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OZET

Bu calismada gebelik, infertilite, genital papillom ve cesitli sikayetler ile Kadin Dogum poliklinigine basvuran hastalarda servikal siiriin-
tiiden ve papillom olan grupta ise biyopsi materyalinden Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Human Papillomavirus arastirilmasi ve
pozitif bulunan hastalarda ayn1 yontem ile tip tayini yapilmasi amaglanmugtir.

Calismamiza , 92 gebe, 59 infertil, 16 genital papillomlu, 313 cesitli sikayetleri olan toplam 480 hasta ve hig bir sikayeti ve fizik muayene
bulgusu olmayan 104 kadin kontrol grubu olarak dahil edilmistir. Orneklere MY09, MY11 primerleri kullanilarak in-house PCR ve tip 16
ve 18in tayin edilebilmesi i¢in dzgiin primerler kullanilarak ikinci tur PCR yapilmistir.

Gebelerin %3 (3/92)'tinde HPV' ye rastlanirken, infertil hastalarin %12 (7/59)'in de, biyopsi 6rneklerinin %25 (4/16) 'iin de, ¢esitli sika-
yetlerle bagvuran hastalarin ise %11 (34/313)'in de HPV'ye rastlanmistir. Pozitiflik oraninin bu gruplarda kontrol grubundan anlaml de-
recede daha yiiksek oldugu saptanmistir Pozitif rneklere yapilan tip tayini sonucunda gebe ve infertil hastalarda tip 16, 18 ve 16-18 ha-
rici tipler, biyopsi drneklerinde ve diger hasta grubunda tip16,18 ve 16-18 harici tiplere rastlanmistir. Kontrol grubunda ise bir pozitif bu-
lunmustur, tip 18 olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: HPV, PCR, genotip, gebelik, infertilite.
SUMMARY
Screening and Genotyping of Human Papillomavirus by PCR from Cervical Biopsies and Smears in Different Patient Groups

The aim of this study was to investigate the presence of HPV from the cervical smears of patients admitted to Obstetrics and Gynecology
Clinic, due to pregnancy, infertility or other gynecologic complaints and from the biopsies of patients with genital papilloma by PCR met-
hod and type detection in HPV positive patients.

Ninety-two pregnant women, 59 infertile women, 16 women with genital papillomas, 313 women with other gynecologic complaints and
104 women with no complaints and physical findings as a control group (totally 480 patients) were included in our study. By using MY09
and MY11 primers an in house PCR was performed and HPV positive samples were typed by using by type-specific primers.

Three percent (3/92) of pregnant women, 12 % (7/59) of infertile patients, 25 % (4/16) of biopsy specimens and 11% (34/313) of women
with other complaints were found to be positive for HPV. The HPV positivity rates in these groups was significantly higher than that of con-
trol groups. Types 16 and 18 were found to be predominant both in pregnant in infertile groups as well as in patients with genital papillo-
mas.

Key Words: HPV,PCR, genotype, pregnancy, infertility.

Human Papillomavirus (HPV) genital infeksiyonlar nital sistem HPV infeksiyonunun alt genital sistem
yaygm olup, virus geng, seksiiel aktif insanlarda ve malignensileri, 6zellikle servikal kanserle iligkisi
¢ogunlukla asemptomatik olarak bulunmaktadir. Ge- saptanmustir (1). Yiiksek riskli HPV tipleri (6zellikle

tip 16 ve 18) ile infekte olan kisilerde viral yiikiin
lletsim : Gillendam Bozday1, fazla ve bulagin da hizli oldugu saptanmistir. Tip 16
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ve 18, yliksek derecede intraepitelial neoplasi ve in-
vazif kansere yol agmaktadir (2). Vulva kanserlerinin
%50 ‘sinde HPV' un etken oldugu ve ozellikle de tip
16’nin rol aldigi ileri siiriilmiistiir (3). Molekiiler
yontemlerin gelismesi ile in vitro liretilemeyen ve
giivenilir bir serolojik testi olmayan HPV' nin tanisi
kolaylasmistir. Molekiiler yontemlerden polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile hem viriis tanimlanabil-
mekte, hem de pozitif bulunan Srneklerden genotip
tayini yapilabilmektedir (4).

Bu calismanin amaci laboratuvarimiza bagvuran
farkli hasta gruplarinda (gebe, infertil, gesitli sikayet-
leri olan) servikal biyopsi ve siirlintii 6rneklerinde
molekiiler yontemlerden PCR ile genital HPV varli-
g1nin saptanmasi ve virus saptanan olgulara tip tayi-
ninin yapilmasidir.

GEREC VE YONTEM

Ornekler. Calismamiza, hastanemiz Kadin Hastalik-
lar1 ve Dogum Klinigine bagvuran, 92' si gebe, 59" u
infertil, 16' s1 genital papillomlu ve 313 cesitli sika-
yetleri (vajinal akinti, agri, adet diizensizligi) olan
hasta gruplar1 dahil edilmistir. Calismaya alinan in-
fertil grup, en az bir yildir diizenli cinsel iligkiye rag-
men gebe kalamadig1 i¢in bagvuran primer ve sekon-
der infertilite olgularindan seg¢ilmistir.

Kontrol grubu olarak hig bir sikayeti ve muayene bul-
gusu olmayan 104 kadin alinmistir. Hastalardan ali-
nan servikal siirtintii ve biyopsi ornekleri fosfat tam-
ponlu tuzlu su (FTTS) igerisinde laboratuvara ulasti-
rilmustir.

Hastalar yapilacak islem hakkinda bilgilendirilmis ve
izinleri alinmistir. Caligma tamamlandiginda test so-
nuglart hastalara iletilmig ve dosyalarina kaydedil-
mistir.

DNA saflagtirilmasi. Ornekler FTTS igerisinden
alindiktan sonra 0.1mg/ml proteinaz K iceren lizis so-
liisyonu (20mM Tris-HCI, 10mM EDTA, %0.1 SDS)
icinde 1 saat 60°C’de, takiben 1 giin 37°C’de bekle-
tilmistir. Fenol-kloroform-izoamilalkol ile DNA saf-
lastirilmas: yapilmigtir (5). Ardindan 3M sodyum ase-
tat igeren saf etanol eklenip -20°C’de bir gece bekle-
tilerek c¢oktiirme islemi gergeklestirilmistir. Ertesi
giin ornekler bu kez %70’lik etilalkol ile muamele
edilmis, kurutulmus ve siispanse edilmistir. Siispanse
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edilen 6rnekler caligma zamanina kadar -20°C’de sak-
lanmugtir.

DNA’nin ¢ogaltilmasi. Bu ¢aligmada kullanilan pri-
merler ¢cok sayida HPV genotipi i¢in ortak olan genel
primerlerdir. HPV genomunun L1 (major viral kapsid
proteini yapimiyla gorevli) bolgesinden secilmistir.
Primerler Tib Mol-biol (Berlin, Almanya)’de sentez
ettirilmistir. HPV primer seti olarak MY09/11 (§'
CGTCCMARRGGAWACTGATC 3' ve 5
GCMCAGGGWCATAAYAATGG 3') primer dizi-
leri kullanilmig ve 450 bp uzunlugunda segmentleri
cogaltilmustir (6). Her cogaltma islemi sirasinda mut-
laka bir DNA icermeyen negatif kontrol ve DNA ice-
ren pozitif kontrol ilave edilmistir. Cogaltma islemi
icin 4 mM MgCl12, 50 mM KCI2, 10mM Tris HCI (pH
9) icinde her dNTP’den 100 mM (dATP, dCTP,
dGTP ve dTTP), her primerden 100 pmol ve liinite
Taq DNA polimeraz enzimi (DNA mp Itd., Hants,
UK) igeren 45 ml olarak hazirlanan karisim icerisine
saflastirilmis 5 ml DNA eklenerek gerceklestirilmis-
tir. Cihaz olarak MJ Research thermalcycler (USA)
kullanilmistir. Thermalcycler; denatiirasyon icin
94°C’de 5 dakika, takiben 94°C’de 20 saniye,
55°C’de 45 saniye, 72 °C’de 1 dakika 35 dongii ve en
son 72°C’de 7 dakika olacak sekilde programlanmis-
tir. Cogaltilan {irtinlerden 7.5ml, 2.5ml jel yiikleme
soliisyonu ile birlikte, etidyum bromid iceren
9%1.5’1uk agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV transi-
luminator altinda HPV i¢in 450 bp biiylikliigiine denk
gelen bant aranmigtir (7).

HPV tip tayini. HPV 16 primer seti ic¢in
MY09/MY 14 (sens 5’-CGTCCMARRGGAWACT-
GATC-3’ ve antisens 5’CATACACCTCCAGCACC-
TAA-3’) ve HPV 18 primer seti icin MY11 ve WD74
(sens 5’-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3’ ve an-
tisens 5’GGATGCTGCACCGGCTGA) kullanilmisg-
tir (6,7). Cogalttigimiz genel HPV iiriiniinden 5Sml ali-
nip, HPV 16 ve 18 primer seti iceren 95ml ’lik reaksi-
yon karisimina aktarilarak ¢cogaltma islemi gercekles-
tirilmigtir. Primer setleri haricindeki diger karisimlar
ve thermal cycler programi yukarida kullandigimiz
sekildedir. Cogaltilan iiriinler etidyum bromid iceren
%1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra UV transi-
luminatdr altinda HPV16 icin 110 bp, HPV 18 i¢in 140
bp biiyiikliigiine denk gelen bantlar aranmustir.

Istatistik. Ki kare testi uygulanmustir.
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BULGULAR

Gebelerin %3 (3/92)' iinde, infertil hastalarin %12
(7/59)' sinde, biyopsi Orneklerinin %25 (4/16)'inde,
cesitli sikayetler ile bagvuran hastalarin ise %11
(34/313)' inde HPV bulunmustur.

Pozitif 6rneklere yapilan tip tayini sonucunda gebe-
lerin biri tip 18, diger ikisi 16, infertil hastalarin be-
si tip 18, ikisi ise 16 ve 18 harici tip, biyopsi 6rnek-
lerinin ikisin de tip 18, birinde tip 16 ve birinde 16
ve 18 harici tip, ¢esitli sikayetlerle bagvuran hastala-
rin ise 13'tin de tip 16, 9'unda tip 18 ve 11'in de ise
16 ve 18 harici tip tesbit edilmigtir.

Kontrol grubumuzda ise %1 (1/104) hastada virus
pozitifligine rastlanmig ve bu hasta tip 18 olarak bu-
lunmugtur. Hastalarin HPV ve tip dagilimlar1 Tablo
1' de gosterilmistir.

Tablo 1. HPV pozitif olgularda tip dagilim1

HPV pozitif Olgular
HPV tip 16 HPV tip 18 Tip 16-18 harici
Gebe
2 (%2 1 (%1
(0:92) (%2) (%1)
infertil
5 (%8.5 2 (%4
(n:59) (%8.5) (%4)
Genital papillom 1 (%6) 2 (%12) 1 (%6)
(n:16)
Diger
13 (%4 9 (%3 12 (%3.5
m:313) (%4) (%3) (%3.5)
T‘?plam 16 (%3.3) 17(%3.4) 15 (%3.3)
@itiflar kendi iclerinde istatistiki olarak degerlendi-

rildiklerinde anlamlt bir fark bulunmustur. Bu farki
yaratan gebe grubudur (p=0.026). Kontrol grubu ile
gruplar arasinda ise gebeler harig, istatistiki olarak an-
laml1 fark bulunmustur (p=0.007).

TARTISMA

Human Papillomavirus tiplerinin tiimii kadinda ve er-
kekte alt genital sistemde skuamoz hiicreli kotii huylu
ve/veya iyi huylu neoplazilere neden olmaktadir. Bu
iliski bir ¢cok molekiiler, deneysel, epidemiyolojik,
morfolojik ve klinik verilerle gosterilmistir (8). Son za-
manlarda ozellikle kiiltiirii yapilamayan mikroorganiz-
malar i¢in PCR altin standart olma yolunda ilerlemek-
tedir. HPV tanisi icinde PCR teknolojisinin duyarlilig
oldukca yiiksektir (9).

Calismamizda gebelerin %3'iin de HPV pozitifligine

rastlanmigtir. Ancak bu konuda yapilan yurtdisindaki
cok sayida calismada gebelerde hormonal denge ve
immun sistemle ilgili degisikliklerden dolayr HPV g6-
riilme oranmin o6zellikle de kanserojen tiplerinin go-
riilme oraninin arttig1 gosterilmistir (10-13). Bizim ¢a-
lismamizda gebelerde yiiksek riskli grubu ; bir gebede
tip 18, iki gebede tip 16 olmak iizere tesbit edilmistir.
Maternal infeksiyonda lezyonlar vulva'da olmadigi
stirece ¢cogunlukla asemptomatik oldugundan tani ve
tedavi yeterince yapilamamaktadir (11). Gebelikte
HPV infeksiyonu, gebelik esnasinda genital lezyonun
hizla genislemesi ve mekanik obstriiksiyon yaratmasi,
genelikle servikal intraepitelial neoplazi (CIN) ile bir-
likte olmasi, perinatal bulas sonucu juvenil laringeal
papillomun gelismesi nedeni ile olduk¢a Onemlidir
(14,15). Jiivenil laringeal papillom infant ve geng co-
cuklarda larinksin en sik neoplazmlarindandir. Do-
gumdan sonraki 6. ay itibari ile lezyonlar olusmaya
baslamakta ve 5 yas civarinda genital papillom hika-
yesi olan kadinlarin ¢cocuklarinin %50' sinde laringeal
papillom gelismektedir (16,17). Bizim sonucumuz
kontrol grubu ile yakin bir oranda bulunmustur. An-
cak kendi kontrol grubumuzdan %?2' lik bir oranda ar-
tig goriilmiistiir. Gebe kadmlarda gebe olmayanlara
gore yiiksek riskli HPV infeksiyonu goriilme olasiligi-
nin daha fazla oldugu bilinmektedir (10). Gebelerle il-
gili bu konuda iilkemizde her hangi bir ¢alisma bulun-
mamaktadir. Ancak yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda
yiiksek riskli HPV' yi Armbruster-Moraes ve ark. (10)
%48, Schneider ve ark. (14) %28, Fife ve ark. (18)
%35.6, Roda Husman ve ark (19) %?3.1 olarak bul-
muglardir. Calismacilar ¢ok farkli oranlarda sonuglar
elde etmislerdir. Ancak ¢alismacilardan biri ile benzer
sonuglar elde edilmistir (19). Farkli bulunan diger so-
nuclardan ozellikle Armbruster-Moraes ve ark. (10)
'min sonucu ortalamanin ¢ok iizerindedir. Arastirmact
bunun nedeni olarak Brezilya'da hijyenik sartlara
uyulmamasini ve ¢ok partnerli cinsel hayat olmasina
baglamaktadir . Bizim ise iilkemizde evlilik kurumu-
nun diizenli olmasi ve tek egliligin halen ¢ogunlugu
olusturmasindan dolay1 buldugumuz oranin kontrol
grubumuza yakin olmasi bekledigimiz bir sonugtur.

Calismamizda infertil hastalar ve ¢esitli jinekolojik
sikayetlerle (kanama, agr1, akint1 vs.) bagvuran hasta-
lar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark buluna-
mamustir (p=0.07). Infertil hastalarm %12 (7/59)'iin
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de, cesitli sikayetlerle bagvuran hastalarin ise %11
(34/313)'tin de viriis'e rastlanmigtir. Yapilan ¢alisma-
larda, infertil ve servikal lezyonu olan ancak servi-
kovajinal sitolojik bulgular1 negatif olan kadinlarda
HPV' ye spesifik tedavi yapildiktan sonra spontan ge-
belik gergeklestigi goriilmiigtiir. Erkek infertilitesi ile
ilgili yapilan calismalarda ise HPV'nin sperm motili-
tesini olumsuz yonde etkiledigi tesbit edilmistir (20-
22). Buldugumuz oranlar kontrol grubu ve gebelere
oranla oldukga yiiksek degerlerdedir. Ulkemizde in-
fertilite ile ilgili yapilan herhangibir caligma bulun-
mamaktadir. Bu yiizden iilkemizdeki infertil hastalar-
da HPV pozitiflik orant hakkinda yorum yapama-
maktayiz. Ancak bizim hasta grubumuzda infertilite
nedeni olacak etkenler ekarte edilmis oldugundan ve
HPV PCR pozitiflik oranin1 kontrol grubuna oranla
yiiksek olarak buldugumuzdan kendi infertil hasta
grubumuzda da etken olabilecegini diisiinmekteyiz .

Cesitli sikayetler ile bagvuran hastalar bakteriyel in-
feksiyonlar agisindan Kiiltiir yontemi, Chlamydia In-
feksiyonu acisindan PCR yontemi kullanilarak ince-
lenmigstir. Herhangi bir patolojik etken iiretilememig
ve PCR sonucu da tiim hastalarda negatif olarak bu-
lunmugtur. Mikolojik incelemeler sonucunda %28
(32/115) hastada Candida albicans iiremistir. Ancak
bu hastalarin HPV PCR' lar1 negatif olup klinisyen
acisindan da HPV ile uyumlu herhangi bir bulguya
rastlanmamistir. Bu yiizden Infeksiyon ajanlarmin
PCR' 1 inhibe edici etkisi goz ard1 edilmistir. Inferti-
lite ve herhangi bir etken gosterilemeyen cesitli ser-
vikal lezyonlarin arkasinda cogunlukla Infeksiyon
ajanlarinin rol aldigina dair calismalar mevcut olup
bu iki grupta HPV pozitifligini yiiksek oranda bulma-
miz1 bu sekilde agiklayabiliriz. Ulkemizde yapilan
bir diger calismada ¢esitli sikayetler ile klinige bas-
vuran hastalarin farkli bir yontem (Hybride capture)
ile HPV PCR pozitifligini Gokahmetoglu ve ark. ( 23
)%]11 (11/100) olarak bulmusglardir . Bizim sonucu-
muzda yapilan bu ¢alismalar ile uyumlu bulunmus-
tur.

Bu calismada biyopsi orneklerinde HPV pozitiflik
oran1 %25 'lere ¢ikmistir. Ancak bu oran beklenenin
altinda ve istatistiki bir anlam tasimamaktadir. Has-
talarin patoloji sonuglari incelendiginde sadece PCR
ile pozitif bulunan orneklerin patoloji raporunun
HPV ile uyumlu lezyon olarak geldigi goriilmiistiir.
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Sonugta biyopsi alinan lezyonlarin HPV 'ye ait olma-
digim diistinmekteyiz. Ancak hasta sayimizin az ol-
masida konuyla ilgili buldugumuz yiizdeyi siipheye
sokabilmektedir. HPV ile ilgili ¢aligmalarda miim-
kiin oldugunca lezyondan 6rnek veya direkt biyopsi
materyali tercih edilmelidir (24). Yapilan caligmalar-
da biyopsi orneklerinde PCR yontemi ile pozitiflik
orani diger orneklere oranla oldukga yiiksek oldugu
gosterilmistir. (9,25).

Kontrol grubumuzada ise %1 (1/104) kadinda virus
pozitifline rastlanmig ve bu hasta tip 18 olarak bu-
lunmustur. Ulkemizde Midilli ve ark. ( 26 )'nin yap-
t181 bir calismada saglikli Tiirk kadinlarindaki HPV
pozitifligi %6.9 olarak bulunmustur . Kontrol grubu-
muzdaki kadmnlarin tiimiiniin evli ve daha 6nce cin-
sel esleri olmadig1 sorgulandigindan, %1 HPV pozi-
tiflik orani i¢in tek esliligin anlamli oldugu diistintil-
miistiir.

Sonug olarak, normal dogum sirasinda fetus, serviks
ve vagina'da bulunan bir ¢ok mikroorganizma ile
kargilagsmaktadir. HPV'nun da bu etkenlerden biri ol-
dugu gosterilmistir. Bu yilizden gebelerde siipheli du-
rumlarda patoloji laboratuvar tarafindan yapilan in-
celeme haricinde mutlaka bir 6rnek de molekiiler
mikrobiyoloji laboratuvar: tarafindan incelenmelidir.
Son zamanlarda infertilite etkenleri arasinda HPV
'ninde olumsuz rolii oldugunu diisiindiiren calismalar
bulunmaktadir. Bu yiizden hem ¢esitli lezyonlar1 ol-
dugu icin inceleme yapilan ve hem de infertil hasta-
larda diger enfeksiyon ajanlarinin yani sira HPV'nin
de rolii olabilecegi unutulmamalidir.
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