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ÖZET

İnsan papillomavirus (HPV) ile ilişkisi kanıtlanmış olan servikal kanser, kadınlar arasında dünya gene-
linde ikinci en sık görülen kanserdir ve gelişmekte olan ülkelerde kansere bağlı ölümlerin önemli neden-
lerinden biridir. HPV enfeksiyonunun başlangıcı ile servikal kanser gelişimi arasında uzun bir latentlik dö-
neminin bulunması nedeniyle servikal kanserler tarama programlarıyla erken evrelerde saptanabilmekte-
dir. Günümüzde servikal kanser tarama programlarının önemli bir parçası olan HPV-DNA testleri dünya
genelinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu çalışmada, biri MY09/11 konsensus gerçek zamanlı (real-ti-
me) polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) ve diğeri tipe özgül Rt-PCR olmak üzere iki farklı yöntem ile 356
servikal sürüntü örneğinde HPV-DNA varlığı araştırılmıştır. Konsensus PCR sonucuna bakılmaksızın tüm
örnekler tipe özgül PCR ile ayrıca test edilmiştir. Tipe özgül PCR analizleri, ikisi düşük riskli HPV ve 11’i
yüksek riskli HPV olmak üzere toplam 13 farklı HPV tipi için dizayn edilen özgün primerler ve TaqMan
problar kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Her iki yöntemden en az biri ile HPV-DNA pozitif olarak değerlen-
dirilen 109 (%30.6) sürüntü örneğinde 95 yüksek riskli HPV, 39 düşük riskli HPV ve tip tayini yapılama-
yan sekiz izolat olmak üzere toplam 142 farklı izolat tanımlanmıştır. Saptanma sıklığına göre yüksek risk-
li HPV tipleri sırasıyla şu şekildedir: HPV-16; 32 (%33.7), HPV-52; 12 (%12.6), HPV-58; 11 (%11.6), HPV-
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18; 7 (%7.4), HPV-31; 7 (%7.4), HPV-35; 7 (%7.4), HPV-68; 6 (%6.3), HPV-33; 4 (%4.2), HPV-82; 4
(%4.2), HPV-39; 3 (%3.2) ve HPV-45; 2 (%2.1). Eş zamanlı sitopatolojik inceleme sonuçlarına göre ör-
neklerin 84 (%23.6)’ünde çeşitli sitolojik atipilerin raporlandığı belirlenmiştir. Tip tayini yapılamayanlar
hariç olmak üzere 101 örneğin 72 (%71.3)’sinde tek, 29 (%28.7)’unda birden fazla HPV tipi izole edil-
miştir. HPV-18, HPV-33 ve HPV-35 çoklu enfeksiyonlarda tekli enfeksiyonlara göre sırasıyla 7.4, 3.7 ve 3.0
kat olmak üzere daha yüksek oranlarda saptanmıştır. Tipe özgül PCR ile HPV-DNA varlığı saptanan 101
örneğin 24 (%23.8)’ünde MY09/11 konsensus primerleri ile HPV-DNA saptanamamıştır. Bu nedenle, sa-
dece konsensus primerlerle HPV-DNA varlığının araştırılmasının, HPV enfeksiyonlarının tanı, tedavi ve ta-
kibini yönetmede yetersiz bir yaklaşım olacağı düşünülmüştür. Sürüntü örneklerinin öncelikli olarak kon-
sensus primerler ile değerlendirilmesi ve pozitif örneklerde tiplendirme analizlerinin yapılması, dünya ge-
nelinde en çok başvurulan tanı-tarama stratejisidir. Bu durum göz önüne alındığında, ülkemizde ve dün-
yada mevcut prevalans verilerinin yeni nesil tanı-tarama testlerinin kullanıldığı geniş çaplı çalışmalarla
güncellenmesine gereksinim olduğu kanısına varılmıştır.

Anahtar sözcükler: İnsan papillomavirusu; HPV; PCR; servikal sürüntü; genotiplendirme.

ABSTRACT

Cervical cancer that has been proven to be associated with human papillomavirus (HPV) is the se-
cond most common cancer in women worldwide and is a leading cause of cancer deaths in women in
developing countries. Cervical cancers can be detected in the early stages by screening programs since
a long latency period exists between the beginning of HPV infection and the development of cervical
cancer. HPV-DNA testing is widely used throughout the world and today is an important part of cervi-
cal cancer screening programs. In this study, we analyzed the presence of HPV-DNA in 356 cervical sme-
ar samples by two different methods which are MY09/11 consensus real-time polymerase chain reacti-
on (Rt-PCR) and type-specific Rt-PCR. All samples were also tested by type-specific PCR, regardless of
consensus PCR results. PCR analysis were performed using the type-  specific primers and TaqMan pro-
bes that were designed for a total of 13 different HPV types; two low risk HPV and 11 high risk HPV types.
A total of 142 different isolates, 95 being high risk HPV isolates, 39 low risk HPV isolates and eight uni-
dentified isolates, were determined in 109 (30.6%) smear samples that were defined as HPV-DNA posi-
tive by at least one of the two methods. Frequencies of detection of high risk HPV types in HPV-positive
samples were as follows respectively: HPV-16; 32 (33.7%), HPV-52; 12 (12.6%), HPV-58; 11 (11.6%),
HPV-18; 7 (7.4%), HPV-31; 7 (7.4%), HPV-35; 7 (7.4%), HPV-68; 6 (6.3%), HPV-33; 4 (4.2%), HPV-82;
4 (4.2%), HPV-39; 3 (3.2%) and HPV-45; 2 (2.1%). Various cytologic atypia were reported in 84 (23.6%)
smear samples according to the simultaneously performed cytopathologic examination. Single HPV type
was detected in 72 (71.3%) and multiple HPV types were detected in 29 (28.7%) of 101 smear samp-
les with the exception of the unidentified isolates by type-specific RtPCR. HPV-18, HPV-33 and HPV-35
had higher detection rates of 7.4, 3.7 and 3.0 fold in mixed infections than single ones, respectively.
HPV-DNA could not be detected by MY09/11 consensus primers in 24 (23.8%) of 101 cervical smear
samples that were accepted as HPV-DNA positive by type-specific PCR. Thus, investigation of the pre-
sence of HPV-DNA by only consensus primers would be insufficient for the diagnosis, treatment and fol-
low-up of HPV infections. Initial assessment of smear samples by using consensus primers and genoty-
ping only positive samples seem to be the most practical strategy for the diagnosis and screening of HPV
infections throughout the world. When this situation is taken into consideration, we think that the cur-
rent prevalence data in our country and around the world must be updated by using large-scale studi-
es that apply new generation screening and diagnostic tests.
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GİRİŞ

İnsan papillomavirusları (HPV), küçük (50-55 nm), zarfsız, ikozahedral simetrili DNA
viruslarıdır1. Servikal kanser ve HPV arasındaki etyolojik ilişki kanıtlandıktan sonra HPV
tipleri onkojenik risk potansiyellerine göre yüksek riskli tipler (HR-HPV), muhtemel yük-
sek riskli tipler (PrHR-HPV) ve düşük riskli tipler (LR-HPV) şeklinde gruplandırılmıştır1. Ser-
vikal kanser için yüksek riskli olduğu bilinen HPV tipleri (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) benzer şekilde diğer anogenital kanserlerle de (vulvar, anal
ve penil kanserler gibi) ilişkilidir2. Genel olarak en sık rastlanan HR-HPV tipi HPV-16 iken,
HPV-6 ve HPV-11 ise anogenital bölge enfeksiyonlarında en sık izole edilen LR-HPV tip-
leridir.

HPV prevalansı bölgelere göre değişmekle beraber dünya genelinde asemptomatik ve
normal sitolojili kadınlarda sırasıyla yaklaşık %2-44 ve %7-24 oranlarında bulunmuştur3,4.
HPV enfeksiyonları yüksek viral klerens oranına sahiptir ve enfeksiyonu takiben 12 ay için-
de olguların yaklaşık %70’inde, 18 aydan sonra ise %80’in üzerinde HPV-DNA saptanma-
maktadır5,6. Bununla beraber HPV ile ilişkili servikal kanser tüm dünyada kadınlarda en sık
görülen ikinci kanserdir ve kansere bağlı ölüm nedenleri arasında yine ikinci sırada yer al-
maktadır5,7. Dünyada her yıl yeni tanımlanan servikal kanser olgu sayısının yaklaşık
500.000 olduğu ve bunların yarısına yakınının ölümle sonuçlandığı tahmin edilmekte-
dir5,8. Ülkemizde ise HPV enfeksiyonlarıyla ilgili çalışmalar belirli gruplarda ve sınırlı popü-
lasyonlarda yapıldığından gerçek prevalansı belirlemek zordur. Ancak bu çalışmalara ait
veriler değerlendirildiğinde prevalansın %2-6 arasında olduğu tahmin edilmektedir9. Sağ-
lık Bakanlığı verilerine göre ülkemizde serviks kanseri, kadınlarda görülen kanserler arasın-
da 1996, 2002 ve 2003 yıllarında sırasıyla 7., 10. ve 9. sıralarda yer almaktadır7.

HR-HPV enfeksiyonunun başlangıcıyla servikal kanser gelişimi arasında genellikle 10
yıl veya daha uzun süren bir latentlik döneminin olması nedeniyle, Pap smear ve HPV-
DNA testlerinin kullanıldığı tarama programları, servikal kanserlerin önlenmesi ve erken
tanısında büyük önem taşımaktadır2. HPV enfeksiyonlarının yayılımını önlemede etkin
bir yol da aşılamadır. Gelişmiş ülkelerde yapılan çalışmalarla, Pap ve HPV-DNA testleriy-
le kombine edilen profilaktik HPV aşılarının yaygın kullanımı ile HPV enfeksiyonları ve iliş-
kili kanserlere bağlı morbidite ve mortalitenin maliyet-etkin bir şekilde azaltılabileceği
gösterilmiştir2,5. Ancak HPV aşılarının nispeten pahalı olması, sadece aşı hedefinde bulu-
nan HR-HPV tiplerine karşı koruyucu olması ve koruyuculuk sürelerinin bilinmemesi ne-
deniyle aşılamayla ilgili bazı çekinceler bulunmaktadır2.  

Bu makalede çeşitli sitolojik atipilere eşlik eden HPV tipleri araştırılmış ve ülkemizde
yapılan diğer çalışma verileriyle karşılaştırılmıştır. Çalışma grubumuz küçük olmakla be-
raber HPV-DNA pozitifliğinin, HR-HPV varlığının ve çoklu enfeksiyonların atipik transfor-
masyon üzerine etkileri araştırılmıştır. Ayrıca, HPV enfeksiyonlarının tanısında kullanılan
bazı HPV-DNA saptama-tiplendirme yöntemlerinin ve yaklaşımlarının etkinlikleri araştırıl-
mış ve yöntem seçiminin prevalans verileri ve özellikle de aşı etkinliğinin öngörülmesi
üzerine olası etkilerine dikkat çekilerek yeni yapılacak çalışmalara yön verebilecek bilim-
sel verilere katkıda bulunulması amaçlanmıştır.
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GEREÇ ve YÖNTEM

Bu çalışmaya 2009-2011 yılları arasında HPV-DNA varlığı yönünden incelenmek üze-
re rutin analizler için laboratuvarımıza gönderilen 356 servikal sürüntü örneği dahil edil-
di ve aynı hastaya ait tekrarlayan örnekler çalışma kapsamına alınmadı. Eksfoliye servikal
hücreler sıvı bazlı ticari bir sistem (BD SurePath™ Pap Test, ABD) ile toplandı ve örnek-
ler modifiye Bethesda sistemine göre sitolojik incelemeye tabi tutuldu10.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulamaları için DNA izolasyonu, standart alkali
fenol-kloroform-izoamil alkol ekstraksiyon yöntemiyle yapıldı11.

Konsensus PCR Reaksiyonları

İlk olarak daha önce tanımlanmış bir yöntem olan MY09/11 dejenere primerlerinin
kullanıldığı SYBR green temelli gerçek zamanlı (real-time) PCR (Rt-PCR) testiyle örnekler-
de HPV-DNA varlığı araştırıldı12. PCR döngüleri tamamlandıktan sonra, ısı artışı 0.1°C/sa-
niye olacak şekilde reaksiyon tüpleri 55°C’den 95°C’ye ısıtılarak erime eğrisi (melting
curve) döngüsü uygulandı. Optimizasyon çalışmalarıyla MY09/11 primerleri için pozitif
zirve değeri (melting temperature, Tm); 82 ± 1.5°C olarak belirlendi ve Tm değeri bu
aralıkta yer alan örnekler HPV-DNA varlığı yönünden pozitif olarak değerlendirildi.

Tipe Özgül PCR Reaksiyonları

Örneklerde HPV-DNA varlığının araştırılmasında ikinci yöntem olarak konsensus PCR ile
pozitiflik olup olmadığına bakılmaksızın toplam 13 farklı HPV tipi için (tip 6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 68 ve 82) özgül olarak dizayn edilen primerlerin (Tablo I) ve
probların (Tablo II) kullanıldığı TaqMan temelli Rt-PCR yöntemi kullanıldı. Reaksiyon karı-
şımı 1.25 U hot start taq DNA polimeraz (Bioron, Almanya), her bir primerden 10 pmol,
2.5 pmol TaqMan prob, dNTP miksten 0.2 mM ve 2.0 mM MgCl2 içerecek şekilde hazır-
landı ve PCR reaksiyonları 5 µl hedef DNA ilavesiyle toplam 25 µl hacimde gerçekleştiril-
di. Amplifikasyon döngüleri: (i) 95°C’de 10 dakika 1 döngü (hot start taq DNA polimeraz
aktivasyonu için), (ii) 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olmak üzere 40 döngü ola-
rak gerçekleştirildi. Tüm primer ve problar OligoYap 4.0 yazılım programıyla dizayn edil-
di13. Dizilerin özgünlükleri internet yardımıyla GenBank’ın BLAST özelliğiyle kontrol edil-
di ve sentezlettirildi (MWG-Biotech, Almanya). TaqMan probların dizaynında floresan bo-
ya olarak 6-karboksi-4',5'-dikloro-2',7'-dimetoksi floresan (JOE) ve 6-karboksi floresan
(FAM) kullanılırken, floresan olmayan boya olarak black hole quencher (BHQ) kullanıldı.

Her iki PCR yönteminde negatif kontrol olarak hedef DNA içermeyen bir örnek ve po-
zitif kontrol olarak da laboratuvarımız kolleksiyonunda bulunan örnekler kullanıldı. İnter-
nal kontrol olarak insan gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) gen gölgesini he-
defleyen primerler ve özgün bir prob kullanıldı. İnternal kontrol ile pozitiflik saptanma-
yan örnekler çalışma dışı bırakıldı. 

Tipe Özgül PCR’nin Duyarlılığı

Saptama duyarlılığını (analitik duyarlılık) tespit etmek amacıyla yukarıda belirtilen pri-
merlerle elde edilen HPV-16 ve HPV-18 amplikonları TOPO-TA Cloning Kit (Invitrogen,
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Tablo I. MY09/11, İnternal Kontrol ve Tipe Özgül HPV Primerleri

Hedef gen bölgesi ve 
Primerin adı Primer dizisi* yaklaşık amplikon büyüklüğü

MY09 primeri 5' cgtccmarrggawactgatc 3' ~450 bp L1

MY11 primeri 5' gcmcagggwcataayaatgg 3'

HPV-6/11 Primer 1 5' gtatccaargttgttgccacggat 3' 130 pb L1

HPV-6 Primer 2 5' gcacaacagttttgttagcccg 3'

HPV-6/11 Primer 1 5' gtatccaargttgttgccacggat 3' 176 bp L1

HPV-11 Primer 2 5' ggcaacactaccttaaacactcta 3'

HPV-16 Primer 1 5' tgcacgcacaaacatatattatcatg 3' 130 bp L1

HPV-16 Primer 2 5' cctgtattgtaatcctgatactttag 3'

HPV-18 Primer 1 5' ccaagtggctctattgttacctc 3' 130 bp L1

HPV-18 Primer 2 5' gagtggtatctaccacagtaac 3'

HPV-31 Primer 1 5' caggatatagggcacgtccta 3' 159 bp L1

HPV-31 Primer 2 5' cacatatacaatacagcacaagcac 3'

HPV-33 Primer 1 5' gtaagcctccaacaggggaac 3' 132 bp L1

HPV-33 Primer 2 5' caaatcctgtgtccaccatatcac 3'

HPV-35 Primer 1 5' gcacaccttgtaatgctaaccag 3' 145 bp L1

HPV-35 Primer 2 5' acatcacttttattagcttgtaatgtag 3'

HPV-39 Primer 1 5' gcgaaggttgtcaatactgatg 3' 127 bp L1

HPV-39 Primer 2 5' cctgcttgcgaccaccattc 3'

HPV-45 Primer 1 5' cactagcgctaatatgcgtgamac 3' 175 bp L1

HPV-45 Primer 2 5' gtccacyacagtaacaaacaactg 3'

HPV-52 Primer 1 5' ctacagctcattaacagtgtaatac 3' 136 bp L1

HPV-52 Primer 2 5' ctggatacttacatacactgctac 3'

HPV-58 Primer 1 5' atgcttatctatggattataaacaaacac 3' 125 bp L1

HPV-58 Primer 2 5' atggaggacaatcagtagcagct 3'

HPV-68 Primer 1 5' ctctgactcccagttatttaacaag 3' 149 bp L1

HPV-68 Primer 2 5' tagagtctgtagtagtggacaatg 3'

HPV-82 Primer 1 5' gttatacaaggtggggattacta 3' 143 bp L1

HPV-82 Primer 2 5' gkgacactggtgcaggtggta 3'

GAPDH- Primer 1 5' tcctgcaccaccaactgcttag 3' 145 bp GAPDH

GAPDH- Primer 2 5' catcacrccacagyttyccagag 3'

* Primerlerdeki M, K, R, W ve Y kodları dejeneratif bazları göstermektedir. M;A/C, K;G/T, R;A/G, W;A/T ve Y;C/T

olasılıklarını ifade eder.



ABD) aracılığıyla plazmidlere klonlandı. Plazmid standartlarının hazırlanmasında hesap-
lamalar OligoYap 4.0 yazılım programıyla yapıldı. Testlerin saptama duyarlılıklarının di-
namik aralıklarını belirlemek için plazmidlerin seri dilüsyonları (108-101 plazmid/ml) kul-
lanıldı. 

Tüm PCR işlemleri ve analizler ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, ABD) cihazıyla
gerçekleştirildi.

BULGULAR

Çalışma grubu, yaşları 16-64 (ortalama: 37.9 ± 8.5; ortanca: 38) yıl arasında değişen
hastalardan oluşmaktadır. Çalışmaya dahil edilen 356 servikal sürüntü örneğinin sekizin-
de sadece MY09/11 primerlerinin kullanıldığı konsensus PCR ile, 24’ünde sadece tipe öz-
gül PCR ile ve 77’sinde her iki yöntemle olmak üzere toplam 109 (%30.6) örnekte HPV-
DNA pozitifliği saptanmıştır. Her iki yöntemden en az biri ile HPV-DNA pozitif olarak de-
ğerlendirilen 109 örneğin 95’i HR-HPV, 39’u LR-HPV ve sekizi tiplendirilemeyen olmak
üzere toplam 142 farklı izolat tanımlanmıştır. HPV-DNA pozitif olarak değerlendirilen ör-
neklerde saptanan izolatların tekli ve çoklu tip dağılımları ve eş zamanlı olarak birlikte
saptanan tipler ve bu tip birlikteliklerinin her iki yöntemle pozitif olarak saptanma duru-
mu Tablo III’te gösterilmiştir. Tip tayini yapılan 95 HR-HPV izolatının sıklık sırasına göre
dağılımı; 32 (%33.7) HPV-16, 12 (%12.6) HPV-52, 11 (%11.6) HPV-58, 7 (%7.4) HPV-
18, 7 (%7.4) HPV-31, 7 (%7.4) HPV-35, 6 (%6.3) HPV-68, 4 (%42) HPV-33, 4 (%4.2)
HPV-82, 3 (%3.2) HPV-39 ve 2 (%2.1) HPV-45 şeklindedir (Tablo IV). 

Tip tayini yapılamayanlar hariç olmak üzere HPV-DNA pozitif 101 örneğin 72
(%71.2)’sinde tek, 29 (%28.7)’unda ise birden fazla HPV tipi izole edilmiştir. Çalışma-
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Tablo II. Tipe Özgül Problar ve İnternal Kontrol İçin Dizayn Edilen Prob

Prob adı Floresan boya Prob dizisi Quencher

HPV-6/11 Prob FAM 5' cgcaccaacatattttatcatgccagcag 3' BHQ

HPV-16 Prob FAM 5' ccagactacttgcagttggacatccc 3' BHQ

HPV-18 Prob JOE 5' accatattggttacataaggcacagggtc 3' BHQ

HPV-31 Prob FAM 5' aacgtagtgcaccctcagcatctacc 3' BHQ

HPV-33 Prob FAM 5' tgttgcttgtactaatgcagcacctgc 3' BHQ

HPV-35 Prob FAM 5' tgcaccaaatcctgtgtctaccatgtc 3' BHQ

HPV-39 Prob JOE 5' acaggcatatattattatgctggcagctc 3' BHQ

HPV-45 Prob FAM 5' tgtgtattccccttctcccagtggc 3' BHQ

HPV-52 Prob FAM 5' acatggtagatacaggatttggttgcatgg 3' BHQ

HPV-58 Prob FAM 5' tggctgtaaacctcccactggtgag 3' BHQ

HPV-68 Prob FAM 5' tgcacaaggcacagggacacaacaatg 3' BHQ

HPV-82 Prob FAM 5' tgctgtcattagtacgccacaaagcca 3' BHQ

GAPDH-Prob* FAM 5' aggtcatccatgacaactttggyatcg 3' BHQ

* GAPDH probundaki Y kodu dejeneratif baz yapısını göstermektedir. Y;C/T olasılıklarını ifade eder.



mızda sitolojik atipi ve HSIL görülme risklerinin (odds ratio; OR), çoklu enfeksiyonlarda
tekli enfeksiyonlara göre sırasıyla 1.26 kat ve 1.3 kat arttığı bulunmuştur. Ayrıca, HPV-18,
HPV-33 ve HPV-35 çoklu enfeksiyonlarda tekli enfeksiyonlara göre sırasıyla 7.4, 3.7 ve
3.0 kat olmak üzere daha yüksek oranlarda saptanmıştır.

HPV-16 ve HPV-18 amplikonlarının klonlandığı plazmidlerle hazırlanan standart dilüs-
yonların kullanıldığı reaksiyonlarda tipe özgül PCR’nin saptama duyarlılığı her iki plazmid
için de 10 plazmid/reaksiyon olarak bulunmuştur.

Sitopatolojik incelemelerde 356 örneğin 84 (%23.6)’ünde çeşitli sitolojik atipiler izlen-
miş; bunların 45 (%53.6)’i LSIL, 20 (%23.8)’si HSIL, 14 (%16.7)’ü ASC-US, 4 (%4.8)’ü
ASC-H ve 1 (%1.1)’i AGC olarak değerlendirilmiştir (Tablo IV). Sitopatolojik değerlendir-
me sonuçları HSIL, LSIL ve ASC-US olarak tanımlanan örneklerde HPV-DNA pozitiflik
oranları sırasıyla %95, %77.8 ve %35.7 olarak bulunmuştur. Sitolojik atipi izlenen ve iz-
lenmeyen örneklerde HPV-DNA pozitifliği sırasıyla %72.6 ve %17.6 oranlarında saptan-
mıştır. HPV-DNA pozitifliği olan hastalarda HPV-DNA negatif hastalara göre sitolojik ati-
pi görülme riskinin 12.4 kat, HSIL görülme riskinin ise 51.9 kat daha yüksek olduğu iz-
lenmiştir. Tiplendirme yapılamayan sekiz örnekte ise atipi ve HSIL oranları sırasıyla %75
ve %12.5’tir.

Tiplendirme yapılan örneklerde saptanan HR-HPV tip sayısındaki artışla beraber sito-
lojik atipi ve HSIL görülme oranlarının da artış gösterdiği belirlenmiştir. Sadece LR-HPV
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Tablo III. Servikal Sürüntü Örneklerinde Saptanan HPV Tipleri ve Ko-Enfeksiyon Paternleri

Tekli enfeksiyon Çoklu enfeksiyon (n= 29)
(n= 72) HR-HPV/HR-HPV HR-HPV/LR-HPV LR-HPV/LR-HPV

Tip 6 (9) Tip 16, 35 (3) Tip 6, 52 (1) Tip 6, 11 (7)

Tip 11 (11) Tip 18, 52 (2) Tip 6, 58 (1)

Tip 16 (24) Tip 31, 58 (2) Tip 11, 33 (1)

Tip 18 (1) Tip 16, 33 (2) Tip 6, 16, 35 (1)

Tip 31 (3) Tip 16, 18 (1) Tip 11, 39, 68 (1)

Tip 33 (1) Tip 18, 31 (1)

Tip 35 (2) Tip 18, 35 (1)

Tip 39 (1) Tip 18, 58 (1)

Tip 45 (2) Tip 52, 58 (1)

Tip 52 (6) Tip 39, 68 (1)

Tip 58 (4) Tip 16, 52, 58 (1)

Tip 68 (4) Tip 31, 52, 58 (1)

Tip 82 (4)

ÖS: 72, İS: 72 ÖS: 17, İS: 36 ÖS: 5, İS: 12 ÖS: 7, İS: 14

(n): Tipe özgül PCR ile pozitif olarak değerlendirilen örnek sayısını göstermektedir, 

ÖS: Örnek sayısı; İS: İzolat sayısı; HPV: Human papillomavirus; HR: Yüksek riskli; LR: Düşük riskli; PCR: Polimeraz zin-

cir reaksiyonu.



tiplerinin saptandığı 27 örnekte sitolojik atipi oranı %40.7 olarak bulunurken, hiçbiri
HSIL tanısı almamıştır. Tek HR-HPV tipi saptanan 55 örnekte sitolojik atipi ve HSIL görül-
me oranları sırasıyla %56.4 ve %23.6 olarak ve birden fazla HR-HPV tipi saptanan 19 ör-
nekte atipi ve HSIL görülme oranları sırasıyla %68.4 ve %26.3 olarak bulunmuştur. HPV-
DNA pozitif örnekler değerlendirildiğinde; en az bir HR-HPV tipinin saptandığı örnekler-
de sadece LR-HPV saptananlara göre sitolojik atipi görülme riskinin 2.1 kat arttığı göz-
lenmiştir.

TARTIŞMA

DNA dizi homolojileri ve filogenetik farklılıklarına göre tanımlanan HPV genotiplerinin
sayısı 200’ü aşmış olup 40’tan fazla HPV tipinin anogenital bölgede enfeksiyon etkeni ol-
duğu gösterilmiştir2,5. HPV tipi kanseröz dönüşümde iyi tanımlanmış bir risk faktörü ol-
duğu için, lezyonlarda HPV-DNA varlığının gösterilmesinin yanında etken genotipin be-
lirlenmesi de önem arz etmektedir. Doğru moleküler genotiplendirme ayrıca; çoklu tip-
lerle oluşan enfeksiyonların saptanması, tekrarlayan örneklerde aynı tipin gösterilmesiy-
le HPV persistansının doğrulanması, minör lezyonların ve tedavi sonrası durumun takibi
ve HPV aşılarının popülasyondaki etkinliğinin öngörülebilmesi açısından da önemli-
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Tablo IV. Çeşitli Servikal Lezyonlarda HPV İzolatlarının Sayısal Dağılımı

Normal Toplam 
LSIL HSIL ASC-US ASC-H AGC sitoloji izolat

HPV-DNA pozitif örnek 35 19 9 2 0 44 142

HPV-6 8 2 - - - 9 19

HPV-11 5 - 2 - - 14 20

HPV-16 10 12 - - - 10 32

HPV-18 4 1 1 - - 1 7

HPV-31 1 - - - - 5 7

HPV-33 1 1 - - - 2 4

HPV-35 2 4 - 1 - - 7

HPV-39 - - - 1 - 2 3

HPV-45 - 1 - - - 1 2

HPV-52 4 2 2 - - 4 12

HPV-58 3 1 1 - - 6 11

HPV-68 1 - - - - 5 6

HPV-82 1 2 - - - 1 4

Tiplendirilemeyen 4 1 1 - - 2 8

Toplam izolat sayısı 44 27 7 2 0 62 142

HPV-DNA negatif örnek 10 1 5 2 1 228 0

Toplam örnek sayısı 45 20 14 4 1 272 142

LSIL: Düşük dereceli skuamöz intraepitelyal lezyon; HSIL: Yüksek dereceli skuamöz intraepitelyal lezyon; ASC-US:

Önemi bilinmeyen atipik skuamöz hücreler; ASC-H: HSIL’nin dışlanamadığı atipik skuamöz hücreler: AGC: Atipik

glandüler hücreler. 



dir5,14-16. Toplumsal HPV prevalansının, çoklu enfeksiyonların ve tip dağılımının doğru
olarak belirlenebilmesi, büyük ölçüde seçilecek olan testin saptama ve tiplendirme du-
yarlılığına bağlıdır. Klinik örneklerde HPV-DNA varlığını saptamak için her biri farklı yak-
laşım ve uygulamalar içeren çok sayıda tanı yöntemi geliştirilmiştir14. Ancak, her bir test
sisteminin kendine özgü güçlü ve zayıf yönleri bulunmaktadır17. Klinik örneklerde HPV-
DNA varlığı araştırılırken, ilk olarak konsensus primerler ile genel bir tarama yapılması ve
pozitif bulunan örneklerde tiplendirme yöntemlerine başvurulması günümüzde yaygın
olarak kullanılan bir stratejidir17. Konsensus primerler (MY09/11, GP5+/6+, PGMY09/11,
SPF-10) tek bir PCR’de en fazla sayıda genital HPV tipini amplifiye etmek için tasarlan-
mıştır17. Ancak her bir konsensus primer sisteminin kendine özgü sınırlamaları bulun-
makta ve farklı HPV tipleri için saptama duyarlılıkları değişebilmektedir14,17. Ülkemizde
ve dünyada ters hibridizasyon, microarray/bead array ve DNA dizi analizi temelli testler-
de de konsensus primerlerin kullanıldığı ve sadece HPV-DNA pozitif örneklerde tiplendir-
me analizlerinin yapıldığı düşünüldüğünde, prevalans verileri ilk basamakta kullanılan
yöntemin saptama duyarlılığına bağımlı olmaktadır. Bu şekilde elde edilen verilere daya-
narak yapılan hasta ve toplum bazlı risk analizlerinin öneminin azalacağını ve verilerin
epidemiyolojik değerinin sınırlı kalacağını düşünmekteyiz. Bizim düşüncemize göre
HPV’lerin tipe özgül olarak taranması ideal olan yaklaşımdır. Ancak, bu şekilde tarama ya-
pabilen mevcut ticari testlerin yüksek maliyetli olması nedeniyle bu testlerin rutin tanı la-
boratuvarlarında kullanımı, özellikle gelişmekte olan ülkeler için önemli bir sorundur. 

HPV-DNA pozitiflik oranları, çoklu enfeksiyon sıklığı ve tip prevalansları çalışma grup-
larının özelliklerine ve bölgelere göre de değişmektedir. Örneğin, Clifford ve arkadaşla-
rının18 aynı tanı yöntemiyle 11 farklı ülkeden 15.613 normal sitolojili kadında HPV pre-
valansını araştırdıkları çalışmada, genel olarak en sık HPV-16 saptanırken sıklık sırasına
göre saptanan diğer tiplerin HPV-42, HPV-58, HPV-31, HPV-18 ve HPV-56 olduğu, ancak
bu sıralamanın bölgelere göre belirgin farklılıklar gösterdiği bulunmuştur. Bununla bera-
ber, dünya genelinde en sık izole edilen HR-HPV tipi HPV-16 olup, servikal kanserli olgu-
ların yaklaşık %50’sinden izole edilmektedir2. Servikal kanser olgularının yaklaşık %70’in-
de ise HPV-16 ve HPV-18’in beraber sorumlu olduğu; geriye kalan olguların neredeyse
tamamında diğer HR-HPV tiplerinin saptandığı bildirilmektedir2. Servikal kanserliler hari-
cindeki hasta gruplarında ise HPV-18 daha az sıklıkta izole edilmektedir18,19. Poliklinik
hastalarından oluşan çalışma grubumuzda hem sitolojik atipi izlenen hem de sitolojik in-
celemeleri normal olan hasta gruplarında en sık izole edilen tip HPV-16 olarak saptan-
mıştır. Fakat HPV-52 ve HPV-58’in HPV-18’den daha sık, HPV-31 ve HPV-35’in ise HPV-
18 ile aynı sıklıkta saptanmış olması ve HPV-16/HPV-18 dışındaki tiplerin yüksek riskli
HPV’lerin yarısından fazlasını (%58.9) oluşturması dikkate değer bir bulgu olarak değer-
lendirilebilir.  

Ülkemizde son beş yılda HPV genotip tayini yapılan çalışmalarda bir artış olduğu gö-
rülmektedir. Bu çalışmalardan örnek sayısı 25’in üzerinde olan ve HPV tiplendirmesi ya-
pılan 11 çalışmaya ait veriler incelendiğinde, benzer hasta gruplarının HPV-DNA pozitif-
lik oranlarının birbirine yakın olduğu görülmektedir9,20-29. Bu çalışmalarda servikal kan-
ser örneklerinde20,21 %92.5-93.5, servikal intraepitelyal lezyonlarda (CIN-1,2,3)21,22
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%71.4-73.5, atipik servikal sitolojisi olan kadınlarda9,23,24 %44.7-55.2, poliklinik hastala-
rında25-27 %37.9-45.9 ve asemptomatik kadınlarda21,28,29 %5.2-6.5 oranlarında HPV-
DNA pozitifliği bulunmuştur. Ancak bu çalışmalarda, HPV tip dağılımında benzer bir
uyum görülmediğinden ülkemizdeki tip prevalansının belirlenmesine katkıda bulunacak
bir veri elde edilememiştir. Tip dağılımlarındaki uyumsuzluğun en önemli nedenlerinin
söz konusu çalışmaların her birinde farklı tanı yöntemlerinin kullanılması ve çalışmaların
genel olarak sınırlı sayıdaki hasta gruplarında yapılması olduğunu düşünmekteyiz. Bu
yüzden ülkemizdeki HPV tip prevalansını tam olarak kestirmek mümkün gözükmemek-
tedir. Ancak bu çalışmalara ait verilere göre HPV-16’nın en sık saptanan yüksek riskli tip
olduğu, diğer tiplerin ise farklı sıklıklarda saptandığı söylenebilir. Bu yüzden ülkemiz öze-
linde gerçek HPV tip prevalansının belirlenebilmesi ve HPV aşı politikalarının maliyet-et-
kinliğinin analiz edilebilmesi için standart bir yöntemin kullanıldığı, gerekirse çok mer-
kezli ve kurumsal destekli olmak üzere geniş kapsamlı olarak planlanacak çalışmalara ih-
tiyaç vardır. Ülkemizde bu amaçla planlanmış olan proje henüz devam etmektedir30.

HPV tanı testlerinin çoklu enfeksiyonları saptayabilme özelliklerindeki sınırlılıklar nede-
niyle yapılan ilk çalışmalarda bu tip enfeksiyonlar nadiren saptanabilmiştir. Örneğin;
dünyada yaygın kullanılan bir yöntem olan Hybrid Capture 2 (Digene, ABD)’nin HPV’le-
ri genotip düzeyinde tanımlayamamasının yanı sıra çoklu enfeksiyonların saptanmasın-
daki etkinliği de sınırlı olmuştur. Benzer şekilde, sinyal amplifikasyon testleri genel olarak
düşük kopya sayılı tipleri saptayamamış ve ilk geliştirilen PCR testleri sınırlı sayıda HPV ti-
pini tarayabilmiştir31,32. Ancak, son 10 yılda HPV tanı testlerindeki gelişmelere paralel
olarak yapılan yeni çalışmalarla çoklu enfeksiyon sıklığının, özellikle genç kadınlarda tah-
min edilenden daha yüksek olduğu ortaya konmuştur. Örneğin; Chaturvedi ve arkadaş-
ları33, HPV-DNA pozitif 2478 genç kadında çoklu enfeksiyon oranını %43.2 olarak bul-
muşlar ve örneklerin 55 (%6.8)’inde beş veya daha fazla HPV tipinin eş zamanlı enfeksi-
yon etkeni olduğunu göstermişlerdir. Çoklu enfeksiyonların sıklığı bölgelere göre de de-
ğişmektedir. Clifford ve arkadaşlarının18 aynı tanı yöntemini kullanarak yaptıkları çalışma-
da, 13 farklı bölgede çoklu enfeksiyon sıklığı %11.5 ile %42.4 oranları arasında değişik-
lik göstermiştir. Ülkemizde yapılan çalışmalardan HPV-DNA pozitif örnek sayısı ≥ 25 olan
ve tiplendirme yapılan dört çalışmada çoklu enfeksiyon oranları %2.1-39 arasında değiş-
mekte olup, çok sayıda HPV tipini tarayan multipleks yöntemlerin kullanıldığı çalışmalar-
da bu oranların daha yüksek olduğu görülmüştür21,23,26,27. Bu farklılıkların muhtemel se-
bepleri, bölgesel farklılıktan ziyade kullanılan tanı yöntemlerinin ve yaklaşımlarının farklı
olması ve çalışmaların değişik hasta gruplarından oluşan küçük örneklemlerde yapılma-
sıdır. Bizim çalışmamızda çoklu enfeksiyon sıklığı %28.7 olarak bulunmuş ve en fazla üç
farklı HPV tipinin eş zamanlı enfeksiyon etkeni olduğu saptanmıştır. Konsensus PCR ile
pozitif olarak değerlendirilen sekiz örnekte ise tiplendirme yapılamamıştır. Bu veriler, ça-
lışmamızda tespit edilen çoklu enfeksiyon oranının, taranan tip spektrumunun genişletil-
mesiyle daha yüksek oranlarda saptanacağını göstermektedir. Ayrıca, ülkemizde yapılan
diğer araştırmalarda oranları değişmek üzere çalışmamız kapsamına dahil etmediğimiz
farklı tiplerin saptandığı görülmektedir. Örneğin bu çalışmaların birinde çalışmamızda
yer almayan tiplerden HPV-51 ve HPV-56, HPV-16’dan sonra en sık saptanan tipler ol-
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muştur27. Çalışmamızda tiplendirme yapılamayan sekiz örnekte atipi ve HSIL görülme
oranlarının yüksek olması nedeniyle (sırasıyla %75 ve %12.5) bu tiplerin HR-HPV olma
olasılıkları daha yüksek gözükmektedir. Tüm bu veriler çalışmamızda araştırdığımız mev-
cut tip spektrumunun genişletilmesi gerektiğini göstermektedir. Bu noktaları dikkate ala-
rak, rutin analizlerde kullandığımız tipe özgül PCR yönteminin tarayabildiği tip spektru-
munu özellikle tüm yüksek riskli HPV tiplerini kapsayacak şekilde genişletmekteyiz.

Bunlara ek olarak çoklu enfeksiyonlarda HPV tiplerinin birbirleriyle olan biyolojik etki-
leşimleri ve bunun kanseröz dönüşüm üzerine olan etkileri tam olarak bilinmemektedir.
Çalışmamız sayısal olarak küçük bir grubu içermekte ise de, eş zamanlı enfeksiyon etke-
ni olan HR-HPV tip sayısı arttıkça sitopatolojik atipi görülme oranının arttığı ve çoklu en-
feksiyonlarda sitolojik atipi ve HSIL görülme risklerinin yükseldiği bulunmuştur. 

Yeni geliştirilen HPV aşıları özellikle yüksek riskli tiplerden HPV-16 ve HPV-18’e karşı et-
kilidir. Son zamanlarda yapılan ve yeni nesil testlerin kullanıldığı genotip bazlı prevalans
çalışmalarının bazılarında HPV-18 dünya geneline göre daha az sıklıkta saptanmıştır34,35.
Her ne kadar çalışma grubumuz küçük ve kullandığımız yöntemin tip spektrumu tüm
HR-HPV tiplerini kapsamıyor olsa da, HPV-16 ve HPV-18 dışındaki HR-HPV tiplerinin yük-
sek oranda olması nedeniyle; daha fazla HPV tipi için özgün tanımlama yapabilen tipe
özgül PCR temelli testlerin veya mikroçip tekniklerinin kullanıldığı çalışmaların artması ile
tip dağılımı ve prevalans verilerinin önemli ölçüde değişebileceğini ve bu durumun mev-
cut aşıların öngörülen etkinliğini önemli ölçüde etkileyebileceğini düşünmekteyiz. Sonuç
olarak bu çalışmada, sadece konsensus primerler ile HPV-DNA varlığını araştırmanın HPV
enfeksiyonlarının tanı, tedavi ve takip basamaklarını yönetmede yetersiz bir yaklaşım ola-
cağına dikkat çekilmesi amaçlanmıştır.
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