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HESABAT

Elmin Inkisaf Fondunun kegirdiyi 1-ci Mobillik qrant miisabigosindo
uddugum grant hesabina, 7-17 may 2013 il tarixinds Boyiik Britaniyanin OIE iizra
Quduzluq Istinad laboratoriyasi, Heyvan Saglamlig1 vo Baytarliq Laboratoriyalar
Agentliyi, AHVLA-da 2 haftalik tacriibo aparmigam.

Moagsad: Azorbaycandan getirilmis 15 odod quduzluq niimunssi tizorinda
molekulyar bioloji testlorin aparilmasi vo Azarbaycanda sirkulyasiya edoan
quduzluq virusunun stammini miioyyoanlosdirmok. Bundan basqa bu stammin hansi
6lkadon galdiyini miiayyanlosdirmoak vo filogenetik analizlori aparmag.

AHVLA-ya goldiyim ilk giin Dr.Dan Horton moni laboratoriya ilo yaxindan
tanis etdi. Laboratoriyaya yeni golmis insanlar {iciin olan anketi doldurdum vo
imzaladim. Biotohliikasizlik tizro menecer Derek, mona riayat etmoli oldugum
qaydalar1 izah etdi: olimi kosoromso kima miiraciat etmaliyom, yangm barado
signal esidonda hara getmoliyam, saxsi goruyucu geyim vasitalori vo tohliikali
reagentlorlo is qaydalari.

Bakidan gatirdiyimiz niimunalordon RNT-ni alds etmoak {igiin:

1. Harris Micro-pang ilo niimunalorin ag hissaesindon 2 mm gotiiriiliir.

2. 50 pl HPLC(bidistil su) olava edilmis tyublara, gotiiriilmiis niimuna atilir Vo
buz lizarinds saxlanilir.

3. Hor dofs yeni niimuna gotiironda, pang 100%-1i etanol ilo tomizlanir,

4. Nimunolor 1 saat buz {izorindo saxlanilir vo hor 15 dogigodon bir
vortekslanir.

5. Oldos edilmis RNT istifadays gadoar -80C saxlanilir.

Bundan sonra spektrofatometrlo RNT-nin miqgdari 6l¢iidii.

| hissado RT-PCR testini etmok ti¢lin hazirliq tiglin master-miks hazirlanir:

Bir reaksiya iiciin 18 niimuno ii¢iin miqdar
Reagentlar miqdar (ul) ()
HPLC grade su 6 108
RT bufer (5x) 4 72
dNTPs 1 18




DTT 1 18
Random Hexamers 2 36
JW12 2 36
RNAsIn 1 18
MMLV 1 18
Comi 18 324

Hazirlanmis mastermiksdon 18 ul tyublara paylanilir vo {izarino 2 ul RNT olave
edilir. Pozitiv kontrolun iizarina 2 ul pozitiv 50 vo negativ kontola 2 ul su slava
edilir. Umumi hacm 20 pl.

Sonra niimunalor 42°C isidiciys yerlosdirilir vo 1 saat inkubasiya edilir.

Il hissadoa yeni Hemi nested testi ti¢iin JW6/12 master miks hazirlanir:

Bir reaksiya ticiin 18 niilmuno iiciin miqdar
Reagentlar miqdar (ul) (ul)
HPLC grade su 33.075 595.35
GAB bufer (10x) 4 72
dNTPs 1 18
JW6DPL 1 18
JW6M 1 18
JWG6E 1 18
JW12 1 18
Amlitaqg gold 0.25 4
Tmac 1 18
DMSO 0.675 12
Cami 45 324

Hazirlanmis mastermiksdon 45ul  tyublara olavo edilir vo iizorino isidicidon
gotiiriilmis nimunalorin 5 pl tokiliir. Olava olaraq lodad PCR pozitiv va 1 adad
PCR negativ goyulur (5 ul pozitiv kontrol va 5 ul su). Sonra har birinds 50 ul olan
niimunalor amplifikatora yerlosdirilir. Programa uygun olaraq reaksiya igo salinir.

I11 hissada gel hazirlanir:

Kolbaya 100 ml duruldulmus TAE 50x buferi va {izarina 1.9 gram agaroza slavs
edilib, mikrodalgali sobaya qoyulur-2 dagigs. Hazir olduqdan sonra bir az
soyudulur (soyuq su ils). Biotohliikasizlik skafinda gelin tizarina 5 ul sybr green
rangi olavs edilir vo avvalcodon hazirlanmis tankerin gabina tokiliir. Hor tankerin
0z Olglisiine uygun gabi1 var. Gel soyuyandan sonra onun daragi vo lentlori
cixardilir. Plagkaya hor niimunas ii¢lin (2 odad lader iiciin alavo olaraq) 3ul loading
boya olava edilir va iizorino amplifikatordan gotiiriilmiis niimunalordon 5ul slave
edilir. Reagentlori qarisdirib 8ul gelin igarisina alava edilir. Kontrollardan avval vo




sonra gelo ladder-nardivan olavo edilir.Tanker miivafiq hissasine kimi TAE 50x
buferi ilo doldurulur. Sonra tankerin gapagi ortiiliir vo toka qosulur — 120V, 1 saat.

1 saatdan sonra gel tankerdon cixardilir vo Ortiilli kameraya yerlosdirilir.
Kompyuterds aydinlasdirilan gelin sokli ¢okilir.

7 may aparilan testin naticasinds 3 niimuns miisbat natica verdi.

IV hissada JW10/12 yeni master-miks hazirlanir:

Bir reaksiya iiciin 18 niimuna? iiciin migqdar
Reagentlar miqdar (ul) (ul)
HPLC grade su 33.075
GAB bufer (10x) 4
dNTPs 1
JW10DPL 1
JW10M 1
JWI10E 1
JW12 1
Amlitaqg gold 0.25
Tmac 1
DMSO 0.675
Cami 49

Hazirlanmis mastermiksdon 49ul tyublara olave edilir vo tizorino 11 hissadon
gotiiriilmiis niimunalorin 1 pl tokiiliir. Sonra har birindo 50 ul olan niimunalor
amplifikatora yerlogdirilir. Programa uygun olaraq reaksiya iso salinir.

IV hissonin geil hazirlanir:

Kolbaya 100 ml duruldulmus TAE 50x buferi va iizorina 1.9 qram agaroza olave
edilib, mikrodalgali sobaya qoyulur-2 doagigs. Hazir oldugdan sonra bir az
soyudulur (soyuq su ils). Biotohliikasizlik skafinda gelin tizarina 5 ul sybr green
rangi olavs edilir vo avvalcodon hazirlanmis tankerin gabina tokiliir. Hor tankerin
6z Olciisiine uygun qgab1 var. Gel soyuyandan sonra onun daragi vo lentlori
¢ixardilir. Plagkaya hor niimunas tigiin (2 adad lader ii¢iin alava olaraq) 3ul loading
boya oalava edilir va tizarina amplifikatordan gotiiriilmiis niimunalordon 5ul slave
edilir. Reagentlori garigdirib 8ul gelin igarisine olavea edilir. Kontrollardan avval vo
sonra gelo ladder-noardivan olave edilir.Tanker miivafiq hissasine kimi TAE 50x
buferi ilo doldurulur. Sonra tankerin qapag ortiiliir vo toka qosulur — 120V, 1 saat.

TAES50x bufer: 1980ml distil su + 200ml TAE50x

1 saatdan sonra gel tankerdon c¢ixardilir vo Ortiilli kameraya yerlosdirilir.
Kompyuterds aydinlasdirilan gelin sokli ¢okilir.




Aparilan ndvboti test RT-PCR Tagman idi. Bunun iigiin master-miks hazirlanir:

Bir reaksiya iiciin
Reagentlor miqdar (ul)
HPLC grade su 28.70
Mg bufer 5
MqgCl2 12
dATP 0.1
dTTP 0.1
dGTP 0.1
dCTP 0.1
JW12 0.20
N165-146 0.20
problar 0.05
RabCTI5 0.05
RabCT6 0.05
Tritonx100 0.10
RNAsIn 0.25
RT enzim 0.50
Taq polimeraza 0.50
Coami 48

Hazirlanmis mastermiksin iizorine 2ul RNT olava edilir. Qapaglar1 baglanir vo
Real-zaman PCR masiina yerlosdirilir. Spesifik programa uygun olaraq
reaksiyaya start verilir.

Naticalor kompyuterin ekraninda oks olunur.,

Baki-15 niimunslor sekvenatorda sekans edildi. Sekven edilmis niimunalor Xisusi
programla islandi va filogenetik analizi aparildi.

NOTICOLOR CODVOLI



Ekspertiz

Daxil olma

Heyvanin

Hemi-nested

TAGman RT-

Sekvens

nomrasi tarixi Rayon novii PCR PCR malumat Notica
273 04.04.13 Qax it pozitive pozitive pozitive
486 10.09.12 Qax Inak pozitive pozitive pozitive
347 | 260413 | Zagatala It pozitive pozitive | Positive, | pozitive
Rusiya
325 | 190413 | Kurdomir = Inok pozitive pozitive | Positive, | pozitive

Rusiya




5 552 | 051012 | Daskeson | Inok pozitive pozitive pozitive
6 156 = 190213 | Lagm It pozitive pozitive pozitive
7 270 03.04.13 Seki It pozitive pozitive pozitive
8 334 23.04.13 Qax It pozitive pozitive pozitive
9 742 14.12.12 Oguz Inok pozitive pozitive pozitive
10 784 27 12.12 Tortor It pozitive pozitive Positive, | pozitive
Rusiya
11 587 | 161012  Abseron | at pozitive pozitive pozitive
12 23 10.01.13 Soki it pozitive pozitive pozitive
13| 255 | 290313 | Balaken | Inok | PoOZitive pozitive o itive | POZitive
14 141 | 160113 | Zagatala | It negative pozitive pozitive
15| 36 | 130213 | Daskeson | Inok pozitive pozitive pozitive




