[image: image3.jpg]@
o e 9 O
)0l cuny sjoT ginsls olSibly
Biotechnolgy Student Club



[image: image4.png]


[image: image5.jpg]




باسمه تعالی
فرم طرح پیشنهادی پژوهش (پروپوزال)
هفتمین کارسوق ملی مهندسی ژنتیک
عنوان طرح:
بررسی اثر عصاره سه گیاه بومی شهرستان دماوند ؛ ریشه کاسنی (Cichorium intybus )، برگ آویشن (Thymus vulgaris‌) و تخم گشنیز (Coriandrum sativum) بر تنظیم نرمال فلور لوله گوارش
نام گروه :کروموزوم شماره 10
نام استاد راهنما:امیرحسین مرادی
نام پشتیبان :
1) مشخصات گروه:
	مرکز آموزشی

	استان:تهران(شهرستان های تهران)
	شهر:رودهن

	نام مرکز آموزشی:دبیرستان استعداد های درخشان شهید بهشتی رودهن


	اعضای گروه

	ردیف
	نام و نام خانوادگی
	پایه تحصیلی
	شماره تماس

	1
	محمد صالح نوردی
	هشتم
	09393757829

	2
	امیر علی فاتحی 
	هشتم 
	09034243579

	3
	محمد آریان ملاولی ئی
	هشتم
	09218858134

	4
	
	
	


	مشخصات استاد راهنما

	نام استاد راهنما:امیر حسین مرادی 

	رشته و مقطع تحصیلی استاد راهنما:کارشناسی زیست

	محل خدمت:رودهن


2) عنوان طرح: 
	بررسی اثر عصاره سه گیاه بومی شهرستان دماوند ؛ ریشه کاسنی، برگ آویشن و تخم گشنیز بر تنظیم نرمال فلور لوله گوارش



3) تعریف اصلی و اهمیت طرح (حداکثر 300 کلمه):
	سیستم گوارش یکی از مهم​ترین سیستم​های عملکردی بدن است که نقش حیاتی را ایفا می‌کند و از ارگانهای مختلف تشکیل شده است که در کنار هم عمل هضم و جذب مواد مغذی غذایی را انجام می​دهند.  بدن انسان بطور طبیعی توسط میکروارگانیسم های مختلف (باکتریهای مفید) پوشیده می​شود. فلور نرمال بدن در شرایط عادی بی ضرر و حتی مفید بوده و بیشتر آن​ها در روده یافت می​شوند که برای حفظ سلامت بدن بسیار مهم هستند. حال اگر نرمال فلور لوله گوارش به خصوص در روده​ها بر هم بخورد باعث بروز بیماری​​هایی همچون: اسهال، یبوست، عدم تحمل لاکتوز، نفخ، زخم معده، گلودرد و دل درد، اسهال​های مسافرتی، پوسیدگی دندان و... می​شود. روش درمان مرسوم استفاده از آنتی بیوتیک​هاست. آنتی بیوتیک ها قادر به تمایز بین باکتری​های خوب و بد نیستند؛ بنابراین همه آن​ها را از بین برده و تعادل باکتری​های روده را از بین برده و باعث کاهش باکتری های مفید و افزایش رشد باکتری​های مضر می​شوند. زمانی که نرمال فلور لوله گوارش(حدود 85%  باکتری​های مفید و حدود 15% باکتری​های مضر) دچار مشکل می​شود، داروهای همچون پری بیوتیک​ها، پروبیوتیک​ها و سین بیوتیک​ها نرمال فلور لوله گوارش را تنظیم می​کنند و این مشکل حل می​شود.  هدف از انجام این طرح بدست آوردن بهترین ترکیب از عصارات، جهت تولید یک داروی پری بیوتیک و آنتی بیوتیک است؛ در واقع مواد موثره پری بیوتیک عصارات، باعث رشد  بیشتر باکتری​های مفید شده و مواد آنتی بیوتیک عصارات سبب از بین رفتن باکتری​های مضر می​گردد. به طور دقیق تر در این طرح بر روی یک باکتری رایج مضر در لوله گوارش اشرشیا کولای (​Escherichia coli) و یک باکتری رایج مفید لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس (Lactobacillus acidophilus) کار می​شود و تاثیرات عصارات و ترکیب​های آنها بررسی می​شوند و بهترین ترکیب به عنوان دارو انتخاب می​شود. 


4) اهداف طرح (حداکثر 150 کلمه) :
	   - بررسی خواص ترکیب عصاره سه گیاه دارویی ریشه کاسنی (به دلیل خاصیت پری بیوتیک)، آویشن (برای خاصیت آنتی بیوتیک) و تخم گشنیز(برای متعادل شدن طبع و ضد نفخ بودن فرآورده و همچنین خواص آنتی باکتریال​) بر روی باکتری​های منفی و مثبت لوله گوارش
-  تولید دارویی با این خصوصیات برای تنظیم نرمال فلور لوله ی گوارش است. یعنی فعالیت عدم رشدی و آنتی بیوتیکی نسبت به پاتوژن​های لوله گوارش(باکتریواستاتیکی) و رشد و تکثیر بیشتر باکتری​های مفید است؛ بنابراین فلور لوله گوارشی که در اثر به خوردن نسبت پاتوژن​ها و باکتری​های مفید دچار مشکل شده است، فلور لوله گوارش فرد دچار مشکل را تنظیم و آن را به حالت طبیعی خود باز می​گرداند.
- همچنین دیگر هدف این طرح از بین بردن عارضه​ی جانبی دیگر پری بیوتیک​ها و پروبیوتیک​ها، یعنی نفخ و گاز است که این عارضه​ی جانبی به دلیل وجود تخم گشنیز در ترکیب، از بین می​رود.


5) پیشینه طرح (حداکثر400 کلمه):
-  اشرشیاکلی جزء باکتری​هایی است عمدتا در فلور لوله گوارش وجود دارد و با رشد بی رویه خود باعث بروز بیماری هایی همچون اسهال و ... می​شود و به عنوان یک پاتوژن برای فلور لوله گوارش است.
 - لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس​ها جزء گونه​های عمده از لاکتوباسیلوس​هاست که در نرمال فلور لوله گوارش وجود دارد لاکتوباسیلوس​ها جزء باکتری​های مفید لوله گوارش است که با تولید باکتریوسین¬هایی با پاتوژن​های لوله گوارش مقابله می​کند.
 - طبق مقالات پری بیوتیک​ها خاصیت انتخابی دارند یعنی فقط بر پروبیوتیک​ها (باکتری های مفید) اثر مثبت می​گذارند ولی بر باکتری​های مضر اثرگذار نیستند یعنی باکتری​های مضر نمی​توانند از مواد پری​بیوتیک استفاده مفید بکنند برخلاف پروبیوتیک​ها.
-  همچنین مقالات نشان می​دهند که غلظت 250 میلی لیتر در لیتر (حلال آب) برای عصارات تخم گشنیز، ریشه کاسنی و برگ اویشن بیشترین میزان بازدهی نسبت میزان عصاره را دارند برای همین در آزمایشات از غلظت¬های اطراف آن یعنی 200 و 250 و 300 و 350 را بررسی خواهد شد.
 -  مطالعات ثابت کردند که لاکتوباسیلوس​ها با اشرشیاکلی مقابله کرده و با مهار کردن رشد آن به سیستم ایمنی بدن کمک می​کنند ولی تنها اشرشیاکلی نیست که توسط لاکتوباسیلوس​ها مهار می​شود بلکه با استافیلوکوکوس اورئوس، کاندیدا البیکانس، لیستریا مونوسیتوژنز (باکتری مرگ بار) شیگلاو برخی دیگر از پاتوژن مقابله و از رشد آن​ها جلوگیری می​کند. 
-  طبق مقالات آویشن (طبع گرم) حاوی ترکیبات فنولی، کارواکرول و تیمول هست و انواعی از ترکیبات است که نسبت به پاتوژن​هایی مانند اشرشیاکلی، استافیلوکوکوس اورئوس و ... انتی بیوتیک هستند ولی نسبت به پروبیوتیک​ها اثر انتی بیوتیکی بسیار کمی دارد ولی در صورتی که مقدار کمی از این پرو بیوتیک¬ها دچار مشکل شوند چون کاسنی (طبع گرم) حاوی ترکیبات پری بیوتیک مکانند اینولین، پکتین، لاکتوسین و .... است که به این پروبیوتیک​ها کمک می​کنند تا بیشتر رشد و تکثیر کنند و مشکلی برای پروبیوتیک​های فلور لوله گوارش به وجود نیاید.
-  گشنیز نیز خاصیت ضد نفخی و طبع سرد و خواص انتی بیوتیکی دارد که به ما کمک می​کند دارویی بهتر بسازیم.
6) نوآوری طرح :
	   طرح به دلیل گیاهی بودن، عوارض دارو های شیمیایی مشابه را ندارد. همچنین در باکتری​ها مقاومت به انتی بیوتیک​های گیاهی کمتر از مقاومت به آنتی بیوتیک​های شیمیایی است و مقاومت به آنتی باکتریال​های گیاهی دیرتر اتفاق می​افتد.
   یکی از معایب آنتی بیوتیک​ها از بین رفتن برخی باکتری​های مفید(پروبیوتیک ها) است اما این عصارات دارای خواص پری بیوتیک هستند که موجب می​شود پروبیوتیک​ها نه تنها از تعدادشان کم نشود بلکه زیاد هم  بشوند.

   برخلاف بسیاری از داروهای پروبیوتیک و پری بیوتیک که دارای عارضه​ی نفخ و گاز هستند، این طرح به دلیل دارا بودن تخم گشنیز ضد نفخ  و گاز است.
   تفاوت این طرح با طرح ها و مقالات دیگر بومی بودن گیاهان برای ناحیه دماوند است.


7) سؤالات  طرح:
	  -  آیا ترکیب عصارات ما می​توانند اثر بیشتری بر روی تنظیم نرمال فلور لوله گوارش بگذارند یا هر کدام به تنهایی اثر بیشتری بر روی تنظیم نرمال فلور لوله گوارش دارند ؟
  - گروه با انجام ازمایش می​تواند به این سوال که ایا ترکیب عصارات اثر انتی بیوتیکی بیشتری دارد یا انتی بیوتیک​های دیگر اثر بیشتری دارند ؟()
  - آیا با انجام آزمایش، رشد و تکثیر باکتری​ها پیشرفت به سزایی دارد؟ اگر موثر است با چه ترکیبات و چه عصاراتی؟ 
 - همچنین به این سوال که ایا عصارات ما واقعا بر اساس فرضیات و انتظارات علمی عمل می​کنند یا خیر؟    


8) فرضيه‏های طرح :
	   ما می​دانیم که کاسنی منبع غنی پری بیوتیک​هاییی مانند پکتین، اینولین، فروکتوالیگوساکارید و.. هست پس انتظار می​رود که هنگامی که عصاره​ی کاسنی حاوی این مواد، از طریق خوردن به لوله گوارش فرد برسد و باکتری های مفید از جمله لاکتوباسیلوس​ها و بیفید و باکترها (که باکتری​های مفیدی هستند که به بدن کمک می​کنند و با تولید باکتریوسین​هایی به پاتوژن​های روده حمله می​کنند و در نتیجه به تقویت سیستم ایمنی کمک می​کنند. این باکتری​ها به درمان بیماری​هایی مانند اسهال، یبوست، زخم معده (با حمله به هلیکوباکترپیلوری و دیگر بیماری​ها) رشد و تکثیر بیشتری داشته باشند و در نهایت به سیستم ایمنی و بیماری​های گوارشی فرد کمک می​کند.
  آویشن حاوی ترکیبات آنتی بیوتیک (ترکیبات فنولی، تیمول، اکرول و...)هست و انتظار داریم هنگامی که فرد عصاره این گیاه را مصرف کند بیماری​هایی که در اثر پاتوژن​هایی مانند اشرشیا ایکولای (اسهال)، هلیکوباکتر پیلوری (زخم معده) و کاندیدا آلبیکانس (عفونت شدید) جلوگیری و به تنظیم نرمال فلور لوله گوارش کمک کند. 
   تخم گشنیز هم ترکیبات آنتی بیوتیک دارد و همچنین دارای خاصیت ضد نفخی و گازی است. (که این عارضه جانبی همه​ی پروبیوتیک​ها و پری بیوتیک​ها است.)دلیل دیگر انتخاب تخم گشنیز سرد بودن مزاج آن برای تعادل مزاج است زیرا  ریشه​ی کاسنی و  برگ آویشن گرم هستند ولی با این حال تخم تخم گشنیز با طبع سردی که دارد باعث خنثی شدن مزاج می​شود و مزاج متعادل باعث ایجاد مشکل برای فرد نمی​شود.

   در نتیجه ما انتظار داریم که ترکیب عصاره این سه گیاه به رشد و تکثیر بیشتر لاکتوباسیلوس​ها، بیفیدو باکترها و دیگر باکتری​های مفید کمک و از رشد و تکثیر اشرشیاکلی​ها، هلیکوباکترها، لیستریامونوسیتوژنز ها، کاندیدا آلبیکانس​ها و دیگر پاتوژن​ها جلوگیری کرده و در نتیجه نرمال فلور لوله گوارش تنظیم شود.


9) شرح نحوه انجام طرح:
	در ابتدا گیاهان مورد آزمایش، ریشه کاسنی، برگ آویشن و تخم گشنیز ار عطاری​های معتبر تهیه شده و توسط  استاد راهنمای طرح شناسایی و مورد تایید قرار خواهد گرفت. سپس هر سه گیاه به صورت جداگانه آسیاب شده و برای عصاره گیری آماده خواهند شد، نحوه عصاره گیری از گیاهان بصورت زیر است :

· ریشه کاسنی : روش عصاره گیری سوکسله
روش کار به اینصورت است مقدار مشخصی از پودر گياهی تهيه شده در مرحله قبل، در محفظه استخراج قرار داده شده و این محفظه با اتانول تازه پر می​شود. در این روش، با برگشت اتانول مایع حاصل از ستون تقطير، مایع به نقطه سرریز رسيده و از طریق یک لوله دوباره به ظرف حلال برگشته و همراه با خود ترکيب​های استخراجی را نيز حمل می​کند. در ظرف حلال، جداسازی عصاره از حلال توسط فرایند تقطير انجام می​شود. به طوری که در نهایت عصاره مورد نظر در ظرف پایينی باقيمانده و حلال دوباره به محفظه استخراج فرستاده می​شود. این عمليات آن قدر ادامه می​یابد که فرایند استخراج کامل شود.
· برگ آویشن : روش عصاری گیری خیساندن(ماسریشن)
در این روش برگ آویشن خشک شده و خرد شده به مدت سه روز داخل شیشه ریخته و با حلال آماده شده (آب و اتانول) پر می​شود. باید تا ۱.۵ سانتی متر ظرف شیشه​ای خالی بماند. میزان حلال باید به اندازه​ای باشد که سطح گیاهان را به خوبی بپوشاند. درب شیشه بسته و به مدت 72 ساعت روی شیکر قرار داده می​شود. طی این زمان مواد مفید و املاح گیاه در حلال مورد نظر حل می​شود. بعد از این مدت، ترکیب را فشار می​دهند تا تمامی عصاره گیاه از آن خارج شود. سپس عصاره به دست آمده را از صافی عبور می​دهند و مایع به دست آمده را در شیشه​های ترجیحا تیره، که مناسب نگهداری از عصاره باشند، نگهداری می​شوند.
· تخم گیشنیز: روش عصاره گیری خیساندن(ماسریشن)
به روش بالا انجام می شود.
· آماده سازی باکتری​ها
دو گروه باکتری در این آزمایش مورد بررسی قرار می​گیرد:
· سویه استاندارد لاکتوباسیل اسیدوفیلوس PTCC 1643)​)
· سویه استاندارد اشرشیا کلی (PTCC 1399)
ابتدا این سویه​ها تهیه شده و در محیط کشت به مدت دو هفته واکشت می​شود تا خالص سازی گردد. سپس گروه​های آزمایشی را به پنج گروه سه تایی (پنج تیمار در سه تکرار) تقسیم بندی می​کنیم که در سه گیاه نیز انجام می شود:
1- گروه اول:  غلظت 20 میلی لیتر از عصاره (تکرار در سه پلیت)
2- گروه دوم: غلظت 25 میلی لیتر از عصاره (تکرار در سه پلیت)
3- گروه سوم: غلظت 30 میلی لیتر از عصاره (تکرار در سه پلیت)
4- گروه چهارم: غلظت 35 میلی لیتر از عصاره (تکرار در سه پلیت)
5- گروه شاهد 1: محیط کشت حاوی باکتری​های اشرشیاکلای در حضور دیسک​های استاندار جنتامایسین
 (در سه تکرار) برای آزمایش روی ایکولای، گروه شاهد2: محیط کشت حاوی باکتری​های لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس در حضور دیسک​های استاندارد ونکومایسین
 (در سه تکرار) برای آزمایش روی لاکتوباسیلوس.
ابتدا 18 پلیت حاوی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس را در محیط کشت بلاد آگار و 18 پلیت اشرشیاکلی مقاوم به آنتی بیوتیک​های رایج را در محیط کشت EMB آگار تهیه می​کنیم که نوع کشت هر دو باکتری، کشت چمنی است. سپس سه عدد از هر کدام از پلیت​های حاوی باکتری​ها را گروه کنترل قرار می​دهیم. در ادامه عصاره گیاه اول را با غلظت​های (20ml،25ml،30ml،35ml) در 100میلی لیتر آب حل می​کنیم و جهت اثردهی عصاره​ها بر روی باکتری​ها، دیسک​های کاغذی از جنس کاغذ صافی، تهیه می کنیم. روش کار به این صورت است که توسط پانچ به تعداد زیاد یک کاغذ صافی را پانچ کرده و دیسک​های کاغذی از جنس کاغذ صافی تهیه شده توسط اتوکلاو استریل می​شود و در ادامه پتری​ها با 100 میکرولیتر از باکتری مورد آزمایش تلقیح می​شود؛ به این صورت که با استفاده از یک سوآپ
 استریل مقدار مشخصی از باکتری را برداشته و به صورت چمنی روی محیط، کشت می​دهیم. وقتی باکتری روی پتری​ها کشت شد، برای اثر دادن عصاره​ها روی محیط کشت، در زیر هود، دوزهای مورد نظر از عصاره​های آماده را با ذکر رقم روی دیسک​های کاغذی تهیه شده ریخته و اجازه می​دهیم تا در زیر هود خشک شود. در ادامه، دیسک​هاي کاغذ فیلتر که حاوی عصاره خشک شده بودند روی سطح محیط کشت پلیت​های حاوی لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس قرار داده شده و تحت شرایط مناسب در انکوباتور قرار داده می​شود. عامل ضد میکروبي (عصاره​ها) در آگار پخش شده و مانع جوانه زني و رشد میکروارگانیسم مورد آزمایش می​گردد. سپس از نظر قطر هاله بعد از 24، 48 و 72 ساعت مطابق استاندارد CLSI 
با استفاده از خط کش مورد بررسی و اندازه​گیری قرار می گیرد و اثر ضد باکتریایی هر عصاره با مشاهده اندازه هاله عدم رشد مورد تفسیر قرار مي​گیرد. این روش برای هر دو باکتری  و عصاره سه گیاه به صورت جداگانه انجام  می شود و موثرترین غلظت برای هر عصاره به دست می​آید.
در مرحله بعد،  پنج گروه  آزمایشی با سه تکرار خواهیم داشت:
1- گروه آزمایشی اول: موثرترین غلظت  از تخم گشنیز و آویشن  (در سه تکرار)
2- گروه آزمایشی دوم : موثرترین غلظت تخم گشنیز و کاسنی (در سه تکرار)
3- گروه آزمایشی سوم: موثرترین غلظت آویشن و کاسنی (در سه تکرار)
4- گروه آزمایشی چهارم: موثرترین غلظت آویشن و کاسنی و تخم گشنیز (در سه تکرار)
5- گروه شاهد : کشت باکتری ها بدون حضور عصاره، افزودن آب مقطر به جای عصاره (در سه تکرار)
با اضافه کردن موثرترین غلظت​های هر گیاه دو به دو (تخم گشنیز و آویشن، تخم گشنیز و کاسنی، آویشن و کاسنی) و در آخر سه عصاره را با هم ترکیب می​کنیم و به روش قبل به پلیت​ها اضافه می​کنیم و میزان رشد و تکثیر باکتری​های درون پلیت با حضور دیسکهای حاوی ترکیب عصاره ها بررسی و مقایسه می​کنیم تا بهترین ترکیب از همه​ی ترکیب ها مشخص شود .
· آزمون دي متيل تيازول دي‌فنيل تترازوليوم برومايد یا MTT Assay
پس از تعیین بهترین دوز و بهترین ترکیب از مجموع عصاره ها، بررسی میزان سمیت این عصاره ها بر روی باکتری مفید لاکتوباسیل اسیدوفیلوس به روش MTT انجام خواهد شد.  ابتدا 104×1 باکتری  به همراه 100 میکرولیتر محیط کشت درون هر چاهک پليت كشت سلولي 96 چاهكي ريخته شده و سپس به مدت 24 ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتي‌گراد قرار خواهد گرفت. سپس محیط کشت روی سلول‌ها تا حد امکان خارج کرده و 100 میکرولیتر از غلظت​های آماده شده از هر ماده به هر چاهك كشت افزوده شد و باکتریها براي مدت 24 ساعت ديگر در مجاورت ماده با غلظت​های مشخص قرار گرفتند. پس از آن محيط كشت خارج شده و 100 ميكروليتر MTT با غلظت 5/0 ميلي‌گرم بر ميلي‌ليتر در هر چاهك ریخته خواهد شد و به مدت 4 ساعت درانکوباتور قرار خواهدگرفت. پس از گذشت 4 ساعت محلول روي باکتریها خارج خواهد شد و ايزوپروپانول به آن‌ها اضافه گرديده تا بلورهاي بنفش رنگ ايجاد شده حل شوند. برای حل شدن بهتر رسوب MTT، پليت به مدت 15 دقيقه بر روی دستگاه شيكر
 قرار خواهدگرفت. سپس مقدار غلظت ماده حل شده در ايزوپروپانول با استفاده از دستگاه الايزاریدر (STAT FAX 2100, USA) در طول موج 545 نانومتر محاسبه خواهد شد. چاهك داراي باکتریهای بيشتر چگالي نوري (OD) بالاتري نسبت به چاهك با باکتری كمتر نشان مي‌دهد. بنابراين مي‌توان از رابطه زیر چاهك داراي مقدار باکتری بيشتر را مشخص كرد و با نمونه شاهد مقايسه نمود.
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10) محل انجام طرح :

	آزمایشگاه مدرسه برای عصاره گیری دو گیاه به روش خیساندن یا ماسریشن
آزمایشگاه همکار1 (خرید خدمت) جهت عصاره گیری به روش سوکسله 
آزمایشگاه همکار2 (خرید خدمت) جهت انجام آزمایشات میکروبی (کشت باکتری​ها)


11) امکانات موجود در محل انجام طرح :
	 امکانات اولیه آزمایشگاه:
انکوباتور
دستگاه سوکسله
ظرف فانل

میکروسکوپ نوری

سمپلر

محیط کشت آماده 
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� Gentamicin 


� Vancomycin


� swab





� Clinical and Laboratory Standards Institute


� Shaker
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