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Masgals 13
Komplementin birlosmo reaksiyasi. Radial hemoliz reaksivasi. Immunfliioressensiya reaksiyasi
(IFR), immunferment analizi (IFA), Radioimmun metod (RIM). Iimmunbloting (IB). Genetik
metodlarin mikrobioloji diagnostikada totbigi. Zoncirvari polimeraza reaksiyasi (ZPR). Molekulyar
hibridlosma iisulu. Sekvenlosdirma

Miizakira olunan suallar:

1. Komplementin birlogsmasi reaksiyasi (KBR) va onun mahiyyati

2. KBR-in mexanizmi va diagnostikada shomiyyati.

3. Nisanlanmig anticisimlorin istiraki ilo gedon reaksiyalarin mahiyyati.

4. Nisanlanmis anticisimlorin istiraki ilo gedon reaksiyalarin ekspress diagqnostikada shomiyyati.

5. Immunfliioressensiya reaksiyasiin (Kuns reaksiyas1) mexanizmi: diiz variant (IFR) vo dolay1

variant (diFR).

6. Immunferment analiz vo onun mahiyyati: diiz vo dolay variantlar.

7. Radioimmun metod (konkurent, aks va dolay1), tothiqi.

8. Immunbloting, mexanizmi.

9. Genetik metodlarin mikrobioloji diagnostikada tatbiqi.

10. Molekulyar-genetik iisullar, novlori, diagnostikada tatbiqi.

11. Zoncirvari polimeraza reaksiyasinin (ZPR, real-time ZPR) mahiyyati, mexanizmi va tocriibi
ohomiyyati.

12. Molekulyar hibridlosms iisulu, mahiyyati, mexanizmi v tocriibi oshomiyyati.

13. Restriksion analiz, mahiyyati, mexanizmi va tocriibi shomiyyati.

14. Sekvenlosdirma tisulu, mahiyyati, mexanizmi va tocriibi shomiyyati.

15. Gen mithandisliyi, magsad va vazifalari.

Lizis vo hemoliz reaksiyalari. Infeksiya vo immunizasiya zamani insan vo heyvan zordabinda
lizin adlanan anticisimlor do omolo golir ki, bunlar da uygun antigenlorlo rastlasdigda onlari
oritma qabiliyyatine malik olurlar.

Lizis reaksiyasit miirokkob reaksiya olub, 3 komponentin: antigen (mikrob hiiceyralori,
eritrositlor), anticisim (lizin) vo heyvanin qan zordabinda olan komplementin istiraki ilo gedir.
Bakteriyalarin lizisina sabab olan anticisimlor bakteriolizinlor, eritrositlori liziss ugradanlar iso
hemolizinlor adlanirlar.

Voba vibrionlar1 vo treponemalardan basqa, oksor mikroblar anticisimlorin litik (oridici)
tosirine davamhidirlar. Ona goro do, lizis reaksiyasi laboratoriya tocriibasindo infeksion
xostoliklorin diagnostikasinda genis totbiq olunmur.

Bakterioliz reaksiyasi. Bioloji lizis hadisosini ilk dofo Pfeyffer vo Isayev miisahido
etmislor. Onlar bu reaksiyadan hoqiqi voba vibrionlarini yalang¢i vibrionlardan forglondirmok
mogqsadilo istifado etmislor.

Homin fenomeni qoymagq ii¢iin iki doniz donuzunun birini vobaya garst immunlagdirmislar.
Sonra hor 2 heyvanin qarin bosluguna yoxlanilacaq mikrob kulturasindan hazirlanmis suspenziya
yeritmiglor. 10daq,20doq,60daq fasilalorlo hor iki doniz donuzunun qarin boslugundan Paster
pipetkast ilo alinmis eksudati mikroskopik (yaxma, ozilon damci, neqativ preparat) vo
bakterioloji iisullarla miiayina etmislor. ©gor peyvond edilmis heyvanin badonindo lizinlor amoalo
golirss, o zaman ozilon damcida vibrionlar harokatdon qalir, deformasiyaya ugrayir, denaciklor
soklindo goriiniir vo nahayat, onlar yox olurlar. Aqarda okilmis materialda okmo miiddatindon
asili olaraq, mikrob koloniyalarinin say1 get-gedo azalir, heyvan sag qalir. Kontrol heyvanlardan
alinmis eksudatin miiayinosi tamamilo oks notico verir, yoni mikroskopik todqiqat zamani
vibrionlarda nozors c¢arpan morfoloji vo bioloji doyisiklik geyd edilmir, hotta bakterioloji
milayinodo agarda mikrob koloniyalarinin miqdarca bir qodor do artmasi miisahide edilir vo
heyvan oliir.

Hemoliz reaksiyasi. Hemoliz reaksiyasi, demok olar ki, bakterioliz reaksiyasindan
forqlonmir. Belo ki, bunun da qoyulusunda hiiceyro (eritrosit), miivafiq anticisim, hemolizin va
complement istirak edir. Ancaq burada eritrositlor bakteriyalara nisboton daha asan oriyir.



Bundan basqa, bakterioliz reaksiyasi zamam gozlo goriilo bilocok bir doyisiklik nozors
carpmadig1 halda, hemoliz reaksiyasinda bulaniq qarisiq bir ne¢o doqigo orzindo 37°C
temperaturda eritrositlorin tamamilo arimosi naticosinde soffaflagaraq, al qirmizi lak rongi alir vo
sonralar he¢ bir ¢okiintii miisahido edilmir. Hemoliz reaksiyasi da bakterioliz reaksiyasi kimi
spesifikdir. Belo ki, saglam dovsanin qan zordabi qoyun eritrositlori emulyasiyas1 ilo
garisdirildigda, adoton eritrositlor orimir vo todricon ¢okiintiiyo kecir vo maye rongsizlosir
(soffaflasir).

Ogor qoyun eritrositlori bir ne¢o dofo saglam dovsanin qulaq venasina yeridilirso, axirinci
inyeksiyadan 5-6 giin ke¢dikdon sonra heyvandan qgan alib, onun zordabi yenidon homin
eritrositlorin emulsiyas1 ilo qarisdirilarsa, eritrositlorin bir ne¢o doqiqodon sonra orimosi
miisahido edilir. Buradan belo bir notico c¢ixarmaq olur ki, dovsanin ganinda goyunun
eritrositlirine garst miioyyon litik amil (lizinlor) omolo golmisdir. Ona gora do belo dovsanin qan
zardabint digor heyvanlarin qam ilo qarigdirdigda hemoliz hadisosi miisahide olunmur. Borde
qoyun eritrositlorino qarst immun zirdabi 56°C temperaturda 30doq qizdirdigda zordabin
hemolitik xassasinin itdiyini gérmiisdiir. Lakin bu qarisiga hor hansi bir heyvandan alinmis tozo
zordab olavo edilon zaman eritrositlorin yenidon hemolizo ugradigi miisahido edilmisdir.
Beloliklo, hemoliz reaksiyasinda, asason, iki amilin istirak etdiyi miioyyon edilmisdir. Bunlardan
biri spesifik, nisbaton termostabildir ki, hemolizin adlanir, digor iso qeyri-spesifik termolyabildir,
buna da komplement deyilir. Hemoliz reaksiyasinin diagnostik shamiyyati yoxdur, lakin ondan
komplementin birlogsms reaksiyasinda bir indikator kimi istifads olunur.

Hemoliz reaksiyas1 2 fazada gedir. Birinci fazada eritrositlorlo hemolitik zordab arasinda
qarsiligli tosir noticasindo eritrositlor sensibilizasiya olunurlar. Ikinci fazada sensibilizasiya
olunmus eritrositlor komplementi fikso edirlor vo noticodo onlarin hemolizi bas verir. Bu reaksiya
hemoliz deyil, hemoglobulinoliz reaksiyasidir, bels ki, hemoqlobulinls eritrositlorin xarici divari
arasindaki olagonin pozulmasi ilo miisayiot olunur. Azad olmus hemogqlobin eritrositlordon
asanliqla xarici miihito ¢ixir. Hoqiqi hemoliz iso eritrositlora hipertonik mohlulla tosir etmok
naticosindo bas verir. Bu zaman eritrositlorin xarici divari avvolco dartilir, sonra dagilir, noticodo
eritrositlordon sorbast hemoqlobin xaric olur.

Eritrosit suspenziyasi reaksiyanin qoyulmasi orofosindo hazirlanir. Qan, qoyunun yuxari
bos venasindan gotiiriiliir vo i¢orisindo muncugqlar olan flakona tokiiliir, 10-15doq miiddotindo
calxalamaqla o, fibrinsizlosdirilir. Eritrositlor sentrifuqallasdirilir, izotonik mohlulda bir nego
dofo yuyulur. Axirinci dofo yuyulan mohlul tam soffaf olmalidir. Eritrositlorin 3%-li
suspenziyasini aldo etmoak tigiin eritrosit ¢okiintiisiindon gotiiriiliir, izotonik mohlulda hoall edilir.

Hemolitik zordab xiisusi institutlarda vo ya biofabriklorde hazirlanir. Bu mogsadlo
dovsanlar 2-5 ml 50%-1i qoyun eritrositlori suspenziyasint 3-4 dofo venadaxili yolla yeritmoklo
immunizasiya edilir. Axirinct inyeksiyadan 6 giin ke¢dikdon sonra, niimuns ii¢lin qan gotiiriiliir
vo xlisusi sxemo asason zordabin titri toyin edilir. ©gor titr kifayot qodordirse, onda lazimi
miqdarda qan gotiiriiliir.

Hemolitik zordabin titri, onun elo yiiksok durulasmasidir ki, bu durulasmada o,
komplementin istiraki ilo 1 saat miiddotindo 37°C temperaturda tam hemolizin getmasina sobab
olur. Hemolitik zordabin titri 1:1200-0 nisboatdon az olmamalidir. Hemoliz reaksiyasi ii¢lin
hemolitik zordab li¢ qat titrdo, yoni li¢ qat miqdarda gotiiriiliir.

Komplement hor bir tozo qan zordabinda olur. Adoton doniz donuzunun zordabindan
istifado edilir. Qani tacriiba orofosinde heyvanin iiroyindon gotiirmok lazimdir. Komplementin
miqdarinin heyvanin fizioloji halindan, yasindan vo qidalanmasindan asili oldugunu nazors alib,
gani 3-4 heyvandan gotiirmok vacibdir. Qan laxtalandigdan sonra zordabi ayirib NaCl-un
izotonik mohlulunda 1:10-a vo ya 1:20-ya nisbatindo durulasdirib titrlomak lazimdir.

Titrlonmo tocriibasi iki kontrolla miisahido olunur. Onlarin birindo hemolitik zordabla
sensibilizasiya olunmamis eritrositlor vo komplement, ikincisindo isa komplementsiz
sensibilizasiya olunmusg eritrositlor istirak edir. Bu iki sinaq siisosindo hemoliz bag vermir.

Qeyd edildiyi kimi, insan zordabinda komplementin titri orqanizmin immunoloji
voziyyatini dyronmok ii¢iin toyin edilir. Insan qaninda olan komplementin titrlonmo metodikast,
doniz donuzlarinin zordabindaki komplementin titrlonmaosi tocriibasi ilo analojidir.

Komplementin birlosmo reaksiyas1 (KBR). Komplementin birlosmo reaksiyasi antigen-
anticisim kompleksinin omolo golmasi osasinda bas veron miirokkab seroloji reaksiyadir ki, ogor
bu bag verorso komplement do onun {izorino adsorbsiya olunar vo reaksiya miisbat hesab olunar,



yoni komplementin birlogsmo reaksiyasi bas vermis olar. 9gor bu antigen eritrosit olarsa, onda
eritrosit hemolizo ugrayir.

Bu reaksiya miirokkob seroloji reaksiyalardan biri olub, Oziiniin qoyulus texnikasi,
hossasligi, spesifikliyi, infeksion xostoliklorin seroloji diagnozunda genis totbiq edilmosi ilo
basqalarindan forqlonir. KBR ilk dofo 1901-ci ildo Belgika alimlori Borde vo Janqu torofindon
islonib hazirlanmigdir. 1910-cu ildo alman alimi Vasserman onu sifilisin seroloji diagnozunda
totbiq etmisdir. Bu alimlarin fikrinco infeksiya vo immunizasiya prosesindo insan va heyvanlarin
qaninda xiisusi anticisimlor amols galir ki, bu da miivafiq antigenlorls qarsilasdiqda onlar birlosib
komplement adlanan termolabil geyri-spesifik maddoni adsorbsiya edir. Ancaq bu birlogsmo
zamani miihitdo nazoro ¢arpan he¢ bir doyisiklik miisahido olunmur. Reaksiyanin qoyulusunda
qan zordabi, miivafiq antigen, bir do komplement gotiiriiliir (hamist ekvivalent miqdarda). Bu
garisiq termostatda bir saat orzindo saxlanilir. Ogor xostonin gan zordabinda antigens uygun
anticisimlor olarsa, onda bunlar birlosib antigen-anticisim kompleksi amalo gatirir, bu zaman
mithitdo olan komplement homin komplekso adsorbsiya edilorok komplementin birlogsmao
reaksiyasini toradir. Lakin sinaq borusunda gozlo goriino bilocok bir doyisiklik olmadigindan
reaksiyanin miisbot vo ya monfi olmas1 barado goti fikir sdylomok miimkiin olmur. Ona gors do
reaksiyanin ikinci fazasinda hemolitik sistemdon (indikator sistemdon) istifado olunur, yoni bu
sistem birincinin lizoring tokiiliib yenidon termostata qoyulmalidir.

Hemolitik sistem qoyun eritrositlorinin emulsiyas1 ilo onlara qars1 omolo gotirilon
hemolitik zordabin borabor qarisigindan ibaratdir. Qanin orimasi {i¢iin sorbast komplementin
olmas1 zaruridir. 1-ci va 2-ci sistemlor qarisdirildigdan sonra garisiq yenidon 1 saat termostatda
vo 18-24 saat otaq temperaturunda saxlanilir, bundan sonra reaksiyanin naticosi qeyd olunur.
Ogor 1-ci sistemds uygunluq varsa, yoni antigen-anticisim kompleksi omolo golibso komplement
antigen-anticisim kompleksi ilo birlogir vo eritrositlorin orimasi iigiin komplement saorbast
olmadigindan hemoliz getmir vo eritrositlor ¢okiintliyo kegorok 1iizorindoki mayenin
soffaflagsmasina sobob olur.

Oksing, birinci fazada zordabla antigen arasinda uygunsuzluq olduqda onlar birlogmir,
komplement do sorbast galdigindan o, hemolitik sistemlo komoklogir vo eritrositlorin arimoasino
sorait yaranir, bu da reaksiyanin moanfi oldugunu gostorir, yoni KBR monfi, hemoliz reaksiyasi
misbot olur, demoali soxs xosto deyildir. Bu reaksiya virus xostoliklorindo, rikketsioz, siisonok,
vorom, brusellyoz, gdy Oskiirok vo s. bir sira infeksion xostaliklorin seroloji diagnostikasinda
todbiq edilir.

Reaksiyanin qoyulma texnikasi. KBR-i qoymagq iigiin xiisusi hazirliq tolob olunur. istifados
olunacaq qablar (sinaq borulari, pipetkalar, flakonlar) tomiz yuyulur, basqa moaqsadls istifads
olunmur. Tacriibs qoyulana qadar reaksiyanin biitiin inqridientlori hazirlanir vo titrlonir.

Xostanin qan zardabi. Miiayino li¢lin gan ac gqarnina gotiriiliir vo homin miiddstds xostonin
spirtli iskilar, yagli vo duzlu yemaklor qabul etmasi qadagan edilir.

Reaksiyanin qoyulmasindan bir giin avval komplementi konar etmok moqgsadils qan zardabi
30 doq miiddstinds 56°C temperaturda su hamaminda qizdirilmaqla inaktivlesdirilir.

Reaksiya qoyulan giin qan zordab1 1:5, 1:10 va s. nisbatlorinds durulasdirilir. Bu reaksiyada
titr tok-tok hallarda 1:320 nisbatindo ola bilar.

Antigen, xiisusi institutlarda hazirlanir. KBR-do antigen kimi O6ldiriilmis bakteriya
suspenziyasindan, mikroblu toxuma ekstratlarindan, lipidli toxuma ekstratindan istifads olunur.

Spesifik zordabla antigenin titri toyin edilir. Antigenin titri ampula iizorinds olan etiketdo
qgeyd olunur. Biitiin mikrob antigenlori miioyyon miqdar komplementi adsorbsiya edir. Ona goro
do titrlomadon ovval onlarin antikomplementar xiisusiyyati, toyin edilir. KBR-i qoymagq fi¢iin
antigenin Y2 vo 2/3 titrino borabor olan is¢i dozasindan istifado edilir.

Reaksiyan1 qoymazdan avval antigen natrium-xlorun izotonik mohlulunda elo durulasdirilir
Ki, 1ml-do olan doza titro borabar olsun. Masolon, antigenin titri 0,04ml-o borabordir.
Durulasdirmagq tigiin 0,04ml antigen vo 0,96ml izotonik mohlul gétiirtiliir.

Reaksiyada biitiin ingridientlor 0,5ml hacmindo gotiiriildiiyii ii¢lin antigenin miqdar titrin
yarisina boarabor olacaqdir (is¢i doza). Digor komponentlor iso hemoliz reaksiyasi ii¢iin
hazirlandig1 kimi hazirlanir (codval).

Cadvaldon goriindliyli kimi, KBR iki fazada aparilir. Birinci fazada, yoni inkubasiya
fazasinda 1-ci sinaq borusuna zordab, antigen vo komplement, 2-ci sinaq borusuna zordab,



komplement vo 0,85%-li NaCl mohlulu (zordabin kontrolu), 3-cii sinaq borusuna antigen,
komplement va 0.85%-li NaCl mohlulu (antigenin kontrolu) tokiiliir.

Komplementin birlosma reaksiyasinin qoyulma sxemi.

Cadval
Birinci sistem (faza) Ikinci sistem (faza)
Sinaq borulari °1 tocriibo [-ci zordabin  [3-cii antigenin  $1naq borulari 4-cii
ingridient, ml kontrolu kontrolu ngridient, ml
Aliayino olunacaq 0,5 0,5 - 'molitik zordab 2
'dab, 1:5 nisbotindo iigqat titrdo
durulagsmigdir
ntigen, is¢i dozada | 0,5 - 0,5 3%-li goyun 2
ritrositlorinin
suspenziyasi
Komplement, is¢i 0,5 0,5 0,5
dozada
0,85%-1i NaCl - 0,5 0,5 binaq borular1 37°C 30daq
mohlulu termostata qoyulur
Sinaq borular1 37°C-da 1 saat termostata
goyulur

Ikinci fazada, yoni indikator fazasinda 1 smaq borusuna hemolitik zordab vo qoyun
eritrositlori, yoni hemolitik sistem tokiiliir vo hor iki sistemin (fazanin) sinaq borular1 37°C
termostatda 1 saat saxlanilir.

Sonra birinci sistemin sinaq borularinin hor birino 1ml ikinci sistemdon (hemolitik zordab
vo eritrosit qarigigl) olavo olunur vo qarisdirildigdan sonra yenidon 1 saat miiddstindo 37°C
temperaturda saxlanilir.

Sinaq borular1 termostatdan ¢ixarildigdan sonra toxmini natico, onlar1 15-18 saat otaq
temperaturunda vo ya soyuducuda saxlandigdan sonra iso axirinci natico qeyd olunur.

Axirinci naticado, reaksiyanin intensivliyi miisbatlorlo gqeyd olunur: ++++ reaksiya koskin
miisbat, yoni hemolizin tam dayanmasi ilo xarakterizo olunur, sinaq borusunda maye soffaf
olmagqla, biitlin eritrositlor dibs ¢okiir. +++ vo ++ miisbat, reaksiyadan zoif hemoliz naticosinds
mayenin azaciq ronglonmosi miisahido edilir vo ¢okiintlido eritrositlorin miqdar1 az olur; +
reaksiya zoif miisbot, maye intensiv ronglonmis olur vo sinaq borusunun dibindo ¢Okmiis
eritrositlorin nozors ¢arpacaq miqdari az olur.

Reaksiyanin monfi olmasi “-” isarasilo qeyd olunur. Bu zaman tam hemoliz naticesiunda
sinaq borusundaki maye intensiv ¢ohrayi (al qurmizi lak) rongde miisahids edilir.

Immunfliioressensiya reaksiyasi1 (IFR). Hal-hazirda nisanlanmis antigen vo yaxud
anticisimlorin istiraki ilo gedon seroloji reaklsiyalar genis totbiq olunur. Bunlara
immunfliioressensiya reaksiyasi, radioimmun vo immunferment iisullar aiddir. Oz hossasligina
goro onlar digor seroloji reaksiyalardan {istiin hesab edilir.

Oksor virus infeksiyalarinin (qrip, paraqrip, ¢i¢ok, ucuq, adenovirus, arbovirus
infeksiyalarinda va s.) ekspres diagnostikasinda bu reaksiyadan istifado olunur. Bu iisulun iistiin
cohati ondan ibaratdir ki, hotta tok-tok yoluxmus hiiceyronin belo askar edilmosino imkan yaradir.
Bu reaksiyadan hom viruslarin indikasiyasinda, hom do identifikasiyasinda istifado etmok olar.

Immunofliioressensiya zamani islodilon fliloressensiyaedici immun zordab xiisusi
maddolorlo, yoni fliloroxromlarla islonmis zardab olur.

Molum oldugu kimi, virusun reproduksiyasindan asili olaraq antigen niivado,
protoplazmada, ya da ki, hor ikisindo yerlogo bilor. Masolon, quduzluqda, ¢igokdo isigsagma
hiiceyronin protoplazmasinda, adenovirus infeksiyalarinda iso niivosindo miisahido olunur. Ona
goro do galismaq lazimdir ki, Gyronilocok hiiceyronin strukturu dagilmasin.

Immunfliioressensiya {isulunun mahiyyatini antigenlo spesifik anticisim arasinda gedon
reaksiya toskil edir. Ovvalco immun zordab hor hansi bir fliioroxromla (rodamin, izotiosionat)
islonir vo homin fliloroxromla birlogsmis anticisimlor 6zlorinin miivafiq antigenlo birlogsmo
qabiliyyotini saxlayir. Miiayino edilocok yaxmaya fliloroxromla nisanlanmis anticisim olave



edildikds o, spesifik antigenin {izorins adsorbsiya olunur vo onunla méhkom birlasir, ¢cokmomis
anticisimlor iso fizioloji mohlulla yuyulub gedir. Preparata liminessent mikroskopla baxdiqda
qara fonda yalniz spesifik anticisimlo birlogsmis antigenlor is1q sagir.

Immunfliioressensiya reaksiyas1 iki ciir olur: diiz vo dolay1.

Diiz immunfliioressensiyanin komoyilo patoloji materialda virusun olub-olmamasi
meydana ¢ixarilir. Bunun ii¢lin orqan kosiklorindon, toxuma kulturasindan basma (iz) yaxmalar
hazirlanir, otaq temperaturunda qurudulur, sonra metil spirtinde vo asetonda 10 doq fiksasiya
edilir. ©gor patoloji material kimi burun-udlaq epitel heceyralori lazimdirsa, onda quru tamponla
material gotirilir vo igorisindo 2-3 ml fizioloji mohlul olan smaq siigesino salinir,
calxalandigdan sonra tampon ¢ixarilir, sonra iso sinaq siisosindo qalan maye 5-10 doq
miiddatinds 3000 dovr/doq siiratlo sentrifuqadan kegirilir. Cokiintiidon 4 yaxma hazirlanir, otaq
temperaturunda qurudulur, metil spirti vo asetonla 10-15 doq fiksasiya edilir. Ronglomodon ovval
preparat 20 doq orzindo axar su altinda yuyulur, qurudulur. Etikatkada gostorilon gayda iizro
fizioloji mohlulla durulasdirilmis is¢i qarisiq, yoni fliioressin— izotiosionatla nisanlanmis spesifik
fliloressensiyaedici anticisim vo radominlo nisanlanmis normal 6kiiz zordabi albumini qarigigryla
ronglonir. Rangloma 30 doq miiddatinds 37°C-ds nom kamerda aparilir. Sonra konyugqatin artigi
axar su altinda 1 saat arzindo yuyulur, distillo edilmis su ilo yaxalanir vo havada qurudulur. Yaxsi
olar ki, mikroskopiyadan avval preparatin lizorino golovi qliserinli bufer mohlulu (masalon:
gliserinin 10%-li tris-bufer mohlulu ilo 9:1 nisbatli qarisig1) slavs edilsin. Bu, fliioressensiyani
stabillosgdirir vo fliioressensiyaedici obyektin soklinin ¢okilmosino imkan verir.

Liiminessent mikroskopiya tligiin ML-1, ML-2, MLD va s. mikroskopun yagli sistemilo
baxilir. Konyuqat garigiginin diizgiin se¢ilmosi hiiceyroni ohato edon sahonin vo olavo heterogen
hissociklorin sari-qirmizi (rodaminin rongi) rongi fonunda, hiiceyro daxilindo yerlogon virusun
acig-yasil rongds is1q vermasine imkan yaradir.

Dolayt immunfliioressensiya iisulu daha hossas tisuldur. Bu reaksiyada miitloq tig¢
komponent istirak etmolidir: antigen+immun-qlobulin + fliioressensiyaedici antiqlobulin.
Ovvalco antigen nisanlanmamis immun-qlobulinlo birlosir vo omolo golmis kompleks
fliloressensiyaedici antiqlobulin zordabinin komoyilo askar edilir. Belo ki. yaxmanin tizorino 1-2
damla 1:2 nisbitindo durulagdirilmis nisanlanmamis immun zordab oslave edib 30 doq 37°C-do
nom kamerada yerlosdirilir. immun zordab hom polivalent, hom do tip spesifikliyina malik ola
bilor. Mosolon, Herpes virusu ilo yoluxmus hiiceyro qatinin {izorino dovsandan alinmis
nisanlanmamis anti Herpes zordabi olavs edilir. Sonra yaxma 30 doq miiddotindo axar su altinda
yuyulur vo lizarina fliloressensiyaedici spesifik nov aleyhino (immun zordabla islonmis) globulin
olavo edib, yenidon 15 doq 37°C-ds nom kamerada yerlosdirilir.

Bu zaman tam bir kompleks askara ¢ixarilir: antigen + anticisim + fliioressensiyaedici
antiglobulin.

Yaxmalarin yuyulmasi vo mikroskopiyasi diiz immun fliioressensiyadaki kimi aparilir.
Reaksiya miisbot oldugda niivodo vo ya sitoplazmada, bozon do hor ikisindo parlaq yasil
isiqlanma goriiniir. Polivalent zordabla reaksiya miisbot oldugda monovalent zordabin kdmayilo
virusun tipi toyin edilir.

Immunferment analiz (iIFA). Usulun mahiyyoti fermentlorlo nisanlanmis anticisimlorin
(AT) substrati pargalamaq xassosindon vo boyanmis mohsullarin (xromogenin) omolo
golmosindon ibarotdir. Fermentla birlogmis (konyugasiya olunmus) anticisim homoloji antigenlo
(AG) birleso bilmok qabiliyystini saxlayir. Xromogenin boyanma intensivliyi amola golon
antigen-anticisim + ferment kompleksinin migdarina uygun galir.

Ferment kimi on ¢ox peroksidaza vo qgolovi fosfatazadan istifado edilir. Peroksidaza tigiin
substrat hidrogen peroksiddir, xromogen iso 5-aminosalisilin tursusu, orto-fenilendiamid vo s.
toskil edir.

Bu reaksiyanin homogen va heterogen, yaxud bork fazali IFA variant1 xiisusilo ohomiyyot
kasb edir.

Hal-hazirda mikrobioloji todgiqatlarda on c¢ox IFA-nin bark fazali modifikasiyasindan
istifade edilir. Bu tisulda hor hansi bork maddoyo antigen yaxud anticisim toplanir (yigilir),
bundan sonra seroloji reaksiyanin digor inqridiyentlari alava edilir. Molum olmayan anticisimlori
toyin etmok iiglin asagidaki morhololordon istifads edilir: 1) molum antigenin plansgetin
cuxurlariin divarlari ilo birlosmasi; 2) miiayine olunan serumun daxil edilmasi; 3) konyuqatin
(fermentlo nisanlanmis antiglobulin serum) daxil edilmasi; 4)xromogen substratin olava edilmaosi.



Moslum olmayan antigenin toyin edilmosi asagidaki moarhalolor iizro gedir: 1) toyin edilocok
antigeno spesifik olan anticismin plangetin ¢uxurlarinin dibino vo divarlarina birlogsmasi; 2)
torkibindo antigen olan materialin homin cuxurlara daxil edilmesi; 3) homin spesifikli 2
anticismin oraya olavo edilmosi; 4) konyuqatin (fermentlo nisanlanmis antiglobulin serum) daxil
edilmosi; 5) xromogen substratin alavo edilmasi. Anticisim vo antigenin borkfazali
dastyicist kimi adoton plastikli plansetdon istifado edilir. O, miixtolif sintetik tosirsiz (inert)
materiallardan — polistiroldan, metakrildon hazirlanir. Belo materiallarin sothino adsorbsiya
olunmus anticisim vo ya antigen, hoatta qurudulmus halda uzun miiddet 6z immunoloji
spesifikliyini saxlayir vo seroloji reaksiyalarda istirak edo bilir.

Antigenlorin immunofermentlo askar edilmosinin miixtolif variantlart moelumdur. Sksor
hallarda antigen bork fazaya birlosmis anticisimlorlo tutulur. Todqiq olunan antigen, kliniki
materialla inkubasiya olundugu zaman bork fazaya yapismis anticisimlo birlosir. Sonra birlogsmis
(yapismis) antigen, homin antigenin oksino olan vo fermentlorlo nisanlanmis anticismin kdmoyi
ilo askar olunur. Bu immun ferment analizin diiz variantidir.

Qeyri-diiz (vasitali) variantda fermentlo nisanlanmis név oleyhino (antiglobulin) serumdan
istifado edilir. Bork fazaya birlogsmis fermentin miqdari, antigenin mitqdarina uygun olur.
Fermentin foalligi, substratin parcalanma mohsulu ilo modifikasiya olunmus xromogenin
boyanma intensivliyina goro askar olunur vo komiyyot gostoricisi ilo qiymstlondirilir.
Reaksiyanin noticosi vizual (adi gozlo) yaxud xiisusi fotoelektrokolorimetrlo hesablanir.
Avtomatik analizatorlardan da istifado edilir. Miqdari hesablama ii¢lin dalga uzunlugu 492 nm
olan spektrofotometrdon ds istifads edilir.

Immun ferment analiz (IFA) yiiksok hassasligi ilo vo tez natico oldo edilmasi ilo (4-6 saat
miiddotindo) xarakterizo olunur. IFA-nin bork fazali modifikasiyasinin hossashigini artirmaq iigiin
yiksok spesifikli anticisimdon, mosolon, yiliksok affinni monoklonal anticisimlordon istifado
edilmalidir.

IFA-ni1 aparmagq iiciin bufer mahlullar. Sensibilizasiya buferi. Bork dasiyiciya antigeni vo
ya anticismi sorbsiya etmok ii¢clin 0,05M natrium-karbonat-bikarbonat buferi (KBB, pH 9,5-9,7).
Buferin torkibi: 1,18qr NaCOs; 3,47gr NaHCO3; 200mqr NaNOs;. Buferin hocmi distillo olunmus
su ila 11-o catdirilir. Fosfat buferdon ds istifads edilo bilor (inkubasiya buferins bax).

Inkubasiya buferi — fosfat-duz mohlulu (pH 7,3-7,5). O, dasiyiciya birinci komponent
sorbsiya olunduqgdan sonra, komponentlori durulagdirmaq {i¢iin reaksiyaya daxil edilir. Buferin
torkibi: 17,9qr NasHPO,4 - 12H0; 0,8gr NaH,PO4 - 2H,0; 42,5qr NaCl; 2,5ml tivin-20. Buferin
hocmi distillo olunmus su ilo 51 ¢atdirilir. 20-25°C temperaturda saxlanilir.

Reaksiyanin komponentlarini yumagq iigiin bufer — torkibinda 0,05% tvin-20 olan natrium-
xloridin izotonik mohlulu. Yuyucu bufer kimi, 0,05% tvin-20 olan fosfat-duz mohluldan da
istifado etmok olar.

Ortofenilendiamin asagidaki qaydada ex tempore hazirlanir. 10mq ortofenilendiamino
6,Iml 0,1M limon tursusu, 6,4ml 0,2M NHPO, - 12H20 (tam holl olmaq ii¢iin su hamaminda
qizdirilir), 12,5 ml distillo olunmus su, 0,35ml 3%-li H,0; slava edilir.

80 mq 5-aminosalisilin tursusu 100 ml distillo olunmus suda hall edilir. pH extempora
olarag 1M NaOH-la 6-ya catdirilir. Istifado edilmokdon ovval hor 9ml mohlula 1ml 0,05%-li
H,0, alava edilir.

Planset yuvaciglarinda IFA-nin aparima iisulu. IFA bir neco morholodo aparilir. Hor bir
morholodon sonra plansetdo artiq qalan maddolor, detergentlor olavo etmoklo buffer mohlulla
yuyulur. IFA-nin birinci morhaloesi, antgen yaxud anticismin karbonat-bikarbonat buferds (0,1 ml
hocmda) miivafiq durulagmasini (10-20 mkg/ml konsentrasiyada) 37°C-do 1-4saat vo 4°C-ds 10-
12 saat miiddetindo sensibilizasiya etmoklo bork fazaya sorbsiya etmokdon ibarotdir. Sonra
cuxurcuglar, dasiyiciya sorbsiya olunmayan anticismin, yaxud antigenin rodd edilmasi {i¢iin otaq
temperaturunda adi su ilo vo 0,05%-li tvin-20 ilo 5 doq. miiddatinds iki dofs yuyulur. Bundan
sonra har bir guxurcuga (bark fazaya) 0,1 ml 1%-1i garamal zordab1 albumini karbonat-bikarbonat
buferlo olavo edilir vo sensibilizasiyadan sonra ¢uxurcuqlarin sathindoki bos qalan hissolori
baglamaq (doldurmaq) li¢lin 1saat 37°C-do inkubasiya edilir. Cuxurcuqglar birlosmomis garamal
zordab1 albuminindon tomizlomok iigiin yuyulur vo onlara 0,1 ml fosfat-duz mohlulunda
durulagdirilmis (pH 7,2) 0,05%-li tvin-20 ilo birlikdo miiayino olunan material (antigen yaxud
anticisim) tokiiliir. Sonra g¢uxurcuqlar 37°C-do 1-3 saat inkubasiya edilir. Termostatdan
gotiirdiikdon sonra immun reaksiyaya girmomis antigen yaxud anticisim yuyulur vo 0,05%-li



tvin-20 ilo fosfat-duz mohlulunda is¢i dozada durulasdirilmis, todqiq edilon antigens yaxud
anticismo qars1 0,1 ml miqdarinda konyuqasiya olunmus anticisim slave edilir. Sonra onlar 37°C-
do 2saat inkubasiya edilirlor. Birlosmomis konyuqat 3 dofs buferlo yuyulmaqla atilir.

Cuxurcuga 0,1 ml substrat mohlulu ilo xromogenin qarisig1 tokiilir vo 30doq otaq
temperaturunda qaranliq yerdo saxlamlir. Inkubasiya prosesindo peroksidaza substrati (H,02)
parcalayir vo foal oksigen omolo gotirir, o da, xromogeni oksidlosdirir. Noticodo, xromogen
rongini doyisir. Ortofenilendiamin sar1 rong, aminosalisilin tursusu iso gohvoyi rong alir.

Substratin parcalanma reaksiyasinin qarsisinin alinmasi ii¢iin ¢uxurcuqlarin har birine
0,1ml 1IN H2SO4 yaxud M HOH slava etmok lazimdir.

Vizual baxig zamani miiayine olunan materialin. Kontrola nisbaton daha intensiv boyanmis
on yiiksok durulagsmasi askar edilir.

Reaksiyanin kontrolunda miiayino olunan antigen yaxud anticisim reaksiyanin homoloji
komponentlari ilo avaz olunur.

Reaksiyanin noticolori fotoelektrokolorimetrlo hesablandiqda, reaksiyanin heteroloji
komponentlorinin miivafiq durulagsmalarinin eksitensiyasindan 2 dofodon az olmayaraq artiq
eksitensiyaya malik olan miiayino materialin on yiiksok durulagsmasi gobul edilir.

Fermentlo konyuqgasiya olunmus anticisimlori almagq {i¢iin antigens yaxud qlobulinlora qars1
yliksak faalliga malik olan presipitasiyaedici serum lazimdir. immunoqlobulinlor qliitaraldehidin
komoyi ilo fermentlo birlosir (konyuqasiya olunur). Birlosmoyon ferment dializlo yaxud
sefaleksdo xromatoqrafiya vasitosilo rodd edilir. Mikrob deqradasiyasinin qarsisini almaq ii¢iin
konyunganta 0,01%-o godor mertiolyat oalava edilir vo donmus halda yaxud liofil qurudulmus
halda 4°C-do saxlamlur.

Tadqiq olunan materialda antigenlorin vo ya anticisimlorin miqdarini toyin etmak ii¢iin bark
fazali immunferment analiz (BIFA) miixtolif variantlarda totbiq edilir. Bunlardan ardicil
durulasdirma daha ¢ox istifado edilir.

Immunbloting. Bu iisulun osasini elektroforezlo immunferment analizin bork fazal
variant1 vo radioimmun metodla malum olmayan anticismin askar edilmasi toskil edir. Namoalum
anticisimlori askar etmok {g¢lin molum antigenlordon, yoni mikrob hiiceyrosindon, virus
hissociklorindon vo mikrob hiiceyralorinin fragmentlorindon istifado edilir. Onlar bir neg¢o
antigendon toskil olundugu {iciin immunferment analizin ¢ox yiiksok spesifikliyo malik olmasini
tomin etmir.

Immunobloting reaksiyasini qoymaq ii¢iin, avvalco molum antigen fraksiyalasdirilir. Ciinki,
hor bir bakteriya hiiceyrosindos yaxud virus hissociyinds bir ¢ox antigen olur. Ona goro do,
monoantigen almaq ti¢iin geyd olunan mikroorqanizmlor aqar jelesinda elektroforez vasitosila
fraksiyalagdirilir. Bundan sonra aqar jelesi nitroselliilloz kagiz (filtr kagizi) iizorino méhkom
yapisdirilir vo elektrik sahasi yaradilir. ©molo golon antigen fraksiyalar1 kagiza kogiiriiliir. Buna
bloting deyilir (ing. blot — loke demokdir). Bu zaman filtrds fraksiyalarin qarsiliqhi yerlogsmoasi vo
onlarin arasindaki mosafs aqar jelesindo oldugu kimi qalir. Bundan sonra filtr gotiirilir vo
onunla, immunferment analizds oldugu kimi, reaksiya aparilir. Boazon radioimmun metoddan da
istifade etmok olar.

Qeyd etmok lazimdir ki, immunobloting reaksiyasinda fraksiyalagdirilmis antigenlorden
istifado edildiyi li¢lin bu reaksiya immunferment analizdon vo radioimmun iisuldan daha yiiksok
spesifikliyo malikdir.

Radioimmunoloji metod (RIM). Radioimmun analiz iiciin antigen yaxud anticisim
radioaktiv izotopla, on ¢ox R B nisanlanir. Bu reaksiya ¢ox hassasdir, onunla hom antigenlor,
hom do anticisimlor agkar edila bilor

Radioimmun analizin bir ne¢s modifikasiyast molumdur. ©n ¢ox bork fazalh
modifikasiyadan istifads edilir. Borkfazali immunferment analizdo oldugu kimi, bu tisulda da
anticisim yaxud antigen borkfazali dasiyiciya adsorbsiya olunur (hopdurulur). Adsorbsiya
olunmus (immobilizasiya olunmus) antigen, yaxud anticisim uzun miiddot seroloji reaksiyada
istirak edo bilir. Borkfazali radioimmun analizin {i¢ iisulu daha ¢ox istifado olunur. Bunlara
rogabatli, geri-donon vo geyri-diiz tisullar aiddir.

Roagabatli lisulda polistirol ¢uxurcuqlarin sothino molum anticisim hopdurulur. Sonra
cuxurcuglara, torkibindo antigen olan miiayins edilon material alava olunur, miisyyon miiddotdon,
yoni antigenlo immobilizasiya olunmus anticisim arasinda spesifik qarsiliqlt tosir omolo



goldikdon sonra, radioaktiv izotopla nisanlanmis, homin spesifik tomizlonmis antigen olavo
olunur.

Miiayina edilon materialda antigen olarsa, immobilizasiya olunmus anticismin miioyyon
hissosinin foal morkozlori blokada olunur. Bu halda ¢uxurcuqlara olavo olunmus nisanlanmig
antigen az dorocodo (kontrolla miiqayisodo) immobilizasiya olunmus anticisimlo birlogocokdir.
Bu, qarisigin maye hissosindo radioaktivliyo osason miioyyaon edilir.

Geri-dénan iisulla radioimmun analizin (RIA) aparilmasi zamam g¢uxurcuglarin sathing
nisanlanmamig antigen hopdurulur. Bu antigen miiayino olunan antigens homoloji olur. Ayrica
sinaq slisosindo antigen birlosdirici materiala, guxurun sothino immobilizasiya olunmus antigeno
spesifik olan nisanlanmis anticisim birlogdirilir. Miiayino olunan materialda nisanlanmig
anticisimo miivafiq antigen olduqda, anticisimlorin foal morkozlori tamamils, yaxud hissovi
olaraq blokada olunurlar. Belo halda sothino, nisanlanmis anticisimlo antigen birlosmis
cuxurcuga, homin qarisiq olavo edildikdo o, ¢uxurcuga az miqdarda fiksasiya olunacaq. Bu,
kontrolla miiqayisado, ¢uxurcuqda radioaktivliyin olmasina roy vermays imkan verir.

Qeyri-diiz barkfazali radioimmun analizin (RIA), név sleyhina nisanlanmis anticisimlordon
istifado etmoklo aparilmasi daha sarfalidir. Qeyri-diiz RIA hom namolum anticisimlori vo hom do
namolum antigenlori agkar etmok ii¢iin istifado edilo bilor. Hor iki halda, torkibindo antiglobulin
anticisim olan nisanlanmis antindv serumdan istifado edilir. Qeyri-diiz RIA-nin kémoyi ilo
seroloji diagnostika aparmagq li¢lin, ¢guxurcuqlarin sothino antigen sorbsiya olunur, sonra iso onun
iizorino xastonin durulasdirilmis qan zordabi olavo edilir. Xostonin qan zordabinda miivafiq
anticisim olduqda, cuxurun i¢ sothindo antigen-anticisim kompleksi omolo golir. homin
cuxurcuga, torkibindo anticisim olan vo izotopla nisanlanmis serum olavo edildikdo, anticisim,
antigen-anticisim (AG-AT) kompleksina sorbsiya olunur (burada antigen rolunu insan qgamma-
qlobulinlari oynayir). Xastonin qaninda anticisim no qodar ¢ox olarsa, ¢cuxurlarin sothino bir o
godor ¢ox radioaktiv maddo birlosor. Cuxurlarin ig¢orisindo olan maye fazada radiaoaktivliyin
toyin edilmasine asason, xostonin qaninda olan anticisimlorin miqdar1 haqqinda roy vermok olar.

Radioimmun {isul KBR-don 35 dofs, dolay1r hemagqliitinasiya reaksiyasindan iso 10 dofo
¢ox hossasdir. Hazirda bu iisul bir sira virus infeksiyalarinin diagqnozunda, xiisusilo virus
hepatitindo, eloco do ganda dorman preparatlarinin, hormonlarin konsentrasiyasinin toyin
edilmosindo totbiq edilir. Adi diagnostik laboratoriyalarda radioizotoplarla islomok ¢atinlik
toratdiyindon bu tisuldan istifads bir godor mohdudlasmisdir.

Zancirvari polimeraza reaksiyasi1 (ZPR). Zoncirvari polimeraza reaksiyasi ik dofs Dr.Kary
vo B.Mullis torafindon 1983 ilds kosf olunaraq Nobel miikafatina layiq gorilmisdiir.

ZPR, hor hanst nov ili¢lin marker sayllan DNT-nin miisyyon fragmentinin (sahasinin) DNT-
polimeraza fermenti kodmayilo coxsayli suratlorinin omals golmasi (¢coxalmasi) prinsipine asaslanir.
Bu, todqiq olunan materialda axtarilan DNT-nin, miiasir dovrdo movcud olan digor todqiqat tisullar
vasitosile agkar edilmasi miimkiin olmayan ilk (baslangic) miqdarin1 agkar etmays imkan verir.

Molumdur ki, DNT-nin reduplikasiyas1 molekulun istonilon ndqtesindon deyil, yalniz onun
miioyyon baslangic bloklarindan-ikisapli qisa sahosindon baslaya bilor. Belo saholori xaricdon
induksiyalasdirmaq miimiikiindiir. DNT-nin geyd olunan sahslorindo (bloklarinda) baslangic blok
yaratmaq t¢lin miixtalif torodicilorin (mikroorqanizmlorin) malum genlorindon xiisusi praymerlor
(zatravki-praymeri) sintez edilir. Xiisusi aparatlarda-sintezatorlarda sintez olunan bu praymerlor,
uzunlugu 20-30 nukleotid olan oligonukleotidlordon ibaratdir. Sintez olunan praymerin axtarilan
DNT-fragmentinoe uygun galmasi agagidaki sortlordon asilidir.

a) praymer axtaritlan DNT-fragmentino komplementar olmalidir;
b) DNT-nin hor bir sapina (zonciring) 0, elo uygunlagmalidir ki, yeni DNT-nin sintezi, molekulun
yalniz saplar1 arasinda yerlogon hissasindon bag versin.

Usulun osas prinsipi klinik materialda istonilon torodicinin nuklein tursusunu g¢oxaldaraq
(amplifikasiya) toyin etmokdir. Bu mogsadls iisul 3 morhslado aparilir.

Birinci morhalo klinik materialda olan nuklein tursusunun ekstraksiyasi, yoni oldo
olunmasidir.

Toradicinin kultivasiyast miimkiin oldugu hallarda 24 saatliq saf koloniyalar istifade olunur. Bu
zaman Luria Bertani agardan istifado olunmasi tovsiyya olunur. Miimkiin olmadig1 hallarda iso ganl
agara inokulyasiya oluna bilor. Bir ¢ox mikroorqanizmin nuklein tursusunu kulturadan qaynatmaq
yolu ilo alds eds bilorik. Qaynatmaq tisulunda asagidakilar istifade olunur:

1. Steril olcak (talksiz)



2. Steril ependorf
3. Kolle golomi
4. Steril su
100 ml steril su ependorfa toplanir vo koli golomi vasitasilo 3-5 koloniya goétiiriilorok suya
qarigdirilir.  ©moliyyat yanan qaz lampast yaninda vo ya mikrobioloji kabindo aparilmalidir.
Vasaitlorin steril olmasi va kulturanin saf olmasi miitlogqdir. ©lds olunan ependorflar 96 c’10 doqiqo
qizidirict bloka qoyulur. Bu zaman toradicinin strukturu pargalanir vo noticads nuklein tursusu azad
olur. Daha sonra ependorflar 3-5doq on yiiksok temperaturda sentrifuqa olunur. Bununla bakteriya
hiiceyrasinin struktur elementlori ependorfun dibino ¢okiir, iist hissasindo iso nuklein tursular
toplanir. Buna DNT-nin denaturasiyasi - orimosi deyilir. Bu ciir niimunoalori 6 ay miiddotinda 20C°
ds saxlamaq miimkiindiir.
Nuklein tursusunu qaynatmaq tsulu ilo yanast kimyovi tisul vo miixtalif ticari kitlorlo (Qiagen vo
s.) ekstraksiya etmok miimkiindiir. Bu iisullara doton kultivasiyast miimkiin olmayan vo ya ¢atin
kultivasiya olunan (Helycobacter va s.) mikroorqanizmlor do istifads olunur.
Belolikla har ii¢ iisul vasitasila:
» Hiiceyra strukturu dagidilir
» Proteinlor parcalanir
» Sorbost hala kegon nuklein tursular saf olaraq alds edilir
Olds olunmus nuklein tursulari ilo ikinei marhalaya start verilir. Bu morholo amplifikasiya
vo ya coxaltma morholosidir. Bu zaman asagidakilar istifado olunur:
1. Praymer- axtarilan DNT hissasina komplementar niikleotid ardicilligi olub asagi temperaturda
komplementar DNT hissaciyina birlasir.
2. Nukleotidlor- Adenin, Timin, Quanin va Sitozin
3. Taq polimeraza - DNT polimerazalara aid olunub, Thermusaquaticus bakteriyasindan
alda olunur va yalniz yiiksok temperaturda aktiv olur.
MgCl
Buffer mohlullar
H.0
Termal cycle
DNT, Praymerlor (forward vo reverseprimer), Taq polimeraza, Nukleotidlor, Mg 2, bufer
mohlullart vo su ZPR qarigigini (mix) toskil edir.

No ok

Belaliklo reaksiyada magsod 6ncadon qurulusu molum olan DNT-nin miiayyan fragmentini
artirtb ¢oxaltmaqdir. Bunun {igiin avvalca yiiksok temperatur vasitssilo (95°C) DNT zancirlarini bir
birindon ayrir (denaturasiya). Daha sonra reaksiya qarisigi 55-65°C-a godor soyudulur. Bu marhalado
praymerlor komplementar olduglari DNT fragmentinin qarsisinda dayanir (annealing). Reaksiya
qarisigimin 75°C-a qodar isidilmasi Taq polimeraza fermentinin aktivlosmasino ssbob olur. Tagq
polimeraza fermenti “dorzi” kimi praymers uygun olan har bir niikleotidi praymer qarsisinda miivafiq
ardicilhgla y1gir vo praymers uygun olmus olan saho ikilasir (elongation). Bu dévra amplifikasiya
dovrii deyirik (sokil 26). Belaliklo reaksiyadan avval 2 zoncirli 1 DNT oldugu halda amplifikasiya
dovriindon sonra 2 odod DNT oldo edilmis olur. Dévrlorin sayini artirmaqla DNT fragmentlorini 2"
sayda artira bilorik. ©ksor hallarda minimum 40 dovr istifads olunur.

Amplifikasiyam hoyata kegirmak tigiin Termal Cycle adlanan cihazlardan istifadoe olunur. Hor
bir cihazda temperaturu doyigsmokls reakisyaniza miivafiq olan termal dovr qurmagq olar.

ZPR-in sonuncu morholosi DNT-nin tayini marhalasidir. Ononovi metodlarda ¢oxaldilmis
DNT surotlori gel iizorindo yaradilmis ¢uxurcuga daxil edilir. Gel agarose tozundan miixtolif
konsentrasiyalar (2%-1i, 1%-livs s.) olmagqla hazirlanir vo daraqli gel kasetlorino tokiiliir (sokil 28).
Hazirlanan zaman gelin i¢ino Saber Safe vo ya Etidium Bromid olave olunur. Boya elektorforezdon
sonra ayrilan DNT bantlarim gérmoyi tomin edir. Gel donduqdan sonra elektroforez tankina
yerlosdirilir.

Tanka gelin lizorini 6rtocok sokilde bufer mahlulu alave olunur vo hazirladigimiz DNT ZPR
mohsulu (DNT fragmentlori) gel iizorindo daragin agdig1 guxurcuglara daxil edilir. ilk ¢uxurcuga hor
zaman marker (loader) daxil edilir (sokil 30). Marker axtardiimiz DNT fragmentino uygun agirligda
olan nuklein tursusudur.



Daha sonra Tank Anod va Katod olmagla elektrik corayanina baglanilir vo bu zaman anoddan
katoda dogru DNT fraqmentlori harokato baslayir. Forqli bazlara (¢okiyo) malik DNT fragmentlori
elektrik sahasindo miixtalif masafalors “qagir”.

Axtarilan DNT fragmentinin agirhi§indan vo hazirlanan gelin konsentrasiyasindan asili olaraq
elektroforezin miiddati vo istifado olunan Vatt miixtolif olur. Elektroforez tamamlandigdan sonra
gelin sokli xiisusi ultraviolet cihazlarinda ¢okilir. Cihaza bagl olan kompyuterlords gelin soklini aldo
etmis oluruq. Niimunolordo olan fragmentlorin gagis mosafosi vo bantlarin say1 ilo ilk guxurcuqda
olan markerin qagis mosafosi vo bantlarinin say1 miiqayise olunur. Niimunalor markers uygun oldugu
halda pozitiv hesab olunur.

Amplikasiya prosesi ¢ox sayda tokrar olunur. Belo ki, avvalki tsikldo amolo golon mohsul,
sonrak1 amplikasiya tsikli {iclin matris (blindvra) rolunu oynayir. Adoton reaksiya 30 tsiklds aparilir.
Bu zaman axtarilan DNT-nin 2% (10%) siirati smolo galir.

Bu miqdar noticalori hesablamaga kifayat edir. Reaksiyanin naticolorinin vizual qeydiyyati,
yoni DNT fragmentinin artib ¢oxalmis surstlorinin identifikasiyasi aqaroza va ya poliaksilamid
jelesinds elektoforezlo, yaxud da immunferment analiz vasitasilo aparilir.

Sekvenlosdirma iisulu. DNT molexulunda nukleotidlor ardicilligmi toyin etmoys imkan verir
(ingilisco, sequence — ardicilliqg).
* Sanger iisulu ilo sexvenlosdirmo daha ¢ox totbiq edilir. Bunun ii¢iin avvolco miiayine edilon DNT
molekulu golovi hidroliz vasitosilo miixtolif uzunluqlu toxzoncirli fragmentlora pargalanir.
* Alinmis qarigiga miixtalif ciir nisanlanmis didezoxsinukleotidlor (adenin, timin, Iquanin Vo sitozin)

olava edilir. Nisanlanmis didezoxsinukleotidlor hor bir DNT-fragmentinin 3 -sonlugunda olan
komplementar nukleotidlorlo birlogir. Beloliklo, miixtolif uzunluglu toxzoncirli DNT fragmentlori
I

3 -sonlugunda hans1 nukleotidin olmasindan asili olaraq forqli nisanlanmis olur.

* Sonra nisanlanmis DNT fraqmentlori vertikal poliakrilamid gelinds elextroforezo moruz qoyulur.
Bu zaman fragmentlor molekul kiitlolorindon asili olaraq miixtolif mosafolor qot edir vo sonda
nisanlanmis didezoksinukleotidlor miiayina edilon fragmentdoki nukleotidlor ardicilligina miivafiq
olan qaydada diziiliirlor. Elektroforez prosesi kompiiter tohlilino malik avtomatik rejimli xiisusi
qurgularda — sexvenatorlarda aparilir.






