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Resumen

En este trabajo se realizé una revision sobre la caracterizacion morfoldgica del virus SARS-
CoV-2 mediante microscopia electronica. Se presenta una revision sobre los aspectos técnicos
mas relevantes para la preparaciéon de las muestras usadas por varios autores en la literatura.
En los detalles finos de la preparacién radica el éxito en la obtencién de las imagenes. Ademas,
se presentan los detalles relacionados con la bioseguridad. Finalmente, se realiza una
descripcién de las principales caracteristicas morfolégicas del virus a partir de las imagenes
disponibles en la literatura. La morfologia del virus se caracteriza por la forma tipo corona en
su superficie. La corona esta formada por espigas y otras proteinas que forman una capa en
la superficie, la cuales se utilizan para unir y penetrar sus células huésped a través de la
membrana celular.

Palabras clave
SARS-CoV-2, microscopia electrénica, caracterizacién morfolégica, COVID-19.

Abstract

This paper reviews the available literature on the morphological characterization of the
SARS-CoV-2 virus by electron microscopy. It presents the most relevant technical aspects for
the preparation of samples used by various authors in the field because the details related to
said preparation are decisive to obtain the images. In addition, it addresses biosecurity-
related factors. Finally, the main morphological characteristics of the virus are described
based on the images found in the literature. The morphology of the virus is characterized by
a crown-like shape on its surface. Such crowns are composed of spikes and other proteins,
forming layers on the surface that are used to penetrate and bind to host cells through the
cell membrane.
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1. INTRODUCCION

Las técnicas de microscopia electrénica se han utilizado desde hace muchos afios para la
caracterizacion y diferenciacién de virus desconocidos. En 1948 se pudo diferenciar entre
viruela y varicela gracias a la microscopia electrénica [1]. De igual manera ocurrié con el
poliovirus en 1952 [2], en donde la microscopia electrénica permitié observar particulas de
diferente antigenicidad. La estructura de la fiebre de Zaire, ahora conocida como ébola virus,
también ha sido identificada mediante microscopia electrénica [3]. Entre los afios 60s y 90s,
las técnicas de microscopia electrénica contribuyeron en el descubrimiento de diferentes virus
como el norovirus, ademas de ayudar con la confirmacién de la infeccién en el control de
calidad de las técnicas moleculares [4], dilucidé el agente viral del primer brote de virus Ebola
en Zaire [5], [6], la identificacién de la infeccién Ebola Reston; asi como los adeno, entero,
paramixo y reovirus. Las diferencias en el tamaifio del virus y la estructura fina se utilizaron
como criterios para una clasificacién mas precisa [7].

En los dltimos 25 afios la microscopia electrénica ha demostrado ser 1util en resolver
problemas de diagnéstico en virologia médica, entre los cuales se destacan la identificacién de
los virus Hendra (1995) y Nipah (1999), miembros de la familia Paramyxoviridae [8], [9], asi
como la identificacién de virus casuales como el calicivirus, picornavirus y adenovirus, no
reconocidos por técnicas moleculares [7].

La microscopia electrénica es un pilar principal en la detecciéon de brotes nuevos e
inusuales o grupos de transmisién [10]. Esta técnica permite capturar informacién diversa
cuando se investiga un patdégeno nuevo o emergente, sin previo conocimiento del agente
presente [11], [12]; y, en un diagndstico de rutina, es ttil para confirmar o incluso, en algunos
casos, guiar el diagnéstico de una infecciéon viral [7]. Nuevos métodos de microscopia
electrénica, por ejemplo, la criomicroscopia, estan cercanos a la resolucién atdémica; la
combinacién con la microscopia confocal de barrido laser permite imagenes de células en vivo
y tejidos con alta resoluciéon de analisis; la combinacién con la bioinformatica permite la
transiciéon de imagenes en 2D a 3D (analisis estructural y funcional) lo que conlleva al
incremento del conocimiento de la diversidad en la estructura del virus y el estilo de vida [13].

El virus actual del COVID-19 no ha sido ajeno a las bondades de la técnica de microscopia
electrénica, que ha permitido obtener imagenes para su caracterizacion. Si bien la primera
descripcién de este tipo de coronavirus fue realizada por la Dra June D. Almeida y
colaboradores en 1965 [14], no fue hasta dos afios después que se dieron a conocer las primeras
imagenes mediante el uso de microscopia electrénica de este tipo de virus, en su trabajo
publicado en 1967 [15]. Sin embargo, desde esa fecha y hasta ahora, el desarrollo de la técnica
ha permitido obtener imigenes de un virus aislado como la que se puede ver en la Figura 1.

En este caso la muestra proviene de un paciente infectado en EE. UU. y la imagen fue
publicada por el laboratorio Rocky Mountain (RML por sus siglas en inglés) del instituto
nacional de alergias y enfermedades infeccionas (NIAID por sus siglas en inglés). De igual
manera, otras técnicas como la microscopia electréonica de transmisiéon (TEM) ha permitido
de manera entender la estructura interna del virus, con su caracteristica de corona que le ha
valido el nombre, como se puede ver en la Figura 2, publicada por el mismo instituto de
Iinvestigacion.

Si bien el desarrollo de las tecnologias ha sido fundamental en el tipo y la calidad de las
imagenes que se pueden obtener de los virus, la dificultad con los métodos de preparacion de
muestras para SEM/TEM ha limitado en el pasado su uso en aplicaciones de rutina [12].

Esta nota técnica presenta los aspectos mas relevantes de la preparacién de las muestras
y el acondicionamiento de estas para la adquisiciéon de imagenes de células infectadas con
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virus mediante técnicas de microscopia electronica. Adicionalmente realiza una descripcion
morfologica detalladas del virus basada en imagenes.

En esta nota la toma de muestras del paciente y los detalles para su toma adecuada,
conservacién y preservacién previa no son abordados. Se recomienda al lector consultar la
referencia [16].

Figura. 1. Micrografia electrénica de barrido (SEM) de SARS-CoV-2 (en Amarillo) extraido de un paciente
contagiado en EE. UU., emergiendo de la superficie de las células (en lila) cultivadas en el laboratorio

Fuente: [17].

-

Figura 2. Micrografia electrénica de transmisién (TEM) de SARS-CoV-2 extraido de un
paciente contagiado en EE. UU. Fuente: [17].
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2. PREPARACION DE LA MUESTRA

En el contexto de la observacién mediante técnicas de microscopia la muestra es el
elemento que finalmente ingresara a la camara de vacio del microscopio. En este caso la toma
de muestras del paciente y los detalles para su toma adecuada, conservacién y preservaciéon
previa no son abordados en esta nota técnica. La preparacién de muestras para observacién
en microscopia electrénica depende del tipo de técnica a utilizar. Para el caso de la microscopia
electrénica de transmision la tincién negativa ha sido el estandar de oro [4]. Para el caso de
la microscopia electrénica de barrido se requiere iniciar con la concentracién de la muestra de
células infectadas con el virus hasta obtener alrededor de 5000 células infectadas por muestra
[12]. Posteriormente, la muestra debe ser filtrada (tipicamente con filtros de policarbonato)
de tamanos que varian entre 0.08 pm y 10 nm lo cual ya supone un reto tecnolégico. La funcion
del filtro es la de retener una gran cantidad de muestras concentradas y servir como sustrato
para la manipulacion segura de las muestras.

En este punto existen dos técnicas alternativas para la observacién. La primera consiste
en continuar el proceso con los filtros sin remover el agua. La segunda consiste en deshidratar
las muestras. Para el primer caso, los filtros son lavados repetidamente con soluciones con
etanol y agua y posteriormente son secados al aire. Para el segundo caso, las muestras deben
ser deshidratadas dado que, si se coloca una muestra hiimeda en el microscopio, la operacién
en condiciones de alto vacio tiende a secar la muestra rapidamente y por lo tanto se puede
generar un colapso del material, contraccién y distorsién de la muestra, incluso después de la
preservacion por fijacién quimica. Los métodos clasicos de deshidratacion incluyen el uso de
solventes, algunas veces usados en conjunto con las técnicas de secado de punto critico o
liofilizacién [12].

Los filtros con la muestra son seccionados y fijados por medio de una cinta conductora de
carbono o tinta de plata en un cilindro metalico conductor. Posteriormente, como la muestra
sera impactada con electrones, se requiere generar una superficie conductora. Esta superficie
se genera por medio de la pulverizacién (sputtering) de un material conductor sobre la
superficie de la muestra. Tipicamente se usa la pulverizacién de carbono u oro para obtener
una capa homogénea de unos pocos nanémetros sobre la muestra [12]. Esta preparacion aplica
para las técnicas convencionales de microscopia electrénica de barrido y transmisién. Sin
embargo, se usan preparaciones alternativas para el uso de microscopia electronica
criogénica. En este ultimo caso se realiza la congelacién o la congelacién a alta presion. Antes
de la observacion en el microscopio las muestras congeladas pueden ser seccionadas
criogénicamente o montadas enteras en una camara criogénica del microscopio. En todos los
casos las muestras deben mantenerse a temperaturas inferiores a —150 °C [12]. Una vez en
el microscopio, el fresado por haz de iones (ion milling) también puede utilizarse para
Investigar la estructura interna de la muestra. Un esquema del proceso de preparacion se
muestra en la Figura 3.

3. ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

La proteccién del personal que trabaja en los laboratorios es una de las principales
preocupaciones a la hora de trabajar con material infeccioso. Todo el estudio de material
biolégico infeccioso, se debera realizar bajo las normativas internacionales [18].
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Figura 3. Esquema de preparacion de muestras para uso en microscopia electrénica de barrido y transmisién
Fuente: elaboracién propia.

Basicamente la manipulacién y estudio de muestras virales, requiere el uso de una cabina
de bioseguridad (BSC) minimo de nivel 2 e implementos basicos como guantes de nitrilo sin
polvo para evitar contaminacién de la muestra, mascaras N95 de acuerdo a la sugerencia de
la Organizaciéon Mundial de la Salud y batas antifluidos hechas principalmente en poliéster
principalmente [19]. Se recomienda ademas la desinfeccion de las rejillas de fijaciéon antes de
su uso en el microscopio. En caso de requerir el almacenamiento de las rejillas, estas deberan
ser inactivadas con un fijador o mediante el uso de los UV (254 nm) durante al menos 10
minutos antes de proceder con el almacenamiento [4]. Otros autores proponen un
requerimiento superior al punto de proponer el trabajo con este tipo de organismos solo en
laboratorios de nivel de bioseguridad (BSL) 3 [10]; asi mismo, proponen la inactivacién de los
agentes contaminantes con suspensiones de formaldehido o glutaraldehido en
concentraciones del 2 % o el 0,5 %, siendo estos ultimos menos perjudiciales con las
estructuras de los virus a analizar y mas efectivos que el UV en la inactivacion de los agentes.

De igual manera, todo el material utilizado en el proceso debe ser tratado como infeccioso
entre ellos, rejillas, pinzas y demaés, y deberan ser sometidos a tratamiento de inactivacién
con glutaraldehido (5 %) durante 20 minutos, ya que incluso algunos virus han mostrado su
actividad, aun al ser sometidos a las condiciones de vacio y radiacién presente en el
microscopio electrénico [10].

4. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DEL VIRUS

Las imagenes disponibles del COVID-19 han sido obtenidas mediante las dos técnicas
clasicas de microscopia electrénica: barrido (ver Figura 1) y transmisiéon (ver Figura 2 y
Figura 4).

En la Figura 4 se observa el virus por medio de microscopia electrénica de transmisién. Se
debe anotar que las imagenes de esta técnica son obtenidas en escala de grises y los colores
que se observan en las imagenes publicadas son afiadidos de forma artificial, para resaltar
caracteristicas morfoldgicas de las muestras analizadas.
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Proteina S (Spike)

Proteina E eI
(Envelope) 60-140 nm

Figura 4. Imagen del virus obtenida por medio de microscopia electrénica de transmisién
Fuente: modificada de [Fuente: [17].

El virus se caracteriza por su forma de corona con un tamano de particula que esta entre
60 y 140 nm, se encuentra principalmente compuesto por material genético (ARN) en su
Interior, proteinas externas y una bicapa lipidica. Entre las proteinas se encuentra la proteina
tipo S (spike) o espiga, que es utilizada para unir y penetrar las células huésped a través de
la membrana celular la cual es facilmente distingible por su forma de clavo o espiga. También
se encuentran las denominadas proteinas tipo HE (hemagglutinin-esterase), tipo M
(membrane) y tipo E (envelope) estas dos dltimas se suelen ver como estructuras mas amorfas
en la superficie. Posteriormente, se observa una bicapa lipidica que se identifica en la imagen
de microscopia de transmisién por un anillo. Al interior del virus se encuentran la proteina N
(nucleocapsid) encargada de camuflar el ARN, material genético del virus el cual es replicado
en las células infectadas incrementando la infeccién [20].

5. CONCLUSIONES

La microscopia electrénica es una de las técnicas mas versatiles en caracterizacion de
agentes virales, y en esta los métodos de preparacién de muestras son claves en la adquisicion
de imagenes de virus. Los métodos mas comunes reportados en la literatura incluyen la
concentracién inicial de muestra, filtracién, tincién negativa, deshidratacién y aplicacién de
recubrimientos conductores.

La manipulaciéon y estudio de muestras virales, requiere el uso de una cabina de
bioseguridad (BSC) minimo de nivel 2 e implementos basicos de bioseguridad. Se recomienda
ademas la desinfeccion de las rejillas de fijacion antes de su uso en el microscopio. En algunos
casos se requiere la inactivaciéon con fijador o mediante el uso de radiaciéon UV. En algunos
casos los agentes contaminantes deben ser inactivados con suspensiones de formaldehido o
glutaraldehido. Con base en lo observado mediante microscopia electrénica, la morfologia del
virus SARS-CoV 2 se caracteriza por una proteina en su interior encargada de camuflar el
material genético del virus, y una corona en su superficie compuesta por proteinas en forma
de espigas, que se utilizan para penetrar las células huésped a través de la membrana celular.
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