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���������������������������������	�	������� �!��"���#$�%�#������	##� �&������'���
���"(��(��� �)�*����")��!��"��'������+(�&��� ���� "
,��-*�������.�/	0��1��2��3�� 4��56��2���'��7	�

-*�8������(�-+��5��� �������������������9&�".����������(��":��*����;����'��� �)�*���(���<�������.�/��
=���>����?#*(Colorimetric assay)����	
�(,��


��	��":��*����;�������.�/������<��@Leishmania majorA �B��C�6��� RPMI-1640���D�EFG�2�#��H�*�
-/�*"�@�FCS�A���������� �� �I��"�(�°CJKJL� � �B�� 	
��=���>���'��� �)�*���(����?#*MTT�4��1M��
BNO$�� �������� PO�Q���� ���-*� 8����� �(� -+��5�� � � ������� �����9&�".����@�I����������� A����� �(

�":��*����;���B������R��*��(� �"��4��<�������.�/���,��"��ST��&�U���(Optical density)�'��-OV�D�=���
�H"�/�'�����I.��W��D�(MTT)!:���C*"��&�'���"���:���X"�6��-(�(�4-��	����U�/����:�* �-O�*��(ELISA reader)�

���	5����	
��	�?#*IC50�-��LYG	� ���-�*�6��4B*���	##������BNO$��,��
�������	������������	
��� ����I��������������� ����N�� �"��":��*����;����C���
�� ������<�������.�/��

	� ����������:���'��,�&�U��IC50�I�������������(��(��(µg/mlZ[\�4�'����������������	#]*��4�'���
�2���
-(� �"��8���� \[Z�4^[Z���_[`���O�����(�H���O��/����	
�-�*�6��,�2����(�-+��5��� �I��������������� �-a���
�����������1M��&�������(������2���-.������ � ��������<�������.�/��":��*����;�H����(��1M�!(�R��-NDb�����

	� � �&��,��
����������	��?��� '��� �-��������� ���-(�  �"�� �� 	#]*�� 4�'���
� 2����&��(� ��"V�-(� �#������1�� �("c

� � �&��� "c�'��������.�/	0����(������'��H�?���H�U/�4	������(����(��'����1������2��������!:��������(
&�+��������"�D�X	��� �����.�/������ �48Od���e�+D��� "
�, 

��������������	/����.����4��<�����
�2�'��������4 �"��4	#]*��4������������>���4MTT���
��

!%*���������+�,���-���.�,��/������0�1�� �12�3�41456��-
	����/������/�����78���������	
-��/�������������������'%*������
9���:.������.�,�2�3�41456��-
	0�1�� �1���

/������/���������	
-��/�����������������&%;0�,9�-�	��8���
9���<��:.���;0�.�������/��������=/16�1.�	��8�3�41456��-
	����	
-��/���������������� 

*�����	������� �!"#�$�%*������
9��.�,���/������/������78����������>:��;�����?�''��@ >?����	
-�••••��&�"#�$'( ��)*��+% iraj.sharifi@yahoo.com ��
,*�-	�+���#�%�!AB!'B!&AC��������������������./0��,*�-	�+���#�%�!DBEB!&AA��������������,*�-	�1��2&�%FBGB$())�  

3*�-	
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�������
�-�".?��'"���.�/������.�(�'������������I���-f�c�������!f(�R���

�����&�+���2�(�X�5��������������� �g�5��8O$��� �-��B*��&�"�D� "��
��4 �� -(���"d����� �-���__��������Bf*��%��f
�&�����"��@E4^A�,

���������� �"��������
�	�(�!h��I��&�"#��-(����".�����.�(�2��
����� "f(�-�"�������&�f�'�if��(�����������f����������f�����/�f����f�

���� "
�@j,A�������B
�	�(�������&��'�*�>��U����d@WHO�A
������ �	D��0�D�X�D�� �'"���.�/E^������B6������)��&"�O�����1M��

�R������������ '�2�.Q��X�D�2���� ���� � ��������� �	D�-�� "
j`F�
����������	��� ����R�&��-(�b�(��k�3��� ��)��&"�O��@lm\��4E�,A�'��(

������ �	D� �	�	�� ��"���-���/�*^���������#��-��B*���)��&"�O���`[E�
���b������*";�'"���.�/�-(��)��&"�O����	�"
@\4lA,��

�������� �X���Cc���� ������f.�(�2���&��� ������f���������f�
&�"ff.����n#ff;������ff�".�����2��"ffO:��4-ffO.�'���ff����9

@������"O��A���������"�"O�"���*����	*@H��*"�#;�A�����f
�(	#�
@omZA��4���'��-�lF����������(�fQ�������� �&�"#��-(�&"#����!�R�X�*�

�����".��������R�� �)�*�� �"�-�����	���@ZA�,������f1���(���������2��
����U��������(������������� �-f)R��p"�fc�-f(��fO:����������Uf��

�����2�'"� ��	�/"��'������"O��i��(�'�#��")+��������)+f����f�
����	�"
@_�,A��

X�ff*�� ���-ff(�Bff���5��&�Uff���q��Uff���4�ff�c����ff�
&�".�����������f��n#f;���f����9���������f��3��-f(��f?#�����f������

�	�	��������.�/	0����f�N�������2�+f���")���42�f*")�O���B�4
���2�+���"����;�4X�'��"�"�����	f
�����.�
������������*�

��B*�@E^mEF�,A���r���X�D�2���� �������&�	f(������ �2���'��H�	�
����	#�+������������1�@j4EEA���������!��"��2���B�.*�2�#s.���

��	��;��&	��������1�������������&�U���tbV��'��	3(���D����� �'� 
����������������u��5��-O.��'���	����v"d�&��� �������	f
�(@j,A��'�

��&��� �2������d���-(�����wf����������f*����d�f#��� ���-f(�����!f�/ 
-ff#�U����2�:#ff*���ff����ff*��* �H	ff�&�	ff(�8ff*�#��

�.��	
�(�@^A,���

���-h#���-(�-�"���(���������������� ������� ��"f��'������+f(�� 
��	#�+��-0����-�"�����	R�� '� ����d� ���e��f* � �&�'��

����	#
�(4��"0"��2��������0�x�������"(�&�����'��� �)�*����f��
5y#�-������������ �"f���"fN#��2�	(M������f�����fR�	f�������	f� @^,A�

������������������������	
���������������������f���zv�f.�D���
����#$�%�#���'������������f������f�����	f�	���f���� �!f��"�����	f##�

@j4EF4E^A,�c�(����-(�4�3��d��v"�6�������'���f#$�%�#��&�"#�
�ff��S"+ff6��������.ff�/	0���ff������	�"ff
�@EF4EjA,�

-(���"d��-��zv".3������������"f(�&������'��I��	�������"��� �
��(��&��� ��'������+(��������� �)�*����")��!��"���� "
�,�z��f�c��

B���;���������������������� �'��� �)�*��-#��'�� �� ��'������ 
���.�/�&��� '"�B*���	
�!V�D�@E,A���

��������� �	3��������.�/	0����1��2��3��4��56��2���'��7	�
�'����ff�������������ff(��	ff
�{��Q�ff*�����ff�����ff�

�":��*����;����f������.f�/�����������>���'��� �)�f*���f(���<�f���
=�����?#* MTT���	
�(,��
��

�����������

�������(�?��>���-(���56��2��(Experimental)����!:��������(�
�O��	���(���<�������.�/(MRHO/IR/75/ER) ���'���	f
�-f����

�������.�(�q��w;���>'"���U���������-�+(���H�T����B*";����
	
�H�?���&������h
U;�H"O����:�� �-(,��

��
��� !���"#������������

�'���
�2����&������(Zataria multiflora Boiss)�4	#]*��
(Peganum harmala)� �"����(Myrtus communis)��7��fd��'��

��%.��&�����&��*��
��������������"���(���-�".�����������f(��
��	� ���-�������*�#
�,����%f.��&�f�����|]*������ ��	f
�����

�����S��*��'��	3(���Ic�-��*������>����f(�& ����&"�f*v"��;
�X"������(_FG�������������	�	f
���f��@E\�,A�����H�f.��4&�f��;�� 
��������(����-���������}fc�� ��f�y5��>����(��	���B* �����	fD��f��
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Ic��������q��f�'��H�?���&��'������~�O���&	
����f�����X�fsQ��� �
	�	
����	�:��,��

��
�$��%����� !��&'����(����

�":��fff*����;��fff���<�fff������.fff�/����-�"fff*
MRHO/IR/75/ER *b��-(��I^`�O�������C�f6������ ���f��/

��B�RPMI-1640�(Gibco-BRL)�����fD�EFG�����2�f#��H�f*�
����� (Gibco-BRL) ������f� �� �&��&�f.O].��b�fR�-�`l�

�����*�-�� ������	��-(� ���jF����$�-5�R �����������fD����	f
�X�3�
Iu/ml�EFF�fff#;�����2�O�fff*µg/mlEFF�2�+fff���"�;��*�� �

(Gibco- BRL)���!ff5�#�� "ff(���ff� �� �°C^K^`�4�Bff�
� � �	
,��

��
�&'���
��)*��

������� �	3����("���Hv�'��� �)�*���(��":��*����;��������� �-f����
��Bff��C�ff6�RPMI-1640���	ff
��Bff(�1�'�ff��-ff(��� �

@Stationary - phaseA�	�	�*����4����>��.
�S"h*��h�����'�� 
� �	3��-(��ml[EF`�`	� ���!�	3��X"O*�,��

��
�+��,������$��

��ff*��(�2ff���� ��-(�ff����ff3/�y��	ff#��.������� �'
I����������(Tartar emetic) (�-���-f��2���!�/ �-(�X��#��&�"#�

��������(�":��*����;�����������.�/����1M������C�f6��� �����(�
�����	
�� �)�*��4 �� �B�@E`4ElA�,�����If����� �2���&�"f.�����

-*��������������B��f
�'��� "f;���"fV�-f(�-��B*�������9Merck�
�	
�-����&�./�������'�X"�������� �-��	
�(���

(Potassium antimony (III) oxide tartrate hemihydrate) 

C4H4KO7Sb `[F�������  H^O         >� oo�  (Merck-Germany)�
�

�
��MTT��
��(�������������1���(��'����������������f(�X��#������ �����

�":��ff*����;��ff���>���'����<�ff������.ff�/�!ff:����

MTT��	
�� �)�*��,����=���>���I��4>���2�����Bf*���?#*�
-ff���ffd��H"ff�/�'�����Iff.��&��(Tetrazolium salt)  

[3- (4,5- dimethylthiazol- 2- yl) -2, 5- diphenyl tetrazolium bromide] 

MTT���������f��&�'�f��"���:���X"�6��I��-(������!�	f���X"fO6�
���� "
@�EomEZ��4EE4EjA�,�����B�/�3��C*"��4W��D��q#����2��

������!f:��������	f#�"����'��<��	�� ���#�+�"*���U�����H�f?���
���� "
�@EE4Ej4EoA��f����-f(�-�������If��&�"f#���������	f
��-f)/
�	�'���������� ��f*�;��(��(�� ��":��*����;�& "(�f���-f(�������f�
��� ��@�EoA�,��X"fO6��-�������(MTT4mg `�� "f;� MTT�� 
mlE�X"O6�� PBS�!���*��mg/ml)` (���!D� "
,��
��

���-���.$��/0'�������1����2��1������

��'��":��*����;���������.�/���������C�f6��� � "f�"����<���
�B�RPMI-1640��	f
��B(�1�'���� �-��(Stationary phase)�

� "(��&�U���-(�	�µlEFF�����������Bf�O;�If��a��f��-(���-�
� �(�ol�
-��c������ ���"V�-(�����!((Duplicate)���-��0��	
�-(�����-f���"6�

I��a����� EF`��` ������R��":��*����;�,��
��
���-�����"#������$�.$����2��1��������

���� ��������'��-�� ������������-f��X�f�#������ ���PfO�Q����f�
-(���O$�� �8�����fNB������f�^`[jE��4`[l^4�E^`4�^`F4�`FF����

`FFF����O���� �H����h������	
�-�������/����	� "(�����&�Uf���-(�µlEF�
�Iff��a�-f(��Bff�O;���ff�ol�-f��c��-ff(�������"ffV!ff(� �4

-��0��	� ��,�������	��
�'��2����(���b��@I�b(�A��	
�� �)�*��U��,�
(���-2��V�����B�O;�I��a�I��� �-����"4���C5��µlEFF��C�6�

�������	� ���-��0����� �������":��*����;�	R���B��,�2�#s.�
������C5���:� �I��a�� �-(�":��*����;������-(�!:�������&�"f#�
�������'��	3(���	
�-��0��X��#�Z^����Bf�O;�4&"�*�("h���B��*�����f�

{��c�	
��&�U���-(����EF������f�c��X"O6��'��I��a�����?D
MTT@�`��O���������O����(�H���f��/A���zb�fR�-f������	f
�-f������� "f(�
-�Q����	
,���I��a�������D��)#��X��#�µlEFF����Bf��C�6�
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***

���C5���µlEF����X"O6��'��MTT��������	
�(�,z��R�3����Bf�O;������-f(��f�
���	�\mj������ �� �B��*�C°^K^`����	�	f
�-f("h����,���'��	f3(

�����Bf�O;�4&"�f*�("h���&��'��	���������&��f�(�&"�f*�("h���'���f�
� �����	�	
��X��+���������������C�6��X �3���.?D��(�&�'���"���

�����X �3���#3��-�/���B�µlEFF���������X"fO6��'��If��a��f��-(�
���	�ff*��!ff��;��;�U��@�I��	��O�	�ff*�E[F�� �X�ff����

�u/�c�!��;��;�U���A�!D�B����=���& ��4����=������ �U���
�����{"��X"d�� �-OV�Dnm\o^�������	����U�v����:�* �'��� �)�*���(��

(ELISA reader)�B���R�
�ST����	��"��-f(�����4�	f���Bf* 
���&�Uf���2��3�����(�(Inhibitory concentrations 50%) IC50���-f�

��������	
��'��-��B*��������'����NO$`FG��������"fO���+�������
���-�*�6��4	#��	� ��,��

��
����%�&��3!����4�!��

������&"�'��'���*��(�2���� ANOVA ���(����-+f��5�
���������2�(���"��ST��2�:������������f#3����"fV�� ����f������ 

�&"�'��'��& "( Post Hoc- dunnett ����f(������fQ(�1��2�f�3�
�����������X��#������ ����	
�� �)�*����,��������yf*�2f����(���b�

�ff#3������ F`[FP<�&�ff#�.d��-OffV�����(CI)�o`����ffN��� 
-�����	
�,H������U��SPSS version 17.0���(�U?���O6����-�f��!
� � �B������R�� �)�*�� �"��4��,��

�2�#s.��	����U�v����:�* �'��� �)�*���(�(ELISA reader )�
������"��ST���@ODA�(�-����������f�'�X"f����e�f*��(��	���B* 

�&�U��IC50H����(�����U��EXCEL	� ���-�*�6������
Log (IC50) = log(x1) + [(y1- y0/2)/ (y1-y2)] [log(x2) - log(x1)].��

� ������"f��X"���y1��������BfNO$� �!f:�����	f5��x1����-f.����
BNO$������������.��y2���������BfNO$�� �!f:�����	f5��x2����-f.����
BNO$�������(�����	
�(,��2�#s.� y0���"��ST��-(�g"(��

����&���-��B*��X��#���������������-f(�g"f(���!f:�����	5���	#� 
���X��#��	
�(,��

��

5�����
������������ ����f�������f��-*�������.�/	0��1��-3/�y��2���� 

����(�I��������������� ��(�-+��5�-����(�X��#��&�"#����	f
��f*��,
���(���"��ST���������-�����������Bf���R��	f����U�v����:�* �-O�*�

��	������1Mf�����	f
��	�?#f*�����f������� ��,����fQ(�1���	f�(�
������������n��f�����Bf�������fR��*��(� �"������#��-(�I����������

��1M��BNO$������&��PO�Q�����g/ml)�`FFFm^`[jE�A��7b�fc�
�#3�������� � �&�f�������� @FFE[FP<A������ �7b�fc��2f���-f���

�&"�'�Post HocBNO$�� �7b�c��-(�g"(����g/ml�`FFF��(�
�BNO$����*������������ "(����	
�������8�"��":��*����;����f���

	� �����<�������.�/B*���@��� ".��E,A��
��

��
��
��
��
��
��
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Abstract 
Background & Aims: Plant extracts and plant-derived compounds are valuable sources of new medicinal 

agents that are commonly used to treat infectious diseases. The purpose of this study was to evaluate, anti-

Leishmanial activity of three plant extracts on L.major promastigotes by colorimetric assay as compared to a 

trivalent antimonial compound (tartar emetic).  

Methods: Leishmania major promastigotes were cultured at 25±2°C in stationary phase in RPMI-1640 

medium supplemented with 10% heat inactivated fetal calf serum (FCS) and antibiotic. Then by using MTT 

assay, the biological activity of plant extracts in comparison to potassium
 
antimonyl tartrate [Sb (III)] on 

L.major promastigotes were assessed. The optical density (OD) due to cleavage of the tetrazolium salt MTT 

[3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide] into a colored product formazan by the 

parasite was measured using ELISA reader and IC50 values (50% inhibitory concentrations) were 

determined. All experiments were repeated in duplicate. 

Results: plant extracts and Tartar emetic inhibited the growth of promastigote forms of L.major in vitro after 

72 hours of incubation. IC50 of tartar emetic was 4.7 µg/ml,�and IC50 values for Zataria multiflora Boiss, 

Peganum harmala and Myrtus communis extracts were 7.4, 7.2 and 5.8 µg/ml, respectively. Although tartar 

emetic was more effective than plant extracts, all extracts had profound effects on promastigotes of L.major. 

Conclusion: Since, plant extracts of Zataria multiflora Boiss, Peganum harmala and Myrtus communis have 

anti-Leishmanial effects in vitro, further works are required to evaluate the exact effect of these extracts on 

Leishmania agents in animal models. 

Keywords: Leishmania major, Zataria multiflora Boiss, Peganum, Myrtle communis , Plant extracts, MTT 

formazan 
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