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Resumo 

Objetivo: Avaliar a recuperação e estabilidade do DNA para detecção do 

papillomavírus humano (HPV) através da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) utilizando amostras estocadas por até 24 meses em Universal Collection 

Medium (UCM) com reagente desnaturante. Métodos: Sessenta amostras de 

citologia da cérvix uterina positivas para HPV, - que foram coletadas em UCM com 

resultado de Papanicolaou NIC 2 e NIC 3 entre os anos de 2003 e 2005 e que 

foram estocadas - foram utilizadas para este estudo. Todas as amostras haviam 

sido congeladas a –20°C após a adição do reagente desnaturante (0,05% de 

azida sódica + solução de NaOH) e da retirada da alíquota necessária para a 

realização do teste de Captura–Híbrida 2 (CH 2) para identificação do DNA-HPV. 

O tempo de estocagem das amostras utilizadas foi de 6, 12 e 24 meses (20 

amostras para cada tempo de estocagem). A extração do DNA foi realizada de 

acordo com protocolo específico para este tipo de material. A técnica de PCR foi 

realizada para confirmação da presença e da integridade do DNA através da 

detecção da β-globina humana utilizando-se primers de consenso G73 e G74, e a 

detecção do DNA-HPV foi realizada utilizando-se os primers de consenso 

PGMY09 e PGMY11. Resultados: O DNA extraído do material desnaturado foi 

recuperado em 57 das 60 (95%) amostras estudadas. O DNA-HPV só não pôde 
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Resumo xiii

ser detectado por PCR em uma destas amostras recuperadas. Conclusão: A 

recuperação e a estabilidade do DNA-HPV foi excelente após dois anos de 

estocagem do material cervical colhido em UCM com reagente desnaturante. 

 

 
 
 
 
 
 



 

Summary 

Objective: To evaluate the recovery and stability of DNA for the detection of HPV 

by Polymerase Chain Reaction (PCR) from clinical specimens stored for up to 24 

months in Universal Collection Medium (UCM) with denatured reagent.  Materials 

and methods: Sixty stores HPV-positive cervical smears collected from women 

with CIN 2 or CIN 3 diagnosis at Pap smear cytology between 2003 and 2005 were 

utilized to study. All samples were stored at –20°C after  add of the denaturing 

reagent (sódica azida 0,05% and solution NaOH) and removing the aliquot 

required for carrying out the hybrid capture 2 assay for the identification of HPV-

DNA, the samples were stored for 6, 12 or 24 months (20 samples for each 

storage time).  DNA-HPV extraction was performed according to a protocol 

specifically designed for this type of material.  The presence and quality of DNA 

was confirmed by human β-globin detection using the consensus primers G73 and 

G74 and HPV was detected using the consensus primers PGMY09 and PGMY11 

through the technique of PCR. Results: The DNA extracted from the denatured 

material was recovered in 57 out of 60 (95%) of the samples studied.  DNA-HPV 

failed to be detected in one of the recovered samples. Conclusions: The recovery 

and stability of DNA-HPV from cervical samples stored for up to two years in UCM 

were excellent. 

Summary xiv



 

1.Introdução 

As técnicas de biologia molecular permitiram  uma relação causal entre a 

infecção persistente com alguns tipos de papilomavírus humano (HPV) e o câncer 

cervical, apoiando as observações prévias que relacionaram esta doença com a 

atividade sexual (Dell e Gaston, 2001; Levi et al., 2002; 2004). 

O câncer cervical é precedido em muitos anos por lesões precursoras, as 

neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC), que podem ser diagnosticadas por 

métodos citológicos, colposcópicos e histológicos (Ho et al., 1998; Bosch et al., 

2002; Hudelist et al., 2004, Kroeff, 2004). Walboomers et al. (1999) detectaram a 

prevalência de 99,7% de HPV em casos de carcinoma cervical.  

A infecção persistente por HPV de alto risco oncogênico aparece como 

sendo um dos pré-requisitos para o desenvolvimento da NIC e do carcinoma 

invasivo (Dubeau et al., 1986; Lorincz et al., 1992; Swan et al., 1999; Villa et al., 

2000; Bosch et al., 2002). O teste utilizado em programas de rastreamento é o 

exame preventivo de Papanicolaou. Todavia, este teste não permite avaliar com 

precisão absoluta a positividade para HPV ou estabelecer objetivamente as 

pacientes de maior risco para desenvolver o câncer cervical (Ho et al., 1998).  
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Nos últimos 20 anos, para tentar elucidar e acompanhar com maior detalhe 

o papel do HPV nas neoplasias cervicais e câncer invasivo, testes moleculares 

têm sido utilizados. A captura-híbrida 2 (CH 2) é um método baseado na reação 

dos híbridos com o conjugado e detecção dos híbridos por quimiluminescência. 

Reagindo com sonda específica, o material para análise forma híbridos de 

RNA/DNA que são capturados por anticorpos que revestem as paredes de tubos 

ou microplaca. Em seguida, os híbridos imobilizados reagem com antianticorpos 

específicos conjugados à fosfatase alcalina, formando substrato estável que é 

posteriormente detectado por quimiluminescência ultra-sensível. Este é o único 

teste aceito pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos para 

uso diagnóstico em rotina clínica para identificação da presença do HPV. Seu uso 

para rastreamento da infecção pelo HPV está aprovado nos EUA quando 

realizado em conjunto com o Papanicolaou em mulheres com 30 anos ou mais. 

Além disso, naquele país há um aumento de interesse no uso deste teste para 

triagem de mulheres com diagnóstico de células escamosas atípicas (ASC), 

anteriormente denominadas de significado indeterminado (ASCUS) (Solomon et 

al., 2002; Poljak et al., 2002; Hubbard, 2003; Lorincz, 2003). No Brasil ainda não 

há definições e orientações padronizadas e consensuais neste sentido.  

Para o teste de CH 2 são coletadas amostras de células cervicais que são 

acondicionadas em um dos dois tipos de meios existentes: Specimen Transport 

Medium (STM) - um meio baseado em água com propriedades amino alifáticas, 

designado como um preservativo de DNA - e o Universal Collection Medium 

(UCM) - soluções baseadas em água que compreendem fixadores, como um ou 
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mais álcoois, e que pode também ser utilizado na citologia. O primeiro passo para 

a realização do teste de CH 2 é a adição de 500μl de reagente desnaturante. 

Após, as amostras processadas são hibridizadas em condições de alta 

estringência com dois tipos de sondas, uma chamada sonda A que detecta os 

tipos de HPV considerados de baixo risco oncogênico (6, 11, 42, 43, 44), e sonda 

B, que detecta os considerados de alto risco oncogênico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 

45, 51, 52, 56, 58, 59, e 68).  

Como a CH 2 apenas divide os tipos de HPV em baixo e alto risco 

oncogênico, isso lhe confere algumas restrições, pois o teste ideal deveria 

detectar múltiplos tipos de HPV, identificar tipos individuais e dar a informação 

sobre a carga viral de cada tipo encontrado (Ho et al., 1998; Hudelist et al., 2004). 

Deveria ainda ser de fácil realização, de alta reprodutibilidade, com alta 

especificidade e sensibilidade, além de ser disponível para realização em larga 

escala através de análises automatizadas (Iftner et al., 2003).  

A reação em cadeia da polimerase (PCR), técnica de amplificação gênica 

altamente sensível e específica, possibilitou que os estudos epidemiológicos mais 

recentes confirmassem este vírus como determinante intermediário na seqüência 

de eventos que levam ao desenvolvimento de carcinoma do colo uterino. Os 

métodos baseados em PCR têm maior sensibilidade de detecção dos genomas 

virais e, acoplados a um ensaio de hibridização, permitem detectar todos os tipos 

de HPV. Além disso, este método requer quantidades muito pequenas de DNA na 
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amostra biológica. Porém, os testes de PCR são suscetíveis à contaminação, 

levando a resultados falsos positivos (Hubbard, 2003). 

A PCR é uma técnica valiosa porque permite a multiplicação in vitro de uma 

única região do DNA que pode ser detectada em largo espectro, como é o caso de 

muitas infecções virais. Pode ser aplicada para detecção de tipos específicos de 

HPV, determinação de carga viral, análise de sequenciamento e mutação. 

O uso de ensaios de consenso permite a detecção de um número maior de 

tipos em uma única reação, uma vez que o par de primers é direcionado a uma 

região conservada do gene L1, usada para classificação formal dos diferentes 

tipos de HPV (Dehn et al., 2007). Existem diferentes primers de consenso 

disponíveis no mercado que se diferenciam principalmente pelo número de pares 

de base amplificados, capacidade em detectar infecções por múltiplos tipos e 

capacidade de amplificação, de acordo com a integridade do DNA da amostra 

biológica. O SPF (Kleter et al., 1999) é um par de primers que amplifica um 

fragmento de 65 pares de base, o par de primers GP5/6, e sua versão estendida 

GP5+/6+ amplifica um fragmento de 150 pares de base (de Roda Husman et al., 

1995) Os primers degenerados MY09/11 (Bosch et al., 1995) e sua versão 

redelineada para aumentar a sensibilidade de amplificação de um espectro de 

tipos virais PGMY09/11 identificam um fragmento de 450 pares de base (Gravitt et 

al., 2000). A eficiência do teste é inversamente proporcional ao produto 

amplificado, pois  primers que amplificam fragmentos menores são considerados 
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mais sensíveis e adequados para amostras com DNA menos preservado (Gravitt 

et al., 2000; Villa e Denny, 2006).  

O espectro de genotipagem por esta técnica permite a discriminação de 27 

tipos virais, 18 oncogênicos e 9 não oncogênicos. Além disso, os produtos de PCR 

podem ser genotipados por técnicas clássicas de biologia molecular como 

Southern Blot e Dot Blot, sequenciamento e Polimorfismo de fragmentos de 

Restrição (RFLP). Contudo, estas técnicas são pouco aplicáveis à rotina clínica 

(Hubbard, 2003). Hoje já existem dois novos testes, o Inno-LiPA (Innogenetics, 

Tense, Belgica) e Linear Array HPV genotyping test Roche (van Hamont et al., 

2006), porém também pouco aplicáveis à rotina. 

Embora o risco relativo da maioria dos tipos de HPV de alto risco seja ainda 

desconhecido e exista diferença do seu potencial oncogênico, a detecção de tipos 

específicos pela técnica de PCR é necessária para que se possa conhecer esse 

risco (Khan et al., 2005; Rabelo-Santos et al., 2005). O risco de neoplasia cervical 

associada com infecção pelo tipo individual do HPV tem sido examinado em 

estudos caso-controle e de corte transversal. Testes moleculares que distinguem 

os HPV 16 e 18 de outros tipos oncogênicos poderiam identificar mulheres com 

risco aumentado de NIC 3 ou lesões mais graves, e poderiam permitir uma 

conduta menos agressiva em mulheres com infecção por tipos não oncogênicos 

de HPV (Khan et al., 2005). 
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Estudos epidemiológicos têm demonstrado uma associação entre o 

aumento da carga viral de HPV e o risco para câncer cervical (Sarian et al., 2003; 

Tulio et al., 2007). A acurácia da medida da carga viral pela CH 2 principalmente 

para infecções múltiplas deixa dúvidas, uma vez que o teste não detecta tipos 

específicos. Além disso, existe uma necessidade de se esclarecer quando a 

medida da carga é o resultado de poucas células com grande número de vírus ou 

muitas células com poucos vírus (Wang et al., 2004).  

Para realização da PCR há a necessidade da extração de ácidos nucléicos, 

sendo que na literatura existem varias técnicas descritas com essa finalidade, 

utilizando substâncias e protocolos diferentes (Mesquita et al, 2001; Fernandes et 

al., 2004; Huang et al., 2004). Esfregaços fixados e tecidos incluídos em parafina 

constituem uma importante fonte de material para estudos epidemiológicos 

retrospectivos. Contudo, tem sido demonstrado que a fixação de secreções ou de 

tecido, dependendo do tempo e do fixador utilizado, pode resultar na degradação 

do DNA, prejudicando significativamente a sua amplificação por PCR após um 

período de estocagem (Poljak et al., 2002; Fernandes et al., 2004).  

Dubeau et al., (1986), utilizando amostras bem fixadas e sem autólise de 

tecido viável conseguiram a recuperação de DNA de alto peso molecular. No 

entanto, encontraram limitações quando usaram amostras contendo fixadores 

como ácido pícrico ou cloreto de mercúrio, onde o DNA recuperado não estava 

intacto, pois o tempo de fixação nesses tipos de fixadores diminui a quantidade de 

DNA intacto disponível (Poljak et al., 2002, Fernandes et al., 2004).  
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Da mesma forma, células de esfoliado cervical coletado em Preserv Cyt, um 

meio baseado em metanol que é utilizado para realização da citologia líquida, o 

Thin Prep, tiveram degradação parcial de DNA após vários anos de estocagem 

(Castle et al., 2003, Iftner et al., 2003, Huang et al., 2004).  

Por outro lado, Mesquita et al., (2001) após comparação de tecidos fixados 

e não fixados em formol, não verificaram diferenças na amplificação do DNA 

quanto a esta variável, concluindo que tecidos fixados em formol potencialmente 

fornecem DNA de qualidade e quantidade suficientes para experimentos em 

biologia molecular. 

Poljak et al., (2002) utilizaram um método comercial de extração de DNA em 

325 amostras, sendo que 185 dessas continham reagente desnaturante. O DNA 

foi recuperado de 323 (99%) amostras. Rabelo-Santos et al (2005) recuperaram 

90% em um estudo realizado exclusivamente com amostras desnaturadas e 

estocadas a -20°C por 18 meses, apenas em meio STM. 

Assim, tem sido demonstrado que o material desnaturado utilizado para 

realização da CH 2 poderia ser aproveitado para determinação e tipagem do HPV 

por PCR, mesmo após um período de estocagem (Poljak et al., 2002; Rabelo-

Santos et al., 2005).  

A CH 2 tem sido extensivamente utilizada desde 1998; conseqüentemente, 

existe um grande número de amostras estocadas em muitos laboratórios. É 
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possível usar a PCR para identificar o tipo específico do vírus dessas amostras, 

desnaturadas e congeladas a -20°C que tenham sido estocadas em STM para uso 

na CH 2. Análises do tipo específico de HPV de amostras utilizadas para CH 2 

podem ser úteis para estudos retrospectivos que contribuirão no levantamento da 

história natural dessas lesões (Rabelo-Santos et al., 2005).  

Assim, tornou-se desejável a realização de um estudo para avaliar a 

possibilidade de recuperação de DNA-HPV viável para análises por PCR de 

material biológico desnaturado e estocado em UCM (Patent / 6969585) por 

diferentes períodos de tempo. 



 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a recuperação e estabilidade do DNA para detecção do HPV 

através da PCR utilizando amostras estocadas por até 24 meses em 

Universal Collection Medium (UCM) com reagente desnaturante.  

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a recuperação do DNA-HPV, após, 6, 12 e 24 meses no 

meio de coleta UCM com reagente desnaturante. 

• Avaliar a qualidade do DNA-HPV recuperado após 6, 12 e 24 

meses no meio de coleta UCM com reagente desnaturante. 
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3. Materiais e Métodos 

 

3.1. Extração do DNA do material desnaturado 

Quatrocentos e cinqüenta microlítros (450μl) do material desnaturado foram  

transferidos para um eppendorf de 1,5ml, contendo 1,0ml de solução de 

precipitação composta de: 2ml de NaAc 3 M PH 5.2, 200μg de glicogênio e 100ml 

de etanol absoluto. O tubo foi passado no vortex em alta velocidade e o material 

foi colocado em freezer  a - 70°C por uma noite. Após centrifugação a 12.000 X g 

por 15 minutos a 4°C, o pellet foi lavado com 400μl de etanol 70% gelado e 

centrifugado a 3.000 Xg por 15 minutos. O pellet foi re-suspendido em 200μl de 

tampão TE (Tris 1mM EDTA 100uM, PH 8.2) e estocado a –20°C. 

3.2. Quantificação de DNA-HPV em espectrofotômetro 

A quantificação do DNA foi determinada por densidade óptica (OD) valor de 

260nm e a pureza pela relação 260/280nm em espectrofotômetro (DU-70, 

Beckman). As amostras foram diluídas em 1/100 e passadas no vortex por 30 

segundos para homogeneização, sendo o volume utilizado para quantificação de 

500µl. 
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3.3. Reação em Cadeia da Polimerase para  β- Globina 

Foram utilizados 0.4μM dos primers G73 (5'-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3') e 

G74 (5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-3')  que  amplificam 268 pb, adicionados a 

3,0mM MgCL2, 0,25mM dNTPs, 0,05 unidades de Taq polymerase e 2,5μl da 

amostra, em um volume final de 25μl.   

3.4 - Reação em Cadeia da Polimerase para HPV  

Para o template foram utilizados os primers PGMY09 e PGMY11, que são 

derivados da região L1 que amplifica 450pb. Estes primers foram redesenhados a 

partir dos primers consenso MY09 e MY11 para aumentar a sensibilidade de 

amplificação de um espectro de tipos virais e mais os reagentes: MGCl2 25μM, 

dNTPs 100uM e 0,05U de Taq Platinum. A detecção do produto amplificado foi 

realizada por eletroforese em gel de agarose 3%, corado com brometo de etídio.  
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Abstract 

 

The recovery and stability of DNA for the detection of HPV by PCR from clinical 

specimens stored for up to two years in universal collection medium (UCM) with 

denatured reagent at -20ºC were evaluated in 60 HPV-positive cervical specimens.  

Samples were collected from women who had Pap smear cytology results of CIN 2 

or CIN 3.  After removing the aliquot required for carrying out the hybrid capture 2 

assay for the identification of HPV-DNA, the samples were stored for 6, 12 or 24 

months (20 samples for each storage time).  DNA-HPV extraction was performed 

according to a protocol specifically designed for this type of material.  The 

presence and quality of DNA was confirmed by human β-globin detection using the 

consensus primers G73 and G74.  HPV was detected using the consensus primers 

PGMY09 and PGMY11. The DNA extracted from the denatured material was 

recovered in 57 (95%) of the samples studied.  DNA-HPV failed to be detected in 

one of the recovered samples. The recovery and stability of DNA-HPV from 

cervical samples stored for up to two years in UCM were excellent.   

 

Key words: HPV-DNA; universal collection medium; denaturing reagent; 

detection; storage; cervical cancer. 
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1. Introduction 

Persistent infection with oncogenic types of human papillomavirus (HPV) 

has been established as the primary risk factor for the development of cervical 

cancer and is known to be a prerequisite for progression to neoplastic disease 

(Bosch et al., 1995; Walboomers et al., 1999).  Almost all cases of invasive cervical 

cancer are HPV-positive. New techniques of cervical cancer screening by HPV 

detection have become available, based mainly on the molecular detection of viral 

DNA. Molecular tools permit identification of many different HPV types, including 

those considered to be of high oncogenic potential (Munoz et al., 2003; Moberg et 

al., 2003).   

Accurate identification of HPV genotypes depends mainly on the quality of 

the DNA sample, which may be affected by several factors including the presence 

of denaturing agents and the conditions and time of storage.  Therefore, the 

sensitivity and specificity of the genotyping method are moderately influenced by 

pre-testing events, mainly those related to the quality of the DNA (Mesquita et al., 

2001; Melo et al., 2005).  

Diagnosing HPV infection involves detection of the genetic information of 

HPV in samples of cells collected from the infection site. Cytological samples are 

generally collected in PreservCyt (ThinPrep, Cytyc, Boxborough, Mass., USA) or in 

Specimen Transport Medium (STM - Digene Corp, Gaithersburg, MA, USA), 

(Carozzi et al., 2005).  More recently, Universal Collection Medium (UCM - Digene 

Corp, Gaithersburg, MA, USA) has been proposed for the collection of these 

samples. 
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The signal-amplified hybridization microplate-based Hybrid Capture 2 assay 

(HC2, Digene Corp, Gaithersburg, Maryland, USA) is the only commercially 

available HPV-DNA detection assay for use in cytological samples that has 

sufficient scientific data to support its performance in different clinical settings. 

Therefore, HC2 has become the standard test for HPV detection in many countries 

and has been used extensively in large clinical studies (Clavel et al., 1999; Cuzick 

et al., 2000).  However, this test does not allow determination of specific HPV 

types.  HPV typing is performed using polymerase chain reaction (PCR), which, in 

addition to identifying specific HPV types, also permits determination of viral load, 

sequence analysis and mutation.   

The medium initially used in the collection of material for carrying out HC2 

was STM.  It has already been demonstrated that PCR may be used for HPV 

detection in samples that have been collected and stored in this medium (Poljak et 

al., 2002; Rabelo et al., 2005).  Poljak et al. (2002) described a method for 

extracting DNA from samples preserved in STM containing denaturing reagent. 

These authors were successful in extracting DNA from 98% of the HC2-positive 

samples that had been frozen at -70°C. Following a meticulous extraction protocol, 

Rabelo Santos et al. (2005) recovered adequate amounts of DNA in 90% of 

samples stored for 18 months in STM at –20°C.  STM is a water-based proprietary 

aliphatic amine designed as a DNA preservative (Carozzi et al., 2005); however, it 

is not suitable for use in morphological analysis. 

Therefore, UCM was recently developed to permit both morphological 

analysis and HC2 testing. The UCM-based HC2 maintains the diagnostic accuracy 

of the STM-based HC2 in the diagnosis of high- and low-risk HPV (Taha et al., 
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2006).  This medium is comprised of buffered, water-based solutions that include a 

preservative such as a mixture of one or more alcohols, a cross-linking agent and 

an agent to inhibit degradation of RNA, DNA and protein (UCM Patent 6969585).  

However, as far as we know, no study has been carried out to determine whether 

the DNA-HPV collected in this medium may be extracted and detected following 

the addition of a denaturing agent and after freezing for long periods of time.   

The objective of this study was, therefore, to evaluate the recovery and 

stability of DNA for the detection of HPV using PCR from clinical specimens stored 

for up to two years in UCM with a denatured reagent. 
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2. Materials and Methods 

 

Sixty HPV-positive cervical specimens collected between 2003 and 2005 from 

women with Pap smear cytology CIN 2 or CIN 3, who were receiving care at the 

Department of Obstetrics and Gynecology, School of Medicine Universidade 

Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil, were enrolled in this study.  

All samples were stored in UCM and had been frozen at -20°C following the 

addition of the denaturing reagent and the removal of the aliquot required for HC2 

testing for the identification of HPV-DNA.  The samples were stored for 6, 12 or 24 

months (20 samples for each storage time).  

2.1. DNA extraction from denaturing samples 

Total DNA was extracted from the samples containing the denaturing reagent 

according to the protocol used by Rabelo-Santos et al. (2005). Briefly, a 450μL 

aliquot of the denatured specimen was transferred to a 1.5mL Eppendorf tube with 

1.0 mL precipitation solution composed of 2mL of 3M NaAc pH 5.2, 200μg of 

glycogen (prepared with 10μL of 20mg/mL glycogen solution) and 100 mL of 

absolute ethanol. Following vortex mixing, the solution remained overnight in a 

freezer at –70ºC.  On the following day, the solution was centrifuged at 12,000Xg 

for 15 minutes at 4oC.  After washing the pellet with 400μL of 70% ethanol, it was 

centrifuged at 3,000Xg for 15 minutes.  The tube was inverted for 30 minutes to 

allow the ethanol to evaporate, and the pellet was then diluted in a 200μL 1x Tris-
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EDTA buffer (Tris 1mM EDTA 100uM, pH 8.2) and stored at –20°C prior to HPV 

detection.  

2.2. DNA quantification  

 The quantification of DNA and its purity were determined by optical density 

(OD) using spectrophotometry (DU-70, Beckman CA).  Readings were taken at 

260nm and 280nm. The concentration of DNA in solution was measured by 

reading absorbance at a wavelength of 260nm (one OD = 50 ng). Samples were 

diluted at 1:100 with sterile water in a 1.5 mL tube and transferred to a 1 mL quartz 

cuvette. DNA purity was then evaluated by means of the absorbance ratio at 260 

and 280nm.  Ratios in the range of 1.7 – 2.0 indicated pure DNA concentration. 

The final DNA concentration present in each sample was determined by the 

formula OD260 x 50 x factor of dilution = ng/μL, where OD 260 represents the 

absorbance of the samples at 260nm.  

2.3. β- Globin amplification 

 The samples were submitted to PCR with β-globin primers G73 (5'-

GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3') and G74 (5'-CAACTTCATCCACGTTCACC-

3'), resulting in a 268 base pair amplicon to exclude false-negative results, which 

served as an internal control to evaluate the quality and sufficiency of the DNA 

present in the sample (Greer et al. 1991).  Two and a half  µL of DNA were added 

to a mix containing 0.4 μM G73/74 primers, 3.0 mM MgCL2, 0.25 mM dNTPs and 

0.05 units of Taq polymerase in a final volume of 25 μL. Each run was tested with 

quality-control samples that had been previously shown to be β-globin positive. 
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2.4. HPV-DNA detection  

 HPV-DNA was amplified in replicate tubes using L1 consensus primers 

PGMY 09 and PGMY 11 that amplify a 450 bp fragment (Gravitt et al., 2000, 

Perrons et al., 2002). Two and a half  µL of DNA were added to a PCR mix 

containing 0.2 mM PGMY 09/11 primers, 4.0 mM MgCL2, 0.2 mM dNTPs and 0.1 

units of Taq Platinum in a final volume of 25μL. During each PCR run all samples 

were tested together with one negative control (water) and one positive control 

(HPV 18-containing cells) (Levi et al., 2002, Rabelo-Santos et al 2005). 

3. Results 

The DNA extracted from the denatured material was successfully recovered in 57 

(95%) of the samples studied.  DNA failed to be recovered in three samples, one 

from each storage time evaluated (β-globin was not identified).  DNA-HPV was not 

be detected in only one sample that had been stored for 24 months. (Table) 

4. Discussion 

Our study showed  that exposure to denaturing reagents did not deteriorates 

DNA quality in cervical smear following storage in UCM for up to 24 months at -

20°C.  The recovery and stability of DNA for the detection of HPV using PCR from 

clinical specimens stored in UCM were excellent. 

Studies have suggested that time-related DNA degradation results in 

decreased DNA recovery rates due to fragmentation of genomic DNA.  In fact, a 
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study of formalin-fixed histology samples found that the age of the sample from 

which DNA can successfully be recovered is increased if a shorter β-globin gene 

fragment is targeted for amplification (Ben-Ezra et al., 1991).  In the present study, 

the three samples from which it was not possible to extract DNA had been stored 

for 6, 12 and 24 months, suggesting that storage time cannot be the only cause of 

failure to recover DNA.  

In a study carried out by Castle et al. (2003), specimens preserved in 

Preserve Cyt® for varying periods of time were tested for preservation of DNA-

HPV, β-globin DNA and cell nuclear features. These investigators also found that 

detection of DNA-HPV by the HC2 assay was not affected by storage time. 

Nevertheless, in approximately 15% of specimens, amplification for any β-globin 

DNA fragment could not be performed after five years of storage. However, that 

specimens were collected and stored at uncontrolled ambient temperatures until 

the beginning of 1996 when at which time specimens finally began to be stored in a 

well-controlled temperature environment.  This leads us to believe that storage 

conditions are important as storage time or even more so.   

However, our study have limitations such as limited number of specimens 

tested for each one of the three storage periods and that the samples tested from 

the different periods of storage time were different.  We realize that the ideal 

design for the study of possible damage caused to samples stored in denaturing 

reagent would have been to evaluate the same sample at different storage times.  

Unfortunately, this was not possible because the remaining volume of the stored 

samples was only sufficient to carry out one attempt at DNA-HPV extraction, since 
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the only available protocol for denatured samples in our institute required 450uL.  

New methods are being developed that will require much smaller volumes for DNA 

extraction, as is the case for samples with no addition of denaturing agents.  This 

would be highly desirable, since practically all the cervical samples for HC2 are 

stored in denaturing reagent. 

Despite these limitations, as far as we know this is the first study on UCM 

storage with HPV-positive samples.  Previous studies on this subject were carried 

out only on STM, since this was the only collection medium used in performing the 

HC2 assay (Poljak et al., 2002; Rabelo et al., 2005).  Currently, there is a trend 

towards substituting STM by UCM in view of the possible advantages of the latter 

method, particularly with respect to the possibility that it may also permit cytological 

evaluation of cervical samples collected in UCM.  The data reported in the present 

study adds another possible advantage in the use of this medium since it appears 

to be just as good as STM for the recovery of nucleic material after long periods of 

storage. 

One of the major advantages of detecting adequate amounts of intact DNA 

for HPV DNA amplification by PCR in stored HC2-tested samples is the 

identification of the specific virus genotypes in material stored following large 

studies.  Valuable information regarding the persistence of HPV-DNA may 

eventually be helpful in making decisions with respect to individual treatments, in 

population and epidemiological programs and also in vaccine development.  

Our data are encouraging, showing that preserved stability of nucleic acids 

in cervical specimens collected in UCM was good.  Furthermore, it should 

encourage researchers with stored HC2 material to go back to their samples and 
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perform innovative studies focused on specific-site DNA-HPV amplification. 

Valuable and reliable information may be obtained from storage material and may 

therefore eliminate the need to carry out prospective studies that are much more 

time consuming and expensive. 
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Table: DNA extraction and DNA-HPV detection in cervical samples collected and 

stored at -20°C in Universal Collect Medium with denaturing reagent 

Storage time Number of samples DNA-extraction* HPV-DNA detection ** 

6 months 20 19 (95%) 19 (100%) 

12 months 20 19 (95%) 19 (100%) 

24 months 20 19 (95%) 18 (95%) 

TOTAL 60 57 (95%) 56 (98%) 

* evaluated by β-Globin amplification.  

** Out of  the samples with extracted DNA (57%).
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5. Conclusões  

 

• A exposição ao reagente desnaturante não causou a deterioração da 

qualidade do DNA. 

 

• A recuperação e estabilidade do DNA-HPV foram excelentes após 24 

meses de estocagem.  
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