Molekulārās metodes mikrobioloģijā.

1. Darbs. 


Genomiskā DNS  izdalīšana no  Escerichia coli 


A. Lizējot ar SDS un proteināzi K.

1. 10 ml (varētu ņemt arī 14 ml, to atļauj šeit izmantoto šķīdumu kapacitāte) kultūras iepilda stobriņā un centrifugē 5 min. pie 2500g, 4°C.

2. Supernatantu nolej un nogulsnes uzjauc 5 ml TE bufera.

3. Centrifugē 5 min. pie 2500g, 4°C.

4. Supernatantu nolej un nogulsnes uzjauc 2 ml LZ bufera.

5. Pieliek 100µl lizozīma (konc. 50 mg/ml) un tur 15 - 30 min 37oC

6. Pievieno 2ml PKLB, 400 µl 10% SDS un 5 µl Proteināzi K (20 mg/ml).

7.  Maisot inkubē 1h (30 min.) 50-60oC

8. Pieliek 4 ml fenola/hloroforma/izoamilspirta maisījumu un vorteksē, kamēr iegūta stabila emulsija.

9. Centrifugē 5 min. pie 2500g, 4°C.

10. Augšējo fāzi pārnes uz jaunu 14 ml stobriņu, pievieno 160 µl 5M NaCl un 8 ml 96% etanola. Samaisa lēni invertējot.

11. Ja veidojas pārslveida nogulsnes, centrifugē 5 min. pie 2500g, 4°C.
      Ja laielākā nukleīnskābju daļa savērpjas vienotā kamolā sk. 12a.

12. Supernatantu nolej un nogulsnes mazgā ar 4 ml 70% etanola.

13. Centrifugē 5 min. pie 2500g, 4°C
14. Supernatantu nolej un stobriņus invertētā veidā noliek uz filtrpapīra, tur 10 min.

15. Nogulsnēm uzlej  400 - 500 µl H2O, atkarībā no DNS iznākuma.

12a. 1,5 ml stobriņā iepilda 1 ml 70% etanola.
13a. Izgulsnēto nukleīnskābju kamolu piesūc pipetes uzgalim (izmantojot 200 vai 20 µl 

        diapazona pipeti) un pārnes uz stobriņu ar 70% etanolu.
14a. Izgulsnēto nukleīnskābju kamolu mazgā stobriņu vairākkārtīgi invertējot.

15a. Nukleīnskābju kamolu piesūc pipetes uzgalim (izmantojot 200 vai 20 µl 

        diapazona pipeti) un pārnes uz jaunu stobriņu un novieto uz stobriņa sienas.

16a. Ļauj mazgāšanas etanola paliekām notecēt stobriņa lejasdaļā, no kurienes tās aizvāc ar pipetes palīdzību.

17a. Nogulsnēm uzlej 400 - 500 µl H2O, atkarībā no DNS iznākuma.





Lizējot ar CTAB.

1. 1,5 ml kultūras iepilda 1,5 ml stobriņā un centrifugē 2 nin. pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R]. 

2.  Supernatantu nosūc un uzpilda vēl 1,5 ml kultūras un centrifugē 2 nin. pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R].

3. Supernatantu nosūc un nogulsnes uzjauc 1 ml TE bufera un centrifugē 2 nin. pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R]
4. Supernatantu nosūc, nogulsnēm uzlej 100(l TE bufera un uzjauc. 

5. Pievieno 500(l CTAB lizēšanas šķīdumu, samaisa un maisot inkubē 15 – 30 min 50-60oC.

      Pirms inkubēšanas 50-60oC var iesaldēt uz nenoteiktu laiku.

      Dažķārt izdodas DNS iznākumu uzlabot maisījumu pēc CTAB pievienošanas iesaldējot 

      -20 oC. Šādā situācijā metodes izpildi var arī uz nenoteiktu laiku pārtraukt.

6. Pievieno 200 (l hloroforma un kārtīgi samaisa (Vortex ~1 min.)

7. Centrifugē 3 min. pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R]
8. Jaunā stobriņā pagatavo 600 (l CTAB precipitācijas šķīduma, pie 480 (l H2O pievienojot 120 (l 5x CTAB precip.

9. Tam pievieno augšējo (ūdens) fāzi, kas atdalījusies centrifugācijas laikā.

10. Invertējot, samaisa, centrifugē 3 min. pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R]
11. Supernatantu nosūc un nogulsnes šķīdina 200 (l 1,2M NaCl.

12. Kad nogulsnes izšķīdušas, pievieno 600 (l 96° etanola un samaisa invertējot.

13. centrifugē 3 min. pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R]
14. Supernatantu nosūc un nogulsnes mazgā ar 1 ml 70% etanola.

15. centrifugē 3 min., pie 6 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R]
16. Supernatantu nosūc un nogulsnes šķīdina 200 (l ūdens.

Izmantotie šķīdumi:

TE 
     10 mM Tris-Cl pH 7,5


      1 mM EDTA

LZ
     25 mM Tris-Cl pH 8,0


     10 mM EDTA

PKLB
     10 mM Tris-Cl pH 8,0


     25 mM EDTA


   200 mM NaCl

CTAB liz.


     20 g/l CTAB


1 400 mM NaCl


   100 mM Tris-Cl pH 8,0


     20 mM EDTA
CTAB precip. 5x


     25 g/l CTAB


   200 mM NaCl

