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Giris
SUMMARY
The comparative results of three different real-time PCR GulnlUmuze kadar 200°den fazla insan papillomavirus (HPV)
assays: MY09/11 primers failed to detect multiple infections genotipi tanimlanmis olup bunlarin timi epitelyal dokulara

HPV-DNA testing is widely used worldwide today and it has become | tropizm gosterirler (1). HPV tipleri servikal kanser ile etiyolojik

an important part of cervical cancer screening programs. The aim of ialkilar Al AN i ; ; =
this study is re-evaluating the effectiveness of MY09/11 consensus lligkileri goz ontine alinarak (onkojenik potansiyellerine gore)

primer system, which is one of the most widely used HPV- yUksek riskli ve dlgUk riskli tipler seklinde siniflandiriimaktadir.
DNA tests, by using a different approach. In this study, MY09/11 Dusuk riskli HPV tipleri sigil ve kondilom gibi benign lezyonlara

consensus PCR and two different TagMan-based type-specific PCR | -y acarken, yiiksek riskli tipler serviks kanseri basta olmak
assays were used for investigation of the presence of 17 different " . . . )
HPV types in cervical smear samples. Of the 470 samples, 33.2% lzere gesitli neoplastik lezyonlara neden olabilmektedir (2,3).
(156/470) were HPV-DNA positive by at least one of the three .. . _—
methods and remains were negative by all methods. A total of 220 Dinya genelinde kadinlar arasinda en sik gorilen
different HPV isolates were identified in 149 samples by the type kanserlerden biri olan servikal kanserin asi uygulamalari

specific PCR, while the nine samples were positive by consensus | e tarama testleri ile dnlenebilir olmasi, baslica sitopatolojik

PCR only. A single HPV type was detected in 64.4% (96/149) of . . L
the genotyped samples, and multiple HPV types were detected smear incelemeleri ve HPV-DNA testlerini iceren tarama

in the remaining 35.6% (53/149). MY09/11 PCR failed to detect testlerinin 6nemini arttirmistir (4). HPV enfeksiyonlarinin tanisi
21.2% (33/156) of all HPV-DNA positive samples and the rates of | v jliskili lezyonlarin takibinde (yonetiminde) kullanilan tarama-

false negative results were 18.75% (18/96) and 28.3% (15/53) in tiolendi sntemlerini Kombi Kl | Lo
single and multiple infections, respectively. We conclude that highly iplendirme yontemierinin ve kombine yaklagimiarin seeimini

sensitive type-specific PCR tests may be a useful tool for screening kritik ve karmasik hale getiren gerek ydntemsel gerekse

of cervical cancer. enfeksiyon etkeni virlisiin dogasindan kaynaklanan cesitli
Key Words: HPV, real-time PCR, MY09/11, multiple infection zorluklar bulunmaktadir. Bunlarin en onemlileri gok sayida

farkli HPV tipinin (kirktan fazla) anogenital bolgede enfeksiyon
OZET etkeni olarak saptanabilmesi (2,5) ve viral genomun ayni HPV

Dunya genelinde yaygin olarak kullanilan HPV-DNA testleri tipi iginde bile cok sayida varyasyon gdsterebilmesidir (6).

gunumuzde servikal kanser tarama programlarinin énemli bir Lo L
parcasi haline gelmistir. Bu galismanin temel amaci yaygin olarak Gindmizde Klinik 6rneklerde HPV-DNA veya RNA (HPV E6-

kullanilan HPV-DNA testlerinden biri olan MY09/11 konsensus E7 mRNA) varliginin saptanmasi ve enfeksiyon etkeni genotip

PCR'’in etkinligini farkli bir yaklasimla yeniden degerlendirmektir. veya genotiplerin belirlenmesi igin her biri farkli yaklasim ve
Bu calismada, servikal smear o6rneklerinde MY09/11 PCR ve | | . K da t tiolendi sntemi
TagMan-temelli iki ayri tip spesifik PCR testi ile 17 farkli HPV [ Uygulamalar igeren ¢ok saylda ftani-lipiendirme yontemi

tipinin varligi aragtirildi. Calismaya dahil edilen 470 servikal smear gelistirilmigtir (7). Bu yontemlerin her birinin kendilerine 6zgu
orneginin %33,2'si (156/470) Ug¢ yontemden en az biri ile pozitif | gicli ve zayif yanlar bulunmaktadir. Konsensus PCR testleri

olarak degerlendirilirken, geriye kalan 6rnekler tim yontemler ile dic snteml .. livetli olmal |
negatif olarak degerlendirildi. Tip spesifik PCR testleri ile pozitiflik Iger yontemlere gore uygun mallyetli olmalari ve uygulama

saptanan 149 érnekte 220 farkli HPV izolati identifiye edilirken, kolayliklari ile diinya genelinde yaygin olarak kabul gérmustur.
9 ornek sadece konsensus PCR ile pozitif bulundu. Tiplendirme Bunlardan biri olan MY09/11 konsensus PCR ydntemi L1

analizlerinin basaril olarak yapildigi 6rneklerin %64,4’tinde (96/149) .. . .
tekli enfeksiyon ve %35,6'sinda (53/149) coklu enfeksiyon varigi| 98N Polgesinde yer alan yaklasik 450 bp (base pairs; baz

saptandi. MY09/11 PCR HPV-DNA pozitif érneklerin %21,2’sini Gifti) uzunlugundaki korunmus bir bdlgeyi hedeflemektedir
(33/156) tespit edemezken, tekli ve coklu enfeksiyonlari kagirma (7). Dejenere primerlerin kullanildigi bu yéntemin genital

oranlari sirasiyla %18,75(18/96) ve %28,3(15/53) olarak bulundu. : )
Yiksek duyarliliga sahip tip spesifik PCR testlerinin servikal kanser enfeksiyonlarda etken olarak saptanan 40'dan fazla HPV

taramalari igin gtivenilir araglar olabilecegini diisiinmekteyiz. tipinin varligini saptayabilecegdi 6ngériilmektedir (8). Bununla

beraber, MY09/11 konsensus PCR arastirilan klinik érnekte
Anahtar Kelimeler: HPV, real-time PCR, MY09/11, ¢oklu hangi tip veya tiplerin bulundugunu tanimlayamamaktadir.
enfeksiyon Bu nedenle tarama testi olarak MY09/11 PCR kullanildiginda

pozitif olarak saptanan Orneklerdeki tipleri belirlemek icin
blotlama, ters hibridizasyon, mikroarray hibridizasyon,
lumineks temelli testler ve dizi analizi gibi MY09/11 PCR
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(13,14). HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullaniimak Uzere
gelistirilen tip spesifik PCR testlerinde 6zgln primer ve prob
dizayni i¢in en sik tercih edilen hedef bolgeler L1, E6 ve E7
gen bolgeleridir (13-16). Bu calismanin temel amaci HPV
enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan MY09/11
konsensus PCR’In etkinligini iki ayri tip spesifik PCR testi ile
karsilastirarak fakh bir yaklasimla yeniden degerlendirmek ve
HPV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde kritik 6neme sahip
oldugunu dustindigumiz yontem seciminin dnemine dikkat
cekmektir.

Gereg ve Yontem

Bu calismaya 2010-2012 yillari arasinda HPV-DNA
varligi yoéninden incelenmek Uzere rutin analizler igin
laboratuvarimiza génderilen 470 servikal smear 6rnegi dahil
edildi. Ayni hastaya ait tekrarlayan érnekler ¢calisma kapsamina
alinmadi. Eksfoliye servikal hucreler sivi bazli ticari bir sistem
(BD SurePath™ Pap Test, ABD) ile toplandi ve &rnekler
modifiye Bethesda sistemine gére sitolojik incelemeye tabi
tutuldu (17). DNA izolasyonu standart alkali fenol-kloroform-
izoamil alkol ekstraksiyon yontemi ile yapildi (18).

Konsensus PCR reaksiyonlari: Tim o6rnekler MY09/11
dejenere primerlerinin (MY09: 5’-cgtccmarrggawactgatc-3’,
MY11: 5’-gcmcagggwcataayaatgg-3’) kullanildigi SYBR green
temelli bir real-time PCR metodu ile daha 6nce tanimlanmis
oldugu sekilde test edildi (19). PCR donglleri tamamlandiktan
sonra reaksiyon tupleri 55°C’den 95°C’ye isitilarak (isi artigl
0,1°C/sn olacak sekilde) erime egrisi donglsu uygulandi.
Optimizasyon cgalismalari ile MYQ09/11 primerleri igin pozitif
zirve degeri (melting temperature; Tm) 82+1,5°C olarak
belirlendi ve Tm degeri bu aralikta yer alan 6érnekler HPV-DNA
varligi yoniinden pozitif olarak kabul edildi.

Tip spesifik PCR reaksiyonlari: Tim érnekler konsensus
PCR ile pozitiflik olup olmadigina bakilmaksizin yiksek veya
muhtemel yuksek riskli 15 HPV tipi icin [HPV-16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 58, 59, 66, 68 ve 82] biri L1 ve
digeri E6-E7 gen bolgelerini hedefleyen tip spesifik primer ve
problarin kullanildigi TagMan temelli iki farkli real-time PCR
yontemi ile test edildi. L1 tip spesifik PCR testleri daha énce
tanimladigimiz bir yonteme (14) ve E6-E7 tip spesifik PCR
testleri bir tez calismasi sirasinda tanimladigimiz diger bir
yénteme (20) uygun olarak gerceklestirildi. Her iki yontemin
taradigi tip sayisi yeni dizayn edilen primer ve problar ile
genigletildi. En sik gorulen dusuk riskli tipler olan HPV-6
ve HPV-11 ise sadece L1 gen bdlgesini hedefleyen 6zgln
primerlerin ve ortak bir probun kullanildigi real-time PCR
temelli diger bir yonteme gore her 6rnekte ayrica arastirildi
(14). HPV tiplerine goére degismek uzere L1 tip spesifik
PCR testleri igin uzunluklari 125 ila 178 bp ve EG6-E7 tip
spesifik PCR testleri igcin uzunluklari 90 ila 167 bp arasinda
degisen sekanslari hedefleyen primerler dizayn edildi (Sekil
1). Reaksiyon karisimi 1,25 U hot start taq DNA polimeraz
(Bioron, Almanya), her bir primerden 10 pmol, 2,5 pmol
TagMan prob, 0,2 mM dNTP miks ve 2,5 mM MgCI, icerecek
sekilde hazirlandi. PCR reaksiyonlari bu karisima hedef DNA
iceren Ornek ilavesiyle toplam 25 pl hacimde gergeklestirildi.
Amplifikasyon dongdleri 95°C’de 10 dk 1 déngil (hot-start taq
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DNA polimeraz aktivasyonu igin) ve takiben 95°C’de 15 sn ve
60°C’de 1 dk olmak tzere 40 déngu olarak gergeklestirildi.
Tdm primer ve problar OligoYap 4.0 yazilm programiyla
dizayn edildi (21). Dizilerin 6zgunltkleri internet yardimiyla
GenBank’in BLAST 6zelligi ile kontrol edildi ve MWG-Biotech
(Ebersberg, Almanya) firmasina sentezlettirildi.

HPV genomunun dogrusal gortinimu: Erken (E) ve geg (L) proteinleri kodlayan genler.
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: E6-E7 tip spesifik PCR igin primer-prob dizayn edilen gen bolgesi
I:l : L1 tip spesifik PCR igin primer-prob dizayn edilen gen bolgesi
. : MY09/11 konsensus PCR hedef bélgesi

Sekil 1: L1 ve EB-E7 tip spesifik PCR testleri igin primer-prob dizayni yapilan gen bélgeleri ve
MY09/11 primerleri ile hedeflenen korunmus gen bdlgesi. KB: Kodlanmayan Bélge. (7 nolu
kaynaktan uyarlanmistir).

Tum PCR testlerinde negatif kontrol olarak hedef DNA
icermeyen bir drnek ve pozitif kontrol olarak da laboratuvarimiz
koleksiyonunda bulunan 6&rnekler kullanildi. Yanhs pozitif
sonuglari 6énlemek igin tim testler standart 6énlemler dikkate
alinarak gahsildi. Internal kontrol olarak insan gliseraldehit-
3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) gen golgesini hedefleyen
primerler ve &zgiin bir prob kullanildi (14). internal kontrol
ile pozitifik saptanmayan ornekler calisma disi birakildi.
Tum PCR iglemleri ve analizler ABI PRISM 7500 (Applied
Biosystems, ABD) cihazi ile gergeklestirildi.

Bulgular

Calisma grubu yas ortalamasi 37,6 (8,7), ortanca
degeri 37 ve dagihm araligi 17-72 olan hastalardan
olusmaktadir. Orneklerin  %33,2’si (156/470) calismada
kullanilan U¢ yéntemden en az biri ile HPV-DNA pozitif olarak
tanimlanirken, %66,8’i (314/470) her lg yontem ile de negatif
olarak degerlendirildi. Yontemlerinden en az biri ile HPV-
DNA saptanan 6rnekler “pozitif’ ve her U¢ ydntem ile negatif
bulunan drnekler “negatif’ olarak kabul edilmek kosulu ile
MY09/11 PCR ve L1 tip spesifik PCR’in goreceli duyarliliklari
sirasl ile %78,8 (123/156) ve %95,5 (149/156) olarak bulundu.
Bu ¢alismada kullanilan E6-E7 tip spesifik PCR yéntemi HPV-
6 ve HPV-11'e yodnelik primer-prob icermediginden dolayi,
dusuk riskli bu tipler hari¢ tutulmak Gzere galisma kapsamina
dahil edilen diger 15 HPV tipi icin L1 tip spesifik PCR’In
HPV-DNA pozitif olarak tanimladigi tim 6rnekler E6-E7 tip
spesifik PCR ile de pozitif olarak bulundu. Ayni sekilde L1
tip spesifik PCR ile negatif olarak tanimlanan tim 6rnekler
E6-E7 tip spesifik PCR ile de negatif olarak degerlendirildi
(kappa degeri: 1,000). Bununla beraber, L1 tip spesifik PCR
coklu enfeksiyonlarin birinde etken tiplerden birini (HPV-39)
saptayamazken, yine iki ayri ¢oklu enfeksiyonda E6-E7 tip
spesifik PCR etken tiplerden birer tanesini (birinde HPV-52 ve
digerinde HPV-59) saptayamamistir (Tablo ).

MY09/11 PCR yontemi HPV pozitif érneklerin %21,2’sinde
(33/156) HPV-DNA varligini tespit edemezken, ¢oklu ve tekli

Sahiner ve ark.



enfeksiyonlari kagirma oranlar sirasiyla %28,3 (15/53) ve
%18,8 (18/96) olarak bulundu. Orneklerin %4,5’inde (7/156)
ise sadece MY09/11 PCR ile HPV-DNA varligi saptandi ve
tiplendirme yapilamadi. Tiplendirme analizlerinin basarili
olarak yapildigi HPV pozitif 149 6rnegin %64,4’tinde (96/149)
tekli enfeksiyon ve %35,6'sinda (53/149) coklu enfeksiyon
varligi saptandi ve L1 ve E6-E7 tip spesifik PCR yontemleri
ile toplamda 220 farkh HPV izolati genotip diizeyinde
tanimland. Tip spesifik PCR yontemleri ile tanimlanan tiplerin
bir havuzda toplanmasi ile elde edilen genotip dagihmi yanda
gosterilmistir (Sekil 2). Es zamanl olarak birlikte saptanan
tipler (ko-enfeksiyon paternleri) ve bu tip birlikteliklerinin her
iki tip spesifik PCR yontemi ile pozitif olarak saptanma durumu
(sayisi) ise asagida Tablo I'de ayrintili olarak gdsterilmistir.
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Sekil 2. Tip spesifik PCR testleri ile tanimlanan HPV genotiplerinin sayisal dagilimi.

Tablo I: Smear 6rneklerinde tip spesifik PCR ile saptanan HPV tipleri ve ko-enfeksiyon paternleri

Tekli enfeksiyonlar

Coklu enfeksiyonlar (53)

Tip 16, 18, 45 (1)
Tip 16, 31, 33 (1)

Tip 18, 52, 68 (1)

Tip 31, 52, 58 (1)

Tip 35, 66, 82 (1)

Tip 39**, 52, 58 (1)

Tip 51, 59, 82 (1)

Tip 16, 39, 45, 59*** (1)
Tip 16, 18, 52, 53, 58 (1)

(96) HR-HPV/HR-HPV*  HR-HPV/LR-HPV LR-HPV/LR-HPV
Tip 6 (7) Tip 16, 18 (1) Tip 6, 35 (1) Tip 6, 11 (5)
Tip 11 (9) Tip 16, 33 (2) Tip 6, 52 (1)
Tip 16 (35) Tip 16, 35 (2) Tip 6, 58 (1)
Tip 18 (2) Tip 16, 39 (2) Tip 6, 82 (1)
Tip 31 (4) Tip 16, 51 (3) Tip 11, 16 (3)
Tip 33 (1) Tip 16, 66 (2) Tip 11, 39 (1)
Tip 35 (2) Tip 16, 82 (2) Tip 11, 68 (1)
Tip 39 (4) Tip 18, 31 (1) Tip 6, 11, 53 (1)
Tip 51 (5) Tip 18, 35 (1) Tip 6, 16, 35 (1)
Tip 52 (9) Tip 18,52 (1)  Tip 6, 16, 52** (1)
Tip 53 (3) Tip 18, 58 (1) Tip 6, 51, 82 (1)
Tip 58 (4) Tip 31, 58 (1) Tip 11, 16, 82 (1)
Tip 66 (3) Tip 35, 59 (1) Tip 11, 39, 68 (1)
Tip 68 (4) Tip 39, 68 (1)
Tip 82 (4) Tip 45, 52 (1)
Tip 45, 68 (1)
Tip 53, 66 (1)

Parantez icerisinde gosterilen rakamlar 6rnek sayisini ifade etmektedir. *Muhtemel yiksek riskli HPV tipleri HR-HPV tipleri ile
beraber gosterilmistir. **L1 tip spesifik PCR ile saptanamamistir. *** E6-E7 tip spesifik PCR ile saptanamamistir.
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Calismaya dahil edilen tim 6rneklerde %21,9 (103/470)
olarak bulunan sitolojik atipi goriilme orani, HPV-DNA pozitif
orneklerde %52,6 (82/156) ve HPV-DNA negatif drneklerde
%6,7 (21/314) olarak belirlendi. Tiplendirme yapilan HPV-DNA
pozitif 149 6rnek baz alindijinda ise anormal sitoloji gériiime
orani tekli ve ¢oklu enfeksiyonlarda sirasiyla %46,9 (45/96)
ve %69,8 (37/53) olarak bulundu. MY09/11 PCR ile kagirilan
33 ornegin alindigi hastalara endoservikal biyopsi uygulanma
durumu retrospektif olarak arastinildi ve supheli servikal
lezyonlari olan 16 hastaya biyopsi yapildigi belirlendi. Bu
hastalara ait biyopsilerin 3'inin normal, 2’sinin kondilomat6z
lezyon ve 171’inin servikal intraepitelyal lezyon (3’ CIN-1,
6’s1 CIN-2 ve 2’si CIN3 olmak uzere) olarak degerlendirildigi
belirlendi.

Tartisma

Glnumuzde ilk olarak klinik drneklerde tek reaksiyonda
en fazla HPV tipini amplifiye edebilecek sekilde tasarlanan
konsensus primerler ile (MY09/11, GP5+/6+, PGMY09/11
ve SPF-10 gibi) genel bir tarama yapilmasi ve sonrasinda
bu testlerle pozitiflik saptanan 6rneklerde spesifik tip tayini
yapabilen ydntemlere basvurulmasi maliyet ve is-glclni
azaltmak igin sik basvurulan bir yaklasim olmustur (8). Ancak
bu yaklasimin asI veya takip ¢alismalarinda énemli sonuglar
doguracak olan verilerin atlanmasina neden olabilecegi
unutulmamalidir. HPV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde sik
kullanilan bir ydntem olan MY09/11 PCR’in gesitli galismalarla
ortaya konan dislk duyarliik problemi bahsi gegen
olumsuz sonuglara neden olabilecek 6nemli bir dezavantaj
olarak goOzikmektedir (9,13,14). Calismamiz sonugclari
bilinen dusuk duyarliik problemini desteklemekle beraber
coklu enfeksiyonlarda MY09/11 konsensus PCR’in yanlis
negatiflik oraninin beklenenden daha yiiksek olabilecegini
gOstermektedir.

Bazi calismalarda MY09/11 PCR’In  ¢oklu HPV
enfeksiyonlarini kagirdigina dair veriler yer almakla birlikte bu
konu ¢ok fazla tartigiimamistir. Ornegin, 16 onkojenik HPV tipini
saptayacak sekilde tasarlanan bir tip spesifik PCR yonteminin
MY09/11 konsensus PCR ile karsilastirildigi genis kapsamli
bir calismada MY09/11 PCR’in ikili enfeksiyonlarin %5,4’lUn{
ve Ucli enfeksiyonlarin %1,36’sin1  kacirdidi bildirilmistir
(13). Bahsi gegen calismada coklu enfeksiyon orani bizim
calismamiza gore belirgin olarak dustk oldugundan dolayi
(%12,0’ye karsin %35,6), bu calismada MY09/11 PCR’in ¢oklu
enfeksiyonlari kacirma orani bizim verilerimize gére daha
distk bulunmus olabilir. Bunun diginda, iki ayri konsensus
PCR yonteminin (MY09/11 ve GP5+/6+) karsilastiriidigi ve
coklu enfeksiyon oraninin %29,4 olarak bulundugu diger bir
calismada MY09/11 PCR’in ¢oklu enfeksiyonlarin %10’unu
(3/30) saptayamadigi bildirilmistir (22). Bu calismada kullanilan
her iki yontemin de duyarliligi goreceli olarak dusuk konsensus
PCR testleri olmasi ve ¢alisma grubunun kiigikligu nedeniyle
bu galismanin verileri MY-09/11 PCR'’in ¢oklu enfeksiyonlari
saptama etkinligini ortaya koymak icin yetersiz olabilir, ancak bu
calismanin verileri goklu enfeksiyonlarin dnemli bir boliminiin
MY-09/11 PCR ile kacirildigini gostermesi bakimindan
degerlidir. Uglincii bir érnek olarak verebilecegimiz ve yine iki
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ayri konsensus primer sisteminin (MY09/11 ve PGMY09/11)
karsilastirildigi bir galismada MY09/11 PCR yontemi ile hem
coklu enfeksiyon orani daha diislik olarak bulunmus (%33,8’e
karsin %40), hem de PGMY09/11 ile pozitiflik saptanan lg¢
coklu enfeksiyon (HPV-42 ve 51; HPV-31, 54 ve 66; HPV-6,
33 ve 45) MY09/11 PCR ile negatif olarak degerlendirilmistir
(9). Farkli orneklerle c¢ogaltilabilecek bu veriler MY09/11
primerlerinin  ¢oklu enfeksiyonlari  kagirdidi  yonindeki
bulgularimizi desteklemektedir.

MY09/11 primerleri dizayn edildigi zaman HPV tiplerinden
sadece HPV-6, 11, 16, 18 ve 33 biliniyordu ve sistem 6ncelikle
bu bes turl saptayacak sekilde tasarlanmigtir. Diger tiplerde
gorilebilecek primer-hedef yanlis eslesmelerinin MY09/11
PCR’in duyarlihginda azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir
(13,23). Ancak, yukaridaki ugtinct 6érnek daha ayrintili olarak
incelendiginde HPV tip 6, 33 ve 45'i iceren bir enfeksiyonun
MY09/11 PCR tarafindan kagirilmasi, yiksek derecede baz
uyumlulugu olan tiplerin dahi ¢oklu enfeksiyonun bir parcasi
olduklarinda yanhs negatif olarak degerlendirilebilecegini
gOstermektedir (9). MY09/11 primer sistemi teorik olarak
genital orneklerde en fazla sayida HPV tipini saptayabilecek
sekilde tasarlanmigtir ve her ayri lot numaral seride
konsantrasyonlari kesin olarak belli olmayan 24 farkh primer
sekansi bulunmaktadir. Bu durum PCR reaksiyonunu tek
basina zaten karmasiklastirmaktadir. Bir klinik érnekte kopya
sayilari degisken c¢ok sayida farkli HPV tipinin bulunmasi
durumunda ise reaksiyonun daha da karmasik bir hal
alacagini ve farkl tiplere ait paralel ylrtiiyen DNA sentezlerinin
reaksiyon karisiminda bulunan temel bilesenlerin tikenmesine
ve reaksiyon dinamiklerinin bozulmasina neden olarak PCR
verimliligini olumsuz olarak etkileyecegini diustnmekteyiz.
Farkli turlerden mikrobiyal etkenlerin arastirildigi bir multipleks
PCR reaksiyonunun aksine, identik olmamakla beraber genom
dizileri birbirine yuksek oranda benzeyen farkli HPV tiplerinin
varliginda reaksiyonun hangi primer cifti (diger bir ifade ile
hangi tip) Uzerinden devam edecegi karmagiktir. Ayrica boylesi
bir durumda her denatlrasyon basamagi sonrasi primerlerin
farkli tirlere ait hedef sekanslara nonspesifik baglanmalarinin
neden oldugu amplifikasyon inhibisyonu da ©nemli bir
olasilik olarak gdzikmektedir. MY09/11 ve PGMY09/11 PCR
amplikonlarinin tiplendirildigi bir caismada MY09/11 PCR’da
reaksiyonun bazi tipler Ulzerinden baskin olarak devam
etmesinin mevcut diger tip/tiplerin kaciriimasina yol actigi ve
saptanan tip sayisinin ve buna paralel olarak ¢oklu enfeksiyon
oraninin oldugundan daha dusuk bulunmasina yol actigi
gOsterilmistir (9). Bu nedenle, distk duyarliliga sahip olmasi
nedeniyle MY09/11 PCR HPV pozitif 6érnekleri kacirdigi gibi,
MY09/11 PCR amplikonlari Uzerinden tiplendirme yapan tani
yontemlerinin bazi tipleri kagirabilecedi de dikkate alinmasi
gereken bir diger dnemli noktadir (10).

MY09/11 PCR duyarhliginin distk olmasinin muhtemel
bir sebebi de amplikon uzunlugunun goéreceli olarak blylk
(yaklasik 450 bp) olmasidir (13). Amplikon bulyGklGganin
artmasi PCR reaksiyonunun verimliligini azaltabildigi gibi,
yuksek riskli HPV tipleri insan genomuna entegre olabildigi icin
hedeflenen sekansin uzunlugu arttikga butiinligd bozulmus
hedef varligi olasiligi da artmaktadir. Bu olasiligi azaltmak
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amaciyla galismamizda L1 ve E6-E7 tip spesifik PCR testleri
icin 90-178 bp uzunlugundaki 6zgiin sekanslari hedefleyen
primerler dizayn edilerek kullanilimistir.

Tip spesifik PCR testleri ile HPV-DNA varliginin arastirildigi
¢alismalarda tipe 6zgu primer dizayni i¢in genellikle L1 ve E6-
E7 gen bolgeleri tercih edilmektedir (13-16). Bazi ¢galismalarda
L1 gen bdlgesinin entegrasyon nedeniyle parcalanabilecegi
ve E6-E7 gen bdlgelerinin her zaman intakt olmasi ve sekans
varyasyonlarinin daha az siklikta gorulmesi nedeniyle primer
dizayni i¢in avantajli olabilecegi 6ne surulmustir (13,24). Her
iki gen bolgesini hedefleyen konsensus PCR testlerini birbiri
ile (22,25) ve L1 konsensus primerlerini E6-E7 tip spesifik
PCR testleri ile (13,26-28) karsilastiran calismalar bulunmakla
birlikte, bu makalenin yazim asamasinda yaptigimiz literatlr
incelemelerinde L1 ve E6-E7 gen bdlgelerinin tip spesifik
primer dizayni icin tercih edilebilirliklerini ortaya koymak i¢in bu
bdlgeleri hedefleyen primerleri dogrudan birbiri ile karsilastiran
bir calismaya rastlanmamistir. Calismamizda her iki gen
bdlgesini hedefleyen iki ayri tip spesifik PCR testi ile benzer
ve Kkarsilastirilabilir sonuglar elde edilmistir. Laboratuvar
tecriibelerimize ve bu ¢alismanin verilerine dayanarak uygun
primer dizayni yapildigi takdirde her iki gen boélgesinin de HPV
tip spesifik primer ve prob dizayni i¢in tercih edilebilir oldugunu
distinmekteyiz.

Universite 6grencileri (izerinde yapilan prospektif bir
galismada, HPV enfeksiyonunu takiben 12 aydan sonra
kadinlarin yaklasik %70’'inde tespit edilebilir dizeylerde
HPV-DNA saptanamadigi ve 18 aydan sonra enfeksiyonlarin
%80’in Uzerinde temizlendigi gosterilmistir (29). HPV
enfeksiyonlarinin biyuk ¢ogunlugunun patolojik degisikliklere
neden olmadan temizlendigi genis kapsaml epidemiyolojik
galismalarla da ortaya konmustur (30,31). Tirkiye'deki HPV
tip dagihmini gosteren kapsamli arastirmalardan biri olan
calismamizda anormal sitoloji gorilme oraninin  yiksek
olarak bulunmasinin bir nedeni c¢alisma grubunun rutin
tarama yaptiran kadinlar ile beraber semptomatik hastalari
da icermesidir. Cesitli galismalarda ¢oklu tip varliginin sitolojik
atipi gérulme oranindaki artis ile iligkili oldugu bildirilmistir
(14,32). Cahismamizda sitolojik atipi goérilme orani HPV-
DNA pozitif érneklerde HPV negatif érneklere gore (%52,6
ve %6,7) ve ¢oklu enfeksiyonlarda tekli enfeksiyonlara gére
(%69,8 ve %46,9) daha ylksek oranda bulunmustur. MY09/11
PCR yonteminin CIN-2 ve CIN-3 lezyonlarinin goérildigu
enfeksiyonlar da dahil olmak Uzere sitolojik atipi gorilme
oraninin daha yuksek oldugu ¢oklu enfeksiyonlarin énemli bir
boélimuni kagirdigini gosteren calisma bulgularimiz disik
duyarlihga sahip bir yontemin servikal kanser ile iliskili bir
enfeksiyon igin tarama testi olarak tercih edilmesi durumunda
kargilagilacak olumsuz klinik sonuclarin 6nemini acgikca
gOstermektedir.

Sonug olarak, yiksek duyarliiga sahip olmalari yaninda
genotip dizeyinde tanimlama yaparak HPV enfeksiyonlarinin
izlenmesine (persistansin gosterilmesi, yeni veya tekrarlayan
enfeksiyon ayiriminin yapilmasi) ve kanserdz transformasyon
riskinin belirlenmesine olanak saglamalari nedeniyle tip
spesifik real-time PCR testlerinin HPV enfeksiyonlarinin tani

ve takibinde hasta bazinda daha degerli ve gtvenilir sonuglar
verecegini disinmekteyiz.
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