
3.MATERYAL METOD 

3.1. ˙al� �ma Grubu 

               

         Mart 2008 ile Ekim 2008 tarihleri aras�nda gebe takip   poliklini�imize gelen                  
1. Trimester gebeler ve kontrol grubu olarakta gebe olmayan poliklinik hastalar� seçildi. 
˙al� �maya kat�lan gruplara herhangi bir ya� s�n�rlamas� getirilmedi; gebe grubunda                 
1. Trimester gebeler kat�l�mc� seçildi.Gebe grubund an 82 ,kar��la�t�rma grubundan  51  
poliklinik  hastas� de�erlendirildi. Anormal thin-prep sonuçlar�n�n ya �lara ba�l� sonuç 
de�i�imleri de incelenmi�tir. 
         ˙al� �man�n ana amac�,  HPV enfeksiyonu s�kl���n�n  poliklinik hastalar�na oranla 
gebelerdeki sonuçlar� irdelemektedir. Hastane etik komitesi çal� �may� onaylam��t�r. 
3.2 Bilgi Analizi 

         Bütün istatistiksel analizler çal� �maya kat�lmayan ba��ms�z bir grup taraf�ndan 
yap�ld�.Bütün bilgiler Microsoft exel program�nda t opland� ve SPSS 13.0 istatistik program�na 
aktar�ld�.P<0,005 anlaml� kabul edildi.Güvenlik ara l��� CI %95 al�nd�.Gruplar�n demografik 
özellikleri ba ��ms�z de�erlendirildi.Gruplar�n tüm tip HPV ta ��ma oranlar� ve servikal kanser 
için yüksek risk ta ��yan HPV bulundurma oranlar� ki-kare testi ile de�erlendirildi.Gruplar�n 
demografik özelliklerinin HPV ta ��y�c�l�k üzerine etkisi multipl regresyon analizi i le tespit 
edildi. 

3.3 PCR  Yöntemi ile HPV DNA Testi 

         HPV  test �stanbul E�itim ve Ara�t�rma Hastanesi Mikrobiyoloji bölümü üzerinden Burç  
Tan� Labaratuvarlar��nda gerçekle �tirildi. HPV test hem gebe hem de kontrol grubu 
hastalar�na uyguland�. 

         Thin prep veya  smear kitleri ile al�nan sürüntü materyallerinden Salting-out yöntemi ile 

DNA izolasyonu yap�ld�.  DNA örnekleri 50  TE tampo nu ile suland�r�ld�.  DNA 

izolasyonunun ba�ar�l� olup olmad���  insan beta-globin geni  ço �alt�larak test edildi.  Globin-

F: 5�- GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3� ve  Globin-R: 5�-CAA CTT CAT CCA CGT 

TCA CC-3� primerleri ile yap�lan PCR sonucunda 270 bp ürün görülmeyen örneklerden 

yeniden DNA izolasyonu yap�ld�.  

         ˙al� �mada yap�lan tüm PCR reaksiyonlar� 50 µl olacak �ekilde haz�rland�. PCR kar���m�  
5 µ l örnek DNA�s�, 5 µ l 10X PCR buffer, 2.0 mmol/l MgCl2, 0.2 mmol/L dNTPs, 0.4 µmol/l 
primer, 2 U Taq polymerase (MBI Fermentas) ve ddH2O içermektedir.  
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        PTC-150 MinicyclerTM (MJ Research) termal cycler� da yap�lan PCR program� 40 
siklustan (94 ”C 1 dak,  annealing s�cakl��� 1 dak ve 72 ”C 1 dak) olu�maktad�r.  20  PCR 
ürünleri 6X yükleme boyas� ile kar� �t�r�larak %2�lik agaroz jelde yürütülerek UV � ���� alt�nda 
görüntülendi 

         HPV infeksiyonu nested PCR yöntemi ile ara �t�r�ld�. ˙al� �mada kullan�lan nested PCR 

yöntemi literatürde belirtilen en hassas ve spesifi k  HPV DNA tespit metodu olarak rapor 

edilmi�tir.  HPV genomunun L1 bölgesine özgü MY09/11 prime rleri ile yap�lan ilk tur PCR 

ürünleri daha sonra ikinci tur için kullan�ld�. Lit eratürde MY09/11 primerlerinin insan 

genomuna da ba�lanabilece�i ve yalanc� pozitif sonuç ç�kabilece �i bildirilmi�tir. 
Laboratuvarda yalanc� pozitif ve negatifli�i önlemek için MY09/11 PCR ürünleri GP5/6 

primerleri ile yap�lan ikinci tur PCR için kullan�l d�.�

����������kinci tur PCR ürünleri %2’lik agaroz jelde yürütüle rek UV ����� alt�nda görüntülendi. 

150 bp uzunlu�unda PCR ürünü veren örnekler HPV pozitif olarak de �erlendirildi.�

       Laboratuvarda bilinen bütün yüksek riskli HP V tiplerini belirleyebilecek duyarl�l�kta 

dizayn edilmi� nested PCR metodu kullan�lmaktad�r. HPV genomunun E6/E7 bölgesine özgü 

konsensus primerleri tüm bilinen mukozal HPV tipler inin genomik DNA�s�n�n ba �lang�ç 

amplifikasyonunu kolayla�t�r�r ve tipe özgü primer içeren çok say�daki neste d PCR��n yeniden 

amplifiye olmas�nda yeterli materyali sa�lamaktad�r. E6/E7 primerleri ile yap�lan ilk tur PCR 

ürünleri daha sonra dört farkl� multipleks PCR miks i için kullan�ld�. Multipleks miks içindeki 

HPV tipleri ve PCR sonucunda olu�an ürün boylar� �ekil 1’de gösterilmi�tir. PCR ürünleri 

%2’lik agaroz jelde yürütülerek UV � ���� alt�nda görüntülendi. 
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˙al� �mada kullan�lan primerlerin HPV genomundaki yeri ve olu�an PCR ürün boylar�. 
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4.BULGULAR�

       ˙al� �ma Mart 2008 ile Ekim 2008 tarihleri aras�nda �i�li Etfal E�itim ve Ara�t�rma 
Hastanesi 3. Kad�n Hastal�klar� ve Do�um Klini�inde gerçekle �tirildi. 

        Toplam 133 hasta de�erlendirildi.Bunlar�n 82 �si gebe 51�i kontrol poli klinik hastas�yd�. 
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                Gruplar�n ortalama ya� de�erleri ve gravidalar� aras�nda anlaml� bir fark 
yoktu.P>0,05 
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��������������� Gebe grubunun histogram�  incelendi�inde normal   da��l�m�n    olmad���  
saptanarak,normal da��l�m�  bozan uç de �erler ç�kar�ld�.Böylece olu �an gruplar�n pariteleri 
aras�nda fark saptanmad�(p<0.05). (Tablo7)�
            Gruplar�n  tüm HPV tiplerinden herhangi  birini  ta��ma oranlar�,ki-kare testi ile 
kar��la�t�r�ld�.Gebe olan grupta HPV ta��y�c�l��� istatiksel olarak belirgin  biçimde 
yüksekti(p<0.05).Yine  gebe grubunda;  serviks kans eri  için yüksek risk ta ��yan 14  HPV 
tipinden en az  birini ta��ma oran� gebe olmayan gruba  göre istatiksel anlam l� olarak 
yüksekti(p<0.05).Quadrivalan  HPV  a ��s� kapsam�na giren tipler; 16,18,31,33 �ten en az 
birini ta��ma oran� da, gebe  grupta  oldukça farkl�  dereced e yüksek bulundu. (p<0.001) 
(Tablo 8-9) 

            Yap�lan lojistik  regresyon analizinde, parite, gebelik  haftas�, gravidenin HPV 
ta��y�c�s� olma  veya olmama  üzerine  etkisi  saptanm ad�(�=0.4). 
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