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insan papillomavirus (HPV) enfeksiyonlari, subklinik veya asemptomatik enfeksiyonlardan anogenital
kanserlere kadar degisen genis bir klinik spektruma sahiptir. Onlenebilir bir hastalik olarak distiniilen
servikal kanser (SK), diinyada, kadinlarda {clincii en sik goriilen kanser tiiri oldugundan, SK taramala-
rinda HPV-DNA'sinin saptanmasi ve risk grubunun belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu calismada,
Eskisehir'de, kadinlarda HPV-DNA varhginin iki farkli molekiler yontemle arastirilarak, molekiler yontem
sonuglarinin hem birbirleriyle hem de sitoloji sonuclariyla karsilastiriimasi amaclanmistir. Arastirmaya,
Eskisehir Kanser Erken Teshis, Tarama ve Egitim Merkezi'ne (KETEM) tarama amach basvuran, 30-65 yas
arasi 1081 kadin dahil edilmistir. Katiimcilardan Pap yaymasi ve molekiler yontemler icin, es zamanli
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g ayn servikal strtiintli 6rnegdi alinmistir. Arastirmanin ilk asamasinda, tiim servikal 6rneklerde HPV-DNA
varligi Hybrid Capture 2 (HC2; Qiagen, Almanya) yontemiyle arastirilmis; ikinci asamada ise HPV-
DNA'si pozitif bulunan kadinlarin dahil edildigi, geri kalaninin ise rastgele secildigi toplam 152 kadinin
ornekleri konsensus gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile tekrar caligilmis (Takara
Bio Inc., Japonya) ve HPV-DNA varligi saptanan 6rneklerde pirodizilemeye dayal ticari sistem (Diatech
Pharmacogenetics S.R.L, italya) ile genotip tayini yapilmistir. Calismanin ilk basamaginda; kadinlarin
%3 (32/1081)'linde HC2 testi, 47 (%4.4)'sinde ise sitoloji sonucu tek basina ve/veya birlikte pozitif
olarak raporlanmistir. Bes (%0.5) 6rnekte her iki test ile de pozitif sonug alinmis, bunlarin dérdiinde
yuiksek riskli HPV-DNA saptanmistir. HC2 testi ile yliksek riskli HPV varligi saptanan 23 (23/1081, %2.1)
kadinin 19’unda sitoloji sonuglari negatif olarak raporlanmistir. Sitoloji sonucu pozitif olarak saptanan 42
(42/1081, %3.9) 6rnekte ise HC2 testi ile HPV-DNA varligi saptanmamuistir. Calismanin ikinci asamasina
dahil edilen 152 6rnekten 32 (%21.1)'si HC2 testi ile, 40 (%26.3)"1 Pap yaymasi ile, 53 (%34.9)'G de
konsensus RT-PCR ile tek basina ve/veya birlikte pozitif bulunmustur. HC2 testi ile pozitif saptanan 32
ornegin tamami konsensus RT-PCR ile de pozitif olarak saptanmis; ancak RT-PCR ile pozitif saptanan 21
ornek HC2 testi ile negatif sonug vermistir. Sitolojisinde anomali saptanan 40 6rnegin ise dokuzunda
(%22.5) RT-PCR ile ve besinde (%12.5) HC2 ile HPV-DNA varligi gosterilirken 31 (%77.5) 6rnekte her iki
yontemle de HPV-DNA saptanmamistir. Genotip tayini yapilabilen 44 6rnekte en sik saptanan tip, HPV
tip 16 (n=15, %34.1) olmus, bunu tip 90 (n=11, %25) ve tip 18 (n=4, %9.1) izlemistir. Calismamizda,
FDA (U.S. Food and Drug Administration) onayli HC2 testi esas alindiginda, Pap yaymasinin duyarllik,
ozgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri, sirasiyla %16.1, %96, %10.6 ve %97.5 olarak saptanmistir.
HC2 ve konsensus RT-PCR yontemleri arasinda ise 6nemli derecede uyumluluk (Cohen’s kappa: 0.665)
bulunmustur. Sonug olarak, tlkemizdeki sitopatolog sayisinin yetersizligi ile birlikte, ASCCP (American
Society for Colposcopy and Cervical Pathology) ve FDA'nin da Onerileri géz 6niine alindiginda; SK
taramasinin tam ve etkin sekilde yapilabilmesi icin, Pap testine ilave olarak molekiiler tani yontemlerinin
uygulanmasina ihtiya¢ oldugu bir kez daha ortaya konmustur.

Anahtar sézciikler: insan papillomavirusu; prevalans; HPV DNA; tarama; pirodizileme; Eskisehir.

ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) infections have a broad range of clinical spectrum from subclinical or
asymptomatic infection to anogenital carcinoma. The detection of HPV-DNA and determination of the risk
groups in cervical cancer (CC) screening is very important because CC is considered to be a preventable
illness which is the third most common cancer type of women in the world. The aims of this study were
to investigate the presence of HPV-DNA in women by two different molecular methods and to compare
their results together with the results of cytology, in Eskisehir, Central Anatolia, Turkey. A total of 1081
women aged between 30-65 years, who applied to Eskisehir Early Diagnosis, Screening and Training of
Cancer Center (KETEM) for screening were included in the study. Three separate cervical samples were
collected simultaneously from the participants for cytologic examination and molecular studies. In the first
step of the study, all cervical samples were investigated for the presence of HPV-DNA by Hybrid Capture
2 (HC2; Qiagen, Germany) method. In the second part of the study, consensus real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) (Takara Bio Inc., Japan) was performed in 152 samples which included HC2
positive and randomly selected negative samples, and then the HPV genotypes were detected by using
a commercial kit based on pyrosequencing method (Diatech Pharmacogenetics S.R.L, Italy). In the first
part of the study, HC2 test was found positive in 3% (32/1081) of the women, while in 4.4% (47/1081)
Pap smear was positive alone or with HC2 test. Five (0.5%) samples yielded positive results with both of
the methods, and four of them were positive for high risk HPV types. Cytology results were negative in
19 out of 23 (23/1081, 2.1%) samples that were reported as high risk HPV by HC2 test. On the other
hand, 42 (42/1081, 3.9%) samples that were positive by cytology yielded negative results by HC2 test. In
the second part of the study, 32 (21.1%) of 152 selected samples were positive by HC2 test, 40 (26.3%)
were positive by Pap smear, and 53 (34.9%) were positive by consensus RT-PCR. All of the 32 samples
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that were positive by HC2 were also positive by RT-PCR, however 21 samples that were positive by RT-PCR
were negative by HC2 test. Among 40 samples that were positive (abnormal) by Pap smear, HPV-DNA
was positive in nine (22.5%) by RT-PCR and in five (12.5%) by HC2 test, but HPV-DNA was not detected
in 31 (77.5%) samples by both of the tests. Genotyping of the strains could be performed in 44 samples,
and the most common type detected was HPV type 16 (n=15, 34.1%), followed by type 90 (n=11, 25%)
and type 18 (n= 4, 9.1%). In our study, the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values
of Pap smear method were estimated as 16.1%, 96%, 10.6% and 97.5%, respectively, based on the HC2
results which was approved by U.S. Food and Drug Administration (FDA). In addition, a significant degree
of concordance was detected between HC2 and concensus RT-PCR methods (Cohen’s kappa: 0.665). In
conclusion, regarding the insufficient number of cytopathologists in our country and according to the
recommendations of American Society for Colposcopy and Cervical Pathology (ASCCP) and FDA, it was
once again demonstrated that, the implementation of molecular diagnostic methods in addition to the
Pap smear for effective screening of CC are needed.

Keywords: Human papillomavirus; prevalence; HPV DNA, screening; pyrosequencing; Turkey.

GIRi$

insan papillomavirus (Human papillomavirus; HPV) enfeksiyonu, en sik gériilen cin-
sel temasla bulagan hastaliklardan biridir'. Diinya genelinde bircok kadin yasamlarinin
herhangi bir doneminde HPV ile enfekte olmakta ve yasam boyu enfeksiyon riski %50-
80 arasinda degismektedir. Cografi prevalans farkliliklari olmakla birlikte, normal servikal
sitolojili kadinlarin %10.2’sinde HPV-DNA pozitiftir?. Hastalik, subklinik veya asempto-
matik enfeksiyonlardan anogenital kanserlere kadar degisen genis bir klinik spektruma
sahiptir'. Giinimiizde HPV enfeksiyonunun, invazif servikal kanserin temel etiyolojik fak-
torl oldugu bilinmekte, servikal kanserlerin %99.7'sinde, servikal kanser prekuirsor lez-
yonlarinin ise %95’inde yiiksek riskli HPV-DNA varligi saptanmaktadir®*. Diinya genelin-
de, kadinlar arasinda l¢ilinci en yaygin gorilen kanser tiru olan servikal kanser (SK), az
gelismis Ulkelerde geng kadin (15-44 yas arasi) 6limlerinin en dnemli nedenidir. Ge¢mis
yillarda, bircok gelismis llkede tarama programlarinin uygulanmaya baslanmasiyla SK
insidans ve mortalitesi basarili sekilde dustrilmistir. Ancak tarama programi olmayan
veya eksik uygulanan Ulkelerde, yiiksek SK insidansi devam etmekte, hatta artma egilimi
goOstermektedir. Her giin %85'i az gelismis Ulkelerden olmak tizere tahminen 750 kadin
SK nedeniyle 6lmektedir®>.

Simdiye kadar 200’den fazla farkli tipi tanimlanan HPV'nin yaklasik 40 tipi insan ano-
genital sistemini enfekte eder®. Genital enfeksiyonlara neden olan HPV tipleri onkojenik
potansiyellerine gore; dusuk riskli, muhtemel yiksek riskli ve ylksek riskli tipler olarak
gruplandirimaktadir®. Onlenebilir hastalik oldugu gésterilmis olan SK taramalarinda,
yuksek riskli HPV tiplerini belirleyen testlerin, primer tarama testi olarak veya anormal
sitoloji sonucu takibinde yardimc test olarak kullanilmasi, SK veya onci lezyonlari icin
daha kesin risk degerlendirmesi yaparak, hastalarin daha dogru yonlendirilmesini saglar.
HPV-DNA testinin, duyarlilik ve pozitif prediktif degeri acisindan sitolojiden ustiin oldugu

gosterilmistir ve gelismis ulkelerde, SK taramasinda onemli bir yontem haline gelmis-
tirl 47,
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Gunumiizde Amerikan Kanser Dernegi (ACS) ile Amerikan Kolposkopi ve Servikal Pa-
toloji Dernegi (ASCCP), 30 yas ve Uzeri kadinlarda SK taramalarinda sitoloji ile birlikte
HPV-DNA testini de dnermekte ve en énemlisi FDA (Food and Drug Administration),
ASCUS’lu kadinlarin yonlendirilmesinde veya 30 yas ve Ustu kadinlarda sitolojiyle birlik-
te HPV-DNA testinin de kullanimini onaylamaktadir. HPV-DNA varliginin saptanmasinda
kullanilmak Uzere bes molekdler test FDA tarafindan kabul edilmistir. Bunlar sirasiyla;
Digene Hybrid Capture 2 high-risk HPV DNA test QIAGEN (Germantown, MD), Cervista
HPV HR Hologic (Bedford, MA), Cervista HPV 16/18 Hologic (Bedford, MA), Cobas HPV
test Roche Molecular Systems (Pleasanton, CA) ve APTIMA HPV assay Gen-Probe (San
Diego, CA) testleridir®’. Bu calismada, Eskisehir'de, 30-65 yas arasi kadinlarda HPV-DNA
varhgi iki farkh molekiler yontemle arastirilarak, molekuler yontem sonuclari hem birbir-
leriyle hem de Pap yaymasi (smear) test sonuclaryla karsilastiriimistir.

GEREC ve YONTEM

Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU) Tip Fakiiltesi Etik Kurulu'nun onay
(31.05.2011 tarih ve 08 sayil karar) alinarak baslanilan arastirmaya, Eskisehir Kanser
Erken Teghis, Tarama ve Egitim Merkezi (KETEM)'ne tarama amach basvuran, 30-65 yas
arasi 1081 kadin dahil edildi. islem 6ncesi tim katilimcilarin, sézlii ve yazili olarak aydin-
latilmis onamlar alindi.

Arastirma grubundaki kadinlardan, sitolojik inceleme ve molekiiler yontem calisma-
lari icin, servikal ornekleme fircasi kullanilarak, Ureticinin talimatlari dogrultusunda, es
zamanl (¢ ayni servikal siiriintii 6rnegdi alindi. Orneklerin tamaminin, sitolojik islemleri
ve degerlendirmesi, Eskisehir KETEM’'de gorevli patoloji uzmanlari tarafindan Bethesda
2001 sistemine gére gerceklestirildi. Sitoloji sonuclari; 1) Normal bulgular (intraepiteli-
al lezyon veya malignensi yoniinden negatif), 2) ASC-US (Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance), 3) AGUS (Atypical Glandular Cells of Undetermined Signi-
ficance), 4) LGSIL (Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion), 5) HGSIL (High-Grade
Squamous Intraepithelial Lesion) ve 6) Bilgilendirici olmayan/yetersiz materyal seklinde
siniflandinldi’®.

Molekiiler calismalar ise ESOGU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda iki farkli
yontemle yapild. ilk olarak tiim servikal 6rneklerde; 13 yuksek riskli (tip 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68) ve 5 distik riskli (tip 6, 11, 42, 43, 44) HPV tipi-
ni belirleyebilen, Hybrid Capture 2 kiti (HC2; Qiagen, Almanya) kullanilarak, Greticinin
talimatlar dogrultusunda, HPV-DNA varligi arastirildi. Bir sinyal amplifikasyon yontemi
olan ve semikantitatif sonu¢ veren bu yontem, HPV-DNA varligini gosteren, ancak HPV
genotipini belirlemeyen ve SK’in saptanmasindaki klinik yararindan dolayi en yaygin kul-
lanilan molekiler yontemdir. Rolatif isik Gnitesi (RLU) degeri, sinir degerine (sinir deger:
1.0 RLU= 1 pg HPV-DNA= 5000 genom) esit veya yliksek olan 6rnekler, HPV-DNA ytiksek
riskli ya da dustik riskli olarak belirlendi*!"12,

Calismanin ikinci kisminda ise, HC2 testi ile HPV varligi saptanan o6rnekler (n= 32)
ile birlikte rastlantisal olarak secilen (n= 120) toplam 152 servikal strliinti 6érneginde,
TaKaRa Ex Tag™ R-PCR Custom kiti (Takara Bio Inc., Japonya) ve GP5+/GP6+ primerleri
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kullanilarak HPV konsensus gercek zamanli (real-time) PCR (RT-PCR) calisildi. Bu yontem-
le HPV-DNA saptanan érneklerde, HPV Sign Kit (Diatech Pharmacogenetics S.R.L, italya)
kullanilarak pirodizilemeye dayali ticari sistem ile genotip tayini yapildi. Bu yontem, beta-
globulin geni ve HPV L1’in ¢ok degisken bir bolgesini hedefleyen karisik primerlerle,
Rotor-Gene Q’da bir RT-PCR (EVA GreeanTM kimyasal) kullanilarak HPV-DNA'nin genis
bir grubunun cogaltilmasi sonrasinda ¢oklu dizileme primerleri ile pirodizileme temeline
dayanir. HPV-DNA varligi erime egrisi analizi ile semikantitatif olarak belirlendi. Sadece
HPV pozitif 6rnekler, viral genotiplerin belirlenmesi icin dort 6zgul dizileme primerlerinin
kullanildigi, pirodizilemeye dayali ticari sistem olan Pyromark Q24 system (QIAGEN) ile
analiz edildi'>4,

Testlerin istatistiksel veri analizleri SPSS 20.0 paket programlari ile yapildi ve moleku-
ler yontem sonuglarinin birbirleriyle uyumluluk derecesi Cohen’s kappa (k) katsayisina
gore degerlendirildi.

BULGULAR

Arastirmaya katilan 1081 kadinin, 74 (%6.8)'linde Pap yaymasi ve/veya HC2 testle-
rinden en az birinde sitoloji anormalligi veya HPV-DNA pozitifligi saptanmistir. HC2 testi
32 (%3) kadinda pozitif bulunmus; Pap yaymasi sonucu, 47 (%4.3) kadinda patolojik, 5
(%0.5) kadinda ise degerlendirme icin yetersiz olarak raporlanmistir. Buna karsin, HC2
testi negatif iken Pap yaymasinda anormallik saptanan 42 (%3.9); HC2 testi pozitif iken
Pap yaymasi normal olanlarin sayisi ise 26 (%2.4) olarak belirlenmistir.

HC2 testi ile HPV-DNA varli§i saptanan 32 kadinin 22 (%68.8)'sinde yiiksek riskli, 9
(%28.1)’'unda dustk riskli ve 1 (%3.1)'inde hem yiiksek hem de dusuk riskli HPV tip-
lerinin varligi gosterilmistir. Pap yaymasi ile HC2 testinin sonuclari karsilastirildiginda;
sitolojisi normal olanlarin 19 (%1.8)’'unda, ASCUS olanlarin 3 (%7.5)'linde ve HGSIL
olanlarin 1 (%33.3)’inde yuksek riskli HPV varligi saptanmistir. Buna karsin Pap yaymasi
ASCUS olarak raporlanan 40 6rnegin 36 (%90)’sinda, AGUS olarak raporlanan 3 (%100)
ornegin hicbirinde, HGSIL olarak raporlanan 3 6rnegin 2 (%66.7)'sinde, LGSIL olarak ra-
porlanan bir érnekte ve yetersiz yayma olarak raporlanan 5 6rnegin hicbirinde HC2 testi
ile ytiksek riskli HPV varlidi tespit edilmemistir (Tablo I).

Tablo I. Pap Yaymasi ve Hibrid Yakalama (HC2) Test Sonuglarinin Karsilastirilmasi (n=1081)
HC2 Sonuglari (n)

Pap yaymasi Yiiksek riskli Diisiik riskli Yiiksek + diisiik

sonuglari (n) Negatif HPV HPV riskli HPV Toplam
Normal 1003 18 7 1 1029
ASCUS 36 3 1 0 40
AGUS 3 0 0 0 3
LGSIL 1 0 0 0 1
HGSIL 2 1 0 0 3
Yetersiz yayma 4 0 1 0 5
Toplam 1049 22 9 1 1081
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Calismanin ikinci asamasinda, HC2 testi ile HPV-DNA'sI saptanan 32 ve rastlantisal ola-
rak secilen 120 6rnek (bunlarin 40’1 Pap yaymasinda anomalisi olan 6rnektir) olmak Gzere
toplam 152 servikal siirintli 6rneginin 53 (%34.9)'linde konsensus RT-PCR ile HPV-DNA
varhigr saptanmistir. Dolayisiyla orneklerin %52.6 (80/152)'sinda, RT-PCR, HC2 ve/veya
Pap yaymasi testlerinden en az biri pozitiftir. Her G¢ yontemle de pozitif saptanan 6rnek
sayist 5 (%3.3), her l¢ yontemle de negatif saptanan ornek sayisi ise 66 (%43.4)"dr.

ikinci asamada test edilen drneklerin %17.1 (26/152)'inde HC2 ve RT-PCR pozitif iken
Pap yaymasi negatif; %2.6 (4/152)'sinda Pap yaymasi ve RT-PCR pozitif iken HC2 negatif
olarak saptanmis; Pap yaymasi ve HC2 pozititken RT-PCR’In negatif oldugu hicbir 6rnek
bulunamamistir. Buna gore yontemler arasindaki uyumun karsilastirlmasinda k= 0.665
(6nemli dizeyde) olarak hesaplanmistir. Bu grupta, Pap yaymasi yetersiz oldugu igin
degerlendirilemeyen 3 (3/152, %2) 6rnekten 1'i HC2 testi ile dustik riskli HPV olarak sap-
tanmig ve pirodizileme sonucu tip 11 HPV olarak tanimlanmistir. Diger 2 kadinin HC2 ve
RT-PCR sonucu ise negatif olarak belirlenmistir. Sadece RT-PCR ile pozitif olanlarin sayisi
17 (%11.2), sadece Pap yaymasi ile anormali (pozitif) saptananlarin sayisi 31 (%20.4)
iken sadece HC2 ile pozitif olan 6rnek yoktur (Sekil 1).

90 l RT-PCR (+) olanlar

20 N .
20 |:| ap yaymasi ile (+) clanlar

l HCZ ile (+) olanlar

Ug yantemin en az biri HEC2 ve RT-PCR (+),
ile pozitif alanlar Pap yaymasi (-) alanlar
Ug yantemle de RT-PCR ve Pap yaymas:

| negatif olanlar {+), HCZ (-) olanlar
Og yantemle de HC2 ve Pap yaymas: (+),
pozitif olanlar RT-PCR (-) olanlar

Sekil 1. Arastirma grubunda (n= 152) yontemlere gére pozitiflik ve negatiflik sayilari.
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HC2 testi ile pozitif saptanan 32 drnegin tamami konsensus RT-PCR ile de pozitif
olarak saptanmis; ancak 2 (%6.2)’si pirodizilemeye dayali ticari sistem ile tiplendirileme-
mistir. Diger taraftan RT-PCR ile pozitif saptanan 21 6rnek HC2 testi ile negatif saptanmis,
pirodizileme sistemiyle bunlarin 14 (%66.7)’l tiplendirilmis, 7 (%33.3)'sinde tip belirle-
nememistir (Tablo II).

Pirodizilemeye dayal ticari sistem ile yapilan genotip tayininde; orneklerin 20
(%45.5)'sinde yuksek riskli HPV, 12 (%27.3)'sinde muhtemel yiksek riskli HPV, 8
(%18.2)’inde dusuk riskli HPV, 4 (%9.1)’lUnde ise birden fazla HPV tipi saptanmugtir. Bir-
den fazla tipin saptandigi 4 6rnegin 3’tnde tiplerden en az biri ylksek riskli olarak belir-
lenmistir (Tablo II).

Pirodizilemeye dayall ticari sistemde ytksek riskli olarak belirlenen 18 6rnegin 16
(%88.9)'s1 HC2 testinde de ytiksek riskli grupta saptanirken; 1 (%5.6) 6rnek dustk riskli
grupta, 1 (%5.6) 6rnek de hem yiiksek hem dustk riskli grupta saptanmistir. Pirodizile-
mede muhtemel yiksek riskli grupta saptanan 12 6rnekten 7 (%58.3)’si HC2 testinde
negatif olarak saptanirken, 3 (%25) 6rnegin dustk risk, 2 (%16.7) ornegin ise ylksek risk
grubunda oldugu belirlenmistir (Tablo II).

HC2 yontemi sonuglari ile pirodizilemeye dayal ticari sistemde saptanan tip dagihmla-
rinin karsilagtirmasi Tablo 1ll’te gortlmektedir. RT-PCR ile pozitif saptanip pirodizilemeye
dayali ticari sistem ile tiplendirilebilen 44 6rnegin 12 (%27.3)'sinde tip 16 tek basina
saptanirken, 3 (%6.8) ornekte bir baska tiple beraber (tip 16+tip33, tip 16+tip70 ve
tip16+tip90) saptanmistir. Tip 16, pirodizilemede en cok karsilasilan tip (15/44, %34.1)
olmus; bunu tip 90 (11//44, %25) ve tip 18 (4/44, %9.1) izlemistir.

Arastirmanin  ikinci kisminda; sitolojisinde anomali saptanan 40 6&rnegin 9
(%22.5)’'unda konsensus RT-PCR ile ve 5 (%12.5)'inde HC2 ile HPV-DNA varhgi gosteril-
mis, 31 (%77.5)'inde her iki yontemle de HPV-DNA saptanmamustir. Pozitif saptanan 9
ornegin ise pirodizilemeye dayali ticari sistem ile 3 (%33.3)U tip 16, 2 (%22.2)’si tip 51,
1 (%11.1)itip 66, 1 (%11.1)'itip 90, 1 (%11.1)itip 6, 1 (%11.1)"i ise tip 16 ve tip 33
olarak tiplendirilmistir (Tablo V).

Tablo II. Konsensus RT-PCR ve/veya HC2 Testi ile Pozitif Saptanan Orneklerde HPV Tiplerinin Dagilimi (n=53)

Konsensus RT-PCR + Pirodizileme

Yiiksek  Muhtemel yiiksek Birden Diisiik  Tiplendiri-

HC2 testi riskli tip riskli tip fazla tip  riskli tip lemeyen Toplam
Yiiksek riskli tip 16 2 3 0 1 22
Dtk riskli tip 1 3 0 4 1 9
Yiiksek/Dislik 1 0 0 0 0 1
riskli tipler

Negatif 2 7 1 4 7 21
Toplam 20 12 4 8 9 53

HC2: Hibrid yakalama 2 testi; RT-PCR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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Tablo IIl. Konsensus RT-PCR ve/veya HC2 Yéntemi ile Pozitif Saptanan Orneklerin, Pirodizilemeye Dayali
Ticari Sistem ile Belirlenen Genotip Dagilimi

Konsensus RT-PCR pozitif (n= 53)
Genotip dagihmi HC2 Negatif (n= 21) HC2 pozitif (n=32)
Yiiksek riskli genotipler
16 (n=12)
18 (n=4)
51 (n=2)
56 (n=1)
58 (n=1)
Coklu genotipler
16,33 (n=1)
16,70 (n=1)
16, 90 (n=1)
70,90 (n=1)
Muhtemel yiiksek riskli genotipler
66 (n=3) 3
90 (n=9)
Diisiik riskli genotipler
6 (n=2)
1M (n=1)
34 (n=2)
42 (n=1)
70 (n=2)
Tiplendirilemeyen (n=9)
HPV-DNA negatif (n=99) 29
HC2: Hibrid yakalama 2 testi; RT-PCR: Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.
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Pirodizilemeye dayali ticari sistemde ytksek riskli tip iceren 23 ornekten 17’si (%73.9)
Pap yaymasinda, farkli 2'si (%8.7) ise HC2 testinde negatif olarak saptanmistir. HC2 testi
ile negatif olarak belirlenen bu iki 6rnekten birinin Pap test sonucu LGSIL olarak, digeri-
nin sonucu ise HGSIL olarak rapor edilmistir. Pap testi sonucu HGSIL olarak raporlanan bir
ornekte ise, hem RT-PCR hem de HC2 testinde HPV varligi gosterilememistir.

TARTISMA

Diinyanin bircok yerinde, farkli yontemler kullanilarak, farkh poptlasyonlarda, HPV
prevalansini belirlemeye yonelik calismalar yapilmistir. Bizim arastirma grubumuzu olus-
turan 1081 kadinda, HC2 yontemiyle, HPV-DNA pozitiflik orani %3, ytiksek riskli HPV-
DNA pozitif olan kadinlarin orani ise %2.1 olarak belirlenmistir. Yapilan bir meta-analizde
toplam 78 calismanin verileri degerlendirilmis, normal sitolojiye sahip kadinlar arasinda
global HPV prevalansi %10.4 olarak bulunmusg ve bolgeler arasinda 6nemli degisiklikler
saptanmistir'>. Avrupa Ulkelerinde 18 calismanin verilerinin kullanildigi bir meta-analizde
ise, 30-64 yas arasi kadinlarda yiiksek riskli HPV prevalansi ispanya’da %2 iken Belcika ve
Fransa’da yaklasik %712’ye kadar ulasmaktadir'®. Ulkemizde yapilan calismalarda ise, HPV
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Tablo IV. Pap Yaymasi Sonuglari ile Genotip Dagilimlarinin Karsilastiriimasi
Pap yaymasi
HPV genotipi Negatif Yetersizyayma ASCUS  AGUS LGSIL HGSIL
Yiiksek riskli
16 (n=12) 9 1 1 1
18 (n=4) 4
51 (n=2) 1 1
56 (n=1) 1
58 (n=1) 1
Birden fazla genotip
16,33 (n=1) 1
16,70 (n=1) 1
16,90 (n=1) 1
70,90 (n=1) 1
Muhtemel yiiksek riskli
66 (n=3) 2 1
90 (n=9) 8 1
Diisiik riskli
6 (n=2) 1 1
11 (n=1) 1
34 (n=2) 2
42 (n=1) 1
70 (n=2) 2
Tiplendirilemeyen (n=9) 9
HPV-DNA negatif (n=99) 66 2 27 3 0 1

e

insidansinin %2.1-16.4 arasinda degistigi bildirilmistir'”-2°. Ozalp ve arkadaslar'’, 2011
yilinda Eskisehir'de 615 poliklinik hastasinda yaptiklari arastirmada, 26 (%4.2) hastada
HPV-DNA porzitifligi saptamislardir. Oztiirk ve arkadaslari'8, Kadin Hastaliklari ve Dogum
poliklinigine basvuran ve yaslari 18-62 arasinda degisen, rastgele secilen hastalarda HPV-
DNA porzitifligini %4.9 olarak bulmuslardir. inal ve arkadaglarinin'® 2002-2005 yillari ara-
sinda, HC2 testini kullanarak yaptiklari ve servikal intraepitelyal lezyon ile HPV iliskisinin
arastinldigi, 1353 kadini iceren calismasinda, HPV-DNA pozitifligi %2.1 oraninda saptan-
mustir. Akcali ve arkadaslari?®, Manisa’da Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Jinekoloji poliklinigine basvuran 410 hastada yaptiklari arastirmada HPV pozitiflik oranini
%8.5 olarak belirlemislerdir. Yapilan arastirmalarda; secilen populasyonun sosyokdiltirel
ve demografik ozellikleri, kullanilan yontemler, calisma icin alinan 6rnegin kalitesi gibi
nedenlere bagh olarak farkli tlkelerde ve llkemizin farkli bolgelerinde, HPV-DNA pozitif-
lik oranlarinda degisiklikler oldugu goriilmektedir.

Arastirmamizda, katihmcilarin %4.3 (47/1081)’linde Pap yaymasi sonucu pozitif (ano-
mali) saptanmis; bunlarin 4 (%38.5)'linde HC2 yontemi ile yiiksek riskli HPV tipi belirlen-
mistir. Sitolojisinde hiicresel anormallik izlenmeyen kadinlarda ise, HC2 yontemiyle, HPV
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pozitifligi %2.6 (27/1034), yiiksek riskli HPV saptanma orani ise %1.8 (n= 19) olarak bu-
lunmugtur. FDA ve IVD (In Vitro Diagnostic) onayll HC2 testi, daha glivenilir olarak kabul
edildiginde, Pap yaymasinin duyarliigi %16.1, 6zgulligi %96, pozitif prediktif degeri
%710.6, negatif prediktif degeri ise %97.5 olarak saptanmistir. Goruldugu gibi, sitolojisi
negatif olarak raporlanan bu 27 kadin, sadece sitolojik acidan taranmalari halinde g6z-
den kagirnlacak ve HPV yonunden riskli grupta olmalarina ragmen, ASCCP’nin 6nerilerine
gore yetersiz ve hatall takip edilmis olacaklardir.

Laboratuvar kalite kontrolii geregi, ASCUS (6nemi belirlenemeyen atipik skuaméz
hicre) tanisi sikhiginin, SIL (skuamoz intraepitelyal lezyon) tanisinin 2-3 katindan fazla
olmamasi gerekmektedir. Katilimcilarin tamami (n= 1081) baz alindiginda, érneklerimiz-
deki ASCUS/SIL (40/4) orani 10 olarak hesaplanmis olup, Bethesda’nin vermis oldugu
oranin oldukca iizerindedir?'. Sitolojik degerlendirmenin sitopatologlar tarafindan yapi-
lamamasindan kaynaklanabilecek bu yiiksek oran ASCUS raporlarinin gereksiz fazlaligi ya
da SIl'lerin atlanmasi anlamina gelmektedir.

Bu arastirmada, sitoloji sonuclari negatiften HGSIL'e dogru artan epitel anormalli-
gi seklinde siniflandinidiginda ytiksek riskli HPV pozitiflik oraninin en ylksek HGSIL'de
(%33.3), en duslik ise negatif sitoloji sonuclarinda (%1.8) oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, Wu ve arkadaslari® Cin’de, 17-54 yas arasi 4215 kadinda yaptiklari arastirmada,
HPV prevalansini %14.3, sitolojik anormallik oranini ise %11 olarak saptamislar ve HPV
prevalansinin, sitolojideki ciddiyet ile arttigini bildirmislerdir. Ancak arastirmamizin ikinci
kisminda degerlendirilen 152 kadini iceren grupta (HC2 ile pozitif saptanan 32 kadin bu
gruptadir), sitolojisinde anormallik g6zlenen 40 (%26.3) kadin bulunmaktadir. Bu 40 6r-
negin besinde (%12.5) HC2 ile HPV varligi saptanirken, konsensus RT-PCR ile dokuzunda
(%22.5) HPV-DNA varligi gosterilmistir. Buna karsin, Pap yaymasi normal olarak rapor-
lanmig veya degerlendirilememis olan 112 6rnegin 17’sinde, RT-PCR ile ylksek riskli HPV,
11'inde ise muhtemel yuksek riskli HPV olmak (izere toplam 28 6rnekte (%25) HPV-DNA
belirlenmistir. Bu durum, 6rnegin patolojik olarak yanhs degerlendirilmis veya HPV pozitif
olmasina ragmen, heniz sitolojik bulgularin ortaya ¢ikmamig olmasiyla aciklanabilir.

Arastirmanin ikinci asamasinda, HC2 yontemiyle pozitif bulunan 32 (32/152; %21)
ornegin de icinde bulundugu 152 6rnegin 53’tinde (%34.9) konsensus RT-PCR ile HPV-
DNA varhgr saptanmistir. Bu grupta, HC2 ve RT-PCR yontemleri arasindaki uyumun kar-
silastinimasinda, her ne kadar 0.665 olarak hesaplanan Cohen’s kappa degerine gore
onemli derecede uyumluluk belirlense de, her iki yontemin pozitiflikleri arasindaki fark
dikkate alindiginda, orta dizeyde bir uyumluluktan s6z etmenin daha dogru olacagi
dustinilmektedir.

Kulmala ve arkadaslarinin??, yiiksek riskli HPV varligi saptama acisindan HC2 ile
GP05+/GP06+ primerlerini hedef alan bir PCR yontemini karsilastirdiklari arastirmada,
HC2 testinin pozitiflik orani %33.7, PCR’nin ise %36.6 olarak bulunmus ve 6nemli dere-
cede (k: 0.669) uyumluluk saptanmustir. Aimanya’da Klug ve arkadaslari?®, HC2 ve PCR
line blot assay (LBA) yontemleriyle HPV tiplerinin dagihmini arastirmislar ve ytiksek riskli
HPV enfeksiyon prevalansini HC2 testi ile %6.4, PGMY09/11 PCR LBA testi ile ise %4.3
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olarak bulmuslardir. Ulkemizde PCR kullanilarak yapilan calismalarda, HPV saptanma ora-
ni ortalama %8.5 iken, HC ile bu oran ortalama %4 oraninda saptanmistir?4,

Pirodizilemeye dayal ticari sistem ile yapilan genotiplendirmede, HC2 ve konsensus
RT-PCR ile pozitif bulunan 32 6rnegin 30 (%93.8)'unda genotip belirlenirken, iki 6rnekte
tiplendirme yapilamamistir. Diger taraftan, HC2 testi ile negatif bulunan 21 6rnek, RT-
PCR ydnteminde pozitif sonug vermis; pirodizilemede bunlarin 14 (%66.7)"U tiplendiril-
mis, ancak yedisinde (%33.3) tip tayini yapilamamistir. Pirodizilemeye dayal ticari sistem
ile tiplendirmesi yapilamayan toplam dokuz 6rnegin ikisi, HC2 yonteminde; biri yiksek
riskli HPV, digeri dustk riskli HPV olarak tanimlanmis; diger yedi 6érnek HC2 ile negatif
olarak saptanmistir. Konsensus RT-PCR ile daha fazla pozitiflik saptanmasi, HC2'nin muh-
temel ylksek riskli tipleri belirleyememesi ile kismen aciklanabilir. Ayrica iki molekiiler
yontemin alt saptama limitlerinin farkliigi ve/veya testlerin es zamanh farkli 6rneklerde
calisiimasi ve/veya ornek alimi sirasindaki kanama gibi 6rnek kalitesini etkileyebilecek
durumlarin olmasi da bu iki molekiler test arasinda farkliliklara neden olmus olabilir.
Konsensus RT-PCR ile pozitif saptanip pirodizileme ile tiplendirilemeyen 6rneklerde ise,
HPV miktarinin, muhtemelen pirodizilemeye dayali ticari sistemin saptama limitinin al-
tinda oldugu dustunilmusgtr.

HC2 testi ile ylksek riskli grupta saptanan toplam 22 6rnegin pirodizilemeye dayali
ticari sistem ile yapilan genotiplendirmesinde; 16’si yiiksek riskli, ikisi muhtemel ytksek
riskli, Gcu coklu genotip (lUgu de yuksek riskli tip iceren) olarak tiplendirilirken, birinde
tip belirlenememistir. HC2 yonteminde, disuk riskli grupta saptanan tg¢ ornek ve yuksek
riskli grupta saptanan iki 6rnek pirodizilemeye dayali ticari sistem ile muhtemel yiiksek
riskli genotip olarak belirlenmis; HC2 ile disuk riskli grupta saptanan bir 6rnek ise piro-
dizilemede ytiksek riskli genotip olarak tiplendirilmistir. HC2 ile hem yiiksek hem dustik
riskli HPV saptanan bir ornek ise, pirodizilemeye dayal ticari sistemde sadece yiiksek
riskli genotip olarak saptanmistir. Bu farkliliklarin nedeni, HC2’nin muhtemel yiiksek riskli
tipleri belirleyememesi ve/veya yakin tipler arasindaki muhtemel capraz reaksiyonlarla
aciklanabilir. Pirodizilemeye dayali ticari sistem ile genotip tayini yapilabilen 6rnekler ara-
sinda, Eskisehir bolgesinde en ¢ok saptanan tipler sirasiyla; kadinlarda SK’den en ¢ok
sorumlu tutulan tip 16 (%34.1), tip 18 (%9.1) ve tip 90 (%25) olmustur.

HPV genotiplerinin prevalansinin arastirildigi farkh calismalarda, en cok saptanan ge-
notipler tip 16 ve 18 olarak bildirilmistir'>'6. Kulmala ve arkadaslari®>, HPV tespiti icin
HC2 ve genotiplendirme icin RT-PCR testini kullanarak yaptiklari calismada, en yaygin tip
olarak %34.3 ile HPV 16y, ikinci yaygin tip olarak ise %14.3 ile HPV 31'i bildirmislerdir.
Ozalp ve arkadaslarinin17 Eskisehir’de yaptiklari bir calismada, en yaygin tipler sirasiyla;
HPV tip 16, tip 18 ve tip 51 olarak belirlenmistir. Erglinay ve arkadaslari?® da, arastirma-
larinda en sik HPV tip 16’y1 saptamislar, bunu sirasiyla tip 53 ve tip 81’in izledigini ifade
etmislerdir. Ardi¢ ve arkadaslan?’ ise, en cok saptanan HPV tipini, tip 33 olarak bulmuslar,
bunu tip 16 ve tip 31'in izledigini bildirmislerdir. Manisa’da Akcali ve arkadaslarinin®
calismasinda, yine tip 16 en sik rastlanan tip olarak belirlenirken bunu tip 45 ve tip 53 iz-
lemistir. Bizim arastirmamizda da, en ¢ok saptanan tipler arasinda HPV 16 ilk sirayi almis,
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ikinci sirada HPV 90"1n oldugu izlenmistir. HPV tip 90’daki bu yiiksek oran, tipler arasinda
capraz reaksiyon olabilecegini akla getirmektedir.

Birden fazla HPV tipi ile olan enfeksiyonlar yaygin olarak goriilmektedir. Bizim arastir-
mamizda, 152 6rnegin dordiinde (%2.6) birden fazla HPV tipi ile pozitiflik saptanmus,
bunlardan birinin Pap test sonucu ASCUS olarak belirlenmistir. Diinya genelinde 15 bol-
geden yapilan analizlerde, birden fazla HPV tipi ile enfeksiyon oraninin %0.3-11.8 ara-
sinda degistigi belirlenmistir'>. Bazi calismalarda ise, birden fazla HPV tipi ile enfeksiyon
ve klinik durumun ciddiyeti arasinda iliski oldugu bildirilmistir?®. Bu nedenle HPV nedenli
kanserlerin 6nlenmesinde yiiksek riskli tip ve birden fazla tip HPV ile enfeksiyonlarin be-
lirlenerek yakindan takip edilmesinin en dogru yaklasim olacagr agiktir.

Bu arastirmada, Pap yaymasi sonuclari ile molekiler yontemler arasinda kismen uyum-
suzluklar gozlenmistir. HPV enfeksiyonu ile servikal kanser (SK) arasindaki glicli etiyolojik
iliski ve Ulkemizdeki sitopatolog sayisinin yetersizligi goz 6nline alindiginda; riskli has-
talarin atlanmamasi veya gereksiz yere hasta takibi, invazif girisimler, bunun getirecegi
ekonomik maliyet ve kadinlarin yasayacagi psikolojik stres dustintldigiinde, ASCCP ve
FDA'nin da onerileri ile SK taramasinda Pap testine ilave olarak molekiiler bir testin kul-
lanilmasinin gerekliligi cok aciktir. Bilindigi gibi, SK taramalarinda ozellikle yiksek riskli
HPV tiplerinin erken donemde belirlenerek, bu grup kadinlarin yakindan izlenmesi ve/
veya HPV-DNA negatif kadinlarin da istege bagh asityla koruma altina alinmasi; bu has-
talikla savasta klinik ve epidemiyolojik acidan blyik onem tasimaktadir. Sonug olarak,
toplumdaki tim bireyler HPV enfeksiyonu, sonuclari ve korunma yontemleri konusunda
bilinclendirilmeli, asi ve SK taramasi uygun popiilasyonlara, onerilen programlar dogrul-
tusunda en etkin sekilde yapiimahdir.
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