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Comparação das técnicas de captura de híbridos e PCR
para a detecção de HPV em amostras clínicas
Comparison of hybrid capture and PCR for HPV detection in clinical samples

Adriana Dalpicolli Rodrigues1; Vlademir Vicente Cantarelli2; Miriam Alice Frantz3; Diogo André Pilger4; Fabiana de Souza Pereira5

Introdução e objetivos: São conhecidos mais de 100 tipos de papilomavírus humano (HPV), dos quais 
30 têm sido reportados em infecções anogenitais. A infecção tem importância clínica, pois alguns tipos 
virais estão associados a lesões que podem progredir para o câncer cervical. Sabe-se que os métodos 
moleculares são muito importantes para o diagnóstico dessa infecção. O objetivo do estudo é comparar 
a detecção de HPV de alto risco pelo método de captura híbrida 2 (CH2) com a detecção do vírus 
pela reação em cadeia da polimerase convencional (PCRc) e em tempo real (PCR-TR). Metodologia: 
Foram analisadas 56 amostras ectocervicais por CH2 e, após, por PCRc e PCR-TR. Resultados: Ambas, 
PCRc e PCR-TR, apresentaram alta concordância entre si (95,1%), enquanto a comparação entre as 
PCRs e a CH2 mostrou concordância razoável entre os resultados (PCRc = 90,2% e PCR-TR = 87,8%). 
Discussão e conclusão: A CH é aceita para a detecção do HPV, entretanto pode ser menos sensível em 
comparação com as técnicas de PCR. A PCR-TR tem a vantagem sobre a PCRc em termos de velocidade, 
sendo também um pouco mais sensível. Devido à alta sensibilidade e à rapidez, os métodos de PCR 
poderiam ser usados para a triagem de HPV em amostras ectocervicais.
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abstract
Introduction and objective: More than 100 types of human papillomaviruses (HPV) are known, of which 30 
have been reported in anogenital infections. The infection has clinical importance, inasmuch as some viral 
types are associated with lesions that can progress to cervical cancer. Molecular methods are considered an 
important tool for the diagnosis of this infection. The objective of this study was to compare the detection of 
high risk HPV using hybrid capture 2 with HPV detection by conventional and real time PCR. Methodology: 
56 ectocervical samples were analyzed by hybrid capture and after that by conventional and real time PCR. 
Results: Both PCR and RT-PCR showed a high degree of correlation (95.1%), whereas the comparison between 
PCR and HC2 showed a fair correlation (90.2% and 87.8% for PCR and RT-PCR, respectively). Discussion and 
conclusions: HC is widely accepted for the detection of HPV, however, it may lack sensitivity in comparison 
with PCR techniques. RT-PCR has further advantages over the conventional PCR in terms of speed as well as 
it is slightly more sensitive. Due to their high sensitivity and fast response, PCR methods could be used as a 
screening method for HPV detection in ectocervical samples.
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Introdução

Nos dias de hoje são conhecidos mais de 100 tipos 
diferentes do papilomavírus humano (HPV), sendo que 
aproximadamente 30 possuem tropismo pelo epitélio es-
camoso do trato genital inferior. Os tipos virais 6, 11, 40, 
42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108 são considerados 
de baixo risco para o desenvolvimento de câncer cervical, 
sendo relacionados com lesões benignas (verrugas planas ou 
elevadas e neoplasia intraepitelial cervical [NIC]). Os tipos 
de médio e alto riscos incluem: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82, e são relacionados a lesões 
de alto grau (NICs II e III) e câncer. Entre estes, os tipos 16 
e 18 parecem possuir um potencial carcinogênico maior em 
relação aos demais vírus. Atualmente, os tipos 26, 53 e 66 
também são considerados de alto risco em potencial. Além 
disso, muitas vezes podem ocorrer infecções por múltiplos 
tipos de HPV(17, 18, 31).

A infecção persistente por tipos oncogênicos do HPV 
tem sido descrita como principal fator causal para o de-
senvolvimento do câncer do colo uterino e de suas lesões 
precursoras(29). Esse tipo de câncer representa a segunda 
causa mais comum de câncer em mulheres no mundo, 
com cerca de 471 mil novos casos com 233 mil mortes 
reportadas a cada ano, constituindo-se em um dos mais 
graves problemas de saúde pública, especialmente para os 
países em desenvolvimento como o Brasil (cerca de 40 mil 
novos casos por ano)(9, 23, 25).

A prevalência do HPV na população é alta. As estimativas 
globais indicam que aproximadamente 20% dos indivíduos 
estão infectados por algum tipo de HPV(10, 13). A expectativa 
é que 75% a 80% da população será infectada durante sua 
vida. Um aumento nesses números tem sido observado 
desde 1960, como consequência da prática do uso de 
contraceptivos orais, diminuição do uso de outros métodos 
de barreira, início precoce das relações sexuais, aumento 
do número de parceiros sexuais, paridade elevada e baixo 
nível socioeconômico. Além disso, avanços tecnológicos 
nos métodos diagnósticos nos permitiram também detectar 
maior número de pacientes infectados e, consequentemen-
te, em risco para o desenvolvimento de neoplasias(9, 21, 31).

O diagnóstico molecular da infecção pelo HPV é impor-
tante para a triagem do vírus e baseia-se, principalmente, 
em métodos como: captura híbrida (CH), southern blot, 
hibridização in situ, hibridização em fase sólida (microarrays) 
e reação em cadeia da polimerase (PCR)(28). Entre eles, a 
captura híbrida 2 (CH2) é o método molecular mais utili-

zado em nosso meio para a detecção de HPV. Esta técnica 
baseia-se na hibridização de DNA, fazendo uso de sondas 
específicas contra os tipos de HPV considerados de alto 
risco(1, 15). A PCR baseia-se na amplificação específica de 
segmentos do DNA alvo e tem potencial para a detecção 
de níveis muito baixos de carga viral em células e tecidos, 
mesmo em infecções ditas não produtivas(26). A PCR em 
tempo real (PCR-TR), por sua vez, é uma variação do 
método de PCR convencional (PCRc). Esta metodologia 
permite distinguir as sequências de bases amplificadas de 
DNA por análise da temperatura de separação das duplas 
fitas, e, como as reações ocorrem em ambiente fechado, 
diminui a ocorrência de contaminações. Além disso, o uso 
de primers universais permite, teoricamente, a detecção de 
todos os tipos de HPV existentes(6, 16).

Os métodos de escolha para o estudo, PCRc, PCR-TR 
e CH2, são utilizados de forma isolada para a triagem do 
HPV e para avaliar a eficácia da vacina contra o vírus(12), 
não sendo métodos complementares para o diagnóstico 
da infecção. A CH2 apenas detecta os HPVs de alto risco, 
mas não pode determinar o tipo viral específico. Além 
disso, não detecta todos os tipos virais de alto risco e a 
sensibilidade do método (cerca de 5.000 cópias/ml) pode 
não ser adequada para revelar a presença do vírus no início 
da infecção. As técnicas que utilizam PCR são, em geral, 
mais sensíveis, e podem ser combinadas com a detecção 
por sondas específicas (linear array ou análise de polimor-
fismo de tamanho de fragmentos de restrição [RFLP]) para 
determinar os vários tipos virais(24).

Objetivo

O objetivo principal do estudo foi comparar a detecção 
de HPV pelo método de CH2 para a pesquisa de HPV de alto 
risco com os resultados da PCRc e da PCR-TR em amostras 
ectocervicais coletadas em meio líquido para CH2. Também 
se avaliou o uso do equipamento automatizado (Magna 
Pure LC®, Roche) para a extração do DNA de amostras 
clínicas suspeitas de conterem HPV.

Materiais e métodos

Foi realizado um estudo transversal comparativo, no 
qual foram analisadas 56 amostras coletadas da ectocérvi-
ce de pacientes que se apresentaram no laboratório com 
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requisição médica solicitando a realização do teste para 
a detecção do HPV no ano de 2007. As amostras foram 
mantidas congeladas a 20oC no Laboratório Weinmann de 
Porto Alegre (RS). Para a coleta e o transporte das amos-
tras foram utilizados kits coletores da Digene® (Universal 
Collection Medium UCM).

Inicialmente utilizou-se a técnica de CH2 (Digene) para 
detecção de DNA/HPV de alto risco. A presença do HPV 
foi determinada por meio da quantificação da emissão de 
luz e expressa em unidade de luz relativa (RLU), seguin-
do as orientações do fabricante. As amostras com RLU < 
1 pg/ml foram consideradas negativas. Os resultados com 
valor ≥ 1 pg/ml foram julgados positivos. Depois da utili-
zação da técnica de CH2, as amostras foram congeladas 
(20oC) para posterior análise pelos métodos de PCRc e 
PCR-TR.

Para a reação de PCR, as amostras foram descongeladas 
e 1 ml submetido à extração automatizada de DNA (Magna 
Pure LC® Roche). O kit utilizado para a extração foi o Magna 
Pure LC DNA Isolation Kit Large Volume, de acordo com as 
orientações do fabricante (Roche).

A PCRc foi realizada com o uso de tampões próprios 
e Platinum Taq DNA Polymerase® (Invitrogen). Os primers 
utilizados para a amplificação do DNA dos diversos tipos 
de HPV foram os universais: HPV MY11 e MY09. O produto 
da reação (450 pb) foi visualizado por meio da eletroforese 
em gel de agarose.

Para a PCR-TR foi utilizado o kit SuperScript III Plati-
num Two Step qRT PCR with Sybr Green, no qual foram 
preparados 20 μl de reação para cada amostra constituída 
de: mistura de primers, água, DNA viral e reagentes do kit, 
de acordo com as orientações do fabricante. Os primers 
utilizados foram descritos por Payan et al.(26).

As reações foram realizadas em capilares fechados 
que promovem eficaz transferência de calor, o que 
aumenta a eficiência da amplificação. Os resultados 
foram avaliados pelo aumento da fluorescência do 
SYBR green e análise das curvas de Melting. A reação foi 
processada no equipamento LightCycler, por meio da 
realização de 45 ciclos de amplificação de DNA (95oC 
para desnaturação do DNA e 60oC para anelamento e 

extensão das cadeias). Em todos os casos foram utili-
zados controles negativos e positivos para garantir os 
resultados das reações.

Todas as etapas de análise foram realizadas no Labora-
tório Weinmann.

A análise dos dados foi feita no programa de estatística 
Statistical Package for Social Sciences (SPSS), utilizando o 
teste de associação de kappa. Este teste mede o nível de 
concordância. Os valores de concordância de 0 a 0,19 são 
considerados “muito baixos”; de 0,21 a 0,4, “razoáveis”; 
de 0,41 a 0,6, “moderados”; de 0,61 a 0,8, “importantes”; 
e de 0,81 a 1 considera-se concordância “perfeita”.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comitê de Éti-
ca da Federação de Estabelecimento de Ensino Superior em 
Novo Hamburgo (FEEVALE), sob o número 2.01.03.07.604.

Resultados

Das 56 amostras analisadas pelas técnicas de detecção 
de HPV (CH2, PCRc e PCR-TR), verificou-se que a CH2 
detectou 46 amostras positivas e 10 negativas, e ambas 
as técnicas de PCR detectaram 41 amostras positivas e 
15 negativas.

De acordo com os resultados encontrados, avalia-
ram-se concordância e/ou discordância entre as amos-
tras analisadas. Entre as técnicas de CH2 e PCRc, há 
90,2% (37 amostras) de concordância entre as amostras 
identificadas como positivas e 40% (seis amostras) entre 
as negativas. Verificou-se discordância em 9,8% (qua-
tro amostras) das amostras em que a CH2 apresentou 
resultado negativo enquanto o PCRc apresentou-se 
positivo, e em 60,0% (nove amostras) em que a CH2 
apresentou-se positiva e a PCRc negativa. Demonstrou-
se dessa forma que há concordância razoável entre as 
técnicas, de acordo com o teste de associação de kappa 
(kappa = 0,338) (Tabela).

Comparando a CH2 com a técnica de PCR-TR, verificou-
se concordância em 87,8% (36 amostras) entre as amostras 
positivas e 33,3% (cinco amostras) entre as negativas. Fo-
ram encontrados resultados discordantes em 12,2% (cinco 

Tabela Comparação de resultados concordantes e discordantes entre as técnicas de CH e PCR
PCRc positiva (%) PCRc negativa (%) PCR-TR positiva (%) PCR-TR negativa (%)

CH2 positiva 37 (90,2) 9 (60) 36 (87,8) 10 (66,7)
CH2 negativa 4 (9,8) 6 (40) 5 (12,2) 5 (33,3)
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amostras) das amostras em que a CH2 apresentou-se nega-
tiva enquanto a PCR-TR apresentou-se positiva, e 66,7% (10 
amostras) em que a CH2 apresentou-se positiva e a PCR-TR 
negativa, mostrando, assim, também uma concordância 
razoável, segundo o teste de kappa (κ = 0,236) (Tabela).

Entre as técnicas de PCR, foram identificadas 95,1% 
das amostras como positivas e 86,7% como negativas, 
apresentando discordância em 13,3% daquelas em que a 
PCRc apresentou-se negativa enquanto a PCR-TR, positiva; 
e em 4,9% em que a PCRc apresentou-se positiva e a PCR-
TR, negativa, mostrando, de acordo com o teste de kappa 
(κ = 0,818), uma concordância quase perfeita.

Discussão

Muitos autores têm demonstrado alta concordância en-
tre as técnicas de CH e PCR, atingindo de 76,5% a 90%(3, 20, 22, 

33). Em comparação com o método de PCR, a CH demonstra 
sensibilidade de 91,7%(5, 33). Para Saini et al.(30) a PCR foi mais 
sensível (81,8%) em comparação com a CH2 (36,4%) na 
detecção do HPV, embora a especificidade da CH2 tenha 
sido muito maior (96,6%) do que a da PCR (58,6%).

Em nosso estudo, das 56 amostras analisadas pelos 
métodos de CH2, PCR e PCR-TR para a detecção de HPV, 
demonstramos que as técnicas de CH2 e PCRc foram 
concordantes em 43 amostras nas quais, de acordo com o 
teste kappa, esta concordância é razoável. Comparando as 
técnicas de CH2 e PCR-TR, 41 amostras foram concordan-
tes, apresentado também uma concordância razoável. As 
duas técnicas de PCR foram concordantes em 52 amostras, 
apresentando assim, concordância quase perfeita.

Em um estudo realizado por Nomelini et al.(20), a CH 
apresentou 47,5% de amostras positivas para HPV de alto 
risco, enquanto a PCR diagnosticou 87,5% de casos posi-
tivos, mostrando fraca concordância (40%) entre ambas 
(κ > 0,4). Os autores acreditam que a falha na detecção das 
amostras positivas pela CH seja devida à baixa carga viral 
nas amostras, tornando-as ocasionalmente falso-positivas e 
falso-negativas(2). Em nosso estudo, foi a CH2 a técnica que 
detectou maior número de resultados positivos.

As amostras que apresentaram resultados positivos 
para CH e negativos para as técnicas de PCR, podem ser 
resultados falso-positivos da CH, provavelmente devido a 
reações cruzadas com tipos de HPV não detectados pelos 
primers da PCR, embora não se possa afirmar. Cuzick et al.(7) 
demonstraram 95% de sensibilidade entre as técnicas, com 

2,3% de resultados falso-positivos pela CH. Alguns estudos(4, 

27) têm atribuído esses resultados falso-positivos a reações 
cruzadas com sondas de alto e baixo riscos e necessidade 
de se retestarem amostras na zona cinza (próximas do cutoff 
de 1 RLU). De acordo com a padronização do teste CH 2 
pelo fabricante (Digene), as amostras com valor de RLU > 1 
pg/ml devem ser consideradas positivas. No entanto, alguns 
estudos demonstram que o teste teria maior especificida-
de se o valor de corte estivesse ao redor de 15,56 pg/ml, 
tornando-o ideal para a detecção de lesões, diminuindo 
assim a possibilidade de resultados falso-positivos, princi-
palmente em amostras com carga viral < 100 pg/ml (32).

Acreditamos, ainda, que as PCRs possam ter sido ne-
gativas por falha de amplificação (ineficiência dos primers) 
ou, até mesmo, por erro na extração de DNA pelo método 
automatizado (Magna Pure LC®) em teste.

Em um estudo de detecção de lesões de alto grau, Nindl 
et al.(19) mostraram que a CH apresenta falha no diagnóstico 
em comparação com a PCR. Kulmala et al.(11) mostraram 
85% de concordância entre os dois métodos para diag-
nosticar as lesões. Lonky et al.(14) demonstraram que a CH 
apresentou resultado negativo em 25% dos casos em que 
a PCR mostrou resultado positivo.

Nas situações em que as técnicas de PCR apresenta-
ram resultados positivos e a CH2, resultados negativos, 
consideraram-se os resultados das PCR, pois ambas as téc-
nicas de PCR são realizadas com primers desenhados para 
a detecção de HPVs de alto e baixo riscos. Em um estudo 
realizado por Iftner et al.(8), uma porcentagem ligeiramente 
maior de amostras resultou positiva na PCR-TR HPV, além 
de apresentar-se mais sensível e específica do que a CH2 
seguida por um teste de HPV PCR/hibridização linha.

Em nosso estudo, comparando as duas técnicas de 
PCR, verificou-se concordância quase perfeita (95,1%). 
Acredita-se que a justificativa para as amostras discordantes 
seja devida aos primers (MY 09/11) utilizados na PCRc, que 
não amplificam com a mesma eficiência os diferentes tipos 
de HPV. Já os primers utilizados pela PCR-TR seriam mais 
específicos e detectariam com maior facilidade os diferentes 
tipos de HPV(26). Contudo é necessário que sejam feitos mais 
testes para a comprovação desse fato.

Conclusão

É possível a realização da PCR em amostras coletadas 
nos frascos (Digene) utilizados para a coleta de amostras 
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para a técnica de CH2, mesmo após a adição de desnatu-
rante. Isso pode ser importante em estudos de comparação 
de métodos ou caso o objetivo seja utilizar PCR sem mudar 
o método de coleta convencional.

O equipamento Magna Pure LC® (Roche) mostrou-se 
eficiente para a extração de DNA, sendo melhor que o 
método convencional, principalmente por ser mais rápido 
e com menores chances de contaminação entre as amos-
tras, porém seu custo ainda é muito alto.

As técnicas estudadas (CH2, PCRc e PCR-TR) mostraram-
se úteis e eficazes para o diagnóstico precoce do HPV em 
amostras clínicas. Entretanto, devido à técnica de CH2 ser 
mais complexa e demorada, exigindo duas reações separa-
das para a detecção de HPV dos tipos de alto e baixo riscos, 
e, ainda, por ter apresentado resultados possivelmente 
falso-positivos, a PCR (PCRc ou PCR-TR), principalmente 
por sua sensibilidade, poderia ser o método de escolha 
para a triagem de HPV em amostras clínicas. A PCR-TR 
tem a vantagem de ser mais rápida (30 min vs. 3 h) que 

o convencional e tem sido considerado em muitos casos 
mais sensível e eficiente. Contudo, os resultados positivos 
de qualquer uma das técnicas de PCR devem ser confir-
mados com outra técnica molecular, como, por exemplo, 
microarray ou linear array, que permitem a genotipagem 
para a identificação do tipo de HPV presente na amostra.

Em conclusão, todas as técnicas abordadas são im-
portantes e adequadas para o diagnóstico do HPV e para 
o acompanhamento do impacto das vacinas contra HPV 
em ensaios clínicos. Também são necessários mais estudos 
comparativos para definir os custos de cada técnica na 
prática clínica, pois a CH acaba sendo mais barata que as 
técnicas de PCR e pode ser utilizada com mais frequência 
em países subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. En-
fim, é necessário que cada vez se tenha um cuidado maior 
na triagem do HPV, visto que a infecção por este vírus é 
bastante frequente na população e, se não prevenida ou 
tratada, pode levar a lesões sérias como câncer ou até 
mesmo à morte.
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