Azarbaycan Respublikasi Prezidenti yaninda
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E.S.Babayeva 3-cii “Mobillik qrant1” miisabiqasinin

qalibi olmus (EiF- Mob-3-2013-6(12)) A.O.Israyillovanin
qisamiiddatli tacriiboke¢mo barasinda

HESABATI

Mon, Israyilova Aygiin Olimerdan qizi “Mobillik granti-3” miisabigasinin
qalibi (EIF- Mob-3-2013-6(12)-14/07/03) 25.04. — 26.05.2014 tarixinda

Cexiya Respublikasinin Praqa sohsrinds  Kimya Texnologiyalar Institutunda
qisamiiddatli tocriibeke¢moda olmusam. Bu miiddat orzinde homin institutda
miixtolif turs siid mohsullarindan ayrilmis stid tursusu bakteriya stamlarinin
antibakterial aktivliyi vo antibiotik hassaslig1 tedqiq olunmusdur. Eyni zamanda,
kimyovi sintetik kompleks birlogmalorin bakteriyalara gars antibakterial aktivliyi
do oyrenilmisdir. Belslikls, oldo olunan naticalers asasan geyd etmak olar ki,
kimyovi ligand kompleks birlosmoalorin bir gox sahoalords totbiq olunmasi
slverislidir.Sade vo miirrokkeb metodlarla (PCR) bakteriyalarin plazmid vo DNT-i
ayrilmuisdir. TLC (thin layer chromotagraphy) ve PCR (polymerase chain reaction)
(2 spesifik praymer — BshA; BshB vasitssils) metodlart ilo 6d tursusu duzlarini
kolleksion siid tursusu bakteriyasina (L.acidophilus) qarst aktivliyi misyysn
olunmusgdur. Bakteriya hiiceyrolorinin say1 klassik (plate count) vo milasir qPCR
metodlar1 ilo hesablanmisdir. Belsliklo, stibut olundu ki, qPCR(quantative
polymerase chain reaction) metodu klassik metodla miiqayisade daha samarsli vo
olvarislidir.

{1k olaraq asagidaki metod ilo asanlqla stid tursusu bakteriyalarinin DNT-si
ayirilmigdir:

1. L.acidophilus CCDM141

Str.thermophilus CNAZ 1066
L.bulgaricus ATCC 11842
L.casei LL26
L.acidophilus LAS
Adlar1 qeyd olunan bakteriya kulturalarindan | ml eppondorf sinaq
siisolorina  olave olunur va 8000 rpm, 4°C, 10 doq miiddstinda
sentrifugalasdirilir. Alinan pellet 1 ml steril su ilo yuyuldugdan sonra yeniden
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sentrifuqalagdirilir (8000 rpm, 4°C, 10 daq). Daha sonra 180 pl lizis buferi (20
mM Tris — HClL, 2mM EDTA, 1.2 % triton X-100, pH 8.0, 40mg/ml) slava
olunduqdan sonra 35°C-ds 45 doqgige miiddstinds inkubasiya olunur.Inkubasiya
bitdikden sonra 25ul proteinase K (20mg/ml) vo 200pl Buffer AL (Qiagen Kit)
slavs olunur 56 °C-ds 30 degiqe miiddstinds inkubasiya olunur. Bu zaman artiq
hiiceyro divar1 dagidilmis bakteriyanin DNT-don olave ehtiyat zilallari
parcalanmaga baslayir. Bakterial zillallardan azad olmus DNT-ni ¢okdlirmak
{ictin 200p! etanol (98%; -20°C).Eppendorf sinaq siigelerinds olan biitin torkib
kolleksion sinaq siisolorine (Dneasy minispin) alave edildikdon sonra 9000 rpm,
2daq, 4°C do sentrifugalasdirilir. Kolleksion sinaq stigosi doyisdirildikden sonra
novba ile 500ul Buffer AW1 vo AW2 olava edildikdan sonra 14000 rpm, 4°C
sentrifuqalasdirildiqdan sonra 50 ul Elution buffer (AE) slava edilir. Yeniden
setrifuqalasdirildigdan (9000 rpm, 2dsq, 4°C) sonra alinan mohsul Kkigik
kolleksion eppendorf sinaq siigelerine slavs olunur.

Ayrilmig DNT- lerin amplifikasiyast tgiin PZR reaksiyasi qoyulmahdir.
Bunun ticlin ilk olaraq master miks hazirlanir (cadval 1.1.) va har bir bakteriya
DNT-ns uygun dizayn olunmus praymerlarden istifads olunur:

o Lactobacillus bulgaricus - Primer Fwd: LDB 0224; Primer Re; LDB

0224

o Str.thermophilus - Primer Fwd: TABASCO; Primer Re: TABASCO

e BSH aktivlik iiclin - Fwd: BshA, BshB; Primer Re: Bsh A, BshB

Mater miksler hazir olduqdan sonra PZR ve qPZR reaksiyalari qoyulur.

Cadval 1.1
PZR reaksiyasi iigiin MASTER MIKS
Miks Istehsalc Miqdar (pl)
bir DNT niimunasi ii¢iin

IQ SYBR Green Supermix BioRad 10ul
Praymer BshA Fwd 1 Generi Biotech | 1 pl
(tabasco, LDB 0224) o
Praymer BshA Rel Generi Biotech | 1 pl
(tabasco, LDB 0224) J
Steril H,O - 6 pl
DNT niimunasi Qiagen 2 ul
Comi 20 pl




Termosiklds PZR vo qPZR reaksiyalarmin progarami her bir stamm t¢un
miieyyen olunan qayda ilo y1gilir (Masalen: qPZR (cadval 1.2.)

Codval 1.2
L.bulgaricus siid tursusu bakteriyasinin termosiklda qPZR
reaksiyasinin plani

Proses Sikllarin say1 Temperatur ‘o) Zaman
{lkin denaturasiya 1 95 3 dag.
Denaturasiya 95 30 san.
Annealing 39 62 30 san.
Elongasiya T2 30 san.
Reaksiyanin sona 85:-95 5 dagq.
catmasi

Aparilan reaksiyalar naticosinds malum oldu ki, PZR va gPZR nainki
bakteriyalarm identifikasiyasi ti¢in hemginin onlarin musyyan xlisusiyyatlarini,
eloca do gidali miihitde sayium miioyyen etmok olar. Belsliklo, laboratoriya
soraitindo PZR klassik metodlarla miiqayisade daha somarali olub, az bir zamanda
cox az reaktiv istifado etmoklo yliksok natice alde etmays imkan verir.

Homginin, homin institutda std tursusu bakteriyasinin (L.acidophilus)
miixtelif mithit tursuluglarinda (pH 3.5; 4; 4.5;5;6) inkisafim da tadqgiq etmisom.
Tocriibo zamam 3 siid tursusu bakteriya stammlarindan istifade olundu:
L.acidophilus 14 A, L.acidophilus LHR 14, L.acidophilus CHI.

Miixtolif mithit tursuluglari olan qidali mithits (5 ml -MRS broth) bakteriya
kulturast (2%) okildi. Daha sonra har bir nimunaden 3 tokrarda 200ul olmaqla
mikropipet playts (96 wells) olava edildi ve biotek reader cihazina 50 saat
miiddatinds inkubasiya tiglin yerlogdirildi. Malum oldu ki, btiin stammlar pH 4.5,
5 vo 6 oldugda daha yaxs:i inkisaf edirlor. Bu metodla, 6d tursusu duzlarinin
bakteriyalara qarsi aktivliyini miiayyen etmok ticlin ¢ox vaxt toleb olunur. Buna
gbro do, nazik qath xromatografiya tisuluna daha c¢ox {Ustiinlik verilir.
L.acidophilus bakteriya stammlar1 glikoxoliq vo tauroxolik tursulari olan qidali
mithitds 8 vo 24 saat inkubasiya olunduqdan sonra, har bir kulturadan 3 pl
miqdarinda nazik qath xromatografiya kagizina hopdurulur. Hopdurulmus
xromatoqrafiya kagizi mobile phase olan qaba yerlosgdirilir. Reaksiya sona
catdiqdan sonra kagiz 110 0C-ds 3 doqige miiddstinde qurudulur va 10 % (Wt/v)
fosfomolibdiq tursusu ils yuyulur. Lévhse izerinds tiind rongli ndqtoler emals galir
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vo buna uygun olaraqda BSH aktivlik toyin olunur. Tadqiq olunan biitiin stamlarda
24 saat inkubasiyadan sonra BSH aktivlik miigahida olundu. Lakin, he¢ bir stamm
eksponensial fazada (8 saatdan sonra) bu aktivliyi gdstarmadi.

Sokil 1. Nazik qatl xromatoqrafiya ilo siid tursusu bakteriyalarinin BSH
aktivliyinin toyini tisulu. (tiind noqteler hamin stammlarda BSH aktivliyinin
olmasini stibut edir)

Bu metod daha semorsli vo cox vaxt tolob etmodiyinden laboratoriya
soraitinde tetbiq olunmasi magsads uygun hesab olunur. Siid tursusu bakteriya
stammlarmin 6d tursusu vo onun duzlarina qarsi davamliligini tadqiqi zamani
alinan noticeler, tibb sahssinds insan orqanizmine uygun probiotik preparatlarin
hazirlanmasinda istifade olunur.

Eyni zamanda dissertasiya mévzumu ohata edon kimyavi sintetik ligand
komplekslerin bakteriyalara qarsi aktivliyini miiayysn etmok (glin tacriiboler
qoydum. Kimyavi maddalarin aktivliyi tadqiq olunarkan, malum oldu ki, ligand
kompleksler heg bir toksiki tesire malik olmay1b (cadval 3.1.) (sokil 2.) miixtolif
sahalordo totbiq oluna bilar.



Cladvala 1.

Ligand komplekslorin siid tursusu bakteriyalarina qarsi aktivliyi

Ne Siid tursusu bakteriya Kimyovi ligand kompleks birlosmalor (mm)
stammlarinin adi Fe (L)Cl, Ni(L)Cl, | Cu(L)Cl, | Zn (L)CL,

1 Lactobacillus casei 14A 5 - 4-5 4

2 Lactobacillus casei lafti L26 5 5 3 4

3 Lactobacillus acidophilus 382 5 - 4 4

4 Lactobacillus acidophilus 6 6 i 6
LAS

5 Lactobacillus acidophilus 5 4 o 4
CH

6 Lactobacillus acidophilus 5 - 5 2]
CCDM109

7 Lactobacillus acidophilus 6 5 D 4
LHR14 2

Sokil 2. Sintetik kimyavi maddalarin bakteriyalara qars: aktivliyi




Miiasir dévrds, yiiksek ve semerali bakteriosid, fungisid aktivliyi olan
sintetik kimyovi birlogmalerin  (ferrosen, simantrenil,polifenol vo onlarin
toromoaleri), bozi  bakteriyalarin sintez etdiyi antimikrob xasseli maddalerin
(bakteriosina benzer ziilal tebiatli birlesmaler) gobalak, bakteriya vo viruslarin
torotdiyi xostoliklorle miibarizade genis totbiq olunmast maqgsaede uygun hesab
olunur. Tabii va siini yolla alinmis kimyavi birlogmalarin, bakteriosina banzar ziilal
tobiatli maddaleri yiiksok antimikrob aktivlik xiisusiyyatina malik olmasi onlarin
tobaboatda, suyun zorarsizlesdirilmasinds, gigiyenik geyimlorin hazirlanmasinda va

qida senayesinds tatbigine imkan verir.
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