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RESUMO:A Seção deMicroscopia Eletrônica (ME) do InstitutoAdolfo Lutz (IAL) realiza diag-

nósticos rápidos de: Herpesvírus. Poxvírus, Papilornavírus, Rotavírus, Adenovírus, Astrovírus,
Calicivírus, "Small Round Vírus Particles-SRVP", agente de Norwalk, Parvovírus e bacteriófagos em
diversas amostras biológicas. Contribui também no controle de qualidade de antígenos virais corno
Sarampo, Influenza, Rocio, Dengue, Hepatite A e B, HIV e outros. A coloração negativa é urna das
técnicas utilizadas no diagnóstico rápido de vários vírus associados às doenças humanas.A morfologia,
a subestrutura e o diâmetro são características importantes para diferenciar esses vírus. Apesar da im-
possibilidade de se realizar exames em larga escala, do alto custo e da necessidade de técnicos
cspecializados, é urna técnica de fácil execução, com obtenção rápida do resultado. É útil para detectar
vírus de difícil cultivo e é o únicométodo que permite observar mais de um agente numamesma amos-
tra. Embora existam vários laboratórios de ME em Universidades e em Instituições de Pesquisa, cada
laboratório está empenhado em sua linha de pesquisa e são poucos os que se dedicam à área de diag-
nóstico rápido de vírus.

DESCRITORES: Microscopia Eletrônica, Coloração Negativa,Vírus, Diagnóstico.

INTRODUÇÃO

O uso da microscopia eletrônica para detecção de
partículas virais, pela coloração negativa, é um dos
métodos utilizados como diagnóstico auxiliar nas di-
ferentes infecções virais humanas I. 12. 13. 16. 19.32.46. A
morfologia, a subestrutura e o diâmetro são caracte-
rísticas importantes para diferenciar esses vírus".

A técnica de coloração negativa desenvolvida em
1959 por Brenner & Horne" proporciona um grande
aumento no contraste da imagem e rapidez na prepa-
ração da amostra. Em conseqüência disso difundiu-
se rapidamente, tendo o uso crescente na área de di-
agnóstico viral e ampla aplicação nas pesquisas em
Virologia.

A coloração negativa foi utilizada, pela primeira
vez, no diagnóstico de infecções virais de importân-
cia em Saúde Pública, em 1962, por Peters e col.",
na epidemia de Variola major, ocorrida na Alemanha.
Na Inglaterra, em 1966, durante uma epidemia de

Variola minor, Cruickshank e col.? introduziram essa
técnica no diagnóstico de Small pox.

Outros autores como Doane e col.!', em 1967, e
Joncas e col.", em 1969, descreveram o uso da colo-
ração negativa no diagnóstico de Paramixovírus e ví-
rus respiratório sincicial, respectivamente, em amos-
tras de secreções nasofaríngeas.

Desde o trabalho inicial de Kapikian e COF3 em
1972, que pela imunomicroscopia eletrônica, descre-
veram o agente de Norwalk, o primeiro vírus associ-
ado à gastroenterites; inúmeros outros vírus foram
sendo descritos progressivamente. Em 1973, Flewett
e col." , examinando amostras fecais diarréicas por
coloração negativa, detectaram pela primeira vez os
Rotavírus, de grande importância nas gastroenterites
infantis. Também por esta técnica, outros vírus asso-
ciados a gastroenterites como Astrovírus" e Cali-
cívírus'< " foram pela primeira vez detectados em
1975 e 1976, respectivamente. Devido à dificuldade
de cultivo in vitro, de alguns desses grupos de vírus
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associados a gastroenterites, a microscopia eletrô-
nica continua sendo um dos meios disponíveis de
detecção, mesmo nos grandes centros de pesqui-
saI4,15, 27,29,32,33

A Seção de Microscopia Eletrônica do Instituto
Adolfo Lutz vem realizando diagnóstico rápido de
vírus, desde 1967. Na ocasião, a Seção colaborou in-
tensamente na "Campanha de Erradicação da Varío-
la" detectando Poxvírus em crostas ou conteúdos
vesiculares provenientes de pacientes com Varíola".
A partir de então, diferentes tipos de vírus têm sido
analisados em nosso laboratório, em diversas amos-
tras biológicas, ampliando o nosso leque de
detccção ": 26. 41. 42. 43, 44. 45, 46.

o objetivo deste trabalho é divulgar os resultados
obtidos pela Seção de Microscopia Eletrônica do
I.A.L., no diagnóstico de vírus de importância em
Saúde Pública e difundir a aplicação da coloração
negativa para fins de detecção viral, no nosso meio.

MATERIAL E MÉTODOS

A Seção de Microscopia Eletrônica do I.A.L. rece-
be da rede hospitalar pública, diversos tipos de amos-
tras biológicas de pacientes com suspeita de infecções
virais, para diagnóstico rápido de vírus. Os tipos de
amostras são: - líquidos vesiculares, crostas, raspados de
lesão, urina e saliva para detecção de vírus do grupo
Herpes; lesões cutâneas para detecção de Papovavírus,
Moluscum contagiosum e eventualmente Pox-vírus.
Em fezes diarréicas são detectados os vírus associa-
dos à gastroenterites (Rotavírus, Adenovírus, Astro-
vírus, Calicivírus, "Small Round Vírus Particles -
SRVP", agente de Norwalk, Parvovírus e Corona-
vírus). São realizadas pesquisas de "Parvovírus-Iikc"
em urina e soro de pacientes com suspeita de entema
infeccioso".

Atua no controle de qualidade morfológico de
antígenos virais, analisando purificados de amostras
com vírus Sarampo, Influenza, Hepatites (A,B),
Rocio, Dengue, H1V e outros. Também, realiza
dctecção de bacteriófagos para o controle de qualida-
de microbiológica da água e de alimentos?".

Na Microscopia Eletrônica Direta (MED), grades
de cobre de 300 "mesh", recobertas com formvar e
carvão são utilizadas para a adesão das amostras.
Quando a amostra biológica é líquida, como por exem-
plo líquido vesicular, utiliza-se o próprio material para
a adesão. Sendo sólida, como por exemplo as fezes, é
preparada uma suspensão a 10% em PBS O,OIM pH
7.0 ou ainda quando a amostra é biópsia de uma le-
são, como por exemplo verruga, é feito um macerado
da amostra. Para a adesão, a grade é colocada sobre
uma gota de 30 ul da amostra. Após a adesão por 30
minutos, o excesso é retirado com papel de filtro e
antes de secar, a grade é corada com PTK
(fosfotungstato de potássio) a 2%, pH 6.4 a 6.8 por 5
minutos. Após a secagem é examinada num micros-
cópio eletrônico Philips EM-400T, operando a 80 kY.
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A Imunomicroscopia Eletrônica (IME) tem sido
empregada quando se dispõe de anti-soros espe-
cíficos. São utilizados 2 métodos de 1ME: a
Imunornicroscopia Eletrônica Clássica, segundo
Alrneida- e a "Solid Phase Immune Electron
Microscopy - SPIEM"9.19; dependendo da quanti-
dade de antígeno e de anticorpo disponíveis. En-
quanto no "SPIEM", a reação é realizada sobre a
grade de ME, na 1ME-Clássica, a reação antígeno-
anticorpo é realizada em tubo de ensaio e posteri-
ormente transferida para a grade de ME. Tanto na
1ME-Clássica quanto no "SPIEM", a concentração
de anticorpo deve ser titulada para que ocorra uma
boa reação imunológica.

RESULTADOS

Foram analisadas pela técnica de coloração negati-
va 7558 amostras de diversos materiais biológicos, no
período de 1967-93, dos quais 2284 (30,22%) apre-
sentaram partículas de vírus.

Os resultados positivos de algumas dessas amostras
são apresentados nas figuras.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

A morfologia e o tamanho da partícula viral observa-
da na coloração negativa, são características que auxili-
am na identificação dos vírus, permitindo classificá-Ios
em famílias ou grupos, fornecendo, portanto, um diag-
nóstico presuntivol,l6

Existem diversos sais elétron-densos que podem ser
utilizados como corantes eletrônicos: acetato de uranila,
silicotungstato de sódio e molibdato de amônio, Barth"
, em 1984, realizou um estudo utilizando vários sais
eletron-densos; entretanto, o mais utilizado em nosso
laboratório, com bons resultados, tem sido o fosfo-
tungstato de potássio (PTK) 2%, pH6.4 a 6.8.

Nossa experiência mostra que são vários os fatores
que interferem na obtenção de resultados satisfatórios
para detecção de vírus em amostras biológicas. En-
tre eles ressalta-se a quantidade de vírus presentes
na amostra, que também é referido por outros au-
tores!' 13. 16. 2!.27. As amostras devem ser colhidas na
época apropriada, ou seja, no início dos sintomas,
quando a presença do vírus é maior. O diâmetro da
partícula viral é outro fator importante. Quanto me-
nor a partícula viral, maior será a quantidade de ví-
rus necessária para que seja detectado1• Outro fa-
tor essencial é a preservação da partícula viral, pois
o diagnóstico por M.E. depende da morfologia. As-
sim, a colheita, transporte e estocagem das amos-
tras são ítens importantes que influenciam na pre-
servação dos vírus. As amostras não devem ser con-
geladas, devem ser mantidas em banho de gêlo
(4°C), pois o congelamento e descongelamento
podem levar à destruição das características morfo-
lógicas de alguns vírus": 27.
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o vírus do grupo Herpes (fig. l-A) é um dos mais
facilmente diagnosticados, pois além do seu diâme-
tro (cerne de aproximadamente 75 nm com envoltório
pleomórfico de 180 a 200nm), apresenta morfologia
bastante característica!', sendo detectado geralmente
em grande quantidade nas amostras biológicas colhi-
das adequadamente', Apesar da morfologia não dife-
renciar os tipos dos vírus do grupo Herpes, a detecção
de vírus por MED tem papel importante principalmen-
te em infecções herpéticas propriamente dita em ber-
çários e em centros cirúrgicos, e também como infec-
ções oportunistas em pacientes aidéticos. Morfologias
atípicas foram detectadas nos vírus desses pacientes,
até então não observadas". Este diagnóstico tem sido
utilizado também para a monitoração na terapêutica
de administração de drogas antivirais, não só em pa-
cientes aidéticos, mas também em outros pacientes
imonodeprimidos.

Os Papilomavírus também podem ser demonstra-
dos na coloração negativa, pois possuem morfologia
bem definida=". São vírus icosaédricos com diâme-
tro em torno de 55 nm, sem envoltório", apresentan-
do nítidos capsômeros (fig. l-B), A detecção destes
vírus por MED tem contribuído para a conclusão do
diagnóstico, em casos de pacientes com lesões
verruciformes não características.

As amostras de verrugas devem ser horno-
geneizadas para que as partículas virais sejam libera-
das, antes de serem submetidas à coloração negativa.

Outro vírus que não apresenta dificuldade de
detecção é o Poxvírus (fig. l-C). Possui a maior di-
mensão entre os vírus animais conhecidos (115 x

350nm)13.16e morfologia típica em forma de tijolo".
O diagnóstico de vírus do grupo Pox por MED, em
líquido vesicular e crosta de lesões de pacientes com
suspeita de Varíola, teve papel relevante na década
de 60, durante a "Campanha de Erradicação da Va-
ríola?". Nessa ocasião, por apresentarem morfo-
logias distintas, o diagnóstico diferencial de vírus do
grupo Pox do vírus do grupo Herpes, foi importante
nos casos clínicos atípicos. Atualmente, os eventu-
ais casos de pacientes com lesões cutâneas suspei-
tos de Moluscum contagiosum, clinicamente difíceis
de serem diagnosticados, podem ser detectados por
microscopia eletrônica.

Dos vírus associados às gastroenterites, os
Rotavírus e os Adenovírus (figs. 2-A e 2-B), possu-
em características morfológicas bem definidas, fa-
cilitando suas detecções. Quanto aos Adenovírus,
apesar de não ser possível se diferenciar pela
morfologia os Adenovírus entéricos dos Adenovírus
respiratórios a sua detecção em amostras fecais
diarréicas é importante. Em relação aos Rotavírus,
existe o teste imunoenzimático comercial disponí-
vel, que detecta apenas Rotavírus do grupo A. Nos
casos de Rotavírus atÍpicos, a MED desempenha
junto com a EGPA (eletroforese em gel de
poliacrilamida), importante diagnóstico diferencial,
uma vez que os testes imunoenzimáticos resultam
negativos.

A MED se destaca nos diagnósticos de Astrovírus
e Calicivírus, vírus associados a gastroenterites, pou-
co conhecidos, mas já detectados em nosso mei025.26,
28.35.41.44,Por serem estes agentes de crescimento difí-
cil in vitro, ainda a detecção por coloração negativa é

I 18

Fig.l - Fotomicrografias eletrônicas de vírus causadores de lesão de pele. Microscopia Eletrônica Direta,
l-A: Vírus do grupo Herpes em líquido vesicular de paciente portador de HIY. Barra 100 nm.
I-B: Papilomavírus detectado em verruga de paciente portador de HIV. Barra 50 nm.
l-C: Vírus do grupo Pox em lesão de úbere de vaca (varíola bovina), Barra 200 nm.
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Fig. 2 - Fotomicrografias eletrônicas de vírus associados às gastroenterites.
2-A: Rotavírus. Aglomerado de partículas virais típicas. Partícula vazia com cápside externa ( ). Partículas

completas ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 100 nm.
2-B: Adenovírus. Partículas virais com morfologia icosaédrica apresentando nítidos capsômeros. Microscopia

Eletrônica Direta. Barra 100 nm.
2-C: Aglomerado de Astrovírus. A seta ( ) aponta partícula com morfologia típica de formato de estrela com

5 ou seis pontas. Microscopia Eletrônica Direta. Barra 50 nm.
2-D: Calcivírus, apresentando morfologia típica de "estrela de Davi" ( ). Imunomicroscopia Eletrônica Clássica.

Barra 50 nm.
2-E: Partículas de "Small Round Virus Particles - SRVP" de aproximadamente 22 nm. Microscopia Eletrônica

Direta. Barra 50 nm.

um dos poucos meios de diagnóstico. Os Astrovírus
apesar de serem liberados em grande quantidade no
intestino, apresentam-se por vezes com aspecto de
aglutinado viral (fig. 2-C) e morfologia caracterís-
tica em apenas 10 a 20%3.30,portanto, nem sempre
é detectado na forma característica de estrela de 5
ou 6 pontas, dificultando o diagnóstico. Quanto aos
Calicivírus (fig. 2-D), apesar da morfologia viral
peculiar de "estrela de David"?', sua detecção tor-
na-se difícil pelo seu tamanho e pequena quantida-
de presente na amostra.

São considerados "Small Round Vírus Particles -
SRVP"6.23.25as partículas virais de dimensão entre 20
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e 35 nm (fig. 2-E) encontradas em amostras fecais
diarréicas e que não são possíveis de serem identifi-
cados morfologicamente. Na tentativa de se identifi-
car os "SRVP", submete-se as amostras positivas à
IME, utilizando-se anti-soros específicos (Anti-
Astrovírus, Anticalicivírus e Antinorwalk), com isto
aumentando-se a sensbilidade diagnostica".

O vírus da Hepatite A (fig. 3), que eventualmente
pode ser detectado pela microscopia eletrônica em
amostras fecais, é identificado através da IME utili-
zando anticorpo específico". A dificuldade neste caso
particular reside na obtenção de amostras positivas,
pois quando há descarga viral nas fezes o paciente
ainda está assintomático.
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Apesar de não ser o método de escolha, a M.E. ser-
ve de apoio diagnóstico nos casos em que existam falta
de insumos básicos, como é o caso de detecção de
"Parvovirus-like" em soro ou urina concentrada de
pacientes com suspeita de eritema infeccioso".

No IAL a microscopia eletrônica direta (MED) não
tem sido utilizada para fins de diagnóstico dos

3

Fig. 3 - Fotomicrografia eletrônica de vírus da
Hepatite-A. Imunomicroscopia Eletrônica Clássica.
Barra 50 nm.

Ortomixovírus e Paramixovírus, embora alguns au-
tores citem o emprego desta técnica I 1.22. A existên-
cia de testes de escolha mais práticos e menos one-
rosos como irnunofluorescência e ELISA, somada à
excessiva presença de muco no material de origem,
torna a MED menos indicada'; apesar destes vírus
serem freqüentemente analisados por coloração ne-
gativa para controle morfológico da produção e puri-
ficação de antígenos virais (figs. 4-A e 4-B).

A experiência nos mostra que os vírus com
envoltório devem ser manipulados com extremo cui-
dado, para evitar rompimentos dos respectivos
envoltórios e liberação do ácido nucléico (fig. 5-A e
5-B 1). Por vezes, as espículas também podem ser
perdidas, pela sua labilidade, alterando a sua
morfologia (Figs. 5-A e 5-B2) e dificultando e iden-
tificação'. Em alguns vírus com nucleocapsídeos he-
licoidais, como o vírus do sarampo (fig. 4-B), é
interessante que algumas partículas estejam rompidas
para permitir a saída dos nucleocapsídeos e facilitar
a identificação". Entretanto, na análise do purificado
de antígenos de superfície do vírus da hepatite-B
(AgHBs) essa dificuldade em questão não ocorre,
pois gativo enquanto a MED detectará a presença de
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Fig. 4 - Fotomicrografias eletrônicas de:
4-A: Vírus Influenza (Ortomixovírus), apresentado nas formas pleomórficas, com suas espículas características no

seu envoltório ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 100 um.
4-B: Vírus do Sarampo (Pararnixovírus). Partícula com envoltório parcialmente rompido com liberação dos

nucleocapsídeos ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 50 nm,
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Fig. 5 - Fotomicrografias eletrônicas de:
5-A: Vírus Rocio (SPH-34675) causador de encefalite humana. Purificado viral a partir de encéfalo de

camundongo experimentalmente inoculado. Algumas partículas apresentam-se rompidas e sem espículas
do envoltório ( ). Microscopia Eletrônica Direta. Barra 100 nm.
5-B: Vírus HIV (co-cultivo em linfócitos). Microscopia Eletrônica Direta:

5Bl - Partícula viral apresentando espículas típicas em seu envoltório ( ). Barra 100 nm.
5B2 - Partícula com envoltório viral sem suas espículas. Barra 100 nm.

Fig. 6 - Fotomicrografia eletrônica de um purifica-
do de antígeno HBs (vírus da Hepatite-B), apresen-
tando formas esféricas e algumas alongadas ( ).
Microscopia Eletrônica Direta. Barra 50 nm.
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as partículas são esféricas (em torno de 22nm) ou
tubulares (fig. 6) bem característicos".

Em 1983, ocorreu na cidade de São Paulo um surto
de meningite asséptica, que atingiu pessoas de várias
faixas etárias, sendo isolado do líquor desses pacien-
tes um provável novo vírus. Foram detectadas partí-
culas semelhantes a vírus com diâmetro em torno de
40 nm no sobrenadante de cultura celular infectado,
ressaltando-se aqui a importância dos resultados obti-
dos pela ME42.

Os nossos resultados com 30,22% de positividade,
apresenta uma baixa sensibilidade. A M.E. é geral-
mente citada como a 3ª na lista de sensibilidade, abai-
xo dos testes de radioimunoensaio e ensaios imuno-
enzimáticos I. Porém, essa baixa sensibilidade é rela-
tiva, pois na realidade a ME e os testes imuno-
enzimáticos deveriam ser considerados como comple-
mentares. Por exemplo, uma amostra fecal diarréica
contendo Adenovírus, sendo analisada por ensaio
imunoenzimático dirigido para Rotavírus do Grupo A
e por MED, o resultado do ensaio enzimático será ne-
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gativo enquanto a MED detectará a presença de partí-
culas com morfologia de Adenovírus. A MED é ain-
da a única que permite detectar mais de um agente
numa mesma amostra (fig.7).

Apesar da MED depender da interpretação indivi-
dual do técnico especializado, tornando-a subjetiva,
dificultando a avaliação de sua sensibilidade e aliada
à impossibilidade de se realizar exames em larga es-
cala, é uma técnica de fácil execução, com a vanta-
gem de se obter resultados rápidos usando pouca
amostra biológica. Não devemos esquecer também o
alto custo operacional.

Embora os grandes centros de pesquisas e hospi-
tais em países desenvolvidos mantenham laborató-
rios de microscopia eletrônica realizando diagnós-

tico rápido de vírus voltados às doenças de
etiologias virais, no nosso país esta atividade ain-
da é restrita.

Tendo-se em mente a existência de vários labora-
tórios de ME voltados a atendimento da saúde huma-
na, porém mais voltados para a pesquisa, este traba-
lho foi escrito com o intuito de divulgar a nossa ex-
periência e incentivar a formação de técnicos espe-
cializados nesta área.
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Fig. 7 - Fotomicrografias eletrônicas apresentando detecções de mais de um vírus numa mesma amostra de
fezes diarréicas. Microscopia Eletrônica Direta.
7-A: Rotavírus ( ) e Astrovírus ( ). Barra 50 nm.
7-B: Rotavírus ( ), Adenovírus ( ) e Astrovírus ( ). Barra 50 nm.
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ABSTRACT: The Electron Microscopy Section of Adolfo Lutz Institute performs rapid virus

diagnosis in clinical specimens such as: vesiclc fluid, scrapies lesions, saliva and urine (Herpersvirus
group), skin lesions (Papilloma virus, Poxvirus group), diarrhoeal samples (Rotavirus, Adenovirus,
Astrovirus, Calicivirus, Small Round Virus Particles-SRVP, Norwalk agent, Parvovirus and Coronavirus)
and water's analysis (bacteriophages). It contributes too, in the morphologic quality control of virus
antigens anlysing samples of Measle, Influenzae, Rocio, Dengue, Hepatite A and B, HIV, and
others.Negative staining is one of the techniques for viruses diagnosis in human diseases. Morphology,
sub-structure and shape are important features for diffcrcnriation of the viruses.In spite of high cost,
need of specialized technicians and impossibility to carry out analysis of great scale, the negative staining
is an easy and rapid method, and it uses little quantity of biological specimens. lt is useful to detect
víruscs that are difficult to cultivate in vitro such as several viruscs associated with gastroenteritis in
humans, and its advantage is only one that allows to observe two or more agents in lhe same specimen.
Although, there are some Electron Microscopy Laboratorics at Universities and Research Tnstitutions,
each laboratory have its own researchs and a few laboratories accomplish the rapid virus diagnosis.

DESCRIPTORS: Electron microscopy, Negative staining.Virus.Diagnosis
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