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Kutanoz Leishmaniasis Tan1 ve izolasyonunda
NNN Besiyeri Olmadigi Durumda RPMI-1640
Besiyeri Kullanilabilir mi?

Could RPMI-1640 Medium be Used in the Diagnosis and Isolation of
Cutaneous Leishmaniasis Lacking NNN Medium?
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Leishmaniasis laboratuvar tanisi kiiltiir, mikroskobik inceleme, serolojik ve molekiiler yéntemlere dayanmaktadir. Altin standart
yontem, mikroskobik incelemede amastigotlarin goriilmesi ve Novy, MacNeal, Nicolle (NNN) besiyerinde promastigotlarin
tremesidir. Tim diinyada kiltiir icin siklikla NNN besiyeri kullanilmaktadir. Calismamizda, Kutanéz leishmaniasis (KL) tanisinda
altin standart NNN besiyeri olmadig: durumlarda RPMI-1640 besiyeri kullanimin uygun bir yéntem olup olmadiginin aragtirilmasi
amaclanmigtir.

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Dermatoloji Poliklinigine bagvuran ve KL stiphesi uyandiran lezyonlara
sahip hastadan, igne aspirasyon sivis16rneginden yayma preparatlar hazirlanmig ve Giemsaile boyanarak amastigot varhgi agisindan
incelenmigtir. Alinan 6rnekler direkt olarak RPMI-1640 siv1 besiyerine ekimi yapilarak ve 26 °C’de inkiibe edilerek promastigot
varlig1 arastinlmistir. Inkitbasyon sonrast ardisik giinlerde, promastigot tiremesi acisindan kontrol edilmistir. Uremesi saglanan
izolatin gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu yardimiyla internal transcribed spacer-1 (ITS-1) gen bélgesine 6zgii primer ve
problar ile genotiplemesi yapilmigtir. Hastadan alinan igne aspirasyon sivi 6rnegi yayma preparatlarin mikroskobik incelemesinde
amastigot formu goralmustir. RPMI-1640 siv1 besiyerinde ise tigiinct giinden itibaren promastigot iiremesi gérillmistiir. Ayrica
KL hastasindan elde edilen izolatin genotipleme ile yapilan tiir tayini sonucunda Leishmania tropica oldugu saptanmugstir. Sonug
olarak, Leishmaniasis tanisinda kolay ulagilabilen ve altin standart NNN besiyerinin temin edilemedigi laboratuvarlarda RPMI-
1640'1n alternatif besiyeri 6nermesi agisindan énemli oldugu dustintlmektedir. Parazitoloji laboratuvarlarinda kolay bir sekilde
temin edilen ve hazirlanan RPMI-1640 siv1 besiyeri, hastalik tanisinin konulmas: ve tedavi takibi, Leishmania spp. izolasyonu ve
ilag direng ¢caligmalari gibi konularda yardima olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kiiltiir, kutanéz leishmaniasis, RPMI-1640 besiyeri

ABSTRACT

Laboratory diagnosis of leishmaniasis is based on culture, microscopic examination, serological and molecular methods. The gold
standard method is to see amastigotes in microscopic examination and to grow promastigotes in Novy, MacNeal, Nicolle (NNN)
medium. NNN medium is frequently used for culture all over the world. In our study, it was aimed to investigate whether the use
of RPMI-1640 medium is an appropriate method in cases where the gold standard NNN medium is not available for the diagnosis
of cutaneous leishmaniasis (CL).

Smears were prepared from the needle aspiration fluid sample from the patient who applied to Manisa Celal Bayar University
Faculty of Medicine and had lesions suspicious of CL, and were stained with Giemsa for the presence of amastigotes. The samples
taken were directly inoculated into RPMI-1640 broth and incubated at 26 °C for the presence of promastigotes. On consecutive
days after incubation, it was checked for promastigote growth. Genotyping of the grown isolate was performed with primers
and probes specific to the internal transcribed spacer-1 (ITS-1) gene region with the help of real-time polymerase chain reaction.
The amastigote form was observed in the microscopic examination of the needle aspiration fluid sample smear preparations
taken from the patient. On the other hand, promastigote growth was observed in RPMI-1640 broth from the 3" day. In addition,
the isolate obtained from the CL patient was determined to be Leishmania tropica as a result of the species determination made
by genotyping. It is thought that this study is important in terms of suggesting an alternative medium for the diagnosis of
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leishmaniasis in laboratories where the gold standard NNN medium is easily accessible. RPMI-1640 medium, which is easily obtained and prepared in
parasitology laboratories, can help in the diagnosis of the disease and treatment follow-up, Leishmania spp. isolation and drug resistance studies.

Keywords: Culture, cutaneous leishmaniasis, RPMI-1640 medium

GIRig

Insan ve hayvan saghg icin 6nemli olan leishmaniasis, Leishmania
cinsine ait parazitlerin neden oldugu zoonotik/antroponotik
karakterli bir enfeksiyon hastaligidir. Diinya genelinde 102 ulke
ve bolgede endemik olarak gérildugu bilinmektedir. Diinya
Saglk Orgiiti'nin ihmal edilen hastaliklar listesinde bulunan
leishmaniasis, tropikal hastaliklar listesinde sitmadan sonra
ikinci sirada bulunmaktadir. Hastalik farkli Leishmania turiine
ve konagin immiin sistemine bagl olarak kutanéz leishmaniasis
(KL), mukokutanéz (MKL) ve visseral leishmaniasis (VL) olmak
izere U¢ klinik formu bulunmaktadir (1,2). Tirkiye'de KL
olgularina, bagta L. tropica olmak iizere L. infantum, L. major
ve L. donovaninin neden oldugu Giineydogu Anadolu Bélgesi,
Ege, Akdeniz ve Orta Anadolu Bélgelerinde, VLye ise basta L.
infantum olmak tizere ve nadiren L. donovani ile L. tropica’min
neden oldugu sporadik olgular seklinde daha ¢ok Akdeniz ve Ege
Bolgelerinde rastlanmaktadir. Son yillarda KL olgu sayilarinda
goriilen artisin 6nemli oranda kiiresel iklim degisikligi, seyahat
etmenin kolaylagmasi ve diger endemik tilkelerden Tiirkiye’ye go¢
nedeniyle oldugu dusiiniilmektedir (3).

KL'de ilk lezyon, genellikle 2 cm ¢apa kadar kii¢iik kirmizi bir papiil
seklinde baglamaktadir. Birka¢ hafta icinde papiller koyulasir,
kenarlar1 kabarik ve merkezi kraterlere sahip tulserlere doéniigiir.
Lezyonlar genellikle derinin agikta kalan boélgelerinde, 6zellikle
yuz ve ekstremitelerde gorulir. Lezyonlar agrisizdir, yaklagik bir
yil icinde kendiliginden iz birakarak iyilesir ve 6miir boyu siiren
izler estetik acidan sorun yaratir (4).

KL tanisinda, klinik 6zellikler,laboratuvartestlerive epidemiyolojik
veriler tani kriterlerini vermektedir. Aym gekilde endemik bslgeye
seyahat 6ykiisii ve endemik bolgede yasamak da epidemiyolojik
tam kriterlerindendir (5). KL tamsinda altin standart, lezyon
bélgesinden alinan materyalden hazirlanan yayma preparatlarin
Giemsa veya Wright boyama yéntemiyle incelenmesi sonucu
direkt mikroskop inceleme veya alinan materyallerin NNN
besiyerine ekilerek yapilan kiltir yontemleridir (6). Basit
olmasina ragmen direkt mikroskop inceleme yénteminin kronik
olgularda duyarlihg: dustiktir (7). Kiltir yéntemleri, parazitemi
oranlarinin digiik oldugu durumlarda boyama yéntemi ile gézden
kacabilen parazitin tremesi ile taninin daha rahat konulmasin
miimkiin kilmaktadir (4).

Bu ¢aligmada, KL tanisinda altin standart NNN besiyeri olmadig:
durumlarda parazitlerin uzun sireli canliligimi koruyan ve
hemen hemen tum laboratuvarlarda bulunan bilegenlerden
olusan Leishmania turlerinin izolasyonu ve teshisi icin RPMI-
1640 besiyeri kullamiminin uygun bir yéntem olup olmadig:
tartigilmigtir.

OLGU SUNUMU

Bu calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Hastanesi
Dermatoloji Poliklinigine bagvuran KL stphesi uyandiran
lezyonlara sahip 25 yasindaki erkek hastadan alinan deri lezyon
ornegi kullamlmigtir. Hastanin Manisa/Kula'da ikamet ettigi,
ancak Nisan 2018-Agustos 2021 tarihleri arasinda Suriye/Idlib’'de
asker olarak gérev yaptigr 6grenilmistir. Hastanin dermatolojik

muayenesinde sag ayak birinci proksimal metatarsofalangeal
eklem ve sag ayak bilegi uizerine lokalize boyutlar1 2x2 c¢m ve
1x1 cm arasinda degisen 2 adet etrafi 6demli, eritemli, iilsere
plak izlenmigtir (Sekil 1). Lezyonun bulundugu bélge %70 alkol
ile temizlenmistir, kuruduktan sonra saglam doku ile lezyonun
birlesme simrindan igne ucu yardimyla agilan kisimdan ¢ikan
serdz swv1 alinarak yayma preparat hazirlanmigtir. Ardindan oda
1s1sinda kurumaya birakilan preparatlar metil alkol ile 2-3 dakika
tespit edilmistir ve Giemsa ile boyanarak mikroskop altinda
(x1000) Leishmania spp. amastigotlarinin varhg: agisindan
degerlendirilmistir. Hastanin lezyonlarindan seréz sivi alinarak
rutin besiyeri olarak kullanilan NNN besiyeri yerine RPMI-1640
swv1 besiyerine ekim gerceklestirilmistir. Bunun i¢in lezyonlarin
bulundugu bélgeler %70 alkol ile temizlendi ve kurumaya
birakilmigtir, saglam doku ile lezyonun birlegsme smnir1 bag ve
isaret parmag arasinda tutularak igne ucu yardimiyla seréz
swv1 ¢ikarilmigtir. Bu serdz sivi, icerisinde 2 mL RPMI-1640 sivi
besiyeri olan tiiplere ekilmistir ve tiipler 10 giin boyunca 26 °C'de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda giinasir1 besiyerleri
kontrol edilerek promastigot varlig: acisindan degerlendirilmigtir
(Sekil 2). Hastanin lezyonlarindan alinan seréz sivissndan DNA
izolasyonu icin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roch®,

Germany) kit prosediiriine uygun olarak yapilmigtir. Bu amagla
Leishmania spp. parazitlerinin SSU-rRNA ve 5.8S rRNA'siu
kodlayan genleri aywran ITS1 (Ribozomal Internal Transcribed
Spacer 1) bélgesini hedefleyen primerler ve problar kullanilarak
cogaltilmigtur (8).
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Sekil 1. Sag ayak sirtinda ve ayak bagparmag: tizerindeki 2
adet kutanoz leishmaniasis lezyonu

Sekil 2. Hasta o6rneginin RPMI-1640 besiyerinde kulttri
ve hazirlanan Giemsa boyali preparatlarin mikroskobik
incelenmesi
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Calisgmamizda, KL siipheli hastanin lezyonlarindan elde edilen
serdz swidan hazirlanan Giemsa boyali yayma preparatlarda
Leishmania spp. amastigotlar1 gorilmusgtir. Yapilan ekim
sonrasinda RPMI-1640 siv1 besiyerinde promastigotlar tretilmis
(Sekil 3) ve gPCR ile izolat L. tropica olarak tamimlanmistir
(Sekil 4). Leishmania tropica promastigotlarinin RPMI-1640
swi1 besiyerinde en erken iginci giinde tremeye basladig:
saptanmigtir.

TARTISMA

Leishmaniasis, insan-vektér-insan gecisi ile yayilan, diinyada
icinde oldugu tropikal/subtropikal iklim
kusagindaki tlkelerde genis bir alanda goriilebilen 6nemli halk
saghg1 sorunlarindan birisidir. Endemik bélgede yasayan bir
milyardan fazla insan leishmaniasis agisindan risk altindadir
(9). KL tanisinda en sik kullanilan yéntem lezyon kenarindan
enjektér yardimiyla alinan 6rnegin Giemsa veya Wright ile
boyanmas: ve amastigot formlarinin gériilmesidir. Mikroskop
inceleme yontemi basit ve hizli tekniktir, ancak o&zellikle
kronik lezyonlarda duyarlihg: digtiktir (10). Kesin tani, kaltir
yontemleri kullanilarak promastigot formlarinin Gretilmesi veya
klinik 6rneklerde parazitin amastigot formlarinin gosterilmesiyle
konulmaktadir. Leishmaniasis tamisinda bu yéntemler “altin
standart” olarak kabul edilmektedir (11).

ilkemizin de

Tanmida yaygin olarak kullanilan besiyerleri, defibrine tavsan kami
ve agar iceren NNN, pepton, agar ve sigir eti iceren modifiye
Tobie besiyeri ve Schneider Drosophila besiyerleridir. Ayrica

Sekil 3. Leishmania tropica yasam formlar1 (A: Giemsa boyali
preparatta hiicre i¢i amastigotlar, B: RPMI-1640 besiyerinde
tireyen promastigotlar)

— L tropies (Kontral)

et | L. tropiva (MHOM/ TR 2020 CBUSE)

— L mor (Kemtrod)

—t L doray
— [ infantam (Kontrol)

ani (Kentrol)

piyasada bulunan M199 ve RPMI-1640 siv1 besiyerleri de olduk¢a
sik kullanilmaktadir. Sivi besiyerleri genellikle FCS, serum
veya kan lizatlan ile zenginlegtirilmektedir. Ancak son yillarda
kontaminasyonu azaltmak, basit ve ucuz besiyeri hazirlamak icin
serumsuz ve otoklavlanabilir besiyerleri tizerine yapilan caligmalar
6n plana aikmaktadir (4,12). Besiyeri kullanarak farkh Leishmania
turlerinin morfolojisini, biyokimyasal analizini, enfektivitelerini,
imminolojisini ve molekiller &zelliklerini  degerlendirmek
mimkiindiir. Besiyeri ¢calismalarinda NNN ve ticari besiyerlerinin
yani swra cesitli maddeler kullanmilarak farkli kiltiir besiyerleri
hazirlanmis ve Leishmania spp. promastigotlarinin tretiminde
cesitli yontemler kullanilmigtir (4,13). Fakat NNN besiyerinde
tavsan kani kullanilmasi, hazirlanmasinin zor ve zaman almas,
kontaminasyon riski olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir
(12). Bununla birlikte Leishmania izolatlar: ile yapilacak bircok
caligma icin kisa siirede ¢ok sayida promastigot treten siv1 kaltiir
besiyerlerine ihtiya¢ duyulmaktadar.

Hastadan alinan igne aspirasyon sivisi 6rnegi ile yapilan Giemsa
boyali yayma preparatta Leishmania spp. amastigotlarinin
gorilmesi ve besiyerinde promastigotlarin gérilmesi KL
tamisinda altin standart olup en ¢ok tercih edilen yéntemdir (10).
Bizim olgumuzda da direkt mikroskobi ve kiiltiir ile tam: konmus
ve qPCR ile yapilan tiir ayrimi sonucunda etken L. tropica olarak
saptanmigtir.

Aksoy Goékmen ve ark’min (12) calismalarinda, tek fazhi s
besiyeri (nutrient buyyon) Leishmania spp. kiiltiirti i¢cin kullanilmig
ve RPMI-1640 siv1 besiyeri ile NNN besiyerlerine gore daha az
basarili oldugu bildirilmigtir. Bizim ¢alismamizda ise, KL tanisinda
NNN besiyeri olmadig: durumda ona alternatif olabilecek RPMI-
1640 siv1 besiyeri kullanilmig ve ekimin 3. giinden itibaren de
Leishmania spp. promastigotlar tespit edilmisgtir.

Limoncu ve ark.’nin (14) ¢alismalarinda, icerisine maya ekstresi,
pepton ve %10 FCS ilave edilmis P-Y adi verilen siv1 besiyeri, NNN
ve %10 ECS ilaveli RPMI-1640 besiyerleri L. tropica ve L. infantum
promastigotlarinin ¢ogalmasi acisindan karsilagtirlmigtir. Sonug
olarak P-Y besiyerinin, %10 FCS ilaveli RPMI-1640 besiyerine ile
benzer sonuglar verdigi saptanmistir. Calismamizda, parazitoloji
ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kolaylikla bulunabilen hizli
ve kolay hazirlanan RPMI-1640 sivi besiyeri kullanilmigtir.
RPMI-1640 siv1 besiyeri, promastigotlarin tiretilmesi ve hastadan
promastigot izolasyonu i¢in kullanilmigtir. Bu besiyeri, bifazik
NNN besiyerine alternatif bir secenek olarak rapor edilmistir.

Sekil 4. Gercek zamanh PZR yénteminde Leishmania tropica’ya uygun erime egrisi

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu



252 Gavusg ve ark. NNN Besiyeri Olmadiginda RPMI-1640 Besiyeri Kullanimi

Turkiye Parazitol Derg 2022;46(3):249-52

Sonu¢ olarak bu c¢aligmanin, leishmaniasis tanisinda kolay
ulagilabilen ve altin standart NNN besiyerinin temin edilemedigi
laboratuvarlarda alternatif besiyeri 6nermesi agisindan 6nemli
oldugu dusiintlmektedir. Parazitoloji laboratuvarlarinda kolay
bir sekilde temin edilen ve hazirlanan RPMI-1640 siv1 besiyeri,
hastalik tamisimin konulmas: ve tedavi takibi, Leishmania spp.
izolasyonu ve ila¢ diren¢ calismalari gibi konularda yardima
olabilir.

TESEKKUR
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