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Abstract: 
 
Background: Cutaneous leishmaniasis is an endemic disease in some parts of Iran. The use 
of pentavalent antimony compounds as first therapeutic choice is associated with limitations 
and several adverse effects and complications. This study aimed to evaluate the effect of 
aloe-emodin on Leishmania major promastigote growth in vitro conditions and also the 
effect of aloe-emodin on induction of apoptosis in Leishmania major promastigotes. 
Materials and Methods: In this experimental study, different concentrations (40, 80, 120 
and 160 µg/ml) of aloe-emodin were tested in three different times (24, 48 and 72h) on 
Leishmania promastigotes and the IC50 was calculated by counting the number of parasites. 
The MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay was used to 
determine the percentage of live promastigotes after adding aloe-emodin. Apoptosis at three 
different concentrations (40, 80 and 120 µg/ml) was evaluated by flowcytometry and also 
the percentages of early and late apoptosis and necrosis were determined. 
Results: Result showed that aloe-emodin has an inhibitory effect on the growth of 
Leishmania promastigotes. The IC50 value was 52.79µg/ml. Moreover, the results of 
flowcytometry showed that aloe-emodin induced the early and late apoptosis in Leishmania 
promastigotes. 
Conclusion: Aloe-emodin shows an antileishmanial effects in vitro condition and regarding 
its herbal origin, it can be tested as the new drug in vivo studies. 
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   مقدمه 
- عامل ليشمانيازيس تك ياخته انگلي از خانواده تريپانوزو

كشور  81ن بيماري در پنج قاره و اي. ماتيده، بنام ليشمانيا است
ميليون مورد  5/1تا  1سالانه . صورت اندميك وجود داردجهان به

ليشمانيازيس به سه  .شودجديد از بيماري در جهان گزارش مي
در  ].2،1[ مخاطي و احشايي وجود داردشكل باليني جلدي، جلدي

ا علائم باليني به شكل زخمي است كه از چند هفته ت يفرم جلد
براي درمان  ].3[ كندچند ماه پس از آلوده شدن شخص سر باز مي

شود، ولي اين تركيبات داراي ن استفاده ميااز تركيبات آنتيمو
نيز عود بيماري پس از درمان  عوارض هستند و مقاومت دارويي و

   ].4،5[ وجود دارد
  

دانشگاه دانشجوي دكتراي تخصصي، گروه انگل شناسي، دانشكده علوم پزشكي،  1
 تربيت مدرس

 استاد، گروه انگل شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس  2
 دانشيار، گروه انگل شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس 3

  :نشاني نويسنده مسئول *
 تهران، پل نصر، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه انگل شناسي    

  02182884555 :دورنويس                                 0218288 3838 :تلفن
  dalimi_a@modares.ac.ir :پست الكترونيك

  18/6/92: تاريخ پذيرش نهايي                            12/12/91 :تاريخ دريافت

 عات آن خودياغلب ضا ن نبوده ويسالك چندان مشكل آفرزخم 
بودن  ياز جمله طولان يبه دلائل متعدد يول ابند،ييخود بهبود مهب

 يهااحتمال عفونت مانده ويبودن جوشگاه باقبد شكل  دوره زخم،
 آسان، قابل تحمل و يعه ارائه روش درمانيه در محل ضايثانو

 يمطالعه بر رو ].6،7[ رسدينظر مبه يضرور يعوارض جانببدون 
ا و يشمانيگل له انيمناسب عل ييافتن داروياهان دارويي جهت يگ
آلوئه  ].8[ ت بالايي برخوردار استيس از اهميازيشمانيل يماريب

باشد كه در ورا مييكي از تركيبات اصلي و موثر گياه آلوئه امودين
. عصاره برگ اين گياه وجود دارد و داراي اثر ضد سرطاني است

 استهر، (Aloe) ها سگل سردهاست از  گياهينام ورا آلوئه
-Asphodela) يره سريشيانت و (Asparagales) اه اي مارچوبه

ceae) هاي  واجد ويژگي وراآلوئه. است آفريقاي شماليبومي  كه
هاي  در بيماري مهم درماني از جمله تقويت و تعديل سيستم ايمني

 هاي آسيب ترميم زخم، ترميم ،)تبخال مثل(التهابي و ويروسي 
نخستين بار  ].9،10[ است التهابي ضد و اثرات سوختگي از ناشي

-به ها، سوختگى و عفونترا براى درمان زخم ها اين گياهمصرى

وسيعى بر روى  به بعد تحقيقات علمى 1930ز دهه ا .كار گرفتند
 عصارهتركيبات و خواص دارويى اين گياه انجام شد و دريافتند 

ها ها و سوختگىدر درمان زخم تاثير زياديصاف شده اين گياه 

  :خلاصه
استفاده از تركيبات آنتيموان پنج ظرفيتي . ايران استمناطق ر برخي ازهاي اندميك دجلدي يكي از بيماري ازيسليشماني :سابقه و هدف

- همواره تلاش براي يافتن روش ،رواين از .باشدهمراه ميعوارض جانبي متعددي  ها وعنوان داروهاي خط اول درمان، با محدوديتبه

 تنيبرون در شرايط پروماستيگوت ليشمانيا ماژور رشد برآلوئه امودين  تاثير پژوهش حاضر در. ثر مورد نظر استمؤهاي درماني جديد و 
  .هاي انگل سنجيده شدچنين تاثير آلوئه امودين در روند القا آپوپتوز در پروماستيگوتهم. قرار گرفت ارزيابيمورد 

 وئه امودين در سه زماناز آل) ليترميكروگرم بر ميلي 160و  120 ،80 ،40( هاي مختلفي تجربي غلظتاين مطالعهدر  :هامواد و روش
چنين براي هم. محاسبه شد IC50با استفاده از شمارش تعداد انگل  هاي انگل تاثير داده شده وبر پروماستيگوت) ساعت 72و  48، 24(

يتومتري در ادامه با استفاده از آزمون فلوسا. استفاده شد MTTهاي زنده پس از افزودن آلوئه امودين از روشتعيين درصد پروماستيگوت
  .بررسي شده و درصد آپوپتوز اوليه، تاخيري و نكروز مشخص شد) ليترميكروگرم بر ميلي 120و 80، 40(ميزان آپوپتوز در سه غلظت 

ليتر تعيين ميكروگرم بر ميلي IC5079/52 ميزان  هاي انگل است وكنندگي بر رشد پروماستيگوتآلوئه امودين داراي اثر ممانعت :نتايج
تاخيري در پروماستيگوت  آپوپتوز اوليه و ينتايج حاصل از آزمون فلوسايتومتري نشان داد كه آلوئه امودين باعث القا، نينچهم. شد

  .  شودليشمانيا ماژور مي
دارويي  عنوانتواند بهمي ،اي با منشا گياهي استآلوئه امودين داراي اثرات ضد ليشمانيايي بوده و با توجه به اينكه ماده :گيرينتيجه

  .تني مورد بررسي قرار گيردهاي درونجديد در بررسي
  MTTليشمانيا ماژور، آلوئه امودين، فلوسايتومتري، آپوپتوز، :كليديواژگان

 422-428 ، صفحات1392، آذر و دي 5پژوهشي فيض، دوره هفدهم، شماره  –نامه علميدو ماه                                                                    
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 و همكاران دلاوري
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پروآنتي  ها،سيانيدين ها،ترپنوجود آلكالوئيدها، تري]. 10،11[ دارد
ها، ساپونين و استروئيدها در عصاره اين گياه تانن ها،سيانيدين

تواند اثرات ضد انگلي اثبات شده است كه حضور اين مواد مي
و  Fernandaتوسط  2011در سال ]. 9،10[ گياه را توجيه كند

ي ليشمانيا اينفانتوم بررسي شد و همكارانش اثر آلوئه ورا  بر رو
از رشد انگل  درصد 65از دارو به ميزان  µg/ml 100غلظت 

 300 و 225 ،150 ،75 هايغلظتمحققين . ]12[ ممانعت كرد
بر ليشمانيا دونوواني را ورا از عصاره آلوئه ليترميكروگرم بر ميلي

 80بيش از  µg/ml 300غلظت  و مشاهده نمودند كه نداثر داد
آلوئه امودين يكي  ].13،14[ نمايدمي ممانعترصد از رشد انگل د

باشد كه فعاليت از تركيبات اصلي و موثر برگ گياه آلوئه ورا مي
هاي هپاتوما ، سلول]15[هاي لوسمي ضد توموري آن بر روي سلول

آلوئه  .گزارش شده است] 17[هاي پروميلولوسميك و سلول] 16[
 FACLو  BAX ،BCL2 هايپروتئين امودين با تغيير در ميزان

 caspase3,8,9و فعال كردن ] 19[ C، افزايش سيتوكروم ]18[
اي جامع ال مطالعهحتا به .شودمي آپوپتوز يباعث القا] 18،19[

انجام نشده بر انگل ليشمانيا ماژور  آلوئه امودين جهت بررسي تاثير
-گوتيستن بر پرومايآلوئه امود ياثربخش در مطالعه حاضر. است

 يمورد بررس واسطه اين مادههب آپوپتوز يا ماژور و القايشمانيل يها
    .ه استقرار گرفت

  
  ها مواد و روش

ن بهيآلوئه امود .است يتجرب ياالعهمطالعه حاضر مط
شد و محلول  يداريخر Selleckchemصورت پودر از شركت 

با  ه شد ويته DMSOتر يليليگرم بر ميليم 20غلظت به  استوك
 RPMI 1640 )Roswell Park ط كشتياستفاده از مح

Memorial Institute (160و  120 ،80 ،40 يهاغلظت 
 سويه ليشمانيا ماژور .ه شديته ليترميكروگرم بر ميلي
MRHO/IR/75/ER يقات واكسن و سرم سازيتحق از موسسه 

در ادامه . شد كشت داده NNNو ابتدا در محيط ه ه شديته يراز
ليشمانيا ماژور در  يهاگوتيماستپرو ،ش تعداد انگليزاجهت اف

   .شدند ه كشت داد RPMI 1640محيط 
   بررسي ميزان اثر بخشي دارو بر اساس شمارش تعداد انگل

حاوي  RPMI 1640هاي انگل در محيط روماستيگوتپ
كه تعداد كشت داده شدند و زماني درصد 10 سرم جنين گاوي
 100مقدار  ،رسيد ليترگل در هر ميليان 1×106پروماستيگوت به 

اي  خانه 96هاي پليت ازدر هر چاهك  ميكروليتر از محيط مذكور
 160و  120، 80، 40 هاين در غلظتيآلوئه امود .كشت داده شد

ساعت پس از  72و  48، 24 .تر اضافه شديليليكروگرم بر ميم

ت كه ذكر اسلازم به .اضافه كردن دارو تعداد انگل شمارش شد
 سهدر هر پليت  ،چنينهم. شد تكرار ها سه بار تمام اين آزمايش

آلوئه  ط بوده و فاقدفقط داراي پروماستيگوت و محي  كچاه
عنوان كنترل آزمون در نظر گرفته به هاد كه اين چاهكوبن يامود
ساعت با استفاده از  24آلوئه امودين پس از  IC50. ]20[ ندشد
     .محاسبه شد Prism 5 GraphPad  افزارنرم

وسيله ها به ن بر پروماستيگوتيآلوئه امود يت كشندگيفعال يبررس
    MTTآزمايش

حاوي  RPMI 1640هاي انگل در محيط روماستيگوتپ
كه تعداد كشت داده شدند و زماني درصد 10 سرم جنين گاوي
 100مقدار  ،رسيد ليترانگل در هر ميلي 1×106پروماستيگوت به 

اي  خانه 96هاي ر از محيط مذكور در هر چاهك از پليتميكروليت
 بافر فسفات تريكروليم 200 به چهار چاهك پليت .كشت داده شد

-هاي حاوي سلول جلوگيري به چاهك در تا از تبخير اضافه شد

 RPMIطيمح از ميكروليتر 200چاهك مقدار  سهدر . عمل آورد

عنوان كنترل به ريخته شده و ين گاويسرم جندرصد  1640+10
آلوئه  ساعت پس از اضافه كردن 72  و  48،  24. دشگرفته  در نظر
-4,5)-3]از محلول  تريكروليم 20به هر چاهك مقدار ن يامود

dimethyl thiazolyl-2)-2,5-diphenyle tetrazolium 
bromide ]  MTT ) د اضافه ش )تريليليگرم بر ميليم 5با غلظت

 موجها در طول ني، جذب نوري چاهكو پس از انجام مراحل پايا
 ELISA reader; DA) توسط دستگاه الايزا ريدرنانومتر  450

محاسبه  ODصورت د و نتايج آزمايش بهش هخواند (3200
 :دمحاسبه ش درصد زنده بودن سلول از طريق فرمول زير. ديگرد
AB  ،جذب نوري چاهك بلانكAC  جذب نوري چاهك كنترل

  .تيمار شده با دارو است جذب نوري سلول ATو 
 [AT-AB]/[AC-AB]×100= 21[زنده  يهادرصد سلول[.   

وسيله به دوزهاي مختلف دارو پس از افزودنآپوپتوز بررسي القا 
   فلوسايتومتري
 Annexin V-FITC تين آزمون از كيدر ا

Apoptosis Detection (Biovision;USA)  استفاده شد. 

- عجم نيهاي مختلف آلوئه امود هاي مواجه شده با غلظتانگل
 )قهيدق 5مدت به( دقيقهدور در  2000 با سرعت شده و يآور

 500به رسوب حاصل  پس از حذف مايع رويي.ندشدسانتريفوژ 
محلول  از تريكروليم Binding(، 5( بايندينگميكروليتر از بافر 

Annexin-V تر از محلول يكروليم 5  زيو نPI  اضافه شد و
شد در دماي اتاق و تاريكي انكوبه دقيقه  5مدت هسوسپانسيون ب

 ها با استفاده از شدت رنگ جذب شده توسط سلول .]22[
در گروه   BD FACSCanto II Flow cytometerدستگاه
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خوانده شد و در نهايت نتايج  ايمني شناسي دانشگاه تربيت مدرس
ي هانمونهذكر است لازم به. شد زيآنال  FlowJoتوسط نرم افزار

 72و  48، 24هاي پس از ساعتن يآلوئه امود كشت داده شده با
- درصد سلول. آوري شدندهاي فلوسايتومتري جمعمايشبراي آز

هاي دچار سلول ،)آنكسين مثبت(هاي دچار آپوپتوز اوليه شده 
هاي ، سلول)يد مثبتاپروپيديوم يد آنكسين و(آپوپتوز تاخيري 

 هاي زندهو سلول )مثبت يداپروپيديوم يد(دچار نكروز شده 
 120و  80، 40در سه  غلظت ) يد منفياپروپيديوم يد آنكسين و(

ن ييليتر آلوئه امودين و در سه زمان مذكور تعميكروگرم بر ميلي
          .شد
  يل آماريه و تحليتجز  

- ته كولمويآزمون نرمال ج ابتدايسه نتايز و مقايآنال يبرا

ج يسه نتايمقا يبرا t از آزمون نوف انجام شد و سپسرياسمگروف
  .استفاده شدتست با گروه كنترل  يهاگروه

  
  نتايج

 ،از كشت انگل ساعت 72و  48 ،24پس از گذشت 
مختلف  يهاتعداد انگل نشان داد كه در حضور غلظت شمارش

ابد ييها كاهش مگوتين با گذشت زمان تعداد پروماستيآلوئه امود
 )P>05/0( دار استيگروه كنترل معنسه با يكه تعداد آنها در مقا

 79/52ساعت  24ن پس از يآلوئه امود IC50 .)1شماره  جدول(

   .دست آمدهب تريليليكروگرم بر ميم
ها در ميانگين و انحراف معيار تعداد پروماستيگوت - 1جدول شماره 

  آزمون ممانعت از رشد انگل
 آلوئه امودين

  )ميكروگرم بر ميلي ليتر(
  )106×(ستيگوت تعداد پروما

  ساعت 72  ساعت 48  ساعت 24
40  04/0±7/0  01/0±62/0  04/0±58/0  
80  03/0± 51/0  02/0±49/0  03/0±43/0  
120  01/0±37/0  04/0±34/0  04/0±32/0  
160  01/0±31/0  03/0±28/0  02/0±25/0  
  5/1±2/0  37/1±1/0  25/1±1/0  كنترل

هاي تست ين تعداد انگل در گروهاختلاف ب. نتايج فوق ميانگين سه بار تكرار است
  .)P>05/0(دار است معني) گروه داراي انگل و فاقد آلوئه امودين(با گروه كنترل 

  

ها پس از مواجه درصد زنده ماندن پروماستيگوت - 2 شماره جدول
 روبا دا

 آلوئه امودين

  )ليترميكروگرم بر ميلي(
  هاي زندهدرصد پروماستيگوت

  اعتس 72  ساعت 48  ساعت 24
40  57  46 42 

80  41 39 5/37 

120  4/36 30 1/27 

160  2/24 3/22 7/19 

  MTTآزمون 
مار شده با دارو  يت يهاگوتيدرصد زنده بودن پروماست

  MTTساعت پس از كشت با استفاده از آزمون 72و  48 ،24
 72. است آورده شده 2ج در جدول شماره ينتا. محاسبه شد

كروگرم بر يم 160(ن غلظت يرساعت پس از كشت در بالات
  .ها زنده ماندنددرصد سلول 7/19) تريليليم
  

ا ماژور با استفاده از يشمانيل يهاگوتيدر پروماست آپوپتوز يبررس
  يتومتريافلوس

توز ن باعث آپوپيج نشان داد كه آلوئه اموديز نتايآنال
 24 .شوديا ماژور ميشمانيل يهاگوتيپروماستدر  يريه و تاخياول
تر درصد يليليكروگرم بر ميم 120اعت پس از كشت در غلظت س

ن يكه از ا بود 3/68 )يريه و تاخياول(آپوپتوز دچار  يهاسلول
درصد  2/21ن مثبت بودند و يدرصد تنها آنكس 1/47زان يم

كه در گروه يدر حال ؛د مثبت بودندياديوم يدين و پروپيآنكس
زان ين ميشترين بيچنمه .درصد بود 4/0كل آپوپتوز  مقدار لكنتر

ساعت پس از كشت  72، )درصد 1/74( يريه و تاخيآپوپتوز اول
تصوير ( نشان داده شد ليترميكروگرم بر ميلي 120در غلظت 

  ).1 شماره
  

  بحث 
نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه آلوئه امودين 

. شودهاي ليشمانيا ماژور ميباعث كاهش تعداد پروماستيگوت
- هاي تست در زمانتعداد انگل در گروه كنترل با گروه مقايسه

هاي مختلف نشان داد كه اثر بخشي آلوئه امودين بر 
باشد و با هاي انگل وابسته به غلظت و زمان ميپروماستيگوت

افزايش غلظت آلوئه امودين و زمان تاثير، تعداد انگل نيز كاهش 
ت كنندگي از ساعت پس از كشت بيشترين اثر ممانع 24. يابدمي

ليتر ديده شد كه ميكروگرم بر ميلي 160رشد انگل در غلطت 
كه در گروه كنترل شمارش شد؛ در حالي 310000تعداد انگل 

 IC50با استفاده از نتايج شمارش انگل. بود 1250000اين مقدار 

ميكروگرم بر  79/52ساعت پس از كشت  24آلوئه امودين  
نيز   MTTدست آمده از آزمونهمقادير ب. ليتر محاسبه شدميلي

هاي زنده با افزايش غلظت آلوئه نشان داد درصد پروماستيگوت
هاي كمترين درصد سلول. يابدامودين و زمان تاثير كاهش مي

- ميكروگرم بر ميلي 160ساعت پس از كشت در غلظت  72زنده 

 . ليتر ديده شد
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با . ساعت پس از كشت 72و   48، 24 هاي مختلف آلوئه امودين درنتايج فلوسايتومتري در ليشمانيا ماژور پس از افزودن غلظت -1شماره  تصوير

آپوپتوز هاي زنده، در تصوير درصد سلول .هاي انگل افزايش يافتتدر پروماستيگو) اوليه و تاخيري(افزايش زمان و غلظت آلوئه امودين القا آپوپتوز 
  .اوليه، آپوپتوز تاخيري و نكروز در چهار منطقه مجزا نشان داده شده است

 
هاي تحقيق نشان داد كه آلوئه امودين باعث رخداد آپوپتوز يافته

شود كه اين اثر وابسته به هاي ليشمانيا ماژور ميدر پروماستيگوت
 اي كه با افزايش غلظت وباشد؛ به گونهغلظت دارو و زمان مي

. يابدزمان اثرگذاري آلوئه امودين ميزان آپوپتوز هم افزايش مي
 72ليتر و ميكروگرم بر ميلي 120بيشترين ميزان آپوپتوز در غلظت 
 5/23درصد آپوپتوز اوليه و  6/50ساعت پس از كشت رخ داد كه 

دهد كه يتومتري نشان ميانتايج فلوس. درصد آپوپتوز تاخيري بود
ميزان ، شده از آلوئه امودين با افزايش زماندر هر غلظت استفاده 

واقع با گذشت زمان درصد  در ؛يابدتاخيري افزايش ميآپوپتوز 
هايي كه اتصال آنها به هر دو رنگ آنكسين و پروپيديوم سلول

دهنده روند يابد كه اين امر نشانافزايش مي ،يد مثبت باشندايد
در  .انگل است گذاري آلوئه امودين بر ساختمان سلولي تاثير

فسفاتيديل سرين موجود در غشا سلول به آپوپتوز ابتداي روند 

هايي كه دچار تخريب در ادامه سلول شود وآنكسين متصل مي
آنها به  DNA)(اند دزوكسي ريبونوكلئيك اسيد بيشتري شده
شود و انگل به هر دو رنگ پاسخ مثبت يد متصل مياپروپيديوم يد

در مورد شتر يصورت گرفته ب يشگاهيمطالعات آزما .دهدمي
ن در يآلوئه امود .ن استيآلوئه امود ينقش ضد سرطان يبررس
 G2/Mرا در مرحله  يچرخه سلول رحم يسرطان يهاسلول

-هم .]23[ شوديمتوقف كرده و باعث فعال شدن آلكالن فسفاتاز م

و  C توكروميمعده با آزاد كردن س يسرطان يهادر سلول ،نيچن
-در سلول .]24[ شوديمآپوپتوز  يباعث القا 3- كاسپاز فعال كردن

از  Cناز ين كيپروتئ يهاميزوآنزير در اييز با تغيمغز ن يسرطان يها
در  .]25[ كنديرا القا مآپوپتوز ممانعت كرده و  ير سلوليتكث

 يستفاده از داروا با ايشمانيدر لآپوپتوز  يمطالعات گذشته القا
 توسطآپوپتوز  يالقا ،نيچنهم .]26[شده است  ين بررسيلتفوسيم

 ساعت 24                 ساعت48ساعت                     72

 پروپيديوم يدايد

  آنكسين
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با ا ماژور يشمانيل يهاگوتيبر پروماست Allium sativumاه يگ
 ين هنديمحقق .]27[ اثبات شده است يتومتريااستفاده از فلوس

-پرو بر يروند اثر بخش درورا اه آلوئهينشان دادند كه عصاره گ

ن انگل يدر اآپوپتوز  يباعث القا يا دونووانيشمانيل يهاگوتيماست
ا يشمانيل يهاگوتيدر پروماستآپوپتوز  يسم القايمكان .]28[ شوديم

  .  ستيمشخص ن هنوز نيواسطه آلوئه امودهماژور ب
  

  گيري نتيجه
ا ماژور يشمانيل يهاگوتيپروماست ين بر رويآلوئه امود

از  .شوديدر انگل م آپوپتوز يز باعث القايداشته و ن ياثر كشندگ

جام مطالعات بيشتر در شناسايي مكانيزم دقيق اثر بخشي ان ،رونيا
يابي به دارو و تواند در دستتني ميرونز مطالعات داين ماده و ني

يا تركيبات دارويي مناسب در درمان ليشمانيازيس جلدي مفيد 
  .واقع شود

  
 تشكر و قدرداني 

نامه دانشجويي و با حمايت مالي اين تحقيق در قالب پايان
خاطر نويسندگان مقاله به. ه تربيت مدرس انجام شده استدانشگا

معاونت  زهاي طرح مراتب تقدير و تشكر خود را اتامين هزينه
   . دارندپژوهشي دانشگاه تربيت مدرس اعلام مي
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