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GIRIS

Mévzunun aktualh@i vo islonma doaracasi. Insan hoyatinda
miixtolif antibakterial maddslor miihiim rol oynayir. Antibakterial,
antifunqal vo antiviral antibiotiklor har giin minlorlo xasto insanlar1
vao digor canlilari, bitkilori, heyvanlar1 xilas edir. Bakteriyalarin va
viruslarin inkisafinin qarsisini alan antibiotiklorin say1 ildon-ilo artir;
onlar daha somorali vo daha genis tasir spektrino malik olurlar. Ogor
ilk kimyavi antibiotiklor, asason, mikroskopik gobaloklordon aldo
olunurdusa, sonra onlarin daha ucuz vo somoarali kimyavi sintezi
baslamigdir. Lakin “antibiotiklorin nazaratsiz, bazon asassiz va genis
istifadasi onlarin tasirina rezistent bakteriyalarin yaranmasina
goatirib ¢ixarmigdwr. Hal-hazirda antibiotiklora davamli stammlar
hospital infeksiyalarin asas sababidir.”**3 Insan orqanizmino konar
kimyavi maddolor olaraq antibiotiklor qanda vo daxili organlarda
fosadlar yaratmaq xiisusiyyotino malikdir. Onlar bozi insanlarda
allergik reaksiyalar omolo gotirir, digorlorindo iso immun sistemini
zoifladirlor. Kimyovi antibiotiklor genis spektro malik oldugu Ugln
noinki patogen mikroblari, eyni zamanda selikli gisalarin normal
mikroflorasini mohv edir vo disbakteriozlara, mikozlara gotirib
cixarirlar. Beloliklo, yeni név dorman vasitolorinin axtarilmasi vacib
bir masalo kimi ortaya ¢ixmisdir. Tabii bioloji mongali antibakterial
maddolor, yoni, bakteriosinlor alimlorin xiisusi diqget morkozino
cevrilmisdir. Antibiotiklordon forqli olaraq bu ziilal tobiotli maddolor
antibiotikloro xas olan monfi cohastlorlo xarakterizo olunmurlar. Bu
sahado aparilan todqiqatlara colb edilon mikroorqanizmlorin saymnin
az olmast, produsentlorin bioloji mohsuldarliginin
mohdudlasdirilmasi, eloco do, bakteriosinlorin sintezi ilo bagl bir

! Djordjevic, Z.M. Previous antibiotic exposure and antimicrobial resistance
atterns of Acinetobacter spp. and Pseudomonas aeruginosa isolated from patients
with nosocomial infections / Z. M. Djordjevic, M. M. Folic, S.M. Jankovic //
Balkan Medical Journal, - Kragujevac: - 2017. 34(6), - p.527- 533.

2 Boev, C., Kiss, E. Hospital-acquired mfections: current trends and prevention // -
Pittsburg: Critical Care Nursing Clinics of North America, Pittsburg. — 2017.
29(1), - p. 51- 65.

% OpumnnmkoB, P.C. DTHonmaToreHe3 coBpeMeHHbIX MHpeKImi // - MockBa:
Vetfarma, - 2015. 4. 2, Ne3, - ¢. 40- 42.
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sira mosalolorin  axira kimi aydinlagdirilmamast bu sahodo
todqiqatlarin aparilmasini zoruri edir.

Bakteriosinlorin  xiisusiyyatlorinin dyronilmosi, produsent
bakteriyalar1 becormok {i¢lin bakterioloji miihitlorin se¢ilmasi,
optimal soraitin miioyyonlogdirilmasi vo sintez tisullarinin sonaye
soraitino uygunlasdirilmasi1 dissertasiya isinin aktualligint togkil
edir.

Moaqsad va vazifalor. Togdim olunan elmi isin mogsadi
Bacillus cinsli bakteriyalardan (o ciimlodon, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 14579 vo tobii Bacillus
stammlarindan) somoroli, olverisli vo istehsalda totbiq oluna
bilacak tisullarla antibakterial maddslori sintez etmakdir.

Qarsiya qoyulan moagsado ¢atmagq iigiin asagidak: vozifolorin
yerino yetirilmosi mogsadouygun hesab edilmisdir:

1. Sec¢ilmis Bacillus cinsli stammlarin (Bacillus cereus
ATCC 14579 vo Bacillus subtilis ATCC 6633 kolleksiya
stammlarmin ~ vo  tobii  Bacillus  stammiin)  produsent
keyfiyyetlorini vo antibakterial xlisusiyyatlorini todqiq etmok.

2. Bacillus cinsli bakteriyalardan (Bacillus cereus ATCC
14579 va Bacillus subtilis ATCC 6633 kolleksiya stammlarindan
vo Kiir ¢ayin suyundan ayrilmis tobii Bacillus stammindan) zilal
monsoli antibakterial maddolori secilmis biotexnoloji tsullarla
sintez etmok.

3. Bacillus  cinsli  bakteriyalardan  sintez  edilmis
bakteriosinlorin kimyovi tomizliyini, konsentrasiyasini, molekul
kiitlasini 6l¢cmoak vo antibakterial xassalorini miioyyonlosdirmak.

4. Bacillus cereus ATCC 14579 veo Bacillus subtilis ATCC
6633 kolleksiya stammlarinin vo Kiir ¢aymdan ayrilmis tobii
Bacillus stamminin genetik materialinda subtilin, subtilizin vo
polimiksin bakteriosinlorinin genetik asaslarmin olmasmi miioyyon
etmoak.

Tadqiqat metodlari. Alinan noticolorin diiriistlilyli miiasir
standartlara cavab veron biotexnoloji, bakterioloji (manual va
avtomatik) vo genetik metodlarm totbiqi, hoyata kecirilon butlin
tocribalorin tokrarligi ilo tosdiqini tapdi. Eksperimentlor Ggun
istifado edilon bakterial stammlarin vo reagentlorin tomizlik
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dorocosi, cihazlarin kalibrlomasi ilo dastoklonon daqiqliyi,
miihitlorin vo testlorin keyfiyyotino nozarati do alinan naticalorin
diiriist olmasini sortlondirir.

Dissertasiyanin miidafioyas taqdim olunan miiddsalari.

e Bacillus cinsli bakteriyalarin (Bacillus cereus ATCC
14579 va Bacillus subtilis ATCC 6633 kolleksiya stammlarinin, vo
Kiir c¢aymdan ayrilmis tobii Bacillus stamminin) produsent
olamatlori méveud olduguna gora bu bakteriyalarin ziilal moangali
bakteriosinlorin sintezi UgUn olverisli produsent olmasina imkan
VErir;

eBacillus cinsli bakteriyalardan bakteriosinlorin alinmasi
miirokkab, ¢iddi sormaye vo xiisusi sorait tolob etmosi daha sado vo
sorfoli sintez sortlorinin muoyyan edilmasini sortlondirir.

eBacillus cinsli bakteriyalarm bakteriostatik effekti onlarin
ifraz etdiyi bakteriosinlorlo baglidir.

eBacillus cereus ATCC 14579 vo Bacillus subtilis ATCC
6633 kolleksiya stammlarinin vo Kiir ¢aymndan ayrilmis tobii
Bacillus stammlarin ifraz etdiyi bakteriosinlor bu onlarin
genomunda miivafiq genlorin olmasi ilo olagolidir.

Tadqgiqatin elmi yeniliyi. Laboratoriyada dord il orzindo
aparilan todqgigatlar zamani elm vo laborator metodikalar
modifikasiya  olunmusdur, onlarm  optimal variantlari
miioyyanlosdirilmisdir. O ciimlodan, Bacillus cinsli bakteriyalardan
(hom kolleksiya stammlarindan, hom do ki Kiir ¢aymin suyundan
ayrilmig stammdan) antibakterial maddolori oldo etmok {igiin
olverisli vo sado tisullar se¢ilmisdir: 72 saatliq bakterial kulturlarin
suspenziyalar1 18 saat gqan qarisidirict cihazinda g¢alxalanib, sonra
sentrifuqada firladilmigdir. Y1gilmis supernatantdan protein torkibli
bakteriosinlor asetonla ¢oktiiriilmiisdiir.

Bacillus bakterial suspenziyalarin1 diri bakteriyalardan
tomizlomok iigiin orijinal vo optimal iisul se¢ilmisdir. Bunun tigiin
sentrifuqada ¢okdiirmo, yiiksok temperaturda sterilizasiya vo
bakterial filtrdon kegirmo biotexnoloji iisullar miiqayise edilib,
sentrifugada ¢okdiirmo metoduna istiinlik verilmisdir. Bacillus
bakteriyalar1 torafindon bakteriosinlorin mohz uzun miiddatli
kultivasiyadan sonra daha aktiv ifraz edilmosi askar olunmusdur.
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Bu natico iimumi xarakter dasiyir vo digor bakteriyalardan miixtalif
ziilal mongali maddslori aldo etmak {iciin istifado oluna bilor.

Ik dofo Bacillus bakteriyalarda “qocalma” prosesi isiq
mikroskopu altinda miisahido olunmusdur vo tosvir edilmisdir.
Bacillus cinsli bakteriyalarin bir vo 1ii¢ gunluk bakterial
hiiceyralorinin ~ morfoloji ~ xiisusiyyetlorindo,  diiziiliisiinds
(“arrangement”) vo spor ompolo gotirmosindo  forqglondirici
olamatlor agkar olunmusdur.

Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 14579
vo Kir c¢aymdan ayrilmis Bacillus stammlari  osasinda
bakteriosinlor ekstraksiya edilmisdir, onlarin konsentrasiyast vo
molekul kiitlosi 6l¢iilmiis, antibakterial xassalorin spektri miioyyon
edilmisdir. Sintez edilmis yeni bakteriosinlorin antibakterial
xassolori yoxlanilib, tosdiglonmisdir. Yeni bakteriosinlorin vo
onlara uygun bakterial kulturlarin antibakterial xiisusiyyotlori
miigayiso edilmisdir. Onlarin eyni bakteriyalara garsi inhibisiya
gostormosi tosdiqlonmisdir.

Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 14579
vo Kiir ¢ayindan ayrilmis Bacillus bakteriyalarin genetik testlori
kecirilmisdir. Bacillus subtilis ATCC 6633 stamminin DNT-sindo
subtilin bakteriosinin genetik osaslari, yoni, spaS geni, Bacillus
cereus ATCC 14579 DNT-sindo subtilizin geni SboA, Kir
cayindan ayrilmis Bacillus polymyxa stamminin DNT-sindo isa
pmxE geni agkar olunmusdur.

Tadgiqatin nazari vo praktiki ahamiyyati. Elmi isin
corgivasindo kegirilon todqiqatlar hom nozori, hom do praktiki
cohotdan vacibdir. Dissertasiyada gostarilon tisullar nainki Bacillus
cinsli ~ bakteriyalarm, homg¢inin do digor bakteriyalarin
antaqonizmini miioyyan etmak {i¢iin uygundur. Bu iisullar tez bir
zamanda coxsayli produsentlorin askar edilmosino vo sintezino
tokan vers bilor. Digor torofdon iso, az sormays tolob edon soraitdo
bakteriosinlorin sintezi liclin imkan yarada bilor. Laboratoriya
soraitinda kegirilon yeni bakteriosinlorin sintezi asanliqla istehsalda
totbiq oluna bilor. Toklif edilon iisul ohalinin tohliikesiz vo selektiv
tobii  antibiotiklorlo tomin edilmesino yardim edo bilor.
Bakteriosinlor hom insanlarin, hom do heyvanlarin, bitkilorin
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miialicosine  komok edocok. Bakteriosin sintezi {isullarmin
optimallasdirilmast vo sonaye proseslorine uygunlagdirilmasi
moaqgamlar1 yeni tadqiqatlara tokan veracak.

Nasr Vo dissertasiyanmin aprobasiyas1 va tatbiqi.
Dissertasiyanin mdvzusuna aid 17 asor dorc edilmis va onlarin
naticalori “The 5th International Symposium and School for Young
Scientists on Physics” Beynolxalq simpoziumda (Rusiya F.,
Moskva, 2020), Azarbaycan Baytarliq Elmi-Tadqiqat Institutunun
Beynolxalq Elmi-praktik Konfransinda (Azerbaycan R., Baki,
2019), Xozor Universitetinds kegirilmis “Diinya vahid saglamliq
giiniino hosr edilmis 3-cii simpoziumda” (Azorbaycan R., Baki,
2019), “21 osrds elmin inkisafi” movzusunda LXIII Beynoalxalq
elmi konfransda iki dofs (Ukrayna R., Xarkov, 2020), AGRO
Beynolxalq Kond Tosarriifat1 Konfransinda (Azarbaycan R., Baki,
2022), “VI Beynolxalq Avropa Konfransinda” (Ruminiya R.,
Buxarest, 2022) moruzs edilmisdir.

Dissertasiyanin yerina yetirildiyi taskilat. Dissertasiya isi
Azorbaycan  Respublikasi  Elm  vo  Tohsil  Nazirliyinin
Mikrobiologiya  Institutunun  Bioloji ~ aktiv ~ maddolor
laboratoriyasinda yerino yetirilmisdir. Dissertasiyaya aid bozi
eksperimentlor Azorbaycan Respublikasi Dovlot Baytarliq Nozarati
Xidmotinin Baytarliq Laboratoriyasinda aparilibdir.

Dissertasiyanin strukturu va hacmi. Dissertasiya isi
girisdon, 6 fasildon (adobiyyat xiilasasi - I, material vo metodlar -
I, eksperimental hisso - I11-VI), todgigat noticalorinin yekun
tohlilindan, naticoalordan, dissertasiyada istifads edilon adobiyyat vo
ixtisarlarin siyahisindan vo olavalordon ibarst olmaqla 245573
isarodon ibaratdir.

FOSIL I
BACILLUS CINSLI BAKTERIYALAR VO ONLARIN
BAKTERIOSINLORI

Dissertasiyanin ~ 1.1-ci  b6lmoesinds  Bacillus  cinsli
bakteriyalarin ~ “tez  va  rahat ¢oxalmasi,  mohsuldarhigi,
tohlukasizliyi, atraf muhitin manfi amillorine davamli olmagi kimi
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alamatlori potensial bakteriosin alamatlarini”* mioyyan edilmosi
moqsadi ilo gostarilir. 1.2-ci bdlmosinda bakteriosin sintezi g¢in
secilmis Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus subtilis ATCC
6633 “stammlarin tinktorial vao kultural xassalori, koloniya
morfologiyasi, atraf muhitda yayilmasi, tahlikasizliyi vo digar
alamatlari tasdiqlonmis identifikasiya iisullar”>® tohlil edilir. 1.3-
cu hissada Bacillus cinsli bakteriyalarm mdvcud bakteriosinlorinin
kimyavi qurulusu, sintezi, genetik osaslari vo onlar1 shato edon
elektron Databazalar (“BACTIBASE™’, “NucleBact™® vo BAGEL)
haqqinda molumat elmi isin planlagdirilmasi moaqsadi ilo analiz
edilib.

FOSIL II
TODQIQATIN MATERIAL VO METODLARI

2.1. Bakteriosinlarinlarin sintezi Gciln istifade olunmus
bakterial stammlar

Zulal monsoli antibakterial maddolori oldo etmok iiglin
produsent soklindo ¢oxsayli bioloji aktiv maddolorin monboyi
Bacillus cereus ATCC 14579 vo Bacillus subtilis ATCC6633
bakteriyalarin stammlar1 secilmisdir vo Azorbaycan tobiotindon,
xisusilo do, Kiir ¢aymin suyundan Bacillus polymyxa olds
olunmusdur.  Bakterial  stammlarin  tocriiboloro  hazirhq
morholosinds onlarin canli vo todqigata yararli, yoni, tomiz,

4 Epemenxo, E. «Bacillus cereus» - npoGneMbl UAeHTH(UKALME U TAKCHOMHUH // -
CraBpornonbs: Meaunmnckuii BectHuk CeBeprHoro Kapkasa, - 2008. Ne 3, ¢. 57-59.

° UYybenko, I'l. Meromsl wuneHTHQUKauuy Oaxrepuii / I.M.Uybenko. -
bnaroBemenck:  Amypckas  [ocymapctBeHHas — MemumuHCKass — AKageMus
Munucrtepcrsa 3apaBooxpaneHust Poccun , - 2018. - 44 c.

& El-mishad, M.A. Manual of practical microbiology / M.A. El-mishad. - Cairo: Cairo
University, - 2015. - 149 p.16.

7 Hammami, R. [et al.] BACTIBASE second release: a database and tool platform
for bacteriocin characterization: [Electronic resource]/BMC Microbiology.-
California,-2010.

8 Correia, A. NucleBact - Nuclease Bacteriocin Database: [Electronic resource] /
PubMLST. — London, 2018.
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kontaminasiya olunmamis kulturlar oldugu Oyronilmisdir.
Kolleksiya stammlarmin vo Kiir ¢cayindan ayrilmis yeni izolyatin
hazirligt  morhalesinds  morfoloji, kultural vo  tinktorial
“identifikasiyas1 Hindistamin (Kerala) ABIS databaza sisteminin
tovsiyalarina™® asason aparilmisdir.

2.2. Bakteriosinlarinlarin sintezi Uc¢un istifade edilan
metodlar

Todgigat naticalorinin diiriistliiyti miiasir standartlara uygun
olan bakterioloji, biotexnoloji (fiziki, kimyavi) vo genetik
metodlarla  alinmis  ¢oxsayli  tacriibalorin  noticalori ilo
tosdiqlonmisdir. Bacillus cinsli bakteriyalarin vo onlardan sintez
olunmus bakteriosinlorin digor bakteriyalara qarsi antaqonizmi
miixtolif bakterioloji Usullarla  yoxlanilmigdir, “antagonizmi
dyranmak ticiin bazi malum Usullar modifikasiva edilmisdir’*®! vo
istifado olunmugdur. Todqigatin mogsadi bakteriosinlorin sonaye
miqyasinda istehsal olunmasi 1ii¢lin uygun metodikanin
hazirlanmas1 olduguna gors tocriibalordo do miimkiin qodor sado vo
olverisli vo eyni zamanda somorali tisullardan istifado olunmusdur.
Bakterial kulturlar: steril fizioloji mohlulda hall etmak, onlar1 gan
qarisidirict  cihazinda c¢alxalamaq, sentrifuqada firlatmaq vo
supernatantdan asetonla aktiv maddoni aymrmaq kimi biotexnoloji
metodlar1 sinayaraq onlarin on optimal variantlar axtarilmigdir.
Todqiqat ¢orgivasindo yeni bakteriosin sintezi mogsadi ilo
suspenziyalar1 diri bakteriyalardan tomizlomok Uc¢lin sentrifugada
cokdlirma vo supernatantin oldo edilmosi, bakterioloji filtrlordon
kecirmo vo qizdrma kimi biotexnoloji fiziki {isullar miiqayiso

® Paenibacillus (Bacillus) polymyxa: [Electronic resource] / Advanced Online
Identification Software Encyclopedia, Activity-Based Information System
(ABIS). - Kerala, 2022.

UpkuroBa A.H., Smenxo, E. C. Ounrumuzamms MeToia OIpeaeIIeHUI
AHTarOHNCTUYECKOM AaKTHBHOCTH MpoOHMOTHYEeCKHX OakTepmii //  Anraii:
TexHomornn mumeBoil W nepepabaTpiBaromieli mpompinuieHHocTH AIIK -
MIPOAYKTHI 310poBOro nuTanwms, - 2017. Ne 5, - ¢. 114-116.

11 Tagg, J.R. Assay system for bacteriocins /J.R.Tagg. - Cambridge: Applied

Microbiology, - 1971. 21(5), - p. 943.
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olunub vo, naticads, sentrifuqada ¢Okdiirmoyo istiinliik verilib.
Steril edilmis mohlullarda proteinlorin miqdarini, konsentrasiyani
miioyyan etmok iiclin onlarm COBAS e400 avtomatik biokimyavi
analizatorda “total protein” testi aparilib, ziilal konsentrasiyasi
spektrofotometriya ilo 6lgiilmiisdiir.

Mohlul soklindo oldo edilmis yeni protein monsali

antibakterial maddalor soyuq aseton ilo ¢okdiiriilmiisdiir. Yigilmis
proteinlorin  hanst  ziilal oldugunu miioyyonlosdirmok Ggln
poliakrilamid gel (PAAG) elektroforezi komoyi ilo hor Gg zilal
moansali maddoanin molekul kitlasi 6l¢iiliitb hesablanmisdir. Zulallar
vo molekul kutlosi 1 kDa, 2kDa, 4 kDa olan Kkalibratorlar
(standartlar) elektro-magnit sahado bir istigamotdo “monfi”- don
“miisbata” horokoat edarkon, onlarin keg¢diyi masafo birbasa molekul
Olglsiindon (kitlasindan) vo elektrik yukundon ashdir. Kitlo va
mosafo arasindaki korrelyasiya qrafikini istifads edorok, sintez
olunmus proteinlorin molekul kitlosi Olgildli vo digor proteinlorin
molekul kutlasi ilo migayiss olundu. Naticodo B.cereus ATCC
14579 B.subtilis va tabii B. polymyxa ziilallinin molekul kiitlasinin
muvafiq olaraq subtilin, subtilizin vo polimiksin ziilallarin molekul
kitlosino barabor olmasi askar olundu. Bu ziilallarin, hagigoton do,
subtilin, subtilizin va polimiksin olmagini bir daha tasdiglomak Ggln
miivafiq bakterial stammlarin genetik materialinda, yani, ekstraksiya
edilmis vo optimallasdirilmis genom DNT-sindo antibakterial
maddslorin sintezino cavabdeh olan genlor RT-PZR polimeraza
zoncirvari reaksiya adlanan molekul-genetik metodu ilo mioayyan
edilmisdir. Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis
ATCC6633 bakteriyalarin vo Kiir ¢caymin suyundan izolo edimis
Bacillus polymyxa mikroorganizminin genetik materialinda, yani,
DNT-sindo antibakterial maddolorin sintezino cavabdeh olan
genlorin olmasi RT-PZR molekulyar-genetik metodu ilo mlayyan
edilmisdir.
Butun bu Gsullardan istifado edorak, elmi is ¢orcivoasindo Bacillus
cinsli bakteriyalardan zilal monsoali antibakterial maddslor sintez
edilib vo onlarin subtilin, subtilizin vo polimiksin bakteriosinlarin
olmas1 miisyyon edilmisdir.
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FOSIL III
BACILLUS CEREUS ATCC 14579, BACILLUS
SUBTILIS ATCC 6633 VO KUR CAYININ
SUYUNDAN AYRILMIS TOBIii BACILLUS
POLYMYXA STAMMLARINDA ANTiBAKTERIAL
MADDOLORIN SINTEZI

3.1.Bakterial stammlarin asas tacribalars hazirlanmasi

Bakterial kolleksiya  stammlarin1  canlandirmaq  vo
kontaminasiyani istesna etmok mogsadi ilo onlar Qoyun Qani
aqarma vo Mac-Concey aqgarmna okilmisdir. Onlarin kultural
xassolori vo koloniya morfologiyast qeyd olunduqgdan sonra,
mikroskopiya tsulu ilo bakteriyalarin morfoloji vo tinktorial
olamatlori arasdirilmisdir. NOovboti morholodo katalaza, oksidaza,
koaqulaza, CAMP (ChristieAtkins-Munch-Peterson), indol testlori
kecirilib, 7S7 (ii¢ domir sokor) aqarinda karbohidrat fermentasiyasi
vo HoS ifrazi, Motility agarinda vo qalin damci preparatinda
horokatlilik testi vo bir sira digor testlor Hindistanin ABIS databaza
sisteminin tovsiyolorino uygun olaraq kecirilmisdir.

3.2.Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus subtilis ATCC
6633 bakteriyalarin produsent  xiisusiyyatlorinin
oyranilmasi va tahlili

Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus subtilis ATCC 6633
stammlarmin optimal ¢oxalma temperaturu 35; 35.5; 36; 36.5...
39.5; 40°C Otli Peptonlu vo Qoyun Qani aqarlarinda kultivasiya
yolu ilo miioyyon edilmisdir. Variasiya sirast adlanan statistik
tisulun kdmayi ilo Bacillus cereus ATCC 14579 stamminin optimal
kultivasiya temperaturu 36.5°C, Bacillus subtilis ATCC 6633
stammmin iso optimal kultivasiya temperaturu 37.5°C miioyyon
edilmisdir. Tosdiq edilmisdir ki, bu bakterial stammlar ucuz vo
olcatan mihitlordo adi inkubasiya soraitindo siiratlo ¢oxalmaq
qabiliyyatino malikdir vo ona gora do potensial produsent Kkimi
qiymatlondirils bilor.
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3.3. Bacillus cereus ATCC 14579 vo Bacillus subtilis
ATCC 6633 bakteriyalarin antibakterial
xiisusiyyatlorinin dyronilmasi

Bacillus cinsli bakteriyalarin digor bakteriyalara qarsi
antibakterial xdsusiyyatlorini  0yronmok (Ug¢lin onlar asagida
gostarilon Qram monfi vo Qram miisbat bakteriyalarla birlikds
yan-yana okilmisdir:

Qram mishat bakteriyalar:
Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
Streptococcus agalactiae ATCC 13813,
Enterococcus fecalis ATCC 29212.
QOram manfi bakteriyalar:

Escherichia coli ATCC 15922
Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Proteus mirabilis ATCC 25933
Shigella flexneri ATCC 12022

Bunun U¢ln Qoyun Qani1 Aqarinda vo Otli Peptonlu Aqarda
Petri kasasinin alt torofini golomlo 2 yarim-dairays bolib bir
torofino Bacillus bakteriyasi (B.cereus ya-da B.subtilis), digor
torofino  iso  digor, mosalon, “geyri-Bacillus”  bakteriya
strixlonmisdir. ©kmo noticalari tohlil edilmisdir vo Bacillus névli
bakteriyalarin digor bakteriyalarla antaqonizmi askar edilmisdir.

Alternativ olarag Tagg Ve McGiven antagonizmin
yoxlanmasi metodu modifikasiya edilib totbiq edilmisdir: Bacillus
subtilis vo Bacillus cereus suspenziyas: agara damcilanan yerin
otrafinda Oncodon biitlin  Petri kasasina mikroorganizmin
bitmomasi va inhibisiya zolag1 miisahids edilmsdir.

Bacillus cereus ATCC 14579 bakteriyanin Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
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Escherichia coli miioyyon stammlarma qarsi, Bacillus subtilis
ATCC 6633 do Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus agalactiae, Enterococcus fecalis
miloyyon stammlarina garsi antibakterial tosiri askar edilmisdir.

3.4. Kiir caym suyundan ayrilmis tobii Bacillus polymyxa
(Paenibacillus  polymyxa) stamminin  antibakterial
xiisusiyyatlorinin dyronilmasi

Bacillus cinsli bakteriyalar1 izolo etmok {igiin Neftgala
rayonunun Banks qosobasi orazisinde (cografiya koordinatlari
39°24'50" sm.e. 49°14'56" s.u.) Kiir qraginda biri-birindon 100
metr mosafs ilo ii¢ su niimunasi toplanililmigdir. Onlarin harasi bir
noqtodon, lakin 20 santimetr, 1 metr vo 2 metr dorinlikdon steril
sliso gablara yigilan niimunslorin qarisigi kimi hazirlanmisdir vo
maqnit qarigdiricist vasitosilo qarigdirilmisdir. Sonra niimunslorin
(ntimuno Nel, niimuna Ne2 vo niimuna Ne3) 1:100 steril distillo suyu
ilo durulasdirilib, steril Paster pipetilo 0.5 ml miqgdarinda Beyin
Urok Infuziyas1 aqar1 (Brain Heart Infusion Agar, BHIA), Miiller-
Hinton aqar1 (MHA) vo Mac-Conkey agarina okilmasi kegirilmisdir.
Mac-Conkey agar1 Bacillus cinsino aid olmayan Qram monfi
bakteriyalar1 istesna etmok {igiin seGilmisdir. 24 saat 37°C
inkubasiyadan sonra Petri gablarinda bitmis koloniyalar askar
olunmusdur. Iri tok-tilk vo ¢oxsayli xirda koloniyalardan saf
kulturlar hazirlanmigdir. Bacillus bakteriyalara oxsar boz, iri,
yapisgan, biotabago soklinds koloniyalardan yaxmalar diizoldilmis
vo Qram boyama edilmisdir. Mikroskopiya zamani qisa Qram manfi
vo uzun Qram miisbat ¢opvari bakteriyalar miisahids olunmusdur.
Novboti marholods strixlomo {isulu ilo okmos vo inkubasiya
naticasinda Kiir suyunun ikinci va ti¢ilincli nimunalorindon Bacillus
cinsli bakteriyalarin saf kulturlari oldo olunmusdur. Birinci
niimunado yalniz bagirsaq ¢opii vo Klebsiella askar edilmisdir. Ug
niimunonin ikisindo iso (ikinci vo tglincili) biri-birino identik
Bacillus bakteriyalar1 askar olunmusdur. Kiir ¢aymdan ayrilmis
Bacillus mikroorqanizmlori aqarlar (MHA, BHIA) iizorindo
biotabaqoe yaratmisdir. Bu ag-bozumtil qat aqarn {istiinii tam olaraq
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ortmiisdiir. Belo xiisusiyyat, osason, B.subtilis vo B. polymyxa
stammlarmda miisahido olunur. Ona goro olavo differensial test
kimi, duzlu miihitdo bitmo qgabiliyyati yoxlanilmigdir. Bunun ti¢iin
NaCl duzu slava olunmus agarda bitmo testi istifado olunmusdur.
Odur ki, B.subtilis 4% vo 6% NaCl konsentrasiyali agarda bitir, B.
polymyxa bakteriyasinin  iso, oksino, 2% -don yiiksok
konsentrasiyada, yoni, duzlu miihitds bitmo gabiliyyati yoxdur. Kir
suyundan izols olunmus stamminin 2%-don yiiksok konsentrasiyali
duzlu agarlarda bitmomosi onun B. polymyxa olmasini
tosdiglomisdir.

Bacillus polymyxa Kir stamminin bazi Qram miisbat vo Qram
monfi bakteriyalarina tosiri B.cereus vo B. subtilis kolleksiya
stammlarinin  antaqonizmina  analoji  olaraq  Oyronilmisdir.
Tacriibalor naticosindo Kiir stamminin Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aerugenos-a qarsi manfi tasiri askar edilmisdir.
Bakteriosinlorin ifrazmni aktivlogdiron ekstremal, gida mohsullar
mohdud olan soraito salmaq Uciin Bacillus cinsli bakteriyalar 3 gln
orzindo Qoyun Qani Agqarinda kultivasiya edilib vo sonra
mikroskopiya olunub. 24 saat 37°C inkubasiyadan sonra “gonc” vo
72 saat 37°C “qoca” kulturlardan hazirlanan yaxmalar Qram vo
Metilen goy iisullar1 ilo boyanib. Mikroskopiya naticolori miiqayiso
olunub. Qida mohsullarinin mohdudlagsmas: fonunda hor iki
bakteriyanin ~ morfoloji  olamotlor  doyismidir:  formasinda,
diiziiliisiindo, spor omolo gotirmosindo doyisikliklor miisahido
olunmugdur. Bacillus hiiceyralorinin “qocalmasi” fenomeni askar
olunmusdur. Uzun miiddatli inkubasiya zaman1 hom adaptasiya, hom
do destruksiya proseslori bakteriyalar torofindon 6ziinii qorumaq
liclin miloyyon maddolorin ifraz edilmesi ilo naticelonir. Ona gore
proteinlorin sintezi ti¢lin {i¢ gilinliik kulturlar istifade olunmusdur.
Bioloji aktiv maddoslori ayirmaq iigiin Bacillus cinsli bakteriyalarin
horasi 10 ml-lik Falkon tipli sinaq borusunda 5 ml fizioloji mohlula
y1gilmigdir. Bakterial suspenziyalar1 McFarland standarti tizro optik
sixligr 3.0 gostariciyo godor tonzimlonmisdir vo adi qan qarigdirict
cihazinda otaq temperaturunda 22°C  yellondirmok {igiin
yerlosdirilmisdir. Bioloji aktiv maddolori bakterial hiiceyralorin
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lizorindon yuyub aparmaq mogsadi ilo niimunslor qan garigdiric
cihazinda doqiqods 36 horokot siiroti ilo 18 saat orzindo
calxalanmigdir. Sonra, bioloji aktiv maddslori mohluldan ekstraksiya
etmokdon ovval, bakterial suspenziyalarin diri bakteriyalardan
tomizlonlmosi iiclin ii¢ biotexnoloji metod yoxlanilmisdir:
pasterizasiya rejimindo isitmo, sentrifuqada ¢okdiirmo vo bakterial
filtrdon keg¢irmo. Noticodo sentrifuqada 2300 RPM siirotdo bir saat
orzinds otaq temperaturunda firlatma ilo bakteriyalarin ¢okdiiriilmasi
tisulu on somoroli olduguna goro secilmisdir. Mohlullarin
mikroblardan tam tomizlonmasi, yoni, steril olmasi, Qoyun Qani
Agarma okmo edorkon he¢ bir koloniyanin bitmomaosi ilo
tasdiqlonmisdir. Hazir mohlullarda protein konsentrasiyas1 Cobas e-
411 biokimyavi analizatorda miioyyon edilmisdir. Protein monsoli
bioloji aktiv maddslor aseton ilo mohlullardan ¢okdiiriiliib, -20°C (-
4°F) temperaturda dondurucuya saxlamaq iigiin yerlogdilmisdir.

FOSIL IV
BACILLUS CEREUS ATCC 14579, BACILLUS SUBTILIS
ATCC 6633 VO TOBII BACILLUS POLYMYXA
BAKTERIYALARINDAN SINTEZ EDILMIS
BAKTERIOSINLORIN KIMYOVI TOMIZLIiYININ,
KONSENTRASIYASININ VO MOLEKUL KUTLOSININ
TODQIQI

4.1.Bacillus stammlarindan alds olunmus proteinlarin
cokdurulmasi

Bioloji aktiv maddslorin aktivliyi birbasa onlarm kimyovi
tomizliyi ilo baglidir. Ona goro Bacillus stammlarindan alinan tomiz
ziilallar1 oldo etmok iiciin on effektiv biotexnoloji iisul, yoni, ¢okdiirmo
secilmigdir. Mohlullara -5°C (23°F) temperaturda aseton olavo
olunmusdur. Smaq  borular1 -5°C  (23°F)  dondurucuya
yerlosdirilmisdir vo har 5 daqiqedon yoxlanilmigdir. 10 daqiqodon
sonra B.cereus ATCC 14579 mohlulda ¢6kmo prosesi baslayib, 16
doaqige arzinds tam bitmisdir. 8 doqigadon sonra isa B.subtilis 6633
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mohlulda ¢6kmoa prosesi baglayib, 13 doqigo orzinds tam bitmisdir.

4.2.Sintez  olunmus ziilal moahsullarin  tamizliyinin
Eppendorf Biospectrometer cihazinda spektrofotometriya
usulu ilo muayyan edilmasi

Qidali mihitlorinin osas torkib hissosi olan agar-aqarin
torkibindo aqaroza, agaropektin, D- vo L-qalaktozalar vo pentoza
madvecuddur. Sintez olunmus ziilal mohsullarn bu karbohidratlardan
tomizliyi Eppendorf Biospectrometer cihazinda spektrofotometriya
tisulu ilo miiayyan edilmisdir. Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus
subtilis 6633 stammlardan tocrid olunmus ziilallarin safligini toyin
etmok tgiin 260/280 nisbati istifado olunub. Bacillus cereus ATCC
14579 proteinintomizliyi 0.56, Bacillus subtilis 6633 proteinin tomizliyi
0.58 miioyyon edilmisdir. Belo tocriibolor iiglin optimal 260/280
(karbohidrat/protein) nisbati 0,6 sayildigma goéra proteinlorin tomizliyi
0.56 vo 0.58 moagsado uygun kimi qiymotlondirilmisdir.

4.3.Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus subtilis 6633
stammlarindan  ahman  ziilallanin  Kkonsentrasiyasinin
NanoPhotometr cihazinda spektrofotometriyasi.

Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacills subtilis ATCC 6633
stammlarindan  tocrid  olunmus  zilallarim  konsentrasiyasi
NanoPhotometr cihazinda spektrofotometriya {isulu ilo  toyin
olunmusdur. Bu tocriibads proteinlor 280 nm uzunlugu olan dalgada
Ol¢tilmiisdiir. Bacillus cereus ATCC 14579 alinan bakteriosin ziilalinin
konsentrasiyas1 1359 ng/mkl, Bacillus subtilis ATCC 6633 alinan
bakteriosin ziilalinin konsentrasiyasi 1417 ng/mkl-dir.

4.4, Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus subtilis ATCC
6633 stammlarn aJsasinda sintez edilmis bakteriosinlorin
molekul kiitlosinin 6l¢iilmasi

Bacillus polymyxa stammindan alinmis protein konsentrasiyasi
1547 ng/mkl barabar olmusdur (Bacillus cereus ATCC 14579 -1357

16



ng/mkl vo Bacillus subtilis ATCC 6633 - 1417 ng/mkl), yoni, tobii
stamm 6zilinii kolleksiya stammlarmdan bir qoder aktiv produsent kimi
gostormigdir. Sintez edilmis ziilal monsoali bakteriosinlorin molekul
kiitlosi vertical elektroforezdo Olgiilmiisdiir. Malum olan ziilallarin
(kalibratorlarin) Molekul ¢okisi vo geldo harokot etdiyi mosafo ilo
grafik hazirlanib, namolum olan ziilallarin molekul ¢okisi qrafikds
mioyyon edilmigdir. Molekul kiitlosi vo elektrik sahodo ziilallarin
kecdiyi mosafs arasindaki logarifmik korrelyasiya qrafikdo (Qrafik 4.1)
vo cadvaldo(Cadval 4.1) 6z oksini tapmisdir. Hesablamani aparmaq
Ucun 1, 2, 4 vo 6 kDa molekul kiitlasi olan protein standartlar1 tatbiq
olunmusgdur. Qrafiko osaslanaraq, Bacillus cereus stammindan oldo
olunan ziilalin (BC) molekul kiitlosi 3.6 kDa, Bacillus subtilis-don (BS)
26 kDa, Bacillus polymyxa-dan 1,6 kDa toskil etmisdir.

Molumdur ki, subtilinin molekul kiitlosi, tohminon, 3.6 kDa,
subtilizinin molekul kiitlasi 26-27 kDa, polimiksinin molekul kiitlosi iso
1.4-1.6 kDa borabardir vo sintez edilmis ziilallarin subtilin, subtilizin vo
polimiksin olmas1 ehtimal edilmissir Yuxaridaki tacribalor
gOstormisdir ki, Azarbaycan tobistindon, xususilo ds, tobii Bacillus
polymyxa mohsuldar vo somarali produsentdir.

Elektroforez gelinda
bakteriosinlarin kecdiyi masafa,
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Qrafik 4.1. Yeni bakteriosinlarin molekul kiitlosinin miiayyon
edilmasi
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Cadval 4.1
Elektroforez gelindos proteinlorin kec¢diyi masafs

Elektroforez gelindo
bakteriosinlarin kecdiyi

Bakteriosinlor va kalibratorlar masafy, mm

1 kDa kalibrator 60

2 kDa kalibrator 74

Bacillus cereus bakteriosini 85

Bacillus subtilis bakteriosini

(1:10 durulagdirlib) 96

Bacillus polymyxa bakteriosini 68

4 kDa kalibrator 107

6 kDa kalibrator 120

4.5 Kiir suyundan ayrilmus tabii Bacillus polymyxa
stammindan aldas edilmis bakteriosinin konsentrasiyasinin
va tamizliyinin spektrofotometrda 6lgtlmasi

Kiir suyundan ayrilmis tobii Bacillus polymyxa stammindan
oldo edilmis bakteriosinin konsentrasiyasinin vo tomizliyinin
spektrofotometrda Olctlmosi kolleksiya stammlarmnin
bakteriosinlorinds kegirilmis tacriibalors analoji olaragq aparilmisdir.
Kir suyundan ayrilmis tobii B. polymyxa stammindan sldo olunmus
bakteriosinin konsentrasiyasi 1547 ng/ml, kimyovi tomizliyi 0.59
miloyyon edilmisdir. Yuxarida gostorilon tocriibslor gostormisdir ki,
Azarbaycan tobistindon, Kiir ¢ayinin suyundan izolo olunmus B.
polymyxa bakteriyas1 mohsuldar vo samarali produsentdir. Adstan,
Bacillus cinsli bakteriyalar torpagdan izolo olunur, lakin Kir suyu
bulaniq, lilli vo faktiki olaraq torpaqla qarisiq bir substratdir, vo onun
dibindaki mikroorganizmlor Kiiriin suyunda da askar olunur. Bununla
olagadar olaraq Kir suyundan Bacillus cinsli bakteriyalari, xiisusilo
do, B. polymyxa izolo etmok asan vo rahatdir. Onun c¢oxsayli
antibakterial maddalori ifraz etmo gabiliyyati vo onun gdstaricisi olan
bakteriosinin  konsentrasiyast  Kolleksiya  stammlarmm  eyni
konsentrasiyasina, demok olar ki, barabardir. Beloliklo, tocrubalor
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zamani agkar olundu ki, B. polymyxa-nin tadqiq edilmis produsent
xassalari kolleksiya stammlarmin produsent xassalari ilo eynidir.

FOSIL Vv
BACILLUS CEREUS ATCC 14579, BACILLUS SUBTILIS
ATCC 6633 VO KUR SUYUNDAN AYRILMIS BACILLUS
POLYMYXA STAMMLARNDAN SINTEZ EDILMIS
BAKTERIOSINLORIN ANTIiBAKTERIAL
XUSUSIYYOTLORININ TODQIQI

Todgigat corgivasinds Bacillus cereus ATCC 14579 vo
Bacillus subtilis ATCC 6633 bakterial stammlardan zilal mansali
maddoalor oldo olunmusdur. Onlarin antibakterial xiisusiyyatlorini
aragdirmagq tigilin tocribalor iki istigamatds aparilmisdir:

1.9kmodon sonra qidali miihitlorin Ustina yeni bakteriosin
damci soklinds alava olunmusdur vo bu mihitlordo Qram misbat vo
Qram monfi bakteriyalarin bitmosi miisahido olunmusdur.

2.Tagg®* vo McGiven lsulu ilo Petri qablarmda agar guman
edilon bakteriosinin  mohlulu ilo isladilmisdir. Moshlul agara
¢okilondon sonra, aqarin iizorina vea, monfi kontrol (gln, tomiz
agqara, bes Qram monfi vo bes Qram miisbot bakteriya
okilmisdir.Qrafikdon aydin goriiniir ki, yeni bakteriosinlor St.
aureus, St. epidermidis, Str. pyogenes, E. fecalis vo E.coli
bakteriyalarin inkisafini ohomiyyatli dorocodo longidir. Bu
bakteriostatik effekt novboti diaqgramda vo coadvoldo 6z oksini
tapmusdir. (Sakil 5.1) (Cadval 5.1)

Adaton, antibakterial maddonin bakteriostatik effektini
mioyyon etmok (glin iki gostorici Minimal Inhibirloyici
Konsentrasiya gostoricilori MIC90 va ya MIC50 tayin edilir. Bu
tocribalordo  bakteriosinlorin ~ konsentrasiyalart ~ molumdur.
Inhibirlosdirilmis koloniyalarin say1 tomiz agarda veo bakteriosin
olavo edilmis aqarda koloniyalarin saymimn forgino borabordir. 50%
koloniyalarn inhibirlasdirilmasi hesablama yolu ilo toyin edilmisdir.
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Yeni bakteriosinlarin bakteriostatik
tosiri

Sakil 5.1. Bakteriosinlarin bazi bakteriyalarin bitmasina
bakteriostatik tasiri

Bakteriosinlorin Minimal Inhibirloyici Konsentrasiyas1 MIiK50
mutanasib cobr Usulu ilo hesablanmisdir. Masalon, tomiz agarda 99
odod St. aureus koloniyasi bitmisdir. 99 adod koloniyalarin 50% 45.5
koloniyaya barabardir. 1357 ng/mkl konsentrasida Bacillus cereus-
dan alds olunmus bakteriosin 32 koloniya bitmisdir, 67 koloniya isa
bitmomisdir. Proporsiyani qururugq:

1357 ng/mkl konsentrasiya - 67, yani 99 ¢ix 32 koloniyani inhibirlayir
X ng/mkl MIC50 - 45.5 koloniyani, yani 99 koloniyanm 50%
inhibirlayir.

X =1357 x 45.5 /67 =921.5 ng/mkl

Yani, Staphylococcus aureus ATCC 29213 stamima goro Bacillus
cereus ATCC 14579 - dan oldo olunmus bakteriosinin MIC50
gostaricisi 921.5 ng/mkl borabardir.Analoji olaraq digar har (¢
bakteriosinin MIC50 gostaricisi hesablanmisdir (Cadval 5.2).
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Cadval 5.1

Qram musbat vo Qram manfi bakteriyalarin yeni
bakteriosinlarin bakteriostatik effekti

M Bakteriyalarn | Tomiz Bakteriosin slave olunmus aqarda
adi agarda bitmis koloniyalarin say1
bitmis | B.cereus B. subtilis | B.polym
koloniy | ATCC ATCC yxa
alarin | 14579 6633 1547
say1 1357 1417 ng/mkl
ng/mkKi ng/mkKiI ziilah
ziilal zilal
1| St.aureus 99 32 38 91
ATCC 29213
2| St.epidermidis 145 48 45 99
ATCC 12228
3| Str.pyogenes
ATCC 19615 107 43 39 103
4| Str.agalactiae
ATCC 13813 112 110 115 107
5| E.fecalis
ATCC 29212 156 159 49 126
6| E.coli
ATCC 15922 185 85 79 26
7| Ps.aerugenosa
ATCC 27853 87 89 126 15
8| S.typhimurium
ATCC 14028 103 107 109 34
9| P.mirabilis
ATCC 25033 187 197 169 56
1| Sh.flexneri
0l ATCC 12022 158 147 169 38
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Yeni bakteriosinorin MiCsg

Codval 5.2

M Bakteriyalarin | Tomiz MIC50
adi agarda
bitmis | B.cereus B. subtilis | B.polym
koloniy | ATCC ATCC yxa
alarm | 14579 6633 1547
say1 1357 1417 ng/mkl
ng/mki ng/mkKiI ziilah
ziilali ziilah
1| St.aureus 99 901 1033 YOoX
ATCC 29213
2| St.epidermidis 145 1014 1027 2438
ATCC 12228
3| Str.pyogenes 107 1134 1115 YOX
ATCC 19615
4| Str.agalactiae 112 YOX YOX YOX
ATCC 13813
5| E.fecalis 156 YOX 1032 4022
ATCC 29212
6| E.coli 185 1255 1236 900
ATCC 15922
7| Ps.aerugenosa 87 yoX yOX 934
ATCC 27853
8| S.typhimurium 103 YOX YOX 804
ATCC 14028
9| P.mirabilis 187 YOX YOX 1104
ATCC 25933
1| Sh.flexneri 158 YOX YOX 1018
0| ATCC 12022
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FOSIL VI
BACILLUS CEREUS ATCC 14579, BACILLUS SUBTILIS
ATCC 6633 VO TOBIii BACILLUS POLYMYXA
STAMMULARININ GENETIK MUAYINOSI

6.1. Yeni zilal monsdli antibakterial maddslorin
identifikasiyasi.

Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC 6633 va tobii
Bacillus poymyxa stammlarmm genetik miiayinosi ¢argivasindo
subtilin, subtilizin vo polimiksin tobii antibiotiklorin genetik asaslari
aragdirilmisdir. Mohz bu biosinlorin se¢ilmosi onlarin sintez edilmis
biosinlorla eyni molekul kiitlosino malik olmasi ilo baghdir. Novbati
tacriibalordo PZR metodundan istifado edilmisdir.

6.2. Bacillus izolyatlarinin DNT ekstraksiyasi,
optimallasdirilmasi vo DNT-nin ol¢iilmasi.

Bacillus cereus ATCC 14579 vo Bacillus subtilis ATCC 6633
izolyatlarmmdan DNT ekstraksiyasi edilib, 6lgiiliib va torkibinds subtilin
vo subtilizin ziilallarinin genetik osaslari, yoani, sboA and spaS genlorin
movcud olmast PZR disulu ilo  yoxlanmilmisdir. Niimunolorin
konsentrasiyast 130 vo 118 ng/ml oldugundan, hor ikisi holl olunub
konsentrasiyasi optimallagdirildi vo tokrar Olgiildii. Spektrofotometrlo
tokrar Ol¢iilmo zamani Bacillus cereus ATCC 14579 kulturunun DNT-
si 36 ng/ml vo tomizliyi A260/A280 1.7 barabor olmusdur. Bacillus
subtilis ATCC 6633 niimunssindo iso DNT-nin miqdar1 41 ng/ml
(optimal konsentrasiya 20-60 ng/ml) va tomizliyi A260/A280 1.8
(optimal tomizlik < 2) gdstormisdir.

6.3. Bacillus cereus ATCC 14579, Bacillus subtilis ATCC
6633 vo Kiir caymdan ayrilmms Bacillus polymyxa DNT-si
niimundlorinds PZR analizi ils bakteriosin genlorinin tayini.

Bakteriyalarm DNT-si ekstraksiya olunandan sonra PZR
reagentlori hazirlanmigdir. Subtilin vo subtilizin sintezino cavabdeh
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olan sboA and spaS genlori {igiin xiisusi praymerlor istifado edilmisdir.
Bacillus subtilis bakteriyalarma moxsus olan Subtilizin geni toyin
etmak {i¢lin irali vo geri praymerlor:
[roli praymer:
sboA-f (5-CATCCTCGATCACAGACTTCACATG-3)
Geri praymer:
sboA-r (5-CGCGCAAGTAGTCGATTTCTAACAC-3")

Bacillus subtilis bakteriyalarma moxsus olan Subtilin geni toyin
etmok Ticiin praymerlor:

[roli praymer:

spaS-f (5-TGTCATGGTTACAGCGGTATCGGTC-3")

Geri praymer:

spaS-r (5-AGTGCAAGGAGTCAGAGCAAGGTGA-3")

Reaksiyan1 aparmaq iigiin Invitrogen reagentlori segilmisdir.
Polimeraza zoncirvari reaksiyasi Biorad CFX-96 PZR cihazinda
goyulmusdur. Todgiqat zamani sboA vo spaS genlorin toyini eyni
reaksiyada kegirilmisdir.

Biorad cihazinin termosiklerino amplifikasiyanin proqramm daxil
edilmisdir.

1. Termosiklerin qizmasi 15 doqiqe 95°C.
2. Denaturasiya 5 saniys 95°C.

3. Annilinqg 20 saniys 60 °C.

4. Elongasiya 15 saniya 72 °C.

5. 3-cii addimdan baslayaraq 5 dovr tokrar.
6. Denaturasiya 5 saniys 95°C.

7. Anniling 20 saniys 60 °C.

8. DNT kopiyalarin sayilmasi — Reading.
9. Elonqa51ya 15 saniys 72 °C.

10. 7-ci addimdan baslayaraq 40 dovr.

Bacillus subtilis ATCC 6633 va Bacillus cereus ATCC 14579
stammlarinn =~ DNT-sini  Real-Time  Polimeraza  Zancirvari
Reaksiyasmin mogsadi torkibindo bu bakteriosin genlorinin olmasini
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miloyyan etmak idi. Genetik milayinanin naticalori gdstordi ki, Bacillus
subtilis ATCC 6633 stamminda subtilin bakteriosinin genetik asaslari,
yani, spaS geni movcuddur (22.23 dévr), Bacillus cereus ATCC 14579
DNT-sindo iso subtilizin geni sboA askar olunmusdur (13.99 dovr).
PZR testinin diizgiin getmasi miisbot nozaratin spasS iizro 12.89 dovrds,
SboA {izro iso 14.88 dovrdo miisbat notico gOstormosi ilo
tosdiglonmisdir.

Bacillus polymyxa bakteriyasinin an genis istifado olunan biosini
polimiksindir. Kiir caymndan ayrilmig Bacillus polymyxa bakteriyasmin
DNT-sindo bakteriosinin sintezino cavabdeh gen klasteri 5 gendon
ibaratdir: pmxA, pmxB, pmxC, pmxD vo pmxE. Bunlardan pmx C va
pmxD genlori hoamginin bu ziilalin naglinds istirak edir, 3 gen isa, yani,
pmxA, pmxB vo pmxE polimiksin sintetazan1 kodlagdirir. Xiisusilo do,
pmxE geni bu prosesdo on miihiim rol oynayir. Bununla slagodar
olarag Bacillus polymyxa-nin genom DNT-sindo bu genin toyin
edilmasi maqgsadi ilo miivafiq PZR kecirilmisdir.

Polimiksinin genini toyin etmok {igiin istifado edilmis praymerlor:

[roli praymer:

PmxEckF

5'-
GCATTCAATAACAAAGATTATGCCGTTTGGCAGCATTCCCG
AAGCTTACGGGCAGATGCTCCAGCCGCAGAATCATGTTTGA
CAGCTTATCATCG-3'

Geri paymer:

PmxEckR

5'-
GCAGCACGTCCATGGAAAGGCCGTCGGAACCAATATGATG
AATATCCAGCGCGAGCAGAAATTTCTCTTTCCACGCCGAAA
CAAGCGCTC-3’

Birinci PZR reaksiyasma analoji olaraq bu praymerlori istifado
edorok Biorad CFX-97 cihazinda Real-Time PZR reaksiyasi
goyulmusdur va Bacillus polymyxa-n;n DNT-sindo polimiksinin pmxE
geni agkar edilmisdir. Genetik miiayinonin noticolori gostordi ki,
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Bacillus polymyxa stamminda polimiksin bakteriosinin genetik osaslart,
yani, pmxE geni mévcuddur (“threshold” ilo kosigsma” 25,82 dovr).

Yuxarida gostorilon genetik tocriibolor vo molekul kiitlonin
Olglilmosi gostordi ki, Bacillus cereus ATCC 14579 stammindan
subtilin, Bacillus subtilis ATCC 6633 stammimdan subtilizin, tobii
Bacillus polymyxa stammindan polimiksin protein monsali
antibakterial maddoalor sintez edilmisdir. “Biorad” CFX-96 cihazinda
bakteriosin sintezino cavabdeh genlorin toyini mogsadilo aparilan
polimeraza zoncirvari reaksiyalarin cihazin hesabatlar1 (orijinal
protokollart) vo kamiyyat naticalori tohlil edilmisdir.

TODQIQATIN YEKUN TOHLILI

Antibiotiklorin  torotdiyi mikrob rezistentliying, bir sira
catigmazhqlarma goro yeni keyfiyyotli dorman vasitolorinin
axtartlmasina ehtiyac yaranmisdir. Bu baximdan da tobii bioloji
mongali antibakterial maddolor, yoni, bakteriosinlor alimlorin xtisusi
digget morkozino ¢evrilmisdir. ©lavo olaraq bakteriosinlorin miixtolif
saholords totbiqi elmin bu istigamotindo todqiqatlarini daha perspektivli
edir. Tibb, baytarliq, kond tosorriifati, qida sonayesi, okingilik,
bagbancgiliq vo digor saholor ii¢iin yeni bakteriosin istehsal edon
stammlarm askar edilmosi ¢ox vacib bir masolodir. Bakteriosinlorin
xiisusiyyatlorinin dyronilmesi, produsent bakteriyalar tiglin bakterioloji
miihitlorin secilmasi, optimal soraitin miioyyanlosdirilmasi vo sintez
isullarmin sonaye soraitino uygunlasdirilmasi miiasir biotexnologiya
iclin  oldugca vacibdir. Umumiyyatlo, elm alomindo yeni
bakteriosinlori oldo etmok {igiin miixtalif iisullar yoxlanilmisdir vo
miivoffoqiyystlo hayata kecirilmisdir. Laboratoriyada dord il orzinds
aparilan tadqiqatlar zamani laborator praktika vo elmi-todqiqat islori
ticiin faydali metodikalarin yeni variantlar1 toklif edilmisdir. Masolon,
bu vaxta qodor Bacillus cinsli bakteriyalarm osasinda ylizdon g¢ox
miixtalif antibakterial madde hazirlanib istifadoys verilmisdir. Lakin bu
maddalorin aksariyyati yalniz nozari olaraq mévcuddur. Praktiki olaraq
onlarin sintezi miirokkobdir vo totbiq etmok iigiin ciddi maliyyos vo
xiisusi gorait tolob edir. Biitlin bunlar1 nazers alaraq todqiqat zamani
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daha uygun, daha somoroli vo rahat tsullar1 secib tapmaq vozifosi
yerino yetirilmisdir. Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus
ATCC 14579 va tobii Bacillus polymyxa mikroblarin elmi adobiyyatda
bu vaxta godor geyd olunmayan olavo antibakterial xassolori askar
olunmusdur. Bu elmi igds tosvir olunmus tocriibalor sonaye miqyasinda
miixtolif bakteriosinlorin kiitlovi sokilds istehsali {igiin totbiq edilo bilor.
Tosvir olunmus ekspeimentlor noinki basillordon, hotta digor
bakteriyalarin suspenziyalarindan bioloji aktiv maddoslori ekstraksiya
etmok tli¢lin kdmok edo bilor.

Elmi isin corgivosindo kegirilmis otrafli nozori arasdirmalar vo
laborator taocriibolor zamani todqigat qarsisinda qoyulan tapsiriglara
uygun olaraq biotexnologiya elminin biliklorini artiran vo golocokds
totbiq oluna bilon asas naticalor aldo olunmusdur.

NOTICOLOR

1. Secilmis Bacillus cinsli stammlarin produsent xassolori vo
antibakterial xiisusiyyatlori todqiq olunmusdur. Askar olunmusdur ki,
Bacillus cereus ATCC 14579 bakteriyas1 Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae vo Escherichia coli
bakteriyalarma qars1 bakteriostatik tosir gostorir. Bacillus subtilis
ATCC 6633  mikroorganizmi  Staphylococcus  epidermidis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Enterococcus
fecalis bakteriyalarma bakteriostatik tosir gostorir. Kiir ¢aymdan
ayllmig tobii Bacillus polymyxa stammi Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae vo  Staphylococcus epidermidis  qarsi
bakteriostatik tasir gostorir [1,2, 4, 6, 10].

2. Bacillus cinsli bakteriyalardan (Bacillus cereus ATCC 14579
vo Bacillus subtilis ATCC 6633 kolleksiya stammlardan vo Kiir
caymdan ayrilmus tobii Bacillus polymyxa stammindan) ziilal monsoli
antibakterial maddslor (subtilin, subtilizin vo polimiksin) sintez
edilmigdir [7, 9, 11, 14].

3. Se¢ilmis Bacillus cinsli stammlarindan sintez edilmis
bakteriosinlorin kimyavi tomizliyi, konsentrasiyasi, molekul kiitlosi
Olgiiliib, antibakterial xassolori miioyyon edilmisdir[14, 17].

4. Bacillus cereus ATCC 14579 va Bacillus subtilis ATCC 6633

27



kolleksiya stammlarin vo Kiir ¢aymdan ayrilmis tobii Bacillus
polymyxa stamminin genetik materialinda subtilin, subtilizin vo
polimiksin bakteriosinlorinin genetik osaslar1 tosdiglonmisdir: Bacillus
subtilis ATCC 6633 stamminda subtilin spaS geni, Bacillus cereus
ATCC 14579 DNT-sinds iso subtilizin sboA geni, Bacillus polymyxa
DNT-sindo pmxE geni askar olunmusdur[3].

5. Tadqiqatin vazifslorindon slava olaraq Bacillus subtilis ATCC
6633 vo Bacillus cereus ATCC 14579 bakteriyalarin i¢ giin arzindo
“gocalma” prosesi askar olunmusdur, bununla baglh onlarm
morfologiyasinda va yerlosmoasinds doyisliklor tosvir edilmisdir[11].
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	BACİLLUS CEREUS ATCC 14579, BACİLLUS SUBTİLİS ATCC 6633 VƏ KÜR ÇAYININ SUYUNDAN AYRILMIŞ TƏBİİ BACİLLUS POLYMYXA ŞTAMMLARINDA ANTİBAKTERİAL MADDƏLƏRİN SİNTEZİ
	Bakterial kolleksiya ştammlarını canlandırmaq və kontaminasiyanı istesna etmək məqsədi ilə onlar Qoyun Qanı aqarına və Mac-Concey aqarına əkilmişdir. Onların kultural xassələri və koloniya morfologiyası qeyd olunduqdan sonra, mikroskopiya üsulu ilə ba...
	Bacillus cereus ATCC 14579 və Bacillus subtilis ATCC 6633 ştammlarının optimal çoxalma temperaturu 35; 35.5; 36; 36.5... 39.5; 40 C Ətli Peptonlu və Qoyun Qanı aqarlarında kultivasiya yolu ilə müəyyən edilmişdir. Variasiya sırası adlanan statistik üsu...
	3.3. Bacillus cereus ATCC 14579 və Bacillus subtilis ATCC 6633 bakteriyaların antibakterial xüsusiyyətlərinin öyrənilməsi
	Bacillus cinsli bakteriyaların digər bakteriyalara qarşı antibakterial xüsusiyyətlərini öyrənmək üçün onlar aşağıda göstərilən Qram mənfi və Qram müsbət bakteriyalarla birlikdə yan-yana əkilmişdir:
	Qram müsbət bakteriyalar:
	Staphylococcus aureus ATCC 29213,
	Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
	Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
	Streptococcus agalactiae ATCC 13813,
	Enterococcus fecalis ATCC 29212.
	Qram mənfi bakteriyalar:
	Escherichia coli ATCC 15922
	Pseudomonas aerogenosa ATCC 27853
	Salmonella typhimurium ATCC 14028
	Proteus mirabilis ATCC 25933
	Shigella flexneri ATCC 12022
	Bunun üçün Qoyun Qanı Aqarında və Ətli Peptonlu Aqarda Petri kasasının alt tərəfinı qələmlə 2 yarım-dairəyə bölüb bir tərəfinə Bacillus bakteriyası (B.cereus ya-da B.subtilis), digər tərəfinə isə digər, məsələn, “qeyri-Bacillus” bakteriya ştrixlənmiş...
	Alternativ olaraq Tagg və McGiven antaqonizmin yoxlanması metodu modifikasiya edilib tətbiq edilmişdir: Bacillus subtilis və Bacillus cereus suspenziyası aqara damcılanan yerin ətrafında öncədən bütün Petri kasasına mikroorqanizmin bitməməsi və inhib...
	Bacillus cereus ATCC 14579 bakteriyanın Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli müəyyən ştammlarına qarşı, Bacillus subtilis ATCC 6633 də Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Strep...
	3.4. Kür çayın suyundan ayrılmış təbii Bacillus polymyxa (Paenibacillus polymyxa) ştammının antibakterial xüsusiyyətlərinin öyrənilməsi
	Bacillus cinsli bakteriyaları izolə etmək üçün Neftçala rayonunun Bankə qəsəbəsi ərazisində (coğrafiya koordinatları 39 24′50″ şm.e. 49 14′56″ ş.u.) Kür qırağında biri-birindən 100 metr məsafə ilə üç su nümunəsi toplanılılmışdır. Onların hərəsi bir nö...
	Bacillus polymyxa Kür ştammının bəzi Qram müsbət və Qram mənfi bakteriyalarına təsiri B.cereus və B. subtilis kolleksiya ştammlarının antaqonizminə analoji olaraq öyrənilmişdir. Təcrübələr nəticəsində Kür ştammının Streptococcus pyogenes, Streptococc...

