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Amag: Leishmaniasis diinyada 98 lilkede endemik olarak gériilmekte ve 1 milyar insan igin risk
olusturmaktadir. Zorunlu hiicre igi paraziti Leishmania spp.’nin képeklerde olusturdugu enfeksiyona
ise Kanin Leishmanisis (KanL) adi verilmektedir. Bu ¢alismada, tlkemizdeki kbpeklerden izole edilmis
Leishmania tropica suslarinin, leishmaniasis tedavisinde uygulanan amfoterisin B, meglumin anti-
monat ve sodyum stiboglukonata karsi direng durumlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

Yéntem: Sivi azottan ¢ikarilan Leishmania spp. promastigotlari NNN besiyerine ekilmis ve iireme-
ye baslayan izolatlarin RPMI-1640 besiyerinde kiiltivasyonu yapilarak bol miktarda promastigot
elde edilmistir. Leishmania spp.’nin ITS-1 bélgesine 6zgii primer ve problariyla gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu yéntemiyle genotiplendirme gergeklestirilen ve Kanl etkeni L. tropica
oldugu saptanan bes izolatta hemositometre ve XTT yéntemleriyle amfoterisin B, meglumin anti-
monata ve sodyum stiboglukonat diren¢ durumu incelenmistir.

Bulgular: Hemositometre yéntemi bes izolat icin ortalama IC,  dederleri meglumin antimonat igin
10.60 mg/ml, sodyum stiboglukonat igin 0.1471 mg/ml, amfoterisin B igin 0.0328 uM/ml olarak
saptanmistir. XTT yéntemi ile saptanan ortalama IC,  dederleri ise meglumin antimonat igin 10.48
mg/ml, sodyum stiboglukonat icin 0.1470 mg/ml, amfoterisin B i¢in 0.0326 uM/ml olarak bulun-
mustur.

Sonug: Verilerimiz dogrultusunda KanlL olgularindan izole edilen ve képeklerde ¢ok ender olarak
etken olan L. tropica suslarinda amfoterisin B ve sodyum stiboglukonata direng gelistigi saptan-
mazken, parazitin meglumin antimonata karsi ilag direnci gelistirdigi gérilmektedir. ileride bu
durumun insan kutanéz leishmaniasis olgularinda tedavi sirasinda bir sorun olarak karsimiza
¢ikacadi distindlmustdr.

Anahtar kelimeler: Kanin Leishmaniasis, Leishmania tropica, direng, antiparaziter ilag, Tiirkiye
ABSTRACT

Objective: Leishmaniasis is endemic in 98 countries, and poses risk to 1 billion people in the
world. The infection caused by obligatory intracellular parasite Leishmania spp. in dogs is called
Canine Leishmaniasis (Canl). In this study, it was aimed to detect the resistance status of
Leishmania tropica strains isolated from dogs in our country against amphotericin B, meglumine
antimoniate and sodium stibogluconate applied in leishmaniasis treatment.

Method: Leishmania spp. promastigotes, taken out from the liquid nitrogen were first cultured in
NNN media, then the growing isolates were transferred to RPMI-1640 medium and abundant
amount of promastigotes were obtained. Isolates were genotyped using real-time polymerase
chain reaction method with primers and probes specific to the ITS-1 region of Leishmania spp. and
in five isolates that were found to be L. tropica causing CanL, resistance status against amphotericin
B, meglumine antimoniate and sodium stibogluconate was investigated by hemocytometer and XTT
methods.

Results: The mean IC_ values were determined as 10.60 mg/ml for meglumine antimoniate,
0.1471 mg/ml for sodium stibogluconate, 0.0328 uM/ml for amphotericin B by hemocytometer
method. Average IC, values determined by XTT method were 10.48 mg/ml for meglumine
antimoniate, 0.1470 mg/ml for sodium stibogluconate, 0.0326 uM/ml for amphotericin B.
Conclusion: According to our data, while L. tropica strains which were isolated from Canl cases
which are very rarely found causative agents in dogs, were not found to be resistant to
amphoreticin Band sodium stibogluconate, parasite developed drug resistance against meglumine
antimoniate. In future, this situation is thought to be a problem during treatment in human
cutaneous leishmaniasis cases.

Keywords: Canine Leishmaniasis, Leishmania tropica, resistance, antiparasitic drug, Turkey
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GiRiS

Leishmaniasis, eski diinyada Phlebotomus ve yeni
diinyada Lutzomyia cinsi kum sineklerinin kan emme-
si ile omurgali konaklara bulasan heteroksen hiicre
ici bir parazitten kaynaklanan tropikal ve subtropikal
bir hastaliktir. Diinya Saglik Orgiiti'ne gére, leishma-
niasis yedi onemli tropikal hastaliktan biridir ve
oliimle sonuglanabilen genis bir klinik yelpazesi olan
diinya halk sagligi sorunudur. Parazit insanlarda kuta-
noz (KL), visseral (VL) ve mukokutandz leishmaniasis
(MKL) olmak tizere g temel formda hastalik olustur-
maktadir. Parazitin dogada en 6nemli rezervuari olan
kopeklerde meydana gelen enfeksiyona ise kanin
leishmaniasis (KanL) adi verilmektedir. Diinyada 98
llkede endemik olarak goérilen lesihmaniasis Asya,
Afrika, Amerika kitalari ile Akdeniz havzasinda siklikla
karsimiza c¢cikmaktadir. Hastalikla enfekte yaklasik
12-15 milyon insanin oldugu ve bu sayiya her sene
1-1.5 milyon yeni olgunun eklendigi tahmin edilmek-
tedir. Leishmaniasise bagh yillik 6lim sayisinin 65
bine varan sayilarda olabilecegi ve diinya ¢apinda
endemik bolgelerde yasayan 1 milyar insanin risk
altinda oldugu dustinilmektedir®?.

Leishmaniasis tedavisinde uzun yillardir ilk secenek
olarak pentavalent antimon bilesiklikleri kullaniimak-
tadir. Antimon bilesikleri son derece toksik madde-
lerdir ve uzun kullanim sonucu miyalji, pansitopeni,
karaciger ve pankreas enzimlerinde yikselme, pank-
reatit, kardiyak aritmi ve hepatit gibi ciddi yan etkiler
gosterebilmektedir. Ayrica bu bilesiklere direng gos-
teren olgular siklikla bildirilmektedir. Tedavide bir
diger secenek amfoterisin B (AmpB)’dir. Cogu zaman
%95 etkinlik gosteren bu ilag olduk¢a pahalidir ve
ozellikle HIV/Leishmania koenfeksiyonunda basarisiz
olabilmektedir. Tedavide alternatif olarak miltefosin,
paramomisin ve pentamidin gibi farkli bilesikler de
kullanilmaktadir, ancak bu ilaglar parazitin tirine,
klinik forma ve bagisiklik durumuna gore degisken
etkiler gostermektedir. Kopeklerde tedavi, parazitin
tamamen elimine edilememesi nedeniyle insan olgu-
larindaki tedaviye gore ¢ok daha zorludur. Képeklerde
siklikla allopurinol kullanilmaktayken, ozellikle

Akdeniz havzasinda meglumin antimonat kullanimi da
bildirilmektedir. KanL tedavisi daha ¢ok klinik belirtile-
ri hafifletmeye yoneliktir ve kdpeklerde parazitin
relapse olmasi ile sik karsilasilmaktadir. insan olgula-
rinda kullanilan ilaglarin képeklerde ¢ok daha toksik
etki yaratmasi ve yine insan olgularinda kullanilan
ilaglara olasi bir direncin gelismesine neden olabilmesi
gibi riskler, KanL tedavisini kisitlamaktadir®.

Gegtigimiz 15 yilda diinyada antimon bilesiklerine
karsi gelisen bir direng s6z konusudur. Ozellikle
Hindistan’da antimon direnci ciddi boyutlara ulasmis
ve Bihar bolgesinde olgularin %601 antimon bilesik-
leri ile tedavi edilemez duruma gelmistir. Diinyanin
farkl bolgelerinde oldugu gibi Glkemizde de antimo-
na direncli olgular ile karsimiza ¢cikmaktadir®, Yiksek
oranda etkili olan AmpB’nin tedavi de basarisiz oldu-
gu olgular Hindistan ve Avrupa’nin cesitli Glkelerin-
den bildirilmektedir>®).

Calismamizda, veteriner hekimlik ve halk saghgi
sorunu olusturan leishmaniasis etkeni Leishmania
tropica ile dogal yollardan enfekte olmus kopekler-
den elde edilmis ve sivi azotta saklanmis izolatlarda
olasi bir diren¢g durumunun arastiriimasi amaglan-
mistir. izolatlarin her biri in vitro ortamda etken mad-
deler ile taranmis ve izolatlarda yari-maksimum inhi-
bisyon konsantrasyon degerleri (IC_ ) saptanmigtir.

GEREC ve YONTEM

Sivi azotta muhafaza edilen KanL olgularindan izole
edilmis 10 Leishmania spp. azot tankindan cikariimis
ve 37 °C’lik su banyosundan hizli bir sekilde ¢6zdu-
rilmastiar. Cozdirilen izolatlarin mikroskop altinda
canliliklari kontrol edilmistir. Promastigotlarinda can-
lilik saptanan 10 izolat RPMI-1640 ve %15 FCS iceren
NNN besiyerine ekilmistir. Ekimi gerceklestirilen NNN
besiyerleri 25°C etlivde inklbasyona birakilmistir.
Ekim islemini takip eden 3., 5., 7. ve 9. glinlerde besi-
yerleri kontrol edilmis ve lireyen promastigotlar
RPMI-1640 besiyeri ile flasklara aktariimistir. Es
zamanh olarak kontrol grubu amaciyla kullanilacak
olan referans L. tropica (MHOM/A7/1974/SAF-K27)
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izolati da flasklarda Uretilmistir.

Flasklarda 107 promastigot/ml miktarda treyen pro-
mastigotlar steril 15 ml’lik falconlara aktariimistir.
Falconlara eklenen serum fizyolojik ile iki kez yinele-
nen santrifdj isleminin ardindan elde edilen pellet-
lerden 200 pl DNA izolasyonunda kullanmak amaciy-
la ependorf tliplerine aktariimistir. Ependorf tlple-
rinde bulunan materyallerden “Roche High Pure PCR
Template Preparation Kit” ticari kiti ile DNA izolasyo-
nu gerceklestirilmistir.

Elde edilen DNA'lar ilk olarak, Leishmania tirlerinin
small subunit rRNA (SSU rRNA) ve 5.8S rRNA’yi kod-
layan genlerini ayiran ribozomal internal transcribed
spacer 1 (ITS-1) bolgesine 6zgii primer ve problar ile
cogaltilmistir”®),

Forwardprimer; 5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’
ReversePrimer; 5'-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’

Probe 1: 5-CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT-Fluo-3’
Probe 2: 5'-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-Pho-3’

Calismada, leishmaniasis tedavisinde uygulanan
standart ilaglar olan meglumin antimonat
(Glucantime®), sodyum stiboglukonat (Pentostam®)
ve AmpB’nin direng durumlari, mikroplak dilGisyon
yontemi kullanilarak test edilmistir.

Besiyeri ile homojen sekilde karistirilan ilaclh ilk
kuyucuktan baglayarak sirasiyla tim kuyucuklara
mikropipet ile 100 pl alip vererek dilie edilmis, son
kuyucuktan alinan 100 plL karisim atilmistir. Plaklarin
ilk kuyucuklarina meglumin antimonat icin 40.5
mg/ml, sodyum stiboglukonat i¢in 50 mg/ml, AmpB
icin ise 1 uM/mL konsanrasyonda ilag konmus ve
tim kuyucuklara dilie edilmistir. Ardindan kuyu-
cuklardaki karisimlarin Gzerine 100 pl promastigot
suspansiyonu (10° promastigot/ml) eklenmistir. Kor
kuyucuklara parazit, pozitif kontrol kuyucuklarina
ise ilag eklenmemistir. Plaklarin kapagi kapatiimis
ve parafilm ile siki bir sekilde sarilarak 25°C etlivde
48 saat inkubasyona birakilmistir. Kirk sekiz saat
sonra etlivden cikarilan plaklarda ilaglarin, hemosi-
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tometre ve XTT ((sodium 3,39-[1-(phenylaminocarbonyl)-
3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)) yontemleri
ile in vitro etkinlikleri incelenmis ve degerlendirilmis-
tir.

Hemositometre yontemi Neubauer’in Thoma lami
ile gergeklestirilmistir. Lamin iki ucunda bulunan
cikintilar islatilmis ve bu c¢ikintilarin arasini kapatacak
sekilde lamel yerlestirilmistir. Ardindan plaklar etlv-
den gikarilmig, tim kuyucuklardan alinan her bir
ornek, farkli lamlarin sayim kamaralarina damlatil-
mistir. Lam Uzerine yayillmasi ve hareketsizlesmesi
beklenen sivi materyal mikroskop altinda 40x objek-
tif ile incelenmistir. Lamin kdselerindeki dort kare ve
orta alanda bulunan karedeki canl promastigotlar
sayllarak 10.000 ile carpilmistir. Elde edilen sonug
sayllan kare sayisina bollinerek mililitredeki promas-
tigot sayisi belirlenmistir®.

Hemositometre ydntemi sonrasinda XTT yontemi
icin, plak icerisindeki tiim kuyucuklardan alinan 100
ul materyal yeni bir 96’k plaga aktariimistir. Steril bir
kiivette 0.1 ml electron coupling ve 5 ml reagent
karistirilmig, karisim plagin her bir kuyucuguna 50 pl
miktarda eklenmistir. Plak 25°C etlivde dort saat
inklibasyona birakilmistir. Dort saat sonunda etiiv-
den gikarilan plak 450 nm spektrofotometrede okun-
mus ve absorbans degerleri elde edilmistir. Canlilik
ylzdeleri asagida paylasilan formiulasyon ile
hesaplanmistir?,
(Calisma 6rnegi absorbansi) - (Blank absorbansi)

Canlilik Yuizdesi (%) = x 100
(Kontrol absorbansi) - (Blank absorbansi)

Bu arastirma, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
21.05.2019-E.42583 tarih ve sayi ile onaylanmistir.

BULGULAR

Gergcek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ —
PZR) analizleri sonucunda 10 izolattan besi L. tropica,
diger besi ise L. infantun/donovani olarak genotip-
lendirilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kanin leishmanasis olgularindan izole edilen izolatlarda ITS-1 bolgesine 6zgii GZ-PZR ‘de erime egrileri.

Kullanilan MCBUCAN3, MCBUCAN6, MCBUCAN?7,
MCBUCANS VE MCBUCANI10 izolatlarinda meglu-
min antimonat icin IC_ degerleri hemositometre
ybnteminde sirasiyla 7.362 mg/ml (6.768-8.007),
18.15 mg/ml (16.58-19.86), 14.78 mg/ml 12.66-
17.23), 2.627 mg/ml (2.506-2.754), 10.06 mg/ml
(9.875-10.25), XTT yonteminde ise 7.351 mg/ml
(6.755-8.00), 17.55 mg/ml (16.18-19.03), 14.78
mg/ml (12.70-17.19), 2.621 mg/ml (2.498-2.749),
10.08 mg/ml (9.895-10.26) olarak saptanmistir.
Sodyum stiboglukonat icin IC_, degerleri hemosito-
metre yonteminde sirasiyla 0.0751 mg/ml (0.0731-
0.0768), 0.1135 mg/ml (0.1096-0.1176), 0.2024
mg/ml (0.1932-0.2120), 0.2416 mg/ml (0.2314-
0.2531), 0.1029 mg/ml (0.0992-0.1067) olarak
hesaplanirken, XTT ydnteminde 0.0754 mg/ml
(00729-0.0772), 0.1128 mg/ml (0.1089-0.1169),
0.2019 mg/ml (0.1935-0.2107), 0.2417 mg/ml
(0.2320-0.2525), 0.1033 mg/ml (0.0996-0.1070)
olarak hesaplanmistir. AmpB icin hemositometre
yonteminde IC, degerleri 0.0263 pm/ml (0.0230-
0.02995), 0.0277 um/ml (0.02582-0.02977), 0.0474
um/ml (0.04373-0.05143), 0.0301 um/ml (0.02763-
0.03269), 0.0317 um/ml (0.03019-0.03331) olarak
belirlenirken, XTT yonteminde ise 0.0264 um/ml
(0.02311-0.03006), 0.0277 um/ml (0.02579-

0.02967), 0.0470 um/ml (0.04332-0.05087), 0.0316
um/ml (0.03019-0.03334) olarak belirlenmistir.
Referans izolati olarak kullanilan L. tropica (MHOM/
A7/1974/SAF-K27) izolatinin hemositometre yonte-
minde meglumin antimonat i¢in IC, degeri 1.129
mg/ml (0.9827-1.296) sodyum stiboglukonat igin
0.1128 mg/ml (0.1072-0.1187), AmpB igin ise
0.04278 uM/ml (0.03934-0.04651) olarak hesapla-
nirken, XTT yonteminde bu degerler meglumin
antimonat icin 1.102 mg/ml (0.975-1.249), sodyum
stiboglukonat icin 0.1142 mg/ml (0.1085-0.1202),
AmpB igin ise 0.04337 uM/ml (0.03963-0.04743)
olarak hesaplanmistir. Galismamizda kullanilan KanL
izolatlar, referans izolatinin IC_  degerleri ile deger-
lendirildiginde, izolatlar sodyum stiboglukonat ve
AmpB’ye duyarlihk gostermektedir. Diger bir yan-
dan meglumin antimonat degerlerinde MCBUCANS
ilaca duyarlilk gostermekteyken, diger izolatlar
yuksek IC. degerleri ile dirence isaret etmektedir.
IC,, degerleri Prism 8.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, www.graphpad.com) programi ve
[log(inhibitor) vb. normalized response -Variable
slope] denklemi ile hesaplanmistir (Tablo 1, 2).

Calismamizda, hemositometre yéntemi beg izolatta
ortalama IC,, degerleri meglumin antimonat igin
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Tablo 1. Hemositometre yéntemine gére IC_  degerleri.

Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2020;50(4):234-43

izolat Kodu Meglumin Antimonat Sodyum Stiboglukonat Amfoterisin B
(mg/ml) (mg/ml) (rM/ml)
MCBUCAN 3 7.362 0.0751 0.0263
(6.768-8.007) (0.0731-0.0768) (0.0230-0.02995)
MCBUCAN 6 18.15 0.1135 0.0277
(16.58-19.86) (0.1096-0.1176) (0.0258-0.0298)
MCBUCAN 7 14.78 0.2024 0.0474
(12.66-17.23) (0.1932-0.2120) (0.0437-0.0514)
MCBUCAN 8 2.627 0.2416 0.0301
(2.506-2.754) (0.2314-0.2531) (0.0276-0.0327)
MCBUCAN 10 10.06 0.1029 0.0317

Leishmania tropica (MHOM/A7/1974/SAF-K27)
(Kontrol Grubu)

(9.875-10.25)

1.129
(0.9827-1.296)

(0.0992-0.1067)

0.1128
(0.1072-0.1187)

(0.0302-0.0333)

0.0428
(0.0393-0.0465)

Tablo 2. XTT yéntemine gére IC_ degerleri.

izolat Kodu Meglumin Antimonat Sodyum Stiboglukonat Amfoterisin B

(mg/ml) (mg/ml) (rM/ml)

MCBUCAN 3 7.351 0.0754 0.0264
(6.755-8.00) (0.0729-0.0772) (0.0231-0.0301)

MCBUCAN 6 17.55 0.1128 0.0277
(16.18-19.03) (0.1089-0.1169) (0.0258-0.0297)

MCBUCAN 7 14.78 0.2019 0.0470
(12.70-17.19) (0.1935-0.2107) (0.0433-0.0509)

MCBUCAN 8 2.621 0.2417 0.0301
(2.498-2.749) (0.2320-0.2525) (0.0276-0.0326)

MCBUCAN 10 10.08 0.1033 0.0316

Leishmania tropica (MHOM/A7/1974/SAF-K27)
(Kontrol Grubu)

(9.895-10.26)

1.102
(0.975-1.249)

(0.0996-0.1070)

0.1142
(0.1085-0.1202)

(0.0302-0.0333)

0.0434
(0.0396-0.0474)

Tablo 3. izolatlarin Hemositometre ve XTT ydntemleri ile saptanan ortalama IC,, degerleri.

ilaglar

Hemositometre Ortalama IC,  Degerleri

XTT Ortalama IC,  Degerleri

Meglumin Antimonat (mg/ml)
Sodyum Stiboglukonat (mg/ml)
Amfoterisin B (uM/ml)

10.6046.1

0.1471+0.07
0.0328+0.008

10.48%5.9
0.1470+0.07
0.0326+0.008

10.60+6.1 mg/ml, sodyum stiboglukonat igin
0.1471+0.07 mg/ml, AmpB i¢cin 0.0328+0.008 uM/ml
olarak saptanmistir. XTT yontemi ile saptanan ortala-

ma IC,, degerleri ise meglumin antimonat igin
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10.48+5.9 mg/ml,
0.1470£0.07 mg/ml, AmpB icin 0.0326+0.008 uM/ml
olarak bulunmustur (Tablo 3).

sodyum

stiboglukonat igin
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TARTISMA

Gegtigimiz 10 yilda gorulme sikhiginda artis gézlenen
KL ile yaklasik her 20 saniyede bir kisinin enfekte
oldugu hesaplanmaktadir. Kirsal bolgelerden sehir
merkezlerine gog, endemik bélgelere calismaya giden
insanlar, yetersiz beslenme, sosyoekonomik diizeyin
dusuklugt ve HIV/Leishmania koenfeksiyonundaki
artis, gorilme sikliginin yikselmesine neden olmak-
tadir. Leishmaniasis ihmal edilen, gelismemis lkeler-
de tanisinin gercgeklestirilemedigi ve bu nedenle
rapor edilemeyen hastaliklar arasindadir. Dolayisiyla
gercek prevalansinin resmi rakamlarin Gizerinde oldu-
gu duslinilmektedir. Leishmaniasis nedeniyle tibbi
bakim ve tedaviler ile birlikte is glici kaybina bagh
ekonomik zarar ciddi bir boyut almaktadir. Gelismis
Ulkelerde ise HIV/Leishmania koenfeksiyonunda
gorilen artis ve koenfeksiyona bagli tedavide basari-
sizliklar, vektoriin iklim degisikligi ile kuzey paraleller-
de ortaya ¢ikmasi sonucu gibi nedenlerle leishmani-
asise ilgiyi artmaktadir**%,

Leishmaniasis standart tedavisinde meglumin anti-
monat ve sodyum stiboglukonat 60 yildan fazla bir
siredir ilk secenek olarak tercih edilmektedir. Ancak,
gectigimiz 15 yilda dinyanin farkli boélgelerinden,
cesitli Leishmania tirlerinin, bu bilesiklere direng
gelistirdigini gosteren olgularla karsilasmaktayiz.
Yapilan galismalarda VLnin endemik olarak gorildu-
gl Hindistan’in kuzeyinde bu ilaglara karsi direng
gelisiminin arttigi bildirilmektedir®. Ayni zamanda
Ortadogu™?'3, Avrupa® ve Giiney Amerika’da*®
pantavalent antimon bilesiklerine karsi direngli olgu-
lar bildirilmektedir. Hindistan’in Bihar bdlgesinde
antimon bilesikleri ile tedavi %60 oranda basarisiz
olmakta ve direngli parazitler ile enfekte hastalar
artik tedaviye yanit vermemektedir. Ulkemizde de
yakin zamanda meglumin antimonata direncgli olgu-
lar bildirilmektedir(®),

Tedavide 1960’I yillardan beri antileishmanial ilag
olarak kullanilan bir diger secenek AmpB’dir?,
intravendz yolla verilen bu ilag, bébrekler tizerinde
toksisite gostermektedir ve ylksek maliyetlidir.

Laboratuvar ortaminda, in vitro c¢alismalarda
Leishmania spp. suslarina uygulanan AmpB’ye hem
promastigot hem de amastigot formlarin direng gos-
terebildigi bildirilmistir®', ilaca diren¢ gdsteren ilk
olgular Hindistan’dan bildirilmektedir’?®?Y, Fransa’da
HIV/Leishmania koenfeksiyonunda ve isvicre’de
immin sistemi baskilanmig bir hastada AmpB’nin
tedavide basarisiz oldugu rapor edilmistir?>23,

Kanin leishmaniasis tedavisinde giinimizde en sik
uygulanan ilaglar arasinda allopurinol, miltefosin ve
meglumin antimonat yer almaktadir. Bu ilaglarin yani
sira sodyum stiboglukonat ve AmpB ile deneysel ilag
calismalari da bildirilmektedir*?”, Bununla birlikte,
Grandoni ve ark/nin®® yaptigi arastirma, meglumin
antimonat tedavisi alan hasta kopeklerde klinik belir-
tilerin hafifledigini ancak hastaligin relapse oldugunu
ve birden cok ilag tedavisi alan kopeklerin de kum
sineklerini enfekte edebildigini gdstermektedir.

Eski Dunya’da L. infantum, Yeni Dinya’da ise
L. infantum’un sinonimi olan L. chagisi, kopeklerde
KanL hastaligini olusturmakta ve etkenin kopeklerde
rezervuar olarak bulunmasi ile zoonotik leishmania-
sisin tekrar saglanmaktadir®), Fakat cok ender ola-
rak, L. tropica turt de kopeklerde KanlL enfeksiyonu
meydana getirebilmektedir®®32, insanlarda en sik KL
olusturan tur olan L. tropica tiri bolgemizde bes
kopekten izole edilmistir. Bu galismada, zaman zaman
karsimiza cikan direngli insan KL olgularinin, rezervu-
ar olan kopeklerdeki L. tropica tirleri ile iliskisi ve
képeklerden elde edilen bes ender L. tropica suslari-
nin direng durumu ilk kez arastirilmistir. Bu nedenle
¢alismamiz, L. infantum kopek suslari ile yapilan
diger calismalardan farkhdir. Calismamizda, kopek-
lerde ender olarak parazitlenen insan KL etkeni
L. tropica tiriniin tlkemizdeki elde edilen ilk ender
izolatlardir. Bu nedenle ¢alisma zoonotik L. tropica’ya
odaklanmustir.

Ulkemizin de igerisinde bulundugu Akdeniz havzasin-
da KanL etkeni siklikla L. infantum’dur. Kopeklerden
izole edilmis L. tropica suslari ile yapilmig bir ¢alisma
olmamasi, kdpek suslarinda az sayida in vitro ve
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in vivo direng testi calismasi yapilmasi gibi nedenler-
den dolayi sonuglarimizin oldukga degerli oldugunu
disinmekteyiz.

Alti saglkli képegin L. infantum ile enfekte edildigi bir
calismada, kopeklere meglumin antimonat tedavisi
uygulanmistir. Klinik belirtileri kaybolan kopeklerin
tedaviye baslanilan tarihten 20 hafta sonra total pro-
tein ve gamaglobdlin seviyelerinde yeni bir artis
gbzlemlenmis ve bu artis parazitin relapse oldugunu
dustndirmistir®?,

Moreno ve ark./nin®¥ calismalarinda dogal yollardan
enfekte olmus 11 kopegin tedavisinde AmpB uygu-
lanmistir. Tedaviden bir ay sonra klinik belirtilerin
iyilestigi, antikor dizeylerinin distiglu ve biyopsi
materyallerinin kiltiriinde parazitin ¢ogalmadigi bil-
dirilirken, tedaviden bes ay sonra bazi kopeklerde
antikor duzeyleri tedavi 6ncesiyle benzer titrelerde
goriilmiis ve biyopsi materyallerinin kiltiriinde
parazitlerin ¢cogaldigi bildirilmistir®4.

Lamothe® seropozitif KanL hastasi 19 képekte AmpB
tedavisi uygulamistir. Tedavinin ardindan klinik seyri
iyilesen kopeklere uygulanan serolojik testler sonu-
cunda sekiz kopek pozitif sonug vermistir.

Ikeda-Garcia ve ark.®® calismalarinda, yedi evcil
kdpege derialti meglumin antimonat tedavisi uygula-
mistir. Tedavi sonrasinda dalak ve karaciger mater-
yalleri 30 glin boyunca kiiltiirde tutulan yedi kdpegin
materyallerinden besinde promastigotlarin cogaldigi
gozlemlenmistir.

Gramiccia ve ark.®”, dort kdpekten tedavi dncesi ve
meglumin antimonat tedavisi sonrasi L. infantum
izolatlari izole etmistir. In vivo meglumin antimonat
duyarlilik testlerinde, tedavi 6ncesi elde edilen izo-
latlarda ED, degeleri 0.1-0.2 mg/kg arasindayken,
tedavi sonrasi elde edilen izolatlarda ED,, degerleri-
nin 1.6-4.1 mg/kg araliginda oldugu bildirilmektedir.
Tedavi alan kopeklerde etkili ila¢g konsantrasyonunun
yaklasik 16-20 kat arttigi gozlemlenmektedir.
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Carrio ve Portus®®, sekiz farkli izolatta ex vivo model-

lerde  meglumin  antimonat  uygulamistir.
Arastirmacilar, izolatlar igin sirasiyla 5.0, 4.9, 4.4, 6.7,
6.0, 9.7, 9.1 ve 6.9 mg/I IC, degerleri saptamistir.
Carrio ve Portus’'un® yapiklari calismada ex vivo
ortamdaki amastigotlara etki eden ila¢ konsantrasyo-
nu, ¢alismamizda elde ettigimiz en diisiik konsantras-
yonda meglumin antimonat etkinliginin bile yaklasik

270’de 1’i olarak bulunmustur.

Vouldoukis ve ark.®?, kdpekten izole edilerek RPMI-
1640 besiyerinde kdiltivasyonu yapilmis bir L. infantum
izolatinda ve dogal yollardan enfekte olmus bes
kopekten elde edilerek kultivasyonu yapilmis kanin
makrofajlarina marbofloksasin, meglumin antimonat
ve sodyum stiboglukonat duyarhligini test etmisler-
dir. Elli pg/ml konsantrasyonda meglumin antimonat
48. saatte parazit sayisini yariya indirirken, ayni kon-
santrasyonda sodyum stiboglukonatin parazitleri
yariya indirmesinin 72. saatte gerceklestigi gozlem-
lenmektedir. Vouldoikis ve ark/nin® antimon bile-
siklerinin etkinligini test ettigi calismada, parazitlerin
yarisini 6ldiren konsantrasyon (0.05 mg/ml), verile-
rimizdeki meglumin antimonat konsantrasyonlardan
52-351 kat, sodyum stiboglukonat konsantrasyonla-
rindan ise 1.5-5 kat daha dusuktir.

Ordonez-Gutierrez ve ark.*?, bir képekten izole edi-
len L. infantum promastigotlarda AmpB duyarhhgini
test etmis. Monomerik, dimerik ve polimerik sivi
AmpB ¢ozeltileri ve kapsillenmis AmpB formullerinin
0.2 ug/ml ve artan konsantrasyonlarinda promastigot-
larin 6nemli 6lgide elimine edildigi gozlemlenmistir.

Ait-Oudhia ve ark.“Y, 24 képekten elde edilen izolat-
larda AmpB etkinligi icin IC_, degerlerini en ylksek
0.41+0.03 pg/ml, en distik 0.1+0.01 pg/ml konsant-
rasyonlarinda saptarken, meglumin antimonat icin
en ylksek 145+0.22 pg/ml, en diisiik 18.9+0.06 pg/ml
IC,, degerleri saptamigtir.

Maia ve ark.“?, képeklerde izole edilen iki farkh
L. infatum izolatinda (IMT373 ve IMT352) in vitro
meglumin antimonat ve AmpB ila¢ duyarlihigini test
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etmislerdir. IMT373 izolatinin promastigot formlarin-
da IC_, degerleri, meglumin antimonat igin 7.31 mg/ml
ve AmpB icin 0.04 pM/ml olarak belirlenmistir.
IMT352 izolatinin promastigot formlarinda ise IC,
degerleri, meglumin antimonat igin 11.81 mg/ml ve
AmpB icin 0.04 uM/ml olarak belirlenmistir. Maia ve
ark/nmin®? bildirdigi verilerde in vitro promastigot
formlarda, IMT373 izolatinda etkili olan meglumin
antimonat konsantrasyonu, ¢alismamizdaki izolatlar
ile paralellik gosterirken, IMT352 izolatinda etkili
olan meglumin antimonat konsantrasyonu, ¢alisma-
mizdaki izolatlar yakin degerlerde bulunmustur. Her
iki izolatin da AmpB’de etkili konsantrasyonu, calis-
mamizdaki izolatlar ile paralellik gostermektedir.

Eddaikra ve ark/nin 24 képekten izole edilen sus-
larda, ex vivo meglumin antimonat etkinligi ¢calisma-
sinda ortalama IC, degerini 48.77+7.98 pg/ml olarak
saptanmistir. Arastirmacilarin elde ettigi ortalama
IC,, degeri, caligmamizdaki ortalama IC_ degeri olan
10.48 mg/ml’den yaklasik 22 kat daha distktar.

Calismamizda, L. tropica tlrl KanL izolatlarinda meg-
lumin antimonata karsi olan IC_ degerleri diger calis-
malardaki IC,  degerlerine goére oldukga ylksek
bulunmustur. Ancak, Maia ve ark.nin yaptigi calisma-
da bulunan IC degerleri ile birbirine benzerlik gos-
terdigi saptanmistir. Elde ettigimiz XTT verileri dog-
rultusunda leishmaniasis tedavisinde kullanilan ilag-
lardan AmpB ve sodyum stiboglukonat neredeyse
tum izolatlarda benzer konsantrasyonlarda IC_ dege-
ri vermektedir. Meglumin antimonat etkinligi nere-
deyse tim izolatlar arasinda farklilik gostermektedir.
MCBUCANS izolati bu ilaca 2.62 mg/ml IC,, degeriyle
en duyarli izolat durumundayken, MCBUCANG izolati
yaklasik 8 kat yuiksek konsantrasyonda 17.55 mg/
ml'de etki gostermektedir. Bu sonuglar tim izolatlar
arasinda meglumin antimonata degisen oranlarda
direncin varligina isaret etmektedir.

Bugline kadar yapilan bitiun KanL galismalarinda
etken tir olarak L. infatum kullanilmistir. Calismamiz,
L. tropica’nin etken oldugu KanL'li kopeklerden izole
edilen suslar ile ila¢ direng testlerinin yapildigi ilk

calismadir. Kopeklerde bulunan KanL etkeni
L. infatum’un in vitro, in vivo, ex vivo testlerde ve
klinik denemelerde ilaca direngli oldugu yukaridaki
literattr bilgilerinde de bildirilmistir. Ayrica tedavide
kullanilan ilaglara ragmen, kopeklerde KanL relapsla-
rinin géruldigu de yine yukaridaki literatlrlerde bil-
dirilmektedir. Bizim bulgularimizda da KanL etkeni
L. tropica’larin AmpB ve sodyum stiboglukonata karsi
duyarh oldugu, meglumin antimonata karsi direng
gelistirdigi gorulmuistur. Kopeklerden izole edilmis
L. tropica suslari ile yapilmis bir ¢alisma olmamasi,
kopek suslarinda L. infantum ile az sayida in vitro, in
vivo ve ex vivo direng testi calismasi yapilmasi gibi
nedenlerden dolayr sonuglarimizin bu konudaki ilk
veriler oldugu dustnilmis ve bundan sonraki yapila-
cak calismalarda yol gosterici olacagl disiincesine
variimistir.
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