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Resumo
OBJETIVO: comparar três métodos para detecção do HPV e determinar a prevalência dos genótipos encontrados. 
MÉTODOS: um total de 120 amostras de raspagem da região cervical de mulheres portadoras de neoplasia 
intraepitelial cervical foram analisadas pela reação em cadeia da polimerase convencional, usando os sistemas de 
primers MY09/11, GP05+/06+ e pela Nested-PCR. As amostras foram submetidas à extração de DNA e, logo 
após, amplificadas com os primers GH20 e PC04 (β-globina) para verificação da qualidade do DNA obtido e pela 
reação em cadeia da polimerase convencional e Nested-PCR. Os fragmentos amplificados foram visualizados em 
gel de agarose a 1,2%, corados com Blue Green Loading Dye I. As amostras positivas foram sequenciadas usando 
o sequenciador automático de DNA “MegaBACE 1000”. Para análise estatística foram utilizados os teste do χ2 e 
o de Fisher com nível de significância de 5%. RESULTADOS: quinze amostras não se amplificaram para os primers 
de β-globina, sendo eliminadas do estudo. Das amostras restantes, 40% (42/105) foram positivas para os primers 
MY09/11, 98% (103/105) para os primers GP05+/06+ e 92% (97/105) para Nested-PCR. Considerado as 
técnicas MY09/11 e GP05+/06+, foi possível observar 100% de amostras positivas para o HPV. Neste estudo, 
a prevalência dos genótipos foi de 58, 23, 5, 4 e 3% para HPVs 16, 18, 31, 33 e 56, respectivamente. Os 
HPV 67 e 83 apresentaram 2% e os HPV 6, 11, 58 e candHPV85, 1% cada. A prevalência dos genótipos neste 
estudo está de acordo com o reportado em todo o mundo (IC95%=0,4657–0,8976). CONCLUSÕES: para 
obter resultados mais confiáveis, é necessário o uso de mais que um sistema de primers para detecção do HPV. 
Acredita-se que as três técnicas estudadas são importantes e adequadas para o diagnóstico clínico do HPV quando 
apropriadamente combinadas. 

Abstract
PURPOSE: to compare three methods for the detection of HPV infection and to determine the prevalence of the genotypes 
found. METHODS: a total of 120 cervical scrape samples from patients with cervical intraepithelial neoplasia were 
analyzed by the conventional polymerase chain reaction using the MY09/11 and GP05+/06+ primers, and by 
the Nested polymerase chain reaction. The samples were subjected to DNA amplification with the GH20 and PC04 
primers (β-globin) to verify DNA quality and also by polymerase chain reaction and Nested polymerase chain reaction. 
The amplicons were visualized in 1.2% agarose gel stained with Blue Green Loading Dye I. Positive samples also were 
sequenced using the automatic DNA sequencer “MegaBACE 1000”. The χ2 and Fisher tests were used for statistical 
analysis with the level of significance set at 5%. RESULTS: fifteen samples were eliminated from the study because they 
failed to amplify the β-globin gene. Of the remaining samples, 40% (42/105) were positive using primers MY09/11, 
98% (103/105) using primers GP05+/06+, and 92% (97/105) using Nested-PCR. With the MY09/11 and 
GP05+/06+ techniques, it was possible to obtain 100% HPV-positive samples. In this study, the prevalence of the 
genotypes found was 57, 23, 5, 4 and 3% for HPV genotypes 16, 18, 31, 33 and 56, respectively. HPVs 67 and 83 
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Introdução

O HPV é o agente causal de muitas doenças epiteliais 
e mucosas, incluindo as verrugas genitais, considerada a 
doença mais comum ocorrente entre a população sexual-
mente ativa, bem como, virtualmente, os casos do segundo 
tipo mais comum de câncer, o cervical, que comumente 
são causados por infecções persistentes por genótipos de 
HPV de alto risco oncogênico1,2.

O câncer cervical é o tipo mais comum nos países em 
desenvolvimento e a principal causa de morte por câncer 
entre as mulheres. A estimativa de novos casos de câncer 
cervical por ano é de 500.000, 80% dos quais ocorrem 
em países em desenvolvimento3. Nas Américas Central e 
do Sul, a taxa de incidência é cerca de cinco vezes maior 
do que na Europa Ocidental4. 

No Brasil, o câncer cervical é o segundo tumor 
mais frequente na população feminina, atrás apenas do 
câncer de mama, e a quarta causa de morte de mulhe-
res por câncer no Brasil. Mais de 150 tipos de HPV já 
são conhecidos até atualmente com base em diferenças 
genômicas na sequência do DNA, destes, 85 genótipos 
foram totalmente caracterizados4. Existem aproximada-
mente 40 tipos conhecidos de HPV genital, os quais são 
mais comumente divididos em HPV de alto e de baixo 
riscos, relacionando-se ao risco de desenvolvimento do 
câncer cervical1.

Os tipos 16 e 18 são os principais responsáveis pelo 
câncer cervical (mais de 70% nas áreas geográficas), seguidos 
pelos tipos 31, 33, 35, 45, 52 e 585. Os tipos 31, 33, 35, 
39, 45, 51, 52 e 58 também podem ser associados com 
lesões pré-malignas6. Avanços tecnológicos nos métodos 
diagnósticos permitiram detectar um grande número 
de indivíduos infectados, com consequente risco para o 
desenvolvimento de neoplasias7.

O diagnóstico molecular da infecção pelo HPV é 
fundamental para a triagem do vírus e baseia-se, prin-
cipalmente, nos seguinte métodos: reação em cadeia da 
polimerase (PCR), usando primers consensus; captura hí-
brida – 2 (HC2, Digene Co., Gaithersburg, MD, USA)8; 
southern blot, hibridização in situ. A PCR se baseia na 
amplificação específica dos seguimentos do DNA-alvo 
e tem potencial para a detecção de níveis muito baixos 
de carga viral em células e tecidos, mesmo em infecção 
ditas não-produtivas9.

O Nested-PCR se baseia em duas etapas: a primeira 
é similar à PCR convencional, na qual utiliza-se um par 
de primers que amplificará uma região específica do DNA, 
resultando em fragmentos amplificados do gene escolhido. 
A segunda parte consiste em utilizar primers internos a 
essa região já amplificada, ou seja, outra reação de PCR 
que tem como alvo uma sequência contida nos fragmentos 
anteriormente amplificados, reduzindo o índice de bandas 
inespecíficas e aumentando a sensibilidade, especificidade 
e eficiência do método. Os protocolos mais amplamente 
utilizados empregam iniciadores consenso e degenerados 
complementares a uma região altamente conservada do 
gene L1, e que são potencialmente capazes de discriminar 
os tipos de HPV que infectam as mucosas. Entre estes, 
estão: o par único de iniciadores consenso GP05/06 e sua 
versão estendida GP05+/06+10, e os iniciadores degene-
rados MY09/1111.

A sensibilidade analítica e a especificidade dos 
testes de HPV variam amplamente, dependendo das 
características do ensaio, do tipo e da qualidade da 
amostra biológica e do tipo da qualidade dos reagentes 
empregados, incluindo o uso de diferentes DNA poli-
merases que afetam o desempenho do teste. Além disso, 
deve-se ter cuidado ao interpretar comparações, pois os 
métodos diferem na habilidade para detectar diferentes 
tipos de HPV, tais como infecções por um ou múltiplos 
tipos de HPV12.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo 
realizar a detecção da infecção por HPV utilizando três 
metodologias, com a finalidade de comparar e propor 
àquela que detecta e fornece resultados mais confiáveis. 
Adicionalmente, determinou-se a prevalência dos genótipos 
de HPV encontrados nas amostras analisadas.

Métodos

Amostras
As amostras foram coletadas por raspagem da região 

cervical, com o auxílio de escovas do tipo cytobrush ade-
quada, de 120 mulheres atendidas no Centro de Saúde 
da Mulher do Instituto de Medicina Integral Professor 
Fernando Figueira (IMIP) e que apresentavam algum tipo 
de lesão cervical. As escovas foram mantidas em solução 
tampão TE (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1 mM, pH=8,0). 
O estudo foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética 
em Pesquisa local (Nº 355/08), e as pacientes incluídas 

were present in 2%, and genotypes 6, 11, 58 and candHPV85 were present in 1% each. The prevalence of the more common genotypes (HPV 16 and 
18) in this study agrees with that reported worldwide (IC95%=0.4657–0.8976). CONCLUSIONS: to obtain more reliable results, it is necessary the use 
of more than one primer system to detect HPV infections. We believe that the three techniques studied are important and suitable for the clinical diagnosis 
of HPV, when they are appropriately combined. 
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concordaram em participar, assinando o termo de con-
sentimento livre e esclarecido.

Extração do DNA
A extração de DNA procedeu-se a partir de 500 µL 

de secreção vaginal. Para tal, utilizou-se o kit de extra-
ção comercial “Wizard Genomic DNA Purification kit” 
(PROMEGA), segundo protocolo proposto pelo fabricante. 
Para avaliar a integridade do DNA extraído e a ausência de 
inibidores, foram realizadas PCR utilizando-se o conjunto 
de primers específicos para β-globina humana, segundo 
protocolo descrito por Bell et al.13. O seguinte protocolo 
de amplificação foi utilizado: 94º C por quatro minutos, 
seguido de 35 ciclos de desnaturação à 94º C, por 30 se-
gundos; anelamento à 55º C, por 30 segundos; e extensão 
à 72º C, por 30 segundos; seguidos de uma extensão adi-
cional à 72º C, por oito minutos. O amplicon obtido foi 
de aproximadamente 250 bp.

PCR
A infecção por HPV foi diagnosticada pelo uso de 

dois conjuntos de primers consensus. Para cada paciente 
foram realizadas duas reações, uma delas utilizando-se 
os primers MY09 (5’-CGTCCMAARGGAWACTGATC 
-3’) e MY11 (5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’), 
descritos por Manos et al.11, e outra os primers GP05+ 
(5’-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’) e GP06+ 
(5’- GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3), descritos 
por de Roda Husman et al.10.

A reação de amplificação, utilizando-se os primers, 
continha um volume total de 15 µL, contendo 1 x de 
tampão da PCR, 100 µM de cada dNTP (dATP, dGTP, 
dCTP, dTTP), 1,5 mM de MgCl

2
, 1 pmol/µL de cada 

primer específico (MY09 e MY11), 0,2 U de Taq DNA 
polimerase e 200 ng de DNA. Para essa reação, utilizou-se 
o kit “GoTaq® Hot Start Polymerase” (PROMEGA). O 
seguinte protocolo de amplificação foi utilizado: 94º C 
por quatro minutos; seguido de 35 ciclos de 94º C, por 
30 segundos; 55º C, por 30 segundos; e 72º C, por 30 
segundos, seguidos de um ciclo adicional de 72º C por 
oito minutos. O tamanho do fragmento obtido para essa 
reação foi de 450 pb.

A amplificação com o sistema GP05+/06+ também 
foi realizada para um volume final de 15 µL contendo 1 
x de tampão da PCR, 200 µM de cada dNTP, 3,5 mM 
de MgCl

2
, 1 pmol/µL de cada primer específico (GP05+ e 

GP06+), 1 U de Taq DNA polimerase e 200 ng de DNA. 
Para essa reação também foi utilizado o kit “GoTaq® Hot 
Start Polymerase” (PROMEGA). Foi usado o seguinte 
protocolo de amplificação: 94º C, por quatro minutos; 
seguido de 35 ciclos de 94º C, por um minuto; 40º C, por 
dois minutos; e 72º C, por 1,5 minutos; seguido de 72º C 
por quatro minutos. O fragmento obtido foi de 170 pb.

Para realização da Nested-PCR, utilizou-se 1 µL do 
amplicon obtido por meio da PCR realizada com o conjunto 
de primers MY09/11. A amplificação foi realizada com os 
primers GP05+ e GP06+, utilizando-se as mesmas condições 
e ciclagens da PCR comum para esses primers.

A separação do produto da amplificação foi realizada 
pela eletroforese em gel de agarose a 1,2%, corado com Blue 
Green Loading Dye (LGC) e visualizado em luz ultravioleta. 
Os amplicons foram comparados com o marcador de peso 
molecular ladder 100 bp (Promega).

Após a confirmação da positividade das amostras para 
HPV, realizou-se reações de sequenciamento utilizando-se 
o kit “DyEnamic ET Dye Terminator Cycle sequencing 
kit” (GE HealthCare), de acordo com as recomendações 
do fabricante. Em seguida, as amostras foram levadas ao 
sequenciador automático de DNA “MegaBACE 1000 
DNA Sequencer”. Ao final do processo, os resultados en-
contrados foram comparados com os diversos genótipos já 
encontrados pela plataforma on-line BLASTn do National 
Center for Biotechnology Information a fim de determinar os 
genótipos do HPV encontrados na pesquisa.

Análise estatística
Foram utilizados o teste do χ2 e o de Fisher, ao nível de 

significância de 0,05, para determinação da concordância 
entre a prevalência encontrada neste estudo e a mundial 
dos genótipos de HPV.

Resultados

Das 120 amostras utilizadas, 15 não obtiveram resul-
tado positivo quando utilizados os primers da β-globina 
humana, logo, as mesmas foram excluídas do estudo. 

Utilizando-se o conjunto de primers MY09/11, 
identificou-se a presença de DNA viral em 40% das 
amostras analisadas. Com os primers GP05+/06+, foi 
possível identificar o DNA viral em 98% das amostras 
e, quando utilizado o protocolo Nested-PCR, observou-se 
DNA viral em 92% das amostras (Tabela 1). A maior falha 
de identificação foi observada para os primers MY09/11, 
correspondendo a 60% (Tabela 1).

As amostras analisadas obtiveram resultado posi-
tivo para infecção por HPV em pelo menos uma das 
técnicas utilizadas. Quando combinadas as técnicas de 
detecção, por meio dos primers MY09/11 e GP05+/06+ 

Método Detecção Eficiência (%) Falha do método (%)
MY09 e MY11 42/105 40 60

GP05+ e GP06+ 103/105 98 2

Nested-PCR 97/105 92 8

Tabela 1.Comparação entre três métodos de detecção do HPV e suas respectivas eficiências 
em amostras de DNA, provenientes de raspagem da região cervical de mulheres portadoras 
de neoplasia intra-epitelial
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Detecção inicial
Detecção acumulada

MY09e MY11 GP05+ eGP06+ Nested-PCR
MY09 e MY11 42/105 | 40% X 63/63 | 100% 55/63 | 92%

GP05+e GP06+ 103/105 | 98% 2/2 | 100% X 2/2 | 100%

Nested-PCR 97/105 | 92% 0/8 | 92% 8/8 | 100% X

Tabela 2. Resultados da combinação dos três métodos utilizados para detecção do HPV

Genótipos Casos Frequência (%) Frequência acumulada (%)
HPV 16 61 58,2 58,2

HPV 18 24 22,86 81,0

HPV 31 5 4,76 85,8

HPV 33 4 3,81 89,6

HPV 56 3 2,86 92,4

HPV 67 2 1,9 94,3

HPV 83 2 1,9 96,2

HPV 6 1 0,95 97,2

HPV 11 1 0,95 98,1

HPV 58 1 0,95 99,1

candHPV 85 1 0,95 100

Tabela 3. Genótipos de HPV encontrados nas amostras estudadas pelo método de 
sequenciamento de DNA

independentemente, foi possível identificar a infecção 
em 100% das amostras analisadas, sem necessidade de 
utilização do método Nested- PCR (Tabela 2).

Verificou-se ainda que, apesar da técnica de detecção que 
utiliza os primers GP05+/06+ ser mais eficiente do que as de-
mais, duas amostras negativas para essa técnica foram positivas 
quando foram utilizados os primers MY09/11 (Tabela 2).

Adicionalmente, as amostras deste estudo foram geno-
tipadas e encontrou-se 11 diferentes genótipos (Tabela 3). 
A prevalência destes genótipos variou amplamente entre 
eles, sendo os genótipos HPV 16 e 18 os mais frequen-
tes, correspondendo a mais de 81% dos tipos de HPV 
encontrados (Tabela 3).

Discussão

Em um estudo realizado no Hospital das Clinicas da 
Universidade Federal de Pernambuco, com 132 amos-
tras de mulheres portadoras de neoplasia intraepitelial 
cervical (NIC), identificou-se a presença do DNA de 
HPV em 64 amostras, utilizando-se os primers MY09/11, 
correspondendo a 48,5%14. Este resultado assemelha-se 
ao encontrado no presente trabalho, quando foi utiliza-
do apenas o conjunto de primers MY09/11. As falhas de 
amplificação encontradas, quando utilizado o conjunto 
de primers MY09/11, podem ser explicadas pelo fato de 
que apesar destes primers degenerados serem capazes de 
amplificar uma grande variedade de genótipos, sendo 
eles de baixo ou alto risco, esse sistema de amplificação 
apresenta vários níveis de intensidade, podendo até não 

se tornarem observáveis quando visualizados em gel de 
agarose15. Apesar da adição de bases degeneradas em 
determinadas posições dos primers representarem, virtu-
almente, a mesma habilidade para amplificar os diversos 
genótipos de HPV, isso não garante a mesma habilidade 
na prática16.

Em estudo realizado com 3.607 amostras de pa-
cientes com NIC, provenientes de 25 países, analisou-se 
com o conjunto de primers GP05+/06+. Nessa análise, 
observou-se que a prevalência de indivíduos infectados foi 
de 96%, assemelhando-se à de 98,1%, que foi encontrada 
no presente estudo17.

Em 2004, um estudo evidenciou a maior sensibili-
dade dos primers GP05+/06+ em relação aos MY09/11. 
Ao utilizar amostras orais, os primers MY09/11 foram 
capazes de detectar a presença da infecção por HPV em 
apenas 2,8% das amostras, enquanto que utilizando 
os primers GP05+/06+, 35,8% das amostras foram 
consideradas positivas. No mesmo estudo, ao utilizar 
amostras cervicais, observou-se a detecção de 33,9 e 
46,4%, quando detectado utilizando os primers MY09/11 
e GP05+/06+, respectivamente18.

Foi observado um aumento na frequência da identifi-
cação de amostras positivas para HPV quando utilizando-
se os primers GP05+/06+ em adição aos MY09/11 (32 e 
19%, respectivamente). Estes resultados confirmaram 
os encontrados neste estudo, que encontrou 98,1% de 
positividade na detecção de amostras positivas quando 
utilizados os primers GP05+/06+, se comparado aos 40% 
usando apenas os primers MY09/11. Este aumento prova-
velmente está relacionado ao tipo de amostra utilizada. 
Enquanto que neste estudo foram utilizadas amostras de 
raspagem da região cervical, naquele trabalho foram uti-
lizados tecidos parafinizados, o que prejudica a qualidade 
do DNA extraído15.

Esses trabalhos comprovam a maior sensibilidade dos 
primers GP05+/06+ em relação aos MY09/11. Em ambos 
os estudos, as amostras amplificadas com MY09/11 foram 
reamplificadas com os primers GP05+/06+. Não obstante, 
no presente estudo, foram identificadas duas amostras que 
se apresentaram positivas para os primers MY09/11 e não 
foram positivas quando utilizados os primers GP05+/06+. 
Este resultado indica que o uso de um único método de 
detecção pode levar a falhas na detecção do HPV, gerando 
resultados falso-negativos, o que pode subestimar a verdadeira 
prevalência de HPV em amostras cervicais. Em relação à 
Nested-PCR, os resultados encontrados no presente estudo 
coincidem com os achados de Zehbe e Wilander, os quais não 
observaram aumento nos níveis de detecção da Nested-PCR 
quando comparadas com as PCRs realizadas com os primers 
MY09/MY11 e GP05+/GP06+, realizadas em única etapa. 
Além disso, também foram detectadas amostras que, apesar 
de serem positivas com os primers GP05+/06+, não foram 
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