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Leishmania tropica Üzerinde In vitro ve In vivo İlaç Etkinliğinin 
Değerlendirilmesi: Pilot Çalışma
Evaluation of In vitro and In vivo Drug Efficacy Over Leishmania tropica: A Pilot Study

ÖZ

Amaç: Kutanöz leishmaniasis (KL) tedavisinde ülkemizde antimon bileşiklerinden meglumin antimonat (Glucantime®, Fransa) ve sodyum 
stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere) kullanılmaktadır. Çalışmamız, bu konuda çalışmalar planlayan genç araştırmacılara rehber olacak şe-
kilde, in vitro ve in vivo modellerde ilaç direnç testlerinin ve etken madde taramalarının yapılmasına temel ve kaynak oluşturması amacıyla 
planlanmıştır. 
Yöntemler: Bir KL izolatı sıvı nitrojenden çıkarıldıktan sonra internal transcribed spacer 1 (ITS1) problu gerçek-zamanlı polimeraz zincirleme 
reaksiyonu (PZR) testi uygulanarak genotiplendirilmiştir. Meglumin antimonat ve sodyum stiboglukonat’a karşı ilaç direncini belirlemek için 
in vitro ve in vivo direnç testleri uygulanmıştır. In vitro ilaç direncini araştırmak için hemositometre ve XTT (sodium 3,39-[1-(phenylaminocar-
bonyl)-3,4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzene sülfonik asit hidrat) yöntemleri, in vivo ilaç direncini araştırmak için ise farelerde KL 
modelleri kullanılmıştır.
Bulgular: Kullanılan izolatın PZR ile ITS1 bölgesine göre yapılan genotiplendirmeyle Leishmania tropica olduğu saptanmıştır. In vitro ilaç 
direnç testlerinde meglumin antimonat’a göre sodyum stiboglukonat’ın daha etkili olduğu görülmüş fakat istatistiksel olarak belirgin bir fark 
görülmemiştir (p>0,05). In vivo çalışmalarda ise meglumin antimonat ve sodyum stiboglukonat tedavisinin ayaktaki lezyonları enfeksiyonun 5. 
haftadan sonra küçültmeye başladığı ve 3 ay sonunda her iki ilacın uygulandığı gruplarda klinik ve parazitolojik iyileşme olduğu görülmüştür. 
Sonuç: Çalışacak genç araştırmacılar için rehber niteliğinde olacak şekilde in vitro ve in vivo modelde ilaç direnç testleri ve etken madde 
tarama yöntemleri temel ve basit olarak verilmiştir.  
Anahtar sözcükler: Leishmaniasis, in vitro, in vivo, ilaç direnç testleri, Türkiye
Geliş Tarihi: 15.09.2017  Kabul Tarihi: 05.01.2018

ABSTRACT

Objective: Two pentavalent antimonials, meglumine antimoniate (Glucantime®, France) and sodium stibogluconate (Pentostam®, England), 
are used to treat cutaneous leishmaniasis (CL) in Turkey. The present study, serving as a guidebook for young researchers, aims to provide 
basis for conducting drug resistance tests and active ingredient scanning in in vitro and in vivo models. 
Methods: A CL isolate kept in liquid nitrogen was initially thawed and genotyped by real-time polymerase chain reaction (PCR) using ITS1 
prob. In vitro and in vivo tests were conducted to determine drug resistance against meglumine antimoniate and sodium stibogluconate. 
Hemocytometry and XTT (sodium 3,39-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis (4-methoxy-6-nitro) benzenesulfonic acid hydrate) met-
hods were used to investigate in vitro drug resistance. CL mouse models were used to analyze in vivo drug resistance. 
Results: The isolate was determined as Leishmania tropica by genotyping by PCR on the internal transcribed spacer 1 (ITS1) gene region. 
In in vitro drug resistance tests, sodium stibogluconate was observed to be more effective than meglumine antimoniate, but there was no 
statistically significant difference between the two (p>0.05). It was observed that the footpad lesions of the animals started to shrink afterward 
the 5th week of infection following treatment with these agents, and parasitologic recovery was observed at the end of 3 months.
Conclusions: With an aim to be used as a guidebook for young researchers, active ingredient scanning and drug resistance tests in both in 
vitro and in vivo models were presented in the current study. 
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GİRİŞ

Leishmaniasis’in Dünya Sağlık Örgütü’nün verilerine göre, beş 
kıtada 98 ülkede yaklaşık 12 milyon insanı enfekte ettiği ve 350 
milyon kişinin ise risk altında olduğu bilinmektedir. Her yıl bu 
rakamlara iki milyon yeni olgunun eklendiği, bu olguların yaklaşık 
bir buçuk milyonunun kutanöz leishmaniasis (KL), yarım milyonu-
nun ise visseral leishmaniasis (VL) olduğu tahmin edilmektedir. 
Leishmaniasis’e bağlı yıllık ölüm sayısının 50.000 olduğu belirtil-
mektedir. Kutanöz leishmaniasis olgularının %90’ı Afganistan, 
Cezayir, Brezilya, İran, Peru, Suudi Arabistan ve Suriye’de bulun-
maktadır. KL’nin son 10 yılda görülme sıklığında artış gözlenmekte, 
yaklaşık her 20 saniyede bir kişinin KL’ye yakalandığı hesaplanmak-
tadır (1).

Leishmaniasis olgularının artma nedenleri arasında kırsal bölge-
lerden kentlere göç, enfeksiyonun endemik olduğu bölgelerde iş 
sahalarının açılması, malnütrisyon, sosyoekonomik düzeyin 
düşüklüğü ve HIV/Leishmania koenfeksiyonunda artış sayılabilir. 
Leishmaniasis’in yol açtığı ekonomik kayıp tıbbi bakım ve tedavi-
ler ile birlikte iş gücü bakımından değerlendirildiğinde oldukça 
büyüktür; bu nedenle gelişmekte olan ülkelerin ekonomileri için 
leishmaniasis ciddi bir sorundur. Gelişmiş ülkelerde ise HIV/
Leishmania koenfeksiyonunda görülen artış nedeniyle leishmani-
asis’e ilgi artmaktadır (2-4).

Ülkemizde resmi rakamlara göre 2005-2012 yılları arasında 14.587 
KL olgusu ve 207 VL olgusu bildirilmiştir. Son yıllarda, başta 
Akdeniz ve Ege Bölgesi illerimizde olmak üzere toplam 39 ilimiz-
den sporadik olgular bildirilmiş, ayrıca enfeksiyon odağı olarak 
bilinen yörelerdeki leishmaniasis olgularında önemli oranda artış 
görülmüştür. Kutanöz leishmaniasis başta Güney Doğu Anadolu 
Bölgesi olmak üzere Akdeniz, Orta Anadolu ve Ege bölgelerin-
den bildirilmektedir. Şimdiye dek yapılan çalışmalarla hastalığın 
etkeninin Leishmania tropica’nın farklı zimodemleri olduğu aynı 
zamanda Leishmania infantum’un da KL’ye sebep olabildiği gös-
terilmiştir (5).

Farklı türlere bağlı olarak oluşan KL’deki lezyonlar tedaviye yanıt 
verme açısından değişkenlik gösterebilmektedir. KL tedavisinde 
uzun yıllardır daha yüksek dozların kullanımına ve daha kısa süre-
li tedavilere olanak sağladığından dolayı 5 değerli antimon bile-
şiklerinin organik tuzları tercih edilmektedir. Leishmania paraziti-
nin glikoliz ve diğer metabolik yollardaki enzimlerini inhibe ede-
rek etki gösterdiği düşünülen antimoniyallerin ticari olarak iki 
farklı 5 değerli antimon bileşiği bulunmaktadır. Bunlar Sodyum 
stiboglukonat ve Meglumin antimonyattır. Türkiye’de sodyum 
stiboglukonatın “pentostam” markalı ticari formu bulunurken 
meglumin antimonatın ticari ürünü “glucantime” dir. Sodyum 
stiboglukonat %10 antimon içerirken meglumin antimonyat ise 
%8,5 antimon içermektedir. Eşit dozlarda kullanıldığında iki ila-
cında aynı etkiye sahip olduğu düşünülmektedir. KL hastalarında 
bulunan lezyonun tek ve papulonodüler olduğu ve intralezyoner 
tadaviye uygun lokalizasyonda yer alan lezyonlarda intralezyoner 
(IL) tedavi uygun görülmektedir. Tedavinin 1-2 ml pentavalan 
antimoniyollerin IL olarak haftada 3 kez uygulanarak 4 ya da 5 
hafta devam edilerek uygulanması tavsiye edilmektedir.  Bununla 
birlikte, lezyona uygulanan ilacın miktarı lezyonun durumuna 
göre farklılık arz edebilmektedir.  Hastada birden fazla lezyon 
bulunduğu durumlarda, IL uygulamaya uygun olmayan lezyonlar-

da ve tedaviye cevap alınamayan kronik olgularda ise sistemik 
tedavi uygulanmaktadır. Bu durumda ise 20 mg Sbv/kg 20 gün 
süre ile IM olarak kür uygulanması tavsiye edilmektedir. Birinci 
kürden sonuç alınamayan olgularda ikinci hatta üçüncü kürün 
uygulanması önerilmektedir (6, 7).

Leishmaniasis kontrolü tedaviye dirençli parazitlerin ortaya çık-
masıyla çok daha karmaşık bir hal almıştır. Klinikte 5 değerli 
antimon bileşiklerine direnç önem kazanmakta olup Güney 
Amerika (8-10), Avrupa (11, 12), Orta Doğu (13, 14) ve özellikle 
Hindistan’da (15-18) bu direnç görülmeye başlanmıştır. Hatta 
Hindistan’da endemik bir bölge olan Bihar’da 5 değerli antimon 
bileşikleri ile tedavinin %60 başarısız olduğu görülmekte ve 
dirençli parazitler ile enfekte olguların tedaviye yanıt vermediği 
bildirilmektedir. Alternatif olarak kullanılabilecek az sayıda ilaç 
vardır; bunlar arasında amphotericin B, pentamidine ve oral kul-
lanılan, Hindistan’da VL için 4. faz, İran’da ise KL için 3. faz klinik 
çalışmaları yürütülmekte olan miltefosin yer almaktadır. 
Miltefosin’e karşı parazitlerin etkinliğinde azalma görüldüğü bil-
dirilmiştir (10, 19, 20). Bu nedenle Leishmaniasis konusunda yeni 
ilaç araştırmalarına gereksinim vardır. 

Yeni ilaçların geliştirilmesi ve değerlendirilmesi süreci iki ana 
değerlendirme basamağından oluşmaktadır. Klinik öncesi değer-
lendirmede; sentez edilen veya doğal kaynaklardan izole edilen 
kimyasal maddelerin, önce mutlaka in vitro ve in vivo olarak 
etkinliklerinin araştırılması gerekmektedir.

Mikroorganizmalara karşı geliştirilen yeni maddeler, genellikle 
toksisite deneylerine tabi tutulmadan önce tarama testlerine tabi 
tutulurlar. In vitro ortamlarda tarama testleri yapılabilmekte ancak 
öngörülen etkinin özelliği nedeniyle bazı tarama testlerinin sadece 
in vitro ortamda yapılması uygun olmamaktadır. Tarama testlerin-
de hastalığı temsil eden hayvan modelleri kullanılmaktadır. Çünkü 
etken maddenin biyokinetik özellikleri, metobolizma hızları ve 
organlar arası etkileşim özellikleri sadece oluşturulan bu modeller-
le saptanabilmektedir. Bu sayede geliştirilme amacını oluşturan ve 
sahip olması öngörülen etki ya da etkileri gösteren maddeler 
belirlenmektedir. Bu özelliği bulunmayan maddeler için deneme 
artık bu kademede bitmiş olarak kabul edilmektedir. 

Deneyler sonrası yalnızca tarama testlerini başarı ile geçen bile-
şikler toksisite testlerine tabi tutulmaktadırlar. Bu aşamada fonk-
siyonel, biyokimyasal ve histopatolojik toksik etkiler incelenmek-
tedir. Klinik değerlendirme basamağının ise Faz I, Faz II, Faz III ve 
Faz IV denemelerinden oluştuğu bildirilmektedir (21).

Bu çalışmada ülkemizde bir olgudan izole edilen ve sıvı azot 
içinde suş bankasında saklanan bir Leishmania tropica izolatı 
üzerine yine Türkiye’de KL tedavisinde ilk seçenek olarak kullanı-
lan ilaçların (meglumin antimonat (Glucantime®, Fransa)’ve sod-
yum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere)’ etkinlik ve direnç 
varlığı in vitro ve in vivo model üzerinde çalışılmış olup kullanılan 
yöntemin bu konuda çalışacak araştırmacılara yol göstermesi ve 
kaynak oluşturması amaçlanmıştır. 

YÖNTEMLER

NNN Besiyerinin Hazırlanması
Katı faz: Agar 5 gr, pepton 2 gr, NaCl 1 gr ve 200 mL distile su 
bir balona konularak 1210C’de 20 dk. otoklavlanmıştır. Aseptik 
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koşullarda tavşan kalbinden 30 mL kan alınmış ve defibrinize 
edilerek küçük steril bir balona aktarılmıştır. 1,3 mL (%1) gentami-
sin ve 2,3 mL penisilin/streptomisin (%1) solüsyonu eklenerek 
karıştırılmıştır. Agar yaklaşık 500C’ye kadar soğutulup kan agarın 
üzerine eklenerek karışması sağlanmış ve hemen steril tüplere 
3-4 mL dağıtılmıştır. Tüplere belli bir eğim verilerek katılaşıncaya 
kadar oda ısısında tutulup ardından +40C’de saklanmıştır.

Sıvı faz: Katı faz üzerine 1 ml %10 FCS içeren RPMI besiyeri 
eklenmiş ve besiyeri ekim yapmaya uygun hale getirilmiştir. 

Kutanöz Leishmaniasis’li Olgudan Örnek Alınması
Örnek alınırken lezyonun çevresindeki doku %70 alkol ile temizlenip 
kurumaya bırakılmıştır. Lezyon baş ve işaret parmağı arasında tutu-
larak yara ile sağlam dokunun birleşme sınırından 1 mL’lik insülin 
enjektörü ile 0,2-0,5 mL serum fizyolojik verilip tekrar geri çekilerek 
aspirasyon sıvısı alınmıştır. Lezyondan elde edilen aspirasyon sıvısın-
dan NNN besiyerlerine ekim yapılmıştır. Besiyerleri 250C’de saklan-
mış ve promastigotların varlığı açısından bir ay süreyle gün aşırı 
kontrol edilmiştir. İlk üremenin gerçekleştiği besiyerlerinden örnek-
ler alınmıştır. Alınan örnekler fazla miktarda üretmek amacıyla RPMI-
1640 besiyerinde (%10 FCS + %1 penisilin/streptomisin + %1 gen-
tamisin) kültüre alınmıştır. RPMI 1640 besiyerinde logaritmik faza 
ulaşan promastigotlara %15 oranında DMSO eklenerek kryoprezer-
vasyon işlemi uygulanmış ve sıvı azotta saklanmıştır. Çalışmamızda 
sıvı azotta saklanan bu izolatlar kullanılmıştır.

Leishmania İzolatının Kültürü
Sıvı azotta kriyoprezervasyon uygulanarak saklanan promastigotlar 
sıvı azottan çıkarılıp sıcak su banyosunda hızlı bir şekilde çözdürüldük-
ten sonra NNN besiyerine ekilmiştir. İlk üreme gerçekleştikten sonra 
fazla miktarda üretmek amacıyla RPMI-1640 besiyerinde kültüre alın-
mıştır. Ticari olarak temin edilen besiyeri içerisine kullanmadan önce 
%10 FCS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 gentamisin eklenmiştir. 25 
mL’lik flasklere 5 mL olacak şekilde dağıtılmış ve üreyen promastigot-
lardan 50 µL üzerine ilave edilerek ekim yapılmıştır. Ekim yapılan 
flaskler 25°C’lik etüvde inkübe edilmiştir. Parazitlerin çoğalması takip 
edilerek 2-3 günde bir besiyerinin eklenmesiyle 108 promastigot/mL 
içeren besiyeri elde edilmiştir. Daha sonra promastigot sayısı 106 pro-
mastigot/mL olacak şekilde Thoma lamı ile sayılarak promastigot 
içeren süspansiyon hazırlanmıştır. 

Leishmania Promastigotlarının PZR Yöntemi İle 
Genotiplendirilmesi
DNA izolasyonu: Leishmania izolatının genotiplendirilmesi için 
genetik materyalin elde edilmesinde uygulanmıştır. DNA izolas-
yonu High Pure PCR Template Preparation Kit ile yapılmıştır.

Genotiplendirme: Çalışmalarda, ITS1 problu gerçek zamanlı 
PZR testi uygulanmıştır (22, 23). Leishmania parazitlerinin ssu 
rRNA ve 5.8S rRNA’yı kodlayan genleri ayıran ribozomal internal 
transcribed spacer 1 (ITS1) bölgesi, Forward primer; 
5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’, Reverse Primer; 
5’-GAAGCCAAGTCATCCATCGC-3’ primerleri QuantiTect 
Probe PCR Kit Master karışımı ile birlikte aşağıda yazılı özgün 
problar kullanılarak çoğaltılmıştır.

Probe 1: 5’- CCGTTTATACAAAAAATATACGGCGTTTCGGTTT-
Fluo-3’

Probe 2: 5’-LCRed-640-GCGGGGTGGGTGCGTGTGTG-Pho-3’

Gerçek zamanlı PZR analizi için hazırlanan toplam 25 µL’lik 
reaksiyon karışımı; 1,5 µL H20 (PCR grade water), 1 µL Forward 
Primer, 1 µL Reverse Primer, 0,5 µL Probe1, 0,5 µL Probe2, 12,5 
µL QuantiTect Probe PCR Kit Master karışımı (Qiagen) ve 5 µL 
genomik DNA içermektedir. Rotor-Gene’de melting analizi 
yapılarak sonuçlar elde edilmiştir.

In vitro İlaç Direnç Testleri 
Çalışmamızda mikroplak dilüsyon yöntemi kullanılarak ilaçların 
Leishmania promastigotları üzerindeki antiparaziter etkinlikleri in 
vitro olarak test edilmiştir. Çalışmamızda sağaltımı tamamlanan 
hastalardan geriye kalan ilaçlar kullanılmıştır. Düz tabanlı 96’lık 
hücre kültürü plağı yatay olarak kullanılmış ve 12 sıranın 3’ü blank 
(Kör kuyucuk), 3’ü ilaçsız parazit kontrol, 3’ü meglumin antimonat 
(Glucantime®, Fransa) ve 3’ü sodyum stiboglukonat (Pentostam®, 
İngiltere) için olacak şekilde işaretlenmiştir. Her bir kuyucuğa 
RPMI 1640 besiyerinden (%10 FCS + %1 penisilin/streptomisin + 
%1 gentamisin) 100 µL dağıtılmıştır. Meglumin antimonat 
(Glucantime®, Fransa) ve sodyum stiboglukonat (Pentostam®, 
İngiltere) için ayrılmış olan 3 bölmenin her birinin ilk kuyucuğuna 
istenilen ilaç konsantrasyonunun iki katı olacak şekilde standart 
besiyerine ilaçlar eklenerek 100 µL hazırlanmıştır. (Bu çalışmamızda 
ilk doz 300 µg/mL bu nedenle 600 µg/mL olacak şekilde 
hazırlanmıştır) Hazırlanan bu ilaçlı besiyeri ilk kuyucuklara 
eklenmiştir. Çoklu pipet ile ilk kuyucuktan diğerlerine 100 µL 
aktarım yapılarak ilaç konsantrasyonları hazırlanmıştır (300, 200, 
100, 50, 25 ve 12,5, 6,25 µg/mL) (Resim 1). Son kalan 100 µL 
atılmıştır. Daha sonra hazırlanan promastigot süspansiyonundan 
100 µl olacak şekilde bütün kuyucuklara eklenmiştir. Blank 
bölmelerine parazit ilave edilmemiştir. Hücre kültürü plağının 
kapağı kapatılarak etrafı parafinle kaplanmıştır. Etüvde 25oC’de 
48 saat inkübe edilmiştir (Resim 2). Bu işlemlerin ardından 
aşağıda tarif edilen iki yöntem kullanılarak in vitro etkinlik 
düzeyleri belirlenmiş ve çalışma grupları diskriminant analizi ile 
istatistiksel olarak değerlendirilmiştir (24).

Hemositometre yöntemi
Neubauer’in Thoma lamı üzerinde iki yanda bulunan çıkıntılar 
hafifçe ıslatılmıştır. Lamel bunların arasını kapatacak şekilde yer-
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Resim 1. Hücre kültürü plağında ilaçların seri sulandırmalarının 
hazırlanması



leştirilmiştir. İki elin başparmakları ile konsantrik Newton halkala-
rı belirinceye kadar bastırılmıştır. Daha sonra etüvden plak çıkarı-
lıp her bir kuyucuktan ayrı ayrı örnek alınarak lam-lamel arasına 
sayım kamaralarının olduğu kenardan damlatılmıştır. Bu sıvı 
kapillarite nedeni ile lam üzerinde bulunan sayım alanına yayılmış 
ve aktarılan sıvının hareketsizleşmesi için 1-2 dakika beklenilmiş-
tir. Önce mikroskobun diyaframı kapatılıp küçük büyütmesinde 
(10x) sayım yapılacak olan çizgili alan bulunmuş ardından karele-
re düşen Leishmania promastigotlarını saymak amacı ile büyük 
büyütme (40x) ile bakılmıştır. Thoma lamının her bir köşesinde 
bulunan toplam dört kare ve orta alandaki kare içerisinde bulu-
nan promastigotlar sayılmıştır. Toplam promastigot sayısı 10.000 
ile çarpılıp sayılan kareye bölünerek mL’deki promastigot sayısı 
bulunmuştur (Resim 3).

XTT (sodium 3,39-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium]-
bis(4-methoxy-6-nitro) benzene sülfonik asit hidrat) direnç testi
Yeni bir 96’lık düztabanlı hücre kültürü plağı alınıp süre sonunda 
plak etüvden çıkarılarak ve her bir kuyucukdan 100 µL alınarak 
yeni plağa aktarılmıştır. Ayrı bir yerde 5 mL reagent ve 0,1 mL 

“electron coupling” karıştırılmıştır. Yeni plağımızın her bir bölme-
sine 50 µL eklenerek 25oC’de 4 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon 
sonunda plak spektrofotometrede 450 nm’de okuma yapılmıştır 
(Resim 4). Okuma sonunda çıkan absorbans değerleri not edile-
rek canlılık hesaplaması için aşağıda belirtilen formüle göre 
hesaplama yapılmıştır.
                   Çalışma örneği absorbansı – Blank absorbansı
Canlılık yüzdesi (%) =             X 100
                  Kontrol örneği absorbansı – Blank absorbansı

Çalışmalar üç kez tekrarlanmıştır (25).

In vivo İlaç Direnç Testleri
Leishmaniasis modeli oluşturmak için kullanılan promastigotlar, 
10 mL kültür sıvısının 1500 devirde 10 dakika santrifüjlenip, dipte 
kalan çökeltinin steril serum fizyolojik ile 3 kez yıkanması ile elde 
edilmiştir. Promastigot süspansiyonunun son konsantrasyonu 108 
promastigot/mL olacak şekilde mikroskopta sayılarak ayarlan-
mıştır. Hayvan modellerinin geliştirilmesinde Balb/C cinsi fareler 
kullanılmıştır. Fareler dişi, 7-8 haftalık ve 20-25 gr ağırlığında 
olup, ad libitum olarak beslenmişlerdir. Deney hayvanlarının sağ 
ayak tabanlarına, derialtına 100 μL promastigot solüsyonu enjek-
te edilmiştir (Resim 5, 6). Enfeksiyonun oluşturulduğu tarihi takip 
eden 5. haftadan itibaren sağaltımı tamamlanan hastalardan 
geriye kalan ilaçlar kullanılarak aşağıdaki tedavi şeması uygulan-
mıştır; 

1.Deney Hayvanı Grubu: Enfekte tedavi almayan grup.

2.Deney Hayvanı Grubu: Meglumin antimonat tedavisi alan 
(Beş değerlikli antimon olan meglumin antimonat 20 mg/kg/
gün, 21 gün süreyle her gün intra-muskuler olarak verilmiştir).

3.Deney Hayvanı Grubu: Sodyum stiboglukonat tedavisi alan 
(Beş değerlikli antimon olan sodyum stiboglukonat 20 mg/kg/
gün, 21 gün süreyle her gün intra-muskuler olarak verilmiştir).

İnokülasyonun 2. haftasından sonra ayak tabanında kızarıklık ve 
şişme görülebilir (Resim 7). Farelerin lezyonlarının genişliği ve deri-
den yüksekliği milimetrik ölçüm aleti ile haftada bir ölçülmüştür 
(Resim 8). Ölçüme 3 ay boyunca devam edilmiştir. İnokülasyondan 
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Resim 2. Hücre kültürü plağının 25°C’de 48 saat inkübe edilmesi

Resim 3. In vitro çalışma sonuçlarının hemositometre yöntemi ile 
değerlendirilmesi

Resim 4. XTT testinde spektrofotometrede hücre kültürü 
plağının okutulması



3 ay sonra hayvanlar sakrifiye edilmiş ve ayak tabanlarında oluşan 
lezyonlardan klinik örnek alınarak NNN besiyerlerine ekim yapıl-
mış, yayma preparat hazırlanıp Giemsa ile boyanarak incelenmiş 
ve Leishmania amastigotlarının varlığı araştırılmıştır. In vivo ilaç 
etkinliği; ayak ölçümleri, yayma preparatlar ve besiyeri ekimlerinin 
sonuçları ile birlikte değerlendirilmiştir (26, 27).

Bu çalışma, T.C. Manisa Celal Bayar Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu’nun 26.04.2017 tarih ve 18931 sayılı kararı ile 
alınan Etik Kurul Onayı ile gerçekleştirilmiştir.

BULGULAR

Uygulanan in vitro ilaç direnç testlerinin 48 saatteki sonuçları 
aşağıdaki tablolarda verilmiştir (Tablo 1, 2). Yapılan çalışmalarda 
ilaçsız kontrol grubundaki promastigotların sağlıklı ve üremeleri-
ne devam ettiği görülürken, meglumin antimonat (Glucantime®, 
Fransa)’ta 25 µg/mL ve 12,5 µg/mL dozda canlı parazitlere rast-
landığı ancak sodyum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere)’ta 
ise hiç canlı parazitin görülmediği saptanmıştır (Tablo 1). Canlılık 
yüzdelerinin ise meglumin antimonat (Glucantime®, Fransa)’ta 25 
µg/mL dozda 10,8 ve 12,5 µg/mL dozda 15,9 olduğu görülmüştür 
(Tablo 2).

Oluşturulan kutanöz leishmaniasis deney hayvanı modellerinde 
yapılan in vivo çalışmalar sonucunda meglumin antimonat 
(Glucantime®, Fransa) tedavisi alan ve sodyum stiboglukonat 
(Pentostam®, İngiltere) tedavisi alan deney hayvanı gruplarında 
enfeksiyonun verilmesinden sonraki 5. haftadan sonra ayak taba-
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Resim 5. Farelerin ayak tabanına intradermal enjeksiyon 
uygulaması

Resim 6. Farelerin ayak tabanından L. tropica promastigotlarının 
verilmesi

Resim 7. Farelerin ayak tabanında gelişen lezyonların görünümü

Resim 8. Farelerin ayak tabanı çapının ölçülmesi

Tablo 1. Işık mikroskobunda hemositometre yöntemine göre 48 
saatteki parazit sayısı (106/mL)

    Doz (µg/mL)

İzolatlar 300 200 100 50 25 12,5

İlaçsız kontrol 81,00 81,00 79,00 81,00 80,00 82,00

Glucantime® 0,00 0,00 0,00 0,00 8,00 10,00

Pentostam® 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tablo 2. XTT yöntemi ile 48 saatteki parazitlerin canlılık 
yüzdeleri (106/mL)

    Doz (µg/mL)

İzolatlar 300 200 100 50 25 12,5

İlaçsız kontrol 100 100 100 100 100 100

Glucantime® 0 0 0 0 10,8 15,9

Pentostam® 0 0 0 0 0 0



nındaki lezyonların küçülmeye başladığı ve 3 aylık süreç sonunda 
başarılı bir şekilde iyileştiği görülmüştür (Şekil 1). Meglumin anti-
monat (Glucantime®, Fransa) tedavisi alan deney hayvanı gru-
bunda ayak tabanı çapı 3,68 mm’den 1,50 mm’ye, sodyum sti-
boglukonat (Pentostam®, İngiltere) tedavisi alan deney hayvanı 
grubunda ise ayak tabanı çapı 3,72 mm’den 1,59 mm’ye gerile-
miştir. Giemsa ile boyalı preparatlarda amastigotlar görülmemiş-
tir. Klinik örneklerin ekildiği NNN besiyerlerinde promastigotlara 
rastlanmamıştır. İlaçsız kontrol grubunda ise lezyon gelişimi 
devam etmiş ve ayak tabanı çapı milimetrik ölçümlere göre 
düzenli olarak daima artmıştır (Tablo 3). Yayma preparatlarda 
amastigotlar görülmüş ve NNN besiyerinde promastigotlara 
rastlanmıştır.

TARTIŞMA

Leishmaniasis tedavisinde beş değerlikli antimon bileşikleri olan 
sodyum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere) ve meglumin anti-
monat (Glucantime®, Fransa) 50 yılı aşkın bir süredir ilk seçenek 
olarak kullanılmaktadır. Son yıllarda bu ilaçlara karşı tüm dünyada 
ve özellikle de Hindistan’ın kuzeyinde direncin arttığı bildirilmek-
tedir (28).

Tedavide ikinci seçenek olan Amfoterisin B de damar yoluyla 
verilmektedir ve böbrekler üzerine belirgin toksisite göstermek-
tedir. Hindistan’daki visseral leishmaniasis’e etkili olduğu göste-
rilen yeni ajanlar arasında yer alan lipozomal Amfoterisin B ise 
damar yoluyla kullanılmakta, ancak daha az sayıda enjeksiyon 
gerektirmekte ve daha iyi tolere edilmektedir, ancak tedavisi 
oldukça pahalıdır. Diğer yeni ajan olan Miltefosin ise oral yolla 
kullanılmaktadır, ancak teratojen etki gösterebilmektedir (29). 
Daha etkili ve sağlıklı ilaçlara ihtiyaç duyulduğundan leishmania-
sis konusunda yeni ilaç araştırmalarına gereksinim vardır. 
Yukarıdaki nedenlerden dolayı, birçok makalede leishmaniasis 
tedavisinde kullanılma potansiyeli olan doğal bitki ekstrelerinin 
ve bileşenlerinin anti-leishmanial biyolojik aktivite yönünden 
tarama programlarının başlaması gerektiği ve yeni tedavi ürünle-
rinin bulunması gerektiği vurgulanmıştır (30-32).

Yapılan bir çalışmada endemik bir bitki olan Haplophyllum myr-
tifolium’ un in vitro ve in vivo antileishmanial etkinliği değerlen-
dirilmiştir. Bu çalışmada bulunan tüm ekstraktların ve saf bileşik-
lerin L. tropica’nın promastigotlarına karşı in vitro inhibitör aktivi-
te gösterdiği bulunmuştur. Promastigotlara karşı γ-fagarin, asit-
lendirilmiş ekstrat, etanol ekstrat, skimmianin ve alkaloid ekstrak-
tın in vitro %50 inhibisyon konsantrasyonları sırasıyla 8,7, 9,4, 
10,9, 25,7 ve 25,8 μg/mL olarak bulunmuş ve Haplophyllum 
myrtifolium’ un asitleştirilmiş ekstratının in vivo sonuçlarının ise 
bu bitkinin Leishmania tropica ile enfekte deney farelerinde 
bulunan lezyon boyutunu azaltmada sınırlı bir etkiye sahip oldu-
ğunu gösterilmiştir (33).

Yapılan başka bir çalışmada endemik bitkilerden Centaurea calo-
lepis, Phlomis lycia, Eryngium thorifolium, Origanum sipyleum ve 
Galium incanum ssp. centrale’den elde edilen ekstraktların  
in vitro ve in vivo anti-leishmanial aktiviteleri üzerine bir araştırma 
yapılmış olup Galium incanum ssp. centrale’nin IC50 değeri 
0,0316±0,005 ug/mL ile en yüksek sitoksisiteyi gösterdiği, 
Eryngium thorifolium’un metanol ekstraktının, 25 μg/mL’de  
%100 inhibisyon ile L. tropica promastigotları üzerinde en yüksek 
aktiviteye sahip olduğu, C. calolepis’in su ve kloroform ekstrakt-
ları ile E. thorifolium’un su ve metanol ekstraktlarının 100 mg/
kg’lık bir dozda L. tropica ile enfekte olan farelerdeki parazitemi-
yi azalttığı saptanmıştır. Bu sonuçlara bağlı olarak parazit canlılı-
ğı, sitotoksik olmadığı düşünülen Eryngium thorifolium’un meta-
nol ekstraktının L. tropica enfeksiyonunun tedavisinde umut 
verici bir aday ilaç olduğu kanısına varılmıştır (34).

Yapılan bir diğer bir çalışmada ise Leishmania tropica üzerine 
moksifloksasin ve linezolid ile kaspofunginin, potansiyel anti-leis-
hmanial etkileri in vitro olarak araştırılmış olup moksifloksasin, 
linezolid ve kaspofunginin 4096 µg/mL-0,008 µg/mL arasındaki 
konsantrasyonlarda seri dilüsyonları yapılarak ajanların %50 inhi-
bitör konsantrasyonları (IK50) kontrollerle karşılaştırılarak belir-
lenmiştir. Moksifloksasinin, L. tropica promastigotlarına karşı 
çalışılan diğer ajanlara göre daha düşük konsantrasyonlarda 
etkili olduğu sonucuna ulaşılmıştır (35).

Son yıllarda Leishmania türlerinin bilinen ilaçların kullanıldığı 
sağaltıma dirençli suşlarının ortaya çıkmaya başlaması yeni ilaçlar 
ve yeni ilaç kombinasyonlarının araştırılmasına ihtiyaç doğurmuş-
tur. Dünya Sağlık Örgütü ve birçok araştırmacı, öncelikle halkın 
yöresel tedavide kullandığı bitkilerin araştırılması gerektiğini 
vurgulamış, bu sayede doğal bazı bileşiklerin sentetiklerinin de 
hızla yapılıp leishmaniasis’e karşı kullanılabileceğini belirtmişler-
dir (36-38).
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Tablo 3. Deney hayvanı gruplarında haftalık milimetrik ayak tabanı ölçümlerinin ortalamaları

        Haftalar

Kod 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Kontrol (İlaçsız) 1,42 2,15 2,95 3,15 3,78 4,00 4,37 4,53 4,85 5,15 5,85 6,33

Meglumin antimonat (Glucantime®) 1,45 2,18 2,91 3,13 3,68 3,48 3,28 3,00 2,85 2,25 1,68 1,50

Sodyum stiboglukonat (Pentostam®) 1,43 2,13 2,90 3,10 3,72 3,55 3,35 3,10 2,94 2,39 1,79 1,59

Şekil 1. Deney hayvanı gruplarında haftalık ayak tabanı ölçümleri
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Yapılan birçok çalışmada, değişik bitkilerden elde edilen yeni 
etken madde taramalarında ve yeni ilaç çalışmalarında meglumin 
antimonat (Glucantime®, Fransa) ve sodyum stiboglukonat 
(Pentostam®, İngiltere) kontrol ilacı (pozitif kontrol) olarak kullanı-
lıp etken maddenin veya ilacın etkinliğinin karşılaştırılmasında 
altın standart olarak baz alınmıştır. 

In vitro bir çalışmada MTT testi uygulanarak kalsiyum kanal blo-
körü olan verapamil ve meglumine antimoniate kombinasyonu-
nun meglumine antimonate’a göre promastigot ve amastigotlar 
üzerine daha etkili olduğu gösterilmiştir (39).

Sodyum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere)’ın in vitro ve in 
vivo ilaç direnci ile ilgili yapılan bir çalışmada ikisi sodyum stibog-
lukonat (Pentostam®, İngiltere) tedavisine yanıt vermeyen ve biri 
bu tedaviye yanıt veren 3 olgudan elde edilen klinik izolatların 
enfektivitesi ve kemoterapötik yanıtları in vitro olarak makrofaj-a-
mastigot sisteminde ve in vivo olarak hamsterlerde değerlendi-
rilmiştir. Sodyum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere) direncinin 
sürekliliği de tekrarlı pasajlarla in vivo ve in vitro olarak kontrol 
edilmiştir. Sodyum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere) tedavi-
sine yanıt vermeyen izolatların Amfoterisin-B ve Miltefosin teda-
visine makrofajlarda ve hamsterlerde yanıt verdiği bildirilmiştir 
(40).

Fare modellerinde yapılan bir çalışmada 100 mg/kg/gün int-
ra-peritoneal olarak Glucantime® ve susam yağı içerisinde hazır-
lanan thalidomine 30 mg/kg/gün oral olarak 12 gün süreyle 
tedavi amacıyla verilmiş ve bu kombinasyonun hastalık sürecinde 
önemli oranda (üç ay) azalmaya neden olduğu saptanmıştır (41). 
Diğer bir çalışmada enfeksiyonun verilmesinden bir ay sonra 3 
fare grubu oluşturulmuş, birinci gruba sodyum selenit (0,35 mg/
kg 30 gün), ikinci gruba çinko sülfat (2 mg/kg 30 gün), üçüncü 
gruba kontrol amaçlı distile su (0,01 mL/gr vücut ağırlığı 30 gün) 
ve aynı zamanda tüm gruplara intra-peritoneal olarak (60 mg/kg) 
Glucantime® 14 gün boyunca tedavi amaçlı verilmiştir. Sodyum 
selenit in vitro çalışmalarda kutanöz leishmaniasis üzerine etkili 
olsa da in vivo modelde etkisiz olduğu bulunmuştur. Çinko sülfat 
ise düşük dozlarda uzun süre kullanıldığında etkisiz olduğu sap-
tanmıştır (42). Bir başka çalışmada lipozomal antimon formulas-
yonlarının (günde 2 kez 4 hafta süreyle 50 mg topikal olarak) deri 
içerisindeki makrofajlara ilacın nüfus etmesinde başarılı olduğu, 
lipozomların meglumin antimonat gibi suda çözünen maddelerin 
tutulmasını sağladığı, uygun boyutlardaki formulasyonların geliş-
tirilmesi ile ilacın etkili bir şekilde dermis ve epidermise ulaştığı 
ve lipozomların düşük toksisiteli güvenli bileşikler olduğu göste-
rilmiştir (43).

Yukarıdaki literatürlerde görüldüğü üzere tedavide altın stan-
dart olarak meglumin antimonat (Glucantime®, Fransa) ve sod-
yum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere)’ın baz alındığı görül-
müştür. Bizim çalışmamızda da Türkiye’de KL hastasından elde 
edilen L. tropica suşu üzerine bu iki ilacın da in vitro olarak 
etkili olduğu görülmüştür. Meglumin antimonat (Glucantime®, 
Fransa)’ta parazitlerin canlılık yüzdelerinin 25 µg/mL dozda 10,8 
ve 12,5 µg/mL dozda 15,9 olduğu görülürken, sodyum stibog-
lukonat (Pentostam®, İngiltere)’ta canlı parazite rastlanmamıştır. 
Bu nedenle in vitro çalışmada sodyum stiboglukonat 
(Pentostam®, İngiltere)’ın daha etkili olduğu görülmüş fakat 
istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p>0,05). In vivo çalış-

mada ise her iki ilacın da verilmesinden sonra deney hayvanla-
rının ayak tabanındaki lezyonların küçülmeye başladığı, meglu-
min antimonat (Glucantime®, Fransa) tedavisi alan deney hay-
vanı grubunda ayak taban çapının 3,68 mm’den 1,50 mm’ye, 
sodyum stiboglukonat (Pentostam®, İngiltere) tedavisi alan 
deney hayvanı grubunda ise 3,72 mm’den 1,59 mm’ye gerilemiş 
olduğu ve 3 aylık süreç sonunda başarılı bir şekilde iyileştiği 
görülmüştür. Giemsa ile boyalı preparatlarda amastigotlar 
görülmemiştir. Klinik örneklerin ekildiği NNN besiyerlerinde 
promastigotlara rastlanmamıştır. Bu nedenle iki ilacın da 
Türkiye’de KL olgusundan izole edilen L. tropica promastigotla-
rı ile oluşturulan in vivo modellerde de etkili olduğu saptanmış-
tır.

SONUÇ

Bu çalışma, bu konularda araştırma yapmayı planlayan araştırma-
cılara rehber olacak şekilde kutanöz leishmaniasisin in vitro ve in 
vivo modelleri oluşturularak ilaç araştırmalarında ve etken madde 
taramalarında kullanımları ayrıntılarıyla sunularak araştırmacılara 
yardımcı olması için planlanmıştır. Aldığımız sonuçlar Türkiye’den 
elde edilecek izolatlarda bu iki ilacın hem in vitro hem de in vivo 
çalışmalarda altın standart olarak başarı ile kullanılabileceği 
görülmüştür. 
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