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RESUMO: A Secgio de Microscopia Eletronica (ME) do lostituro Adoo Luz {IAL) realiza ding-
adsticos rdpidos de: Herpesvirus, Poxvirus, Papilomavires, Rotavirns, Adenoviras, Astrovirus,
Calicivirus, “Small Rounrd Virus Particles-SRVP”, agente de Norwalk, Parvovitus e bacteriéfagos em
diversas amostras bioldgicas. Contribui também no conprole de qualidade de antigenos virais come
Sarampo, nfluenza, Rocio, Dengue, Hepatite A ¢ B, HIV e outros. A coloracio negativa ¢ uma das
técaieas utilizadas no diagndstico rdpido de vérioes virus associados &s doengas humanas, A morfologia,
a subestrutura ¢ o didmelro sdo caracteristicas importantes para difcrenclar esses virus. Apesar da im-
possibilidade de se realizar exames em larga escala, do alto custo ¢ da necessidade de téenicos
especializados, € uma téenica de fcil execugdo, com obtengio rapida do resultado. ¥ ttil para detectar
virus de dificit cultivo e € o dnico método gue permite observar mais de um agente pUHa MESMA AMOS-
tra. Embora existam vrios laboratdrios de ME em Universidades e em InstituicSes de Pesquisa, cada
iaboratério esté empenhado em sta hnha de pesquisa ¢ sio poucos os gue se dedicam & drea de diag-

ndstice rdpido de virus.

DESCRITORES: Microscopiz Eletronica, Coloracio Negativa, Virus, Diagndstco.

INTRODUCAO

O uso da microscopia eletrinica para detecgdo de
particulas virais. pela coloragio negativa, € mm dos
métodos utilizados como diagndstico auxiliar nas di-
ferentes infecedes virals humanagh 12 1% 16 35864
morfologia, a subestrutura e o difimetro sfio caracte-
risticas importantes para diferenciar esses virus™.

A técnica de coloragio negativa desenvelvida em
1959 por Brenner & Homne® proporciona um grande
aumento no contraste da imagem ¢ rapidez na prepa-
ragiio da amostra. BEm consegiiéncia disso difundiu-
se rapidamente, tendo o uso crescente na drea de di-
agnéstico viral ¢ ampla aplicaciio nas pesquisas em
Virologia.

A colorag@io negativa foi utilizada, pela primeira
vez, no diagndstico de infecgBes virais de importdn-
cta em Salde Pdblica, em 1962, por Peters ¢ col.”,
na epidermia de Variola major, ocorrida na Alemanha.
Na Inglaterra, em 1966, durante uma epidemia de

Variola minor, Croickshank e col.” introduziram essa
técnica no diagndstico de Smail pex.

Outros autores como Poane e col', em 1967, ¢
Joncas e col.?, em 1969, descreveram o uso da colo-
racdo negativa no diagnostico de Paramixovirus e vi-
THS respiratdrio sincicial, respectivamente, em anos-
tras de secregbes pasofaringeas.

Desde o trabalho inicial de Kapikian e col.™ em
1972, gue pela imunomicroscopia eletrénica, descre-
veram o agente de Norwalk, o primeiro virus associ-
ado i gastroenterites; inlimeros outros virus foram
sendo descritos progressivamente. Em 1973, Flewett
¢ vol.’' |, examinando amostras fecais diareéicas por
coloragio negativa, detectaram pela primeira vez 0s
Rotavirus, de grande importincia nas gastroenterites
infantis. Também por esta téenica, ontros virus asso-
ciados a gastroenterites como Astrovirus® e Cali-
civirus'®?' foram pela primeira vez detectados em
1975 ¢ 1976, respectivamente. Devido & dificuldade
de cultivo in virro, de alguns desses grupos de viras
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associados a gastroenterites, a microscopia eletrd-
nica continua sendo um dos meios disponivels de

deteceio, mesmo nos grandes centros de pesqui-
ao b 1503003729, 30033
LY-1 U,

A Seglio de Microscopia Eletrbaica do Instituto
Adolo Lutz vem realizando diagndstico rdpide de
virus, desde 1967. Na ccasidio, a Seciio colaborou m-
tensamente na “Campanha de Ervadicacio da Varfo-
la” detectando Poxvirus em crostas ou conteddos
vesiculares provenientes de pacientes com Varfola™.
A partir de entfio, diferentes tipos de virus i€m sido
analisados em nosso laboratdrio, em diversas amos-
tras bioldgicas, ampliande o nosso leque de
d@tCCgaO A5, 26, B AR A3 8, a3, —1(5‘

O objetivo deste rabalho € divulgar os resultados
obtidos pela Segfio de Microscopis Eletrémica do
1AL, no diagndstico de virns de importdncia em
Satde Piblica e difundir a aplicacdo da coloragdo
negativa para fins de detecgfo viral, no nosso meto,

MATERIAL ¥ METODOS

A Secho de Microscopia Eletrdnica do LA L, rece-
be da rede hospitalar piiblica, diversos dpos de amos-
tras bioldgicas de pacientes com suspeita de infecgles
virais, para diagndstico ripido de virus, Os tipos de
amostras 50 - Hguidos vesiculares, crostas, raspados de
lesiio, urina e saliva para detecclio de vitus do grupo
Herpes; lesdes cutineass para detecgiio de Papovavirus,
Moluscusn contagiosum e eventualmente Pox-virus.
Em fezes diarréicas so detectados os virus associa-
dos & gastroenterites {Rotavirus, Adenovirus, Astro-
virus, Calicivirus, “"Small Round Virns Particles -
SRVP”, agente de Norwalk, Parvovirus ¢ Corona-
virus). Sdo realizadas pesquisas de “Parvovirus-iike”
em urina e soro de pacientes com suspeifa de eritema
infeccioso™,

Atua no controle de qualidade morfoldgico de
antfgenos virais, analisando purificados de amostras
com virus Sarampo, Influenza, Hepatites (A,B),
Rocio, Dengue, HIV ¢ oatros. Também, realiza
detecedo de bacteridtagos para o conirole de qualida-
de microbioldgica da dgusa e de alimentos™.

Na Microscopia Eletrdnica Direta (MED), grades
de cobre de 300 “mesh”, recobertas com formvar ¢
carvdo sdo otilizadas para a adesfo das amostras.
Quando a amostra bioidgica € Hguida, como por exem-
plo Hquido vesicular, utiliza-se o préprio material para
& adesfo. Sendo sélida, como por exemplo as fezes, é
preparada uma suspensdio a 10% em PBS 0,01M pH
7.0 ou ainda quando a amostra é bidpsia de uma le-
sfo, como por exemplo verruga, é feito um macerado
da amosira. Para a adesio, a grade € colocada sobre
uma gota de 30 ul da amostra. Apds a adesdo por 30
minutos, o excesso ¢ retirado com papel de fittio e
aptes de secar, a grade ¢ corada com FPTK
{fosfoungstato de potdssioy a 2%. pH 64 a 6.8 por 5
minutos. Apds a secagem é examinada num micros-
cdpio eletrdnico Philips EM-400T, operando a 80 &V,
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A Imunomicroscopia Eletronica (IME) tem sido
empregada quando se dispde de aunti-soros espe-
cificos, Sie utilizados 2 métodos de IME: a
Imunomicroscopia EletrOnica Cldssica, segundo
Almeida® ¢ o “Solid Phase Immurne Electron
Microscopy - SPIEM™; dependendo da guanti-
dade de antigeno e de anticorpo disponiveis. En-
quanto no “SPIEM”, a reagdo € realizada sobre a
grade de ME, na IME-Cldssica, a reaglo antigeno-
anticorpo é realizada em tubo de ensaio e posteri-
ormente transferida para a grade de MY, Tante na
IME-Classica guanto no “SPTEM”, a concentraglo
de anticorpo deve ser titulads para que ocorra uma
boa reagdio imunolégica.

RESULTADOS

Foram analisadas pela téenica de coloragdo negati-
va 7558 amostras de diversos materiais bioldgicos, no
perfodo de 1967-93, dos gunais 2284 (30,22%) apre-
sentaram particulas de virus.

Os resultados positives de algumas dessas amosiras
sio apresentados nas fguras,

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

A morfologia e o tamanho da particula viral observa-
da na coloracio negativa, sfo caracterfsticas que auxili-
am na identificagio dos virus, permitindo classificd-los
em famflias ou grupos, fornecendo, portanto, um diag-
nostico presuntiva’e,

Existem diversos sais elétron-densos que podem ser
utilizados comoe corantes eletrGnicos: acetato de uranila,
silicotungstato de sédic e molibdato de ambdnio. Barth?
, em 1984, realizou um estudo uitlizando virios sais
eletron-densos; entretanto, 0 mais utilizado em nosso
laboratorio, com bons resultados, tem sido o fosfo-
tungstate de potdssio (PTK) 2%, pH64 a2 6.8,

Nossa experiéacia mostra que sdo virios os fatores
que interferem na obiengo de resuitados satisfatdrios
para deteccio de virus em amostras bioldgicas. En-
tre eles ressalta-se a quantidade de virus presentes
na amostra, goe também & referido por outros au-
tores!- V10220 A g amostras devem ser cothidas na
época apropriada, ou sefa, no inicio dos sintomas,
quando a presenca do virus € maior. O diimeuo da
partictla viral € outre fator importante. Quanto me-
nor a partfcula viral, major serd a quantidade de vi-
rus necessdria para gue seja detectado’. Outro fa-
tor essencial € g preservagioe da particula viral, pois
o diagnéstico por MLE. depende da morfologia. As-
sim, a colheita, transporte ¢ estocagem das amos-
trag sdo {tens importantes que influenciam na pre-
servagiio dos virus. As amostras nfio devem ser con-
geladas, devem ser mantidas em banho de gélo
£4°Cy, pois o congelamento e descongelamento
podem levar & destruico das caracteristicas morfo-
16gicas de alguns virug?h ¥
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O virus do grupo Herpes (fig. 1-A) € um dos mais
facilmente diagnosticados, pois além do seu didme-
tro (cerne de aproximadamente 75 nm com envoltério
pleomorfico de 180 a 200nm), apresenta morfologia
bastante caracteristica'?, sendo detectado geralmente
em grande quantidade nas amostras bioldgicas colhi-
das adequadamente'. Apesar da morfologia néo dife-
renciar os tipos dos virus do grupo Herpes, a detecciio
de virus por MED tem papel importante principalmen-
te em infecgdes herpéticas propriamente dita em ber-
cdrios e em centros cirdrgicos, e também como infec-
¢Oes oportunistas em pacientes aidéticos. Morfologias
atipicas foram detectadas nos virus desses pacientes,
até entdo ndo observadas*. Este diagnéstico tem sido
utilizado também para a monitoracdo na terapéutica
de administragdo de drogas antivirais, ndo s6 em pa-
cientes aidéticos, mas também em outros pacientes
imonodeprimidos.

Os Papilomavirus também podem ser demonstra-
dos na coloracdo negativa, pois possuem morfologia
bem definida®". Sdo virus icosaédricos com didme-
tro em torno de 55 nm, sem envoltério'?, apresentan-
do nitidos capsémeros (fig. 1-B). A detec¢io destes
virus por MED tem contribuido para a conclusio do
diagnoéstico, em casos de pacientes com lesdes
verruciformes néo caracteristicas.

As amostras de verrugas devem ser homo-
geneizadas para que as particulas virais sejam libera-
das, antes de serem submetidas a coloragio negativa.

Qutro virus que ndo apresenta dificuldade de
detec¢do é o Poxvirus (fig. 1-C). Possui a maior di-
mensio entre os virus animais conhecidos (115 x

o

350nm)'*!% e morfologia tipica em forma de tijolo™.
O diagnéstico de virus do grupo Pox por MED, em
liquido vesicular e crosta de lesdes de pacientes com
suspeita de Variola, teve papel relevante na década
de 60, durante a “Campanha de Erradicacéo da Va-
riola”s. Nessa ocasido, por apresentarem morfo-
logias distintas, o diagnéstico diferencial de virus do
grupo Pox do virus do grupo Herpes, foi importante
nos casos clinicos atipicos. Atualmente, os eventu-
ais casos de pacientes com lesdes cutdneas suspei-
tos de Moluscum contagiosum, clinicamente dificeis
de serem diagnosticados, podem ser detectados por
microscopia eletrdnica.

Dos virus associados as gastroenterites, os
Rotavirus ¢ os Adenovirus (figs. 2-A e 2-B), possu-
em caracteristicas morfolégicas bem definidas, fa-
cilitando suas detec¢des. Quanto aos Adenovirus,
apesar de ndo ser possivel se diferenciar pela
morfologia os Adenovirus entéricos dos Adenovirus
respiratérios a sua deteccdio em amostras fecais
diarréicas é importante. Em relagdo aos Rotavirus,
existe o teste imunoenzimdtico comercial disponi-
vel, que detecta apenas Rotavirus do grupo A. Nos
casos de Rotavirus atipicos, a MED desempenha
junto com a EGPA (eletroforese em gel de
poliacrilamida), importante diagnéstico diferencial,
uma vez que os testes imunoenzimdticos resultam
negativos.

A MED se destaca nos diagnoésticos de Astrovirus
e Calicivirus, virus associados a gastroenterites, pou-
co conhecidos, mas jd detectados em nosso meio™ *
28.35.3144 Por serem estes agentes de crescimento difi-
cil in vitro, ainda a detecc@o por coloragdo negativa é

Fig.1 - Fotomicrografias eletronicas de virus causadores de lesdo de pele. Microscopia Eletrdnica Direta.
1-A: Virus do grupo Herpes em liquido vesicular de paciente portador de HIV. Barra 100 nm.

1-B: Papilomavirus detectado em verruga de paciente portador de HIV. Barra 50 nm.

1-C: Virus do grupo Pox em lesdo de tbere de vaca (variola bovina). Barra 200 nm.

59



UEDA, M.; TANAKA, H.; KISIELIUS, J, J.; JOAZEIRO, P, P.; WEIGL, D.R. - Diagnéstico Rapido de virus por Microscopia

Eletronica. Rev. Inst. Adelfo Lutz, 55(2):57-65, 1995.

Fig. 2 - Fotomicrografias eletrdnicas de virus associados as gastroenterites.

2-A: Rotavirus. Aglomerado de particulas virais tipicas. Particula vazia com cdpside externa (

). Particulas

completas (). Microscopia Eletronica Direta. Barra 100 nm.
2-B: Adenovirus. Particulas virais com morfologia icosaédrica apresentando nitidos capsémeros. Microscopia

Eletronica Direta. Barra 100 nm.

2-C: Aglomerado de Astrovirus. A seta () aponta particula com morfologia tipica de formato de estrela com
5 ou seis pontas. Microscopia Eletronica Direta. Barra 50 nm.
2-D: Calcivirus, apresentando morfologia tipica de "estrela de Davi” (). Imunomicroscopia Eletrénica Cldssica.

Barra 50 nm.

2-E: Particulas de "Small Round Virus Particles - SRVP" de aproximadamente 22 nm. Microscopia Eletronica

Direta. Barra 50 nm.

um dos poucos meios de diagndéstico. Os Astrovirus
apesar de serem liberados em grande quantidade no
intestino, apresentam-se por vezes com aspecto de
aglutinado viral (fig. 2-C) e morfologia caracteris-
tica em apenas 10 a 20%*%°, portanto, nem sempre
€ detectado na forma caracteristica de estrela de 5
ou 6 pontas, dificultando o diagnéstico. Quanto aos
Calicivirus (fig. 2-D), apesar da morfologia viral
peculiar de “estrela de David™', sua detecgéo tor-
na-se dificil pelo seu tamanho e pequena quantida-
de presente na amostra.

S@o considerados “Small Round Virus Particles -
SRVP”® 22 ag particulas virais de dimensio entre 20

60

e 35 nm (fig. 2-E) encontradas em amostras fecais
diarréicas e que ndo sdo possiveis de serem identifi-
cados morfologicamente. Na tentativa de se identifi-
car os “SRVP”, submete-se as amostras positivas a
IME, utilizando-se anti-soros especificos (Anti-
Astrovirus, Anticalicivirus e Antinorwalk), com isto
aumentando-se a sensbilidade diagnéstica®,

O virus da Hepatite A (fig. 3), que eventualmente
pode ser detectado pela microscopia eletrdnica em
amostras fecais, ¢ identificado através da IME utili-
zando anticorpo especifico'’. A dificuldade neste caso
particular reside na obtencdo de amostras positivas,
pois quando hd descarga viral nas fezes o paciente
ainda estd assintomadtico.
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Apesar de nio ser o método de escolha, a M.E. ser-
ve de apoio diagndstico nos casos em que existam falta
de insumos bdsicos, como € o caso de detecgdo de
“Parvovirus-like” em soro ou urina concentrada de
pacientes com suspeita de eritema infeccioso®.

No IAL a microscopia eletronica direta (MED) ndo
tem sido utilizada para fins de diagndstico dos

Fig. 3 - Fotomicrografia eletrdnica de virus da
Hepatite-A. Imunomicroscopia Eletrénica Cldssica.
Barra 50 nm.

a8

Fig. 4 - Fotomicrografias eletrénicas de:

Ortomixovirus e Paramixovirus, embora alguns au-
tores citem o emprego desta técnica''??, A existén-
cia de testes de escolha mais priticos e menos one-
rosos como imunofluorescéncia e ELISA, somada a
excessiva presenca de muco no material de origem,
torna a MED menos indicada’; apesar destes virus
serem freqiientemente analisados por coloragio ne-
gativa para controle morfoldgico da producido e puri-
ficacdo de antigenos virais (figs. 4-A e 4-B).

A experiéncia nos mostra que os virus com
envoltério devem ser manipulados com extremo cui-
dado, para evitar rompimentos dos respectivos
envoltorios e liberagdo do dcido nucléico (fig. 5-A e
5-B1). Por vezes, as espiculas também podem ser
perdidas, pela sua labilidade, alterando a sua
morfologia (Figs. 5-A e 5-B2) e dificultando e iden-
tificagdo'. Em alguns virus com nucleocapsideos he-
licoidais, como o virus do sarampo (fig. 4-B), é
interessante que algumas particulas estejam rompidas
para permitir a saida dos nucleocapsideos e facilitar
a identificagao®. Entretanto, na andlise do purificado
de antigenos de superficie do virus da hepatite-B
(AgHBs) essa dificuldade em questdo nao ocorre,
pois gativo enquanto a MED detectard a presenca de

4-A: Virus Influenza (Ortomixovirus), apresentado nas formas pleomdrficas, com suas espiculas caracteristicas no
seu envoltdrio (). Microscopia Eletrdnica Direta. Barra 100 nm.

4-B: Virus do Sarampo (Paramixovirus). Particula com envoltério parcialmente rompido com liberacdo dos
nucleocapsideos (). Microscopia Eletrénica Direta. Barra 50 nm.
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Fig. 5 - Fotomicrografias eletrénicas de:

5-A: Virus Rocio (SPH-34675) causador de encefalite humana. Purificado viral a partir de encéfalo de
camundongo experimentalmente inoculado. Algumas particulas apresentam-se rompidas e sem espiculas
do envoltério (). Microscopia Eletronica Direta. Barra 100 nm.
5-B: Virus HIV (co-cultivo em linfécitos). Microscopia Eletronica Direta:
5B1 - Particula viral apresentando espiculas tipicas em seu envoltério (). Barra 100 nm.
5B2 - Particula com envoltério viral sem suas espiculas. Barra 100 nm.

Fig. 6 - Fotomicrografia eletrénica de um purifica-
do de antigeno HBs (virus da Hepatite-B), apresen-
tando formas esféricas e algumas alongadas ().
Microscopia Eletrénica Direta. Barra 50 nm.
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as particulas séio esféricas (em torno de 22nm) ou
tubulares (fig. 6) bem caracteristicos®.

Em 1983, ocorreu na cidade de Sdo Paulo um surto
de meningite asséptica, que atingiu pessoas de virias
faixas etdrias, sendo isolado do liquor desses pacien-
tes um provével novo virus. Foram detectadas parti-
culas semelhantes a virus com didmetro em torno de
40 nm no sobrenadante de cultura celular infectado,
ressaltando-se aqui a importincia dos resultados obti-
dos pela ME*.

Os nossos resultados com 30,22% de positividade,
apresenta uma baixa sensibilidade. A M.E. é geral-
mente citada como a 32 na lista de sensibilidade, abai-
xo dos testes de radioimunoensaio e ensaios imuno-
enzimdticos'. Porém, essa baixa sensibilidade é rela-
tiva, pois na realidade a ME e os testes imuno-
enzimdticos deveriam ser considerados como comple-
mentares. Por exemplo, uma amostra fecal diarréica
contendo Adenovirus, sendo analisada por ensaio
imunoenzimadtico dirigido para Rotavirus do Grupo A
e por MED, o resultado do ensaio enzimadtico serd ne-
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gativo enquanto a MED detectard a presenca de parti-
culas com morfologia de Adenovirus. A MED é ain-
da a tdnica que permite detectar mais de um agente
numa mesma amostra (fig.7).

Apesar da MED depender da interpretagéio indivi-
dual do técnico especializado, tornando-a subjetiva,
dificultando a avaliagdo de sua sensibilidade e aliada
a impossibilidade de se realizar exames em larga es-
cala, é uma técnica de ficil execucdo, com a vanta-
gem de se obter resultados rdpidos usando pouca
amostra biolégica. Nao devemos esquecer também o
alto custo operacional.

Embora os grandes centros de pesquisas e hospi-
tais em paises desenvolvidos mantenham laboraté-
rios de microscopia eletronica realizando diagnds-

tico rdpido de virus voltados as doencas de
etiologias virais, no nosso pais esta atividade ain-
da ¢ restrita.

Tendo-se em mente a existéncia de varios labora-
térios de ME voltados a atendimento da satide huma-
na, porém mais voltados para a pesquisa, este traba-
lho foi escrito com o intuito de divulgar a nossa ex-
periéncia e incentivar a formagfo de técnicos espe-
cializados nesta drea.
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Fig. 7 - Fotomicrografias eletronicas apresentando detecg¢des de mais de um virus numa mesma amostra de

fezes diarréicas. Microscopia Eletrénica Direta.
7-A: Rotavirus () e Astrovirus (). Barra 50 nm.

7-B: Rotavirus (), Adenovirus ( ) e Astrovirus (). Barra 50 nm.

63



UEDA, M TANAKA, H., KISIELIUS, I, 15 JOAZEIRO. P, Py WEIGL. DR, - Diagnostico Répide de virus por Microscopia
Eletrdnica. Rev. fust. Adelfo Luiz, 35(2):37-65, 1995,

[ RIALA 6/785 |

UEDA, M., TANAKA, H.;: KISIELUS, 1, §,; JOAZEIRO, P, P, WEIGL, DR, - Rapid viras
diagnoses by electron microscopy. Rev Inst. Adelfo Lutz, 35(2%:57-635, 1995,

ABSTRACT: The Electron Microscopy Section of Adolfo Luwz Institute performs rapid viras
diagnosis in clinical specimens such as: vesicle fluid, scrapies lesions, saliva and arine (Herpessvirns
group), skin lesions (Papilloma virns, Poxvirus group), darthoest samples {Rotavires, Adenovirs,
Astrovirus, Caliciviras, Smal! Round Virus Particles-SRVP, Norwalk agent. Parvoviras and Coronavirus)
and water’s analysis {bacteriophages). It contributes too, in the morphologic quality control of viras
antigens anlysing samples of Measle. Influenzae. Roecio, Dengue, Hepatte A and B, HEV, and
others.Negative staining is one of the technigues for viruses diagnosis in human diseases. Morpholegy,
sub-structare and shape are important features for differentiation of the virases.In spite of high cost,
need of specialized technicians and impossibility to carry oot analysis of great scale, the negative staining
is an casy and rapid method, and {tuses e guantity of biclogical specimens. B is vseful to detect
virises that are difficult to cultivate i1 vitre sach as several viruses assoclated with gastroenteritis in
bumang, and its advantage is only one that allows o observe two oF more agents in the same specimen.
Although, there are some Electron Microscopy Laboratories at Universities and Rescarch {astitations,
each laboratory have its own researchs and a few laboratories accomplish the rapid virus diagnosis.

DESCRIPTORS: Electron microscopy, Negative stalming, Virns,Diagnosis
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