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Kutan6z Leysmanyazis Tanisinda
Alternatif Bifazik Nutrient Besiyeri*

An Alternative Biphasic Nutrient Medium for the
Diagnosis of Cutaneous Leishmaniasis
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0z
Leishmania tirl parazitlerin olusturdugu kutandz leysmanyazis (KL), deride uzun siiren nodiilodl-
seratif yaralarla seyreden bir hastalik tablosudur. Enfekte tatarciklarin kan emmesi sirasinda insanlara
bulasan hastalik, diinyada yaklasik 98 llkede endemiktir. Laboratuvar tanisinda altin standart yontemler,
mikroskopik olarak amastigotlarin gosterilmesi ve NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) besiyerinde promasti-
gotlarin Gretilmesidir. Bu ¢alismada, promastigotlarin tretilmesinde rutin besiyeri olarak kullanilan bifazik
NNN besiyeri ile mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla hazirlanabilen bifazik nutrient besiyerinin
karsilastinlmasi amaclanmistir. Calismada klinik 6rnek olarak, izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk
Egitim Arastirma Hastanesi dermatoloji poliklinigine basvuran KL 6n tanili 47 yasinda kadin hastanin
deri lezyonundan alinan aspirasyon sivisi kullanilmistir. Lezyon aspirat érnegi, mikroskopi, iki ayri besi-
yerinde kiiltiir ve gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yontemleriyle degerlendirilmistir.
Ornekten hazirlanan yayma preparatin Giemsa ile boyali mikroskopik incelemesinde Leishmania amasti-
gotlari gorilmustir. Rt-PCR ile, Leishmania parazitinin ITS1 bolgesine 6zgl tasarlanan primer ve problar
ile L.tropica’ya uygun erime egrisi saptanmuistir. Kiltdr icin NNN (NNN + RPMI 1640 + %10 fetal dana
serumu) ve bifazik nutrient (nutrient agar + nutrient buyyon + %10 fetal dana serumu) besiyerlerine
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lUger adet ekim yapilmis; kiltirler 10 giin boyunca 27°C’de inkiibe edilmis ve ticlinci, yedinci ve onuncu
glinlerde tireyen promastigotlar sayilmisti. NNN ve nutrient besiyerlerinde Leishmania promastigotlari
Uclincli glinde saptanmaya baslanmistir. NNN besiyerinde lglincii, yedinci ve onuncu giinlerde sirasiyla,
10°/ml, 10%/ml ve 108/ml yogunlukta promastigot saptanmis, bu degerler nutrient besiyeri icin sirasiyla,
10%/ml, 107/ml ve 10%/ml olarak belirlenmistir. Promastigot sayisi ticiincii ve yedinci giinlerde nutrient
besiyerinde fazlayken, onuncu giinde her iki besiyerinde lireyen promastigot sayilari esitlenmistir. Sonug
olarak KL tanisinda nutrient besiyeri; rutinde kullanilan besiyerine alternatif, mikrobiyoloji ve parazitoloji
laboratuvarlarinda kolaylikla temin edilebilen, raf émri uzun bir besiyeri olmasi acisindan énemlidir.
Bifazik nutrient besiyerinin, NNN besiyerinin bulunmadigi ya da temin edilemedigi laboratuvarlarda
taniya yardimc bir besiyeri olarak kullanilabilecegi distnGlmustr.

Anahtar sozciikler: Kutandz leysmanyazis; Leishmania; kiiltiir; nutrient besiyeri; NNN besiyeri.

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) caused by the Leishmania spp. parasites, is a disease characterized by
nodulo-ulcerative lesions in the skin. CL is transmitted to humans by infected sandflies during blood
sucking, and is endemic in about 98 countries over the world. The demonstration of amastigotes via
microscopic examination, and the growth of promastigotes in NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) medium
are gold standard methods for laboratory diagnosis. The aim of this study was to compare the biphasic
NNN medium that is frequently used in routine laboratories with the biphasic nutrient medium that
can be prepared easily in microbiology laboratories, for the growth of promastigotes. In the study,
the aspiration fluid sample was used as clinical sample which was obtained from the skin lesion of a
47-year-old female patient admitted to izmir Katip Celebi Ataturk Education and Research Hospital
dermatology outpatient clinic and pre-diagnosed as CL. The aspirate sample taken from the lesion was
evaluated with microscopy, cultivation in two different media and real-time polymerase chain reaction
(Rt-PCR) methods. In microscopic examination Leishmania amastigotes were observed in Giemsa-stained
smears prepared from the aspiration fluid. In Rt-PCR performed by using specific primers and probes
targeting ITS1 region of Leishmania parasite, a melting-curve compatible with L.tropica was detected.
For cultivation, triple inoculations of the aspirate sample into NNN (NNN + RPMI 1640 + 10% fetal
calf serum) and nutrient media (nutrient agar + nutrient broth + 10% fetal calf serum) were used.
The cultures were incubated at 27°C for 10 days, and the number of propagated promastigotes were
counted on the third, seventh and tenth days. The growth of Leishmania promastigotes was detected in
both media on the third day. The number of promastigotes grown in NNN medium on the third, seventh
and tenth days were 10%/ml, 106/ml and 108/ml, respectively. Those values in nutrient medium were
10%/ml, 107/ml and 10%/ml on the third, seventh and tenth days, respectively. Although the number
of promastigotes on the third and seventh days were higher in nutrient medium than NNN medium,
the number of cultivated promastigotes were equal on the tenth day. As a result, nutrient medium is
considered to have an impact in the diagnosis of CL, by providing an alternative to the routine medium
used and can readily be available in microbiology and parasitology laboratories with long shelf-life. It
was concluded that biphasic nutrient medium could be used as a supplementary medium for diagnosis
in laboratories in the absence of NNN medium or can not be provided.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis; Leishmania; nutrient medium; NNN medium.

GiRis
Kutanoz leysmanyazis (KL), deride uzun siren nodulodlseratif yaralarla seyredip at-

rofik skatrisle iyilesen, Leishmania tirl protozoon parazitlerin olusturdugu hastalk tab-
losudur'. Enfekte disi tatarciklarin kan emmesi sirasinda insanlara bulastirdigi hastalik,
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diinyada yaklasik 98 iilkede endemiktir. insidansinin yilda 1.5 milyon yeni olgu oldugu
tahmin edilmektedir®3. KL olgularinin %90'indan fazlasi Afganistan, Cezayir, Brezilya,
iran, Irak, Peru, Suudi Arabistan ve Suriye’de gériilmektedir'-2. Ulkemizde KL olgularinin
neredeyse tamamina yakini Giiney ve Giineydogu Anadolu Bolgesi'yle Dogu Akdeniz
Bolgesi‘nden rapor edilmektedir. Turkiye'de cogunlukla basta Leishmania tropica’'nin et-
ken oldugu “antroponotik KL” gézlenmektedir>.

KL'in endemik oldugu bolgelerde tani klinik bulgulara gore yapilabilir. Laboratuvar
tanisinda boyali mikroskopik inceleme, kiiltir yontemleri ve molekiler yontemler yer
almaktadir®. Altin standart yéntem, mikroskopik incelemede amastigotlarin gériilmesi
ve NNN (Novy, MacNeal, Nicolle) besiyerinde promastigotlarin tGremesidir. Leishmania
promastigotlari ilk olarak 1904 yilinda NNN besiyerinde Uretilmis; o tarihten bu yana
sivi, kati ve bifazik olarak cok cesitli besiyerleri gelistirilmistir>®. Giiniimizde rutin la-
boratuvarlarda en sik kullanilan besiyeri NNN besiyeridir. Bifazik besiyerlerinde kati faz
genellikle kan ile saglanirken, sivi faz fetal dana serumu (FCS), eritrosit lizati ve ticari sivi
besiyerleriyle desteklenir®®. Bu calismada, KL tanisinda laboratuvarimizda rutin besiye-
ri olarak kullanilan NNN besiyeri ile kolay temin edilebilen maddeler (nutrient agar +
nutrient buyyon + %10 FCS) ile hazirlanan bifazik nutrient besiyerinin karsilastiriimasi
amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM
Hasta Orneginin Alinmasi ve Direkt Mikroskopik inceleme

Bu calismada, izmir Katip Celebi Universitesi Atatiirk Egitim Arastirma Hastanesi der-
matoloji poliklinigine basvuran, KL 6n tanili 47 yasindaki kadin hastadan alinan deri lez-
yonu 6rnegi kullanildi. Hastanin izmir'de ikamet ettigi, ancak yilda bir kez memleketi
Mardin Savur ilcesine gidip geldigi 6grenildi. Hastanin dermatolojik muayenesinde sag
el sirti proksimal metakarpafalangial eklem (izerine lokalize, boyutlari 3x2 cm arasinda
degisen 3 adet etrafi viyolose, eritemli, ddemli Ulsere plak izlendi (Resim 1-A). Lezyonun
cevresindeki doku %70 alkol ile temizlendi; kuruduktan sonra lezyon ile saglam dokunun
birlesme sinirindan 1 ml’lik insdlin enjektord ile 0.2-0.5 ml serum fizyolojik verilip tekrar
geri cekilerek aspirasyon sivisi alindi.
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Resim 1. A) El sirtinda 3 adet KL lezyonu; B) Giemsa ile boyamada amastigotlarin gériintimi (1000x); C)
Gergek zamanli PCR yénteminde Leishmania tropica’ya uygun erime egrisi.
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Lezyon aspirat 6rneginden yayma preparatlar hazirlandi ve metil alkolle tespit sonrasi
Giemsa ile boyanarak, Leishmania amastigotlarinin varligr acisindan mikroskopta deger-
lendirildi (Resim 1-B).

Kiltir

Hastadan alinan aspirasyon sivisi, rutin besiyeri olarak kullanilan NNN besiyerine ve
calismada kullanilan nutrient besiyerine ekildi. Ekimler, her bir besiyerinden 3’er ml ice-
ren Uc tlpe yapildi ve tim tiipler 10 giin boyunca 27°C’de inkiibe edildi. Besiyerlerinde
Ureyen promastigot sayilari 3., 7. ve 10. glinlerde sayma kamarasinda sayilarak not edildi.

NNN besiyerinin hazirlanmasi

Kati fazin hazirlanmasinda; 500 ml’lik flask icinde 90 ml bidistile suya 0.6 gr NaCl ve
1.4 gr Bacto agar karistirildi ve isitilarak agarin tam olarak erimesi saglandi. Besiyeri, otok-
lavda (121°C’de 15 dakika) sterilize edildikten sonra 50-55°C’ye sogutuldu ve icine 10
ml aseptik olarak alinmig defibrine tavsan kani eklendi. Vida kapakl tiplere (16x125 mm)
4'er ml aseptik olarak dagitildiktan sonra, 10° egik pozisyonda agarin donmasi saglandi.
Daha sonra 4°C’ye alinan besiyerlerine 0.2 ml penisilin G ve streptomisin siilfat eklendi.
Besiyerleri, kullanilacagi zaman buzdolabindan cikarildi ve dip kisimlarinda toplanan az
miktarda yogunlasma sivisi Gizerine T ml %10 FCS iceren RPMI-1640 besiyeri eklendi. Bu
sekilde sivi fazi da hazirlanan besiyerleri ekim icin kullanild.

Bifazik nutrient besiyerinin hazirlanmasi

Nutrient buyyon; 1 It distile suda 1 gr Lab-Lemco tozu, 2 gr maya 6zutu, 5 gr pepton
ve 5 gr NaCl olacak sekilde hazirlandi. Otoklavda sterilize edildikten sonra sogutularak
icine 0.2 ml penisilin ve streptomisin eklendi; pH 7.4’e ayarlandi. Nutrient agar ise, bu
karisima 1.4 gr agar eklenerek hazirlandi. Otoklavda sterilize edildikten sonra 50°C’ye
sogutuldu ve steril tiiplere 4 ml hacminde dagrtildi. Her bir steril tiipe T ml nutrient buy-
yon+%10 FCS eklenerek ekim icin kullanildi.

Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rt-PCR)

Bu amacla, Leishmania parazitlerinin SSU-rRNA ve 5.8S rRNA'sini kodlayan genleri
ayiran ITST (Ribozomal Internal Transcribed Spacer 1) bolgesini hedefleyen primerler
(F: 5-GCCGATCGACGTTGTAG-3’ ve R: 5-GGAAGCCAAGTCATCCAT-3'), LightCycler-
FastStart DNA Master karisimi (Lifescience, Roche, ABD) ile birlikte, 6zglin problar kul-
lanilarak (Probe 1: LC Red 640-ACCGAAACGCCGTCTATTTTTTTG-Phosphate; Probe 2:
CCTCTCTCTCCCTCCCGCCAA-Fluorescein) cogaltildi'®'2 (Resim 1-C).

BULGULAR

Calismamizda, KL stipheli olgunun lezyon aspiratindan hazirlanan Giemsa boyali pre-
paratta Leishmania amastigotlari gorilmus (Resim 1-B); NNN ve nutrient besiyerlerinde
promastigotlar Uretilmis ve Rt-PCR ile elde edilen erime egrisi sonucu izolat L.tropica
olarak tanimlanmistir (Resim 1-C).
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Kdltir sonuclari incelendiginde; L.tropica promastigotlarinin her iki besiyerinde de en
erken Uclincl giinde Uremeye basladigi saptanmistir. Sayma kamerasinda 40x buyut-
mede NNN besiyerinde iireyen promastigot sayisi 3. giinde 10%/ml, 7. giinde 10%/ml,
10. giinde 108/ml iken, nutrient besiyerinde 3. giinde 10%/ml, 7. giinde 107/ml ve 10.
giinde 108/ml yogunlugunda promastigot gériilmiistiir. Promastigot sayisi 3. ve 7. giin-
lerde nutrient besiyerinde fazlayken, 10. glinde her iki besiyerinde lireyen promastigot
sayilari esitlenmistir.

TARTISMA

Kutanoz leysmanyazisin (KL) tanisinda altin standart yontem; lezyondan alinan aspiras-
yon sivisindan yapilan yayma preparatlarin Giemsa ile boyanarak mikroskopta Leishmania
amastigotlarinin  varligi agisindan degerlendirmesi ve NNN besiyerinde Leishmania
promastigotlarinin gosterilmesidir®®. Leysmanyazis tanisinda kiiltiir yéntemleri, diisiik
oranda parazitemi durumunda boyama yontemleri ile gbzden kacabilen parazitlerin
cogaltilmasi ile taniyr kolaylastinr. Ayrica kultirde Ureyen promastigotlarin izoenzim
analizleri, metabolik aktivasyonlari, antijenik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenebilmektedir.
Tanida en yaygin kullanilan besiyerleri agar ve fibrinsiz tavsan kani iceren NNN, sigir
eti, agar ve pepton iceren modifiye Tobie’nin besiyeridir. Promastigotlarin eldesinde ise
Schneider’in Drosophila besiyeri, RPMI-1640 ve M199 en sik kullanilanlardir®313,

NNN besiyerinin tavsan kani gerektirmesi, kontaminasyon riski olmasi ve hazirlanma-
sinin zor olmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Ayrica ticari besiyerlerinin raf dmiirle-
rinin yaklasik bir ay olmasi da bir diger dezavantajdir. Buna karsin nutrient besiyerinin bu
dezavantajlari olmadigi gibi, hemen hazirlanip kullanilabilme kolayligina sahiptir. Nut-
rient besiyeri, mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolayca temin edilen maddelerle basitce
hazirlanabilen temel bir besiyeridir’'3-'5. Bu noktadan hareketle calismamizda, Leishma-
nia promastigotlarinin bifazik nutrient besiyerinde Greme 6zelligi arastirilmig ve NNN
besiyeri ile benzer yogunlukta (hatta 3. ve 7. glinlerde daha yogun) iremenin oldugu
saptanmistir. Ozbilgin ve arkadaslarinin® calismasinda, Leishmania kiiltiiri icin tek fazl
sivi besiyeri (nutrient buyyon) kullaniimis, ancak NNN ve RPMI-1640 besiyerlerine gore
daha az basarili oldugu bildirilmistir. Bizim calismamizda ise, KL tanisinda bifazik besiyer-
lerinin daha basarili oldugu dikkate alinarak, bifazik nutrient besiyeri denenmis ve rutinde
kullanilan NNN besiyeri ile 10. glinde esit promastigot sayisi elde edilmistir.

Sonug olarak bu calismanin, leysmanyazisin tanisinda kolay ulasilabilir ve raf omri
uzun alternatif bir besiyerini 6nermesi acisindan 6nemli oldugu distintilmektedir. Mik-
robiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla bulunabilecek ve hazirlanabilecek bifazik nutrient
besiyeri, hastalik tanisinin konulmasinin yani sira, Leishmania turlerinin izolasyonu, asi
calismalari, tedavi takibi ve tedaviye direnc ile ilgili ileri arastirmalara da yardimci olabilir.
Ayrica bu besiyeri, NNN besiyerinin bulunmadigi ortamlarda parazitin canhligini stirdiir-
me ve codaltilmasina da katkida bulunacaktir.
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