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ABSTRACT
Background: Cutaneous leishmaniasis (CL) is a vector-born disease transmitted by infected female sandflies and caused by several species of obligate intracellular protozoan parasites. The global incidence of CL is estimated to 2 million cases per annum with most of the reported cases from Latin America, the Mediterranean, the Middle East and Central Asian regions. In Israel the incidence of CL, mainly caused by L. major, has remained relatively stable over the years with 0.2 - 7 cases per 100.000. However, in recent years major outbreaks of CL with hundreds of new cases have been reported in the outskirts of Jerusalem, Tiberias, and the West Bank. These new cases are caused exclusively by L. tropica, which has a less benign clinical course, and is more refractory to treatment.

[bookmark: _Hlk7671922]Purpose: To compare the in vitro sensitivity of L. tropica promastigotes to paromomycin and sodium stibogluconate 

Methods: Parasites were obtained form 18 frozen samples of L. tropica standards . The samples were thawed and cultured as extracellular promastigotes. Sensitivity to sodium stibogluconate and to paromomycin was performed by analyzing the metabolic activity of the parasite using a fluorescent viability assay, AlamarBlue, based on the reduction of Resazurin by the parasites NADPH or NADH dehydrogenase. Viable parasites are fluorescent.

Results: Only 11 of the 18 thawed samples could be grown to adequate concentrations.  For 8 of the 11 strains the sensitivity to paramomycin was higher than the sensitivity to sodium stibogluconate.

Discussion: In the clinical in vivo situation, sodium stibogluconate is more effective than paramomycin in the treatment of L. tropica skin lesions, as opposed to our in vitro results. This shows that in vitro sensitivity testing on the extracellular promastigote form does not correlate well with in vivo sensitivity.
מבוא
מעל 12 מיליון מקרים של לישמניאזיס עורית/שושנת יריחו (cutaneous leishmaniasis) מתרחשים בעולם, ו-350 מיליון אנשים ב-88 מדינות נמצאים בסיכון ללקות במחלה. שיעור ההיארעות השנתי של שושנת יריחו מוערך בכ-2 מיליון (1) ונראה שהוא הולך וגובר כתוצאה מהתפשטות האדם לבתי גידול בטבע שבהם מתרחש העברת טפילים בין מאגרי בעלי חיים לבין ווקטורי טפילים. לרוב, מתרחבת התפשטות המחלה כתוצאה מקושי של ארגוני בריאות הציבור למנוע מחלות באזורים שמתנהלת בהם פעילות צבאית (2)
 לישמניאזיס עורית נמצאת בדרך כלל באזורים טרופיים וסוב-טרופיים, ומינים מסוימים אנדמיים לאזורים גיאוגרפיים ספציפיים. מקרים של לישמניאזיס של העולם החדש מופיעים לרוב באפגניסטן, אלג'יר, עראק, איראן, ערב הסעודית, אתיופיה והמזרח התיכון, בעוד שמיני הלישמניה של "העולם החדש" נמצאים בברזיל, במקסיקו, בבוליביה ובפרו. המינים האחראיים ללישמניאזיס מהעולם הישן כוללים את L. major, L. tropica ו-L. aethiopica, בעוד שמיני לישמניאזיס של העולם החדש נגרמים על ידי L. braziliensis spp, L. mexicana, L. venezuelensis ו- L. amazonensis ומינים אחרים. לישמניאזיס של הריריות הנגרמת על ידי L. braziliensis או L. aethiopica, נמצאת בדרום אמריקה ובאתיופיה, בהתאמה, ואילו לישמניאזיס של האיברים הפנימיים נגרמת בעיקר על ידי L. infantum ו-L. donovani (בעולם הישן), ו- L. chagasi (בעולם החדש).

פתוגנזה
וקטור:
טפילי לישמניה מועברים על ידי קבוצה של וקטורים פרוקי רגליים, המוכרים בשם זבובי חול. מיני לישמניה של העולם הישן מועברים על ידי זבובים ממשפחת Phlebotomus ואילו מיני הלישמניה של העולם החדש מועברים על ידי זני Lutzomyia שונים. בתי הגידול של זבובים אלה מגוונים וכוללים אזורי מדבר, יערות גשם, מישורים וגבעות. זבובי החול הם חרקים מעופפים למרחקים קצרים, כלומר הם יכולים לעוף רק כמה מאות מטרים מתחומי בית הגידול שלהם. גודלם הקטן (3-2 מ"מ) מאפשר להם לעבור דרך רשתות חרקים, אולם הם רגישים מאוד לחומרי הדברה. (3)
חיות מאגר
רוב מיני הלישמניה הם זואופילים. חיות בר כגון מכרסמים, שפני סלע ויונקי כיס, וכן חיות בית כמו כלבים, הם המקורות העיקריים לטפילי לישמניה.
לישמניאזיס עורית אצל בני אדם מתרחשת בדרך כלל כאשר בני אדם נכנסים לבתי גידול טבעיים של זבובי חול נגועים. בדיקות עור על אנשים החיים באזורים אנדמיים העלו תוצאות חיוביות בקרב 10-32% מהאוכלוסייה. בדיקת עור, הדומה לתבחין טוברקולין, מעידה על חשיפה לטפיל. (4)
זיהוי וטיפול בחיות נגועות עשוי לסייע בבקרה על המחלה.

מחזור חיים:
מחזור החיים השלם של טפיל הלישמניה כולל חית מאגר ממשפחת היונקים, וזבוב החול משמש ווקטור.  הטפיל קיים בדרך כלל בשתי צורות עיקריות – בשלב הפרומסטיגוט הטפיל חי בתוך הזבוב כטפיל חוץ-תאי בעל שוטון-תנועה אופייני ואילו צורת האמסטיגוט התוך-תאית מופיעה אצל יונקים ואין לה שוטון. (5)
נקבת זבוב החול נדבקת מצורת האמסטיגוט בעת מציצת הדם של יונק נגוע. בבטנו האחורי של הזבוב, הטפיל מתבדל לצורת הפרומסטיגוט ומתחיל להתרבות במהירות. בשלב זה, הטפיל מניע את עצמו לכיוון הבטן הקדמית ואז מוזרק לגוף מאחסן חדש במהלך מציצת הדם הבאה של הזבוב. (6,7)

מופעים קליניים של לישמניאזיס עורית
על אזור עקיצת זבוב החול (בדרך כלל על עור חשוף), מופיע נגע פפולרי אדמומי בגודל 3-5 מ"מ, שהוא א-סימפטומטי. נגע זה מתרחב לאט ומתפתח לצורת גוש בגודל 3-5 ס"מ תוך מספר חודשים עד שנים, ומשאיר אחריו צלקת אופיינית.
תקופת הדגירה, הביטוי הקליני, מספר הנגעים ומהירות התפתחותם תלויים במין הטפיל הספציפי. לדוגמא, ל-L. major יש תקופת דגירה של 2-8 שבועות לאחר העקיצה, ואילו L. tropica מציגה דגירה ארוכה יותר של כ- 8 חודשים. (8)

טיפול
בספרות מוצעות אפשרויות טיפול רבות בשושנת יריחו (9), אולם המלצות אלה מבוססות על מספר מצומצם של מקרי מבחן. רק מעט מחקרים שנסקרו הם אקראיים מבוקרים, כפולי-סמיות. (10) לעתים קרובות, על המטפלים לטפל בחולים בסוג טיפול, במינון ובמשך טיפול המתאימים למקומות גיאוגרפיים שונים לגמרי, ולעתים אף למינים שונים מאלה שנחקרו בעבר, ושיעורי התגובה אף הם אינם עקביים.
הטיפולים הקיימים כוללים: אנטימון פנטוולנט, סודיום סטיבוגלוקונאט, אנטימוניט מגלומין (11), hexadecylphosphocholine (12) אמפותריצין B (13) פנטמידין (14), דפסון (15) azoles (16,17,18) פרומומיצין (19), קריותרפיה (20) וטיפול פוטודינמי (21,22). מוכרים דיווחים על עמידות לרוב הטיפולים האמורים. (23 - 30)	Comment by מחבר: אולי – תרופה ממשפחת האזול?

מטרות:
להשוות את הרגישות של פרומסטיגוטים של L. Tropica בתנאי מעבדה לפרומומיצין ולסודיום סטיבוגלוקונט. 

שיטות:
טפילים:
הטפילים הושגו מ L Tropica קפואים בתנאי מעבדה, שנשמרו במרכז הלאומי ללישמניאזיס במרכז קובין לחקר מחלות טרופיות וזיהומיות (IMRIC), בבית הספר לרפואה באוניברסיטה העברית המסונף לבית החולים הדסה בירושלים. הדגימות הופשרו, והטפילים תורבתו בטמפרטורה של 26 מעלות צלזיוס, על מצע M-199 מלא (ראה להלן), עד להגעה לריכוז 107X2 פרומסטיגוטים למ"ל.

מצע גידול של פרומסטיגוטים:
מצע-199 מלא (סיגמא-אלדריץ', סנט לואיס, מיזורי) בתוספת mM2 ל-גלוטמין, 100 פ"מ אדנוזין, 23 פ"מ חומצה פולית, אנטיביוטיקה (100 IU פניצילין G ו-100 פ"ג / מ"ל סטרפטומיצין), 1 × BME תערובת ויטמינים, 25 mM2 חומצה אתנית-סולפונית (MES), 4.2mMNaHC03 וסרום עגל עוברי באבטול חום (fcs, 10% v / v) מותאם ל- pH 6.8.

בדיקת רגישות לתרופות:
בדיקת הרגישות של פרומסטיגוטים לתרופות השונות בוצעה באמצעות ניתוח הפעילות המטבולית של הטפיל. זהו סמן לחיות של הטפיל ולפיכך – ליעילות הטיפול. הפעילות המטבולית נמדדה בתבחין החיות של AlmarBlue עם המצעים הבאים:
1. מצע גידול ללא טפילים - ריק.
2. מצג גידול עם פרומסטיגוטים - מוגדר לייצג 100% פעילות מטבולית של האורגניזם
3. מצע גידול עם פרומסטיגוטים ואמפוטריצין B - מייצג דיכוי של 100% של פעילות הטפיל.
4. מצע גידול, פרומסטיגוטים, ו -5 ריכוזים שונים של פרומומיצין, על מנת לחשב ריכוז עיכוב של 50% באמצעות תרופה זו (GI50).
5. מצע גידול, פרומסטיגוטים, ו -5 ריכוזים שונים של סודיום סטיבוגלוקונט, על מנת לחשב ריכוז עיכוב של 50% באמצעות תרופה זו (GI50).
כל תנאי הניסוי בוצעו בשלושה עותקים. 

חישוב של אחוזי דיכוי:
אחוז הדיכוי של צמיחת הטפיל חושב באמצעות הנוסחה הבאה לכל ריכוז של תרופה: 
   Y = [(k-y)/k] * 100  

ממנו נגזר ה- GI50. ככל שה-GI50 נמוך יותר, כך הרגישות לתרופות גבוהה יותר.

תוצאות
18 דגימות של L. tropica הופשרו וגודלו בתרבית על גבי מצע M-199 מלא. רק ב-11 דגימות היתה גדילה לריכוזים מספיקים של x10 ^ 72 פרומסטיגוטים / מ"ל, שהיה הריכוז המינימלי לבדיקת רגישות לתרופות.
בטבלה 1 מוצגת ההשוואה של רגישות פרומסטיגוטים של L. Tropica בתנאי מעבדה לפרומומיצין ולסודיום סטיבוגלוקונט בערכי GI50. עבור סודיום סטיבוגלוקונט, ערכי ה-GI50 נעו בין 22-> 250 מיקרומטר רבוע ועבור פרומומיצין הטווח היה 17 -> 250 מיקרומטר רבוע. ב-8 מתוך 11 הזנים הרגישות לפרמומיצין הייתה גבוהה משמעותית מהרגישות לסודיום סטיבוגלוקונאט (p = 0.013, במבחן ווילקוקסון למדגמים מזווגים). 
טבלה 1.  רגישות פרומסטיגוטים של L. Tropica בתנאי מעבדה לפרומומיצין ולסודיום סטיבוגלוקונט
	
	
	GI50 (M)
	

	דגימה 
	זן
	סודיום
סטיבוגלוקנט	Comment by מחבר: פה כתוב גלוקנט, האם בכוונה?
	פרומומיצין
	

	1
	L1638
	67
	18
	

	2
	L1504
	55
	56
	

	3
	L1534
	69
	48
	

	4
	L1566
	53
	17
	

	5
	L1567
	60
	30
	

	6
	L1559
	170.6
	76.9
	

	7
	L1579
	>250
	152.1
	

	8
	L1601
	92.9
	33.2
	

	9
	L1607
	>250
	>250
	

	10
	L1623
	22
	>27
	

	11
	L1558
	>80
	69.0
	



דיון:
מטרת המחקר היתה להשוות את הרגישות של פרומסטיגוטים של L. Tropica בתנאי מעבדה לפרומומיצין ולסודיום סטיבוגלוקונט. קיימות אפשרויות טיפול רבות בלישמניאזיס ובדרך כלל הן נקבעות ע"י גורמים לא ביולוגיים כגון המיקום האנטומי של הנגעים, משך הטיפול, דרך מתן הטיפול והעדפות המטופל. נראה שבדיקת רגישות במעבדה, על טפילים שבודדו מנגעים, תסייע להחליט מהו הטיפול הנכון.
בניגוד לתוצאות במעבדה, התוצאות הקליניות מראות בבירור כי סודיום סטיבוגלוקונט אפקטיבי יותר מאשר פרמומיצין בטיפול בנגעי עור של L. Tropica. פירוש הדבר, שבדיקת רגישות לתרופות בתנאי מעבדה אינה תואמת באופן מלא לרגישות על אורגניזם חי (in vivo). מסקנות זהות הושגו על ידי חוקרים אחרים שהשוו בין רגישות במעבדה ורגישות בחי של L. donovani לסודיום סטיבוגלוקונאט (31). 
הסברים אפשריים לחוסר העקביות/ההתאמה בין רגישות במעבדה לבין רגישות בחי של טפילים עשויים לנבוע מסביבות גידול שונות, כגון חסינות הגוף המאכסן, אשר ממלאת תפקיד קריטי בניסוי בחי ואינה קיימת בסביבת מעבדה.  בנוסף, הבדיקה במעבדה מבוצעת על צורת הפרומסטיגוט ואילו הטפיל בחי מתקיים כאמסטיגוט תוך-תאי. דרישות הצמיחה ומדידת רגישות הטיפול לצורות האמסטיגוטיות הן בעייתיות. בדיקת רגישות של אמסטיגוטים לטיפול מתבצעת באמצעות הדבקת מקרופאגים, באמצעות פרומסטיגוטים. עם זאת, מספר גורמים יכולים להשפיע על התוצאות, למשל, השונות הגדולה ביכולתם של  הטפילים להדביק ולהתרבות בתוך מקרופאגים. ניסויים שנערכו בשנים האחרונות לשפר שיטות אלה, לא צלחו. 
עבודה זו מדגישה את החשיבות בשיפור בדיקות צורות הטפיל האמסטיגוטיות.
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