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Özet

Amaç: Bu çal›flmada amac›m›z, amniyotik membran rüptürlü ge-
beliklerde floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile prenatal kro-
mozom analizi için vajinal olarak elde edilen amniyotik s›v› örne¤i
kullan›m›n›n fizibilitesini de¤erlendirmektir. 
Yöntem: Fetal cinsiyetin erkek oldu¤unun bilindi¤i 24 gebe çal›fl-
maya dahil edildi. Tüm gebeler, miad›nda veya preterm gebelikte
yapay (AROM) veya spontan (SROM) rüptüre membrana sahipti.
Örnekler spekulum muayenesi s›ras›nda amniyotik s›v› s›z›nt›s›n-
dan al›nd› ve lamlar, kromozom X ve Y’ye özel problar kullan›la-
rak FISH için haz›rland›. Fetal hücre tespiti oran›, XY çekirdekle-
ri yüzdesi olarak hesapland›. Örnek hacmi, mukus varl›¤›, kan var-
l›¤›, gestasyonel yafl, yapaya karfl› spontan membran rüptürü ve ör-
nek ifllemeye kadar geçen süre, fetal hücre tespiti oran› bak›m›n-
dan karfl›laflt›r›ld›. 
Bulgular: On iki AROM (%50) ve 12 SROM (%50) hastas› mev-
cuttu. Bunlardan yaln›zca ikisi (%8.3) preterm idi. Örneklerin alt›s›
(%25) kanl›yd› ve 16’s› (%66.6) makroskopik olarak müközdü. Tek-
nik hatalar›n (n=4) hariç tutulmas› sonras›nda FISH ile tespit edile-
bilen erkek fetüslerin oran› %100 idi (%95 GA: %86, %100). Ge-
nel olarak fetal hücre tespiti oran› %6.4'tü. AROM sonras›nda al›-
nan örnekler, örnekte kan varl›¤› için düzenleme yap›lmas›n›n ar-
d›ndan SROM’a k›yasla daha yüksek s›n›rda fetal hücre oran›na sa-
hipti (p=0.07). Ayr›ca kanl› örnekler, kanl› olmayan örneklerden an-
laml› derecede daha yüksek fetal hücre yüzdesine sahipti (p=0.01). 
Sonuç: ‹nterfaz FISH ile prenatal kromozom analizi için amniyotik
s›v› al›m›, membran rüptürlü hastalarda elveriflli, invaziv olmayan ve
makul bir yaklafl›md›r ve endike oldu¤unda, fetüsün erkek oldu¤u
bilinen gebeliklerde preterm erken membran rüptürü üzerinde ba-
flar›l› olabilir. Difli fetüslerde daha yüksek özgüllük ile fetal hücrele-
ri ay›rt etmeye yönelik moleküler analizin de¤erini de¤erlendirmek
için daha fazla çal›flmaya ihtiyaç vard›r. 
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Abstract: Fetal cell detection for chromosome 
analysis from leaking amniotic fluid in pregnancies
with rupture of membranes
Objective: In this study, our goal was to assess the feasibility of
using vaginally obtained amniotic fluid samples for prenatal chro-
mosome analysis by fluorescence in situ hybridization (FISH) in
pregnancies with ruptured amniotic membranes. 
Methods: Twenty-four pregnant women with known male fetal gen-
der were retrieved for the study. All had ruptured membranes either
artificially (AROM) or spontaneous (SROM) at term or at preterm
gestations (PPROM). Samples from leaking amniotic fluid were col-
lected during speculum examinations and slides were prepared for
FISH using probes specific for chromosomes X and Y. Fetal cell detec-
tion rate was calculated as percentage of XY nuclei. Specimen volume,
presence of mucus, presence of blood, gestational age, artificial versus
spontaneous rupture of membranes and time elapsed until specimen
processing were compared with regard to fetal cell detection rate.
Results: There were 12 patients with AROM (50%) and 12 with
SROM (50%). Only two of those were preterm (8.3%). Six of the
specimens were bloody (25%) and 16 (66.6%) were macroscopical-
ly with mucous. The proportion of male fetuses identifiable by FISH
was 100% (95% CI: 86%, 100%) after exclusion of technical failures
(n=4). Overall, fetal cell detection rate was 6.4%. Samples collected
after AROM had borderline higher percentage of fetal cells com-
pared with SROM after adjusting for presence of blood in the sam-
ple (p=0.07). In addition, bloody samples had a significantly higher
percentage of fetal cells than those that were not bloody (p=0.01). 
Conclusion: Amniotic fluid collection for prenatal chromosome
analysis by interphase FISH is a feasible, non-invasive and reasonable
approach on rupture of membranes patients and may be accom-
plished on preterm premature rupture of membranes with known
male fetus pregnancies when indicated. Further studies are needed to
assess the value of molecular analysis to differentiate fetal cells with
higher specificity for female fetuses. 

Keywords: Fluorescence in situ hybridization, membrane rup-
ture, vaginal, pregnancy.
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Girifl
Bir genetik bozuklu¤un prenatal tan›s›, herhangi bir

gestasyonel yaflta de¤erli bir bilgidir. Mevcut birçok
teknik, amniyosentez, koryonik villüs biyopsisi veya
kordosentez gibi invaziv prosedür gerektirmektedir.
Maternal kanda hücresiz fetal DNA testi, invaziv yak-
lafl›m ihtiyac›n› önemli ölçüde azaltm›fl olsa da, anöplo-
idiler için iyi bir tarama testi olarak görülmeye devam
etmektedir. Baz› di¤er yöntemler, intrauterin lavaj
(IUL) ve mukus örneklemesi ile transservikal hücre ör-
neklemesinde (TCC) rutin kullan›mlar› yönünden ha-
len incelenmektedir.[1–3] Bu erken çal›flmalar, fetal kro-
mozom analizinin sa¤lam membranl› erken gebelikler-
de iyileflmifl trofoblastlar arac›l›¤›yla mümkün oldu¤u-
nu bildirmektedir. Ancak 2000’li y›llar›n bafl›ndan iti-
baren t›p literatüründe bu konuya olan ilgi azalm›flt›r.[2]

Amniyotik s›v›, deskuame fetal hücreler içermekte-
dir; fetüsün genetik, metabolik veya immünolojik testi
istendi¤inde amniyosentez yoluyla bu hücrelere ulafl›-
labilir. Preterm gebeliklerde membran rüptürüyle bir-
likte, t›pk› membran rüptürünün do¤rulanmas› için ru-
tin klinik uygulamada kullan›lmas› gibi, amniyotik s›v›
vajinal muayene yoluyla kullan›lmaya bafllam›flt›r. Bil-
di¤imiz kadar›yla, flimdiye kadar vajinal yoldan elde
edilen amniyotik s›v› s›z›nt›s›n›n prenatal tan› için kul-
lan›lmas›n›n elverifllili¤ine yönelik hiçbir veri bulun-
mamaktad›r. Amniyotik s›v›da fetal anöploidi analizi,
olabildi¤ince çok metafaz pla¤› elde etmek için h›zl› fle-
kilde bölünen hücrelere ihtiyaç duyan bir teknik olan
geleneksel karyotipleme ile gerçeklefltirilmektedir. Bu
nedenle daima steril bir örne¤e ihtiyaç duymaktad›r,
çünkü bakteriyel ve fungal üreme fetal fibroblast kültü-
rünü engelleyebilir. Ancak, floresan in situ hibridizas-
yon (FISH) ve kantitatif-floresan polimeraz zincir re-
aksiyonu (QF-PCR) gibi moleküler teknikler ile k›sa
sürede çok say›da hücre/molekül analiz ederken steril
örnek ve kültür ihtiyac› ortadan kald›r›labilir. Bu ne-
denle çal›flmam›zda, FISH ile fetal kromozom analizi
için amniyotik s›v› s›z›nt›s› örnekleri kullanman›n fizi-
bilitesini test etmeyi amaçlad›k. Ana amac›m›z, amni-
yotik membran rüptürlü hastalarda FISH ile prenatal
kromozom analizi için vajinal olarak elde edilen amni-
yotik s›v› örne¤i kullan›m›n›n fizibilitesini de¤erlendir-
mekti. ‹kincil hedefimiz ise, fetal hücre tespiti oran›n›,
örnek/hasta ile ilgili de¤iflkenleri ve bunlar›n fetal hüc-
re tespiti oran› üzerindeki etkilerini gözlemlemekti.

Yöntem
Hasta popülasyonu

Bu çal›flma, ABD’de Washington DC’deki George-
town Üniversitesi Hastanesi ile Virginia Arlington’da-
ki Virginia Hastane Merkezi’nde gerçeklefltirilen iki
merkezli gözlem çal›flmas›yd›. Çal›flma, Georgetown
Üniversitesi Hastane Etik Kurulu taraf›ndan onayland›
(IRB 2008-43) ve her kat›l›mc›dan yaz›l› onamlar al›n-
d›. Bu merkezlerin do¤um kliniklerine rüptüre mem-
bran flikayetiyle gelen gebeler çal›flmaya uygunluklar›
yönünden de¤erlendirildi. Çal›flmaya dahil edilme kri-
terleri, erkek fetal cinsiyet (ultrason veya amniyosen-
tez/koryonik villüs örneklemesi), miadda spontan
membran rüptürü (>37 hafta; SROM), viyabilite sonra-
s›ndaki herhangi bir gestasyonel yaflta [(26+0)–(36+6)]
preterm erken membran rüptürü (PPROM) veya mi-
adda yapay (artifisyel) membran rüptürü (AROM) (>37
hafta) olarak belirlendi. Çal›flmada hiçbir yapay mem-
bran rüptürü gerçeklefltirilmedi; tamam› obstetrik en-
dikasyondu. Tüm fetal cinsiyetler, daha sonra neonatal
cinsiyetlerin postpartum incelemesi ile do¤ruland›. Sa-
dece aktif servikal tahliyesi ve s›v› birikmesi ile belirle-
nen aflikar membran rüptürlü olgular çal›flmaya dahil
edildi. Çal›flma d›fl› b›rakma kriterleri ise ço¤ul gebelik,
difli fetal cinsiyet, aktif vajinal kanama, yak›n zamanda
cinsel iliflki (son 7 gün), 24 haftadan önce erken mem-
bran rüptürü, 18 yafl alt› maternal yafl ve plasental ab-
rupsiyon, koryoamniyosentez ve güven verici olmayan
fetal kalp h›z› gibi hemen do¤um gerektiren herhangi
bir maternal/fetal durum idi.

Örnek alma

Örnekler, PPROM veya SROM’a yönelik tan›lay›c›
spekulum de¤erlendirmesi s›ras›nda veya (AROM olgu-
lar›nda) membranlar operatör taraf›ndan rüptüre edil-
dikten hemen sonra al›nd›. Tüm membran rüptürü tan›-
lar›, birikmenin pozitif incelemesi, nitrazin testi ve mik-
roskop alt›nda ferning paterni ile do¤ruland›. Üç bulgu-
nun tümüne sahip olan hastalarda rüptüre amniyotik
membranlar oldu¤u düflünüldü. Spekulumdaki amniyo-
tik s›v› birikmesini aspire etmek amac›yla i¤nesiz steril
fl›r›ngalar kullan›ld›. Örnekler hemen, fosfat tamponlu
tuzlu çözelti (PBS) içeren bir tüpe aktar›ld›. Örnek hac-
mi, mukus varl›¤›, kan varl›¤›, gestasyonel yafl (miada
karfl› preterm) ve örnek ifllemeye kadar geçen süre, fetal
hücre tespiti oran› bak›m›ndan karfl›laflt›r›ld›. Tüm ör-
nekler, al›nmalar›ndan itibaren ilk 5 gün içinde ifllendi.
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Floresan in situ hibridizasyon

Lam preparatlar›
Lam preparatlar› ve X ve Y kromozomlar›na yöne-

lik FISH analizi, daha önce literatürde aç›klanan proto-
kollere göre gerçeklefltirildi.[4] K›saca, örneklere PBS
eklendi ve 10 dakika boyunca 1000 RPM’de santrifüj-
lendi. Süpernatantlar ayr›ld› ve çökelti hücreler yavafl-
ça kar›flt›r›ld›. Örnek kar›fl›mlar›, temiz ve kuru lam
üzerine damlat›ld›. Her lama hipotonik solüsyon (50
mM potasyum klorür) eklendi ve 20 dakika boyunca
370°C’de inkübe edildi. Fazlal›k hipotonik solüsyon
döküldü ve bu ad›m tekrarland›. Ard›ndan lamlar 5 da-
kika boyunca 60°C’de kurutuldu. Etanol serileriyle de-
hidrasyon ad›mlar› sonras›nda lamlar, FISH prosedü-
rüne kadar -200°C’de sakland›.

Lamlarda ön ifllem
Lamlar, 10 dakika boyunca %50 asetik asit ve %50

metanol fiksatif solüsyonda ve ard›ndan 2.5 dakika bo-
yunca 5 μl pepsin stoku (%10) / HCl solüsyonunda ifl-
lem gördü. Bir di¤er etanol dehidrasyon serisi sonra-
s›nda formamit denatürasyon ad›m› tamamland›.

Prob ön ifllemi ve tespit ad›mlar›
Her bir lam için, her cinsiyet kromozomu (X ve Y) ba-

fl›na 1 μl sentromerik prob içeren toplam 20 μl hibridizas-
yon kar›fl›m› haz›rland› ve 10 dakika boyunca 800°C’de

denatüre edildi. Denatürasyon sonras›nda prob kar›fl›mla-
r›, nemlendirme haznesinde gece boyunca 370°C’de in-
kübe edildi. Ertesi gün lamlar, sertlik y›kamas› için for-
mamit ile ifllem gördü ve tuz-sodyum sitrat (SSC) tam-
ponuyla duruland›. Her lama 100 μl engelleme solüs-
yonu eklendi ve üzerlerine lamel kapat›ld›. 370°C’de 30
dakikal›k inkübasyon sonras›nda lameller kald›r›ld›.
Her lam için, 1 μl avidin-FITC + 1 μl fare anti-digok-
sini içeren 100 μl tespit solüsyonu eklendi ve lamlar 45
dakika boyunca 370°C’de inkübe edildi.

Floresan mikroskopisi
X ve Y kromozomlar›na yönelik sentromerik problar

ile hibridize edilen lamlar, karanl›k oda ortam›nda flore-
san mikroskop alt›nda analiz edildi. Her lam (hasta) için,
200 interfaz çekirdek say›ld›. Bir interfaz çekirdekteki bir
yeflil ve bir k›rm›z› sinyallik patern, erkek cinsiyet olarak
kaydedildi (XY, fiekil 1a). ‹ki k›rm›z› sinyale sahip çekir-
dekler, difli çekirdek olarak say›ld› (XX, fiekil 1b). Tüm
örneklerde maternal hücre kontaminasyonu (XX) bek-
lendi¤inden, erkek ve difli sinyal paternleri lam bafl›na sa-
y›ld› ve yüzdeler “fetal hücre tespiti oran›” olarak kayde-
dildi. Örne¤in XX [194]/XY[6] sinyale sahip say›lan 200
çekirdekli bir hastan›n lam›, o örnekte %3 fetal hücrenin
bulundu¤u fleklinde kaydedildi. Sinyal artefaktlar›n›n
olas› etkisini en aza indirgemek amac›yla, bir hücrenin
erkek fetal hücre içerdi¤i sonucuna varmak için hasta ba-
fl›na XY sinyal paterni içeren en az üç interfaz çekirde¤i

fiekil 1. Bir k›rm›z› ve bir yeflil sinyal tafl›yan bir XY çekirde¤inin FISH görüntüsü (a) ve iki k›rm›z› sinyal tafl›yan di¤er XX çekirde¤i (b).

a b
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arand›. FISH problar›n›n sinyal özellikleri, önce erkek
ve difli kontrol kan örnekleri ile test edildi.

‹statistik

FISH ile erkek olarak tan›mlanabilen erkek çocuk-
lar›n oran›, tam olarak %95 güven aral›¤› ile tahmin
edildi. Ayr›ca, bu oran›n %80’den büyük olup olmad›-
¤›n› test etmek için, kesin tek tarafl› binom test gerçek-
lefltirildi. Fetal hücrelerin ortalama yüzdesi, t-testi ve
ANOVA kullan›larak her bir örnek özelli¤i (membran
rüptürü türü, do¤um türü, hacim, mukus varl›¤›, kan
varl›¤› ve iflleme kadar geçen süre) bak›m›ndan karfl›lafl-
t›r›ld›. Fetal hücrelerin yüzdesiyle iliflkili özellikleri be-
lirlemek için lineer regresyon kullan›ld›.

Bulgular
Çal›flmaya, gebelik haftalar› 240/7 ile 410/7 aras›nda

de¤iflen toplam 28 gebe dahil edildi. Teknik sorunlar ne-
deniyle dört hastada FISH analizi gerçeklefltirilemedi.
Bu nedenle, son analize 24 hasta dahil edildi. On iki
(%50) hastada örnekler yapay membran rüptürü sonra-
s›nda al›nd›; geri kalan gebelerde (%50) spontan mem-
bran rüptürü vard›. Sadece iki (%8.3) hasta preterm idi;
bir hastada 31. gebelik haftas›nda PPROM vard› ve di¤er
hasta, 30. gebelik haftas›nda PPROM nedeniyle preterm
do¤um yapt›. Örneklerin 6 tanesi (%25) kanl›, 16’s›
(%66.6) makroskopik olarak müközdü.

Teknik hatalar›n (n=4) hariç tutulmas› sonras›nda
FISH ile tespit edilebilen erkek çocuklar›n oran› %100
bulundu (%95 GA: %86, %100) (p=0.005). Fetal hücre-
lerin oran› hesapland›¤›nda (XY sinyalleri), genel fetal
hücre tespiti oran› %6.4 saptand› (%2.7–21.8). Tablo
1’de, her bir örnek özelli¤i için (gestasyonel yafl, örnek
hacmi, mukus varl›¤›, kan varl›¤›, yapaya karfl› spontan
membran rüptürü, örnek ifllemeye kadar geçen süre) fe-
tal hücrelerin ortalama yüzdesi gösterilmektedir. Kanl›
örnekler, kanl› olmayan örneklerden anlaml› derecede
daha yüksek fetal hücre yüzdesine sahipti (p=0.01). Ayr›-
ca AROM sonras›nda al›nan örnekler, SROM’a k›yasla
s›n›ra yak›n flekilde anlaml› derecede daha yüksek fetal
hücre oran›na sahipti (p=0.07). Kaydedilen özellikler ba-
k›m›ndan fetal hücre yüzdelerinde hiçbir anlaml› farkl›-
l›k gözlemlenmedi. Son lineer regresyon modeli, sadece
membran rüptürü türünü ve kan› içermifltir. Düzeltilen
ortalama de¤erler ve %95 güven aral›klar› Tablo 2’de
gösterilmektedir. Membran rüptürü türüne göre düzel-
tildikten sonra kanl› örnekler, kan içermeyen örneklere

k›yasla anlaml› derecede daha yüksek ortalama fetal hüc-
re yüzdesine sahipti (p=0.01).

Tart›flma
Çal›flmam›z›n sonuçlar›, FISH ile fetal kromozom

analizinin membran rüptürlü gebeliklerde amniyotik s›-
v› s›z›nt›s› üzerinde prenatal sitogenetik tan› için elverifl-
li bir yöntem oldu¤unu göstermektedir. Ayr›ca, amniyo-
tik s›v› s›z›nt›s›nda fetal hücreye yönelik genel yüzdenin
FISH analizi için yeterli oldu¤unu gözlemledik.

Fetal genetik bozukluklar› tespit etmek için prenatal
tan›, gebelik esnas›nda herhangi bir zamanda bilinçli ka-
rar vermek amac›yla istenir. Tatmin edici olmayan du-

Tablo 1. Fetal hücrelerin örnek özelliklerine göre ortalama de¤erleri
ve %95 güven aral›klar› (n=24).

n Ortalama %95 GA p de¤eri

Membran rüptürü türü 0.07
AROM 12 8.3 (4.3, 12)
SROM 12 4.6 (3.0, 6.3)

Do¤um türü 0.60
Miad 22 6.7 (4.3, 9.0)
Preterm 2 4.6 (-6.6, 16)

Hacim 0.16
<2 ml 10 6.2 (2.4, 9.9)
2–4 ml 10 5.1 (4.0, 6.2)
>4 ml 4 11 (-3.1, 25)

Mukus 0.93
Yok 10 6.4 (3.0, 9.7)
Var 14 6.6 (3.4, 9.8)

Kan 0.01
Yok 13 4.2 (3.4, 4.9)
Var 11 9.2 (4.9, 14)

‹flleme kadar geçen süre 0.36
>24 saat 17 4.7 (3.2, 6.1)
<24 saat 7 7.2 (4.2, 10)

AROM: Yapay membran rüptürü; SROM: Spontan membran rüptürü

Tablo 2. Lineer regresyon modelinden hesaplanan düzeltilmifl orta-
lama de¤erler ve %95 güven aral›klar› (n=24).

Ortalama %95 GA p de¤eri

Membran rüptürü türü 0.07
AROM 8.3 (5.8, 11)
SROM 5.0 (2.5, 7.6)

Kan 0.01
Yok 4.3 (1.8, 6.7)
Var 9.1 (6.4, 12)

AROM: Yapay membran rüptürü; SROM: Spontan membran rüptürü
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yarl›l›k/özgüllük seviyeleri taray›c› testlerin kendine öz-
gü dezavantaj› iken, prosedürle iliflkili komplikasyonlar
invaziv tan›lay›c› testlerde bir problem teflkil edebilir.
Maternal kandaki hücresiz fetal DNA testindeki son ge-
liflmelerin iyi oldu¤u düflünülmektedir fakat test flu an
için pahal› bir tarama testidir.[5] Birinci trimester boyun-
ca servikal kanalda trofoblast varl›¤›n›n gözlemlenmesi,
alternatif prenatal tan›lay›c› örnekleme yöntemleri için
araflt›rmac›lara ilham vermifltir.[6–8] Bunun sonucunda ça-
l›flmalar, iki TCC örnekleme tekni¤i ile elde edilen tro-
foblastlarda FISH ve moleküler analizin fizibilitesini or-
taya koymufltur.[6] IUL tekni¤inde araflt›rmac›lar, steril
bir esnek kateteri (Pipelle) interval servikal os noktas›na
kadar ilerleterek, az miktarda steril tuz solüsyonuyla du-
rulayarak ve tekrar geri alarak, genetik analiz için trofob-
lastlar› elde etmeyi baflarabilmifltir. IUL sadece birinci
trimesterde mümkündür ve gebeli¤in planl› olarak son-
land›r›lmas› öncesinde hastalar üzerinde test edilmifl-
tir.[9,10] Bir di¤er teknik ise, (genellikle sito f›rça ile) servi-
kal mukus al›m› ve prenatal genetik testi için ters mik-
roskop alt›nda trofoblastlar›n tespit edilmesidir.[3,11–13]

IUL ile gerçeklefltirilen TCC’nin 7–12. gebelik haftas›n-
daki gebelerde mukus örneklemesi ile karfl›laflt›r›ld›¤› bir
çal›flmada, IUL ile erkek embriyolarda fetal hücre tespi-
ti oran› %2–90 (ortalama %40) ve do¤ru cinsiyet tespiti
%90.2 rapor edilmifltir. Ayr›ca, servikal mukus örnekle-
mesi ile erkek embriyolarda fetal hücre tespiti oran›
%1–4 ve do¤ru cinsiyet tespiti %56 bulunmufltur.[14] Bir
baflka çal›flmada immünohistokimya kullan›lm›fl ve bu
çal›flma sonucunda, HLA-G boyamas› ile birinci trimes-
ter intrauterin gebelikte 37 servikal mukus örne¤inin
35’inde trofoblastlar›n kolayca tespit edilebildi¤i görül-
müfltür.[15]

Çal›flmam›zda, hedef popülasyon membran rüptürlü
gebe hastalard›. T›bbi literatürde (PubMed veritaban›)
benzer bir çal›flma ile karfl›laflmad›¤›m›zdan, sonuçlar›-
m›z› di¤erleri ile k›yaslamak mümkün de¤ildi. IUL ile
TCC veya mukus örnekleme yöntemleri, ilk trimesterde
sa¤lam membranl› hastalar üzerinde prenatal fetal hücre
tespiti ve tan› fizibilitesini test etmifltir.

Çal›flmam›z›n ilgi çekici bir bulgusu da, kanl› örnek-
lerin, kanl› olmayan örneklerden anlaml› derecede daha
yüksek fetal hücre yüzdesine sahip olmas›yd› (p=0.01).
Vajinal olarak elde edilen amniyotik s›v› s›z›nt›s›, fetal
olarak türetilmifl hücrelerin yan› s›ra lökosit, makrofaj,
skuamöz ve kolumnar epitel gibi maternal olarak türetil-
mifl hücreler içerebilir. Bu bulgunun ard›ndaki sebep bi-

linmemektedir; ancak kan›n kökeninin maternalden çok
fetal oldu¤u düflünülebilir. IUL’nin birinci trimesterde
kullan›ld›¤› bir çal›flmada, kan kontaminasyonunun tro-
foblast varl›¤› ile korele oldu¤u bildirilmifltir.[10] Amniyo-
tik s›v› s›z›nt›s› örneklerinde trofoblast varl›¤› oran›n›
test etmemifl olsak da, yüzdelerinin göz ard› edilebilir bir
seviyede oldu¤u sonucuna varmaktay›z çünkü trofoblast
bulaflmas›, desidua bazalis ve parietalis füzyonu sonras›n-
da birinci trimesterin sonunda durmaktad›r.[9] Bu neden-
le, (TCC ve koryonik villüs örneklemesinde oldu¤u gi-
bi) trofoblastlar›n yerine do¤rudan fetal hücrelerden fay-
dalanmak, s›n›rl› plasental mozaisizm riskini en aza in-
dirgemektedir.

Çal›flmam›z›n sonuçlar›, AROM sonras›nda al›nan
örneklerin, örnekte kan varl›¤› için düzenleme yap›lma-
s›n›n ard›ndan SROM’a k›yasla daha yüksek s›n›rda fetal
hücre oran›na sahip oldu¤unu göstermifltir (p=0.07). Bu
bulgu savunulabilir, çünkü membran rüptürünün olmas›
yak›nd›r ve örnek al›m› AROM’da yenidir. Ancak sonuç-
lar, fetal hücrelerin SROM’lu hastalarda %100 tespit
edilebilir oldu¤una ve bu nedenle yüksek yüzdeli fetal
hücre ihtiyac›n› ortadan kald›rd›¤›na da iflaret etmekte-
dir.

Çal›flmam›zda, örnek al›m› ve FISH analizi ad›mlar›
ayn› operatör (sorumlu yazar) taraf›ndan gerçeklefltiril-
mifltir ve bu da yanl›l›k kayna¤› olabilir. Ancak bu bir fi-
zibilite çal›flmas›d›r ve birbiriyle karfl›laflt›rmada körle-
meyi gerektirecek hiçbir hasta grubu bulunmamaktad›r.
Sperm kontaminasyonu olas›l›¤›, üzerinde düflünülecek
bir baflka soru iflaretidir ve sperm hücresi varl›¤›n› ekar-
te etmek amac›yla mikroskop alt›nda servikal mukus ör-
neklerini de¤erlendiren daha önceki çal›flmalarda da dile
getirilmifltir.[10] Bunun yerine hastalar›m›za, son vajinal
cinsel birliktelik zaman›n› sorduk ve yak›n zamanda bir
cinsel birleflme yaflayanlar› çal›flmaya dahil etmedik. Ay-
r›ca, bir sperm hücresinin haploid çekirde¤i sadece bir
sinyal verecektir ve tek çekirdekte iki sinyale (k›rm›z› ve
yeflil) sahip fetal hücrelerden kolayl›kla ay›rt edilebilirler.
Ayr›ca tüm fetüslerin mozaik olmayan XY erkekleri ol-
du¤unu ve cinsiyet kromozom anöploidilerine sahip ol-
mad›klar›n› varsayd›k.

Mevcut yaklafl›mda, tek bafl›na FISH analizi veya
geleneksel karyotipleme, maternal hücre kontaminas-
yonu nedeniyle difli fetal cinsiyetli hastalara uygulana-
maz. Ancak, QF-PCR testlerinde gerçeklefltirildi¤inde,
k›sa tekrar dizisi (STR) analizi ile bu engelin üstesin-
den kolayca gelinebilir.[16] Maternal hücre kontaminas-
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yonu bir dezavantaj olarak görülmemelidir; amac›m›z,
maternal hücreyle kontamine oldu¤u zaten beklenen
amniyotik s›v› örneklerde fetal hücre (kromozom) tes-
piti oranlar›n› de¤erlendirmekti. Teknik hatalar›n
(n=4) hariç tutulmas› sonras›nda, %6.4’lük (%2.7–
21.8) genel hücre tespiti oran›yla, tüm bu örneklerde
fetal hücreleri (XY tafl›y›c› interfaz çekirdekler) göz-
lemleyebildik. Bu maternal hücre kontaminasyonu
miktar› ise makul görülmektedir. Ancak her SROM
hastas› için tespit edilen fetal hücreler, moleküler sito-
genetik (FISH) teknik ve difli fetal cinsiyetli hastalarda
kullan›labilecek PCR tekni¤i için yeterli miktardan da-
ha fazlayd›.

Belirtildi¤i üzere çal›flmam›zda, vajinal olarak elde
edilen amniyotik s›v› s›z›nt›s› örneklerini fetal hücre ör-
neklemesi için kulland›k. Bu yaklafl›m›n invaziv olmayan
yap›s› bir avantajd›r. Aç›k bir flekilde, sadece membran
rüptürlü hastalara uygulanabilir. PPROM yönetimi, de-
vam eden gebeli¤in veya h›zl› do¤umun risklerinin ve
avantajlar›n›n de¤erlendirilmesini gerektirmektedir.
Oligo-anhidramniyoslu PPROM veya PPROM ve has-
ta tercihi gibi, prenatal tan›n›n endike oldu¤u ve invaziv
tekniklerin elveriflli olmad›¤› belirli klinik ortamlarda,
bu yöntem de¤erli olabilir. 

Sonuç
‹nterfaz FISH ile prenatal kromozom analizi için

amniyotik s›v› al›m›, membran rüptürlü hastalarda el-
veriflli ve makul bir yaklafl›md›r ve fetüsün erkek oldu-
¤u bilinen gebeliklerde preterm erken membran rüptü-
ründe baflar›l› olabilir. Difli fetüs tafl›yan hastalarda difli
fetal hücrelerin do¤ru flekilde ay›rt edilmesi amac›yla
moleküler analiz kullan›m›n› test etmek için ek çal›fl-
malar yap›lmal›d›r. 

Ç›kar Çak›flmas›: Ç›kar çak›flmas› bulunmad›¤› belirtilmifltir.
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