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© Versbes em espanhol e portugués produzidas pela APOYOnline — Association for Heritage
Preservation of the Americas. Esse documento, oferecido como um servigo informativo da
APQYOnline, é uma tradugdo néo oficial dos testes 7 & 8: “Natural Attenuation as a decontamination
approach for SARS-CoV-2 on materials at various temperatures”, original localizado em
https://www.oclc.org/content/dam/realm/documents/test-7-8-report.pdf. Essa tradugéo é publicada com
0 conhecimento e concordancia dos termos especificados no CC-BY-SA LICENSE. Erros e omissées
aqui contidos sdo de responsabilidade exclusiva do tradutor.

Teste 7 e 8: Atenuacgao natural como abordagem de
descontaminacao para SARS-CoV-2 em materiais a varias
temperaturas

Em resposta a pandemia de COVID-19, o Institute of Museum and Library Services (IMLS) e OCLC
estao trabalhando em parceria com Battelle para distribuir informagées de base cientifica concebidas
para ajudar a reduzir o risco de transmissdo da COVID-19 aos funcionarios e visitantes que estao
envolvidos na entrega ou uso de servigos de arquivo, bibliotecas e museus. Como parte desta
pesquisa, o projeto REALM REopening Archives, Libraries, and Museums (REALM) esta estudando
por quanto tempo o virus SARS-CoV-2 (o virus que causa a COVID-19) sobrevive em materiais e
métodos comuns para mitigar a exposi¢ao. As informagdes dos resultados dos testes do projeto
REALM nao devem ser interpretadas como recomendacdes ou diretrizes.

Estas descobertas contribuem para a evolugdo do conhecimento cientifico sobre o SARS-CoV-2, que
ainda inclui incertezas sobre: quanto virus ¢ 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 e por meio do contato com objetos e superficies contaminados (“fémites”).

Battelle realizou oito estudos de laboratério para avaliar a atenuagéo natural (i.e., inativagdo) como
uma abordagem de descontaminagao para materiais contaminados com SARS-CoV-2. Os resultados
dos Testes 1 a 6 foram divulgados entre 22 de junho e 19 de novembro de 2020; os Testes 7 e 8
comecaram simultaneamente em 5 de janeiro de 2021.

Os testes 1 a 6 mediram o tempo de atenuagao do virus virulento SARS-CoV-2 aplicado a materiais
mantidos a temperatura ambiente (68° a 75°F; 20° a 24°C) e em condi¢des de umidade relativa (UR)
(30 a 50 %). No Teste 7, os materiais foram mantidos a temperaturas mais frias (34° a 36°F; 1° a 4°C);
no Teste 8, os materiais foram mantidos a temperaturas mais quentes (83° a 84°F; 28° a 29°C). Para
ambos os testes, a umidade relativa do ar permaneceu a mesma que nos testes anteriores. Os testes
estudaram trés tipos de capas de livro e espuma de polietileno expandido; ver Tabela 1. Os itens foram
fornecidos pela Columbus Metropolitan Library* e pela National Archives and Records Administration**.
Os materiais das capas dos livros foram testados em uma configuragdo empilhada e a espuma em
uma configuragao desempilhada. Os materiais do Teste 7 (temperatura mais fria) foram examinados
nos dias 2, 6, 8, 9 e 10; os materiais do Teste 8 (temperatura mais quente) foram examinados nos dias
2,3,4,6¢e8.

@ ocLc - wikiistey  BATTELLE 1


https://www.oclc.org/content/dam/realm/documents/test-7-8-report.pdf
https://oc.lc/realm-project
https://www.oclc.org/realm/research.html

REopening
Archives, Libraries
and Museums

PROJECT

Tabela 1. Materiais dos Testes 7 e 8

Item ‘ Tipo de material ' Uso

Livro de capa dura* Tela Buckram Revestimento de livro de capa dura

Livro de capa flexivel* Papel revestido Capa de papel de alta qualidade

para livro de bolso

Capa de protecgao plastica* Filme de poliéster de orientacao Camada protetora para livros de
biaxial capa dura

Espuma expandida de Espuma de polietileno de 1" Armazenamento e transporte

polietileno**

Os resultados mostram que as taxas de atenuacao dos materiais mantidos a uma temperatura mais
fria foram significativamente mais lentos em comparagéo com as temperaturas mais quentes e
ambientais. No dia 10, no periodo de tempo do Teste 7, a quantidade de virus ativo presente
permaneceu praticamente inalterada em relacado a medida TO para todos os materiais, exceto para o
livro de capa dura. Em contraste, no Teste 8, no sexto dia, o virus nao foi detectado em todos os
materiais exceto na capa de protecao plastica; este foi um tempo de atenuagcdo um pouco mais rapido
do que o ocorrido em temperaturas ambiente. O virus era indetectavel na capa de protecao plastica no
8° dia. Estes dados podem sugerir que consideragdes adicionais podem precisar ser avaliadas em
relagdo as caixas de recolhimento externo ou armazenamento em condigées mais frias. Para
instituicdes que utilizam periodos de quarentena, esta pesquisa pode ter impacto quando iniciar o
“relégio” de quarentena uma vez que um material € trazido para um ambiente controlado. Os dados
também sugerem que, quando possivel, 0 armazenamento em areas mais quentes pode ajudar a
reduzir a duragao da quarentena.

Nota: O couro também foi selecionado como material de teste para os Testes 7 e 8. No entanto,
durante a pré-triagem das amostras (uma capa de livro em couro e dois tipos de couro a granel), foi
observada citotoxicidade — ou seja, morte celular causada por um produto quimico extraido do material
(descrito abaixo). Como isso impediria os pesquisadores de medir a quantidade de virus no material
durante o teste, o couro foi removido dos testes. O couro foi previamente testado como parte do
estudo REALM (Teste 5) sem que fosse observada citotoxicidade. Esse couro foi tirado de um livro dos
anos 1860, enquanto os couros selecionados para os Testes 7 e 8 eram mais novos. Suspeita-se que
o processo moderno de curtimento ou corantes utilizados no fabrico desses couros mais recentes
possam ter resultado no efeito citotoxico, porém, a causa exata permanece indeterminada.

Métodos de Teste
Os itens estudados nos Testes 7 e 8 nao foram esterilizados antes dos testes. Battelle propagou o

isolamento clinico do virus SARS-CoV-2 (variante WA1/2020) internamente, seguido por
caracterizacao e testes para estabelecer um teste certificado. Todos os testes foram conduzidos em
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um laboratdrio de nivel de biosseguranca (BSL)-3. Uma descricao mais detalhada dos métodos de
teste foi publicada no site REALM."

Os cupons de teste (N=5) e em branco (N=1) com tamanho de 1,9 cm x 7,6 cm, por periodo de tempo,
foram recortados de cada um dos quatro b '

materiais. O estoque SARS-CoV-2 foi aplicado
em dez goticulas de 10-pL (100 pL no total) em
cada cupom e deixado secar em condi¢oes
ambientais de laboratério em uma cabine de
biossegurancga Classe Il, como mostrado na
Figura 1. Este método de volume de inoculagao
€ consistente com os métodos de teste de
atenuacao anteriores desenvolvidos por Battelle
e que permite um método controlado de
secagem para um numero inicial consistente de
virus infecciosos.? Uma vez seco, o conjunto de
cupons de teste foi recolhido e processado .
(amostras TO; Tabelas 2 e 3), e os cupons de Figura 1. Inoculagéo do SARS-CoV-2 nos
teste restantes foram. entdo colocados em materiais dos Testes 7 € 8.

contato com superficies semelhantes

(configuracdo empilhada) para imitar as condicdes tipicas de armazenamento para trés dos quatro
materiais (livro de capa dura, livro de capa mole, pelicula plastica de protecéo); a espuma expandida
de polietileno nao foi testada em uma configuragdo empilhada. Os cupons de teste (empilhados e
desempilhados) foram entédo dispostos em cima de prateleiras de ago inoxidavel e colocados em sua
respectiva cdmara de ambiente controlado para serem testados em condicbes ambientais desejadas.
As temperaturas médias para o Teste 7 foram 36,3° £ 2,40°F (2,4° + 1,36°C), com 34,5 + 3,58% UR;
as temperaturas para o Teste 8 foram 83,5° + 0,62°F (28,6° £ 0,32°C), com 32,6° + 0,48% UR. Estas
camaras nao tinham ventiladores cruzados e nao tinham luz transmissivel; ou seja, os cupons de teste
permaneceram no escuro durante a exposicao.

Nos periodos de tempo especificados, os cupons de teste foram removidos das camaras com
ambiente controlado e colocados em tubos cénicos de 50 ml (Fisher Scientific Cat. No. 14-959-49A,
Waltham, MA, USA) e extraidos com 10 ml de meio de cultura celular completo (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, Corning Cat. No. 10-010-CV, Corning, NY, USA) suplementado com 2% de soro fetal
bovino (Gibco Cat. No. 10082147, Carlsbad, CA, USA) e penicilina-estreptomicina (Gibco Cat. No.
15140122) agitados sobre plataforma de agitagdo a 200 rotagdes por minuto durante 15 minutos.

O limite de quantificacdo (LOQ) deste ensaio é de 26,2 unidades de dose infecciosa das culturas dos
tecidos (TCIDso) (1.42 log10) quando nenhum efeito citotdxico é observado. Uma vez abaixo deste

' Plano de Teste para Atenuacdo Natural Attenuation do SARS-CoV-2 como Abordagem de Descontaminagao, revisado em

29 de julho de 2020, publicado para 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).
Avaliagcéo das condi¢cdes ambientais alteradas como abordagem de descontaminacgéo para agentes bioldgicos nao
formadores de esporos. Microbiologia Aplicada JAM-2019-0811
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limite, o ensaio ndo pode mais atribuir um valor quantitativo; no entanto, uma avaliagao qualitativa da
presenca de infecgdo pode ser observada através de um exame com microscopio manual. Portanto,
quaisquer valores abaixo do LOQ, mas positivo para a presencga de virus, sdo atribuidos o valor de 10
(indicando positivo) para permitir que seja resolvido a partir de 0 (indicando negativo) presencga de
infecgao viral nas células hospedeiras Vero E6. Uma média é calculada para os valores atribuidos aos
cinco cupons de teste para cada material por periodo de tempo.

Durante o processo de extragdo, mostrado na Figura 2, existe um potencial para que produtos
quimicos dos materiais de teste ou adesivos contidos nesses materiais possam passar para o liquido
do extrato. As células utilizadas para este ensaio TCIDso podem morrer de 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 virus infeccioso
extraido do cupom de teste.

Uma vez que as monocamadas de
cultura de células sdo necessarias
para o ensaio TCIDs para
determinar quantitativamente o
virus infeccioso, é importante que
o extratante nao tenha outros
componentes além do SARS-CoV-
2 que causarao efeitos citopaticos,
uma vez que isso resultara em
falsos positivos (i.e., morte celular
devido a produtos quimicos que
passam para o material testado e
nao devido a infecgdo por virus).

Para mitigar potenciais efeitos Figura 2. Processo de extragdo do material
citotoxicos, 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 fosse concentrado a ~ 0,5 ml. Aproximadamente 10
ml de novos meios de cultura completos foram adicionados a amostra concentrada (i.e., extratos) com
a finalidade de lavar e remover quaisquer residuos quimicos (i.e., uma troca de tampao). 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.

As amostras de teste de controle negativo (i.e., cupons de teste nao inoculados com SARS-CoV-2)
foram controladas para CPE e usadas para cada tipo de material. Nenhum dos materiais usados nos
testes 7 e 8 resultou em produtos quimicos que passaram para a monocamada de CPE de cultura de
célula, com excecgao do couro, que foi predefinido e excluido dos testes.
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Os extratos das amostras de teste foram ensaiados em células Vero E6 (ATCC CRL-1586, Manassas,
VA, USA), e ap6s incubagéo de 72 horas a 99°F (37°C) com 5% CO., as placas de ensaio de TCIDsg
foram observadas para CPE. A matriz de teste cobriu seis pontos de tempo por condigéo de teste (T
oudia): TO, T2, T6, T8, T9 e T10 para condigao de teste frio (Teste 7), e TO, T2, T3, T4, T6 e T8 para
condigao de teste quente (Teste 8). Conforme mostrado nas Tabelas 2 e 3, em TO (ap6s 1 hora de
secagem), foi observada uma redugao de 1,1 a 1,5 log (LR) em todos os materiais que era consistente
com os valores LR anteriores para estes tipos de materiais (Teste 4). Como os Teste 7 e 8 foram
realizados simultaneamente, os dados TO foram realizados com um conjunto de materiais de teste e os
dados foram compartilhados em ambos os testes.

Tabela 2. Teste 7 (temperatura fria) log1 total SARS-CoV-2 recuperado nos dias 0, 2, 6, 8, 9 e 10.

Descrigdo Inoculum’ | T0? | Dia2 | Dia6 Dia8 Dia9 | Dia10 |
Livro de capa dura 4,71 3,48 3,65 3,22 3,75 <LOD 1,16
Livro de capa de papel 471 3,24 3,46 3,38 3,86 3,47 3,41
flexivel ’
Capa de protegao 471 3,64 3,80 3,66 3,22 3,44 3,13
plastica ’
Espuma 4,71 3,52 3,78 3,22 2,88 3,22 2,88

1 Numero total de virus aplicados a cada material
2 Nimero total de virus recuperados apds ~1h de periodo seco

Tabela 3. Teste 8 (temperatura quente) logio total SARS-CoV-2 recuperado nos dias 0, 2, 3, 4, 6 e 8.

Livro de capa dura 4,71 3,48 1,68 0,78 0,26 <LOD <LOD
Livro de capa de papel 471 3,24 1,98 0,52 0,26 <LOD <LOD
flexivel ’
Capa de protegao 471 3,64 2,09 1,30 0,52 0,78 <LOD
plastica ’
Espuma 4,71 3,52 1,75 0,26 0,52 <LOD <LOD

1 Numero total de virus aplicados a cada material
2 NUmero total de virus recuperados ap6s ~1h de periodo seco

Um resumo dos resultados da atenuacgao por tipo de material € mostrado nas Figuras 3 a 6. Dados
selecionados do Teste 4 foram incluidos (linha tracejada) nestes conjuntos de dados como referéncia
as curvas de atenuagao previamente estabelecidas para os testes realizados em condicdes ambientais
alvo [71,6°F (22°C) e 40% UR]. Como esperado, a taxa de atenuagéo para os materiais em condigao
fria foi significativamente mais lenta em comparagéo com a condigdo quente, bem como com os
materiais em condi¢cdo ambiente. O livro de capa dura foi o Unico material de teste, na condigéo de
teste frio, que mostrou certa atenuacao significativa, resultando em uma redugao do virus viavel no 9°
dia (<LOD) e permanecendo abaixo do LOQ no 10° dia, com dois dos cinco cupons de teste
permanecendo positivos para virus viavel.
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Em contraste, a testagem na condi¢dao quente resultou em um aumento menos significativo na taxa de
atenuacdo em comparagao com a testagem na condigdo ambiente. Vale ressaltar que a diferenca de
temperatura para as condig¢des frias e quentes em comparagéo com a testagem em condigao
ambiental foi de 35°F (20°C) e 12°F (7°C), respectivamente. Novamente, no livro de capa dura resultou
uma diferenga mais significativa na taxa de atenuagéo quando comparada a temperatura ambiente e,
embora sutil, todos os materiais, exceto a capa de protecao plastica, resultaram de 0 a 5 cupons de
teste positivos para virus viavel ao 6° dia a temperatura de teste elevada. A capa de protecao plastica
também resultou em 0 a 5 cupons de teste positivos para virus viaveis, mas ao 8° dia. Esta é uma
melhoria notavel do ponto final (comparado ao ambiente) para todos os materiais de teste, e embora
sutil, sugere que mesmo este modesto aumento de temperatura de 12°F (7°C) melhora a taxa de
atenuacado do SARS-CoV-2 nestes materiais.

Enquanto é antecipado que temperaturas elevadas mais extremas podem resultar em taxas de
atenuacao mais rapidas, com a finalidade de gerar dados uteis que poderiam ser facilmente
implementados na comunidade, sem a necessidade de equipamentos adquiridos adicionalmente,
estas temperaturas elevadas foram selecionadas porque se acredita que possam ser facilmente
alcancadas através do uso de equipamento de aquecimento e ventilagao existentes, sem a
necessidade de modificag&o.?
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Figura 3. Atenuacédo do SARS-CoV-2 na espuma em condi¢gdes quentes, frias e ambientais com £95%
de intervalos de confiancga indicados pelas barras verticais pretas para cada data e item de teste.

3 Riddell S, Goldie S, Hill A, Eagles D, Drew TW. O efeito da temperatura na persisténcia do SARS-CoV-2 em superficies
comuns. Virol J. 2020 Oct 7;17(1):145. doi: 10.1186/s12985-020-01418-7. PMID: 33028356; PMCID: PMC7538848.
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Hard Cover - Warm vs. Cold vs. Ambient
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Figura 4. Atenuacédo do SARS-CoV-2 em livro de capa dura em condi¢des quentes, frias e ambientais
com = 95% de intervalos de confianca indicados pelas barras verticais pretas para cada data e item de
teste.
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Figura 5. Atenuacédo do SARS-CoV-2 em livro de capa de papel flexivel em condi¢gbes quentes, frias e
ambientais com + 95% de intervalos de confianga indicados pelas barras verticais pretas para cada
data e item de teste.
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Plastic Cover - Warm vs. Cold vs. Ambient
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Figura 6. Atenuacédo do SARS-CoV-2 em capa de protegéo plastica em condi¢des quentes, frias e
ambientais com + 95% de intervalos de confianc¢a indicados pelas barras verticais pretas para cada

data e item de teste.

NOTA DE TRADUCAO:

A seguinte nota dos tradutores tem como objetivo esclarecer algumas siglas presentes neste texto.
LOQ - Limite de quantificacdo: Uma vez que a contagem de virus cai abaixo de 26.2, os pesquisadores
s6 podem determinar a presenca ou auséncia de virus manualmente sob o microscopio.

LOD - Limite de deteccéo: Auséncia de virus na amostra de material ou atenuagcédo completa.

IAH - Hipétese de acéo independente.
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