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RESUMO 

 

Introdução: Estima-se que 67% e 11% da população mundial esteja com infecção 

por Alphaherpesvírus humano 1 (HHV-1) e 2 (HHV-2), respectivamente. O 

diagnóstico é frequentemente clínico com base nas lesões características, 

geralmente associado com exames laboratoriais. No qual, o padrão ouro permanece 

sendo o isolamento viral em cultura celular, porém este método apresenta limitações 

de sensibilidade, além do tempo relativamente prolongado para liberação dos 

resultados. Por isso, o uso de uma técnica de PCR duplex pode ser aplicado, para 

permitir um diagnóstico mais rápido e simultâneo. Objetivo: O presente estudo teve 

como objetivo validar uma técnica de PCR duplex para o diagnóstico da infecção 

genital pelo HHV-1 e HHV-2.  Métodos: Estudo do tipo pesquisa metodológica e 

desenvolvimento de tecnologia em saúde a ser realizada em 2 etapas: validação da 

PCR e construção do procedimento operacional padrão (POP). Resultados: A PCR 

duplex dentre as 46 amostras testadas foi positiva para HHV-1 em 12 (26,08%) 

amostras e em 01 (2,17%) para HHV-2. Com isso foi possível à produção de um 

POP com objetivo de padronizar as atividades inerentes às sequências operacionais 

da técnica para minimizar a ocorrência de desvio na execução e assegurar um 

serviço de qualidade. Conclusão: A validação proposta neste trabalho mostrou que 

a PCR desenvolvida pode ser usada como uma ferramenta para o diagnóstico em 

infecções genitais causadas por HHV-1 e HHV-2. Este estudo gerou um POP sobre 

as etapas a serem seguidas pelo executor para minimizar erros, garantindo dessa 

forma obtenção de resultados de qualidade. 

 

Palavras-chave: Alphaherpesvirus; infecção genital; reação em cadeia da 

polimerase; procedimento operacional padrão (POP). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Abstract 

 

Abstract: It is estimated that 67% and 11% of the world population is infected with 

human alphaherpesvirus 1 (HHV-1) and 2 (HHV-2), respectively. The diagnosis is 

often clinical based on lesions characteristics, generally associated with laboratory 

tests. In which, the gold standard remains viral isolation in cell culture, however this 

methodology has sensitivity limitations in addition to the long time for the release of 

results. For this reason, the use of a duplex PCR technique can be applied, for a 

simultaneous and faster diagnosis. Objective: The present study aimed to employ a 

duplex PCR technique for the diagnosis of HHV-1 and HHV-2 genital infection. 

Methods: It's a study of methodological research and development of health 

technology to be realized in 2 stages: PCR validation and construction of the 

standard operating procedure (SOP). Results: 46 samples were positive for HHV-1 

in 12 (26.08%) and in 01 (2.17%) for HHV-2 by duplex PCR. It was possible, through 

this, to produce a SOP aiming to standardize the activities inherent to the operational 

sequences of the technique to minimize the occurrence of deviation in the execution 

and guarantee a quality service. Conclusion: The validation proposed in this work 

showed that the PCR developed can be used as a diagnostic tool in genital infections 

caused by HHV-1 and HHV-2. This study generated a SOP regarding the steps to be 

followed by the performer to minimize errors, thus ensuring quality results. 

Keywords: Alphaherpesvírus; genital infection; polymerase chain reaction; standard 

Operating Procedure (SOP). 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Sobre o tema 

As infecções sexualmente transmissíveis (ISTs) são altamente prevalentes no 

mundo, representam uma grande preocupação global de saúde, já que 1 milhão de 

ISTs são adquiridas todos os dias. Em 2016, a Organização Mundial da Saúde 

(OMS) estimou que o número de pessoas acometidas por IST curáveis (clamídia, 

gonorréia, sífilis ou tricomoníase) no mundo, anualmente, seria, aproximadamente 

357 milhões, sendo que mais de 500 milhões de pessoas tenham infecção genital 

pelo Alphaerpesvirus humano 1 e 2 (HHV-1/HHV-2) (WHO, 2019). 

Amplamente disseminado na população mundial, o HHV tem o homem como 

o único hospedeiro, no qual estes vírus se mantêm viáveis por toda a vida do 

hospedeiro. Estima-se que 67% e 11% da população mundial estejam com infecção 

por HHV-1 e HHV-2, respectivamente (WHO, 2017). Esses vírus são considerados 

como causas significativas de morbidade e mortalidade em neonatos (LOOKER 

et.al, 2015). 

O herpes simples é uma doença infectocontagiosa humana muito comum, 

causada por diferentes tipos de vírus (HHV-1 e HHV-2) (PENELLO et al., 2010). O 

seu diagnóstico é frequentemente clínico com base nas lesões características de um 

a três dias, mas devido à dificuldade em fazer o diagnóstico das infecções 

persistentes e a crescente prevalência mundial de herpes, há uma demanda 

crescente por diagnóstico laboratorial rápido e preciso de pacientes com HHV. 

O diagnóstico clinico dessa doença constitui um grande desafio para os 

médicos, devido a possibilidade de sobreposição dos sinais e sintomas com as 

diferentes IST’s, o que dificulta um diagnóstico clínico preciso. Ressaltando que as 

IST’s podem ser causadas por diferentes agentes microbianos cujos sintomas 

assemelham-se às infecções virais, levando ao uso de antibióticos de forma 

inadequada. Dessa forma, a distinção entre as espécies de HHV é importante não 

só do ponto de vista epidemiológico, mas essa distinção pode fornecer informações 

úteis para o prognóstico da doença. Essas informações podem auxiliar no manejo 

terapêutico antiviral adequado e no aconselhamento para infecção primária, parto 

intraparto e terapia supressiva (MILLER et. al., 2012). 



14 
 

 
 

Então para solucionar este problema, é necessário o estabelecimento de 

estratégias diagnósticas moleculares mais sensíveis e específicas, como a reação 

em cadeia da polimerase (PCR), que consiste na detecção dos genomas dos 

microrganismos alvo. A introdução desta técnica para diagnóstico e detecção de 

patógeno tem sido uma valiosa alternativa, pois há um aumento da sensibilidade, 

especificidade e acurácia em relação aos métodos tradicionais, como isolamento 

viral em cultura de célula. Este é o método clássico utilizado em laboratório para o 

diagnóstico de infecção por herpes, mas é demorado e tem baixa sensibilidade 

(CURTIN et al., 2013). Ao comparar a PCR em tempo real quantitativa em formato 

duplex para HHV-1 e HHV-2 com cultura de vírus para o diagnóstico de HHV-1 e 

HHV-2 genital e cutâneo usando amostras de esfregaço, a técnica molecular, 

mostrou-se mais sensível do que o método padrão ouro para o diagnóstico de 

infecções mucocutânea por HHV, aumentando a taxa de detecção em 27% (FILÉN 

et al., 2004; LEGOFF; PÉRÉ; BÉLEC, 2014; MURALIDHAR, 2015)  

  

1.2 Motivação, problemática e questão da pesquisa 

 

 Os HHV estão presentes em alta prevalência em seres humanos (DICKSON 

et al., 2014; SUAZO et al., 2015). Além disso, estudos apontam uma mudança no 

padrão de comportamento do vírus, em que a prevalência de HHV-1 mostra-se 

como maior causador em infecções herpéticas genitais, superando o HHV-2 (PENA 

et al., 2010; PERREIRA et al., 2012; BERNSTEIN et al., 2013). Os possíveis fatores 

para essa substituição ainda não estão totalmente esclarecidos, acredita-se que isso 

seja devido as taxas mais baixas de infecções orais por HHV-1 na infância e a 

consequente baixa imunidade à infecções genitais por HHV-1 transmitidas 

sexualmente ou a mudança no comportamento sexual consequentemente levando 

ao aumento do contato orogenital (PENA et al., 2010). A idade, condição 

socioeconômica, etnia e localização geográfica também influenciam nesse cenário 

(PENA et al. 2010; LUPI, 2011; PEREIRA et al., 2012). Enquanto as apresentações 

do herpes genital inicial devido ao HHV-1 e HHV-2 são clinicamente indistinguíveis, 

em comparação com a infecção genital por HHV-1, a infecção genital por HHV-2 

recorre com mais frequência e está associada a taxas mais altas de excreção genital 

assintomática, diferenças que podem afetar as decisões de manejo (POL et al., 

2012).  
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As IST’s por estarem cada vez mais prevalentes constituem-se ainda em sério 

problema de saúde pública, gerando assim também um elevado custo financeiro. Os 

custos associados com infecções por HHV em unidades emergenciais dos Estados 

Unidos no período de 2006 era de 45 milhões de dólares e em 2013 este custo 

aumentou para 94 milhões (XIA et al., 2018).  

 O diagnóstico laboratorial para HHV continua sendo a cultura viral, apesar de 

demorado, trabalhoso e depender de infecção sintomática (vesículas ou úlceras), 

ainda é considerado o padrão-ouro. Além disso, maioria da transmissão horizontal e 

vertical do HHV ocorre durante a eliminação não reconhecida ou assintomática, e 

grande parte das pessoas infectadas com HHV-2 não tem conhecimento de sua 

infecção (KOELLE; WALD, 2000). Desta forma, o desenvolvimento de técnicas 

moleculares permite que seja identificado material genético de patógenos 

causadores dessas infecções quando contido nas amostras, mesmo em indivíduos 

assintomáticos. Dentre esses métodos, a PCR favorece a otimização do diagnóstico 

das infecções porque permite que ele seja mais rápido, sensível e acurado 

(LEGOFF; PÉRÉ; BÉLEC, 2014; MURALIDHAR, 2015). Outra importante relevância 

do diagnóstico precoce das IST’s é a sinergia com infecção pelo HIV. Segundo a 

literatura, há evidências de que a infecção por HHV-2 é um impulsionador 

significativo da epidemia de HIV, aumentando em três vezes o risco de aquisição do 

HIV (MATHEW et al.,2018). Portanto, as IST’s aumentam tanto a suscetibilidade 

quanto a infectividade relativas à transmissão da infecção pelo HIV (OMS, 2016). 

Então, atualmente os avanços nos métodos de diagnóstico têm focado na busca 

pelo diagnóstico mais acurado, visando novos métodos de diagnóstico, o que tem 

beneficiado inúmeros pacientes, principalmente imunodeprimidos (pessoas que 

vivem com HIV e transplantados), portadores de doença crônica, entre outros, 

favorecendo assim sua sobrevida, uma vez que esses pacientes tornam-se 

susceptíveis as infecções como as lesões herpéticas que são vistas como a de 

maior prevalência em paciente com retrovirose (LEGOFF; PÉRÉ; BÉLEC, 2014; 

GROVES, 2016; OMS, 2016). 

1.3 Justificativa 

 

Dada a dificuldade em fazer o diagnóstico com base somente nos sintomas 

clínicos do HHV-1 e 2 e a crescente prevalência mundial de herpes, há uma 
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demanda crescente por diagnóstico laboratorial rápido e preciso de pacientes com 

HHV. Uma vez que, há um grande desafio para o diagnóstico adequado na prática 

clínica, pelo fato deste ser realizado na maioria das vezes com base nos sintomas 

clínicos presentes, porém estes podem ser mal interpretados, pois apresentam-se 

semelhantes a outras infecções, causando um diagnóstico errôneo. A sensibilidade 

das avaliações médicas para aqueles que relatam sintomas de IST é relativamente 

maior do que para aqueles que não relataram sintomas, estudos relatam que 65% a 

90% dos pacientes com infecção genital por HHV desconhecem sua presença e 

apenas 20% dos pacientes que sofrem de herpes genital são diagnosticados 

corretamente. Além disso, existe falha na detecção de indivíduos assintomáticos, 

sendo uma das limitações da abordagem sindrômica. Diagnósticos incorretos 

resultam em procedimento terapêutico incorreto e disseminação adicional do vírus 

na população humana ( GROVES, 2016; OMS, 2016). 

Apesar do método de cultivo celular ser considerado o padrão ouro para o 

diagnóstico das infecções por HHV-1 e 2, este apresenta limitações como 

sensibilidade e tempo relativamente prolongado para liberação de resultados. Com 

as técnicas de cultura viral, o tempo de resposta foi em média 108 horas para um 

resultado positivo e 154 horas para um resultado negativo. O tempo de resposta 

usando PCR foi determinado em média 48 horas (MARSHALL et al., 2001). 

Diante disso, a técnica de PCR duplex pode ser utilizada, pois apresenta 

menor custo, permitindo um diagnóstico mais rápido e simultâneo quando 

comparado com a cultura, bem como a identificação mais precisa do vírus, podendo 

diferenciá-los.  
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2 OBJETIVOS  

2.1 Geral 

 

● Validar uma técnica de PCR duplex para o diagnóstico da infecção genital 

pelo Alphaherpesvírus humano (HHV) tipo 1 e tipo 2 em amostras cérvico-

uterinas de mulheres da cidade de Belém, Pará. 

 

2.2 Específicos 

 

● Otimizar e validar a PCR duplex para detecção de HHV-1 e HHV-2 em 

amostras cérvico-uterinas; 

● Elaborar um procedimento operacional padrão, como instrumento de etapas 

para detecção de infecção por herpesvírus simples em amostras cérvico-

uterinas. 
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3. MARCO REFERENCIAL  

3.1 Alphaherpesvírus humano 

3.1.1 Histórico 

O vírus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1), denominado pelo Comitê 

Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV) como Alphaherpesvirus humano 1 

(HHV-1), foi documentado primariamente em 460/377 a.C. pelo médico da Grécia 

Antiga, Hipócrates de Cós, que criou o termo herpes (derivado do grego herpein = 

rastejar, réptil). Neste documento relatou lesões que hoje são atribuídas ao vírus, 

descrevendo-as como vesículas e ulcerações. Todas estas manifestações 

caracterizavam a doença Herpes febrilis, que foi descrita mais tarde por Heródoto 

(484/425 a.C.) (MCGEOCH; RIXON; DAVISON, 2006). Entretanto, no ano 3000 a.C 

em uma tabuleta Suméria e em 1500 a.C no Papiro Ebers, um dos tratados médicos 

mais antigos que se tem notícia, já haviam sido descritas as primeiras lesões 

genitais que lembram as lesões causadas por HHV-1 (PELLET et al.,2013). 

Após relatos do médico do rei Luís XIV, John Astruc, e também de Unna em 

1883, que descreveram a ocorrência de herpes genital em prostitutas francesas, 

esta doença foi descrita como sendo uma doença vocacional, pois era encontrada 

em prostitutas (PELLET; ROIZMAN, 2013). Porém, somente entre 1920 a 1960 (séc. 

XX), foi demonstrado que os isolados virais infectavam uma imensa gama de 

hospedeiros, como ratos, camundongos, coelhos, cobaias e macacos (MIRANDA, 

2002). Posteriormente, em 1968, os herpesvírus foram classificados no gênero 

Simplex, e baseado em suas diferenças imunológicas, epidemiológicas e clínicas, 

foram divididos em duas espécies, denominando-as inicialmente de HSV- 1 e HSV-2 

(NAHMIAS; DOWDLE, 1968). 

 

3.1.2 Taxonomia 

 

 As infecções herpéticas são causadas pelo HHV, pertencente a extensa e 

heterogênea família Herpesviridae, composta por inúmeros patógenos que causam 

infecções em animais e humanos. Esta família é subdividida em 3 subfamílias 

(Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae), de acordo com suas 

propriedades biológicas e filogenéticas (BOIVIN, 2004). Cada uma delas apresenta 

um comportamento específico, com um padrão de infecção latente em determinadas 

células (WIGG et al., 2008). A subfamília Alfaherpesvirinae é constituída pelos HHV-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGeoch%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16490275
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1, HHV-2 e HHV- 3 (vírus Varicela-Zoster) (COLLINS; ELLIS, 2004). Esta subfamília 

tem um tropismo pelo sistema nervoso e apresenta um ciclo reprodutivo 

relativamente curto, com rápida lise das células infectadas e período de latência em 

gânglios sensoriais, ou seja, o vírus tem como característica biológica o rápido 

crescimento em cultivo celular, uma ampla gama de hospedeiros e a capacidade, 

comum a todos os herpesvírus, com tendência a estabelecer infecção latente em 

neurônios/gânglios sensoriais por tempo indeterminado (COLLINS; ELLIS, 2004). 

Entretanto, dentre os herpesvírus existentes nesta subfamília, os de interesse para 

este estudo são os pertencentes ao gênero Simplexvirus, HHV-1 e HHV-2. 

 

3.1.3 Morfologia e organização genômica 

 

O HHV (HHV-1 e HHV-2) é uma partícula esférica, com diâmetro de 

aproximadamente, 186 nm. Estruturalmente é composto por quatro partes: genoma, 

capsídeo icosapentaédrico, tegumento e envelope (LOOKER et al., 2015; Figura 1). 

 

  Figura 1- Estrutura do Herpesvírus 

               

Fonte: Adaptado de Miura (2013). 

O genoma do vírus consiste em uma molécula de DNA fita dupla linear, com 

aproximadamente 152 kpb no HHV-1 apresentando uma proporção de guanina + 
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citosina de 68,3% e 155 kpb no HHV-2 com proporção de 70,4% (ROIZMAN et al., 

2007). O genoma é constituído por dois segmentos covalentemente ligados entre si, 

formando uma sequência única (U), o segmento L (Long, longo) e S (Short, curto). 

Estas sequências são chamadas de UL e US que são flanqueadas por repetições 

invertidas de grande tamanho. No genoma viral são codificadas 84 proteínas, as 

quais codificam cerca de 100 proteínas que irão compor o capsídeo, os 

componentes do envelope viral, o tegumento e outras proteínas que são geradas 

durante o ciclo de replicação (PELLET et al., 2013). 

O capsídeo é icosapentaédrico composto por 162 capsômeros, seu diâmetro 

varia de 100-110 nm. Ele é constituído por cinco componentes proteicos estruturais, 

a VP5 (UL19) mais predominante, e menos abundantes a VP19C (UL38), VP23 

(UL18), VP24 (UL26) e VP26 (UL35). A forma com que estas proteínas estão 

distribuídas cria um poro para passagem do DNA ao exterior do vírus (MIRANDA, 

2002; GELLET et al., 2012; PELLET et al.,2013). 

O tegumento é uma camada amorfa, composta por 18 a 20 proteínas virais, 

das quais as mais importantes são: ICP5, VHS e α-TIF (MIRANDA, 2002; ROIZMAN 

et al. 2013). Estas proteínas são importantes na regulação do ciclo replicativo e 

evasão do sistema imune (SEN et al., 2013).  

O envelope tem aparência trilaminar, com glicoproteínas virais distintas (gB, 

gC, gD, gE, gG, gH, gI gL, gM e gN), este invólucro que corresponde a estrutura 

externa do vírus é composto por uma bicamada lipídica tendo origem em 

membranas celulares (METTENLEITER; KLUPP; GRANZOW, 2009; PELLET et al., 

2013). 

 

3.1.4 Replicação viral 

 

Quando comparado aos demais herpesvírus, estes vírus apresentam um ciclo 

de replicação rápido (entre 18 a 20 horas) e citolítico (CLEATOR et al., 2004; WIGG 

et al., 2008). A infecção pelo HHV começa com a etapa de adsorção, que 

compreende a ligação do vírus à superfície da célula alvo.  Esta etapa ocorre pela 

ligação de glicoproteínas virais gC (para HHV-1) e gB (para HHV-2) aos receptores 

de superfície celular (proteoglicanos), principalmente sulfato de heparina (HS) 

(CLEATOR; KLAPPER, 2004; ACHESON, 2007). Outros receptores como condroitin 

sulphate (CS) e dermatan sulphate (DS), também podem ser utilizados na interação 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mettenleiter%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19651457
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das glicoproteínas (MIRANDA, 2002; ROIZMAN et al.,2007). Em seguida, a gD 

interage de forma estável (irreversível) com os receptores secundários como 

herpesvirus entry-mediator ou HVEM (membro da família de receptores de TNF), 

receptores tipo 1 e 2 da nectina (membro da superfamília das Imunoglobulinas) ou 

HS especificamente modificado, que irão promover uma alteração conformacional, 

que juntamente com a glicoproteínas B, H e L irão promover a fusão do envelope 

viral com a membrana citoplasmática da célula hospedeira (ROIZMAN et al., 2007; 

CAMPADELLI et al., 2012).  

Após a fusão das membranas viral e celular, ocorre a liberação de 

nucleocapsídeo e proteínas do tegumento no citoplasma. Através dos microtúbulos 

(citoesqueleto) o nucleocapsídeo e proteínas do tegumento são transportadas em 

direção ao núcleo, alcançando os poros da membrana nuclear, ocorrendo a 

penetração do DNA viral que circulariza no núcleo, mesmo com ausência de síntese 

proteica (MIRANDA, 2002; STRANG; STOW, 2005). Para que ocorra essa 

penetração é necessário a presença da proteína α-TIF (também chamada de VP16 

ou ICP25) (ROIZMAN et al., 2007). 

 

No núcleo com o DNA viral circular, ocorre a transcrição, replicação e 

montagem de novos capsídeos (MIRANDA, 2002). A transcrição inicia quando a 

RNA polimerase II da célula infectada sintetiza RNAm a partir do DNA viral. O 

processo de expressão gênica acontece de forma sequencial e coordenada, sendo 

estimulada pela proteína α-TIF, em três fases: imediatamente precoces ou de fase α, 

precoces ou de fase β e tardios ou fase γ (CLEATOR; KLAPPER, 2004; ROIZMAN 

et al., 2007). (Figura 2)  

A fase α acontece devido a formação de um complexo ativador transcricional, 

formado pela proteína do tegumento VP16/alfa-TIF em conjunto com a proteína 

OCT-1 (Fator de ligação em octâmero-1) e com o fator celular do hospedeiro (HCF), 

que ao se ligar ao TATA BOX no genoma viral, formam o complexo de pré-iniciação 

viral (PELLETT et al., 2013; ROIZMAN et al., 2013).  Neste processo há formação de 

seis proteínas ICP0, ICP4, ICP22, ICP27, ICP47 e US1.5 (ROIZMAN et al., 2013). 

Estas são levadas para o núcleo, uma vez que são responsáveis pela regulação 

gênica da próxima etapa de transcrição e tradução dos genes β. A ICP0 é 

responsável por estimular a expressão de genes do HHV-1 pertencentes às fases α, 

β e γ (HANCOCK et al., 2006). A proteína ICP4 responsável por reprimir a 
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expressão dos genes imediatamente iniciais (CARROZZA; DELUCA, 1996; GU; 

DELUCA, 1994; ROBERTS et al., 1988) e através da interação com fatores da RNA 

polimerase II ativar a expressão dos genes E ou L (GU; DELUCA, 1994; SMITH et 

al., 1993). A ICP22 é importante para expressão eficiente dos genes da fase β e γ, 

mas não é essencial para a replicação do HHV-1 em cultura (O'TOOLE et al., 2003). 

A ICP27 inibe o processamento do RNAm (LINDBERG; KREIVI, 2002; SANDRI-

GOLDIN; MENDOZA, 1992) e a ICP47 impede o transporte de peptídeos 

antigênicos para o retículo endoplasmático (HILL et al., 1995), sendo crucial para a 

neurovirulência, uma vez que inibe a resposta da célula TCD8+.  Seu pico de síntese 

proteica acontece entre 2-4 horas após a infecção (CLEATOR; KLAPPER, 2004; 

RESENDE, 2012).   

Na fase β ou precoce, são sintetizadas enzimas (timidina cinase, 

ribinucleotideo redutase, desoxirribonuclease, etc) e proteínas (DNA polimerase, 

helicase, etc) que estão envolvidas no metabolismo, assim como na síntese de DNA 

viral. Nesta fase também ocorre ativação dos genes tardio γ, com pico da síntese de 

proteína entre 5-7 horas após o início da infecção (CLEATOR; KLAPPER, 2004; 

RESENDE, 2012; ROIZMAN et al., 2013).   

Os genes da fase γ são responsáveis pela produção de proteínas estruturais 

do nucleocapsídeo e todas as outras que formarão os vírions, como as 

glicoproteínas presentes no tegumento e no envelope, dentre elas tem-se gB, gC, 

gD e gE. O pico de expressão é de aproximadamente 12 horas (CLEATOR; 

KLAPPER, 2004; RESENDE, 2012). 

Estas proteínas estruturais irão promover a formação dos pré-capsídeos que 

podem estar vazios ou preenchidos com DNA viral. Esses nucleocapsídeos ligam-se 

a membrana nuclear interna, onde são temporariamente envelopados e liberados no 

espaço perinuclear, ocasionando num aumento de vírus envelopado neste local. 

Posteriormente, há uma fusão com a membrana nuclear externa, o invólucro 

formado anteriormente é perdido, gerando um acúmulo de capsídeos sem envelope 

no citoplasma. Estes capsídeos adquirem um novo envelope com proteínas virais, 

através de vesículas derivadas do complexo de Golgi. Após o envelopamento, os 

vírus são transportados para a superfície celular, onde irão se fundir com a 

membrana citoplasmática, e finalmente são liberados por exocitose para o espaço 

extracelular (CLEATOR; KLAPPER, 2004; RESENDE, 2012; ROIZMAN et al., 2013). 
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Figura 2 – Replicação viral 

 

Fonte: Adaptado de Miranda (2002).   

 

3.1.5 Latência e reativação  

 

O HHV tipo 1 e 2 estabelecem infecção latente nos seus hospedeiros após a 

infecção aguda. Após estabelecer o ciclo lítico no sítio primário e replicação ativa 

nas mucosas, os vírus são conduzidos por um transporte axonal retrógrado, 

adentrando nos nervos sensoriais, geralmente resultando em um estado de latência. 

Este estado é um importante aspecto biológico para manutenção e disponibilidade 

do vírus no hospedeiro (ROIZMAN et al., 2013). 

No período de latência, são apenas expressos inúmeros transcritos 

associados a latência (LAT´s), esses genes virais não são requeridos na infecção 

ativa, sendo que a expressão de todos os genes líticos se encontra reprimida. 

Postula-se que estes transcritos desempenham vários papéis na latência e esta fase 

é também a fonte de miRNAs que podem também modular a infecção (GARBER; 

SCHAFFER; KNIPE, 1997; UMBACH et al., 2008; MA et al., 2014). 
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A reativação ocorre quando estes vírus retornam através do transporte 

anterretrógrado pelos axônios, causando uma infecção recorrente no sítio da 

infecção inicial ou próximo deste sítio.  

Nos outros tecidos são expressos o fator nuclear OCT-1, enquanto no sistema 

nervoso é o local onde há uma maior expressão do fator nuclear OCT-2. Na maioria 

dos tecidos a proteína do tegumento viral α-TIF interage preferencialmente com a 

proteína OCT-1. Esta ligação é estabilizada pelo fator HCF proporcionando a 

formação do complexo de pré-iniciação junto ao TATA BOX do genoma do HSV, 

iniciando a transcrição de genes de fase alfa, com consequente infecção produtiva 

(PRESTON, 2000). 

 

Figura 3 - Latência e Reativação 

. 

Fonte: Santos (2015). 

 

3.1.6 Manifestações clínicas 

 

O HHV-1 está primariamente associado com infecções nas regiões oral, facial 

e ocular, enquanto que o HHV-2 está comumente associado com infecções genitais, 
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envolvendo caracteristicamente a genitália e a pele abaixo da cintura (NEVILLE et 

al.,2004; SANTOS et al., 2012). Porém, estudos têm demonstrado uma mudança 

nesse padrão em que há casos de infecção genital pelo HHV-1 e oral pelo HHV-2 

(LYCKE, 1991; OMS, 2017). 

As infecções agudas são caracterizadas pelo desenvolvimento de uma ou 

mais vesículas pequenas e cheias de líquido, as quais formam elevações na pele ou 

qualquer outra membrana mucosa do corpo, como forma de manifestação primária 

ou reativação do vírus. Essas vesículas comumente rompem formando áreas 

ulceradas e causa dor, estas características são precedidas de sintomas clínicos 

como formigamento, ardor e coceira no local (GOPAL et al., 2000; LUPI, 2000; 

MCCORMACK et al., 2005; PELLET; ROIZMAN, 2013).  

As manifestações clínicas variam de indivíduo para indivíduo e com o tipo de 

vírus envolvido (LANGENBERG et al.,1999; BERNSTEIN et al.,2013). O HHV-1 tem 

como característica principal lesões brandas ao redor da boca (gengivoestomatite, 

herpes labial), mas podendo se manifestar de forma mais severa, principalmente em 

pacientes imunossuprimidos/imunodeprimidos, ocasionando complicações como 

ceratoconjuntivite e encefalite (CONSOLARO; CONSOLARO, 1999).  O HHV-2 

ocasiona em infecções genitais como úlceras dolorosas na região peniana, vulva e 

períneo (GELLET et al., 2012). Ambos os vírus podem desenvolver sua 

sintomatologia, mas eles geralmente apresentam-se de forma assintomática ou 

permanecem latentes no seu hospedeiro, podendo causar recidivas constantes. 

Existem estudos demonstrando que durante as infecções recorrentes apenas 5 a 

15% dos infectados exibem sintomas clínicos relacionados a infecções por HHV, ou 

seja, a maioria dos indivíduos são assintomáticos (BENEDETTI; ZEH; COREY, 

1999; WALD et al.,2000; SUDENGA et al., 2012; SUAZO et al., 2015). Dentre os 

fatores que estão envolvidos na reativação viral são relatados o estresse físico e 

emocional, ansiedade, febre, exposição a raios ultravioleta, dano tecidual, 

corticoterapia e alguma patologia que promova a imunodepressão (PELLET; 

ROIZMAN, 2013). 

Devido esses vírus se tornarem latentes, não ocorre uma variação sazonal na 

incidência das infecções, pois esta característica do vírus proporciona a ocorrência 

de infecções recorrentes de herpes, tornando possível a transmissão do vírus em 

qualquer período do ano (ROIZMAN et al., 2013). A fase assintomática é 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6503643/#B137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6503643/#B19
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6503643/#B276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6503643/#B257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6503643/#B256
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reconhecida como a fonte mais importante de transmissão do HHV-1 (KOELLE; 

WALD, 2000). 

A transmissão do HHV ocorre quando há o contato direto com fluidos (saliva, 

sêmen, secreções cervicais) nos quais os vírus estão presentes ou na presença de 

lesões herpéticas que ao entrarem em contato com a pele, mucosa da boca ou 

genital, o vírus penetra no organismo, infectando dessa forma as células epiteliais 

(CHAYAVICHITSILP et al., 2009). Portanto, a via de transmissão pode ser através 

de relações sexuais (oral, anal ou vaginal) desprotegidas, via vertical, auto-

inoculação e objetos contaminados (CARVALHO; ANCHIETA; ROMANELLI, 2014). 

O período de incubação do gênero Simplexvirus varia de 3 a 9 dias. (FATAHZADEH; 

SCHWARTZ, 2007). 
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3.2 DIAGNÓSTICO  

3.2.1 Isolamento viral em cultura de célula 

 

Considerado o padrão ouro na detecção do HHV-1 e 2, embora o vírus 

também possa ser isolado a partir da membrana corioalantóica de ovos 

embrionados, inoculação em animais de laboratório (camundongos recém-nascidos) 

(SANTOS, 2015; ZHU et al., 2017). O material proveniente do raspado de vesícula 

dérmica é coletado em swab para posteriormente ser semeado em meio de cultura, 

preferencialmente fibroblastos de pulmão embrionário humano (MRC-5), após 24-

48h de incubação, as alterações celulares podem ser visualizadas através do 

microscópio, mas pode variar até 6 dias de incubação, se a concentração de vírus 

na amostra for baixa. (LEGOFF; PÉRÉ; BÉLEC, 2014). Através da cultura de tecido 

o diagnóstico da infecção apresenta baixa sensibilidade, uma vez que nas lesões 

das infecções primárias o HHV é isolado em cerca de 80% e nas lesões recorrentes 

são isolados apenas 25-50% (WALD et al., 2003). Este método proporciona a 

tipagem da cepa, através da imunofluorescência direta que constitui o procedimento 

mais empregado ou por ensaios moleculares (USTACELEBI, 2001; JAISHANKAR; 

SHUKLA, 2016).  

 

3.2.2 Sorológico 

 

Para o diagnóstico sorológico são utilizados vários métodos imunológicos, os 

testes para detecção de anticorpos, baseiam-se na detecção dos anticorpos IgG 

produzidos especificamente contra a glicoproteína gG1 (HHV-1) e gG2 (HHV-2) 

utilizando antígenos nativos, purificados ou recombinantes (WALD; ASHLEY-

MORROW, 2002). O teste Western blotting (WB) é indicado para identificação do 

HHV-2, podendo até distinguir entre os HHV-1 e HHV-2, mas é um método caro e 

demorado, além de ser de difícil interpretação (COREY et al., 2004). O teste de 

ELISA também utiliza a gG para diferenciar as infecções por HHV-1 e HHV-2, porém 

este método apresenta menor sensibilidade se comparado ao WB. Estes testes 

apresentam uma sensibilidade de 84-99% e nos estágios iniciais da infecção os 

resultados falso-negativos podem ser mais frequentes (HOOK, 2016). Um problema 

enfrentado por esses métodos, ocorre devido a identificação de algumas cepas de 

HHV-1 e HHV-2 que apresentam variações na glicoproteína, devido a mutações ou 
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deleções no gene gG. Isso dificulta o diagnóstico, além de causar uma resposta 

imune reduzida e até mesmo ausente, mas as lesões genitais presentes são 

semelhantes à infecção causada pelo vírus selvagem. Portanto, mesmo na ausência 

desses anticorpos específicos, a infecção por esses vírus não pode ser descartada. 

Então, a detecção do DNA do HHV-1 e HHV-2 ou isolamento em cultura de células 

juntamente com uma sorologia negativa (IgM e IgG), pode ser uma infecção primária 

com uma cepa que apresenta uma alteração na gG (DAIKOKU et al., 2013; VAN 

ROOIJEN et al., 2016; LEGOFF; PÉRÉ; BÉLEC, 2014). 

A imunofluorescência (IF) detecta o antígeno viral utilizando anticorpos 

monoclonais específicos marcados com fluoresceína, esse ensaio pode ser direto ou 

indireto. Em geral, sua sensibilidade em lesões é a mesma da cultura celular, mas 

se comparada com a PCR apresentam uma sensibilidade inferior (BURROWS et al., 

2002). Os ensaios sorológicos têm sido indicados para pacientes que reportam 

desconforto genital e labial recorrente, mas não apresentam lesão. 

 

3.2.3 Citológico  

 

É um método em que não é possível distinguir o HHV de outras espécies de 

herpesvírus, ou seja, tem baixa especificidade. Este exame consiste em fazer um 

raspado da lesão vésico-bolhosas e posterior coloração por Hematoxilina-Eosina, 

para pesquisa de células escamosas multinucleadas com inclusões intracelulares. 

 

3.2.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

A PCR baseia-se em ciclos que se repetem na forma de três etapas que 

ocorrem em diferentes temperaturas de incubação, em um mesmo tubo. Para que 

uma PCR ocorra são necessários componentes que são essenciais. 

 DNA molde - o DNA que será copiado, replicado, amplificado. 

 DNA polimerase - conhecida como Taq DNA polimerase, isolada da 

bactéria termofílica Thermus aquaticus, é uma enzima termoestável 

capaz de utilizar uma fita molde de DNA para sintetizar uma nova fita 

complementar. 
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 Deoxinucleotídeos (dNTP) - são os precursores da nova fita de DNA 

específicos, devem possuir quantidades iguais de  dATP, dCTP, dTTP 

e dGTP  

 Primers - também conhecido como iniciadores da reação, são 

oligonucleotídeos (fragmentos pequenos) de fita simples sintetizados 

artificialmente e são desenhados para serem complementares a 

sequencia alvo, esta escolha pode ser através de sequencias já 

disponíveis na literatura ou de software Eles se anelam ao DNA molde 

em cada lado da região alvo, sinalizando onde a enzima Taq 

polimerase deve começar adicionar os dNTPs.  

 MgCl2 - são cátions divalentes adicionados na reaçao para funcionarem 

como cofator da enzima DNA polimerase. Ele estabiliza a interação 

entre o primer e o DNA molde. 

 Tampão - atua na manutenção do pH, geralmente entre 8,3 e 9 à 

temperatura ambiente que com o aumento da temperatura no 

termociclador o pH diminui para 7,4, que é considerado um valor ótimo 

para a atividade da Taq polimerase na temperatura de 72ºC.  

 Água - completa o volume final da reação. 

 

A técnica de PCR é um método em que é preciso ter um conhecimento prévio 

de uma sequência do DNA viral, uma vez que ela promove a amplificação seletiva 

de sequências específicas do ácido nucleico desse vírus, com isso é possível 

detectá-los em amostras mesmo quando número de cópias virais for muito pequena. 

A amplificação de uma determinada sequência de DNA, através da extensão de 

primers que se liga com as fitas complementares de uma sequência alvo, acontece 

por meio do termociclador, em que ocorrem vários ciclos com mudanças de 

temperatura, permitido dessa forma a desnaturação, anelamento e extensão pela 

ação da DNA polimerase. Sendo assim, proporcionando condições ideais é possível 

que a partir de uma única molécula de DNA e após alguns ciclos no termociclador é 

possível obter mais de 1 milhão de cópias da região alvo dos primers (SANTANA, 

2018). 

A PCR duplex ou multiplex é uma reação em que várias regiões diferentes do 

DNA são amplificadas ao mesmo tempo, e no mesmo recipiente, devido à utilização 



30 
 

 
 

simultânea de vários pares de primers específicos para cada locus a ser identificado. 

Se a temperatura de hibridização dos diferentes primers for semelhante e os 

diferentes fragmentos de DNA produzidos apresentarem tamanhos distintos, é 

possível que o diagnóstico seja realizado através de um PCR duplex ou multiplex 

(ROSSETI; SILVA; RODRIGUES, 2006).  

A técnica de duplex ou multiplex foi desenvolvida com a finalidade de 

promover a diferenciação entre várias espécies ou gêneros microbianos 

simultaneamente, considerando ser este um teste único e altamente específico 

(OLIVEIRA et al., 2007). Uma das vantagens da técnica é a maior rapidez na 

obtenção do resultado, assim como maior economia de reagentes, quando 

comparada a realização de uma PCR para cada agente infeccioso individualmente. 

Outra vantagem, é que como vários locus são amplificados simultaneamente na 

mesma reação, há necessidade de uma quantidade menor de ácido nucleico para o 

diagnóstico, que por vezes pode ser um fator limitante (ROSSETI; SILVA; 

RODRIGUES, 2006). 
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4 MÉTODOS 

4.1 Tipo de estudo e aspectos éticos 

Foi realizado um estudo metodológico, no qual foi empregado a técnica de 

PCR duplex para detecção simultânea dos Alphaherpesvírus humano 1 e 2. Esta 

técnica foi desenvolvida e padronizada no laboratório de Virologia da UFPA como 

parte da dissertação.  

Por se tratar de um estudo metodológico não se faz necessário submissão 

e/ou aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo seres humanos. 

4.2 Etapas operacionais  

 

A realização deste estudo ocorreu em duas fases: (i) otimização e validação 

da PCR duplex em amostras cérvico-uterinas e; (ii) elaboração do Procedimento 

Operacional Padrão (POP).  

 

4.2.1 Fase 1- Otimização e validação da PCR duplex 

O PCR duplex empregado neste estudo foi desenvolvido no Laboratório de 

Virologia da Universidade Federal do Pará como parte do projeto intitulado: 

“Prevalência das Infecções Sexualmente Transmissíveis em adolescentes e adultos 

jovens, na cidade de Belém, Pará”, iniciado no ano de 2018. 

Embora existam diversos guias descrevendo a validação de métodos 

analíticos, comparativamente, pouco materiais estão disponíveis a respeito da 

validação de métodos moleculares. Desse modo, para a otimização e validação da 

PCR adotou-se o protocolo previamente estabelecido, no qual a reação de 

amplificação envolveu um segmento de 143pb e 226pb das regiões RL-2 UL-28, 

respectivamente, dos herpervírus investigados. A sequência dos primers 

empregados na reação estão descritos no Quadro 1. 
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Vírus HHV-1 HHV-2 

Iniciadores H1P32 
H1M32 

H2M40 
H2P4 

Região 
Alvo 

RL-2 UL 28 

Tamanho 
do 

Amplicon 
(pb) 

143 226 

Temperatura 
de 

Anelamento 

52ºC 45ºC 

Sequência do 
Primer 

5’-TGGGACACATGCCTTCTTGG-’3 
5’-ACCCTTAGTCAGACTCTGTTACTTACCC-3’ 

5’-GTACAGACCTTCGGAGG’-3’ 
5’-CGCTTCATCATGGGC-3’ 

 

Em cada reação de amplificação foi utilizado um volume final de 25 μL contendo 200 

ng de DNA extraído; 200 μM de cada dNTP; 10 pmol de cada iniciador; 1,4 mM de 

MgCl2; 10 mM de Tris-HCl pH 8.3  e 1 U de Taq polimerase. Foram utilizados 

controles internos para HHV.-1 e HHV-2, bem como empregou-se um controle 

negativo em cada reação. Os positivos para os herpesvírus foram provenientes de 

isolamento em cultura celular. 

As condições de amplificação adotadas foram: 94°C por 3 minutos; 40 ciclos 

de desnaturação a 94°C por 30 segundos; ligação dos iniciadores a 60°C por 30 

segundos e; extensão da cadeia a 72°C por 30 segundos, seguido de extensão final 

a 72°C por 8 minutos. 

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose a 2% através de 

eletroforese horizontal com tampão TAE 1x por 45 minutos, numa potência de 100V, 

mediante a utilização de transiluminador com fonte de luz ultravioleta. Os resultados 

foram registrados em sistema de fotodocumentação (Major Science). 

A otimização e validação da PCR levou em consideração a especificidade dos 

primers e os limites de detecção em amostras cérvico-uterinas. 

A especificidade dos primers empregados foi confirmada experimentalmente 

através de amplificações utilizando 1 ng de DNA genômico purificado de várias 

espécies virais pertinentes ao estudo. 

Para definição do limite de detecção foi empregado 46 amostras cérvico-

Quadro 1- Iniciadores empregados na reação de PCR duplex, com seus respectivos alvos, 
tamanho do fragmento e sequência. 

 

Fonte: Adaptado de Parente (2019). 
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uterinas com quantidades conhecidas de DNA genômico com o objetivo de avaliar a 

quantidade mínima de DNA que o sistema de PCR duplex era capaz de amplificar. 

Foram feitas diluições de fator 10, onde quatro µl de cada diluição foram adicionados 

nas reações. 

Para avaliar a seletividade do teste, foram empregados padrões moleculares 

de 08 espécies virais diferentes. 

4.2.2 Fase 2- Produção do POP 

A elaboração do Procedimento Operacional Padrão foi realizada em 3 etapas. 

A primeira consistiu em uma revisão narrativa acerca das leis, normas e instruções 

relacionadas à temática discutida, com o propósito de elucidar conceitos importantes 

na Gestão da Qualidade e definir os elementos integrantes de um POP; A segunda 

envolveu o contato com o Núcleo da Gestão da Qualidade do laboratório onde a 

técnica de PCR é empregada a fim de obter informações sobre a gestão 

documental, especialmente para obtenção do POP gerencial aprovado e empregado 

no local, assim como definição de conteúdo; e por fim a elaboração do POP técnico 

para o Diagnóstico da Infecção Genital pelos herpesvírus humano 1 e 2. 

Por se tratar de uma revisão de literatura do tipo narrativa não há 

obrigatoriedade que os autores informem com detalhes os procedimentos ou 

critérios usados para selecionar e avaliar as referências incluídas na análise, pois a 

forma de seleção é variável e arbitrária. Segundo Cordeiro et al. (2007), este tipo de 

estudo tem como objetivo estruturar de forma mais ampla a percepção e discussão 

do tema pesquisado, raramente parte de uma questão específica, a sua preparação 

não exige critérios explícitos e sistemáticos, a busca das fontes não é pré-

determinada e específica, sendo frequentemente menos abrangente. 

Foi realizada uma revisão narrativa em periódicos na base de dados Scielo e 

em sites de busca como Google e Google acadêmico. Para traçar um 

direcionamento nas buscas foram realizadas a partir da utilização dos descritores: 

“qualidade”, “Gestão de qualidade”, “procedimento operacional padrão”. 
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5. RESULTADOS  

5.1 Etapa 1- Otimização e validação da PCR duplex 

Uma vez que o diagnóstico da infecção genital pelos herpesvirus, é 

predominantemente clínico, e o diagnóstico padrão-ouro é o isolamento viral, o 

método em questão é uma forma alternativa de diagnóstico, através do qual 

podemos identificar infecções latentes nos pacientes investigados. Desse modo, não 

foi possível obter amostras cérvico-uterinas previamente caracterizadas para o 

ensaio de validação da PCR. Inicialmente foram analisadas 46 amostras de DNA 

extraídos de espécime cérvico-uterinas provenientes do Biobanco do LabVir.    

Todas as amostras extraídas foram submetidas à quantificação de material 

genético para avaliação da qualidade e integridade do DNA, onde constatou-se que 

as concentrações variaram de 1 a 88 ng/ μl. A grande variabilidade de concentração 

nas amostras pode ser decorrente do método de obtenção/coleta do espécime 

clínico, uma vez que amostras cérvico-uterina são obtidas a partir de células de 

descamação da ecto e da endocérvice, o que naturalmente varia de um indivíduo 

para outro, bem como por influência de fatores do microambiente genital.  

Com base nos dados de quantificação, as amostras foram divididas em 7 

grupos/blocos, conforme descrito na tabela 1. 

   

Quantidade de DNA 
[] ng/ μl 

Número de 
Amostras 

88-55 4 

40-11 8 

10-7 6 

6-5 6 

4 6 

3 8 

2-1 8 

 

Em seguida, todas as amostras foram submetidas a reação de PCR duplex 

pré-estabelecida, com o objetivo de fazer uma triagem inicial e encontrar amostras 

positivas para que estas fossem empregadas na otimização e validação. Em cada 

reação de PCR foram empregados controles negativos e controles positivos dos 

herpesvírus obtidos a partir de vírus isolados em cultura de células. Além disso, foi 

Tabela 1- Quantificação de DNA das amostras 
cérvico-uterinas 

Fonte: Elaborado pela autora do trabalho. 
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utilizado como controle interno de amplificação (CIA) um segmento do gene tnf alpha 

o qual é expresso em células constitutivas, a fim de avaliar a ocorrência de 

resultados falso-negativos ocasionados por inibidores da PCR. 

Das 46 amostras investigadas, 12 (26,08%) amplificaram o fragmento alvo de 

Herpesvírus humano 01 e 01 (2,17%) amostra amplificou o segmento do 

Herspesvírus humano 02. Desse modo, 13 amostras foram selecionadas e utilizadas 

para otimização e validação da PCR duplex (Figura 4). 

 

 

 

As amostras que apresentaram maior concentração de DNA foram as que 

mais amplificaram. Dentre as amostras positivas para HHV-1 as que apresentavam 

maior concentração foram as pertencentes aos blocos 1, 2 e 3 com concentração de 

88-55, 40-11 e 10-7 ng/ μl, respectivamente. 

A partir da seleção das amostras positivas e com base nos dados de 

quantificação, as amostras de DNA foram concentradas para a realização dos testes 

de limite de detecção. Para tal, adotou-se diluições seriadas nas escalas: 1:10, 1:50 

e 1:100. Nesta etapa observou-se que o limite inferior de detecção na reação foi de 

Figura 4- Foto do gel de agarose a 2% com os produtos da PCR para pesquisa do 
HHV-1 e HHV-2 em amostras cérvico-uterinas, corado com brometo de etídio.  

 

Fonte: Autora. 

Autora 

100 pb 
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4ng de DNA (Figura 5). 

 

 

 

 

Afim de avaliar a repetitividade o teste foi aplicado repetidamente em 

múltiplas análises cegas, mantendo condições idênticas de amplificação, no LabVir. 

Nesta etapa, a concordância dos resultados foi de 100%. A reprodutibilidade do 

teste foi avaliada através da utilização de diferentes termocicladores onde a 

concordância dos resultados também foi de 100%.  

A seletividade e especificidade da reação foi avaliada através da utilização 

de: (i)  padrões moleculares provenientes de DNA extraído e purificado de vírus 

isolados; (ii) amostras positivas caracterizadas previamente, pertencentes ao 

biobanco do LabVir e; (iii) amostras negativas para o HHV-1 e HHV-2, 

caracterizadas previamente através do método padrão-ouro. Nesta etapa, utilizou-se 

Figura 5- Foto do gel de agarose a 2% com os produtos da PCR para pesquisa 
do HHV-1 e HHV-2 em amostras cérvico uterina diluídas, corado com brometo 
de etídio.  

 

Fonte: Autora. 

tora 

100pb 
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os vírus de DNA: Papilomavírus humano, Epstein-barr, Poliomavírus e Herpesvírus 

humano 3.  No total, foram testadas 20 amostras (8 positivas para os vírus de DNA  

e 12 negativas para HHV-1 e 2 no padrão-ouro). Todos os padrões foram testados 

em duplicatas e não houve amplificação/detecção em nenhuma das amostras 

investigadas, o que confirma a especificidade dos primers empregados na reação. 

A partir da validação deste ensaio, podemos inferir que o PCR duplex  

qualitativo é um método alternativo que representa uma poderosa ferramenta de 

detecção da infecção genital pelos Herpesvírus humanos 1 e 2. Porém, há 

necessidade da padronização deste protocolo para implementação da técnica a 

rotina do LabVir. 

5.2 Etapa 2- Elaboração do POP 

Revisão Narrativa 

Desde a Revolução industrial o conceito de padronização já vem sendo 

relatado, pois com a substituição de força de trabalho humana pela energia 

mecânica, este processo tornou-se mais evidente, cujo objetivo era obter produtos 

mais idênticos, com aumento de produção e qualidade nos serviços. Então o 

significado da palavra padrão nos direciona para aquilo que serve como base ou 

norma, estando relacionado aos resultados a serem alcançados. E para prestar 

serviços de qualidade é necessário estabelecer padrões em que seja possível 

oferecê-los de forma segura e com qualidade (GUERREIRO et al.,2008). Segundo 

Cruzeiro et al. (2016), atualmente a padronização está intimamente relacionada com 

a qualidade durante a gestão e operação das organizações. Para ele, a qualidade 

está presente no desenvolvimento dos processos técnicos e gerenciais e precisa ser 

definida e controlada e a padronização é instrumento base para esse controle. Por 

esse motivo, torna-se necessário compreender a construção desses conceitos a fim 

de entender o contexto no qual o procedimento operacional padrão (POP) está 

inserido. 

O termo qualidade pode ser definido de acordo com a sua abordagem. Para 

Lima (2012), o conceito de qualidade normalmente é empregado para expressar a 

excelência de um produto ou de um serviço. Lobos (1991) afirma que a qualidade 

está relacionada ao processo pelo qual produtos ou serviços são materializados e se 
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este processo for bem realizado, o produto final terá qualidade.  Então, a qualidade 

torna-se um fator importante e, saber administrá-la é estabelecer como serão 

executados os processos e métodos de forma padronizada. Na Gestão de qualidade 

cujo objetivo é fazer com que as empresas se organizem, com a finalidade de 

garantir produtos e serviços com qualidade, buscando que todos os envolvidos 

estejam satisfeitos, a qualidade é o objeto principal.   Atualmente a série ABNT NBR 

ISO 9001, ABNT ISO/IEC 17025 e ABNT NBR ISO 15189, estão entre as principais 

normas para gestão e/ou garantia de qualidade disponíveis para instituições e 

laboratórios que realizam ensaios. Segundo a ISO 9000 (2015), uma norma é “um 

documento que fornece requisitos, especificações, diretrizes ou características que 

podem ser usadas consistentemente para garantir que os materiais, produtos, 

processos e serviços sejam adequados a sua finalidade. 

A ISO 9001 tem seu objetivo no desenvolvimento de normas técnicas para 

aplicação mundial, possuindo grande representatividade no estabelecimento de 

padrões internacionais para a gestão. Nestas normas são estabelecidos requisitos 

que auxiliam na melhoria do processo do sistema de gestão de qualidade. As 

normas ISO são avaliadas a cada cinco anos, a fim de serem atualizadas e 

manterem-se relevantes para o mercado (CHAVES; CAMPELLO, 2015). A última 

versão da ISO, chamada de ISO 9001:2015 foi publicada em setembro de 2015, 

mas no Brasil, a organização de normalização que é representada pela associação 

Brasileira de Normas técnicas (ABNT) publicou uma semana depois. A ISO 

9001:2015 no que se refere à informação documentada é bastante moderada nos 

requisitos de especificações detalhadas, nesta versão as empresas têm autonomia 

para decidir como querem documentar a sua informação.  

A ABNT ISO/IEC 17025 tem finalidade de promover a confiança nas 

atividades exercidas por laboratórios, podendo ser estes de calibração de 

equipamentos ou de ensaios analíticos variados. De modo geral, esta norma garante 

que todas as etapas de uma análise possam ser rastreadas, independente da matriz 

analisada ou da determinação realizada, exigindo que o laboratório mantenha 

registros, procedimentos e documentos (LIMA; SCHECHTEL, 2019). Esta ISO exige 

que tudo relacionado ao laboratório seja devidamente documentado. Entretanto 

permite flexibilização na forma que será feita e organizada a documentação, pois 

não há como requisito a criação de um manual da qualidade para o laboratório.  
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A ISO 15189 é considerada o padrão mais relevante para a criação de um 

sistema de qualidade no laboratório clínico. Foi desenvolvida para que os 

laboratórios orientem os seus sistemas de gestão da qualidade no sentido da 

melhoria continua, não só de serviços, mas também dos próprios resultados. O 

laboratório deve estabelecer, documentar, implementar e manter um sistema de 

gestão da qualidade e melhorar continuamente sua eficácia de acordo com os 

requisitos dessa norma. Dentre a documentação do sistema de gestão da qualidade 

deve incluir manual da qualidade e POP, documentos que favorecerão na qualidade 

do serviço (LIMA, 2018). 

Além dos requisitos estabelecidos nas ISO´s devem ser cumpridos também 

requisitos normativos específicos, por exemplo, as Resoluções da Anvisa. Segundo 

a Resolução de Diretoria colegiada (RDC) 63 de 25 de novembro de 2011 que 

dispõe sobre os requisitos de boas práticas de funcionamento para os serviços de 

saúde todos os serviços públicos, privados, filantrópicos, civis ou militares e até 

mesmo os que exercem ações de ensino e pesquisa devem dispor de procedimento 

operacional padrão (POP).  

Nesse contexto, se torna fundamental a padronização do processo por meio 

de um POP. Este é um documento onde se coloca a descrição detalhada de todas 

as medidas necessárias para a realização de uma tarefa e assim garantirem a seus 

usuários um serviço ou produto livre de variações indesejáveis na sua qualidade 

final. O POP destina-se a quem executa a tarefa, ele deve ser simples, claro, 

explicativo, atualizado e de acordo com o setor, para que possa ser interpretado por 

todos os colaboradores garantindo dessa forma maior segurança para todos, além 

de controlar gastos e economizar tempo (PEREIRA et al., 2017).  

 De acordo com Medeiros (2010), POP é um documento onde se coloca a 

tarefa repetitiva do colaborador, na maneira e sequência que deve ser executada, 

nele contém: tarefa, executante, objetivo da tarefa, matérias necessários, processos, 

cuidados especiais, ações corretivas e aprovações. Ainda, conforme a autora, é 

essencial para uma organização à padronização das tarefas, pois é uma ferramenta 

que busca minimizar os erros na rotina de trabalho e faz com que cada colaborador 

tenha condições de executar sua tarefa sozinho e com qualidade. 

 Duarte (2005) considera o POP, independentemente de ser gerencial ou 

técnico, como parte de um manual de procedimento que uma empresa pode 
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desenvolver detalhando uma atividade para garantia da padronização de suas 

atividades assegurando aos seus usuários um serviço ou produto sem alterações 

indesejáveis na qualidade final. Para ele, como o POP é direcionado para quem 

executa a tarefa, este documento deve ser simples, completo e objetivo para 

favorecer o entendimento de todos que irão utilizá-lo.  

 Para Pereira (2017), através do POP é possível viabilizar procedimentos 

seguros embasados em evidências científicas, o que possibilita a confiabilidade do 

resultado final. Vieira (2014) afirma que elaborar um POP para uma gestão de 

qualidade é bastante significativo, evitando falhas possíveis através da normatização 

das atividades. O POP deve apresentar uma estrutura mínima, como data, definição, 

objetivo material utilizado, procedimento técnico, recomendações, 

responsabilidades, assinatura e referências (ROCHA, 2014). A revisão do POP 

deverá ocorrer anualmente ou de acordo com a necessidade do processo. Honório, 

Caetano e Almeida (2011) classificam os POPs como recurso tecnológico essencial, 

em busca de melhor resultado dos profissionais que realizam as atividades, sendo 

assim descrever cada etapa é necessário para garantir seu resultado relacionado 

com a técnica. 

 Desta forma, através da elaboração de um POP torna-se possível facilitar a 

realização das tarefas dentro dos seus processos. Com isso, todos que conseguirem 

o mesmo padrão atenuarão os erros de operação, o que é primordial para a 

qualidade dos resultados. Portanto, a criação do POP para detecção de infecção por 

herpesvírus teve como propósito estabelecer processo por meio da padronização e 

minimização de desvios na execução do teste. 

 

Contato com a Gestão da Qualidade do LabVir 

Foi disponibilizado o modelo de POP gerencial aprovado e utilizado pelo 

LabVir. Este modelo foi desenvolvido pela Profa Dra Jacqueline Cortinhas, com intuito 

de definir os parâmetros para elaboração dos POPs utilizados no laboratório, 

garantindo dessa forma uma homogeneidade quanto ao formato dos documentos do 

LabVir.  

Os documentos produzidos no laboratório permanecem ali, sem que seja 

utilizado até que passe pelo processo de avaliação e aprovação pela equipe técnica 
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do laboratório. E como o foco do POP desenvolvido neste trabalho é apenas a etapa 

de elaboração, este documento produzido ainda deverá passar pelos procedimentos 

de validação realizado pela equipe de Gestão de qualidade do LabVir. Somente 

após o parecer de aprovação da gestão é que o produto tecnológico desenvolvido 

poderá ser utilizado. 

Elaboração do POP 

A construção deste POP foi realizada a partir da leitura de normas, POP 

gerencial estabelecido pelo LabVir-UFPA e associação com os resultados da técnica 

de PCR duplex empregada neste estudo. Durante a elaboração do POP a linguagem 

utilizada foi observada para que ela seja acessível a todos que irão ter acesso ao 

documento, porque ao escrever um POP deve-se pensar que ele está sendo 

elaborado para vários colaboradores com grau de instrução diferente, e a 

capacidade de entendimento destes muda. Então, na construção buscou-se uma 

linguagem simples, clara e com detalhes para que qualquer colaborador com acesso 

a este documento leia o POP, consiga executar a atividade descrita.  

A legislação não nos dá uma estrutura padrão de formatação do POP, por 

exemplo, qual a margem, fonte, numeração das páginas, etc. Mas como este POP 

foi produzido segundo o POP gerencial do LabVir, estes itens foram definidos de 

acordo com o documento deste laboratório. 

Dessa forma, o POP para o processo de detecção de infecção por 

herpesvírus humano, ficou estruturado com os elementos que o compõem como o 

cabeçalho, contendo o nome do laboratório; título do Procedimento Operacional 

Padrão; nome de cada um do (s) responsável (eis) pela elaboração, verificação, 

liberação e aprovação seguido do local de locação, data de cada uma destas etapas 

e respectiva rubrica;  número de páginas do POP, indicando o status da página atual 

e do total de páginas do POP; revisão e emissão. A Figura representa o cabeçalho 

do procedimento operacional padrão conforme estabelecido pelo LabVir-UFPA. 

Ressaltando que o cabeçalho deve estar padronizado na primeira e demais páginas 

do documento. 
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 Ainda na primeira página, logo abaixo do cabeçalho, é apresentado o sumário 

do POP, nesta seção há informação sobre os tópicos do documento, tais como: 

objetivo, campo de aplicação, definições, siglas, responsabilidades, procedimentos, 

referências, documentos complementares e histórico do documento. Vale lembrar 

que, a partir da primeira atualização, é necessário incluir o histórico de revisões do 

documento.  

Por se tratar de POP técnico é necessário realizar a descrição do 

procedimento informando o método, tipo de amostra, material e equipamentos, 

soluções e reagentes, ou seja, o POP deve minimamente conter instruções 

sequenciais das execuções e sua frequência, pois existem várias formas de 

execução de uma atividade, então a descrição detalhada torna-se fundamental para 

que o procedimento seja executado de forma uniforme e com segurança.  

Como ainda não foi submetido à equipe de gestão do laboratório para a sua 

avaliação, alguns itens como: aprovado, liberado, verificado e função de cada um 

não foram preenchidos, somente após avaliação desta gestão é que poderão ser 

preenchidos. 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Cortinhas (2016). 

Figura 6- Cabeçalho padrão do LabVir/UFPA 
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1 Objetivo 

 

Estabelecer as condições e procedimentos para detecção molecular dos vírus 

pertencentes à subfamília Alphaherpesvirus (HHV-1 e HHV-2) em amostras cérvico-

uterinas através da técnica de PCR duplex, após as etapas de extração do DNA. 

 

 

2 Campo de aplicação 

 

Este procedimento se aplica ao diagnóstico molecular de infecções pelo  HHV-

1 e/ou HHV-2 em amostras endocervicais, através da técnica PCR duplex. 

 

3 Definições 

 

Para efeito deste POP aplicam-se as seguintes definições: 

 

Amostra cérvico-uterina: amostra biológica de origem humana coletada a partir de 

células de descamação da endocérvice e ectocérvice uterina. 

Ácido desoxirribonucleico (DNA): material genético que contém as informações do 

vírus; 

Eletroforese: método muito utilizado para separar, identificar e purificar fragmentos de 

DNA; 

TAE: solução tampão utilizada na eletroforese cuja função é manter o pH do meio 

estável durante o processo. 

Mix: solução contendo quantidades pré-definidas dos reagentes de PCR, a exceção 

da DNA polimerase. 
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4 Siglas 

 

LABVIR: Laboratório de Virologia; 

EPC: Equipamento de Proteção Coletiva;  

EPI: Equipamentos de Proteção Individual;  

HHV: Herpesvírus humano; 

TaqDNA: Enzima termoestável de Thermus aquaticus; 

CN: controle negativo; 

CP: Controle positivo; 

POP: Procedimento Operacional Padrão; 

UV: Ultravioleta; 

PCR: Reação em Cadeia mediada pela Polimerase; 

FO: Formulário; 

CSB: Cabine de Segurança Biológica; 

μM: micromolar; 

pmol: picomolar 

mL: mililitro 

dNTP: Desoxirribonucleotídeos Fosfatados 

Mg2Cl2: Cloreto de magnésio 

TAE: tampão Tris-Acetato-EDTA 

 

5 Responsabilidades 

A execução do teste de PCR duplex para diagnóstico da infecção genital pelos 

Herpesvírus humano 01 e 02 é de responsabilidade de todos os servidores e alunos 

de pós-graduação do LABVIR envolvidos na rede de infecções sexualmente 

transmissíveis.  

Os alunos de graduação com vínculo de estagiário podem, eventualmente, realizar a 

análise das amostras desde que tenham sido treinados e sejam assistidos por um 

servidor ou aluno de pós-graduação. 

5.1 Chefes do laboratório, serviços e setores ou seus substitutos. 
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Ao chefe/coordenador do LABVIR compete a supervisão dos envolvidos na 

execução do teste, bem como emissão dos laudos ou resultados obtidos.  Na 

ausência do coordenador do Laboratório, outro professor poderá ser indicado 

como substituto.  

 

5.2 Responsável Técnico e/ou seu substituto.  

Ao responsável técnico (RT) e/ou substituto do LABVIR compete a supervisão 

dos processos, bem como emissão dos laudos ou resultados obtidos.  Na ausência do 

RT, outro professor poderá ser indicado como substituto.  

 

5.3 Gerente da qualidade e/ou seu substituto.  

Ao núcleo de gestão da qualidade do LABVIR compete a revisão e atualização 

deste documento de forma periódica ou sempre que houver necessidade. 

 

6 Procedimentos 

6.1 Método  

A técnica de PCR duplex apresenta, basicamente, o princípio da amplificação 

simultânea de mais de uma sequencia de DNA, em uma mesma amostra, gerando 

grande quantidade dessa região de interesse e permitindo que ela seja analisada 

(RAMOS, 2012; PARENTE, 2019). Este protocolo de detecção molecular dos 

herpesvírus utiliza um conjunto de primers específicos para uma região alvo do HHV-1 

e HHV-2, com tamanho de amplicon de 143 pb e 226 pb, respectivamente 

(PARENTE, 2019). Este ensaio se desenvolve em 3 etapas. A primeira etapa do 

ensaio consiste na desnaturação do DNA, onde ocorre a separação das fitas moldes 

de DNA, através da elevação da temperatura. Durante a segunda etapa, anelamento, 

os iniciadores ligam-se especificamente na região alvo.  Na terceira fase ocorre a 

extensão da fita, a partir da adição de nucleotídeos e ação da Taq DNA polimerase 

(RAMOS, 2012). Para cada etapa, existe uma temperatura ótima e tempo ideal para 

que a reação aconteça. As condições de amplificação desta PCR são: desnaturação 

inicial a 94ºC por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 94ºC a 30 segundos, 60ºC a 20 



 

 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS-UFPA 
LABORATÓRIO DE VIROLOGIA -LABVIR 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO - POP 

POP LABVIR 1.5 - 001 

Revisão: 00 

Página 5 de 13 

Data efetiva: 00/00/0000 

 

PCR duplex para diagnóstico da infecção genital pelos Herpesvírus humano 01 e 02  

 
 

CÓPIA CONTROLADA – LABVIR/ICB/UFPA 
 

segundos, 72ºC a 30 segundos com extensão final de 8 minutos a 72ºC.  Ao final do 

processo, os produtos gerados serão separados e visualizados através da técnica de 

eletroforese, para emissão dos resultados (PARENTE, 2019). 

 

6.2 Amostra 

Este ensaio foi desenvolvido para detecção dos herpesvírus a partir de amostras 

cérvico-uterinas coletadas nas unidades de saúde, ações sociais ou afins. Após a 

coleta, o material deve ser armazenados em caixa térmica para seu transporte até o 

laboratório. 

A amostra deve ser registrada e processada de acordo com o POP LABVIR 1.1 

001 (RECEBIMENTO, REGISTRO E IDENTIFICAÇÃO DE AMOSTRA BIOLÓGICA) e 

submetida a processo de extração de ácido nucleico conforme os protocolos 

disponíveis (Vide POP LABVIR 1.2 e 1.3 001) e armazenadas no freezer (-20°C), caso 

necessário. 

 

6.3 Material e equipamentos  

Para PCR 

EPI’s 

Microtubos; 

Estantes para microtubos;  

Micropipetas de volumes variáveis; 

CSB; 

Termociclador;  

Freezer. 

Para eletroforese 

EPI´s; 

Micropipetas de volumes variáveis;  

Placa para microtitulação; 

Balança; 

Becker; 
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Microondas; 

Fonte e Cuba para eletroforese; 

 

6.4 Soluções e reagentes 

Para PCR 

Água pura; 

Tampão de PCR;  

Mg2Cl2; 

Primers; 

dNTP; 

TaqDNA polimerase; 

DNA. 

Para eletroforese 

Gel de Agarose; 

TAE 1X; 

Brometo de Etídio. 

 

6.5 Cuidados operacionais 

- Utilizar equipamento de proteção individual (EPI), tais como: luva descartável e jaleco 

em todas as etapas do teste e máscara e touca, principalmente ao manipular amostras 

fora da CSB. 

- Ligar a cabine, limpá-la com solução de álcool desinfetante; 

- Organizar a CSB com as pipetas, ponteiras, recipiente para descarte, suporte, tubos 

de 0,2 μL e 2 mL  e ligar a luz UV por, no mínimo, 15      minutos. 

- Retirar os reagentes, água, primers e as amostras (quando congeladas) do 

congelador com 30 minutos de antecedência.  

- Montar o template do teste utilizando o Formulário “FORLABVIR 07”. Sendo 

obrigatório a utilização de controle negativo em cada reação. 

Atenção:   

1) Cuidado para não expor os reagentes à radiação UV. 
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2) A aplicação do DNA das amostras deve ser realizada fora da CSB.   

 

- Avaliar o funcionamento do termociclador e verificar se as condições de amplificação 

estão adequadas.  

 

6.6 Descrição 

6.6.1 Preparo da solução de estoque e trabalho dos Primers 

Ao utilizar os primers pela primeira vez, proceder com a eluição em água ou 

tampão de acordo com as recomendações do fabricante. No LABVIR, as soluções 

estoque de Primer devem ser preparadas a uma concentração de 100 μM/mL ou 

100pmol/μL, a partir da qual será preparada a solução “uso” para PCR, nas 

concentrações indicadas na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1- Concentração das soluções estoque e de trabalho de iniciadores para herpesvírus 

Primer Sequência Solução 
estoque 
(μM/mL) 

Solução de 
trabalho 

(pmol/μL) 

H1P32 5’-TGGGACACATGCCTTCTTGG-’3 100 10 

H1M32 5’-ACCCTTAGTCAGACTCTGTTACTTACCC-3’ 100 10 

H2P4 5’-GTACAGACCTTCGGAGG’-3’ 100 10 

H2P40 5’-CGCTTCATCATGGGC-3’ 100 10 

 

Calcular a diluição da solução a partir da fórmula: 

Ci.Vi=Cf.Vf 

Ci= Concentração inicial 

Vi= Volume inicial 

Cf= Concentração final 

Vf= Volume final 

Adicionar a quantidade de água necessária e homogeneizar bem. 

Nota: a solução estoque e a solução de trabalho devem ser armazenadas a -20°C. 
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Preparo do dNTP 

No LABVIR, cada nucleotídeo está em uma concentração de 100mM. A partir 

da qual será preparada a solução “uso” para PCR, nas concentrações indicadas na 

Tabela 2. 

 

 

 

 

Tabela- 2 Concentração de nucleotídeos soluções estoque e de trabalho 

Nucleotídeo  Solução estoque 
 [mM/ μL] 

Solução de trabalho  
[mM/μL] 

dATP 100 10 

dCTP 100 10 

dGTP 100 10 

dTTP 100 10 

 

 

6.6.2 Preparo do Mix 

É importante que antes de preparar o “mix”, o template do teste esteja montado de 

acordo com o número de amostras a serem processadas, incluindo os controles da 

reação, utilizando o formulário específico do laboratório (“FORLABVIR 07”; Anexo 1); 

calculando as quantidades necessárias de cada reagente; 

Lembre-se de retirar os reagentes {água pura, tampão de PCR (10X), Mg2Cl2 (50mM), 

primer HHV-1 F (10pmol), HHV-1 R (10pmol), Primer HHV-2 F (10pmol), Primer HHV-

2 R, dNTP (10mM) e as amostras (quando congeladas)} do congelador antes de iniciar 

este procedimento e; de Identificar os tubos ou a placa PCR. 

 

Atenção: Retirar a TaqDNA da geladeira somente no momento de usá-la. 

 

Preparar a solução Mix:  

A reação de PCR duplex foi padronizada e otimizada em um volume final de 

25μL contendo 14,5 μL de água, 2,5 μL de tampão PCR (10X), 0,7 de cloreto de 



 

 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS-UFPA 
LABORATÓRIO DE VIROLOGIA -LABVIR 

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO - POP 

POP LABVIR 1.5 - 001 

Revisão: 00 

Página 9 de 13 

Data efetiva: 00/00/0000 

 

PCR duplex para diagnóstico da infecção genital pelos Herpesvírus humano 01 e 02  

 
 

CÓPIA CONTROLADA – LABVIR/ICB/UFPA 
 

magnésio (Mg2Cl2), 0,5 μL de cada iniciador, 1 μL de dNTPs, 0,3 μL de Taq DNA 

Polimerase e 4 μL de DNA para cada amostra. 

Na CSB, em um microtubo de 2mL estéril,  adicionar as quantidades 

equivalentes de água para PCR, tampão PCR (10x), Mg2Cl2  (50mM), primers, dNTP e 

TaqDNA, conforme descrito na Tabela 03.  

 

Tabela 3- Preparo do Mix para PCR para 01 amostra 

Reagentes Volume (μL)  

 Quantidade para 01 
reação 

Multiplicar o volume pelo número 
de amostras a serem testadas 

Água 14,5  

Tampão PCR (1X) 2,5  

Mg2Cl2 (50 mM) 0,7  

Primer H1P32 (10pmol) 0,5  

Primer H1M32 (10pmol) 0,5  

Primer H2P4 (10pmol) 0,5  

Primer H2M40 (10pmol) 0,5  

dNTPs (10mM) 1,0  

Taq DNA polimerase 0,3  

DNA 4,0  

Volume final 25 μL  

 

Na CSB, transferir 21 μL de  Mix para cada microtubo de 0,2 μL devidamente 

identificado conforme o mapa de trabalho.  

Fora da CSB, adicionar 4 μL do controle positivo, do DNA extraído das amostras nos 

tubos correspondentes conforme a sequência identificada nos tubos.  

 

Nota 1:  Distribuir as amostras nos microtubos com cuidado, observando a sequência 

do mapa, para não ocorrer troca de tubos e contaminação; 

Nota 2: O microtubo com o CN não deve ser aberto fora da CSB, para evitar 

contaminação; 

Nota 3: Observar se não há formação de bolha nos microtubos. 

Agitar o microtubo antes de colocá-lo no termociclador. 
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6.6.3 Montagem no Termociclador (Vide “ IT LABVIR 03”) 

a) Ligar o termociclador na tomada de 220v; 

b) Na parte posterior do termociclador mova o botão liga/desliga na posição liga. 

Aguardar até aparecer o menu principal. 

c) Colocar os tubos de PCR dentro dos poços do termococlador 

d) Revisar se as condições de amplificação estão de acordo com a técnica 

padronizada Deve selecionar no menu principal a função “Edit” , pressione a tecla 

[Enter] para confirmar. 

e) Selecionar o teste “HHV”; pressionar [Enter] 

c) Revisar as informações de cada item. Para modificar algum item, pressionar 

[Cancel] para limpar o valor e somente depois inserir o novo valor, depois pressionar 

[Enter]  

d) Na última janela, selecionar “YES” se for realizada alguma modificação e deseja 

salvar as alterações ou selecionar “no” para manter as informações do teste 

selecionado 

e) No menu principal selecionar “Run”, procurar o teste “HHV” e depois pressione a 

tecla [Enter] para iniciar a ciclagem no termociclador. 

 

 

6.6.4 Visualização dos produtos da PCR duplex por eletroforese 

Os produtos da PCR serão visualizados em gel de agarose a 2% através de 

eletroforese horizontal com tampão TAE 1x por 45 minutos, numa potência de 100V, 

mediante a utilização de transiluminador com fonte de luz ultravioleta. Os resultados 

deverão ser registrados no sistema de fotodocumentação (Major Science). 

 

Preparar o gel de Agarose a 2% (Vide “POP LBAVIR 1.4 001”): para 50 mL de gel, 

primeiro pesar 1,0g de agarose e depois adicionar 50mL de TAE 1X homogeneizar 

levemente. Levar ao microondas até homegeneizar. Deixar esfriar um pouco.  

a) Preparar o suporte o gel; 
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Nota: Colocar o pente da espessura desejada no suporte, observando se o pente 

escolhido está acordo com o número e o volume das amostras para escolher o mais 

adequado.  

b) Despejar a solução de gel no suporte cuidadosamente para evitar fazer bolhas 

Esperar a solução solidificar; 

c) Colocar o suporte com o gel na cuba de eletroforese. Adicionar tampão TAE 1X 

até cobrir a superfície do gel; 

d) Extrair 10 μL da PCR e despejar no poço da placa de microtitulação; 

e) Homogeinizar com a pipeta 5 μL de azul de bromofenol e retirar 10 μL dessa 

homogeinização; 

f) Aplicar as amostras, peso molecular, controle negativo e controle positivo nos 

poços  

g) Ajustar numa potência de 100V por 45 minutos; 

h) Colocar o gel na solução de brometo de Etídio por 20 minutos; 

i) Analisar o gel sob radiação UV; 

j) Analisar se houve amplificação de banda nas amostras e nos controles 

comparando com o peso molecular; 

k) Realizar a fotodocumentação dos resultados obtidos.  

 

 

7 Histórico do documento 

 

 

Quadro 01: Quadro resumo contendo o histórico do POP. 

 

REVISÃO DATA HISTÓRICO RESPONSÁVEL 

00 21/01/2022 Elaboração 
Rosian Silva 

 

01 03/02/2022 Verificação Luiz Fernando Machado 
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FORMULÁRIO PARA PCR DUPLEX HHV-1/HHV-2 

 
Nº da reação: ________ Data: _______________ Amostras: ______________ 

Responsável:_________________ Segmento amplificado:________________ 

 
Preparo do MIX 
 

Para 01 reação Para _________ reações  

Água l Água _______l 

Tampão PCR (10X) l Tampão PCR (10X) _______l 

MgCl2 [50mM] l MgCl2  (50mM) _______l 

Primer HHV-1F [10pmol/l] l Primer HHV-1F [10pmol/l] _______l 

Primer HHV-1R[10pmol/l] l Primer HHV-1R[10pmol/l] _______l 

Primer HHV-2F [10pmol/l] l Primer HHV-2F [10pmol/l] _______l 

Primer HHV-2R[10pmol/l] l Primer HHV-2R[10pmol/l] _______l 

dNTPs [10mM] l dNTPs (1,25mM) _______l 

Taq DNA polimerase l Taq DNA polimerase _______l 

DNA l   

Volume final l   

 
OBS:  Programa HHV-1/2 (termociclador N° 03 e 04) 
 Ciclo de temperatura: 94°C/3min; (94°/30’’;60°/30”;72°C/30”) x 40; 72°C/8min. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

 

Anexo 01 
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FORMULÁRIO PARA PCR DUPLEX HHV-1/HHV-2 

 

Nº da reação: ________ Data: _______________ 

Responsável:_________________ Segmento amplificado:________________ 

População:  

 
Preparo do MIX 
 

Para 01 reação Para _________ reações  

Água l Água _______l 

Tampão PCR (10X) l Tampão PCR (10X) _______l 

MgCl2 [50mM] l MgCl2  (50mM) _______l 

Primer HHV-1F [10pmol/l] l Primer _____(___ pmol) _______l 

Primer HHV-1R[10pmol/l] l Primer _____(___pmol) _______l 

Primer HHV-2F [10pmol/l] l Primer _____(___pmol) _______l 

Primer HHV-2R[10pmol/l] l Primer _____(___pmol) _______l 

dNTPs [10mM] l dNTPs (_____mM) _______l 

Taq DNA polimerase l Taq DNA polimerase _______l 

DNA l   

Volume final l   

 
 
OBS:  Programa HHV-1/2 (termociclador N° 03 e 04) 
 Ciclo de temperatura: 94°C/3min; (94°/30’’;60°/30”;72°C/30”) x 40; 72°C/8min. 
 
 

           

           

 

           

           

 

           

           

 



 

 
 

 
 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS   

A PCR duplex se mostra como uma alternativa muito atraente, visto que 

a combinação do teste em um único ensaio pode reduzir os requisitos de 

volume de amostra, tempo prático e tempo de liberação de resultado. Portanto, 

o teste aplicado neste trabalho pode ser usado como uma ferramenta para o 

diagnóstico em infecções genitais causadas por HHV-1 e HHV-2. Além disso, 

baseado nos levantamentos realizados sobre POP foi possível construir um 

modelo padrão para executar a técnica descrita neste estudo. Gerando desta 

forma um documento que deverá integrar a rotina das atividades da técnica em 

questão, chegando-se a um padrão de execução de máxima eficiência da 

mesma e com o mínimo de erro possível por parte do executante. 
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