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Laysmanyaz Tanisi icin Karaciger Ekstreli Besiyerinin Novy-
MacNeal-Nicolle Besiyeri ve Molekuler Yontemle Karsilagtiriimasi

Comparison of Liver Extract Medium With Novy-MacNeal-Nicolle Medium and the
Molecular Method for the Diagnosis of Leishmaniasis
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Ozet

Amag: Laysmanyazin laboratuvar tanisi, kultir, mikroskopik in-
celeme, serolojik ve molekiler yontemlere dayanir. TiUm diin-
yada kultur icin siklikla Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyeri
kullaniimaktadir. Molekiiler tani yontemlerinin tanisal amach
kullanimi sonrasi NNN besiyerinin duyarlihigi konusunda slp-
heler olusmustur. Bu calismada, yeni bir besiyerinin etkinliginin
NNN besiyeri ve molekuler yontemle karsilastirilmasi amaglan-
mistir. ;

Yontemler: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Parazitoloji Anabilim Dali'na Kilis, Osmaniye, Bitlis, Gaziantep
ve Manisa illerimizdeki saglik merkezlerinden tani veya dog-
rulama amaciyla kutan6z laysmanyaz (KL) stipheli 22 ve vise-
ral laysmanyaz (VL) supheli 4 hasta 6rnegi gonderilmistir. Bu
illerdeki saglik merkezlerine 6nceden hazirlanan besiyerleri
gonderilmis ve alinan klinik drneklerden bu besiyerlerine ekim
yapilmasi istenmistir. KL icin alinan igne aspirasyon sivisi ve
VL icin kemik iligi 6rnekleri, NNN besiyerine ve yeni gelistirilen
karaciger ekstreli besiyerlerine eszamanli olarak ekilmis, yayma
preparatlariyla birlikte kurumumuza gonderilmistir. Yayma pre-
paratlari Giemsa yontemiyle boyanarak incelenmistir. Ayrica bu
materyallerde gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yon-
temiyle parazit DNA’sI aranmistir.

Bulgular: 26 6rnegin 14’'linde Leishmania amastigotlari go-
rilmistiir. Orneklerden NNN besiyerine ekilenlerin 8’inde,
yeni besiyerine ekilenlerin ise 24’Unde promastigot Uremesi
gorilmustur. KL stipheli 2 hastada her iki besiyerinde de pa-
razit Uretilememistir. Genotiplendirme yapildiginda dermot-
ropik yerlesim gosteren izolatlarin L. tropica, L. major ve L.
infantum/donovani; viserotropik yerlesim gosteren izolatla-
rin ise L. tropica ve L. infantum/donovani oldugu saptanmis-
tir.

Abstract

Objective: Diagnosis of Leishmaniasis is based on culture, mi-
croscopic examination, serological tests, molecular methods.
Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) medium is mostly used for cul-
ture all over the world. The use of molecular methods for diag-
nostic purposes led to the questioning of the sensitivity of NNN
medium. In this study, it is aimed to compare the performance
of a new culture medium with those of NNN medium and the
molecular method.

Methods: Samples of 22 patients with suspected cutaneous
leishmaniasis (CL) and 4 patients with suspected visceral
leishmaniasis (VL) were sent to Manisa Celal Bayar University
Faculty of Medicine Department of Medical Parasitology for
diagnosis or confirmation from Kilis, Osmaniye, Bitlis, Gazian-
tep and Manisa provinces. Pre-prepared media were sent to
the health centers in these provinces and inoculation of these
media with clinical samples was requested. Needle aspiration
fluid for CL and bone marrow samples for VL were cultured
simultaneously on NNN medium and newly developed liver
extracted medium (LEM), and were sent to our institution with
their smears. Smears were examined by staining with Giemsa
method. In addition, parasite DNA was identified with real-time
polymerase chain reaction method in these materials.
Results: Leishmania amastigotes were detected in 14 of 26
samples. Promastigote proliferation was observed in 8 and
24 of the samples cultured in NNN and LEM respectively.
No proliferation was detected by either method in samples
of 2 patients with suspected CL. L. tropica, L. major and L.
infantum/donovani were detected among isolates showing
dermotropic location, and L. tropica and L. infantum/don-
ovani were detected among isolates with viscerotropic loca-
tion by genotyping.
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Sonuglar: Laysmanyaz tanisinda yaygin olarak kullanilan NNN besi-
yeri Ulkemizde bazi Leishmania suslarinin tanisinda yeterli duyarlilik-
ta degildir. Bu nedenle tani i¢in calismamizda sundugumuz karaciger
ekstreli besiyeri gibi zenginlestirici bir besiyeri kullaniimasi ve bu so-
nucun baska calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Klimik Dergisi 2020; 33(2): 137-41.

Anahtar Sozcukler: Laysmanyaz, tani, kiiltiir teknikleri, Novy-MacNeal-
Nicolle besiyeri, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu.

Conclusions: NNN medium, which is widely used in leishmaniasis di-
agnosis, is not sensitive enough for the diagnosis of some Leishmania
strains in Turkey. Therefore, an enrichment medium such as liver extract
medium which we have presented in this study should be used for di-
agnosis. However our results should be confirmed with more studies.
Klimik Dergisi 2020; 33(2): 137-41.

Key Words: Leishmaniasis, diagnosis, culture techniques, Novy-Mac-
Neal-Nicolle medium, real-time polymerase chain reaction.

Giris

Laysmanyaz, tropikal ve subtropikal ulkelerde gortlen,
infekte disi tatarcigin (Phlebotomus spp.) kan emerken bulas-
tirdig1 hucre ici bir protozoon olan Leishmania cinsindeki pa-
razitlerin etken oldugu bir hastaliktir. Laysmanyazin, viseral
laysmanyaz (VL), kutandz laysmanyaz (KL) ve mukokutanoz
laysmanyaz olmak tzere lg¢ ana klinik formu vardir (1). Ulke-
mizde VL'ye L. infantum, L. donovani ve L. tropica, KL'ye ise
L. tropica, L. major ve L. infantum/donovani tirlerinin sebep
oldugu bildirilmektedir (2). Hasta materyalinde amastigot-
larin gorulmesi veya parazitin kultiirde Uretilmesi kesin tani
konulmasi acisindan 6nem tasir (3). Doku sivilarindan yapilan
yayma preparatlarin metanolle fikse edildikten sonra Wright
veya Giemsa yontemiyle boyanarak amastigotlarin goérilme-
si veya bu materyallerin Novy-MacNeal-Nicolle (NNN) besiyeri-
ne ekilip promastigotlarin tretilmesi, laysmanyaz tanisinda
altin standard olarak kabul edilir (4). Kalturlerin duyarlihgi,
aspirasyon materyallerinin boyanarak mikroskopik olarak in-
celenmesinden genellikle daha yliksektir (5). Tani amaciyla
hem boyama, hem de kultlr yapilmasinin daha uygun oldu-
du, clinki kiltirde Greme olmayan bazi olgularda boyamayla
amastigotlarin gortlebilecegi de bilinmektedir (6).

Son yillarda molekiiler biyolojik yontemlerin tanisal
amacl kullanimi sonrasi, ulkemizin bazi bodlgelerinde bazi
Leishmania turlerinin NNN besiyerinde uremedigi dusunil-
mektedir. Bu calismada kultir icin kullanilacak yeni bir besi-
yerinin arastiriimasi ve etkinliginin NNN besiyeri ve moleki-
ler yontemle karsilastirilmasi amaclanmistir.

Yéntemler

Calismaya Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarina laysmanyaz
on tanisiyla yonlendirilen hastalar alinmistir. Her hasta icin
demografik bilgileri ve lezyon Ozelliklerini iceren bir olgu ra-
por formu doldurulmustur.

Karaciger ekstreli besiyerinin hazirlanmasi: Besiyerinin
kati fazi hazirlanirken disodyum fosfat (Merck, Darmstadt,
Almanya) 0.2 gr, D-glukoz (Merck, Darmstadt, Almanya) 1 gr,
karaciger ekstresi (Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, ABD) 5 gr, pepton (Merck, Darmstadt, Almanya) 1
gr, et ekstresi (Merck, Darmstadt, Almanya) 6 gr, agar (Merck,
Darmstadt, Almanya) 2.4 gr tartildiktan sonra bir balon iceri-
sine konulmus ve uzerine 100 ml distile su eklenerek karisti-
rilmistir. Karisim 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak homoje-
nize ve sterilize edilmistir. Daha sonra 30 ml defibrinize insan
kani kiguk steril bir balona alinmistir ve 1.3 ml gentamisin
soliisyonu eklenerek karistiriimistir. Kan yaklasik 50°C’ye ka-
dar sogutulan agarin uzerine eklenmis, karismasi saglanmig
ve hemen steril tiiplere 3-4 ml miktarinda dagitilmistir. Tiiple-
re belli bir e§im verilerek katilasincaya kadar oda sicakliginda

tutulduktan sonra +4°C’de saklanmistir. Ekim yapilacagi za-
man buzdolabindan ¢ikarilan besiyerinin dip kisminda topla-
nan kondansasyon sivisi Gzerine 1 ml %15 fetal sigir serumu
(FBS) iceren Gibco™ RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) besiyeri eklenmistir.

NNN besiyerinin hazirlanmasi: Besiyerinin kati fazi ha-
zirlanirken agar (Merck, Darmstadt, Almanya) 5 gr, pepton
(Merck, Darmstadt, Almanya) 2 gr, NaCl (Merck, Darmstadt,
Almanya) 1 gr tartilarak bir balon icerisine konulduktan sonra
Gzerine 200 ml distile su eklenerek 121°C'de 20 dakika otok-
lavlanmistir. Daha sonra 30 ml defibrine tavsan kani ve 1.3
ml gentamisin sollsyonu eklenerek karistirilmistir. Yaklasik
50°C’ye kadar sogutulan agarin Uzerine kan eklenmis, karis-
masi saglanmis ve hemen steril tiplere 3-4 ml miktarinda da-
gritilmistir. Tlplere belli bir e§im verilerek katilagincaya kadar
oda sicakhiginda tutulmus ve +4°C’de saklanmistir. Kullanila-
cagi zaman buzdolabindan cikarilan besiyerinin dip kisminda
toplanan kondansasyon sivisi lizerine 1 ml %15 FBS iceren
Gibco™ RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
ABD) besiyeri eklenmis ve besiyeri ekim yapmaya uygun hale
getirilmistir.

Yayma preparatlarin ve besiyerlerine ekimlerin yapiima-
si: KL stipheli hastalarin igne aspirasyon sivisi ve VL glipheli
hastalarin kemik iligi aspirasyon sivisindan yapilan yayma
preparatlar, metil alkolle tespit sonrasi Giemsa yontemiyle
boyanarak mikroskop altinda (100x) Leishmania amastigot-
larinin varligi agisindan degerlendirilmistir. Ayrica bu mater-
yallerden besiyerlerine ekim yapilmistir. Besiyerleri 26°C’'de
inklibasyona birakilmis ve promastigotlarin varligi agcisindan
15 giin sureyle giin asiri kontrol edilmistir.

Molekiiler yontemin uygulanmasi: Hastalardan alinan
materyalden hazirlanan tim o6rneklerden High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Almanya) ile Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda
DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen ornekler gergek za-
manl polimeraz zincir reaksiyonu (GZ PZR) yapilana kadar
-20°C’de saklanmistir. GZ PZR icin “internal transcribed spa-
cer” 1 (ITS1) problu test uygulanmistir (7). Leishmania pa-
razitlerinin kiglk alt birim rRNA ve 5.8S rRNA'y1 kodlayan
genleri ayiran ribozomal ITS1 bdlgesine 6zgu asagida goste-
rilen primer ve problar kullanilarak ¢ogaltilmistir: “Forward”
primer: 5-CTGGATCATTTTCCGATG-3'. “Reverse” primer:
5'-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3'. Prob 1:5'-CCGTTTATACA-
AAAAATATACGGCGTTTCGGTTT-Fluo-3'. Prob 2: 5'-LCRed-
640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-Pho-3'.

GZ PZR analizi icin hazirlanan toplam 25 pl'lik reaksi-
yon karisimi, 4.5 pl PCR Grade Water (Roche Applied Sci-
ence, Penzberg, Almanya), her bir primerden 1 pl, her bir
probdan 0.5 pl, QuantiTect® Probe PCR Kit (Qiagen, Hilden,
Almanya)’ten 12.5 pl ve 5 pl genomik DNA icermektedir.
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Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Almanya) cihazinda be-
lirlenen termal profil, 95°C’de 15 dakika 6n denatlirasyon, 40
dongi (95°C’de 15 saniye denatlirasyon, 50°C’de 30 saniye
baglanma, 72°C'de 20 saniye uzama), 95°C’'de 1 dakika ve
40°C’'de 1 dakika sonlanmayla “melting” analizi yapilarak tir
ayrimi yapimistir.

Calisma i¢cin Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi’'nin Klinik Arastirmalar Komitesi Etik Kurulu’ndan
(23 Eylul 2010 tarih ve 6 sayi) ve Yerel Etik Kurulu’'ndan (11
Mayis 2016 tarih ve 20478486-171 sayi) onay alinmistir.

Bulgular

Calismaya Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Parazitoloji Anabilim Dali Laboratuvarina laysmanyaz
on tanisiyla yonlendirilen 26 hastadan 22'sinin on tanisi KL
ve 4’tnun on tanisi VL'ydi. Bunlardan 24’iinde en az bir yon-
temle pozitif sonug alinmis ve hasta bilgileri Tablo 1'de veril-
mistir.

Lezyon/lenf nodlarindan igne aspirasyonlari ve kemik
iligi aspirasyonlarindan yapilan Giemsa boyali preparatlarin
incelenmesi, NNN besiyerine ve karaciger ekstreli besiyerine
yapilan ekim sonucunda, 6 hastada 3 yontemle, 10 hastada 2

Tablo 1. Etkenlerin Elde Edildigi Hasta Bilgileri
Belirtilerin Geldigi

Kod Cinsiyet Klinik Tani Siiresi (Ay) Sehir
CBU 06 Kadin Kutandz laysmanyaz 24 Kilis
CBU 07 Erkek Viseral laysmanyaz 6 Manisa
CBU 11 Kadin Kutano6z laysmanyaz 12 Manisa
CBU 12 Kadin Kutano6z laysmanyaz Manisa
CBU 14 Kadin Kutano6z laysmanyaz Manisa
CBU 15 Erkek Kutandz laysmanyaz 18 Osmaniye
CBU 17 Kadin Kutand6z laysmanyaz 8 Manisa
CBU 18 Erkek Kutanoz laysmanyaz 6 Bitlis
CBU 19 Erkek Viseral laysmanyaz Manisa
CBU 20 Erkek Viseral laysmanyaz 12 Manisa
CBU 23 Erkek Kutanoz laysmanyaz 24 Manisa
CBU 24 Erkek Kutandz laysmanyaz 18 Manisa
CBU 31 Kadin Viseral laysmanyaz 7 Manisa
CBU 33 Kadin Kutanoz laysmanyaz 6 Manisa
CBU 39 Erkek Kutandz laysmanyaz 3 Manisa
CBU 42 Kadin Kutandz laysmanyaz 8 Gaziantep
CBU 43 Erkek Kutandz laysmanyaz 8 Manisa
CBU 44 Erkek Kutandz laysmanyaz 4 Manisa
CBU50 Erkek Kutandzlaysmanyaz 5 Manisa
CBU 51 Erkek Kutandz laysmanyaz 1 Manisa
CBU56 Erkek Kutandzlaysmanyaz 1 Manisa
CBU59 Erkek Kutandzlaysmanyaz 6 Manisa
CBU 61 Erkek Kutandz laysmanyaz 3 Manisa
CBU 73 Kadin Kutandz laysmanyaz 8 Manisa

yontemle ve 8 hastada 1 yontemle pozitif sonug elde edilmis-
tir (Tablo 2). Giemsa boyali kemik iligi aspirasyonu sivisindan
hazirlanan yayma preparatinda gorilen amastigotlar ve ka-
raciger ekstreli besiyerinde lireyen promastigotlar sirasiyla
Resim 1 ve Resim 2'de verilmistir.

irdeleme

Tropik, subtropik ve Gliney Avrupa’da bulunan ihmal edil-
mis tropikal hastalik olarak siniflandirilan laysmanyaz, vektor
araciligiyla bulastirilan zoonotik/antroponotik karakterli bir
protozoon paraziter infeksiyon hastaligidir (8). DSO’ye rapor
veren 200 ulke arasinda, 97 ulke laysmanyaz acgisindan ende-
miktir. KL ve VL agisindan endemik olan 65 lilke, VL agisindan
endemik olan 10 ulke ve KL acisindan endemik olan 22 (lke
bulunmaktadir (9). Endemik bélgede yasayan yaklasik 1 mil-
yon insan risk altindadir (10).

KL'nin son 10 yilda gorilme sikliginda artis gozlenmekte,
yaklasik her 20 saniyede bir kisinin KL'ye yakalandigi hesap-
lanmaktadir. Bunun olasi nedenleri arasinda kirsal bolgeler-

Resim 1. Hasta materyalinde Leishmania amastigotlari (Giemsa yon-
temi, 100x).

Resim 2. Karaciger ekstreli besiyerinde Uretilmis Leishmania pro-
mastigotlari (Giemsa yontemi, 100x).
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Tablo 2. Etkenlerin Tanisinda Tiim Yontemlerin Karsilastiriimasi

Giemsa Boyamasi NNN Besiyerinde Karaciger Ekstreli Besiyerinde Molekiiler
Kod (Amastigot) Kiiltiir (Promastigot) Kiltir (Promastigot) Yontem
CBU 06 Pozitif Pozitif Pozitif L. tropica
CBU 07 Pozitif Pozitif Pozitif L. tropica
CBU 11 Negatif Pozitif Pozitif L. tropica
CBU 12 Negatif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 14 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 15 Negatif Negatif Pozitif L. infantum/donovani
CBU 17 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 18 Pozitif Pozitif Pozitif L. major
CBU 19 Negatif Negatif Pozitif L. infantum/donovani
CBU 20 Negatif Negatif Pozitif L. infantum/donovani
CBU 23 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 24 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 31 Negatif Negatif Pozitif L. infantum/donovani
CBU 33 Pozitif Pozitif Pozitif L. major
CBU 39 Negatif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 42 Pozitif Pozitif Pozitif L. tropica
CBU 43 Negatif Pozitif Pozitif L. tropica
CBU 44 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 50 Pozitif Pozitif Pozitif L. tropica
CBU 51 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 56 Negatif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 59 Negatif Negatif Pozitif L. infantum/donovani
CBU 61 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica
CBU 73 Pozitif Negatif Pozitif L. tropica

NNN: Novy-MacNeal-Nicolle

den kentlere goc, infeksiyonun endemik oldugu bolgelerde is
sahalarinin acilmasi, malnitrisyon, sosyoekonomik diizeyin
dusikligu ve HIV/Leishmania koinfeksiyonundaki artis sayil-
maktadir. Laysmanyazin gercek prevalansinin resmi rakamla-
rin Uzerinde oldugu, ¢linkii diinyada saglik hizmetlerine ula-
silmasi zor bolgelerdeki olgulara tani konulamadigi tahmin
edilmektedir. Laygsmanyazin yol actigi ekonomik kayip, tibbi
bakim ve tedavilerle birlikte isglici bakimindan degerlendi-
rildiginde oldukca buyuktir; bu nedenle gelismekte olan l-
kelerin ekonomileri i¢in laysmanyaz ciddi bir saghk sorunu-
dur. Gelismis llkelerde ise HIV/Leishmania koinfeksiyonunda
gortlen artis ve iklim degisikligi sonucu vektor ve hastaligin
yayillim alaninin kuzeye dogru genislemesiyle yeni alanlarda
hastaligin gortlme potansiyeli bulunmasi gibi nedenlerle
laysmanyaza duyulan ilgi artmaktadir. Ortadogu’da yillardir
savagsmakta olan Amerika Birlesik Devletleri askerlerinde
2002-2004 yillari arasinda 500-700 arasi KL olgusu belirlen-
mistir (11-14).

KL, dnceleri sporadik olgularin goruldigi Cukurova gibi
yerlerde endemik 6zellik gosterirken, son derece nadir olgu-
larin bildirildigi Ege, Marmara, ic Anadolu, Bati Akdeniz gibi

bolgelerimiz de diizenli olarak olgularin goérildagu yerler
haline gelmistir. Bunun yani sira son yillarda, L. infantum’un
da etken oldugu sark cibani olgulari lilkemizde saptanmaya
baslamistir (3,15-18).

Turkiye'de VL daha ¢cok Ege ve Akdeniz boélgelerinde
gorulmekle birlikte, hemen hemen bitin bodlgelerden bil-
dirilmis olgular bulunmaktadir. Hastaligin etkeni olan Le-
ishmania parazitleri hem insandan hem de kopeklerden
izole edilmistir. Etkene yonelik uygulanan, izoenzim analizi,
“excreted factor (EF)” analizi, monoklonal antikor ve PZR
testleri, hastalia neden olan turtin diger Akdeniz tlkeleriyle
uyumlu olarak L. infantum oldugunu gostermistir. Ayrica bu
turin dogadaki rezervuarinin kopekler oldugu epidemiyo-
lojik calismalarla kanitlanmistir. Diger Akdeniz Ulkelerinde
oldugu gibi GUlkemizde de etken turin rezervuari kopeklerdir.
Boyle dogal rezervuarlarin varhgi zoonotik gecis agisindan
risk olusturmaktadir. Akdeniz havzasinda yer alan llkelerde
yapilan calismalarda kdpeklerdeki laysmanyazin %2-40 ara-
sinda goruldigu, tlkemizde ise genel prevalansin %15.76
oldugu, bazi bdélgelerde %40’lara ¢ikabildigi gosterilmistir
(3,17,18).
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Kiltlrler, genellikle boyali aspirasyon materyal preparat-
larinin mikroskopik incelemesinden daha yuksek duyarhlik
gostermektedir. Lightner ve arkadaslari (19)'nin yaptigi bir
calismada yaymalarin mikroskopik incelemesinde duyarhlik
%72 iken, kuiltirde bu oran %91 olarak bulunmustur. Baska
bir calismada kemik iligi aspirasyonlarinda mikroskopik ince-
lemede duyarlilik %60 iken, kiiltirde %98 gibi olduk¢a yliksek
bir oranda bulunmustur (19,20).

Calismamizdaki hastalarin klinik materyallerinden yapi-
lan yaymalarin 14'inde amastigot gorulirken NNN besiye-
rine yapilan ekimlerin sekizinde promastigot saptanmistir.
Calismamizda kullandigimiz Leishmania parazitlerinin ka-
raciger ekstreli besiyerine uyum sagladigi ve ekim yapilan
tiim pozitif 6rneklerin bu besiyerinde lreyip ¢ogaldiklar tes-
pit edilmistir. Parazitin, karaciger ekstreli besiyerine yapilan
ekimlerin hepsinde lGiremesi, besiyerinin yayma preparatlarin
mikroskopik bakisina goére tstinliginl ortaya koymustur.

Ulkemizde infeksiyon yapan Leishmania suslarinin klasik
NNN besiyerlerinde uretilerek tani konulmasi son derece gli¢
olmaktadir. Bu nedenle lilkemizde ve bolgemizde VL ve KL
tanisinda glivenle kullanilabilecek, duyarliligi yuksek, etkene
yonelik, kullanimi ve sonucu yorumlamasi kolay, kisa siirede
sonug veren, ortam sartlarina dayanikli, distik maliyetli, ¢a-
lismamizda sunudugumuz gibi bir besiyerine ihtiyac vardir.
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