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دانشگاه آزاد اسلامی واحد شیراز
فرم(10)

درخواست تصويب موضوع پايان‌نامة
كارشناسي ارشد و دكتراي حرفه‌اي
عنوان تحقيق به فارسی
.بررسی ژن های حدت در مایکوپلاسما سینویه

عنوان تحقيق به انگلیسی

Virulence genes in the bacteria Mycoplasma
رشته و گرایش
زیست شناسی گرایش میکروبیولوژی
مقطع
کارشناسی ارشد
استاد راهنما

جناب آقای دکتر 

دانشجو

شماره دانشجویی

باسمه تعالي
فرم(10) فرم طرح تحقيق پایان نامه
درخواست تصويب موضوع كارشناسي ارشد / دكتراي حرفه‌اي

1- اطلاعات مربوط به دانشجو

نام:نجمه                                                       نام خانوادگي:                         شماره دانشجويي:

رشته تحصيلي:زیست شناسی                                 گرايش:میکروبیولوژی            
  مقطع:کارشناسی ارشد
دانشكده:                                                            
       تاريخ و سال ورود:

نشاني:
تلفن:

2- اطلاعات مربوط به استاد راهنما
نام:بابک                 
           نام خانوادگي:                        تخصص اصلي:

تخصص جنبي:                                  آخرين مدرك تحصيلي:          دانشگاهي FORMCHECKBOX 
    حوزوي FORMCHECKBOX 
 

رتبه دانشگاهي :                                           سمت:

سنوات تديس كارشناسي ارشد/دكترا:
            نحوة همكاري: تمام وقت FORMCHECKBOX 
 
     نيمه وقت FORMCHECKBOX 
      مدعو FORMCHECKBOX 

نشاني:
تلفن:
تعداد پايان نامه هاي كارشناسي ارشد راهنمايي شده:

دانشگاه آزاد اسلامي :



ساير دانشگاه‌ها :

عنوان پايان نامه‌هاي كارشناسي ارشد راهنمايي شده در يك سال گذشته :

دانشگاه آزاد اسلامي :

ساير دانشگاهها:

تعداد پايان‌نامه‌هاي كارشناسي ارشد در دست راهنمايي: 
دانشگاه آزاد اسلامي: 



ساير دانشگاه‌ها: 

عنوان پايان‌نامه‌هاي كارشناسي ارشد در دست راهنمايي: 

دانشگاه آزاد اسلامي: 

ساير دانشگاهها: 

تعداد رساله‌هاي راهنمايي شده دكترا در يك سال گذشته: 
دانشگاه آزاد اسلامي :



ساير دانشگاه‌ها: 

 

عنوان رساله‌هاي راهنمايي شدة دكترا: 
دانشگاه آزاد اسلامي: 

ساير دانشگاهها:

تعداد رساله‌هاي دكترا در دست راهنمايي: 

دانشگاه آزاد اسلامي: 



ساير دانشگاه‌ها: 

عنوان رساله‌هاي دكترا در دست راهنمايي: 

ساير دانشگاهها: 

3- اطلاعات مربوط به استادان مشاور
استاد مشاور اول
نام :




نام خانوادگي :


تخصص اصلي:

رتبه دانشگاهي يا درجه تحصيلي: 

شغل: 



محل خدمت:

تعداد پايان نامه‌ها و رساله‌هاي راهنمايي شده كارشناسي ارشد/دكترا:

تعداد پايان نامه‌ها و رساله‌هاي در دست راهنمايي كارشناسي ارشد/دكترا:
استاد مشاور دوم
نام :




نام خانوادگي :


تخصص اصلي:

رتبه دانشگاهي يا درجه تحصيلي :

شغل :



محل خدمت: 



تعداد پايان نامه‌ها و رساله‌هاي راهنمايي شده كارشناسي ارشد/دكترا:

تعداد پايان نامه‌ها و رساله‌هاي در دست راهنمايي كارشناسي ارشد/دكترا:
4- اطلاعات مربوط به پايان نامه‌
عنوان پايان نامه به فارسی:
عنوان پایان نامه به انگلیسی:
زبان پایان نامه:                  فارسي FORMCHECKBOX 
 

غير فارسي FORMCHECKBOX 
 
نوع تحقيق:

بنيادي
  FORMCHECKBOX 

 نظري
  FORMCHECKBOX 

كاربردي
  FORMCHECKBOX 

علمي
  FORMCHECKBOX 

تعداد واحد پايان‌نامه:

پرسش اصلي تحقيق (مسأله تحقيق):

5- بيان مسئله
(تشريح ابعاد، حدود مسأله، معرفي دقيق مسأله، بيان جنبه‌هاي مجهول و مبهم و متغيرهاي مربوط به پرسش‌هاي تحقيق، منظور تحقيق)
 مایکوپلاسما سینوویه مهمترین عامل بیماریزا در ماکیان است و همه ساله خسارات اقتصادی قابل توجهی را متوجه صنعت طیور در ایران می سازد. مایکوپلاسما سینوویه قادر به بیان لیپوپروتئین هماگلوتینین متغیرvlhA 

Variable lipoprotein hemagglutinin A می باشد که نقش مهمی در ایجاد بیماری ایفا می کند.مایکوپلاسما سینوویه یکی از عوامل مهم بیماریزاي ماکیان وبوقلمون در سرتاسر جهان است( 10 ) که با اُستئوآرتریت، سینوویت و جراحات مفصلی همراه است و همه ساله خسارت اقتصادي زیادي به صنعت طیور وارد می نماید( 14 و 1( . مایکوپلاسما ها از آنجائی که به تنهایی یا اغلب همراه با سایر عوامل بیماریزا منجر به بروز بیماری می شوند در صنعت طیور دارای اهمیت هستند. تا کنون 25 گونه از جنس مایکوپلاسما از پرندگان جدا شده است اما فقط 4 گونۀ آنها برای طیور اهلی بیماریزا است که عبارتند از: مایکوپلاسما گالیسپتیکوم (Mg) و مایکوپلاسما سینوویه (Ms) که برای بوقلمون و ماکیان بیماریزا هستند و نیز مایکوپلاسما مله اگریدیس (Mm) و مایکوپلاسما ایووا (Mi) که برای بوقلمون بیماریزا هستند(2 ،6 (.
مایکوپلاسما سینوویه برای اولین بار از آمریکا و در ماکیان و بوقلمون گزارش شد و از آن به بعد در سراسر جهان مورد شناسایی قرار گرفت. ابتدا اهمّیّت اقتصادی این بیماری عمدتاً در ارتباط با جراحات مفصلی و لنگش و اثرات متعاقب آن مانند کاهش رشد در جوجه های گوشتی ، نیمچه های جایگزین و بوقلمون بود. اما سایر اختلالات بالینی و زیان های اقتصادی آن مانند، مشکلات تنفسی،کاهش تخمگذاری،کاهش بازده غذائی و حذف کشتارگاهی نیز مورد توجه قرار گرفته است(5،7،14)

شکل تنفسی عفونت مایکوپلاسمای سینوویه (MS) بیشتر به صورت عفونت تحت بالینی قسمت فوقانی دستگاه تنفس رخ می دهد. فرم بالینی عفونت MSبه شکل تنفسی ، خصوصا هنگامیکه مایکوپلاسما سینوویه با بیماریهای ویروسی دیگر مانند بیماری نیوکاسل یا برونشیت عفونی و یا واکسیناسیون با ویروسهای زندۀ فوق همراه می شود بروز می کند (3،7) هنگامیکه عفونت مایکوپلاسما سینوویه سیستمیک می شود به سینوویت عفونی منجر می شود که بیماری عفونی حاد تا مزمن ماکیان و بوقلمون است و بطور عمده غشاء سینوویال مفاصل و غلاف تاندون ها را درگیر می نماید. متعاقب آن سینوویت اکسوداتیو و تنوواژنیت یا بورسیت ایجاد می گردد(7)  مایکوپلاسما سینوویه دارای یک سروتیپ است اما در بین سویه های آن هتروژنیتی(ناهمگونی) وجود دارد . از نظرتوانایی برای تولید بیماری نیز بین سویه های مایکوپلاسما سینوویه ، اختلاف قابل ملاحظه ای مشاهده شده است. سویه های مختلف از نظر حدت و تا حدی از نظر تمایل به دستگاه تنفس یا مفاصل با یکدیگر متفاوت می باشند .هر چه سویه حادتر باشد ، تهاجم بافتی آن بالاتر بوده و وسعت جراحات آن بیتشر است. از اینرو مطالعات متعددی در کشورهای مختلف جهت شناسائی هویت مولکولی مایکوپلاسما سینوویه به عمل آمده است (3، 9، 10) در کشور ما با وجودیکه مایکوپلاسما های طیور سالهاست که با روش های سرولوژی و کشت مورد شناسائی قرار گرفته اند ، اما مطالعات مولکولی در خصوص مایکوپلاسما سینوویه بسیار محدود بوده است. از اینرو تعیین سکانس مایکوپلاسما های سینوویه جدا شده از مزارع پروش طیور استان مازندران و بررسی فیلوژنتیکی ، جهت مشخص کردن هویت مولکولی و هتروژنیتی بین آنها در این مطالعه مورد توجه قرار گرفته است. بدیهی است که این امر می تواند برای مطالعات بعدی خصوصاً از نظر تفاوت در بیماریزائی جدایه های مختلف مورد استفاده قرار گیرد. در اين مطالعه آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز آلودگی به مايکوپلاسما را به ميزان بيشتری نسبت به کشت رديابی کرد و از طرف ديگر آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز نسبت به کشت، بسيار سريعتر و ارزانتر بود، لذا می‌توان نتيجه‌‌گيری کرد که آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز می‌تواند به عنوان روش جايگزين برای کشت، با توانايی بسيار بالا در ارائه آمار واقعی آلودگی مزارع مرغ گوشتی به مايکوپلاسما سينوويه توصيه گردد.
6- سوابق تحقیق(بيان مختصر سابقة تحقيقات انجام شده دربارة موضوع و نتايج به دست آمده در داخل و خارج از كشور نظرهاي علمي موجود دربارة موضوع تحقيق)

 در تحقیقی که توسط Yu و همکارانش در سال 1999 در کشور چین به منظور مطالعه اتیولوژی اورتریت غیر گنوکوکی انجام شد 1157 نمونه دستگاه ادراری – تناسلی با استفاده از تکنیک کشت و ایمونوفلورسانس بررسی شدند. میزان جداسازی کلامیدیاتراکوماتیس ، اوره آپلاسما اوره آلتیکوم ، مایکوپلاسما سینویه ، کاندید اواستافیلوکوک آورئوس به ترتیب 8/27% ، 5/35% ، 6/26% ، 5/11% ، 23% بوده . میزان عفونت مخلوط به وسیله حداقل 2 پاتوژن 8/19% بود. ( Yu و همکاران ، 1999)

در مطالعه Matsuda و همکارانش در ژاپن برای ارزیابی نقش مایکوپلاسما سینویه و اوره آپلاسما اوره آلتیکوم در اورتریت مردان با استفاده از نمونه های قطرات اولیه ادرار انجام شد. در این مطالعه 160 بیمار مرد مبتلا به اورتریت ( 28 نفر مبتلا به اورتریت گنوکوکی (NG ) و 126 نفر مبتلا به اورتریت غیر گنوکوکی (NGU ) بررسی شدند. اوره آپلاسما اوره آلتیکوم و مایکوپلاسما سینویه از 6/13% و 5/6% از نمونه های قطرات اولیه ادرار جدا شد. ( Matsuda و همکاران ، 1991)
در تحقیقی که توسط موسویان و همکاران صورت گرفت هدف بررسی عفونتهای مایکوپلاسمایی دستگاه تنفسی و ادراری – تناسلی در بیماران مراجعه کننده به بیمارستان امام خمینی اهواز که 221 نمونه از 121 بیمار مبتلا به عفونت های ادراری – تناسلی ( 7/54%) و 100 بیمار مبتلا به عفونت تنفسی ( 3/45%) جمع آوری و مورد بررسی قرار گرفتند. از مجموع بیماران تنفسی مورد مطالعه 48% را مردان و 52% را زنان و از مجموع بیماران مبتلا به عفونت ادراری – تناسلی ، 4/31% (38 مورد ) را مردان و 6/68% ( 83 مورد ) را زنان تشکیل می دادند. نتایج این تحقیق منتهی به جداسازی و تعیین هویت 107 ایزوله مایکوپلاسما گردید که شامل سه ایزوله 8/2% مایکوپلاسما پنومونیه ، 50 ایزوله 7/46% مایکوپلاسمای سینویه و 54 ایزوله 5/50% اوره آپلاسما اوره آلتیکوم بودند. میزان وفور مایکوپلاسما پنومونیه در نمونه های تنفسی مورد بررسی 100 نمونه 3%بود. از مجموع نمونه های ژنیتال مورد بررسی 121 نمونه جمعا 104 ایزوله مایکوپلاسما جدا گردید که اوره آپلاسما اوره آلتیکم 7/44% و مایکوپلاسما سینویه 2/41% ایزوله ها را تشکیل می دادند. از مجموع مایکوپلاسماهای ژنیتال ، 27 ایزوله 26% از مردان و 77 ایزوله 74% از زنان جدا گردیدند. بیشترین موارد مثبت مایکوپلاسماهای ژنیتال از گروه سنی 30-21 و 40- 31 سال و کمترین آنها از گروههای سنی 10-1 و 60-51 سال جدا گردیدند. نتایج نشان داد که اگر چه مایکوپلاسما ژنیتال ممکن است قسمتی از فلور طبیعی دستگاه اوروژنیتال را تشکیل دهند ولی با توجه به درصد بالای جداسازی مایکوپلاسمای سینویه و اوره آپلایما از بیماران مبتلا به عفونتهای ژنیتال ، ضرورت تشخیص به موقع و درمان بیماران در مقابل این عوامل عفونی کننده که بطور معمول کمتر هم مورد ملاحظه قرار می گیرند پیش از پیش آشکار می گردد. ( موسویان و همکاران ، 1382).

در تحقیقی که توسط قاضی سعیدی و همکاران در مورد بررسی ارزش تشخیصی قطرات اولیه ادراری در جداسازی اوره آپلاسما اوره آلتیکوم و مایکوپلاسما سینویه در مجرای ادراری مردان و زنان مبتلا به اورتریت غیر گنوکوکی و اورتریت های غیر اختصاصی صورت گرفت. که ابتدا بر روی نمونه قطرات اولیه ادراری 150 بیمار ( 21 زن و 129 مرد ) که با تشخیص پزشک جهت بررسی اورتریت های غیر گنوکوکی به بخش باکتری شناسی دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران در مدت یکسان ( 84-83) مراجعه کرده بودند با استفاده از روش کشت بررسی شد. که از این 150 نمونه 49 نمونه 6/32% از نظر وجود مایکوپلاسما سینویه و اوره آپلاسما مثبت و 101 نمونه 4/67% منفی شدند. از 21 بیمار زن 50 نمونه از نظر وجود این ارگانیسم ها مثبت شدند ( 2 سینویه و 3 نمونه اوره آپلاسما ). از 129 بیمار مرد مورد بررسی 44 نمونه از نظر وجود این ارگانیسم ها مثبت شدند ( 17 نمونه سینویه و 4 نمونه اوره آپلاسما ، 23 نمونه هر دو ارگانیسم ). اوره آپلاسما از نمونه 30 بیمار 20% و مایکوپلاسما سینویه از 42 بیمار 28% جدا شد. که می توان نتیجه گرفت که در صورت عدم امکان گرفتن نمونه از ترشحات مجرا در مردان و از ترشحات واژن در زنان می توان از نمونه قطرات اولیه ادراری برای تشخیص مایکوپلاسما و اوره آپلاسما در بیماران مبتلا به اورتریت غیر گنوکوکی و اورتریت غیر اختصاصی استفاده کرد. ( کیومرث قاضی سعید و همکاران ، 1386 )

در تحقیقی Gregory و Cundy در آمریکا بر روی یک گروه 50 نفری از مردان مراجعه کننده به کلینیک بیماریهای منتقله از طریق تماس جنسی انجام دادند. هدف از این مطالعه مقایسه میزان جدا سازی مایکوپلاسما از دو نوع نمونه بالینی ، سو آب پیشابراه و نمونه ادرار با استفاده از تکنیک کشت بود. میزان جداسازی این ارگانیسمها با استفاده از دو نمونه سو آب پیشابراه و ادرار از لحاظ آماری تفاوت معنی داری نداشت. فراوانی مایکوپلاسما و اوره پلاسما در نمونه سو آب پیشابراه 70% و در ادرار 58% تعیین شد. ( Gregory و همکاران ، 1970).
7- فرضيات تحقیق

(هر فرضيه به صورت يك جملة خبري نوشته شود.)

- از نمونه های جدا شده ژن های مقاومت آنتی بیوتیکی جدا سازی می گردد.


- روش پلی مراز چند گانه روش مناسبی در جهت شناسایی مولکولی ژن های حدت می باشد.
8- اهداف تحقيق

(شامل اهداف علمي، كاربردي و ضرورت‌هاي خاص انجام تحقيق)

تشخیص و تعیین ژنوتیپ ژنهای مقاومت آنتی بیوتیکی و حدت به طور همزمان و مقایسه آن با رنج جهانی.
تعیین فنوتیپ مقاومت آنتی بیوتیکی در جدایه های طیور و ارتباط آنها با ژنهای مورد نظر 
-استفاده از M-PCR   جهت تشخیص سریع برای ژنهای حدت
-جلوگيري از ضرر و زيان اقتصادي ناشي از مایکو پلاسما
-كنترل و پيشگيري از بيماري و استفاده از آن در جهت تشخيص آزمايشگاهي
9- نام بهره‌وران

(در صورت داشتن هدف كاربردي نام بهره‌وران اعم از مؤسسات آموزشي و اجرايي و غيره بيان شود)

10- جنبة نوآوري و جديد بودن تحقيق
جنبه نوآوری و جدید بودن تحقیق چيست؟ (اين قسمت توسط استاد راهنما تكميل شود.)










امضا استاد راهنما
11- روش كار
الف: نوع روش تحقيق:
(پيمايشي، كتابخانه‌اي)
الف- دريافت و آماده سازي نمونه¬ها: در اين مطالعه به مدت شش ماه نمونه¬های ادرار از مرکز درمانی کرمان از لحاظ مايکوپلاسما هومينيس مورد مطالعات فيلوژنتيک قرار خواهند گرفت و تعيين هويت مولکولی خواهند شد. اخذ نمونه¬ها تا زمانی انجام خواهد شد که تعداد نمونه کافی جهت مطالعات فيلوژنتيک بدست آيد. زنان مبتلا به عفونتهای ادراری مراجعه کننده به اين مرکز پس از معاينه و تأييد توسط پزشک متخصص و در صورت عدم مصرف آنتی بيوتيک از يک هفته قبل انتخاب و يک ميلی¬ليتر از ادرار اخذ شده به محيط PPLO براث انتقال يافته و براي يک دوره حدود 24 ساعته در دماي 37 درجه سانتي¬گراد انکوبه خواهند ¬شد اين مرحله جهت غنی سازی نمونه¬ها انجام مي¬گيرد. از آنجائي که بهترين و قطعي¬ترين روش شناسائي مايکوپلاسماها روش PCR مي¬باشد، آزمايش مولکولي به روش PCR جهت تأييد جنس و گونه باکتری و آغاز مراحل تعيين هويت آن در آزمايشگاه دانشگاه علوم پزشکی واحد کرمان انجام خواهد ¬شد. 

روش مولکولي

ابتدا اسيدهاي نوکلوئيک هر يک از نمونه¬ها به روش فنل ـ کلروفرم جداسازي شده پس از استخراج نسبت به تکثير اسيدهاي نوکلوئيک الگو به روش PCR اقدام خواهد ¬شد. پس از اطمينان از تکثير محصول PCR و تشکيل باند اختصاصی, عمل خالص سازي اسيدهاي نوکلوئيک با استفاده از Purification kit انجام شده و پس از خالص سازي بهترين محصولات بدست آمده تعيين توالي مي¬گردند. سپس با استفاده از روش¬هاي بيوانفورماتيک نسبت به تعيين توالي و مقايسه آنها با يکديگر و آناليز فيلوژنيکي اقدام خواهد شد. 

بدين ترتيب مراحل روش مولکولي عبارتند از:

1ـ رسوب گيري 

2ـ استخراج اسيدهاي نوکلوئيک

3ـ واکنش زنجيره¬اي پليمراز) (PCR
4ـ بررسي محصول PCR
5ـ خالص سازي اسيدهاي نوکلوئيک و تعيين توالي

6ـ روشهاي بيوانفورماتيک 

3-
رسوب¬گيري
مقدار 5/0 ميلی¬ليتر از محيط غنی شده مورد آزمون را بعد از قرار دادن در شيکر به ميکروتيوپ 5/1 ميلی¬ليتر منتقل کرده و به مدت 15 دقيقه در rpm13000 سانتريفوژ خواهد گرديد, سپس محلول رويي را تخليه نموده، حدود 100 ميکروليتر رسوب در ته لوله باقي مي¬ماند و مراحل استخراج DNA روي رسوب انجام می¬گردد. کنترل مثبت استفاده شده جهت انجام واکنش¬هاي PCR سويه¬ي استاندارد مايکوپلاسما هومينيس و کنترل منفي محيط  PPLO Broth خواهد بود.

4-
استخراج DNA
الف ـ آزاد سازي DNA (مرحله ليز):

هم حجم با رسوب باقي مانده در ميکروتيوب (100 ميکروليتر) به آن بافر ليز کننده  اضافه گرديده سپس رسوب و بافر بخوبي مخلوط شده و 4 ساعت دربن ماري 56 درجه سانتي¬گراد قرار خواهند گرفت. در اين مرحله, تريس با PH برابر با 8 نقش بافر, EDTA به عنوان مهار¬کننده¬ي آنزيم¬هاي DNAse, SDS به عنوان حل کننده چربيهاي موجود در غشا سلولی و نمونه, پروتئيناز K به عنوان هضم کننده¬ي پروتئين¬ها و اتصالات بين سلولي عمل مي¬نمايد. بدين ترتيب نمونه¬هاي حاوي DNA آزاد شده عاری از مولکول¬هاي پروتئين و چربي گرديده, اما در ترکيبی از مواد اضافه قرار دارد که به آن شيره خام مي¬گويند.

ب ـ حذف مواد آلي:

در اين مرحله DNA از شيره¬ي خام با استفاده از حلال¬هاي غير قطبي استخراج مي¬شود. براي اين منظور هم حجم آن محلول فنل اشباع اضافه گرديده پس از اينکه با ورتکس نمونه کاملاً با فنل مخلوط خواهد شد با سانتريفوژ rpm 13000 بمدت 15 دقيقه فنل از فاز آبي جدا خواهد ¬گرديد. در اين مرحله ترکيبات آلي در فاز فنل حل مي¬شوند و پروتئين¬هاي باقيمانده که تخريب شده¬اند بصورت يک لايه سفيد رنگ در حد وسط فاز آبي و فنل ديده مي¬شوند.

محلول روئي را به تيوپ جديد منتقل کرده و هم حجم آن از محلول فنل و کلروفرم که با حجم مساوي با يکديگر مخلوط شده¬اند اضافه خواهند ¬گرديد. پس از مخلوط شدن و تکان دادن, نمونه در rpm13000 به مدت 15 دقيقه سانتريفوژ ¬شده پس از سانتريفوژ دو فاز تشکيل ¬گرديده که فاز رويي به ميکروتيوب جديد منتقل شده و هم حجم آن کلروفرم اضافه خواهد شد. سپس با ورتکس کاملاً مخلوط شده به مدت 5 دقيقه در rpm 13000 سانتريفوژ خواهدگرديد.

ج ـ حذف املاح و تغليظ DNA
در اين مرحله به مقدار 1/0 حجم نمونه, استات سديم 3 مولار به فاز رويي اضافه شده و پس از مخلوط شدن، به ميزان دو برابر حجم نمونه به آن اتانول مطلق سرد افزوده ¬شده و به مدت 20 دقيقه نمونه در سرماي 20- درجه سانتي¬گراد قرار داده مي¬شود. (محلول استات سديم باعث يونيزه شدن DNA مي¬شود و حل شدن آن را کاهش داده و با اضافه کردن الکل, درصد آب موجود در نمونه نيز کم شده و DNA به صورت کدورت غير محلول ظاهر مي¬گردد) .پس از زمان انکوباسيون در سرما نمونه به مدت 15 دقيقه در rpm 13000 سانتريفوژ شده تا DNA غير محلول رسوب نمايد. سپس محلول روئي کاملاً تخليه مي¬گردد.

در مرحله¬ي بعدي DNA رسوب داده شده با اتانول 70 درجه شستشو خواهد شد¬. اين مرحله با اضافه نمودن 200 ميکروليتر الکل 70 درجه به رسوب, سر و ته کردن لوله و سپس سانتريفوژ به مدت 5 دقيقه در دور rpm 13000 انجام مي¬گردد.

سپس ميکروتيوب کاملاً تخليه شده و تکان محکمي داده تا محتويات آن خارج شود. در ادامه ميکروتيوب را در محيط آزمايشگاه به صورت وارونه و يا در زير هود قرار داده تا جداره¬ي آن خشک شود. مقدار 50 ميکروليتر آب مقطر استريل به DNA اضافه نموده و تا زمان انجام آزمايش داخل يخچال نگهداري خواهد ¬شد. در صورتي که فاصله¬ي زمان آزمايش طولاني باشد, نمونه¬ها بايد در فريزر 20- درجه سانتي¬گراد قرار داده شوند.

5-
واکنش زنجيره¬اي پليمراز (PCR) 

 تکثير قطعه¬اي از DNA هدف است در محيطی حاوی آغازگرهای لازم، مواد اوليه سنتر DNA يا نوکلئوتيدهای چهارگانه، آنزيم DNA پلی¬مراز مقاوم به حرارت و بافر که در دمائی مناسب صورت مي¬گيرد. در اين پژوهش از قطعه¬ا¬ي از ژن 16S rRNA  مايکوپلاسما جهت رديابی مايکوپلاسما به عنوان DNAهای هدف استفاده خواهد شد. به طور کلي PCR شامل سه مرحله مي¬باشد (جدول 3-3).

جدول 3-3: مراحل حرارتی آزمايش PCR
چرخه
زمان
دما
مرحله

1
6
94˚c
Prog.1: Predenature

: 
Seg.1: Denature

Seg.2: Annealing

Seg.3: Extension
آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق

توالي¬هاي نوکلئوتيدي و ويژگی آغازگرهاي مورد استفاده در تشخيص مايکوپلاسماهومینیس در اين پژوهش در جدول3-3 نشان داده شده است.

جدول3-4: توالي¬هاي نوکلئوتيدي و آغازگرهاي مورد استفاده در تشخيص مايکوپلاسماسینوویه به روش PCR
Primer
Target gene
Sequence
Length (bp)
Reference


16S rRNA
F: 5/-GCTGCGGTGAATACGTTCT-3/
163
Kojima et al. 1997



R: 5/-TCCCCACGTTCTCGTAGGG-3/


RNA H1
16S rRNA
F: 5/-CAATGGCTAATGCCGGATACGC-3/
375
Zdrodowska et al 
RNA H2

R: 5/-GGTACCGTCAGTCTGCAAT-3/


6-
بررسي محصولات PCR
روشي که بررسي محصولات PCR را بطور کيفي يا نيمه کمي, وجود يا عدم وجود و يا مقدار توليد محصول را با استفاده از آن مورد ارزيابي قرار مي¬دهد, الکتروفورز محصول PCR در ژل آگارز است. ژل مورد استفاده در اين تحقيق يک درصد خواهد بود که با توجه به درصد مورد نظر, پودر آگارز توزين شده و بافر TBE به آن اضافه مي¬شود. (يک گرم پودر آگارز در 100 ميلي¬ليتر محلول TBE). ابتدا ظرف نگهدارنده ژل و شانه را متناسب با نمونه انتخاب و سپس با آب مقطر شستشو داده و آنها را بخوبي خشک مي¬کنيم و سپس دو طرف ظرف نگهدارنده را بوسيله نوار چسب مي¬پوشانيم تا مانع خروج آگارز مايع قبل از بستن و سفت شدن گردد. سپس ظرف نگهدارنده را در يک مکان تراز و بدون لغزش قرار داده و شانه را درون آن تنظيم کرده تا براي ريختن ژل آماده شود. ارلن محتوي ژل و بافر TBE را در يک مايکروويو قرار داده تا پودر در بافر حل شود و يک محلول شفاف بدست آيد. پس از شفاف شدن ژل را سرد کرد و با محلول اتيديوم برومايد به نسبت 5/0 ميکروگرم به ازاي هر ميلي¬ليتر رنگ مي¬کنيم (اين کار بهتر است با دستکش و ماسک صورت گيرد) ژل مذاب را درون ظرف نگهدارنده ريخته تا زمان بستن ژل بايد صبر نمود سپس نوار چسب را از دو طرف ظرف نگهدارنده باز کرده و به آرامي شانه را خارج کرده تا در ژل, چاهک ايجاد شود, سپس ژل را در تانک الکتروفورز حاوي بافر قرار مي¬دهيم.

نمونه ها را روي کاغذ آلومينيومي با رنگي که Loading Dye Buffer نام دارد به نسبت 2 قسمت رنگ به 10 قسمت نمونه بخوبي مخلوط کرده, با سمپلر ابتدا چندين بار مخلوط کرده سپس در حاليکه سمپلر را به صورت عمودي نگه مي¬داريم, به آرامي نمونه¬ها را وارد چاهک مي¬کنيم. پس از قرار دادن نمونه¬ها و کنترل در داخل چاهک¬ها, مارکر را به ميزان 5/3 تا 7/3 ميکروليتر به داخل يکي از گوده¬ها (ترجيحاً گوده اول) منتقل مي کنيم. براي اين منظور از مارکر با bp100 استفاده خواهد شد.

ظرف نگهدارنده محتوي ژل را طوري درون تانک الکتروفورز قرار مي¬دهيم که چاهک¬ها در طرف قطب منفي تانک قرار گيرد. قطر ژل حداکثر 5 ميلي¬متر مناسب است, تانک را به جريان متصل کرده و ولتاژ را روي 100 تنظيم مي¬کنيم و آمپراژ تقريباً نصف آن مي¬باشد. پس از يک ساعت ژل را بررسي کرده و از ميزان رنگي که در ژل پيشروي کرده مي توان زمان مشاهده ژل در دستگاه را تخمين زد.

پس¬ از پايان مرحله الکتروفورز, ژل را از بافر خارج و با آب شستشو داده در دستگاهUV translluminator قرار مي¬دهيم و پس از مشاهده شدن در مانيتور و تنظيم نور, با دوربين مخصوص عکس گرفته و از آن پرينت تهيه خواهد گرديد.

7-
خالص سازي اسيدهاي نوکلوئيک

پس از اطمينان از تکثير محصول PCR و تشکيل باند, عمل خالص سازي اسيدهاي نوکلوئيک انجام مي¬شود. مواد مورد استفاده و روش خالص سازي براساس High pure PCR Product Purification Kit صورت خواهد گرفت.

8-
روشهاي بيوانفورماتيک

پس از خالص سازي، بهترين محصولات PCR بدست آمده جهت تعيين توالي نوکلئوتيدي به مؤسسه¬ي MWG کشور آلمان ارسال خواهند گرديد تا توالي¬هاي محصولات PCR ارسال شده مشخص و تأييد شوند. تعيين توالي دو طرفه (Bidirectional) با آغازگرهاي جلودار و برگشتي براي هر يک از نمونه¬ها انجام خواهد شد و در پايان براي هر نمونه دو توالي بدست ¬آمد. هم¬رديف کردن چندگانه¬ي توالي¬ها  (Multiple Alignment) با استفاده از نرم¬افزار BioEdit به روش Clustal W صورت خواهد گرفت. توالي¬هاي نوکلئوتيدي نمونه¬ها با استفاده از نرم¬افزار MEGA (version 5.04) با يکديگر مقايسه گرديده و با استفاده از همين نرم¬افزار ماتريکس شباهت¬ها در Excel نمايش داده خواهند شد. با استفاده از نرم¬افزار MEGA (version 5.04) بر اساس روش Neighbor-joining tree و با Bootstrap 1000 درخت فيلوژنتيک نمونه¬ها تجزيه و تحليل و رسم خواهد گرديد. 

در ادامه توالي¬هاي بدست آمده براي حصول اطمينان از اختصاصي بودن با ساير توالي¬هاي مايکوپلاسما هومينيس موجود در بانک ژن از ايران و جهان مقايسه ¬خواهند شد. با استفاده از نرم-افزارهاي فوق¬الذکر ماتريکس شباهت جدايه¬هاي اين پژوهش با ديگر جدايه¬هاي ايراني و ساير نقاط جهان که در بانک ژن ثبت شده¬اند ترسيم می¬گردد. سپس درخت فيلوژنتيک همه نمونه¬ها رسم گرديده و همه¬ي توالي¬ها بر اساس کوتاهترين توالي با يکديگر مقايسه خواهند شد.
ب: روش گردآوري اطلاعات
(ميداني، كتابخانه‌اي و غيره): میدانی:جدا سازی سویه های اشرشیاکلی،بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی و انجام مطالعات ازمایشگاهی.
کتابخانه ای: کاوشهای اینترنتی و استفاده از مقالات معتبر در این زمینه و با مراجعه به سايت هاي علمي معتبر همچون Science direct،Elsevier ،Schoolar و Magiran مقالاتي از مطالعات مشابه در اين زمينه جمع آوري گرديد و مورد بررسي قرار گرفت.
ج: ابزار گردآوري اطلاعات
(پرسشنامه، مصاحبه، آزمون، فيش، جدول، نمونه‌برداري، تجهيزات آزمايشگاهي و بانك‌هاي اطلاعاتي و شبكه‌هاي كامپيوتري و ماهواره‌اي و غيره):
تجهيزات آزمايشگاهي،وبانك هاي اطلاعاتي و شبكه هاي كامپيوتري و ماهواره اي وغيره».
تجهیزات ازمایشگاهی ، نمونه برداری ،شبکه های کامپیوتری
د: روش تجزيه و تحليل اطلاعات
داده های ازمایشی با استفاده از نرم افزار SPSS مورد انالیز قرار میگیرند. مدل اماری مورد استفاده به شرح زیر است: 

Yij: صفت اندازه گیری شده 
µ:میانگین کل 
Ti:اثر تیمار 
Eij: اشتباه ازمایشی 
مقایسه  میانگین تیمارهابا استفاده از ازمون دانکن سطح معنی دار در امون 5% خواهد بود .
12- جدول زمان‌بندي
(جدول زمان‌بندی مراحل انجام دادن تحقيق از زمان تصويب تا دفاع نهايي)
	تاريخ تصويب 
	از تازيخ
	تا تاريخ

	مطالعات كتابخانه اي
	از تاریخ تصویب
	تا 1ماه بعد

	جمع آوري اطلاعات
	1ماه بعداز تصویب
	تا 4ماه بعد 

	تجزيه وتحليل داده ها 
	5ماه بعداز تصویب
	تا 1 ماه بعد

	نتيجه گيري ونگارش پايان نامه
	6ماه بعداز تصویب
	تا 1ماه بعد

	تاريخ دفاع نهايي
	7ماه بعداز تصویب 
	تا 1ماه بعد

	طول مدت اجراي تحقيق: 7ماه
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14- هزينه‌هاي تحقيق پايان نامه
الف- منابع تأمين بودجه پايان نامه و ميزان هر يک

(ريالي، ارزي، تجهيزاتي و غيره)

	رديف
	نام مؤسسه
	بودجة ريالي
	بودجة ارزي
	تجهيزات و تسهيلات

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	جمع
	
	
	
	


ب- هزينه‌هاي پايان‌نامه 

ب-1- هزينه‌هاي پرسنلي (براي مواردي كه در حوزة تخصص و مهارت و رشتة دانشجو قرار ندارد)

	نوع مسئوليت
	تعداد افراد
	كل ساعات كار براي طرح
	حق‌الزحمه در ساعت
	جمع

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	جمع هزينه‌هاي تخميني به ريال 


ب-2- هزينه‌هاي مواد و وسايل (وسايلي كه صرفاً از محل اعتبار طرح تحقيق بايد خريداري شوند) 

	نام ماده يا وسيله
	مقدار مورد نياز
	مصرفي

غير مصرفي
	ساخت داخل ياخارج
	شركت سازنده
	قيمت واحد
	قيمت كل

	
	
	
	
	
	ريالي
	ارزي
	ريالي
	ارزي

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	جمع هزينه‌هاي مواد و وسايل به ريال


ب-3- هزينه‌هاي متفرقه 

	رديف
	شرح هزينه ها
	ريالي
	ارزي
	معادل ريالي بودجة ارزي
	كل هزينه به ريال

	1
	هزينة تايپ
	
	
	
	

	2
	هزينةتكثير
	
	
	
	

	3
	هزينة صحافي
	
	
	
	

	4
	هزينه عكس واسلايد
	
	
	
	

	5
	هزينةطراحي ،خطاطي نقاشي ، كارتو گرافي
	
	
	
	

	6
	هزينهة خدمات كامپيوتري
	
	
	
	

	7
	هزينه هاي ديگر
	
	
	
	

	جمع
	
	
	
	


جمع كل هزينه ها 

	رديف
	نوع هزينه
	ريالي
	ارزي
	هزينة كل به ريال

	1
	
	
	
	

	2
	
	
	
	

	3
	
	
	
	

	4
	
	
	
	

	جمع كل 
	
	
	


15- تأييد طرح تحقیق توسط اساتید راهنما و مشاور
	نام و نام خانوادگي استاد راهنما:بابک خیرخواه
	تاريخ
	امضا

	نام و نام خانوادگي استاد مشاور:کیومرث امینی
	تاريخ
	امضا

	نام و نام خانوادگي استاد مشاور:
	تاريخ
	امضا





شماره بایگانی:





تاریخ تصویب:








� تحقيق بنيادي پژوهشي است كه به كشف ماهيت اشياء پديده‌ها و روابط بين متغيرها، اصول، قوانين و ساخت يا آزمايش تئوري‌ها و نظريه‌ها مي‌پردازد و به توسعة مرزهاي دانش رشتة علمي كمك مي‌نمايد.


� تحقيق نظري نوعي پژوهش بنيادي است و از روش‌هاي استدلال و تحليل عقلاني استفاده مي‌كند و بر پاية مطالعات كتابخانه‌اي انجام مي‌شود.


� تحقيق كاربردي پژوهشي است كه با استفاده از نتايج تحقيقات بنيادي به منظور بهبود و به كمال رساندن رفتارها، روش‌ها، ابزارها، وسايل.


� تحقيق علمي پژوهشي است كه با استفاده از نتايج تحقيقات بنيادي و با هدف رفع مسائل و مشكلات جوامع انساني انجام مي‌شود.
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