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Teste 4: Atenuação natural como um método para a descontaminação 
para SARS-CoV-2 em materiais de biblioteca empilhados e espuma de 
polietileno expandido 

Em resposta à pandemia de COVID-19, o Institute of Museum and Library Services (IMLS) e OCLC 
estão trabalhando em parceria com Battelle para criar e distribuir informação científica gerada para 
ajudar a reduzir o risco de transmissão do COVID-19 para funcionários e visitantes que estão 
envolvidos na entrega ou uso de serviços de arquivos, bibliotecas e museus. Este projeto REopening 
Archives, Libraries, and Museums (REALM) está estudando quanto tempo o vírus SARS CoV-2 (o 
vírus que causa COVID-19) sobrevive em materiais comuns e métodos para mitigar a exposição.  

Como parte da Fase 1 e 2 de pesquisa, Battelle conduziu quatro estudos de atenuação natural para 
prover informação sobre quanto tempo de quarentena deveria ser considerado necessário para alguns 
materiais de arquivos, bibliotecas e museus manuseados frequentemente antes de serem colocados 
de volta ao uso. Os resultados dos Teste 1 ao 3 foram apresentados em 22 de junho, 20 de julho e 18 
de agosto de 2020, respectivamente; o Teste 4 começou em 31 de julho de 2020.  

Cada estudo foi conduzido por aplicação do virulento vírus SARS-CoV-2 em cinco materiais mantidos 
em temperatura padrão (20ºC a 23.8ºC) e condições de umidade relativa (30 a 50 por cento). Os 
materiais do Teste 4 incluíam quatro itens previamente examinados no Teste 1, mas para esse teste 
eles estavam configurados empilhados. Essa configuração se assemelha à prática comum usada em 
bibliotecas quando lidam com livros em devolução. Além disso, espuma de polietileno expandido, um 
material frequentemente usado em ambientes de museu para o armazenamento e transporte de 
exposições, foi colocado em uma configuração não empilhada. Todos os itens testados estão listados 
na Tabela 1 abaixo. Os itens foram fornecidos pela Columbus Metropolitan Library* e o National 
Archives and Records Administration.** As amostras de cada item foram inoculadas, deixadas para 
secar, e foram então invertidas e colocadas em cima de uma peça maior do mesmo tipo de material 
(para criar o efeito de empilhamento). Uma pequena seção de páginas de livro foi usada para colocar 
peso no livro de capa flexível e na capa plástica de proteção para criar uma superfície plana de 
contato. Os itens foram examinados, então, dois, três, quatro e seis dias depois da avaliação inicial T0. 
O sexto dia foi o último período testado. 

 

Tabela 1. Itens examinados no Teste 4.   

https://www.webjunction.org/content/dam/WebJunction/Documents/webJunction/realm/test4-report.pdf
https://www.webjunction.org/explore-topics/COVID-19-research-project.html
https://www.webjunction.org/explore-topics/COVID-19-research-project.html
https://www.webjunction.org/explore-topics/COVID-19-research-project/resources.html#results
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Item Tipo de material Uso 

Capa de livro de capa dura* Tecido Buckram  Capa dura para livro  

Capa de livro de capa flexível* Papel recoberto Capa flexível de papel para livros  

Capa de proteção plástica * Filme de poliéster com orientação 
biaxial  

Camada protetora para livros de capa 
dura  

Estojo de DVD* Polipropileno Armazenamento de DVD e CD 

Espuma de polietileno expandido** Espuma de polietileno de 1 polegada Armazenamento e transporte 

 
Os resultados mostram que após seis dias de quarentena o vírus SARS-CoV-2 era ainda 
detectável nos cinco materiais testados. Ao comparar estes resultados aos do Teste 1, em que 
depois de três dias o vírus não era detectável em livro de capa dura, livro de capa flexível, capa 
plástica de proteção e estojo de DVD não empilhados, os resultados do Teste 4 destacam o 
efeito do empilhamento e a sua capacidade de prolongar a sobrevivência do vírus SARS-CoV-2.   

Baseado na composição porosa da celulose, métodos de desinfecção líquida podem não ser 
adequados e podem resultar em degradação material. Um tempo de quarentena mais longo pode ser 
considerado; ou outros métodos como aplicação de calor podem fazer uma descontaminação mais 
rápida e podem justificar uma investigação mais profunda. Uma revisão da literatura que estará 
disponível em outubro de 2020 está explorando a pesquisa publicada sobre o efeito do calor, luz UV e 
outros métodos de desinfecção. Organizações tais como Northeast Document Conservation Center 
tem compartilhado informação sobre desinfecção de materiais para arquivos, bibliotecas e museus.   

Métodos de Testes  

Os itens estudados no Teste 4 não foram esterilizados antes da testagem. Battelle propagou o isolado 
clínico do vírus SARS-CoV-2 em laboratório, seguido pela caracterização e testagem para estabelecer 
um título1 certificado. Todos os testes foram conduzidos em um laboratório de nível de biossegurança 
(biosafety level) (BSL)-3.  

Cupons de teste (N=5) e cupom de controle (N=1), por período, foram recortados de cada um dos 
cinco materiais de biblioteca ou de museu em cupons de tamanho 1,9 cm × 7,6 cm. Amostras de 
SARS-CoV-2 foram aplicadas em 10 gotículas de 10-µL (100 µL no total) em cada cupom e deixadas 
para secar em condições ambientais de laboratório em uma câmara de biossegurança Classe II 
(BSCII) como mostra a Figura 1. Este método e volume de inoculação são consistentes com métodos 
de testagem de atenuação previamente desenvolvidos por Battelle2 o qual possibilita um método de controle 
de secagem permitindo um número inicial consistente de vírus. Uma vez secos, um conjunto de cupons de 
teste foi coletado e processado (amostras T0) e o restante dos cupons de teste foram transferidos para 
uma câmara de biossegurança Classe III para manter as condições ambientais desejadas de 

 
 1 O Título ou porcentagem em massa é a relação (razão) entre a massa do soluto e a massa da solução. 

 2 Richter, W.R, M.M. Sunderman, M.Q.S. Wendling, S. Serre, L. Mickelsen, R. Rupert, J. Wood, Y. Choi, Z. Willenberg, and M.W. 
Calfee. 2019. “Evaluation of altered environmental conditions as a decontamination approach for nonspore-forming biological agents.” 
Journal of Applied Microbiology 128(4): 1050-1059. https://doi.org/10.1111/jam.14532. 

https://www.nedcc.org/free-resources/preservation-leaflets/3.-emergency-management/3.5-disinfecting-books
https://en.wikipedia.org/wiki/Biosafety_level
https://en.wikipedia.org/wiki/Biosafety_level
https://en.wikipedia.org/wiki/Biosafety_level
https://doi.org/10.1111/jam.14532
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22 ± 2°C e umidade relativa (UR) de 40 ± 10%. As condições alcançadas foram de 21,8 ± 0,30°C e 
38,6 ± 1,84% UR. Os cupons de todos os materiais, depois da inoculação e subsequente secagem, 
foram colocados sobre um suporte de aço inoxidável ou empilhados sobre materiais similares e 
colocados em uma câmara de controle ambiental selada para testes. Esta câmara não tem 
ventiladores de ar e não transmite luz, portanto os testes não foram expostos a fluxo de ar ou luz 
enquanto estavam na câmara. Devido à natureza ondulada da capa flexível do livro e da capa 
protetora de plástico, uma seção de páginas de livros foi usada como peso para cada um, depois de 
empilhadas, para promover uma superfície de contato plana entre os materiais.  

Em períodos de tempo específicos, os cupons de teste foram removidos da câmara de ambiente e 
colocados em tubos cônicos de 50-mL (Fisher Scientific Cat. No. 14-959-49A, Waltham, Mass., US) e 
extraídos com 10-mL de meio de cultura de células completo (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 
Corning Cat. No. 10-010-CV, Corning, N.Y., US) suplementados com 2% soro fetal bovino (Gibco Cat. 
No. 10082147, Carlsbad, Calif., USA) e penicilina-estreptomicina (Gibco Cat. No. 15140122), e 
agitados sobre uma plataforma de agitação a 200 rotações por minuto por 15 minutos.  

Durante o processo de extração, havia um potencial para produtos químicos dos materiais de teste, ou 
adesivos contidos nestes materiais, lixiviarem para o líquido do extrato. Estes produtos químicos 
podem ter tido efeitos citopáticos deletérios (CPE) na monocamada de cultura de células. Uma vez 
que as monocamadas de cultura de células são necessárias para o ensaio de dose infecciosa de 
cultura de tecidos mediana TCID50 para determinar quantitativamente o vírus infeccioso, é importante 
que o extratante não tenha outros componentes além do SARS-CoV-2 que causarão CPE, uma vez 
que isso resultará em falsos positivos (i.e., presença de vírus infeccioso). 

Figura 1. Inoculação de SARS-CoV-2 sobre materiais do Teste 4 (esquerda). Depois da inoculação, 
os cupons de teste foram colocados dentro da câmara de exposição e empilhados sobre materiais 
similares (direita). 
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Para mitigar o potencial de efeito citopático induzido quimicamente, os extratos foram transferidos para 
um concentrador (Spin-X UF Concentrator, Corning Cat. No. CLS431491) e centrifugados até que o 
volume inicial de aproximadamente 10 mL fosse concentrado para aproximadamente 0,5 mL. 
Aproximadamente 10 mL de meio de cultura de células completo fresco foi adicionado à amostra 
concentrada (i.e., extratos) com a finalidade de lavar e remover quaisquer resíduos químicos. O 
concentrador foi centrifugado novamente e concentrado a ~ 0,5 mL. O meio foi adicionado para 
equilibrar todos os extratos lavados em aproximadamente 2 mL. 

O limite de quantificação (LOQ) do ensaio é 13,1 TCID50 unidades. Uma vez abaixo desse limite, o 
ensaio não pode mais atribuir uma saída de valor quantitativo; entretanto, uma avaliação de qualidade 
da presença de infecção pode ser observada através de exame microscópico manual. Assim sendo, 
quaisquer valores abaixo de LOQ, mas positivo para presença de vírus, é atribuído um valor de 10 
(indicando positivo) para permitir a diferenciação de 0 (indicando negativo), presença de infecção viral 
nas células Vero.  

Os extratos das amostras de teste foram ensaiados em células Vero E6 (ATCC CRL-1586, Manassas, 
VA, USA), e após uma incubação de 72-horas a 37°C com 5% CO2, as placas de ensaio TCID50 foram 
observadas para CPE. A matriz de teste cobriu cinco períodos de tempo (T, ou dia): T0, T2, T3, T4, e 
T6. Como mostram as Tabela 2 e Figura 2, a T0 se observou uma redução de 1,3 a 1,9 log (LR) em 
todos os materiais. Uma vez seca e devido à natureza empilhada do material, a taxa de atenuação 
diminuiu e ainda foi detectável até o dia 6. A espuma de polietileno expandido, embora não empilhada, 
também resultou em vírus recuperável até o dia 6.  

 
Tabela 2. Valores de log10 SARS-CoV-2 recuperados nos dias 0, 2, 3, 4 e 6 no Teste 4.  

Descrição Inoculado1 T02 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 6 
Livro de capa dura* 4.85 3.27 3.10 2.52 1.59 1.88 
Livro de capa flexível * 4.85 2.94 1.96 1.20 0.00 0.52 
Capa plástica de proteção* 4.85 3.53 2.29 1.83 1.30 1.30 
Estojo de DVD* 4.85 3.36 2.72 1.79 1.08 1.04 
Espuma de polietileno expandido** 4.85 3.13 2.55 1.79 0.52 0.26 
1 Número total de virus aplicado a cada material  
2 Número total de virus recuperado depois de ~1h de período seco 
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Figura 2. Teste 4 de atenuação de SARS-CoV-2 nos dias 0, 2, 3, 4, e 6, com intervalos de segurança 
de ± 95% indicados pelas barras verticais pretas para cada dia de teste e item. 
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