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MELALEUCA ALTERNIiFOLIA (CAY AGACI) YAGININ
ANTILEISHMANIAL ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Melaleuca alternifolia ugucu yagi iizerine yapilan literatiir taramalarinda, 6zellikle
Leishmania tropica’ya karsi antileishmanial etkisi hakkinda smirl sayida ¢alisma
oldugu goriilmiistiir. Tirkiye’de ve Suriye’den goglerle artan Sark Cibani olgular
nedeniyle bu calismanin énemi artmaktadir. Leishmaniasis, Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) tarafindan ihmal edilen tropikal hastaliklardan biri olarak bildirilmis ve 2019
yilinda tahmini 700.000-1 milyon yeni vaka rapor edilmistir. Tedavi yonetimi sinirl
olup, diren¢ gelisimi nedeniyle yeni ve etkili ila¢ arayislart devam etmektedir. Bu
nedenle bu arastirmanin amaci, deride enfeksiyon olusturan ve iilkemizde gittikce
yayginlasan Sark Cibani etkeni Leishmania tropica’ya karsi ¢ay agact ugucu yaginin
antileishmanial etkisini incelemektir. Bu dogrultuda Tiirkge literatiirde ilk kez ¢ay
agac1 yagi, farkli konsantrasyonlarda Leishmania tropica promastigotlar1 iizerine
uygulanmis ve antileishmanial etkisi ATP Sl¢timleri ile degerlendirilmistir. Fenolik
bilesiklerin diisiik dozlarda antioksidan, yiiksek dozlarda pro-oksidan etkileri
gozlemlenmistir. LD50 dozu 1/8 sulandirmada bulunmustur. Bu sulandirma ve 1/1,1/2
ve Y4 sulandirmalarda anlamli inhibisyon gozlenmistir. Dolayisiyla ¢ay agact yagimin
antileishmanial o6zellikleri, Leishmania tropica promastigotlarina karsi etkili bir
inhibisyon saglayarak deride olusan Sark Cibani enfeksiyonunu baskilayabilir hipotezi
dogrulanmistir. Cay agaci1 yaginin antiparaziter ve antimikozal etkilerinin yani sira,
Leishmania tropica iizerinde yapilan ilk ¢aligma olmasi agisindan 6nem tasiyan bu
arastirma Sark Cibani tedavisinde yeni ve etkili bir dogal tedavi alternatifi sunabilir ve

daha ileri ¢aligmalar icin temel olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: Melaleuca alternifolia, cay agaci yagi, antileishmanial etki,

Leishmania tropica, sark ¢ibani
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INVESTIGATION OF ANTILEISHMANIAL EFFECTS OF MELALEUCA
ALTERNIFOLIA (TEA TREE) OIL

SUMMARY

In the literature review on Melaleuca alternifolia oil, it was observed that there are
limited number of studies on its antileishmanial effect especially against Leishmania
tropica. The importance of this study increases due to the increasing number of
Oriental Boils cases in Turkey and with the migration from Syria. Leishmaniasis has
been reported as one of the neglected tropical diseases by the World Health
Organisation (WHO), with an estimated 700,000-1 million new cases reported in 2019.
Treatment management is limited and the search for new and effective drugs continues
due to the development of resistance. Therefore, the aim of this study was to
investigate the antileishmanial effect of tea tree oil against Leishmania tropica, the
causative agent of Oriental furuncle, which causes skin infection and is becoming
increasingly common in our country. In this direction, for the first time in the Turkish
literature, tea tree oil was applied to Leishmania tropica cultures at different
concentrations and its antileishmanial effect was evaluated by ATP measurements.
Antioxidant effects of phenolic compounds at low doses and pro-oxidant effects at
high doses were observed. LD50 dose was found to be 1/8 effective. Significant
inhibition was observed at this dose. Therefore, the hypothesis that the antiparasitic
properties of tea tree oil can suppress oriental furuncle infection by providing an
effective inhibition against Leishmania tropica was confirmed. In addition to the
antiparasitic and antimycosal effects of tea tree oil, this study, which is important in
terms of being the first study on Leishmania tropica, may offer a new and effective
natural treatment alternative in the treatment of Oriental furuncle and may form the

basis for further studies.

Keywords: Melaleuca alternifolia, tea tree oil, antileishmanial effect, Leishmania

tropica, oriental furuncle
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1. GIRIS

Son donemlerde alternatif ve tamamlayici tip alaninda esansiyel yaglar biiylik bir
popiilarite kazanmistir. Bu yaglarin kullanimmin degerlendirilmesi, bunlarin
varsayilan terapotik Ozelliklerinin in vitro ve bazi durumlarda in-vivo ¢alismalarla
artan bir sekilde incelendigini ortaya koymustur. Bu baglamda, Melaleuca alternifolia
calisindan elde edilen cay agaci yagi (TTO) gibi iiriinler 6zellikle dikkat cekmektedir.
TTO, ozellikle antimikrobiyal o6zelliklerinden dolayr  kullanim  alanini
genisletmektedir. Deri enfeksiyonlarinin tedavisinde etkin bir bilesen olarak topikal
formiilasyonlarda yer almaktadir. TTO nun aktif bilesen olarak kullanimi, Avustralya,
Kuzey Amerika, Avrupa gibi bolgelerde regetesiz olarak satildigi ve gesitli saglik
sorunlart i¢in bir ¢oziim olarak pazarlandigi gozlemlenmektedir. Bu esansiyel yagin
terapotik etkileri 6zellikle antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle ¢esitli rahatsizliklarin

tedavisinde alternatif bir yaklasim olarak yayginlagmaktadir [1].

M. alternifolia (Fam Myrtaceae) baslangigta yesil renkli ¢ali olmasina ragmen 6
metrelik bir agaca doniismektedir [1]. ilk kez 1770°te Kaptan James Cook tarafindan
kesfedilen M. alternifolia bitki yapraklarindan Avusturalya yerlileri deri
enfeksiyonlarmin tedavisinde yararlanmistir [2]. Avrupa’da 1923 yilinda bilimsel
caligmalar yapilmaya baslanmis ve elde edilen ugucu yaglarin olduk¢a kuvvetli
bakterisit ve antiseptik etkisi 1925°te bildirilmistir. Candida albicans, Streptococcus,
Staphylococcus tiirlerine kars1 aktif olup antifungal ve antiparaziter etkisi yapilan
caligmalarla  gosterilmistir [1]. Aknelerde, gegmeyen yaralarda, paraziter
enfeksiyonlarda kullanilmaktadir [3]. Gilinimiizde bircok kozmetik {iriinde

kullanilmakta olmasina karsin antiparaziter etkisi lizerine ¢aligmalar kisithidir.

1.1 Tezin Amaci

Bu ¢alismada 6zellikle deride enfeksiyon olusturan ve iilkemizde gittikge yayginlasan
Sark Cibani etkeni Leishmania tropica iizerine gay agaci yagmin antileishmanial

etkisini arastirmak planlanmistir.



1.2 Arastirmanin Onemi

Literatlir aragtirmalari sonucunda M. alternifolia yagmin antileishmanial etkisi
hakkinda fazla sayida calisma mevcut degildir. Ozellikle iilkemizde yaygin olan ve
Suriye’den gogler nedeniyle sayisi gittikge artan Sark Cibani etkeni L. tropica tiirt
lizerine yapilan ¢aligmaya rastlanmamistir. Bir deri enfeksiyonu olan bu hastalikta
tedavi secenekleri de sinirlidir ve bazilarina direng gelismistir. Bu nedenle yeni ve
etkili ilag arayislar1 siirmektedir. Leishmania’ya karsi giivenli ve uygun fiyath yeni

ilaglarin gelistirilmesi hala biiyiik bir 6neme sahiptir.

Leishmaniasis, ihmal edilen tropikal hastaliklardan biri olarak bildirilmektedir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO), 2019 yilinda tahmini 700.000-1 milyon yeni olgu oldugunu
bildirmistir. Sodyum stiboglukonat, amfoterasin B, miltefosin ve paromomisin ile
tedavi yonetimi sinirhidir. Bununla birlikte, 6zellikle Hindistan’in Kuzey Bihar
bolgesinde yaygin sodyum stiboglukonat direnci bildirilmistir. Amfoterisin, miltefosin
ve paromomisin ile tedavi edilen leishmaniasis hastalarinda da artan niiks raporlari

gbzlenmektedir.

1.3 Hipotez

Aragtirmanin hipotezi “cay agaci yagmin antileishmanial ozellikleri, L. tropica
promastigotlarina karst etkili bir inhibisyon saglayarak deride olusan Sark Cibani

enfeksiyonunu baskilayabilir.” seklindedir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1 Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar, bitkinin yapraklarindan, kabuklarindan, ¢i¢eklerinden, tohumlari ve
koklerinden elde olan, genelde sivi formda bulunan dogal bilesiklerdir. Bu 6zel yaglar,
su buhar1 distilasyonu veya ekstraksiyon gibi yontemlerle ¢ikarilirlar. Renksiz veya
hafif sar1 renkli olmalar1 yaygindir ve kristallesme egilimine sahiptirler. Bitkilerin
karakteristik kokusunu olusturan ve onlara 6zgii lezzeti veren bu yaglar, ¢ogunlukla

ugucu 6zellik gosterirler [4].

Ugucu yaglar, bitkilerin koklerinden, govdelerinden, yapraklarindan, meyvelerinden,
kabuklarindan ve ¢iceklerinden elde edilir. Bu yaglar genellikle oda sicakliginda
stvidir, bazen donabilirler ve kolayca kristallesebilirler. Genellikle renksiz veya hafif
saridir ve karakteristik hos kokular1 nedeniyle “esansiyel yaglar” olarak adlandirilirlar
[5].

Etere benzer bi¢imde ugucu ve hos kokulu olduklarindan, parfiim ve aromaterapi
alaninda sik¢a kullanilirlar. Ayrica suyla karigmadiklarindan “yag” olarak
adlandirilsalar da sabit yaglardan farklidirlar. Bitkilerin yapraklarinda, gigeklerinde,
meyvelerinde, koklerinde ve odunlarinda bulunan ugucu yaglar, bitkinin savunma
mekanizmalarin1 desteklemek, tozlasmaya yardimci olmak gibi 6nemli roller
iistlenirler. Ayrica, sicak iklimlerde bitkilerin yiizeylerinin sogumasini saglayarak su
kaybini onledikleri bulunmustur [6].

Esansiyel yaglar, farkli kiiltiirlerde farkli isimlerle anilabilmektedir: “ruh”, “ug¢ucu
yag”, “esans yag1”, “kokulu yag”, “eterik yag”, “u¢an yag” vb. Bu yaglar genellikle
terpen adi verilen bilesiklerden olusur ve suyun aksine organik ¢oziiciilerde kolayca
¢oziinlir. Enzimatik, antimikrobiyal, sindirim uyarici, antioksidan, antiseptik etkileri
bilinmektedir. Monoterpenler, seskiterpenler, diterpenler gibi ¢esitli terpen
bilesiklerini igerebilirler. Ayrica, ucucu yaglar fenil propanoitler, yag asitleri ve
esterler gibi bilesikler de igerebilirler. Ila¢ ve kozmetik endiistrisinde sik¢a kullanilirlar

ve alternatif tipta 6nem arz etmektedir. Bu esansiyel yaglar, modern teknolojiler



kullanilarak farkli cinslerine ayristirilabilir, bdylece farkli kokular, renkler, kullanim

ozellikleri ve molekiiler yapilar elde edilebilir. Ancak bu 6zler genellikle pahalidir [7].

Ucgucu yaglarin kimyasal yapilar1 genel olarak dort ana grupta toplanabilir. Bu gruplar
diiz zincirli hidrokarbonlar, aromatik maddeler, terpenik maddeler ile azot ve kiikiirt
iceren bilesiklerdir. Ozellikle terpenik maddeler, ugucu yaglarin biiyiik bir kismin

olustururlar [8].

Bu ugucu yaglarin bilesenleri ve bu bilesenlerin miktarlari, bir¢ok faktore bagli olarak
oldukga ¢esitlilik gosterir. Bitkinin tiirii, elde edildigi boliim (kabuk, tohum, yaprak,
cicek, vb.), genetik ¢esitlilik, beslenme durumu, giibreleme yontemleri, yetistirildigi
cografi konum, iklim kosullari, mevsimsel degisimler, biiyiime siirecindeki stresler,
hasat sonrasi kurutma ve depolama gibi faktorler bu ¢esitliligi etkiler. Bununla birlikte,
elde edilme yontemi de ucucu yaglarin kimyasal bilesenlerini ve bu sayede 6zgiin

biyolojik 6zelliklerini belirler [9]. Tablo 2.1’de gesitli aromatik bitkilerin ihtiva ettigi

aktif madde ve etki bigimleri paylasilmaktadir.

Tablo 2.1: Baz1 aromatik bitkiler. [7]

Bitki Bitki Boliimii Aktif Madde Etki Bicimi
Zencefil Rhizoma Zingorole Sindirim uyarict
Tar¢in Kabuk Cinnemaldehyde Sindirim uyarici, antiseptik,
istah artirict
Sarimsak Sogan Alicin Sindirim uyarici, antiseptik
Nane Yaprak Menthol Sindirim uyarici, antiseptik,
istah artirict
Maydanoz Yaprak Apiol Sindirim uyarici, antiseptik,
istah artirici
Kisnis Yaprak, tohum Linanol Sindirim uyarici, igtah artirict
Kimyon Tohum Cuminaldehyde Sindirim uyarict
Kereviz Yaprak, Kok Phtallides Sindirim uyarici, igtah artirict
Kekik Tiim Bitki Thymol, Carvacrol Sindirim uyarici, antiseptik,
antioksidan
Karanfil Cigek Eugenol Sindirim uyarici, antiseptik,
istah artirict
Karabiber Meyve Piperine Sindirim uyarici
Hindistan Tohum Sabi nen Sindirim uyarici, ishal
Cevizi Onleyici
Hardal Tohum Allylisothiocyanate Sindirim uyarici
Defne Yaprak Cineole Sindirim uyarici, antiseptik,
istah artirict
Biberiye Yaprak Cineole Sindirim uyarici, antiseptik
Biber Tohum Sabinen Sindirim uyarici, ishal
onleyici
Bayir Turpu Kok Allylisothiocyanate Istah artirici
Anason Tohum Anathole Sindirim uyarici
Adacay1 Yaprak Cineole Sindirim uyarici, antiseptik




Esansiyel yaglarin siniflandirilmasinda kimyasal bilesenler, aromatik o6zellikler,

farmakolojik ve terapotik etkiler dikkate alinmaktadir [10, 11].

1. Kimyasal Bilesenlere Gore Smiflandirma: Esansiyel yaglar, icerdikleri kimyasal

bilesenlere gore dort ana grupta incelenebilir:

e Terpenik Maddeler: Bu grup, terpenoidler ve fenilpropanoidleri igerir. Bu
maddeler esansiyel yaglarin ana bilesenleridir.

e Diiz Zincirli Hidrokarbonlar: Basit hidrokarbon bilesiklerini igerirler.

e Azot ve Kiikiirt Tastyan Bilesikler: Azot veya kiikiirt atomlar1 iceren bilesiklerdir.

2. Aromatik Ozelliklere Gore Smiflandirma: Terpenlerden sonra en dnemli gruptur.
Propilbenzen, benzen, p-simen yapisina sahip olabilirler. Organik fonksiyonel gruplari

da igerebilirler. Bu durum onlarm aromatik 6zelliklerini belirler.

3. Farmakolojik ve Terapotik Etkilere Gore Siniflandirma: Farmakolojik etkilere gore
esansiyel yaglar, ¢esitli terapotik Ozellikleri bulunabilir ve buna uygun
siniflandirilabilitler. Ornegin:

e Antiromatizmal: Romatizmal rahatsizliklar hafifletici etkiye sahip yaglar.

e Antitussif (Oksiiriik Giderici): Oksiiriigii yatistirmaya yardime1 olan yaglar.

e Diiiretik (Idrar Soktiiriicii): Idrar soktiiriicii etkileri olan yaglar.

e Antimikrobiyal ve Dezenfektan: Mikroorganizmalarla savagma ve enfeksiyon

riskini azaltma amaciyla kullanilan yaglar.

Esansiyel yaglar cesitli kullanim amaclar1 dogrultusunda farkli yontemlerle elde edilir.
Parfiim iiretiminde kullanilacak esansiyel yaglar icin, ¢oziicii ekstraksiyonu ve
siiperkritik karbondioksit yontemi gibi yontemler tercih edilir. Siiperkritik
karbondioksit yontemi, yiiksek sicaklik ve basing altinda karbondioksit gazinin
stvilagtirtlarak kullanildigr yontemdir. Yontemde aroma kalitesi ve saflik daha iyi
kontrol edilebilir. Antibakteriyel, farmakolojik, gida katki maddeleri antifungal amagh
sentetik kimyasallarin yerine gececek ugucu yag eldesinde buhar destilasyonu ve
mekanik ekstraksiyon sikga tercih edilir. Turunggillerden elde edilen yaglar genellikle
bu yontemlerle ¢ikarilir. Mekanik ekstraksiyon 6zellikle turunggil kabuklarindan elde

edilen yaglarin kalitesini korumada kullanilir [11].



—

. Damitma (Destilasyon) Yontemi [12]:

e Su Destilasyonu: Bitki materyali su buhar ile kaynatilarak yag molekiillerinin
yogunlagmasi saglanir. Su buhart ve ugucu yag bir sogutucuya tasinir ve burada
yogunlasarak ayrisir. Ozellikle toz halindeki materyallerde etkili bir yontemdir.

e Buhar Destilasyonu: Cam kaba alinan taze bitki materyaline buhar uygulanarak
yag damlaciklar1 toplama kabina siiriiklenir. Yag daha sonra burada yogunlastirilir.

e Vakum Destilasyonu: Yiiksek kaynama noktasina sahip veya dekompoze olabilen

maddelerin distilasyonunda kullanilir. Sicaklig1 artirmak yerine basinci diistirerek

islem gerceklestirilir.

2. Ekstraksiyon Yontemi: Coziicli ekstraksiyonu, bitki materyalinin ¢oziicli i¢inde
coziinmesi ve ardindan ugucu yagin ¢oziiciiden ayrigtiritlmasi prensibine dayanir.
Stiperkritik sivi  ekstraksiyonu, mikrodalga ile ekstraksiyon, kati-faz mikro
ekstraksiyonu, sikistirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu gibi modern yontemler de bulunur.
Kat1 faz mikro ekstraksiyonu ve mikrodalga ekstraksiyonu, daha hizli sonuglar verir

ve ¢evreye daha az zarar verir [7].

3. Mekanik Yontem (Presleme): Turuncgil kabuklari gibi bitki materyallerinden ugucu
yag elde edilmesinde kullanilir. Kabuklar sikilarak yagin elde edilmesi saglanir. Bu
yontem, destilasyon yontemlerinin bitkinin yapisina zarar verme riskini azaltmak i¢in

tercih edilir [12].

Esansiyel yaglarin viicutta birikme egilimi diisiiktiir, ¢linkii hizla metabolize edilirler
ve viicuttan atilirlar [13]. Insanlarda hastalik olusturan virus ve bakterilere karsi
etkinliklerini gdsteren in-vitro deneylerle belirlenmistir. Arastirmalar giil agaci,
karanfil, ¢ay agaci, defne, limon ¢ay1, tar¢in, kekik gibi yaglarin antimikrobiyal
aktivitesini gostermistir. Bu yaglarm Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK)

degerlerinin farkli bakteri tiirleri i¢in %1’den daha diisiik oldugu belirtilmistir [14, 15].

Kekik, limon otu, karanfil, defne yaglarmin diisiik konsantrasyonlarda E. coli
tizerinde inhibe edici etkileri mevcuttur. Feslegen ve okaliptiis yaglarinin S. aureus’a
%1 konsantrasyonda; defne, karanfil, limon otu, nane, biberiye, kekik yaglarinin ise
%0,05 konsantrasyonlarda inhibe ettigi bulunmustur [16]. Limon mersini, sarimsak ve
cay agaci yaglarinin metisiline direngli S. aureus (MRSA)’ta etki gosterdigi
gozlemlenmistir [17, 18]. Antimikrobiyal etkinlik konsantrasyonlari, farkli bakteri



tiirleri arasinda farklilik gosterirken, Pseudomonas spp. ve Proteus spp.’nin diger
tirlerden daha direngli oldugu goriilmiistiir [19]. Bazi ugucu yaglarin tek basina
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi gibi, kombinasyon halinde kullanildiklarinda da
sinerjik etki gosterebildikleri belirlenmistir [20]. Ugucu yaglarin igerdikleri ana
molekiillerin etkisinin, yagin kendisinden daha etkili oldugu durumlar da goriilmiistiir.
Ornegin, Syzygium aromaticum (karanfil) yaginda bulunan 6jenol ve karvakrol
TTO’da bulunan terpinen-4-ol’e gore daha etkili olabilir. Aldehit ve fenolik ihtivasi
bulunan esansiyel yaglarin genellikle daha gii¢lii antibakteriyel etki gosterdigi [1],
bitki kokenli yaglarin, antibiyotiklere direngli biyofilm olusumlarina kars1 da etkili
oldugu bildirilmistir [21].

2.2 Melaleuca alternifolia (Cay Agac)

Cay agaci olarak adlandirilan farkli bitki tiirleri arasinda Melaleuca alternifolia,
Leptospermum petersonii, Leptospermum scoparium, Kunzea ericoides, Camellia
sinensis, bulunmaktadir. Bu tiirlerden en taninmis ve popiiler olani ise Melaleuca
alternifolia bitkisidir. En fazla ilgi ¢eken ve bir¢ok ¢alismaya konu edinilen, ticari
degere sahip olan bu tiiriin [22], fenolden etkili bir topikal antiseptik etkisi ve soluk
sar1 renkli ugucu yagi belirtildigi tizere 1920°de kesfedilmistir [23, 24]. Tarih boyunca
Avustralya yerlileri [25] (Kuzey Yeni Giiney Galler bolgesindeki Bundjalung
Aborjinleri [26]) ve Avrupa erken yerlesenleri tarafindan yaniklar, cilt hastaliklari,
soguk alginligi, oksiiriikler, bagirsak sikayetleri, agiz ve idrar yolu rahatsizliklari gibi
cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir. Avusturalya halkinca bas agrilari,

soguk alginligl, bocek 1siriklart ve cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde yararlanilmagtir.

Melaleuca, bitkinin biiylime siirecinde govde kabuklarinin renk degisimini ifade eden
Yunanca siyah (mela) ve beyaz (leuc(o)) kelimelerinden tiiretilmistir. Cinsteki tiir
sayis1 yaklagik 230°dur. Tibbi alanda yararlanilan Melaleuca alternifolia tiirii, dogal
haliyle Avustralya’da yetismektedir. Bitki Nisan-Eyliil doneminde dnemli oranda suya
ithtiyac duymakta ve killi topraklarda yetismektedir. Agag seklinde olan bu tiiriin geng
stirgiinleri yogun ve yumusak tiiylerle kaplidir, ancak yaslh dallarda tiiyler bulunmaz.
Tibbi olarak kullanilan kisim, yapraklaridir ve bu yapraklar, degerli “Tea tree oil

(TTO)” adl1 esansiyal yag kaynagidir [27].

Cay agaci yagi, ozellikle monoterpenler, seskiterpenler gibi terpen hidrokarbonlardan

ve alakali alkollerden meydana gelmektedir. Aromatik ve ugucu hidrokarbonlar olan



terpenler, izopren polimerleri (CsHs) olarak anilmaktadir. Onemli calismalarda
800°den fazla ¢ay agac1 yag1 materyali gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi ve gaz
kromatografisi ile analiz edilmis, neredeyse 100 farkli bilesen ve konsantrasyon araligi
tespit edilmistir [28, 29]. TTO’nun bilesimi hakkindaki ilk raporlarda 12, 21 ve 48
bilesen tanimlanmustir [1]. Bagil yogunlugu 0,885-0,906 olup suda ¢ok az ¢dziiniir ve
polar olmayan ¢oziiciilerle karisabilir [1]. Ticari bilesimi, “ terpinen-4-ol” tipi igin

minimum/maksimum degerler 14 farkli bilesenle standardizedir (Tablo 2.2) [28].

Tablo 2.2: M. alternifolia’nin 14 bileseni [1].

Bilesen 1ISO 4730 Ref. Tipik Bilesim
Terpinen -4-ol >30 40.1
v- Terpinen 10-28 23.0
a- Terpinen 5-13 104
1,8- Sineol <15 5.1
Terpinolene 1.5-5 3.1
p-Simen 0.5-12 2.9
o-Pinen 1-6 2.6
a-Terpineol 1.5-8 24
Aromadendrene Tracc-7 15
d-Cadinin Tracc-8 1.3
Limonene 0.5-4 1.0
Sabinen Trace-3.5 0.2
Globulol Tracc-3 0.2
Viridiflorol Trace-1.5 0.1

Cay yagindaki siklik yapidaki terpen bilesenleri, genis bir antimikrobiyal etki
spektrumu saglamaktadir [30]. Cay agaci yaginin antimikrobiyal 6zelliklerini saglayan
temel bilesenler a-terpineol, terpinen-4-ol, 1,8-sineol olarak 6ne ¢ikmaktadir [31]. 1,8-
sineoliin E. coli’nin hiicre zarin1 tahrip ettigi, terpinen-4-ol’tin gii¢lii antibakteriyel,
dezenfektan ve anti-korozif etkiler sergiledigi belirlenmistir. Ayrica a-terpineoliin
yiiksek penetrasyon kabiliyeti bulundugu ve C. albicans, P. aeruginosa, S. aureus, E.
coli gibi yaygin patojenlerde etkili oldugu gdzlemlenmistir [32]. insanlar iizerinde
toksik etki yaratmadigi, asindiric1 ve tahris edici olmadigi da kanitlanmistir. Dogal
antimikrobiyal o0zelligi sayesinde, gidalarda antibakteriyel bir ajan olarak
kullanilabilecegi potansiyeli ve mozaik virlisiine karsi onleyici etkisi ¢alismalarla
gosterilmistir [33]. Bununla birlikte, oksijen, 151k veya sicakliga duyarliligi nedeniyle

genel uygulanabilirligini sinirlayabilecegi unutulmamalidir [34].

TTO, mikroorganizmalara kars1 genis bir antimikrobiyal etkiye sahip olmasi ve ciltte
tahrise yol agmamasi sebebiyle tercih edilen bir topikal dezenfektandir [27].
Antimikrobiyal 6zellikleri sayesinde, ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde bir¢ok topikal

tirlinde etken madde olarak kullanilmaktadir [1]. Cay agac1 yagi, yaklasik 100 farkli



bileseni icermektedir. Yapilan aragtirmalar, bitkinin farkli kimyasal ¢esitliliklere sahip
oldugunu gostermistir. Bu kimyasal ¢esitler arasinda terpinen-4-ol, terpinolene [3] ve
1,8-cineole gibi bilesenler bulunmaktadir [3, 25]. Terpinen-4-ol, MRSA ve koagiilaz
negatif stafilokoklara (KNS) kars1 gii¢lii etkiye sahip bir kimyasaldir. Cerrahi yaradan
izole S. aureus ve MRSA bakterilerine karsi etkili oldugu belirtilmektedir [35].
Ozellikle %35 konsantrasyonda hazirlandiginda derideki MRSA bakterilerini yok ettigi
gozlemlenmistir. 1,8-cineole ise ¢ay agaci yaginin alerjik reaksiyonlara yol acabilen
bilesenlerden biridir. Irritasyon etkilerini azaltmak amaciyla, yagin igerigindeki 1,8-
cineole konsantrasyonunun azaltilmasi gerekebilir. Terpinen-4-ol kemotipiyle
hazirlandiginda yan etkiler minimize edilebilir. Akne vulgaris, seboreik dermatit ve
soguk yaniklar gibi cilt sorunlarinin tedavisinde topikal kullaniminin iyilestirici etkisi

oldugu gozlemlenmistir [3].

2.2.1 Tibbi kullanima elverisli 6zellikler

Antimikrobiyal Etki (in vitro): Cay agaci yaginin antimikrobiyal aktivitesi, bu yagin
en dikkat ¢ekici ozelliklerindendir. Daha 6nce aktarildigi iizere 6zellikle Bundjalung
Aborjinleri tarafindan soguk alginligi, oksiiriikk ve yara tedavisinde kullanilmasiyla
taninmaktadir. Bu geleneksel kullanim ve antimikrobiyal aktivitesi 6zellikle 1920-

1930’larda yaymlanan makalelerle ilgi cekmeye baslamistir [36].

Cay agac1 yagmin antimikrobiyal etkisinin degerlendirilmesinde, Rideal-Walker (RW)
testi kullanilmigtir. Bu test, dezenfektan karbolik asit veya fenol ile karsilastirilarak
yapilir ve ¢ay agaci yaginin RW katsayis1 hesaplanir. Bu testte ¢ay agaci yagi, fenol
ile karsilastirildiginda 11 kat daha giiglii antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirtilmistir [37].

Antimikrobiyal aktivitenin karakterizasyonu esnasinda ¢ay agaci yagi bilesenlerinin
RW Kkatsayilart da rapor edilmistir: terpineol i¢in 16, terpinen-4-ol igin 13,5 [37],
linalool i¢in 13, simene igin 8 [38], sineol i¢in 3,5. Bu bilesenlerin antimikrobiyal
etkileri ¢esitli c¢alismalarla dogrulanmistir [39]. Ancak, ¢ay agact yagmin
antimikrobiyal aktivitesi sadece in vitro calismalarla degil, klinik ¢aligmalarla da
desteklenmelidir. Bugiine kadar, ¢ay agac1 yaginin klinik kullanimiyla ilgili sinirli veri
bulunmaktadir. Aktivitenin degerlendirilmesi baz1 fiziksel 06zellikler nedeniyle
zorluklarla karsilasmistir. Cay agaci yagi ve bilesenleri su i¢inde ¢oziiniirliigi diistik

oldugundan, test ortamlarindaki uyumluluklarint sinirlayabilir. Bu nedenle, farkli



stratejiler kullanilarak test ortamlarinin hazirlanmasi ve c¢oziiniirliglin artirilmasi

gerekmektedir.

Antibakteriyel Etki: TTO’nun antibakteriyel aktivitesine dair literatiir, 1940-1980’lere
dek sinirli sayida rapor icermektedir [40, 41, 42, 43]. Ancak, 1990’larin basindan
itibaren TTO’nun antimikrobiyal etkilerini belirleyen bir¢ok ¢alisma bilimsel
literatlirde yer almistir. Farkli calismalarda kullanilan yontemler arasinda hala bazi
tutarsizliklar bulunmasina ragmen, bildirilen minimum inhibitér konsantrasyonlar
(MIC) genellikle benzer sonuglar gostermistir. Genis bir bakteri yelpazesi TTO’ya
kars1 duyarliliklar1 agisindan test edilmistir. TTO, ¢ogu bakteri tiiriine %1,0 veya daha
diisiik konsantrasyonlarda etkili olabilirken, kommensal deri stafilokoklari,
mikrokoklar, P. aeruginosa ve E. faecalis gibi organizmalar i¢in %2’ye kadar MIC

degerleri rapor edilmistir [44].

TTO genellikle Dbakterisidal etkisi gosterirken, diisik konsantrasyonlarda
bakteriyostatik olma potansiyeline de sahiptir. Antibiyotik direncine sahip bakterilere
kars1 etkisi, 6zellikle MRSA tizerinde yapilan ¢alismalarda dikkat ¢ekicidir. MRSA,
TTO’nun potansiyel bir etkileyici oldugu bakteri tiirlerinden biridir ve bu husus ilk kez
diistintildiigiinden bu yana [40], Carson ve ark. [45] tarafindan Avustralya ve Birlesik
Krallik’tan toplam 64 MRSA izolati iizerinde ¢alismalar yapilmistir. Avustralya
izolatlarinda MIC degeri %0,25 ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBC) degeri
ise %0,5 iken, Birlesik Krallik izolatlarinda bu degerler sirasiyla %0,312 ve %0,625
olarak rapor edilmistir. TTO’nun MRSA’ya kars1 etkinligiyle ilgili sonraki ¢caligmalar
da antibiyotige duyarli organizmalara kiyasla blyiik farkliliklarin olmadigini

gostermistir [46, 47, 48].

TTO’nun antibakteriyel etkisi, ¢ogunlukla agar veya broth diliisyon ydntemleriyle
belirlenmigtir. Bununla birlikte, aktivitenin zaman ic¢inde nasil etkili oldugunu
incelemek amaciyla zaman 6ldiirme deneyleri [49, 50, 51, 52] ve “ex vivo” olarak
kesilmis insan derisi [53] ve siispansiyon testleri [24] kullanilarak da gosterilmistir.
Ayrica TTO buharlastirildiginda Mycobacterium avium ATCC 4676, S. pneumoniae,
S. pyogenes, Haemophilus influenzae, E. coli gibi bakterilere karsi inhibisyon
saglayabilir. Hastane kaynakli enfeksiyonlar1 azalttigina dair anekdot niteliginde

raporlar mevcut olsa da bilimsel veri mevcut degildir [1].
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TTO’nun antibakteriyel etki mekanizmasi da kismen aydmlatilmistir. Bu etki,
TTO’nun hidrokarbon yapist ve lipofilikligi temel alinarak Onerilmistir.
Hidrokarbonlar, biyolojik membranlara niifuz edebilir ve hiicresel fonksiyonlari
bozabilir [54]. TTO’nun model lipozomal sistemlerin gegirgenligini artirabildigini
gosteren veriler de bu teoriyi desteklemektedir [55]. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda,
TTO disindaki hidrokarbonlarla veya TTO iginde diisiik konsantrasyonlarda bulunan
terpenlerle yapilan deneyler, lizis ve membran bitiinliigii kayb1 gibi etkileri
gostermistir. Ornegin, S. aureus’un TTO ile muamelesi potasyum iyonlarinin
sizmasina ve solunumun engellenmesine neden olmustur. TTO’nun E. coli iizerindeki
etkisi de potasyum homeostazi, glukoz bagimli solunum, morfoloji ve propidyum

iyodiirii dislama yetenegi gibi faktorleri etkileyerek zararli etkiler gostermistir [1].

Antifungal Etki: Mantarlar iizerindeki TTO’nun antifungal etkisi, daha yakin bir
zamanda tamamlanan kapsamli arastirmalarla daha iyi anlasiimistir. Oncesinde,
veriler parga parca ve siirliyds. ilk veriler genellikle Candida albicans gibi yaygin bir
model organizmasiyla yapilan calismalardan elde edildi. Ancak su anda, farkli
mayalar, dermatofitler ve diger filamentli mantarlarin da TTO’ya duyarli oldugunu
gosteren veriler vardir [56, 57, 58, 59, 60]. Farkli test yontemleri kullanilmig olmakla
birlikte, genellikle MIC degerleri %0,03 ile %0,5 arasinda degismektedir ve fungisidal
konsantrasyonlar genellikle %0,12 ile %2 arasindadir. Ancak Aspergillus niger igin
%8’e kadar yiiksek MFC degerleri rapor edilmistir. Bu deneyler ¢ogunlukla, kimyasal
maddelere kars1 dayaniksiz olan mantar konidileri ile yapilmistir. Daha sonraki
calismalar, ¢imlenmis konidilerin ¢imlenmemislere kiyasla TTO’ya daha duyarh

oldugunu gostermistir [61].

TTO’nun mantarlara etki mekanizmas1 da ozellikle Candida albicans iizerine
yogunlasan ¢aligmalarla daha iyi anlagilmaktadir. Benzer sekilde bakterilerde bulunan
sonuglara paralel olarak, TTO ayn1 zamanda Candida albicans hiicrelerinin membran
gecirgenligini degistirebilir. Ornegin, %0,25 TTO ile muamele edilen Candida
albicans hiicreleri, belirli bir siire sonra propidium iyodiir alimi ile etkilesir ve
morfolojik degisiklikler gosterir. Ayrica, TTO’nun solunumu da etkileyerek enerji
tiretimini engelledigi gozlemlenmistir [30, 62]. Bu sonuglar, TTO’nun mantar
hiicrelerinin membran yapisini ve isleyisini degistirerek antifungal etki gdsterdigini

desteklemektedir. TTO’nun mantarlar iizerindeki etkisi, terpen Ojenoliin
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mitokondriyal solunumu ve enerji iiretimini engelleyerek calistig1 onerilen bir etki

mekanizmasi ile uyumludur [1].

Antiviral Etki: TTO’nun antiviral etkisi, ilk olarak tiitiin mozaik virtisii ve tiitiin
bitkileri kullanilarak yapilan deneylerle gosterilmistir. Bu ¢alismalarda, TTO’nun
bitkilere piiskiirtiilmesi sonucunda tiitiin mozaik virlisiine kars1 direnci de
gozlemlenmistir. Daha sonra, Schnitzler ve ekibi Herpes simpleks viriisii (HSV)
tizerinde TTO’nun etkisini incelemistir. HSV’nin farkli konsantrasyonlarda TTO ile
inkiibe edilmesi ve ardindan hiicre Kkiiltiirlerine uygulanarak viriisiin etkisi
arastirilmistir. Bu ¢calismalarda, TTO’nun HSV tip 1 ve HSV tip 2 i¢in plak olusumunu

engelledigi ve viris titrelerini azalttig1 g6zlemlenmistir [63, 33].

Baska bir ¢alismada ise TTO dahil olmak iizere 12 farkli ugucu yagin HSV-1
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bu ¢calismada da TTO’ nun serbest viriis iizerinde
etkili oldugu ve plak olusumunu azalttigi gézlenmistir. Ayrica TTO’nun viriisiin
replikatif dongiistinlin farkli asamalarinda uygulandiginda en biiyiik etkiyi serbest

virlis asamasinda gosterdigi bulunmustur [64, 65].

Antiprotozoal Etki: iki ayr1 arastirma, TTO’nun antiprotozoal aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. Birincil ¢alismada, Leishmania major ve Trypanosoma
brucei protozoonlarinin iiremesi tizerinde TTO’nun etkisi incelenmistir. Bu ¢alismada
TTO’nun 0,43 mg/ml ile 0,5 mg/ml derisimlerinde sirasiyla Leishmania major ve
Trypanosoma brucei’nin iiremesini %50 oraninda azalttig1 tespit edilmistir [66]. Daha
ayrintili analizler, terpinen-4-ol adli bilesenin bu antiprotozoal aktiviteye Oonemli

Olctlide katki sagladigini géstermistir.

Bagka bir ¢alismada ise TTO’nun Trichomonas vaginalis’e karsi etkisi incelenmistir.
Bu ¢alismada, 300 mg/ml konsantrasyonundaki TTO’nun Trichomonas vaginalis’in
tiim hiicrelerini 61diirdiigt belirlenmistir [67]. Ayrica TTO’nun Trichomonas vaginalis
enfeksiyonlarmin tedavisinde potansiyel olarak etkili olabilecegine dair in vivo

kanitlar da bulunmaktadir [68].

Anti-Inflamatuar Etki: Son donemde gerceklestirilen bir dizi ¢alisma, TTO’nun anti-
enflamatuvar aktivitesine dair kanitlar1 desteklemektedir. Bu ¢aligmalar, son on yilda
yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda erisilen bulgulara dayanmaktadir. Ozellikle,
TTO’nun bagisiklik tepkilerini etkileyebildigi gosterilmistir [69]. Ornegin, TTO’nun

suda ¢oziinen bilesenleri, insan periferik kan monositleri iizerinde lipopolisakkarit
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kaynakl1 enflamatuvar aracilar olan tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin-13
(IL-1P) ve IL-10 tiretimini engelleyebilmektedir. Ayrica TTO’nun igeriginde yer alan
terpinen-4-ol bilesiginin, TNF-a, IL-1p, IL-8, IL-10 ve prostaglandin E2 {iretimini

azaltabilme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir [70].

Diger bir ¢alismada ise TTO’nun suda ¢oziinen fraksiyonunun agonist uyarilmis
monositler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin iiretimini baskilayabildigi belirtilmistir.
Ancak, bu calisma TTO’nun noétrofilleri baskilamadigini gostermistir. Bagka bir
calismada TTO’nun TNF-a uyarimi ile indiiklenen nétrofillerin aderans reaksiyonunu
baskilayamadigi belirtilmistir. TTO’nun anti-enflamatuar etkileri in vivo deneylerle de
desteklenmistir. Ornegin, topikal olarak uygulanan TTO’nun farelerde temas asiri
duyarlilik yanitinin efferent fazindaki 6demi diizenleyebildigi gosterilmistir. Ayrica,
TTO’nun histamin ile indiiklenen kabariklik ve alevlenmeyi azalttifina dair insan
calismalar1 da bulunmaktadir. Terpinen-4-ol bilesiginin vazodilatasyon ve plazma

ekstravazasyonunu modiile edebildigi de gosterilmistir [1].

2.2.2 Toksikolojik ozellikler

Cay agaci yagmin antimikrobiyal ve anti-enflamatuvar ozelliklerinin belirlenmesi
konusundaki ilerlemeye ragmen, bu yagin gilivenligi ve toksisitesi hakkinda daha az
calisma yapilmistir. Yagin hala kullanilmaya devam edilmesinin temel nedeni,
neredeyse 80 yildir gozlemlenen giivenli kullanim ge¢gmisine dayanmaktadir. Bu siireg
boyunca elde edilen anekdotal kanitlar, yagin topikal kullaniminin genel olarak
giivenli oldugunu ve olumsuz olaylarin nadir, sinirli ve kendi kendine ¢oziilebilen
etkiler tagidigin1 gostermektedir. Ancak, somut kanitlarin ¢ogu, yayilanmis bilimsel
calismalardan ziyade, genellikle sirket destekli ¢aligmalara dayali olarak kamuya
aciklanmamaktadir. Cay agaci yaginin oral ve dermal toksisiteleri konusundaki

bilgiler agsagida 6zetlenmistir.

Oral Toksisite: TTO, hayvanlarla yapilan ¢alismalar ve insan zehirlenmesi
vakalarindan da anlasilacagi tizere, yutuldugunda toksik olabilir. Bir sigan modelinde
TTO igin %50 oldiiriicti doz 1,9 ila 2,6 ml/kg’dir. 1,5 g/lkg TTO ile dozlanan siganlar
uyusuk ve ataksik goriinmiistiir [71]. Cocuklarda [72, 73, 74] ve yetiskinlerde [75] oral
zehirlenme vakalari bildirilmistir. Tiim vakalarda, hastalar destekleyici bakima yanit
vermis ve belirgin bir sekel olmadan iyilesmistir. Literatiirde TTO’ya bagl mortalite

bildirilmemistir.
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Dermal Toksisite: TTO alerjik ve tahris edici reaksiyonlara yol agabilir. Temiz TTO
icin 311 goniilliniin yama testi sonuglarina gore ortalama 0,25 tahris skoru
bulunmustur [76]. Bir dermatoloji kliniginden 217 hastanin %10 TTO ile yama testine
tabi tutuldugu bir arastirmada ise herhangi bir irritan reaksiyona rastlanmamustir [77].
Tahris edici reaksiyonlar, tahris edici maddenin daha diisiik konsantrasyonlarinin
kullanilmastyla siklikla 6nlenebildiginden, bu durum saf yag kullaniminin azaltilmas1
ve iyl formiile edilmis iirtinlerin kullaniminin tesvik edilmesi yoniindeki durumu
desteklemektedir. Alerjik reaksiyonlar bildirilmistir [78, 79]. Sorumlu olarak bir dizi
bilesen One siiriilmiis olsa da en kesin ¢alisma bunlarin esas olarak yaslanmisg veya
yanlis depolanmis yagda meydana gelen oksidasyon iiriinlerinden kaynaklandigini
gostermektedir [80]. 1,8-sineoliin TTO’daki baslica tahris edici oldugu fikrine yonelik
¢ok az bilimsel destek bulunmaktadir. Saglam ve aginmus cilde sahip kobaylarda [80],
ratlarda [81], TTO’ya kars1 pozitif reaksiyon gosterenler dahil insanlarda [82, 81]
yama testi yapildiginda tahrise dair hi¢bir kanit goriilmemistir. Nadiren, topikal olarak
uygulanan cay agacit yaginin evcil hayvanlarda sistemik etkilere neden oldugu
bildirilmistir. Tiraslt ancak saglam derili iic kediye yaklasik 120 ml seyreltilmemis
TTO’nun dermal uygulamas: hipotermi, koordinasyon bozuklugu, dehidrasyon ve

titreme semptomlarina ve kedilerden birinin 6liimiine neden olmustur [83].

2.3 Leishmania

Leishmania tiirleri disi kum sinegi (Phlebotomine) olarak bilinen vektorler tarafindan

isirilma yoluyla insanlara bulasan vektor kaynakli bir hastalik grubuna 6rnektir [84].

Leishmaniasis, diinya genelinde en yaygin goriilen yedinci tropikal hastaliktir. Ancak,
hastaligin artan Oliimciil etkisine ragmen, kanser ve AIDS gibi hastaliklarin
arastirilmasina gosterilen oncelik leishmaniasis i¢in heniiz tam olarak saglanmamistir
[85]. Hastalik, WHO’nun “ihmal Edilen Tropikal Hastaliklar” (NTD) listesinde yer
almaktadir [86]. Bu durum, leishmaniasisin 6zellikle az gelismis ve gelismekte olan
topraklarda yaygin goriildiigiine isaret etmektedir. Hastalik, Ozellikle ¢iftgilik
faaliyetlerinin yaygin oldugu subtropikal ve tropikal iklim bdlgelerinde daha hizli bir
sekilde yayilma egilimindedir [84]. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde toplumsal
saglik sorunu olarak kabul edilen leishmaniasis, visseral (i¢ organlari etkileyen),
kutanéz (cilt lezyonlarina neden olan) ve mukokutandz (mukozal bolgelerde

lezyonlara yol agan) olmak {izere ii¢ ana klinik formda goriiliir [87].
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Kutanoz leishmaniasis, Leishmania tiirlerinin neden oldugu en yaygin formdur ve
genellikle deri lezyonlarina yol agar. Bu tiir lezyonlar 6zellikle Leishmania tropica ve
Leishmania major tarafindan olusturulur. Eger bu yaralar tam olarak iyilesmezse,
hastalar yasamlar1 boyunca yara izleri ile karsi karsiya kalabilirler. Bu nedenle
geemiste, antik c¢aglarda, koylerde yasayan insanlar, daha oOnce leishmania
enfeksiyonu geciren hastalardan alinan siiriintiileri kendi ciltlerine uygulayarak dogal
bir as1 yapma girisimlerinde bulunmuslardir. Bu yontemle, hastaliga karsi antikor
gelisimini hedeflemislerdir. Visseral leishmaniasis, tedavi edilmediginde 6liim orani
%95’e kadar ¢ikabilen 6liimciil bir hastaliktir. Bu hastalik i¢ organlari hedef alarak
kronik bir rahatsizliga yol acar. Ozellikle dalak, karaciger ve kemik iligi gibi bolgeleri
etkiler. Leishmania donovani ve Leishmania infantum tirleri bu i¢ organ
komplikasyonlarina yol acar. Bu hastalifin belirtileri arasinda ates ndbetleri, kilo
kaybi, dalak ve karacigerde anormal biiylime ve anemi yer alir. Visseral leishmaniasis
tanist i¢in rK39 serolojik testi su anda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Leishmaniasis, i¢ organlari etkilemesi gereken bir parazitin, beklenmedik bir sekilde
deride komplikasyonlar gelistirdigi durumlar da s6z konusudur. Bu durum post-kala
azar dermal leishmaniasis (PKDL) olarak adlandiriimaktadir. Mukokutandz
leishmaniasis ise 0zellikle burun, agiz ve yutak mukozalarini hedef alarak kendini

gosterir [88].

Leishmaniasis, ¢ogunlukla kirsal bolgelerde goriilen bir hastaliktir ve diinya genelinde
yaygin bir dagilima sahiptir. Toplamda 88 iilkede (Orta ve Giiney Amerika, Asya,
Afrika ve Giliney Avrupa) tespit edilmistir. Hastalik, farkli alt tipleri olan visseral
leishmaniasis (VL) ve kutan6z leishmaniasis (CL) sekillerinde ortaya ¢ikar. Visseral
Leishmaniasis (VL), genellikle Brezilya, Dogu Afrika ve Hindistan gibi bolgelerde
daha yaygindir. Bu tiir, i¢ organlar1 etkileyebilir ve ciddi semptomlara yol agabilir.
Kutandz Leishmaniasis (CL) vakalar1 ise genellikle Orta Asya ve Orta Dogu’da
goriilmektedir. Bu tiir daha ¢ok ciltte lezyonlara neden olur [89]. WHO 2018 yilinda
kiiresel Olgekte 92 iilkede ve 83 bolgede yaygin olarak enfeksiyon riski tagiyan 1
milyar1 askin insandan s6z etmektedir. Her y1l 30 bini askin visseral leishmaniasis ve
1 milyonu askin kutan6z leishmaniasis vakasi kaydedilmektedir [87]. 2022 yilinda
kaydedilen leishmaniasis vakalarinin biiyiik bir kismi, %85’i, Peru, Brezilya, Irak,
Libya, Pakistan, Suriye, Tunus ve Afganistan gibi lilkelerde meydana gelmistir. Bu

bolgelerde hastaligin yiiksek sikligina ve yayilmasina dikkat ¢ekmektedir.
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Ulkemizde de goriilen leishmaniasis, Leishmania tropica, L. infantum, L. major, L.
donovani ve L. aethiopica gibi parazit tiirlerinin etken oldugu bir hastaliktir. Ozellikle
kutandz leishmaniasis vakalarinin biiylik bir kisminin L. tropica kaynakli oldugu
belirtilmektedir [90]. Ayrica leishmaniasis vakalarinin artis gosterdigi, ozellikle
Suriye’deki savas sonrast miilteci akimiyla hastaligin yayilma hizinin arttig:
gozlemlenmistir. Bu durum, hastaligin kontrolii ve tedavisinin dnemini daha da

vurgulamaktadir [91, 92, 93].

Leishmaniasis, 6zellikle yoksul kosullarin hiikiim siirdiigli ve saglik hizmetlerinin
siirlt oldugu bolgelerde daha fazla goriillmektedir. Bu nedenle hastaligin kontrolii ve
tedavisi i¢in 6zellikle bu tiir bolgelerde yogun ¢aba harcanmasi gerekmektedir [94].
Leishmaniasis’in hizla yayilabilecegi, 6zellikle iklim degisiklikleri, savaslar ve gog
gibi faktorlerin etkisiyle epidemik olmayan bélgelere yayilma riski tasidigi ifade
edilmektedir. Leishmaniasis tedavisinde genellikle amfoterisin B, pentavalan
antimonial ilaglar ve pentamidin gibi ilaglar kullanilmaktadir. Bu tedavi yontemleri
hastaligin tiirline ve siddetine bagli olarak belirlenmektedir. Leishmaniasis, ciddi
saglik problemleri yaratabilen bir hastalik oldugu i¢in etkili tedavi stratejileri
gelistirmek ve hastaligin yayilmasini kontrol altina almak biiyiik bir 6neme sahiptir
[88]. Maalesef, leishmaniasis’e karsi etkili ve giivenli bir as1 heniiz bulunmamaktadir.
Bu nedenle hastaligin tedavisinde kemoterapi yontemleri kullanilmaktadir. Ancak
mevcut tedavi yontemlerinin bazi dezavantajlari, toksisite ve maliyet gibi faktorler
hastalikla miicadeleyi zorlastirmaktadir. Bu nedenle yeni antileishmanial
formiilasyonlarin gelistirilmesi biiylik 6nem tasimaktadir. Leishmaniasis, hem saglik
hem de toplumsal agidan 6nemli bir tehdit olusturan bir hastalik oldugundan hastaligin
yayilmasini engellemek, enfeksiyonlar1 erken teshis etmek ve etkili tedavi yontemleri

gelistirmek biiylik bir dnceliktir.
o Visseral leishmaniasis Epidemiyolojisi

Her yil diinya genelinde yaklasik yarim milyon yeni vektdr kaynakli visseral
leishmaniasis (VL) vakas1 goriildiigi tahmin edilmekte ve bu vakalarin 50 binden
fazlas1 olimle iliskilendirilmektedir. VL vakalarinin biiylik bir cogunlugu Brezilya,
Etiyopya, Sudan, Banglades, Nepal, Hindistan gibi alt1 iilkede yogunlagmistir.
Leishmania infantum ve L. chagasi tiirleri genellikle bebekler, kiigiik ¢ocuklar ve
bagisiklik sistemi baskilanmis bireylerde VL’ye neden olurken, L. donovani tiirii hem

cocuklart hem de yetiskinleri enfekte edebilmektedir. Son iki dekatta pentavalent
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antimon bilesiklerine karsi direncin goriilmesi, leishmaniasis’in epidemiyolojisi
tizerinde 6nemli etkilere neden olmustur. Ayrica son donemlerde AIDS’e bagli VL
vakalarinda &nemli artis yasanmustir. Ozellikle Giiney Avrupa’da eriskinlerde goriilen
VL vakalarmin %25 ila %70’1 HIV enfeksiyonu ile iligkilendirilmektedir. AIDS
hastalariin ise %1,5 ila %9,5’1 yeni kazanilan/reaktive olan VL’den etkilenmemistir
[95].

e Kutandz leishmaniasis Epidemiyolojisi

Kutan6z leishmaniasis, farkli Leishmania tiirlerinin neden oldugu bir cilt hastaligidir.
Eski Diinya kutandz leishmaniasis tiirleri arasinda L. infantum, L. tropica, L.
aethiopica, L. major yer alirken, Yeni Diinya kutandz leishmaniasis tiirleri arasinda
ise L. peruviana, L. brasiliensis, L. mexicana bulunmaktadir. Bu hastaligin yayginligi
cografi bolgelere gore degismekle birlikte, 6zellikle 1liman ve tropikal bolgelerde
goriilmektedir. Kutandz leishmaniasis, insanlarla enfekte disi kum sineklerinin temasi
sonucu bulagir. Bu hastalik kompleksi, deride cesitli boyutlarda yaralarin ve
lezyonlarin olugsmasina neden olabilir. Klinik bulgular, tiirler arasinda farklilik
gosterebilir ve hafiften siddetliye kadar degisen derecelerde agriya, kasintiya ve

rahatsizliga neden olabilir [95].

Tiirkiye’de Leishmaniasis, 6zellikle 1990’larda Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde
onemli bir problem olarak nitelendirilmistir. Ancak alinan g¢esitli 6nlemlerle etkisi
azaltilmistir. 1990-2010 donemi i¢in Saglik Bakanligi verileri tilke 6lgeginde 46 bin
yeni vakaya isaret etmektedir. Ozellikle Sanlurfa, Cukurova bdlgesi, Diyarbakir gibi
bolgelerde “sark ¢ibani” vakalarmnin sik¢a rastlandigi kaydedilmistir. Ug farkl klinik
seyre sahip hastalik Sanliurfa, Mersin, Kahramanmaras, Aydin, Hatay, Adana,
Osmaniye illerinde endemik olarak bulunmustur. Saptanan toplam 50 bin 381 vakanin

en az yarisi Sanliurfa’dan bildirilmistir [95].

2.3.1 Yasam dongiisii

Leishmania parazitinin yasam dongiisii (Sekil 2.1), iki ana form olan amastigot ve
promastigot formlarini igerir. Promastigot form, kum sineklerinin igerisinde bulunur
ve hareket yetenegini saglayan flagella adi verilen uzantilar igerir. Bu form, gevresel
kosullarin etkisiyle degisime ugrayarak amastigot forma dontigebilir. Amastigot form

ise memelilerde bulunur ve flagella igermez. Cevresel kosullardaki degisikliklere yanit
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olarak olusur; artan sicaklik ve azalan pH gibi faktorler amastigot formunun gelisimini

tetikler.

Sekil 2.1: Leishmania yasam dongiisii [96].

Leishmania’nin insan viicuduna bulagma siireci, enfekte tatarcik sinegi (kum sinegi)
tarafindan insanmin 1sirilmasiyla baglar. Insanin bagisiklik sistemi tarafindan
korunmasini saglamak amaciyla, bu tiir enfeksiyonlara kars1 savunma mekanizmalari
bulunan fagositik hiicreler devreye girer. Bu hiicreler, yabanci organizmalari yutarak
yok etmeye c¢alisirlar. Leishmania paraziti de bu siireci hedefler ve makrofajlar gibi
fagositik hiicrelerin ylizeyinde bulunan reseptorlere baglanarak kendini fagositoz
stirecine sokar. Parazitin i¢ine girmesiyle baslayan bu siire¢, lizozomal enzimler ve
proteazlar igeren fagolizozomlarin devreye girmesiyle devam eder. Ancak
Leishmania, bu mekanizmay1 bozarak makrofajlarin i¢inde enfekte olmayi1 basarir ve
cogalmaya devam eder. Bu asamada parazit, flagellum igermeyen ve daha biiyiik bir
replikasyon yetenegine sahip amastigot formuna doniisiir. Parazitofor vakuol liimeni
asidiktir, bu nedenle leishmania’nin hayatta kalabilmesi i¢in bu asidik ortamda besin
saglamasi ve ¢ogalmasi gereklidir. Leishmania’nin konaga tutunmasini ve hayatta

kalmasin1 saglayan proteinler salgiladigi bilinmektedir. Bu proteinler arasinda
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peroksiredoksin ve aktive C kinaz proteinleri yer alir ve konak makrofajina
baglanmay1 kolaylastirir. Enfekte makrofajlar parcalanarak igindeki amastigotlar
serbest birakilir ve bu da baska makrofajlarin enfekte olmasina neden olur. Kan {iriinii
baska bir kum sinegine aktarilabilir ve bu dongii devam eder. Amastigotlar, kum
sineginin mide bolgesine giderek prosiklik promastigot formlara doniisiir, bunun

sonucunda ise dongii tekrarlanmis olur [88, 95].
o Vektor

Leishmaniasis hastaliginin bulagsmasinda 6nemli bir role sahip olan vektorler, Eski
Diinya ve Yeni Diinya seklinde gruplandirilir. Eski Diinya’da bu vektorler genellikle
Phlebotomus tiirleri olarak adlandirilan kum sinekleridir. Bu tiirler arasinda P.
syriacus, P. papatasi, P. neglectus, P. sergenti, P. perfiliewi, P. galilaeus, P.
alexandri, P. transcaucasicus, P. tobbi ve P. halepensis bulunurken, P. ariasi, P.
longicuspis ve P. perniciosus vb. bulunmaktadir [96]. Eski Diinya’da vektor
kontroliiniin etkinligi hakkinda yeterli kanit bulunmamaktadir, ¢linkii Phlebotomus

tiirlerinin yasam alanlar1 biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir.
e Parazit

Leishmania cinsi parazitler (Sekil 2.2), iki farkli morfolojik formda goriiniirler. Konak
organizmada bulunan forma “amastigot,” vektor sinegin bagirsaginda bulunan forma
ise “promastigot” adi verilir [97]. Bu parazitlerin yasam dongiisi, iki temel asamadan
olusur: omurgasiz konakta (Phlebotom veya Lutzomiya) gerceklesen hiicre dis1 evre
ve omurgali konakta meydana gelen hiicre i¢i evre. Bu iki evre, farkli morfolojik
formlarin olusumuna yol acar. Omurgasiz konakta promastigot form olusurken,

omurgali konakta amastigot form goriiliir [98].

Amastigot form, omurgali konak organizmada bulunan bir formdur. Polimorf endotel
hiicreleri ve ¢ekirdekli lokositlerde kiimeler halinde veya bu hiicrelerin pargalanmasi
sonucu dagilmis sekillerde gortliir. Kamgisiz oldugundan hareketsizdir. Oval veya
yuvarlak sekildedir. Boyutlari 2-5 pm arasinda degisir. Bu formda tek bir niikleus,
rizoplast, bazal kisim, kinetoplast bulunur. Boyanmis preparatlarda ¢ekirdek koyu
kirmizi renkte goriiniir ve nispeten biiylik bir yapidir. Kinetoplast ¢ekirdegin 6niinde
yer alir, rengi parlak kirmizi-meneksedir. Cubuk veya yuvarlak seklinde olabilir.

Sitoplazmada golgi aygiti, lizozom, vakouller, mitokondri gibi yapilar bulunur [99].
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Promastigot form ise vektor sinegin sindirim kanalinda ¢ogalan bir formdur ve bu form
vektorden insana bulasmayi saglar. 1,5-2,5 um genisliginde, 10-20 pm uzunlugunda
mekik bigimindedir. Hareketli olan bu formda serbest kam¢1 bulunur ve kamg1 15-28
pum uzunlugundadir. Kamei, 6zel bir aksonemal yapiya sahiptir. Kinetoplast, formun
On ucuna yakin at nali veya yuvarlak bicimde bulunmaktadir. Niikleus sitoplazmanin
ortasinda bulunur ve niikleer membran porlar icerir. Sitoplazmada golgi aygiti ve

endoplazmik retikulum da bulunur [99].

Kamaqi

Kamgih cep
Kamgt
Erkcn(x;)
endozom

Kinetoplast \
Mitokondn
Golgi

Otofagozom

Cok damarls
tisbiil

Sekil 2.2: Promastigot ve amastigot formalar1 [98].
e Konak

Leishmaniasisin rezervuar konakgilari arasinda insanlar, kopekler ve kemirgenler yer

almaktadir.

Insanlar: Leishmania tiirleri, insanlara kum sinekleri araciligiyla bulasabilmenin yani
sira transplasental vertikal gegis, organ transplantasyonu veya kan transfiizyonu
yoluyla da bulasabilir. Laboratuvarlarda kontamine malzemelerle temas veya igne

batmas1 gibi diger yollar da hastaliin bulagsmasina neden olabilir. Ozellikle kotii
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sosyoekonomik kosullara sahip bdlgelerde yasayan bireyler, enfekte olmalar1 halinde
vektorlere veya diger konaklara bulagin yayilmasinda rezervuar olarak onemlidir.
Ayrica hijyen eksikligi, temiz suya erisimin zorlugu ve kotii yasam kosullar1 gibi
faktorler, vektorlerin gogalmasini destekler [100]. Bagisiklik sistemi zayif veya
baskilanmis bireyler, hastaligin hizli yayilmasina katkida bulunabilir. Modern seyahat
teknolojileri, insanlarin diinya genelinde seyahat etmelerine olanak saglar ve bu da

vektorel yayilma veya dogrudan enfekte kisilerin yayilmasina neden olabilir.

Kopekler: Leishmaniasis epidemiyolojisi bakimindan 6nemlidir. Farkli tiplerdeki
leishmaniasis tiirleri kdpeklerde bulunabilir ve hastaligin rezervuarlari olarak gorev
yaparlar. Ozellikle vektdr kontrolii ve tedavisi, hastaligin kontrolii i¢in dnemlidir.
Evcil kopekler veterinerler tarafindan kontrol edilirken, basibos veya vahsi kopekler,
tilki tiirleri gibi diger hayvanlar da salginlarin yayilmasina neden olabilir. L. chagasi,
L. infantum, L. peruviana ve L. tropica gibi tiirler kopeklerde bulunabilir ve 6zellikle

Akdeniz bolgesi, Asya ve Latin Amerika’da kopeklerde endemiktir [88].

Kemirgenler: Leishmaniasis ajaninin eradikasyonu agisindan kopeklere gore daha
zorlu bir siireci temsil eder. Amerika, Afrika ve Asya’da Microtus socialis, Rattus
rattus (siyah fare), Didelphis albiventris (opossum), Mesocricetus auratus (Suriye
hamsterleri), Mus musculus (ev fareleri), Cercomys cunicularius (yaban faresi) gibi

farkli kemirgen tiirleri Leishmaniasisin yayilmasina neden olabilir [101].

2.3.2 Risk faktorleri

Endemik bolgelerde ikamet etmek, evcil hayvan beslemek, endemik bdlgelere seyahat
etmek KL gelisimi agisindan risk faktorleri arasindadir [102]. KL’nin goriildiigii
bolgelerde, evlerle i¢ ige olan ahirlarin varligi, bu ahirlarda biriken organik materyaller
ve yakit olarak kullanilan tezek yiginlari, hastaligin yayilmasi i¢in risk faktorleri olarak
kabul edilir. Sivrisinek korumasi olmadan agik alanda uyuyan, hayvan barmaklarina
veya kopeklere yakin yasayan bireyler riski artirabilir [103]. Hizli ve plansiz sekilde
olusan yerlesim alanlarinda, kentlerin kenar kesimlerinde altyap1 eksiklikleri, su ve
kanalizasyon sorunlar1 gibi durumlar, uygun olmayan yasam kosullar1 olugturarak KL
gelisimine zemin hazirlar. Ayrica, siirekli dis mekanda c¢alismayr gerektiren
mesleklerde caligmak da KL gelisimi agisindan risk tasiyan bir faktordiir.
Antroponotik enfeksiyonlarin temel kaynagi olan vakanin tedavi edilmemesi, yeni

vakalarin ortaya ¢ikmasina ve hastaligin yayilmasina neden olabilir [104].
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2.3.3 Ayiricl tam

Kutandz leishmaniasis (KL), degisken klinik goriinimii nedeniyle ayirict tani
acisindan zorluklar iceren bir hastaliktir. Ozellikle sistemik belirtiler gostermeksizin
sadece deri lezyonlariyla karakterize olan olgular, diger dermatolojik hastaliklarla
karisabilir. Hastaligin seyrinde ortaya ¢ikan kutandz neoplaziler, derin mikozlar,
tilseratif lezyonlar, lupus eritematosus gibi diger hastaliklardan ayristirilmalidir. KL,
klinik olarak bahsedilen hastaliklarla benzer 6zellikler gosterebilecegi gibi, aym
zamanda hayvanlarin bagisiklik sistemini zayiflatarak bu hastaliklarla birlikte de
goriilebilir [105]. Hastaligin ayirici tanisinda dikkat edilmesi gereken diger bir unsur
birgok enfeksiydz ve non-enfeksiyoz deri hastaligiyla karisabilecegidir. Bunlar [106,
107, 102]: Wegener graniilomatozis, pemfigus foliaseus, tiroglosal kist, preaurikular
siniis, yabanci cisim graniilomu, keloid, liken simplex kronikus, prurigo nodiilaris, staz
tilseri, travmatik {ilser, miyazis, bocek 1siriklari, pyojenik graniilom, plak psoriazis,
numuler dermatit, pyoderma gangrenozum, infundibular kist, salazia, graniilomatoz
keilitis, sarkoidozis, rozasea, diskoid lupus eritematozus, paronisi, tropikal iilser,
majochi graniilomu, kerion, tinea korporis, herpes, zona, molluskum kontagiozum,
verruka, kedi tirmigi hastaligi, sagmag¢ nodiilii, orf, botriomikozis, nokardiyozis,
aktinomikozis, yaws, pinta, sifiliz, lepra, yiizme havuzu graniilomu, Buruli ilseri,
tiiberkiiloz sankiri, verriikoz tiiberkiiloz, skrofuloderma, lupus vulgaris, tularemi,
antraks, rinoskleroma, deri difterisi, erizipeloid, seliilit, erizipel, ektima, karbonkiil,
furunkiil, impetigo, kromoblastomikoz, parakoksidioidomikoz, histoplazmoz,
blastomikoz, sporotrikoz, ksantograniilom, dermatofibrom, mastositom, metastazlar,
psodolenfoma, deri lenfomasi, keratoakantoma. Hastaligin dogru bir sekilde teshis
edilebilmesi i¢in klinik bulgular, hasta dykiisii, epidemiyolojik faktorler ve laboratuvar

sonuglari bir arada degerlendirilmelidir.

2.3.4 Klinik formlar ve tam

KL, enfekte disi kum sinegince 1sirilan drtiinmeyen viicut bolgelerinde genellikle yiiz,
boyun ve ekstremitelerde baslayan kiigiik papiiler lezyonlarla kendini gosterir. Bu
lezyonlar zamanla biiyiiyerek nodiil veya plak seklinde gelisir ve merkezinde kabukla
kapli iilser olusur. Ulserin altinda ¢iviye benzeyen ¢ikintilar da goriilebilir, bu duruma
“civi belirtisi” denir. KL lezyonlar1 genellikle agrisizdir. Tedavi edilmezse 1-1,5 yil

icinde atrofik skarlar birakarak kendiliginden iyilesebilir, ancak bazi lezyonlar
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kroniklesebilir. Mukokutan6éz Leishmaniasis (MKL), 6zellikle mukoza zarlarim
etkileyerek yiizde sekil bozukluguna ve iltihabi reaksiyonlara neden olabilir. Bu form
tedavi gerektirir ve bazen 6liimciil olabilir. Visseral Leishmaniasis (VL), i¢ organlarda
parazitin fagositik hiicreleri istila etmesi sonucu lenf diigtimleri, kemik iligi, dalak,
karaciger ve bagirsaklar etkiler. Semptomlar enfeksiyondan bes ila alt1 ay sonra ortaya
cikar. VL’ye Ozgii belirtiler arasinda hepatosplenomegali, splenomegali ve siddetli
immiin yetmezlik yer alir. VL tedavi edilmezse yiiksek 6liim oranlarina yol agabilir.
Visseral Leishmaniasis sonrast Dermal Leishmaniasis (PKDL), VL’nin eksik veya
yetersiz tedavi duumlarinda uzun dénem sonra ortaya ¢ikan bir formdur. PKDL, yiizde
nodiiler dokiintii, hipopigmente makiiller ve kelebek eritem gibi belirtilerle kendini
gosterir. Bu farkli klinik formlar, enfekte eden Leishmania parazit tiiriine, bireyin
bagisiklik durumuna, gevresel ve kalitsal faktorlere bagli olarak; klinik belirtiler,

hastaligin siddeti ve etkiledigi bolgelere gore degisiklik gosterebilir [108].

VL’nin semptomlar1 ve klinik belirtileri, sitma, tripanozomiyaz, tiiberkiiloz ve tifo gibi
diger paraziter hastaliklarin semptomlarina benzerlik gosterdiginden, hastaligin teshisi
olduk¢a zorlu bir siirectir. Bu benzerlikler nedeniyle hastaligin tanisi genellikle
karmagiktir ve dogru teshis i¢in 6zel yontemler gerekmektedir. Geleneksel tani
teknikleri arasinda mikroskobik yontemler, parazit kiltiirii ve cilt biyopsilerinin
histolojik analizi yer almaktadir. Ancak, glinlimiizde polimeraz zincir reaksiyonu testi
(PCR) ve Enzim Baglantili Immiinosorbent Analiz (ELISA) gibi modern molekiiler
tan1 yontemleri, deri 6rneklerinde tiir tanisin1 yapabilmek i¢in en hassas ve giivenilir
testler olarak One g¢ikmaktadir. Hastaligin teshisinde en etkili yaklagim, hastanin
hastaliga maruz kalma ge¢misi ile birlikte klinik, epidemiyolojik ve laboratuvar
bulgulariin birlikte degerlendirilmesidir. Leishmaniasis teshisi i¢in 6zellikle hastanin
bulundugu cografi bolge, semptomlar ve risk faktorleri degerlendirilmelidir.
Geleneksel ve serolojik yontemler, hastaligin teshisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Molekiiler Yontemler: Leishmaniasisin dogru ve hassas bir sekilde teshis etmek i¢in
en etkili yontemlerdendir. Bu yontemler, Leishmania parazitlerinin DNA’sin1 tespit
ederek hastaligin teshisini yapmaya yardimci olurlar. Ozellikle cok kiigiik
numunelerden dahi Leishmania DNA’sin1 belirleyebilme yetenekleri sayesinde, ayni
klinik belirtilere sahip farkli hastaliklarin birbirinden ayrilmasina olanak saglarlar.

Molekiiler yontemler arasinda Ozellikle visseral leishmaniasis i¢in en hassas ve
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giivenilir olanlardan biri, kantitatif PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemidir.
Bu yontem, VL’yi periferik kan numuneleri iizerinden analiz edebilme imkan1 sunar.
Bu tiir molekiiler analizler o6zellikle HSP70 veya ITS1 gibi 0zgiil genlerin
amplifikasyonunu igerir. Bu genlerin dizilimi veya jel analizi yoluyla tiir tanimlamasi
yapilmaktadir. Bu tiir PCR yontemleri genellikle dogrudan deri biyopsileri, diger
dokular veya kiiltiirlenmis parazit suslar1 iizerinde uygulanabilir. Kantitatif PCR
yontemleri mikroskopi veya Kkiiltiir yontemlerine kiyasla daha fazla hassasiyet

sunmaktadir [109].

Serolojik Yontemler: Hastaligin yaygin oldugu bolgelerde, saglik hizmetlerine erigim
zorlugu nedeniyle, Leishmaniasis teshisi i¢in tani laboratuvarlarina erisim sinirh
olabilir. Bu tiir durumlarda, hastalarin periferik kaninda anti-Leishmania antikorlarinin
varligini tespit etmek amaciyla serolojik yontemler siklikla kullanilmaktadir. Piyasada
farkli test yontemleri mevcut olup, bu yontemlerin ¢esitli avantajlar1 ve gereksinimleri
bulunmaktadir. Serolojik testler arasinda Immiin Floresan Antikor Testleri (IFAT) ve
Enzim Baglantilh immiinosorbent Analiz (ELISA), 6zel ekipman ve laboratuvarlara
ihtiyag duymalar1 nedeniyle daha yiliksek kaynaklara sahip laboratuvarlar icin
uygundur. Dogrudan Agliitinasyon Testi ve Immiinokromatografik Hizl1 Tan1 Testleri
gibi diger yontemler ise Leishmania antijen K39’a karsi antikorlar1 hizli bir sekilde
tespit edebilme yetenegi ile 6zellikle diisiik kaynaklara sahip bolgelerde hizli tam
saglamaktadir. Western Blot (WB), nitroseliiloz filtre kagidina lekelenen denatiire
edici jel elektroforezi ile ayrilan patojene 6zgili proteinlere karsi antikorlar1 saptayan
bir yontemdir. Bu genellikle dogrulama testi olarak kullanilir, ancak optik olarak
okunan bantlarin yorumlanmasindaki farkliliklar nedeniyle ¢esitli kullanicilar arasinda
farkl1 sonuglara yol acabilir. Serolojik testler genellikle Leishmania tiirlerinin ve
varyasyonlarinin endemik oldugu bolgelerde c¢alisan popiilasyonlara gore
gelistirilmistir. Bu nedenle her bolgede tiim Leishmania tiirleri i¢in ayni hassasiyeti

veya spesifikligi gosteren bir yontem hentiz yoktur [109].

Kiiltiir Yontemleri: Leishmania parazitlerinin promastigot formundaki kiiltiirleri, 6zel
besiyerlerinde (6rnegin NNN ortami1 veya sivi hiicre kiiltiirli ortam1) uygun kosullar
altinda (genellikle 27 °C sicaklikta) inkiibe edilerek gerceklestirilir. Ancak bu yontem,
genellikle uzun bir siire¢ olarak degerlendirilir. Ayrica, bu yontemin uygulanabilmesi
icin O6zel ekipmanlar ve uzman personel gereklidir. Parazitlerin promastigot

asamasinda kiiltliriin gerceklestirilmesi, Leishmaniasis teshisi i¢in olduk¢a spesifik

24



(%100) ve duyarli (%84) bir yontemdir. Mikroskobik yontemlere kiyasla daha yiiksek
hassasiyet saglar [109].

Mikroskobik Yontemler: Leishmaniasis’in teshisinde kullanilan temel ve dogrulayici
bir yoOntem, aspiratlar veya enfekte dokudan alinan biyopsi smearlarin 151k
mikroskobunda incelenmesidir. Bu yontem parazitin ilk kesfedildigi giinden bugiine
dek en yaygin kullanilan yontemlerdendir. VL siiphesi durumunda dalak veya kemik
iliginden alinan aspiratlar, (KL ve MKL siiphesi durumunda ise mukoza veya deriden
aliman biyopsiler) kullanilabilmektedir. Bu 6rnekler Giemsa boyasi ile boyanarak,
doku makrofajlarinda gozlenen ve hem ¢ekirdek hem de kinetoplast i¢eren yuvarlak
amastigotlarin goriinmesiyle tani dogrulanir. Bu yontemin spesifikligi genellikle
%100’°e yakin olup, dalak aspiratlar1 disinda (%93-99) tiim dokularda hassasiyet
diisiiktiir (%53-86). Immiinofloresan mikroskopi yontemleri ise genellikle daha

yiiksek hassasiyete sahiptir [109].

Diger Yontemler: Leishmania antijenlerinin idrar veya kan orneklerinde tespit
edilmesi amaciyla bir¢cok deneysel calisma yiiriitiilmiistiir. Ancak su ana kadar elde
edilen verilere gore, genel olarak (6zellikle bagisiklik sistemi baskilanmig hastalarda)
duyarlilik diizeyinin diisiik oldugu bilinmektedir. Bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda, anti-leishmanial antikorlarinin tespit edilemeyebilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir. Ancak, bu hastalarda yiiksek parazit yiikii bulunabileceginden,
antijen testlerinin bu 6zel grupta degerli bir tamamlayici teshis yontemi olabilecegi
diistintilebilir. IFN-y (interferon-gamma) salinim testi, latent enfeksiyonun belirteci

olarak hem insanlarda hem de kopeklerde deneyimlenmistir [109].

2.3.5 immiinite

Leishmaniasisin tamamen ortadan kaldirilmasi, konak bagisiklik sisteminin karmagik
etkilesimlerine baghdir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Bagisiklik hiicreleri ve leishmania etkilesimi [109].

Parazitlerin yagsam dongiistindeki farkli agsamalarda konak savunma mekanizmalarinin
rolii, hastaligin olusumu ve parazitlerin eliminasyonu siiregleri arasindaki iliskilerde
etkilidir. Bu baglamda, hastalifin tamamen ortadan kaldirilmasi, dogal ve adaptif
bagisiklik sistemi unsurlarinin birlesimini igerir. Paraziter hastaliklarin karmasik
mekanizmalari nedeniyle, hastaliklara karsi etkili tan1 ve tedavi yontemleri gelistirmek
zorlu bir siire¢ olmustur. Genetik manipiilasyon caligmalar1 ve goriintiileme
sistemlerindeki gelismeler, konak hiicreleri ile Leishmania paraziti arasindaki
etkilesimleri daha 1yi anlamamizi saglamistir. Bagisiklik sistemi hiicrelerinin
Leishmania etkilesimleri detaylandirildiginda, baz1 6nemli noktalar agiga ¢ikar. Mast
hiicreleri, IL-4, IL-13 gibi sitokin salgilayarak Th2 bagisiklik yanitini artirabilir, bu da
Leishmania’nin hayatta kalmasini ve hastaligin yayilmasimni destekler. Notrofiller,
parazitleri fagositoz yoluyla ortadan kaldirabilir ve ROS ile NET gibi mekanizmalarla
etkisiz hale getirebilir. Notrofiller aynt zamanda IL-8 ve MIPlp gibi faktorler
salgilayarak diger hiicreleri enfeksiyon bolgesine ¢ekebilir. Leishmania enfeksiyonuna
maruz kalan makrofajlar, M1 ve M2 makrofajlara doniisebilir. M1 makrofajlar

proinflamatuar yanitt artirarak enfeksiyonun kontroliinii saglayabilirken, M2
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makrofajlar anti-inflamatuar yaniti artirarak parazitlerin hayatta kalmasimi ve
hastaligin gelismesini destekler. Dendritik hiicreler, enfeksiyon bolgesinden alinan
antijenleri lenf diiglimlerine tasiyarak T hiicrelerine sunar. Bu, bagisiklik yanitlarini
diizenleyerek hastaligin yayilmasini etkiler. NK hiicreleri ise IFN-y salgilayarak Thl
yanitim1 artirarak  bagisiklik savunmasini  destekler. Bu karmagik etkilesimler,
Leishmaniasis’in ortadan kaldirilmasi amaciyla konak bagisikliginin roliinii vurgular.
Bagisiklik sisteminin dogal ve adaptif unsurlarinin isbirligi, hastaligin yayilmasini

kontrol altina alarak hastaligin eradikasyonuna katki saglayabilir [109].

Dogustan/Dogal Bagisiklik: Enfeksiyonlar karsisinda ilk savunma hattt olup
patojenlere hizla yanit veren sistemdir. Bu baglamda, Leishmaniasis’e kars1 dogal
bagisiklik mekanizmalar1t olduk¢ca Onemlidir. Enfeksiyonun bagladigi noktada,
parazitin viicuda girmesiyle birlikte dogal bagisiklik yanit1 aktif hale gelir. Parazitin
tiremesiyle “promastigot” adi verilen asamalar, kompleman sistemini etkinlestirerek
serum bilesenleriyle etkilesime girer. Parazitin biiyiik bir kismi1 parcalanirken, kalanlar
diren¢ mekanizmalar1 gelistirerek parcalanmadan ka¢ma stratejilerini benimser. Bu
stirecte, Leishmania parazitleri kompleman aktivasyonunu engelleyerek C3, C5 ve C9
bilesenlerini degistirir. Ayrica, parazitin yiizeyinde bulunan bazi molekiiller, inaktif
C3b’ye (iC3b) baglanarak parazitin lenfositlere ve makrofajlara daha kolay girmesini
saglar. Tatarcik tiikiiriigli de enfeksiyonun ilerlemesinde rol oynar. Tatarcik tiikriigi
icinde bulunan molekiiller, mikroorganizma etkilerini icerir ve enfeksiyonun
yayilmasini destekleyen faktorleri igerir. Enfeksiyon bdlgesinde yerlesik hiicreler,
patojenlere kars1 ilk tepkiyi veren hiicrelerdir. Bu hiicreler, patojenlere 0zgii
molekiilleri tantyan reseptorler ifade eder ve parazitleri fagosite eder. Bu siire¢ spesifik
reseptOrlere baglanma, yutulma ve reaktif oksijen tiirlerini tiretme gibi asamalari igerir.
Notrofiller, enfeksiyonun erken evrelerinde enfeksiyon bdlgesine go¢ eden
hiicrelerdir. Bu hiicreler parazitleri fagosite ederek ortadan kaldirabilir ve
enfeksiyonun yayilmasini engelleyebilir. Ancak, parazitin tiirline ve konak hiicreye
bagl olarak farkli etkiler gosterebilir. Notrofiller, fagositoz, ROS ve NET gibi
mekanizmalar kullanarak parazitleri etkisiz hale getirir. Ancak parazitler, fagositozdan
kagma stratejileri gelistirerek nétrofiller icinde hayatta kalmay1 basarabilir. Bu siirec,
enfeksiyonun seyrini etkileyebilir ve konak¢iya duyarliligini degistirebilir. Notrofiller
aracilifiyla ortaya ¢ikan yanitlarin, enfeksiyonun siddeti ve sonucunu belirlemedeki

rolii oldukga karmagiktir. Ozellikle direncli farelerde apoptotik nétrofillerin fagosite
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edilmesi, parazit yiikiiniin azalmasimna ve hastaligin kontroliine yardimci olabilir.
Ayrica NO gibi molekiiller de enfekte hiicrelerde antileishmanial etkiler sergiler. Bu
molekiiller, parazitleri eliminasyon siireglerine dahil ederek enfeksiyonla miicadelede

aktif rol alir [109].

Adaptif (Edinsel) Bagisiklik: Bagisiklik sistemi, B ve T hiicrelerince temsil edilen bir
savunma mekanizmasidir ve hiicresel ile hiimoral bagisikligin olusumunu igerir.
Leishmaniasis’te, adaptif bagisikligm biiyiik bir 6nemi vardir. Ozellikle T hiicreleri,
Leishmania enfeksiyonuna karsi koruyucu rol oynar. Yapilan arastirmalar, T hiicre
yanitlarinin etkisiz hale getirildigi durumlarda, zamanla Leishmaniasis’e kars1 direncin
kaybedildigini gostermistir. Bu durum, bagisiklik sisteminin T hiicre yanitlarinin
hastaliga kars1 savunma saglamada ne kadar kritik oldugunu vurgular. Ayrica, saglikli
T hiicre yanitlarinin, T hiicre fonksiyonlar1 bozulmus farelere adaptif transferiyle,
Leishmania enfeksiyonuna karst direncin yeniden kazanilmasini sagladig
gozlemlenmistir. Bu deneyler, fonksiyonel T hiicrelerinin eksikliginin veya
zayifliginin Leishmaniasis’e karsi savunma yetenegini olumsuz etkiledigini ve saglikli

T hiicre yanitlarinin tedavi potansiyeli tasidigini ortaya koymaktadir [110].

Parazitin Hayatta Kalma Yetenegi: Leishmaniasis’in gelisimi, Leishmania
parazitlerinin ev sahibi (konak) organizmanin bagisiklik tepkilerinden kagma yetenegi
ile yakindan iliskilidir. Bu durum, parazitlerin viicut igerisinde hayatta kalmasini ve
kronik enfeksiyonlarin olugmasini miimkiin kilar. Bu noktada, parazitin konak
organizmada saglamis oldugu hayatta kalma mekanizmalar1 dikkate degerdir.
Dogustan gelen bagisiklik mekanizmalari, patojenlerin viicuda girdigi anda ilk
savunma hattin1 olusturur. Ancak, Leishmania parazitlerinin 6zellikle kompleman
sistemi aracil lizisi engelleyebilme yetenegi, enfeksiyonun seyrini etkiler. Parazitin
hiicre i¢i amastigot formu, C5b-C9 kompleksini zarin igine girmesini saglayacak
sekilde zar yapisini degistirme yetisine sahiptir. Bu 6zellik, parazitin hiicre zarinin
saldirtya ugramasii engellemesine yardimcit olur. Ayrica, Leishmania tarafindan
iretilen kinaz enzimleri, kompleman sistemi elemanlarini, 6rnegin C3, C5 ve C9’yu
fosforilasyon yoluyla etkisiz hale getirir. Bu sekilde parazit, kompleman sistemini
devre dis1 birakarak kendisini koruma altina alir. Parazitin ylizeyinde bulunan
bilesenler, 6rnegin GP63 ve LPG gibi molekiiller, C3b kompleman bileseninin etkisini
zayiflatarak parazitin zarina baglanmasini engeller. Bu mekanizma sayesinde parazit,

kompleman sistemine karsi savunmasini giiglendirir [109].
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2.3.6 Tedavi

Leishmaniasis tedavisini etkileyen bir dizi faktdr bulunmaktadir: ilaglarin etkinligi,
enfekte bolgelerdeki lezyonlarin boyutu, sayist ve goriinimii vb. Bununla birlikte,
hastanin enfeksiyon dncesi siiresi, tekrarlayan enfeksiyon riski, bagisiklik sisteminin
baskilanmast ve farkli enfeksiyon varligi da etkilidir. Leishmaniasis tanisi
konulduktan sonra VL ve KL i¢in farkli tedavi yontemleri mevcuttur. Tablo 2.3’te

yontemlere dair kiyaslama sunulmaktadir.

Tablo 2.3: Farkh tedavi yontemleri. [111-119]

Tedavi Cesit Ozellik
Fiziksel Termoterapi Lezyonun sayisi, boyutu, goriiniisii
Terapi CO; lazer Tedavi 6ncesi hastaligin siiresi

Fotodinamik Terapi
Kriyoterapi rejimler

Kendini iyilestirme siklig1 ve siiresi
Yeniden enfeksiyon

Topikal Paromomisin Leishmaniasis’in gogunun
Terapi Intralezyonel pentavalent antimonial gortildiigii kirsal ve yoksul
Topical imidazole ilaglar bolgelerde bulunamamast
Oral Terapi Azol ilaglar Immunosiipresyon
Miltefosine Mukozal veya yaygin tutulum
Parenteral Pentavalent Antimonal Lezyonun lokasyonu
Terapi Liposamal Amphotericin B

2.2.1.1 Fiziksel tedavi

Leishmaniasis tedavisinde fiziksel yontemler arasinda termoterapi, CO> lazer,

fotodinamik terapi ve kriyoterapi gibi yontemler bulunmaktadir.

Termoterapi, enfekte lezyonun bulundugu bolgeye 1s1 uygulanmasi prensibiyle ¢aligan
bir tedavi yontemidir. Bu yontem, paraziti dogrudan etkileyerek yok etmeyi amaglar.
Yapilan bir¢ok ¢alisma, termoterapinin lezyon i¢indeki antimon bilesikleri ile benzer
etkinlige sahip oldugunu ve hatta bazi durumlarda daha {istiin sonuglar elde
edebildigini gostermistir. Ancak termoterapi, maliyet ve erisim agisindan bazi

dezavantajlar tagiyabilir [111].

COgz lazer kullanarak lezyonlu bolgeye kontrollii bir sekilde 1s1 verilmesini igerir. CO2
lazer, saglikli dokuya zarar vermeden lezyon iizerinde etkili olabilir. Intralezyonel
antimonial ilaglarla kombinasyonda kriyoterapiye gore daha iyi sonuglar alinabilir

[112].

Fotodinamik terapi, Leishmaniasis tedavisinde kullanilan giivenli, hizli, etkili bir

yontemdir. Leishmania parazitleri 6zel bir 151k kaynagi ile hedeflenir ve sitoliz (hiicre
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parcalanmasi) saglanir. Fotodinamik terapi, klinik uygulamalarda basarili sonuglar

nedeniyle etkili bir secenek olarak onerilir [113].

Kriyoterapi, sivi nitrojen gibi diisiik sicakliklarin kullanilmasiyla enfekte dokunun
dondurulmasi esasma dayanan bir tedavi yontemidir. Ozellikle KL icin etkili bir
secenektir. Yapilan ¢aligmalar, kriyoterapinin L. major ve L. tropica gibi tiirlerle
olusan lezyonlarda yiiksek oranda etkinlik gosterdigini ve hatta intralezyonel
pentavalan antimoniallerle kombinasyon halinde kullanildiginda %100 oraninda

iyilesme saglayabildigini gostermistir [114].

2.2.1.2 Topikal terapi

Leishmaniasis tedavisinde kullanilan topikal terapiler arasinda paromomisin, lezyon

i¢i pentavalent antimonial ilaclar ve topikal imidazol ilaglar1 bulunmaktadir.

Paromomisin, KL tedavisi i¢in onerilen bir topikal ilagtir ve 1990’lardan bu yana
birkag klinik ¢aligma tarafindan degerlendirilmistir. Ancak, bu tedavinin etkinligi
konusunda ¢esitli ¢calismalar farkli sonuglar ortaya koymustur. Uzun siireli takiplerde
biiylik olgiide etkinlik gézlenmemis, bunun temel nedeni ise tedavi siiresinin kisa

olmasi olarak belirtilmistir [115].

Lezyon i¢i pentavalent antimonial ilaglar, 6zellikle Asya ve Akdeniz bolgelerinde L.
major ve L. tropica enfeksiyonlarinda etkili oldugu goriilen bir tedavi segenegidir. Bu
ilaclarin intralezyonel uygulamalar1 gerceklestirilerek tedavi edilmis ve yanit oranlari
degerlendirilmistir. Bazi1 c¢alismalar, rekombinant IFN-y ile tedavi ile
karsilastirlldiginda lezyon i¢i antimonial ilaglarin daha yiiksek yanit oranlar

sagladigimi gostermistir [116].

Topikal imidazol ilaglar1 da tedavi segeneklerindendir. Klotrimazol ve mikonazol gibi
ilaclar, merhem formunda kullanilmakta ve bir ay siiresince topikal olarak
uygulanmaktadir. Ancak yapilan ¢aligmalarda bu ilaglarin lezyonlarda belirgin bir
lyilesme yaratmadigr goriilmistiir. Benzer sekilde, topikal ketokonazoliin de

lezyonlarin seyrini anlaml bir sekilde degistirmedigi rapor edilmistir [116].

2.2.1.3 Oral ilag

Leishmaniasis tedavisinde kullanilan oral ilaglar arasinda azol ilaglar1 ve miltefosin

yer almaktadir.
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Azol ilaglari, Leishmania enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bir grup ilagtir.
Flukonazol, L. major enfeksiyonlarina kars1 Suudi Arabistan’da yapilan bir ¢aligmada
degerlendirilmistir. Giinde 200 mg dozunda 6 hafta siireyle uygulandiginda hastaliga
kars1 etkinlik ve toleransin arttig1 gdzlemlenmistir [116]. Ayni1 sekilde, Iran’da L.
major enfeksiyonlarina karsi yiiriitillen ¢alismalarda da flukonazolun etkinligi ve
dozajmin tedavi sonuglarim etkiledigi gériilmiistiir. Itrakonazol ise bircok randomize
klinik ¢calismada degerlendirilmis ve L. major enfeksiyonlarina karsi kullanilmistir. Bu
ilagla elde edilen tedavi sonuglar1 farkli bolgelerde ve dozajlarda degiskenlik

gostermistir [117].

Miltefosin, dzellikle L. major enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan bir diger oral
ilagtir. Bu ilagla yapilan calismalar, enfeksiyonlara karsi yanit oranlarinin %87 ile
%100 arasinda degistigini gostermistir. Iran’da gerceklestirilen bir ¢alisma, oral

miltefosinin intralezyonel antimonial ilaglar kadar etkili oldugunu belirtmistir [117].

2.2.1.4 Parenteral ilag

Leishmaniasis tedavisinde kullanilan parenteral ilaglar arasinda bes degerli

antimonialler ve lipozomal amfoterisin B yer almaktadir.

Bes degerli antimonial ilaglar, Dogu Afrika, Orta Dogu ve Akdeniz iilkelerinde yapilan
calismalarla Leishmaniasis tedavisinde etkili olduklar1 kanitlanmigtir. Ancak, L. major
ve L. tropica gibi farkli tiirler arasinda yanit oranlari agisindan farkliliklar
gdzlemlenmistir. Ornegin, L. major enfeksiyonlarina karsi daha yiiksek tam
remisyonlar elde edilmistir. Baz1 caligmalarda, topikal %5 imikimod krem ile
parenteral pentavalan antimoniallerin kombinasyonunun ek fayda saglamadigi

goriilmistiir [109].

Lipozomal amfoterisin B ise Leishmaniasis tedavisinde kullanilan bir diger parenteral
ilagtir. Ancak bu ilacla yapilan calismalar sinirhdir. Ozellikle sistemik tedavi
gerektiren vakalarda bes degerli antimoniallerin kullaniminin toksisiteye yol agmasi,
lipozomal amfoterisin B’nin kullanimini tesvik etmistir. Yapilan calismalarda,
lipozomal amfoterisin B’nin terapotik yanit oraninin %84 oldugu bildirilmistir. Ancak
baz1 durumlarda ilacin etkinliginde basarisizlik yasandig: ve diger tedavi secenekleri

ile kombinasyonunun etkisi degerlendirilmistir [109].
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2.2.1.5 Antikanser ila¢

Leishmaniasis tedavisinde antikanser ilaglar arasinda tamoksifen ve imidazokinolin

ailesine ait bilesikler 6ne ¢ikmaktadir.

Tamoksifen, 6zellikle meme kanserinin tedavi ve 6nlenmesinde kullanilan bir anti-
Ostrojen ilacidir. Bu ilag, leishmaniasis tedavisinde de arastirilmis ve hem in vitro hem
de in vivo ¢aligmalarda etkili oldugu gosterilmistir. Tamoksifenin anti-leishmanial

aktivitesi, parazit yiikiinde ve lezyon boyutunda 6nemli bir azalma yaratmistir [118].

Imidazokinolin ailesine ait bilesiklerden &zellikle imikuimod, Leishmaniasis
tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecek bir ajan olarak degerlendirilmistir.
Imikuimod, TLR-7 yoluyla bagisiklik hiicrelerini aktive ederek sitokin salgilanmasini
saglar. Leishmaniasis tedavisinde imikuimodun etkinligini 6neren vaka raporlar1 ve 6n
calismalar bulunmaktadir. Ayrica, benzimidazol ve tiirevleri de antimikrobiyal,
antifungal, antineoplastik ve antiinflamatuar Ozelliklere sahip bilesikler olarak
bilinmektedir. Benzimidazollerin leishmaniasis tedavisindeki potansiyeli, mikrotiibiil
olusumunu engelleyerek parazit hiicrelerinin béliinmesini ve c¢ogalmasin

engellemelerine dayanmaktadir. Alanda daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir [109].

2.2.1.6 Kombinasyon terapi

Leishmaniasis tedavisi sirasinda kullanilan mevcut ilaglarin, ciddi toksik yan etkilere
neden olabilecegi ve ilag direncini artirabilecegi bilinmektedir [119]. Bu nedenle son
yillarda, ilaclarin toksisitesini azaltmak ve antimikrobiyal etkinligi artirmak amaciyla
kombinasyon terapisi yaklasimi gelistirilmistir. Bu yontemle, farkl ilaglarin bir arada
kullanilmasiyla daha etkili sonuglar elde edilebilmekte ve ilag direncinin gelisimi

onlenebilmektedir [120].

Nanoteknoloji, tip alaninda yaygin olarak kullamlmaktadir. Ozellikle metalik
nanopartikiillerin antimikrobiyal ajanlarla birlestirilerek kullanilmasi, toksisite
sorunlarin1 Onleyebildigi ve bakterisit etkileri saglayabildigi gozlemlenmistir.
Ozellikle TiO2 ve Ag nanopartikiillerin, hiicre zar1 gecirgenligini artirarak
antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir. Ag-TiO2 kompleksi, diger
nanopartikiillere gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Arastirmalara gore, Ag-TiO2
nanopartikiillerinin Leishmania parazitlerinin proliferasyonunu engelledigi ve
metabolik aktiviteyi inhibe ettigi goriilmistiir. Ayni sekilde, TiO2.AgNp ve Nigella

sativa yagir kombinasyonunun anti-leishmanial etkilerini artirdigi ve toksisiteyi
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minimize ettigi belirtilmistir. Kombinasyon terapisi i¢in diger Orneklerden biri,
Poliakrilik asit (PAA) ve Leishmania parazitleri arasindaki etkilesimin incelenmesidir.
PAA’nin parazitlerin makrofajlarda NO iiretimini artirdig1 ve viriilans 6zelliklerini
kaybettirdigi goriilmiistiir. Benzer sekilde, Kafeik asit fenetil ester (KAFE) ve LPG
Np kombinasyonunun da anti-leishmanial etkilerini artirdig1 ve ciddi bir inhibitor etki
sagladigi gozlemlenmistir. Babassu mesocarp ekstraktinin PLGA partikiillerine
enkapsiile edilmesiyle elde edilen bir ¢alismada, anti-leishmanial aktivitenin serbest
ekstrakta gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu tiir caligmalar, kombinasyon
terapisi yaklasimmin Leishmaniasis’e karsi yeni, etkili ve giivenilir tedavi ve asi

yontemlerinin gelistirilmesinde umut verici oldugunu gostermektedir [109].

2.2.1.7 Immiinoterapi

Immiinoterapi veya biyolojik terapi, hastaliklarin tedavi edilmesi amaciyla bagisiklik
sisteminin aktive edilmesi veya baskilanmasi yoluyla yapilan bir tedavi yaklagimini
ifade eder. Bu yontemde, hastaligin tedavisi i¢in konagin bagisiklik tepkisi ya
artirtlarak ya da yeniden yonlendirilerek bagisiklik sistemi {izerinde kontrollii bir
manipiilasyon yapilir. Leishmaniasis tedavisi i¢in immiinoterapi ¢aligsmalari, hastaliga
kars1 verilen bagisiklik yanitinin degistirilmesi amaciyla 6zel olarak formiile edilen
Leishmania antijenleri veya immunomodiilatdr ajanlarin kullanimini igerir. Bu tiir
tedavilerde genellikle Leishmania parazitlerine 6zgii antijenler, rekombinant sitokinler
veya antikorlar kullanilabilir. Ayn1 zamanda temel immiin diizenleyici yollar1 modiile
eden molekiiller de terapdtik amaclarla kullanilabilir. Bu yaklagimin amaci, bagisiklik
sisteminin Leishmania enfeksiyonuna etkin bi¢imde yanit vermesini saglamaktir. Bu
tiir immiinoterapi ¢aligmalari, hastaligin tedavisi i¢in mevcut yontemlere alternatif
olarak gelistirilmekte ve gelecekte daha etkili ve Ozellestirilmis tedavi secenekleri

sunma potansiyeline sahiptir [109].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu Dbolimde; Leishmania tropica promastigotlart iizerine ¢ay agaci yaginin
antileishmanial etkisini arastirmak amaciyla kullandigimiz gere¢ ve yontemler
sunulmustur. Calismamizda kullandigimiz L. tropica susu (MHOM/AZ/1974/SAF-
K27) Manisa Celal Bayar Universitesi Parazitoloji Anabilim dalindan temin edilmistir.
Uygun saklama kosullarinda ve aksenik olarak hazirlanmis Leishmania’lar, hiicre
kiiltiiri siselerinde Anabilim dalimiza ulastiktan sonra pasajlanmis ve calismaya
alinana kadar 26°C de inkiibe edilmistir. Deneysel ¢alismalarda da CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Kkiti (Promega Corporation, USA, Cat#G7570)

kullanilmistir. Mikroplak okuyucusu olarak Varioskan Thermo Usa kullanilmistir.

3.1 M. alternifolia Bitkisinin Ucucu Yag ve L.tropica Promastigotlar:

3.1.1 M. alternifolia yaginin elde edilmesi

Cay agaci bitkisinin yapraklarindan buhar distilasyonu yontemiyle elde edilmis olan
ucucu yag (Bade Natural Piire Essential Oils, DEM Group Bilisim San. ve Tic. A.S.)
kullanmilmistir. Bitki iilkemizde yetismediginden 06ziit ya da yaginin elde edilmesi
miimkiin olmamis onun yerine iilkemizde yagin tiretimini yapan yukaridaki firmadan
izin alinarak deposundan temin edilmistir. Calismaya alinmadan 6nce planlanan

titreler hazirlanarak ¢alismaya alinmaistir.

3.1.2 Leishmania tropica kiiltiirii ve besiyeri

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dali parazit
bankasindan temin edilen Leishmania tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) susu
kullanilmistir. Leishmania’lar RPMI-1640 besiyerinde {iretilerek logaritmik fazda
calismaya alinmistir. Calismaya alinmadan 6nce Thoma laminda sayimlar1 yapilmis
ve 1x10° promastigot/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Sekil 3.1°de RPMI-1640
besiyerinde lireyen promastigotlarin May Griinvald ile boyanmis preparatlarindaki

goriiniimii yer almaktadir.
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Calismamizda ¢ay agaci ugucu yaginin L.tropica promastigotlarinin canliliklar
tizerine etkisinin incelenmesi amaciyla kullandigimiz CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability kiti ile canli leishmania promastigotlarinin tirettikleri ATP miktarinin
Ol¢timii esasia dayali olarak belirlenmektedir. Luminometrik 6lgtimlerle elde edilen
ATP miktar1 ne kadar ¢ok ise canlilik yiizdesi o kadar fazla, tam tersi durumda da
mikroplak godelerinde her bir godenin luminometrede 6lgiilen optik dansitesi ne kadar
diisiik ise ATP miktariin az oldugu dolayisi ile 6lii hiicre oraninin yiiksek oldugu

esasina dayanmaktadir.

Sekil 3.1: RPMI-1640 besiyerinde iiretilen L.tropica promastigotlarinin May
Griinwald boyasi ile boyanmis seklinin 40x biiylitmelerindeki goriiniimii.

3.1.3 CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability kiti

3.1.3.1 Kitin reaktiflerinin hazirlanmasi

1) CellTiter-Glo® tamponu ¢oziiliip kullanimdan 6nce oda sicakliginda tutulmalidir.
Kolaylik saglanmasi igin kullanimdan once 48 saate kadar oda sicakliginda
saklanabilmektedir.

2) Liyofilize CellTiter-Glo® Substrati kullanimdan 6nce oda sicakliginda tutulur.

3) Liyofilize enzim/substrat karigimini yeniden olusturmak igin CellTiter-Glo Substrat

igeren siseye aktarilir. Bu, CellTiter-Glo® Reaktifini olusturur.
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4) Homojen bir ¢ozelti elde edene kadar yavasga vorteksleyerek karistirilir.

3.1.3.2.Hiicre canhihgi analizi

1. Ik sayimlar1 Thoma laminda yapild1 ve 1.10° promastigot/ml olarak belirlenen L.
tropica promastigotlarini igeren RPMI-1640 besiyerinden mikroplaklara dagitim
yapildi. Promastigotlarin son derece aktif oldugu ve besiyerinde sayilarinin arttig1 faz
gozlenerek caligmaya alinmasi i¢in uygun olduguna karar verildi. Kontrol kuyucuguna
sadece besiyeri konuldu. Aktif hiicrelerin varligini gésteren ATP miktarini1 temel
alarak, kiltiirdeki canli hiicre sayisini belirlemek i¢in homojen bir yontem

saglamaktadir.

3.1.4 Arastirmanin Yontemi

Calismamizda buhar distilasyon yontemiyle Melaleuca alternifolia (M. alternifolia)
bitkisinin yapraklarindan elde edilen ugucu yag fiiretici firmadan saglanarak
kullanilmstir. RPMI 1640 besiyerinde tiretilen Leishmania
tropica (MHOM/AZ/1974/SAF-K27) susu 1.10°promastigot /ml olacak sekilde Thoma
laminda sayilarak deneye alinmistir.

1. TTO esansiyel yaginin 1/1’den 1/256 ya kadar sulandirmalari %0.1°lik
DMSO’da yapildi. Deney planina gére mikroplaktaki yerlerine dagitildi.

2. Saym yapilmis olan ve RPMI-1640 besiyeri iginde bulunan (1.10°
promastigot/ml) L. tropica promastigotlar1 deney setine uygun olarak 96 godeli
mikroplaklara her bir godeye 100 er ul dagitildi. Kontrol kuyucuguna sadece
besiyeri kondu.

3. Deney setinin hazirhigma gore, ilgili godelere hazirlanan reagen (CellTiter-Glo
Reagent) 100 er pl dagitild.

4. Hiicre lizisini tetiklemek i¢in mikroplaklar calkalayicida iki dakika boyunca

karisgtirilda.

5. Liiminesans sinyalini stabilize etmek i¢in plaklarin oda sicakliginda 10 dakika

inkiibasyonu saglandi.
6. Kit prosediirlerine uygun olarak optik dansiteler elde edildi.

7. 30.,60., 90. ve 120. dakikalarda luminometrik olarak canli hiicre sayimlari ayr1

ayr1 gerceklestirilmistir.
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8. Deney ii¢ kez tekrarlanmistir.

Deney setinin mikroplaklardaki goriiniimii asagida Sekil 3.2 de gosterilmistir.

Sekil 3.2: Calismaya alinan mikroplak ve reagenler.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Luminometrik o6lgiimler sonucunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda ¢ay agact
ugucu yagmin dogrudan kullaniminda (1/1sulandirma) 30. dakikadan itibaren L
tropica promastigotlar1 iizerine oldukca etkili oldugu belirlenmistir. 1/1 ', Y,
sulandirmalarda promastigotlarin kontrol grubuna gore 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda
%90 etkili oldugu saptanirken 1/8 sulandirmada %70, 1/16, 1/32, 1/64 ve 1/256

sulandirmalarda ise kontrole yakin canlilik yiizdesi belirlenmistir.

Cay agact ugucu yagimin farkli sulandirma ve siirelerde L.tropica promastigotlarinin

canliliklart {izerine etkisi Sekil 4.1°de incelenmistir.

Protoskoleks canliidi

120 -
230 dk
100 -
=60 dk.
™ * - .
80 - e
s =90 dk.
£ *s
5 60 120 dk.
=
40 - sss
20 A
S e *t*
O d

Kontrol ~ 1/256  1/64 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2 1

Diliisyon Oranlar1

Sekil 4.1: Cay agaci ugucu yaginin farkli sulandirma ve siirelerde L.tropica
promastigotlarinin canliliklari tizerine etkisi
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Sekil 4.2: Cay agaci ucucu yagimn 30. dakikada farkli sulandirmalardaki ATP
oranlarina gore saptanan L. tropica promastigot canlilik oranlari.

30. dakikada, kontrole gore, 1/1, %5, %4 ve 1/8 sulandirmalarda istatistiksel olarak
anlaml diizeyde bir farklilik saptanmistir (p<0,05).
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Sekil 4.3: Cay agaci ugucu yaginin 60. dakikada farkli sulandirmalardaki ATP
oranlarina gore saptanan L. tropica promastigot canlilik oranlari.

Ayni sekilde 60.ve 90. dakikada, kontrole gore, 1/1, Y2, Y4 ve 1/8 sulandirmalarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir farklilik saptanmistir(p<0,05).
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Sekil 4.4: Cay agaci ucucu yaginin 90. dakikada farkli sulandirmalardaki ATP
oranlarina gore saptanan L. tropica promastigot canlilik oranlart.

120. dk

Kontrol 1/256 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2
Sulandirmalar

Canl protoskoleks yuizdesi

= =
N B D [os] o N
o o o o o o

o

Sekil 4.5: Cay agaci ugucu yagmin 120. dakikada farkli sulandirmalardaki ATP
oranlarina gore saptanan L. tropica promastigot canlilik oranlari.

120. dakikada, kontrole gore, tiim sulandirmalarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

bir farklilik saptanmistir(p<0,05).

Mann-Whitney U Test ile yapilan degerlendirmelerde kontrol grubuna gore farkli
sulandirmalarda ve zamanlarda elde edilen degerler ve p degerleri asagida

sunulmustur.
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Tablo 4.1: Sulandirmalar ve zamana gore p degerleri

Sulandirma Dakika30 Dakika60 Dakika90 Dakikal20
1/1 Mann-Whitney U 0,000 0,000 0,000 0,000
Wilcoxon W 10,000 10,000 10,000 10,000
Z -2,460 -2,460 -2,460 -2,460
p 0,029 0,029 0,029 0,029
1/2 Mann-Whitney U 0,000 0,000 0,000 0,000
Wilcoxon W 10,000 10,000 10,000 10,000
Z -2,460 -2,460 -2,460 -2,460
p 0,029 0,029 0,029 0,029
1/4 Mann-Whitney U 0,000 0,000 0,000 0,000
Wilcoxon W 10,000 10,000 10,000 10,000
Z -2,460 -2,460 -2,460 -2,460
p 0,029 0,029 0,029 0,029
1/8 Mann-Whitney U 0,000 0,000 0,000 0,000
Wilcoxon W 10,000 10,000 10,000 10,000
Z -2,460 -2,460 -2,460 -2,460
p 0,029 0,029 0,029 0,029
1/16 Mann-Whitney U 0,000 0,000 0,000 0,000
Wilcoxon W 10,000 10,000 10,000 10,000
Z -2,460 -2,460 -2,460 -2,460
p 0,029 0,029 0,029 0,029
1/32 Mann-Whitney U 4,000 4,000 4,000 0,000
Wilcoxon W 14,000 14,000 14,000 10,000
Z -1,230 -1,230 -1,230 -2,460
p 0,343 0,343 0,343 0,029
1/64 Mann-Whitney U 0,000 4,000 0,000 4,000
Wilcoxon W 10,000 14,000 10,000 14,000
Z -2,460 -1,230 -2,460 -1,230
p 0,029 0,343 0,029 0,343
1/256 Mann-Whitney U 4,000 8,000 4,000 8,000
Wilcoxon W 14,000 18,000 14,000 18,000
Z -1,230 0,000 -1,230 0,000
p 0,343 1,000 0,343 1,000

Istatistiksel degerlendirmelerden de gdzlenebilecegi gibi 1/16 sulandirmaya kadar tiim

zamanlarda etkililik saptanirken, 1/32 sulandirmada 120. dakikada anlamli bir fark
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saptanmis, 1/64 sulandirmada 90. dakikada anlamli bir farklilik saptandigi

gozlenmistir.

Sekil 4.6: Deney diizeneginde 30., 60., 90. ve 120 dakika sonraki islem akislari.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Melaleuca alternifolia, yaygin olarak ¢ay agaci olarak bilinen bir bitkidir. Cay agact
yagi, giinlimiizde bir¢ok kozmetik {iriin {iretiminde, akne, ge¢cmeyen yaralar ve
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Buna ragmen antileishmanial etkisi tizerine
caligmalar siirhdir. M. alternifolia yagi lizerine yapilan literatiir taramalarinda,
ozellikle L. tropica'ya karsi antileishmanial etkisi hakkinda sinirli sayida ¢alisma
oldugu goriilmiistiir. Diger bir yonden Leishmania’nin mevcut tedavi uygulamalari
(sodyum stiboglukonat, amfoterasin B, miltefosin, paromomisin vb.) tedavi
yontemleri yaygin direng ve niiks ile giivensiz hale gelmektedir (WHO, 2019). Bu
durum Suriye'den gocler nedeniyle Tiirkiye'de artis gosteren Sark Cibani vakalarini
Olimciil hale getirmektedir. Bildirilen neredeyse 1 milyon yeni vaka, sinirl tedavi
yontemine sahip bu hastaligin diren¢ gelisimini Onleyebilecek yeni ve etkili ilag
arayisina siriiklemistir. Dolayisiyla bu konuda yapilan g¢aligmalar hayati 6nem

tagimaktadir.

Bu arastirmanin amaci, deride enfeksiyon olusturan ve lilkemizde gittikge yayginlasan
Sark Cibani etkeni L. tropica'ya karsi ¢ay agaci yagmin antileishmanial etkisini
incelemektir. Cay agaci yagi, farkli konsantrasyonlarda L. tropica promastigotlarina
uygulanmis ve antileishmanial etkisi canli ve/veya 61l promastigotlarin iiretebildikleri

ATP diizeylerinin dlgiimleri ile degerlendirilmistir.

Arastirma bulgulari ¢ay agaci yaginin L. tropica'ya karsi etkili bir tedavi segenegi
olabilecegini gostermektedir. Cay agacit yaginda bulunan ve antioksidan o6zellik
tastyan fenolik bilesiklerin diisiik dozlarda ¢ok az miktarda proliferasyon yapmaktadir.
DNA hasart olmadigindan daha hizli ¢ogalan hiicreler sebebiyle gerceklesen
proliferasyon daha yiiksek dozlarda proksidan etki yaratmaktadir. Dolayisiyla fenolik
bilesiklerin diisiik dozlarda antioksidan, yliksek dozlarda pro-oksidan etkilerinin
oldugu gozlemlenmistir. LD50 dozunun 1/8 sulandirmanin biraz iizerinde etkili
bulundugu goézlemlenmistir. Nitekim calismamizda ¢ay agaci etken maddesinin L.
tropica promastigotlari tizerine antileishmanial etkinligi 30., 60., 90., 120. dakikalarda
degerlendirildiginde LD50 degerleri siirelerle karsilastirildiginda ortalama 1/16

sulandirma olarak belirlenmistir.

Tiirkge alanyazinda saptanmamasina ragmen yabanci literatirde Melaleuca

alternifolia ve Leishmaniasis konularini igeren sinirli arastirma mevcuttur.
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Byahatti vd. [121] Melaleuca alternifolia bitkisinin 16semi kanser hiicreleri iizerinde
oldiiriicti etki gosterdigini in vitro olarak gostermistir. Mikus [66] farkli esansiyel
yaglarin ve izole edilmis mono- ve seskiterpenlerin, Trypanosoma brucei'nin kan
dolasimi formlari, Leishmania major'un promastigotlari ve insan HL-60 hiicrelerinin
canlilig1 iizerindeki etkisini Almar Blue testi kullanarak degerlendirmistir. Incelenen
12 esansiyel yagdan ve 8 terpenden sadece tigii, Melissa officinalis (balsam nane) yagi,
Thymus vulgaris (kekik) yagi ve Melaleuca alternifolia (¢ay agaci) yagi, T. brucei'nin
kan dolasimi formlarina kars1 insan HL-60 hiicrelerine gore yaklasik 50 kat ve 80 kat
daha toksik olarak bulunmustur. Avustralya ¢ay agaci yagmin ana bileseni olan
Terpinen-4-ol, insan hiicrelerine gore tripanozomlara karsi 1000 kat daha oldiiriicii

saptanmistir.

Carson vd. [1]’nin belirttigi gibi, TTO ana bileseni %40 oraninda terpinen-4-ol'diir.
Bunu y-terpinen izlemektedir. Bu nedenle bu iki bilesenin in vitro ve in vivo olarak
tripomastigot sayisini azaltmaktan sorumlu olduguna inanilmaktadir. Trypanosomlar
izerine yapilan diger ¢alismalarda da benzer sekilde TTO'nun antiprotozoal aktivitesi
rapor edilmistir [66, 67]. Baska bir ¢alismada TTO'nun 300 mg/mL konsantrasyonda
Trichomonas vaginalis’i in vitro olarak oldiirdiigi bildirilmistir [122]. Benzeri
caligmalarda daha once bildirilen antiprotozoal aktiviteye ek olarak, terpinen-4-ol
ayrica antibakteriyel, antifungal ve antiviral ajan olarak da arastirilmis ve etkili

bulunmustur [44, 123, 124].

Diger bir yonden Leishmania spp. ilizerine baska bitki 6ziit ve ugucu yaglarinin
kullanildig1 calismalar da mevcuttur. Ceylan (2023) tarafindan gerceklestirilen
aragtirmada, hiperisin etken maddesinin L. tropica iizerine in vitro ve ex vivo
antileishmanial etkinligi incelenmistir. In vitro ¢aligmalarda, hiperisin L. tropica
promastigotlarina karg1 CelltTiter-glo ve hemositometri yontemleri ile test edilmis ve
IC50 degerleri belirlenmistir. Ex vivo c¢aligmalarda ise, Giemsa boyama yoOntemi
kullanilarak L. tropica amastigotlarina karst EC50 degerleri hesaplanmistir.
Hiperisinin, 24, 48 ve 72 saatlerdeki CC50 degerleri sirasiyla 40.37, 37.69 ve 30.03
umol olarak bulunmustur. L. tropica promastigotlari tizerindeki IC50 degerleri 9,761,
9,576 ve 6,994 pmol, amastigotlari tizerindeki EC50 degerleri ise 25,23 ve 23,12 umol
olarak saptanmustir. Segicilik Indeksi (SI) degerleri >1’den biiyiik olarak
hesaplanmistir. Ayrica, L. tropica ile enfekte THP-1 makrofaj hiicrelerinde apoptoz

mekanizmasinda yer alan 88 genin ekspresyon seviyeleri qPCR ile arastirilmistir.
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Sonuglar, hiperisin uygulamasinin gen ekspresyon seviyelerinde degisikliklere neden
oldugunu ve parazitin konak hiicrenin apoptoz mekanizmasindan kagisini

engelleyebilecegini gostermistir.

Sayar [91] ¢orek otu tohumunun (Nigella sativa) L. tropica iizerindeki etkisini
arastirmistir. Calismanin amaci, ¢orek otu tohumlarindan elde edilen farkli ekstrelerin
in vitro anti-leishmanial etkisini belirlemektir. Metanol, etanol, kloroform, su, n-
hekzan ve %60’lik sulu etanol kullanilarak c¢alkalamali maserasyon teknigi ile
ekstreler hazirlanmistir. Bu ekstreler, MHOM/TR/2012/CBCL-LT kodlu L. tropica
izolatina karsi test edilmistir. Calismada elde edilen IC50 degerleri metanol, n-hekzan,
kloroform, su, etanol ve %60’lik sulu etanol ekstreleri icin sirasiyla 172.4, 355.5,
400.3, 673.3, 818.4 ve 1148 pg/ml olarak bulunmustur. Sonug olarak, Nigella sativa
tohumlarinin in vitro ortamda L. tropica’ya karsi antileishmanial aktivite gosterdigi
saptanmistir. Corek otu tohumlar1, gelecekte yapilacak in vivo antileishmanial
caligmalar ile desteklenirse tedavide kullanilma potansiyeli yiiksek olan dogal bir

kaynak olarak degerlendirilebilir yorumu yapilmaistir.

Al-Maryani [125] calismasinda, bazi toprak bakterilerinin hiicre kiiltiiriinden
slipernatant icermeyen giimiis nanopartikiillerin (AgNP) sentezi aragtirilmstir.
Calismada kullanilan ii¢ bakteri tiirii; Pseudomonas aeruginosa (susu ALK320),
Bacillus cereus (susu HNB5) ve Corynebacterium striatum (susu 1910114), polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ile izole edilmis ve tiirleri dogrulamak i¢cin NCBI veritabani
ile hizalanmistir. Bu bakteriler, besin suyunda biiyiitiilerek nanopartikiil {iretimi
gerceklestirilmistir. AgNP'lerin iiretimi ve dogrulamasi i¢in renk degisimi, UV-
goriiniir spektroskopi, TEM, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve EDX gibi birgok
yontem kullanilmigtir. L. tropica'yr tanimlamak igin ise PCR yontemiyle 18sSRNA
geninin spesifik primerleri kullanilmigtir. Elde edilen diziler BLAST ile NCBI'da
karsilagtirildiginda %100 L. tropica ile eslesme gostermistir. Ekstraseliiler AgNP'lerin
antileishmanial aktivitesi, P. aeruginosa, B. cereus ve C. striatum kullanilarak
sentezlenen AgNP'lerin 400 pL/mL'de %64,72 biiyiime inhibisyonu ile kaydedilmistir.
MTT tahlili sonuglar1 da AgNP'lerin gii¢lii antiparaziter aktivitesini ortaya koymustur.

Giilsen [126] arastirmasinda, Xenorhabdus ve Photorhabdus tiirlerine ait bakteri
sekonder metabolitlerinin insan protozoan parazitleri Acanthamoeba castellanii ve L.
tropica'ya kars1 biyoaktivitesi iizerinde yogunlagmistir. Calismada 5 Photorhabdus ve

22 Xenorhabdus bakteri tiirii kullanilmigtir. Biyoaktivite deneyleri yabanil tip
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Ozellikleriyle ortaya ¢ikarildiktan sonra, tiirlerin promotor bdlgesinin mutant
ozelliklerini gdsteren en yiiksek aktiviteyi elde edilmistir. Bu mutant bakteriler, 6zel
olarak tek bir sekonder metabolitin iiretilmesinden sorumludur. Mutant bakterilerle
yapilan biyoaktivite deneylerinde antiprotozoal etkiden sorumlu maddeler tespit
edilmis ve XAD reginesi yontemiyle saflagtirllmigtir. Bulgulara gore, Photorhabdus
tiirlerinde antiprotozoal aktivite gdzlenmemistir, ancak bazi Xenorhabdus tiirlerinde
yiiksek antiprotozoal etki tespit edilmistir. Mutant bakterilerle kontrol edilen sonuglar,
etkenin biyoaktiviteden sorumlu siniflandirilmasi fabclavinler, ksenocoumacinler ve

PAX peptidleri olarak belirlenmistir.

Yildirim [127] calismasinda, Tiirkiye’de ilk kez ex vivo kiiltiir ydontemiyle tiretilen T.
cruzi'nin yani sira, L. tropica ve T. gondii parazitlerinin J774, Vero ve HeLa hiicre
hatlarinda virulans 6zelliklerini kaybetmeden kisa siirede ¢ogaltilmasi ve bu parazitler
tizerinde auranofinin antiparaziter etkinliginin aragtirilmasinit amaglamistir. Stv1 azotta
saklanan hiicreler kullanilarak ex vivo kiiltivasyon yapilmis ve ardisik 3 pasaj
sonrasinda Giemsa boyali preparatlar hazirlanarak enfeksiyon oranlar1 mikroskopla
degerlendirilmistir. Auranofinin in vitro ilag etkinligi hemositometri ve celltiter-glo
yontemleriyle, ex vivo etkinligi ise Giemsa boyali preparatlarin mikroskobik
incelenmesiyle aragtirllmigtir. MTT testi ile auranofinin sitotoksik aktivitesi
incelenmistir. Sonuglar, T. cruzi ve L. tropica suslarinin en iyi tiredigi hiicre hatlarinin
sirastyla J774, Vero ve HeLa; T. gondii susunun ise HelLa, J774 ve Vero oldugunu
gostermistir. Auranofinin verilere gore sitotoksik aktivite gostermedigi ve tim
parazitler lizerinde antiparaziter aktivite gosterdigi istatistiksel olarak da anlaml

farklar bulunarak gosterilmistir.

Babat [128] calismasinda, giderek artan ilag direncine karsi leishmaniasis tedavisinde
bitki kaynakli bilesiklerin potansiyel antileishmanial etkilerini arastirmayi
hedeflemistir. Bu baglamda, Sirnak kirsalindan toplanan Prangos ferulacea ve Ferula
orientalis bitki ekstrelerinin Leishmania tropica’ya karsi antileishmanial etkisi
incelenmistir. P. ferulaceae ve F. orientalis bitkilerinden elde edilen ekstrelerin
sitotoksik aktiviteleri test edilmistir. Tiirkiye’den elde edilen L. tropica izolatt NNN
ve RPMI 1640 besiyerlerinde iiretilerek, XTT kiti ve hemositometre yontemi ile
ekstrelerin antileishmanial etkinlikleri degerlendirilmistir. Bulgular, parazitlerin
%100’ini inhibe eden 1 mg/mL'nin altindaki konsantrasyonlarda, P. ferulaceae'nin

kok ve meyve kloroform ekstreleri ile F. orientalis'in kdok ve meyve etanol

46



ekstrelerinin yani sira govde ve meyve kloroform ekstrelerinin antileishmanial aktivite
gosterdigini, diger ekstrelerin ise zayif antileishmanial aktivite sergiledigini ortaya
koymustur. Sonug olarak, P. ferulaceae kok etanol ekstresi ve meyve kloroform

ekstresinin sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmistir.

Aksoy [129] calismasinda, L. tropica'nin yol actigi kutanéz leishmaniasise karsi ari
trlinlerinin (bal, propolis ve ar1 siitii) antileishmanial etkilerini in vitro hiicre
kiltliriinde aragtirmistir. Bu amagla, ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanmis bal (¢am,
cicek ve kestane), propolis ve art siitii, parazit sayimi yapilmis hiicre kiiltiir ortamina
eklenmis ve kiiltlirler 24 ve 48 saat inkiibasyona birakilmistir. MTS yontemi ile
promastigotlarin morfolojisi, hareketliligi ve canli parazit yogunlugu incelenmistir. 48.
saatte mikroskobik incelemelerde, ¢cam bali 62,5 mg/ml, ¢icek bali 250 mg/ml ve
kestane bali 125 mg/ml konsantrasyonlarindan itibaren antileishmanial etkinlik
gosterdigi; ¢am balinin promastigotlar iizerinde daha etkin oldugu gozlemlenmistir.
Ar siitlinlin 62,5 mg/ml ve propolisin 97,65 pg/ml konsantrasyonundan itibaren etkili
oldugu, propolisin Ozellikle diisiik konsantrasyonlarda parazitlerin morfolojik
yapilarinda degismelere neden olarak diger ari irilinlerinden daha etkin oldugu
belirlenmistir. Art iiriinlerinin, hiicre ¢ogalmasin1 engelledigi ve LD50 degerlerinin
zamana bagl olarak azaldigi tespit edilmistir. Cam balinin 48 saatlik inkiibasyon
sonunda daha etkili oldugu ve propolisin diisiik konsantrasyonlarda dahi parazitler

tizerinde daha etkin oldugu gozlemlenmistir.

Abamor [130] c¢alismasinda, L. tropica'ya karst nanopartikiil-glukantim ve
nanopartikiil-Nigella sativa yag kombinasyonlarinin etkisini incelemistir. Onceki
caligmast [131], antimikrobiyal 6zellikli giimiis iyonlar1 ve reaktif oksijen tiirleri
(ROS) direten TiAgNp'nin yiiksek antileishmanial aktiviteye sahip oldugunu
gostermistir, ancak bu nanopartikiiller hiicreler lizerinde sitotoksik etki gosterdiginden
tek basma kullanimi miimkiin degildir. Bu nedenle, nanopartikiillerin ve bitkisel
yaglarin kombinasyonu, Leishmaniasis tedavisinde potansiyel bir ¢c6ziim sunmaktadir.
Bu calismada, TiAgNp'nin glukantim ve N. sativa yaglartyla kombinasyonlari
hazirlanmis ve bu kombinasyonlarin L. tropica promastigotlar1 ve amastigot-makrofaj
kiltiirlerinde antileishmanial etkinlikleri in vitro ve in vivo olarak incelenmistir.
Kombinasyonlarin etkileri, hiicrelerin metabolik aktiviteleri, proliferasyonlar1 ve

canliliklart gibi parametrelerle degerlendirilmistir. Ayrica, enfekte makrofajlarin
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tirettikleri nitrik oksit (NO) miktar1 da 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, TiAgNp-glukantim
kombinasyonunun L. tropica promastigotlarinin proliferasyonunu ve metabolik
aktivitesini 6nemli Olgiide azalttigini, hiicreleri apoptoza siiriikledigini ve enfekte
makrofajlarin enfeksiyon indeksinde biiyiik diisiislere neden oldugunu gostermistir.
Benzer sekilde, TiAgNp-N. sativa yag kombinasyonu da promastigotlarin ve
amastigotlarin metabolik aktivitelerini ve canliliklarini azaltmig, NO {iretimini
artirmigtir. In vivo ¢alismalar, bu kombinasyonlarin farelerde Leishmaniasis'e 6zgl

lezyonlarin iyilesmesini ve sisliklerin azalmasini sagladigini gostermistir.

Albayrak [132] tarafindan yapilan bir ¢alismada, L. tropica tarafindan olusturulan
kutan6z leishmaniasis iizerine odaklanilmistir. Bu c¢aligmada, bal arilar tarafindan
bitkilerden toplanan ve kovanlarda bir¢ok amag¢ i¢in kullanilan propolisin, L.
tropica’ya karsi antileishmanial aktivitesi incelenmistir. Propolis, son zamanlarda
arastirmacilarin ilgisini ¢eken cesitli biyolojik aktivitelere sahip dogal bir liriindiir. Bu
calismada, Kayseri'den toplanan propolisin L. tropica’ya karsi antileishmanial
etkinligi degerlendirilmis ve sodyum stiboglukonat ile karsilastirilmistir. Mikroskobik
gbzlem ve mikrobroth diliisyon yontemi kullanilarak yapilan analizler, propolisin L.
tropica’y1 6zellikle 32 pg/ml konsantrasyonundan itibaren inhibe ettigi gosterilmistir.
Ayrica, propolisin etkisinin, konsantrasyon ve inkiibasyon siiresi arttikca arttigi
belirlenmistir. Sodyum stiboglukonat ile propolis etkinligi karsilastirildiginda,
propolisin diisiik konsantrasyonlarda bile etkili oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
yan etkisi olmayan dogal bir iiriin olan propolisin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile

L. tropica'ya kars1 etkili oldugu sonucuna varilmistir.

Ozetle Leishmaniasis, diinya genelinde ve iilkemizde onemli bir halk saghg
sorunudur. Diinya ¢apinda 350 milyon kisi Leishmaniasis riski altindadir ve hastalik
98 iilkede endemiktir, 12 milyon insan enfekte durumdadir. Hastaligin klinik olarak
kiitan6z, mukokiitanéz ve visseral formlar1 vardir. Tirkiye'de visseral ve kiitanoz
formlar bulunmaktadir ve 20 milyondan fazla insan bu hastaligin tehdidi altindadr.
Bolgedeki savaslar nedeniyle artan go¢ hareketleri, hastaligin epidemiyolojik
durumunu daha da ciddilestirmistir. Mevcut tedavilerin yliksek toksisiteye ve ilag
direncine neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle Cukurova Bélgesi'nde kullanilan
antimonial ilaglara kars1 direng gelismistir. Ayrica, Leishmaniasis'e karsi etkili bir as1

gelistirilememistir.  Dolayisiyla, hastalikla miicadelede yeni yaklasimlarin

48



gelistirilmesi 6nemlidir. DSO, Leishmaniasis ile miicadelede yeni stratejilerin acil

olarak gelistirilmesini 6nermektedir.

Giinlimiizde, Leishmaniasis tedavisi i¢in sentetik ve bitkisel ilaglar tizerinde ¢calismalar
yapilmaktadir. Ancak sentetik ilaglardan olan pentavalent antimonlarin tedavideki
basarilarini artirmak ve dezavantajlarini gidermek icin, diger antileishmanial ilaclarla
kombinasyon halinde kullanilmas1 Onerilmektedir. Kombinasyon terapilerinin
avantaji, diisiik dozlarda kullanilan ilaglarin etkinliklerini artirmasi ve toksisitelerini
azaltmasidir. Ancak, bazi durumlarda bu kombinasyon tedavileri yeterli sonuglar
vermeyebilir. Antimikrobiyal tedavilerde ilacin hiicre i¢ine yeterli miktarda girmesi
onemlidir. Bu nedenle, kombinasyon terapilerinin etkinligini artirmak i¢in ilaglarin
hiicre igine yiliksek konsantrasyonlarda girmesi ve yiiksek antileishmanial etkiye sahip
olmas1 gerekmektedir. Son yillarda, Leishmaniasis tedavisinde bitkisel yaglarin
kullanim1 artmaktadir. Ancak, bitkisel yaglarin tek basina etkili olmamasi ve toksik
olmasi, bu yontemin etkinligini sinirlamaktadir. Bu nedenle, nanoteknoloji alanindaki
gelismeler ve nano boyuttaki partikiillerin tibbi uygulamalari, kemoterapi alaninda
yeni umutlar sunmaktadir. TiO2-Ag nanopartikiillerinin, hiicre membranlarinin
gecirgenligini  bozarak ilaglarin hiicre i¢inde birikmesine neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak bulgularimiz ¢ay agaci yaginin L. tropica'ya karsi etkili bir
tedavi secenegi olabilecegini gostermektedir. Ayrica bu bitkinin ugucu yaginin daha
once yapilan caligsmalarda sitotoksitesinin olmadigi, L. tropica iizerinde bir ¢aligmaya
rastlanmamasi nedeniyle 6zgiin 6neme sahip oldugu diisiinmekteyiz. Bu ¢alismada
ayrica ATP olgiimleri ile canlilik ve 6lii hiicre tespiti yaparak alandaki gelecek

aragtirmalara katki saglayacak yeni bir yaklasim sunulmustur.
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