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Teste 5: Atenuagao natural como uma abordagem de
descontaminacao para SARS-CoV-2 em materiais téxteis

Em resposta a pandemia de COVID-19, o Institute of Museums and Library Sciences (IMLS) e OCLC
estao trabalhando em parceria com Battelle para distribuir informagéo cientifica concebida para ajudar
a reduzir o risco de transmissao de COVID-19 para funcionarios e visitantes que estao envolvidos na
entrega ou uso de servigos de arquivos, bibliotecas e museus. Como parte dessa pesquisa, o projeto
REopening Archives, Libraries, and Museums (REALM) esta estudando por quanto tempo o virus
SARS CoV-2 (o virus que causa o COVID-19) sobrevive em materiais e métodos comuns para mitigar
a exposicao. As informagdes dos resultados dos testes do projeto REALM nao devem ser
interpretadas como recomendacgdes ou diretrizes.

Essas descobertas contribuem para a evolugao do conhecimento cientifico a respeito do SARS-CoV-2,
que ainda inclui incertezas sobre: quanto virus é liberado por uma pessoa infectada por tosse, espirro,

fala, respiragao, etc; quanto virus € necessario para infectar alguém; e a probabilidade de uma pessoa
se infectar indiretamente por meio do contato com objetos e superficies contaminados (“fémites”).

Durante as fases 1 e 2, Battelle conduziu cinco estudos de laboratério para estudar a atenuagao
natural como uma abordagem de descontaminagéo para materiais contaminados com SARS-CoV-2.
Os resultados dos testes 1 a 4 foram divulgados em 22 de junho, 20 de julho, 18 de agosto e 3 de
setembro de 2020, respectivamente; o teste 5 comegou em 29 de agosto de 2020.

Cada estudo foi conduzido aplicando o virus virulento SARS-CoV-2 em cinco materiais mantidos em
temperatura ambiente padrao (20°C a 23.8°C) e condi¢des de umidade relativa (30 a 50 por cento). Os
materiais do Teste 5 incluiram cinco itens téxteis comumente usados; todos os itens testados estio
listados na Tabela 1 abaixo. A cinta de nylon foi fornecida pelo American Museum of Natural History e
o livro de couro foi fornecido por doagao privada. Os outros materiais foram adquiridos como amostras
de fornecedores. Amostras de cada item foram inoculadas e depois deixadas secar. Os itens foram
examinados dois, quatro, seis e oito dias apds uma avaliagao inicial. O oitavo dia foi o ponto final
testado.
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Tabela 1. Itens examinados no Teste 5

Item Tipo de material Uso

Capa de livro em couro* Couro (cerca 1861) Revestimento de livro de capa
dura

Couro sintético* Policloreto de vinil expandido Estofamento

(PVC)

Tecido de poliolefina* 100% poliolefina Estofamento

Tecido de algodao* 100% algodao (azul) Estofamento, traje

Cinta de nylon** Tecido de nylon Cinta de nylon para controle de
multidao

Os resultados mostram que apoés oito dias de quarentena, o virus SARS-CoV-2 ainda foi detectado
em couro e em materiais de couro sintético. Para o revestimento de livro de capa dura em couro, o virus
caiu abaixo do LOQ (1,42 log1o, ou 26,2 particulas de virus) no dia 4, mas a presenca do virus foi
encontrada em trés dos cinco cupons de teste no dia 8. Para o couro sintético, o virus caiu abaixo do LOQ
no dia 8, mas ainda foi encontrado em dois dos cinco cupons de teste. Para o tecido de poliolefina e a cinta
de nylon, apenas a quantidade de virus apds a 1 hora inicial de tempo de secagem pode ser medida:
menos de 131 particulas foram detectadas na poliolefina e menos de 655 na cinta de tecido de nylon.
Nenhum dado para o tecido de algodao pbde ser coletado ou relatado.

As células utilizadas para este ensaio TCID50 podem morrer por dois efeitos principais: (1) citotoxicidade,
que é a morte celular causada por um produto quimico extraido do cupom de teste, ou (2) efeito citopatico
(CPE), que é a morte celular causada pelo infeccioso virus extraido do cupom de teste. Trés dos materiais
testados - tecido de poliolefina, cinta de nylon e tecido de algodao - todos mostraram algum nivel de
citotoxicidade, o que limitou a capacidade de medir a quantidade de virus em niveis mais baixos. A fonte de
citotoxicidade desses trés materiais € desconhecida, mas pode ser um revestimento (p. ex. retardador de
fogo ou antimicrobiano) ou algum outro subproduto de fabricagao desconhecido.

Essa citotoxicidade levou os pesquisadores a ajustar os limites de quantificagdo (LOQ) a um limite mais
alto para o tecido de poliolefina e a cinta de nylon; abaixo desses niveis, nao foi possivel medir nenhum
virus. O material de algodao apresentou niveis variaveis de citotoxicidade que afetaram multiplas dilui¢gdes.
Isso levou a dados inconclusivos para o algodao e os pesquisadores excluiram os dados do relatério.

Métodos de Teste

Os itens estudados no Teste 5 ndo foram esterilizados antes do teste. Battelle propagou o isolamento
clinico do virus SARS-CoV-2 em laboratério interno, seguido de caracterizacao e teste para
estabelecer um titulo certificado. Todos os testes foram conduzidos em um laboratério de nivel de
biosseguranca (biosafety level) (BSL)-3. Uma descricdo mais detalhada dos métodos de teste foi
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publicada no site REALM".

Cupons de teste (N=5) e em branco (N=1), por ponto de tempo, foram excisados de cada um dos
cinco materiais em cupons de 1,9 x 7,6 cm. O estoque SARS-CoV-2 foi aplicado como 10 gotas de 10
uL (100 pL no total) em cada cupom e deixado secar em condi¢cdes ambientais de laboratério em uma
cabine de biossegurancga Classe Il (BSCII), conforme mostrado na Figura 1. Este método e volume de
in6culo é consistente com métodos de teste de atenuagao anteriores desenvolvidos por Battelle e
permite um método controlado de secagem para permitir um ndmero inicial consistente de virus?. Uma
vez seco, um conjunto de cupons de teste foi coletado e processado (amostras T0), e os cupons de
teste restantes foram movidos para uma cabine de biosseguranga Classe Ill para manter as condigdes
ambientais desejadas de 22 + 2°C e umidade relativa (UR) de 40 £ 10. As condigbes reais alcangadas
durante o Teste 5 foram 21,8 + 0,30°C e 38,6 = 1,84% UR. Todos os cupons de material, apds
inoculagao e secagem subsequente, foram colocados sobre uma grade de ago inoxidavel e inseridos
em uma camara selada com controle ambiental para teste. Esta cAmara nao tinha ventiladores de ar e
nao transmitia luz; ou seja, os materiais de teste permaneceram no escuro durante a exposi¢ao.

Em periodos de tempo especificos, os cupons de teste foram removidos da camara de ambiente e
colocados em tubos cénicos de 50 mL (Fisher Scientific Cat. No. 14-959-49A, Waltham, MA, EUA) e
extraidos com 10 mL meio de cultura de células completo (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Corning
Cat. No. 10-010-CV, Corning, NY, EUA) suplementados com 2% de soro fetal bovino (Gibco Cat. No.
10082147, Carlsbad, CA, EUA) e penicilina-estreptomicina (Gibco Cat. No. 15140122) agitados sobre
uma plataforma de agitagédo a 200 rotagdes por minuto durante 15 minutos.

O limite de quantificacéo (LOQ) deste ensaio € de 26,2 unidades TCIDs, (1,42 log10) quando nenhum
efeito citotdxico é observado. Uma vez abaixo deste limite, o ensaio ndo pode mais atribuir uma saida
de valor quantitativo; entretanto, uma avaliagao qualitativa da presencga de infec¢cao pode ser
observada por meio de exame microscopico manual. Portanto, a quaisquer valores abaixo de LOQ,
mas positivos para a presencga de virus, sao atribuidos a um valor de 10 (indicando positivo) para
permitir que seja diferenciado de 0 (indicando negativo) presencga de infecg¢ao viral nas células Vero.
Foi calculada uma média para os valores atribuidos aos cinco cupons de teste para cada material.

Os extratos foram transferidos para um concentrador (Spin-X UF Concentrator, Corning Cat. No.
CLS431491) e centrifugados até que o volume inicial de ~ 10 mL foi concentrado para ~ 0,5 mL.
Aproximadamente 10 mL de meio de cultura de células completo fresco foram adicionados a amostra
concentrada (i.e., extratos) com o propésito de lavar e remover quaisquer residuos quimicos. 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.

1 Plano de teste para a atenuagao natural do SARS-CoV-2 como uma abordagem de descontaminagéo, revisado em 29 de julho de
2020, publicado em_http://oclc.org/realm

2 Richter W, Sunderman M, Wendling M, Serra S, Mickelsen L, Rupert R, Wood J, Choi Y, Willenberg Z, Calfee M (2019). Avaliagéo
de condigbes ambientais alteradas como uma abordagem de descontaminagao para agentes bioldgicos ndo formadores de
esporos. Microbiologia Aplicada JAM-2019-0811

4 wissin.ceoy  BATTELLE



REajaning
REALME:: -
ane MU seimas

PROJECT

Figura 1. Inoculagdo do SARS-CoV-2 nos materiais do Teste 5.
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Figura 2. Cupons de teste do Teste 5 para couro sintético (parte superior esquerda),
poliolefina (parte superior central), algodao (parte superior direita), nylon (parte inferior
esquerda) e capa de livro de couro (parte inferior direita).
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Durante o processo de extragdo, existe um potencial para produtos quimicos dos materiais de teste ou
adesivos contidos nesses materiais, para lixiviar para o liquido extraido. Uma vez que monocamadas
de cultura de células sdo necessarias para que o ensaio de dose infecciosa de cultura de tecidos
mediana [TCIDsg] determine quantitativamente o virus infeccioso, € importante que o extratante nao
tenha outros componentes além do SARS-CoV-2 que causarao efeitos citopaticos, pois isso ira
resultar em falsos positivos (i.e., morte celular devido a produtos quimicos lixiviados no material de
teste e ndo devido a infecgao por virus). As amostras de teste de controle negativo (i.e., cupons de
teste ndo inoculados com SARS-CoV-2) controlam o efeito citotdxico e sdo usadas para cada tipo de
material. Trés dos materiais de teste (poliolefina, nylon e algodao) para o Teste 5 resultaram em
produtos quimicos extraidos que derivaram em efeitos citotdxicos na monocamada de cultura de
células. A poliolefina resultou em efeito citotdxico apenas nas amostras nao diluidas, enquanto o nylon
resultou em efeito citotdxico tanto na fileira nao diluida quanto nas primeiras dobras diluidas 5 vezes
na placa de teste. O algodao resultou em citotoxicidade em diluigdes multiplas ao longo do ensaio e,
como resultado, foi excluido da analise. Como as diluicdes (por material) sdo excluidas do teste,
devido ao efeito citotdxico, o LOQ deve ser ajustado, pois a capacidade de medir o virus infeccioso
nestas diluicdes é negada. O LOQ foi ajustado de 1,42 log1o para 2,12 log1o para a poliolefina e 2,82
log1o para o nylon.

Os extratos da amostra de teste foram ensaiados em células Vero E6 (ATCC CRL-1586, Manassas,
VA, EUA), e apdés uma incubagédo de 72 horas a 37°C com 5% de CO2, as placas de ensaio TCIDso
foram observadas para CPE. A matriz de teste cobriu cinco pontos no tempo (T, ou dia): TO, T2, T4, T6
e T8. Conforme mostrado na Tabela 2 e Figura 3, em TO, uma reducéo de 1,0 a 3,3 log (LR) foi
observada em todos os materiais. Depois de seco, a taxa de atenuagao diminuiu e ainda era
detectavel até o dia 8. A capa de livro de couro, bem como o couro sintético, detectou virus infeccioso
recuperavel até o dia 8. O material de poliolefina e nylon nao resultou nenhum virus detectavel apés 1
hora de secagem, dentro do LOQ ajustado (ALOG) de 2,12 logo € 2,82 log1o, respectivamente. Abaixo
desses LOQ ajustados, nenhuma analise qualitativa foi alcangavel devido a complicacao dos efeitos
citotéxicos.

Tabela 2. Total log1o SARS-CoV-2 recuperado nos dias 0, 2,4,6 e 8 do Teste 5.

Capa de livro de 540 2.99 2,02 0,91 0,78 0,78
couro

Couro sintético 5,40 4,42 2,88 2,45 1,76 0,52
Tecido de 5,40 <2,12 <2,12 <212 <2,12 <212
poliolefina

Tecido de algodao 5,40 NA3 NA3 NA3 NA3 NA3
Cinta de nylon 5,40 <2,82 <2,82 <2,82 <2,82 <2,82
1 Numero total de virus aplicado a cada material 3 Material excluido devido ao efeito citotoxico em diluigdes multiplas
2 NUmero total de virus recuperados apds ~1 hora de periodo seco
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Figura 3. Atenuacdo do SARS-CoV-2 no Teste 5, nos dias 0, 2, 4, 6 e 8, com intervalos de confianca
de £ 95% indicados pelas barras verticais pretas para cada data e item do teste.
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NOTA DE TRADU(}AO:

A seguinte nota dos tradutores tem como objetivo esclarecer algumas siglas presentes neste texto.

LOQ - Limite de quantificagdo: uma vez que a contagem de virus cai abaixo de 26,2 os pesquisadores s6
podem determinar a presenga ou auséncia de virus manualmente sob o microscopio.

LOD - Limite de deteccao: auséncia de virus na amostra de material ou atenuagcéo completa.

IAH - Hipétese de acao independente.
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