort slechts in één van de geincludeerde studies werd gebruikt, verdient ze verdere beschouwing
vanwege haar potentie als surrogaat voor pathogene bacterién én als proxy voor menselijke
aanwezigheid, aangezien S. epidermidis van nature voorkomt op de menselijke huid als onschadelijk

onderdeel van ons microbioom.

3.2 Bacteriofagen

De op één na grootste categorie werd gevormd door de bacteriofagen (of fagen) - virussen die bacterién
infecteren — 37,4% van de geincludeerde artikelen beschreven experimenten waarin één of meer fagen
werden gebruikt (zie Tabel 1). Van deze 34 artikelen gebruikte 55,9% (19 artikelen) de MS2-bacteriofaag,
29,4% (10 artikelen) de Phi6-bacteriofaag, 14,7% (5 artikelen) PhiX174, en 17,6% (6 artikelen)
gebruikte uitsluitend andere fagen (PR772, f2, SM702, T-1, Phill, PP1777, PP1450, PP1792, PP1797).
Deze fagen verschillen sterk in grootte, vorm en gedrag, waardoor het theoretisch mogelijk is om een
faag te selecteren die nauw aansluit bij het virus dat men wil bestuderen. De belangrijkste fagen die in
deze review zijn opgenomen - MS2, Phi6 en PhiX174 - worden beschouwd als veilig voor mens en dier.
Deze fagen zijn bovendien relatief eenvoudig te kweken op hun gastheercellen en vereisen geen
gespecialiseerde apparatuur voor groei en hantering, waardoor ze in de meeste laboratoria omgevingen
bruikbaar zijn.

Een belangrijk voordeel van het gebruik van een bacteriofaag als proxy voor een pathogeen virus is de
mogelijkheid om de levensvatbaarheid van de aérosoldeeltjes te meten. Dit gebeurt doorgaans met een
plaque assay, waarbij fagen worden verdund en gekweekt op een agarplaat die is bedekt met hun
gastheerbacterie. Vervolgens ontstaan plaques, elk een resultaat van een faag die een bacterie heeft
geinfecteerd en vernietigd. De resultaten worden uitgedrukt in Plague Forming Units (PFU). Fagen kunnen
ook gekwantificeerd worden met behulp van gqPCR, wat een totaalbeeld geeft van de verzamelde fagen,
ongeacht hun levensvatbaarheid. Door resultaten van gPCR en plaque assays te vergelijken, kan
informatie worden verkregen over de mate levensvatbaarheid en dus de mate van stress die de

bemonsteringsopstelling op de bacteriofaag uitoefent.

3.2.1 MS2

De meest gebruikte bacteriofaag in de studies in deze review was MS2, een RNA-virus zonder omhulling
dat E. coli infecteert. Meerdere studies geven aan dat MS2 praktisch hanteerbaar is. Tung-Thompson et
al. merkten op dat MS2 "eenvoudig in het laboratorium tot hoge titers kan worden gekweekt", wat ook
door andere onderzoekers werd bevestigd.

MS2 lijkt goed bestand tegen de mechanische belasting van bemonstering. Turgeon et al. (2014) vonden
dat de hoeveelheid levensvatbare MS2 die werd teruggevonden met een plaque assay vergelijkbaar was

met de hoeveelheid die via qPCR werd gedetecteerd, wat aangeeft dat de levensvatbaarheid van MS2

11
Rapportage 2024 - Programmalijn III - Literatuurstudie: Overzicht van methoden om blootstelling aan in de lucht verspreide
biologische deeltjes te evalueren in gesimuleerde realistische omgevingen Projectnummer 060.51323



niet werd aangetast door de bemonsteringsopstelling. Deze resultaten werden bereikt zonder gebruik
van een organische vernevelingsbuffer om de bacteriofaag te stabiliseren. Andere studies hebben echter
aangetoond dat de terugwinning van infectieuze MS2 wel degelijk beinvioed wordt door de keuze van

vernevelingsbuffer (Zuo et al., 2014).

Tabel 1. Karakteristieken van de belangrijkste bacteriofagen die als proxy werden gebruikt voor virale

blootstelling

Bacteriofaag [Belangrijke Gastheer Getest als |Aanbevolen Referenties
karakteristieken bacterie surogaat |methoden
voor
MS2 Enkelstrengs RNA Escherichia SARS-COV- |Gebruik van PC (i.p.v.[Turgeon et al 2014,
virus van de coli 2, PTFE) filters geeft Grendon et al 2010,
Leviviridae familie, Human hogere opbrengst van|[Tung-Thompson et al
zonder enveloppe, Norovirus infectieuze virussen [2015, Appert et al
(27-34 nm) 2012, Raynor et al
2021
Phi6 Dubbelstrengs RNA  |Pseudomonas |Influenza A, [Gebruik van een Turgeon et al 2014,
virus van de lsyringae SARS-COV- [organisch Oksanen et al 2022,
Cystoviridae familie, 2 vernevelingsmiddel [Sanmark et al 2023
met enveloppe, 80- \verhoogd de Bailey et al 2022,
100 nm terugwinningsperiode [Humphrey et al.
van levensvatbare 2023
virussen, wat wellicht
niet verenigbaar is
met alle
vernevelingsmiddelen.
Gebruik van PC (i.p.v.
PTEE) filters geeft
hogere opbrengst van
infectieuze virussen
PhiX174 enkelstrengs DNA Escherichia Newcastle [SKC Sampler Turgeon et al 2014,
phage van de coli Virus resulteerde in betere |Vyskocil et al 2020,
Microviridae familie, Disease, infectieuze virus Turgeon et al 2016
zonder enveloppe, ssDNA opbrengst dan de
25nm viruses NIOSH sampler
methode

Gendron et al.

(2010) concludeerden bovendien dat de hoeveelheid

infectieuze MS2 die werd

teruggewonnen niet werd beinvioed door het type filter in het meetapparaat, en dat MS2 nog steeds
levensvatbaar was na 12 uur bemonstering - in tegenstelling tot Phi6, die na slechts vier uur niet meer
kweekbaar was. Daarnaast is aangetoond dat MS2, naast bestendigheid tegen blootstellingsduur, ook
relatief ongevoelig is voor variaties in relatieve vochtigheid en temperatuur (Turgeon et al., 2016;
Verreault et al., 2015). Hoewel deze robuustheid voordelen biedt bij het opzetten van experimenten,
betekent dit ook dat MS2 mogelijk geen geschikte vervanger is voor humane pathogenen die juist wél
gevoelig zijn voor omgevingsfactoren. Zo vergeleek Appert et al. (2012) MS2 met een humaan adenovirus
onder verschillende bemonsteringsomstandigheden, en ontdekten dat MS2 veel robuuster was dan het
adenovirus. Opmerkelijk is dat deze studie ook aantoonde dat de relatieve hoeveelheid teruggevonden
MS2 werd beinvloed door de luchtvochtigheid — hoger bij hogere luchtvochtigheid.
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Twijfels over de geschiktheid van MS2 als surrogaat voor humane virussen worden verder ondersteund
door het werk van Zuo et al. (2013). In hun studie vergeleken zij MS2 met het aviaire influenzavirus
HIN9, het varkensgriepvirus H3N2, en het varken virus transmissibele gastro-enteritisvirus. Zij vonden
dat MS2 andere herstel- en overlevingspatronen vertoonde dan deze dierlijke virussen, en concludeerden
dat MS2 geen geschikte algemene surrogaat is voor dierlijke of humane virussen (Zuo et al., 2013).

Er is ook bewijs dat MS2 ongeschikt is voor studies naar de effectiviteit van antimicrobiéle middelen,
omdat MS2 resistentie vertoonde tegen meerdere antimicrobiéle behandelingen, waaronder UV-straling
met kiemdodende werking (Rengasamy et al., 2010; Verreault et al., 2015). Deze bevindingen
benadrukken het belang van voorzichtigheid bij het vertalen van resultaten uit surrogaatstudies naar

humane virussen.

Doordat MS2 goed bestand is tegen bemonsteringsstress, worden er weinig restricties gesteld aan de
keuze van instrumentatie. Voor het aérosoliseren van MS2 werd in 14 van de 19 studies (68,4%)
gebruikgemaakt van een ‘collision nebulizer’. Andere gebruikte methoden waren ultrasone verneveling,
een airbrush, medische vernevelaars, een vaste stof-aérosolgenerator en een speciaal ontworpen
opstelling die een braakincident moest nabootsen. Uit de verzamelde studies blijkt dat zowel ‘collision
nebulizers’ als ultrasone vernevelaars geen significante invloed hebben op de levensvatbaarheid van MS2
(Woo et al., 2010; Zuo et al., 2014). Voor de airbrush is onvoldoende informatie beschikbaar om een
vergelijkbare conclusie te trekken.

In een studie uit 2014 testte Zuo et al. de invloed van verschillende vernevelingsbuffers op de
terugwinning van levensvatbaar MS2. Zij ontdekten dat menselijk speeksel alleen aanzienlijk minder
bescherming bood dan een mengsel van speeksel met celkweekmedium - een combinatie die vaak
voorkomt in studies waarin MS2 wordt verneveld. Het gebruik van (kunstmatig) speeksel als enige buffer
zou dus een deel van MS2’s bestendigheid kunnen wegnemen en de resultaten daarmee beter

vergelijkbaar maken met die van menselijke virussen.

Voor het meten van MS2 in de lucht werd het vaakst een impinger gebruikt (11 artikelen). Raynor et al.
voerden in 2021 een uitgebreide studie uit waarin ze de bemonsteringsefficiéntie vergeleken van
populaire bioaérosolmeettechnieken, met gebruik van MS2, varkensinfluenza en vogelgriep als
modelorganismen. Ze concludeerden dat de SpinCon II - een type impinger dat cyclonische bewegingen
in combinatie met impingement gebruikt om de bemonstering te verbeteren - de hoogste relatieve
terugwinning van MS2 behaalde, hoewel alle geteste methoden, inclusief impactors en andere impingers,
goed presteerden. Toch is het belangrijk op te merken dat meetinstrumenten met een lagere flow rate,
zoals de Andersen-impactor (28,3 L/min) en de AGI-30 impinger (12,5 L/min), een nauwkeurigere
schatting gaven van de concentratie van het virus in de lucht. Raynor et al. stelden dat deze lagere flow
rates mogelijk minder RNA-schade veroorzaken aan het bemonsterde virus en daardoor betrouwbaardere

PCR-resultaten opleveren
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3.2.2 Phi6

Phi6é is een omhuld RNA-bacteriofaag die de bacterie Pseudomonas syringae infecteert. Door zijn
vergelijkbare grootte, oppervlaktestructuur en vermogen om infectieus te blijven, is Phi6 een populaire
keuze geworden als veilig surrogaat voor SARS-CoV-2 in experimenten (Oksanen et al., 2022). Turgeon
et al. (2014) voerden een studie uit waarin vijf veelgebruikte bacteriofagen samen met twee pathogene
virussen (het Newcastle disease virus van pluimvee en Influenza A virus H1IN1) werden getest met
verschillende aérosol monsternamemethoden (vloeibare en droge cycloonsamplers). De studie
concludeerde dat er geen significante verschillen waren in de hoeveelheid kweekbare Phi6 die werd
opgevangen door de verschillende bemonsteringsmethoden, en dat de verhouding tussen kweekbare Phi6
en met qPCR gedetecteerde Phi6 vergelijkbaar was met die van het influenzavirus. Dit wijst erop dat Phi6
en influenzavirussen vergelijkbaar reageren op bemonsteringsstress, en Phi6 dus als geschikte proxy kan

dienen voor influenzavirussen.

Gendron et al. (2010) toonden aan dat Phi6 zeer gevoelig is voor omgevingscondities. Verreault et al.
vergeleken Phi6 met drie andere fagen (MS2, PhiX174 en PR772) en konden bij 30°C geen infectieuze
Phi6 terugvinden, zelfs niet bij korte blootstellingstijd. Ook bij 18°C en 30°C werd geen infectieuze Phi6
aangetroffen bij langere blootstellingstijd. Blootstelling aan hoge relatieve vochtigheid veroorzaakte
eveneens snel verlies van infectiviteit (Verreault et al., 2015). Ter vergelijking: MS2 en PhiX174 waren
ook gevoelig voor temperatuur, maar werden nog wel in significante mate teruggevonden onder alle
testcondities (Verreault et al., 2015). Een studie van Turgeon et al. (2014) concludeerde echter dat het
toevoegen van een organische oplossing voor verneveling de terugwinning van infectieuze Phi6 significant
verhoogde. Dit is relevant, omdat Phi6 bekend staat om zijn snelle verlies van levensvatbaarheid bij
blootstelling aan lucht, wat zijn bruikbaarheid als proxy voor infectieuze aérosoldynamiek beperkt
(Humphrey et al., 2023; Turgeon et al., 2014; Verreault et al., 2015).

Hoewel Phi6 algemeen als veilig wordt beschouwd voor mens, dier en milieu, is er nog steeds een risico
op gezondheidseffecten in experimentele settings door endotoxinen die vrijkomen bij het lyseren van de
gastheercel (Sanmark et al., 2023). Sanmark et al. (2023) voerden aanvullende veiligheidstests uit en
vonden geen symptomen van irritatie of ontsteking bij mensen die werden blootgesteld aan
aérosolvormige Phi6, wat de geschiktheid vergroot voor gebruik in studies met menselijke deelnemers.
Echter alleen wanneer er persoonlijke beschermingsmiddelen toegepast worden, waaronder FFP2 en FFP3

mondmaskers, veiligheidsbrillen etc.

Net als bij de MS2-bacteriofaag was de Collison-vernevelaar de populairste aérosoliseringsmethode
(60%, 6 van 10 studies). Twee studies gebruikten een ultrasone vernevelaar, één een airbrush, en één
studie mat aérosolen afkomstig van een gesimuleerde tandheelkundige procedure op een dummy. Om
Phi6 te meten, werden de volgende methoden gebruikt: drie studies gebruikten een impinger, drie een
filter- en pompsysteem, twee gebruikten alleen passieve verzameling (passieve platen of oppervilakte-

swabs), en één studie gebruikte een impactor (Andersen) en een cyclone sampler (NIOSH).
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Gendron et al. (2010) onderzochten ook de invioed van bemonsteringsstress bij het gebruik van filters
met pomp, en toonden aan dat het type filter wat gebruikt wordt voor monstername uitmaakt. Gebruik
van polycarbonaat (PC) filters leidde tot viermaal hogere terugwinning van levensvatbare Phi6 dan het
gebruik van PTFE-filters. Een andere studie vond geen significant verschil in relatieve terugwinning tussen
de SKC biosampler (impinger) en de NIOSH cycloonsampler bij 10L/min of 3.5L/min (Turgeon et al.,
2014).

3.2.3 PhiX174

Net als MS2 is PhiX174 een niet-omhulde faag die E. coli infecteert, maar in tegenstelling tot MS2 is het
een enkelstrengs DNA-bacteriofaag. PhiX174 lijkt qua weerstand tegen bemonsteringsstress tussen Phi6
en MS2 in te vallen. De infectiviteit van PhiX174 wordt sterk beinvloed door de tijd dat het deeltje in de
lucht blijft zweven, vooral bij lage relatieve vochtigheid, resulterend in verminderde infectiviteit. Het
gebruik van een organisch vernevelingsmiddel bracht geen verbetering in infectiviteit (Turgeon et al.,
2014; Turgeon et al., 2016).

Turgeon et al. (2014) testten vijf bacteriofagen samen met twee pathogene virussen (Newcastle disease
virus (treft met name pluimvee en andere vogels) en humaan Influenza A virus HIN1) met verschillende
aérosolmonsters en concludeerden dat er geen significante verschillen waren in relatieve terugwinning
van PhiX174 of MS2 vergeleken met het Newcastle disease virus. Dit wijst op het potentieel van PhiX174
als proxy voor dit belangrijke virus bij vogels.

Van de zes artikelen in deze review die PhiX174 gebruikten, gebruikten drie een 6-Jet Collison
vernevelaar. De overige studies gebruikten respectievelijk een medische vernevelaar (Pari-Prep), een
vaste stof-aérosolgenerator, en een tandheelkundige dummy met gesimuleerde aérosolprocedures. Voor
de meting gebruikten twee studies een Andersen-impactor, twee een SKC biosampler (impinger), twee
een AGI-30 impinger en één een BioSpot-VIVAS (gebaseerd op condensatiegroei). Sommige studies
gebruikten meerdere methoden. Daarnaast gebruikten twee studies petrischalen voor plaquetellingen
naast actieve bemonstering. Gebruik van de SKC biosampler leidde tot 100-voudig hogere terugwinning
van infectieuze PhiX174 vergeleken met de NIOSH sampler (Turgeon et al., 2014). Een Andersen-
impactor werd succesvol gebruikt bij metingen van PhiX174 tijdens gesimuleerde tandheelkundige
procedures (Beltran et al., 2023). In deze studie werd PhiX174 zowel actief (met de impactor) als passief
(met agar sedimentatie platen) gemeten, en men concludeerde dat beide methoden op een afstands- en
tijdsafhankelijke manier infectieuze deeltjes konden opvangen (Beltran et al., 2023).
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3.3 Fysieke proxies

Van de geincludeerde artikelen gebruikten er twaalf uitsluitend een fysieke, inerte proxy in hun
experiment. Daarnaast namen vijf studies een fysieke proxy naast de biologische proxy op, om extra
informatie te verkrijgen — bijvoorbeeld over bemonsteringsefficiéntie, of de hoeveelheid dragerdeeltjes.
De methoden die toegepast werden in de studies met “alleen fysieke proxy” waren divers. De artikelen
in deze groep maten enkel een niet-biologische parameter, zoals deeltjesaantal, of gebruikten
beeldvorming om het effect van de experimentele opstelling te beoordelen. Grofweg vallen deze studies
uiteen in drie groepen: acht artikelen gebruikten niet-biologische deeltjes (aérosollen van zout oplossing,
kunstmatig slijm, een oliebasis, micro-/nanodeeltjes of alleen buffer), drie gebruikten uitsluitend
fluorescerende markers (GlowGerm™ of Fluoresbrite Carboxy-microsferen), en één artikel analyseerde
alleen omgevingsparameters zoals totale vluchtige organische stoffen (TVOC’s), CO2-concentratie, PM; 5
en PMyq en relatieve vochtigheid (RV).

Een studie van Coyle et al. uit 2021 laat goed zien wat voor informatie met een fysieke proxy kan worden
verzameld — in dit geval een kaliumzoutoplossing. De oplossing werd aérosolvormig gemaakt bij een
gesimuleerde ademfrequentie in een vergaderruimte-achtige setting met “ontvanger”-ademsimulatoren.
Vervolgens werden verschillende combinaties van interventies getest, waaronder variatie in ventilatie
(hoeveelheid luchtwisselingen), luchtreinigers met HEPA-filters in verschillende configuraties in de ruimte
en simulatie van het dragen van een mondmasker door de dummy-deelnemers. Het maskeren van zowel
de bron als de ontvangers was de meest consistente effectieve manier om (blootstelling aan) het aantal
deeltjes in de lucht te verminderen (Coyle et al., 2021). Ook bleek de locatie van luchtreinigers met
HEPA-filters in een ruimte invloed te hebben op hun luchtreinigende werking. Beperkingen van deze
studie waren dat het vernevelde aérosol niet het brede spectrum aan deeltjesgroottes vertegenwoordigde
dat mensen uitademen, en evenmin de invloed van warmte en vochtigheid had die kenmerkend zijn voor
menselijke uitademing (Coyle et al., 2021). Die beperkingen gelden echter niet alleen voor experimentele

opstellingen met fysieke proxies, maar voor vrijwel alle kunstmatige aérosolisatiestudies.

Een andere studie in deze groep werd uitgevoerd door Lee et al. (2023). In plaats van deeltjes kunstmatig
te aérosoliseren, gebruikten zij zes omgevingsparameters (relatieve vochtigheid, kooldioxide, totale
vluchtige organische stoffen, PM.s, PMj, en temperatuur) als input voor een kunstmatige-
intelligentiemodel om het aantal “bacterie-achtige”, “schimmel-achtige” of “pollen-achtige” deeltjes in de
lucht te voorspellen, zoals bepaald met een real-time fluorescerend aérosolcytometer. Na training van de
modellen op data uit een kantoorgebouw en een winkelcentrum, konden vervolgens de concentratie
bioaérosolen in de lucht met 60-80% nauwkeurigheid voorspeld worden. Daarnaast sloten de
modeluitkomsten goed aan bij de bekende effecten van temperatuur, luchtvochtigheid en fijnstof (PM)
op bioaérosolconcentraties binnenshuis (Lee et al., 2023). Deze studie laat zien dat omgevingsmetingen
— die met relatief goedkope sensoren uitvoerbaar zijn — in combinatie met andere gegevens over
bioaerosolen potentieel bieden in de toekomst.

Het gebruik van deze groep fysieke proxies heeft duidelijke voordelen: ze vereisen geen gespecialiseerd
veiligheidsmateriaal en kunnen waardevolle informatie opleveren over het werkbereik van instrumenten,

deeltjesaantallen, grootteverdelingen en luchtstromen door ventilatiesystemen. Het voor de hand
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liggende nadeel is echter dat ze geen informatie geven over bioaerosolen zelf en de levensvatbaarheid
en persistentie van biologische agentia in de omgeving.

3.4 Virussen

Tot slot includeerde een kleine groep artikelen (11 van 91) een aérosolvormig virus in hun studie. Drie
van deze artikelen gebruikten dierlijke bacterién (Bordetella bronchiseptica) of virussen (murine hepatitis
virus (2), feline calicivirus, feline herpesvirus-1, canine parvovirus of canine distemper virus (1)), en acht
artikelen gebruikten een verzwakte of nauw verwante stam van een humaan virus. Daarnaast vergeleken
vier van de geincludeerde artikelen verschillende virussen met de MS2-bacteriofaag, wat waardevolle
inzichten oplevert in hoe deze bacteriofaag als surrogaat kan functioneren in toekomstig onderzoek.

Deze groep proxies vereist nog steeds gespecialiseerde veiligheidscondities bij hantering en is niet
universeel toepasbaar in experimentele studies naar binnenluchtkwaliteit; daarom worden ze in deze
review niet uitgebreid besproken. Eén interessante toegepaste ziekteverwekker in deze groep is echter
het Murine Hepatitis Virus (MHV), dat in twee geincludeerde studies werd gebruikt (Nieto-Caballero et
al., 2023; Kalaiselvan et al., 2022). In beide gevallen werd MHV ingezet als proxy voor SARS-CoV-2,
omdat — zoals Nieto-Caballero et al. (2023) opmerken — het opmerkelijk vergelijkbare fysiologie heeft
en er aanwijzingen zijn dat MHV vergelijkbaar reageert op omgevingsfactoren en desinfectiemaatregelen
als SARS-CoV-2 (Nieto-Caballero et al., 2023; Kalaiselvan et al., 2022). Het gebruik van MHV in
onderzoek naar interventies tegen de verspreiding van SARS-CoV-2 heeft belangrijke voordelen: het is
(voor zover bekend) niet pathogeen voor de mens, en de tot nu toe met MHV verkregen resultaten zijn
bruikbaar als model voor SARS-CoV-2. Het model is echter niet perfect: het virus vereist BSL-2-omgang
en is zeer besmettelijk, waardoor extra voorzichtigheid nodig is in faciliteiten waar ook

laboratoriumknaagdieren aanwezig zijn.

In negen van de elf studies in deze groep werd een Collison-vernevelaar gebruikt om de virussen te
aérosoliseren. De overige twee studies maten aerosolen die “per ongeluk” bij handelingen vrijkomen:
één afkomstig van aérosolvormende tandheelkundige handelingen op een dummy-patiént, en één die
incidentele aérosolen uit PCR-apparatuur wilde detecteren. Voor de bemonstering van de
geaérosoliseerde virussen werden verschillende methoden gebruikt; drie studies vergeleken meerdere
methoden en zijn daarom in meerdere categorieén meegeteld. Vijf artikelen gebruikten een filter- en
pompgebaseerde methode (met PTFE- of gelatinefilters). Een impactormethode kwam viermaal voor;
twee studies gebruikten een NIOSH-cycloonsampler; twee gebruikten impingers; en één maakte gebruik
van een BioSpot-VIVAS.

In de studie van Raynor et al. (2021) werd de bemonsteringsefficiéntie van zes verschillende impinger-
of cycloonsamplers, een filtergebaseerde sampler en een cascade-impactor met elkaar vergeleken onder
andere ook voor kunstmatig aerosolen van vogelgriepvirussen. De auteurs concludeerden dat de
meetcontext een belangrijke factor is bij de keuze van een methode. Zo zou een sampler met hoge flow

rate, zoals de in de studie opgenomen SpinCon II, geschikt zijn voor metingen in kantooromgevingen
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waar lage concentraties van het doelvirus worden verwacht (Raynor et al., 2021). Instrumenten met een
hoge flow rate verzamelen meer lucht in een kortere tijd en vergroten daardoor de kans om virusdeeltjes
op te vangen; toch bleek in dezelfde studie dat instrumenten met een lagere flow rate — zoals de
Andersen-impactor, de AGI-30 en Biosampler-impingers, en de BioSpot-VIVAS — de concentratie van
virusdeeltjes in de lucht nauwkeuriger konden voorspellen (Raynor et al., 2021).

Raynor et al. suggereren dat het verschil mogelijk wordt veroorzaakt doordat high-flow-instrumenten
een groot luchtvolume concentreren in het bemonsteringsmedium, wat kan leiden tot meer schade aan
het virus. Een andere verklaring is dat instrumenten met hoge flow minder efficiént zijn in het verzamelen
van deeltjes aan de uiterste randen van het deeltjesgroottespectrum. Dat is relevant, omdat sommige
virussen hun infectiviteit alleen behouden binnen een beperkt bereik van deeltjesgroottes. Zo vergeleken
Appert et al. (2012) de prestaties van een 8-traps Andersen-impactor en een MOUDI-impactor bij het
bemonsteren van kunstmatig geaérosoliseerde MS2 en adenovirus. Zij vonden dat het aantreffen van
infectieus adenovirus sterk samenhing met deeltjes in het 0,56-1,9 pm-bereik, terwijl MS2 gelijkmatiger
over de groottes verdeeld was. Op basis van hun bevindingen adviseren Raynor et al. (2021) te
overwegen om een tweedelig bemonsteringssysteem te gebruiken bij onderzoek met verneveling van
virussen: een high-flow-instrument om te bepalen of het doelvirus aanwezig is, gevolgd door een low-

flow-sampler voor kwantificatie.

4 DISCUSSIE

In dit literatuuroverzicht hebben we bestaande informatie samengebracht over hoe biologische exposure
proxies worden toegepast in experimenteel onderzoek. We hebben een overzicht gekregen van
benaderingen met uiteenlopende voordelen, uitdagingen en beperkingen, zoals gebruikt in verschillende
onderzoekssettings. Het streven naar optimale wetenschappelijke methoden voor het beoordelen van
blootstelling aan biologische agentia via de lucht in gesimuleerde reéle contexten vraagt om een
genuanceerde beoordeling van aerosolisatietechnieken, methoden voor deeltjesmeting en gebruikte
proxies, en evaluatie of deze geschikt zijn om reéle situaties na te bootsen. Deze literatuurstudie draagt
bij aan het verfijnen van onderzoeksopzetten gericht op het evalueren van de effectiviteit van ventilatie-
en luchtzuiveringsmaatregelen in binnenruimten, met nadruk op het nabootsen van door mensen
gegenereerde bioaerosolen.

De artikelen die in dit overzicht zijn opgenomen, beslaan een breed scala aan methoden, elk met hun
eigen toepassingen, positieve eigenschappen en mogelijke nadelen, samengevat in Tabel 2. Hoewel de
grootste groep artikelen bacterién gebruikte als surrogaat voor een ander micro-organisme, probeerden
veel van deze studies de eigenschappen van een zeer specifieke pathogeen na te bootsen, zoals Bacillus
anthracis, waardoor de bruikbaarheid voor algemene studies naar infectierisico via binnenlucht beperkt

is. E. coli kan daarentegen wel dienstdoen als een meer algemeen toepasbaar organisme, omdat het
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gemakkelijk te kweken is en veilig te hanteren. Een andere bacterie, Staphylococcus epidermidis, biedt

potentie als organisme dat kunstmatig aérosolvormig gemaakt kan worden, maar ook als mogelijke proxy

voor menselijke aanwezigheid.

Tabel 2. Positieve aspecten en eventuele nadelen van de beschreven proxies

Biologische N Voordelen Nadelen
proxy Papers

Bactel-'iofagen- 34 Bacteriofagen geven goed inzicht in e Labfaciliteiten nodig om fagen en

generiek infectierisico vergeleken met enkel gastheren te kweken
deeltjesaantallen (Beltran et al. 2023; e Mogelijk niet acceptabel voor
Oksanen et al. 2022) dee'nemers
Informatie over sampling stress door het e Geen ‘one size fits all’ oplossing
meetsysteem (Gendron et al., 2010)
Relatief goedkoop en gemakkelijk in grote
hoeveelheden te produceren (Turgeon et al.,
2016; Humphrey et al., 2023; Verreault et
al., 2015; Fisher et al., 2009)
Lage bio-veiligheidsvereisten (Turgeon et al.,
2016; Humphrey et al., 2023; Fisher et al.,
2009)
Grote diversiteit — inzetbaar als proxy voor
diverse pathogenen (Turgeon et al., 2016)
Overeenkomsten met eukaryote virussen
(Beltran et al., 2023)

MsS2 19 Makkelijk te produceren met hoge virustiter | ® Andere recovery rate dan
(Zuo et al., 2013; Appert et al., 2012) coronavirussen en influenza (Zuo
Matig resistent tegen desinfectantia, net als et al., 2013; Zuo et al., 2014)
veel humane virussen (Fisher et al., 2009; e Appert et al., 2012: MS2 reageert
Rengasamy et al., 2010) significant anders dan HAd-V
Bewijs voor blijvende levensvatbaarheid na e Kan risico overschatten door
verneveling (Appert et al., 2012) andere reactie dan humane
Overleeft in lucht en op oppervlakken virussen (Fisher et al., 2012)
(Pearce-Walker et al., 2020)
Ultrasonische vernevelaar tast
levensvatbaarheid nauwelijks aan (Woo et
al., 2010)
Resistent tegen UVC (Verreault et al., 2015)

Phi6 10 Biologisch veilig model met lange e Phi6 is een niet-omhuld virus,
gebruiksgeschiedenis (Lee et al., 2023) anders dan veel nosocomiale
Gedrag lijkt op influenzavirus (Lin et al., pathogenen (Lee et al., 2023)
2017) e Phi6 virus daalt snel bij
Levert reproduceerbare resultaten op blootstelling aan lucht in druppels
(Sanmark et al., 2023) (Humphrey et al., 2023)
Vergelijkbaar met coronavirussen qua ® Slechte overleving bij overdracht
grootte, lipidenomhulsel, spike-eiwitten en op oppervlakken (Bailey et al.,
RNA-genoom (Humphrey et al., 2023) 2022)

e Gevoelig voor sampling stress -
minder geschikt om
levensvatbaarheid te bestuderen
(Grendron et al., 2010)

Phi X174 5 Door de structuur geschikt als proxy voor e Lange samplingtijd kan fagen
pathogene ssDNA-virussen (Beltran et al., beschadigen (Vyskocil et al.,
2023) 2020)
Wordt al langer gebruikt als modelorganisme| ® Niet-omhuld virus, anders dan
(Lee et al., 2023) veel nosocomiale pathogenen (Lee
et al., 2023)

e Mogelijk slechts conservatieve
schatting van gevoeligheid
(Verreault et al., 2015)
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E. coli 8 e Goedkoop en eenvoudig te kweken e Niet bruikbaar als proxy voor alle
(Kalaiselvan et al., 2022; Langer et al., bacterién
2012; Vanden et al., 2013) e Komt veelvuldig voor in omgeving
e Geschikt om effect van experimentele (Kruglyakova et al., 2022)
opstelling op levensvatbaarheid te meten e Collison-vernevelaar kan
(Kalaiselvan et al., 2022; Langer et al., levensvatbaarheid van E. coli
2012; Lin et al., 2017) aantasten (Thomas et al., 2011)
e \Verdraagt verneveling goed (Danelli et al.,
2021)
e Staafvormig - lijkt op M. tuberculosis
(Vanden et al., 2013)

De opgenomen studies over bacteriofagen geven overtuigend bewijs voor het gebruik van bepaalde
faagsoorten als surrogaat voor humane of dierlijke virussen. Daarbij is het echter van belang om de faag
zorgvuldig te kiezen op basis van de eigenschappen van de doelpathogeen, omdat ook fagen - net als
virussen - elk hun eigen gevoeligheid hebben voor omgevingsfactoren en bemonsteringstechnieken.

De methoden in de categorieén met fysieke proxies waren divers, variérend van het gebruik van niet-
biologische aérosolen tot modelmatige benaderingen op basis van omgevingsdata. Hoewel deze
methoden geen informatie kunnen geven over de overleving van aérosolvormige organismen - en
daarmee het infectierisico - bieden ze wel inzicht in parameters als deeltjesgrootte, -aantal en -

verspreiding in een ruimte.

Virussen vormden de kleinste groep artikelen in deze studie. De meeste organismen in deze groep
betroffen dierlijke virussen of verzwakte humane virussen die nog steeds gespecialiseerde behandeling
en faciliteiten vereisen, en zijn daarom minder bruikbaar voor algemene studies. Desondanks werd
Murine Hepatitis Virus (MHV) in twee van de geincludeerde studies geidentificeerd als een veelbelovend
surrogaat voor SARS-CoV-2, het zou waardevol kunnen zijn voor laboratoriumonderzoek naar dit virus.

Het gebruik van biologische proxies kan ons begrip van bioaerosolen vergroten. Het grootste voordeel
van het gebruik van levensvatbare proxies, zoals bacteriofagen of bacterién, is dat ze informatie kunnen
leveren over de overleving van het organisme in de onderzoeksomgeving. Deze informatie helpt ons om
het infectierisico beter in te schatten, omdat alleen levende, zich replicerende organismen infectieziekten
kunnen veroorzaken. Wanneer een infectieus micro-organisme wordt uitgeademd, beinvioeden talloze
factoren - van de grootte en samenstelling van het druppeltje tot de luchtvochtigheid - de overleving.
Het kiezen van een geschikte proxy is daarom een uitdaging en moet zorgvuldig worden overwogen. Het
ideale organisme moet bestand zijn tegen de stress van aérosolisatie en bemonstering, maar ook gevoelig
blijven voor omgevingsfactoren zoals luchtvochtigheid, zoals ook geldt voor het doelorganisme. Een
voorbeeld is MS2, een veelgebruikte bacteriofaag die zeer robuust is tegen bemonstering en
omgevingsstress. Hierdoor kan het infectierisico worden overschat. Een mogelijke oplossing is het gebruik

van meerdere proxies binnen één studie.

Voor alle proxies, bacterién, phagen en virussen, werden nadelige effecten van verneveling op de
levensvatbaarheid na aerosolatie gerapporteerd. Ook de effectiviteit van verschillende aerosol
monstername methodes om de hoeveelheid levensvatbare organismen te bepalen blijkt afhankelijk van
type organisme en virus. Dit bemoeilijkt de vergelijkbaarheid en bemoeilijkt de keuze voor een methode
bij onderzoek naar biologische agentia in de lucht in realistische settings.
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Sommige artikelen dienen als voorbeeldcases voor toekomstig onderzoek, en introduceren bovendien
vernieuwende benaderingen in infectie-aérosolonderzoek. Een goed voorbeeld is de studie van Oksanen
et al. (2022), waarin de bacteriofaag Phi6 werd geaérosoliseerd in een gesimuleerde restaurant setting
met zes deelnemers. Een vernevelaar gevuld met Phi6 fungeerde als een zevende “infectieuze
deelnemer”. Verspreid over de ruimte stonden actieve samplers opgesteld, waarna verschillende
infectiepreventiestrategieén werden toegepast om het effect op verspreiding te meten (Oksanen et al.
2022). De resultaten van deze praktijkproef werden vergeleken met voorspellingen van een
computersimulatie, die vergelijkbare uitkomsten gaf. Dankzij het model konden onderzoekers
eenvoudiger verschillende interventiescenario’s testen en hun impact op infectierisico kwantificeren
(Oksanen et al. 2022). Deze studie is van belang vanwege het gebruik van menselijke deelnemers en

een realistische setting, waardoor de resultaten direct toepasbaar zijn in infectiepreventiebeleid.

Een belangrijk nadeel van het gebruik van levende proxies is dat deze veelal niet toepasbaar zijn in
studies met menselijke deelnemers of in realistische omgevingen. Deelnemers voelen zich mogelijk
ongemakkelijk bij blootstelling aan levende micro-organismen, zelfs als deze veilig geacht worden in
combinatie met het gebruik van persoonlijke beschermingsmiddelen (Sanmark et al., 2023) Ook is het
niet wenselijk om levende micro-organismen buiten een gecontroleerde laboratorium omgeving toe te
passen. Het meten van fysieke omgevingsproxies voor infectieuze aérosolen, zoals kooldioxide en PM; 5
— zoals gedaan door Lee et al. (2023) - blijft een van de weinige beschikbare methoden in studies met
menselijke deelnemer in realistische omgevingen. Een alternatief voor interventiestudies in realistische
omgevingen is het volgen van veranderingen in natuurlijk voorkomende micro-organismen. Zo gebruikte
Thompson et al. in hun studie Staphylococcus epidermidis als biologisch veilige vervanger voor
Staphylococcus aureus. Deze studie toonde aan dat S. epidermidis bestand was tegen
bemonsteringsstress en geschikt is als surrogate (Thompson et al. 2011). Naast bruikbaarheid voor
kunstmatige aérosolisatie, kan deze bacterie ook gebruikt worden als indicator voor menselijke
aanwezigheid. Een andere interessante kandidaat is Streptococcus salivarius, een veelvoorkomend lid
van de orale en nasofaryngeale microbiota. S. salivarius kan mogelijk fungeren als speekselbiomarker en
daarmee een indicatie geven van relatief infectierisico via aérosolen, zonder dat zieke deelnemers nodig
zijn en zonder dat fysieke/biologische aérosolvormige proxies gemaakt moeten worden. Deze bacterién
zouden bijzonder waardevol kunnen zijn in studies naar binnenluchtkwaliteit, zoals de effectiviteit van
luchtzuiveraars of ventilatieaanpassingen, zonder dat er kunstmatige aérosolen hoeven te worden
gegenereerd (Piana et al, 2021).

Een mogelijke beperking van onze studie was de brede reikwijdte van de literatuurzoektocht. Hoewel een
systematische aanpak is gevolgd bij het zoeken en selecteren van de literatuur, zou het ondoenlijk zijn
geweest om alle toepassingen van de beschreven methoden in kaart te brengen. Hierdoor is ervoor
gekozen de bevindingen te presenteren in de vorm van een meer narratief overzicht, ondanks de robuuste
zoekstrategie. Wij zijn van mening dat dit waardevolle inzichten biedt, ook al omvat het niet elk voorbeeld

van het besproken onderwerp. We hadden daarnaast de zoekstrategie aan kunnen passen om meer
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studies in realistische omgevingen (zoals klaslokalen of zorginstellingen) te includeren, in plaats van
voornamelijk laboratoriumstudies. Hoewel dergelijke laboratoriumexperimenten waardevol zijn, voegen
menselijk gedrag en fysiologie een complexiteit toe die niet met instrumenten te repliceren is. Door de
zoektermen anders in te richten zouden wellicht meer studies uit “echte” settings zijn gevonden. Er lijkt
bovendien een algemeen gebrek aan gepubliceerde studies die de invloed van aanpassingen in het
binnenmilieu op ziekteoverdracht onderzoeken.

Conclusie

Hoewel er meerdere methoden beschikbaar zijn om aérosolen te produceren en bioaérosolen in de
omgeving te detecteren, kon op basis van deze literatuur niet één methode als de beste worden
aangemerkt voor onderzoek naar biologische agentia in de lucht in realistische settings. De onzekerheid
over het realistisch nabootsen van menselijke blootstelling via vernevelaars, en de bezorgdheid over het
gebruik van levende organismen in levensechte omgevingen, maken toepassing buiten het laboratorium
voorlopig nog niet haalbaar. In studies naar het binnenmilieu, zoals naar de effectiviteit van mobiele
luchtreinigers of aanpassingen in ventilatiesystemen, kunnen door mensen gegenereerde bacteriéle
proxies echter mogelijk een waardevol alternatief vormen, zonder dat kunstmatige aérosolen hoeven te
worden geproduceerd.
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