Molekulārās metodes mikrobioloģijā.

4. DNS paraugu analīze ar agarozes gelelektroforēzi.
Reaģenti

50( TAE buferis: 

GLB – krāsa paraugu uznešanai uz gela:

Agaroze 

Etīdija bromīds - 2,5 mg/ml

Plazmīdu DNS elektroforētiskai analīzei gatavo 0,8% agarozes gelu 0,5x TAE buferī.

1. 50 ml kolbiņā ielej 50 ml 0,5x TAE bufera (to gatavo 100 reizes atšķaidot 50x TAE izejas šķīdumu).

2. Nosver 400 mg agarozes, ieber kolbiņā un samaisa.

3. Agarozi šķīdina vārot. Vārīšanu beidz, kad vizuāli vairs nav saskatāmi agarozes graudiņi.

4. Kad gela šķīdums nedaudz atdzisis, tam pievieno 10 (l etīdija bromīda šķīduma   (2,5 mg/ml).

5. Gels uzlejams, kad šķīdums atdzisis līdz 45 oC - 50 oC. 

6. Kad uzlietais gels atdzisis un kļuvis stingrs, elektroforēzes kameru piepilda ar 0,5x TAE buferi tā, lai buferis nedaudz (1-2 mm) pārklātu gelu.

Paraugu pirms uznešanas gelā samaisa ar GLB aptuveni attiecībā 3:1, tad iepilda atbilstošajā gela bedrītē. 

# 
Kad paraugi uznesti, elektroforēzes aparātam uzliek vāku un pārliecinās, vai elektriskā ķēde saslēgta pareizi. DNS molekulām fosfātu grupas piešķir lielu negatīvo lādiņu, tādēļ DNS molekulas pārvietojas virzienā no “-” uz “+” elektrodu.


Elekroforēzei ieteicamaā elektriskā lauka intensitāte ir 5 – 10 V/cm, taču jāraugās, lai strāva nepārsniedz 90 mA vērtību. Tādā gadījumā buferis un gels sāk stipri sasilt, kā rezultātā agarozes gels var pat izkust.

 
Elektroforēzi beidz, kad bromfenol zilās krāsas josla atrodas 2-3 cm no gela pretējās malas.

# Nukleīnskābju kompleksu ar luminiscento krāsvielu - etīdija bromīdu vizualizē pēc 

fluorescences UV gaismā.

Izmantojamo šķīdumu un buferu sastāvs: 

50( TAE buferis: 

    2M Tris-acetāts

    0,05M EDTA (pH 8,0)

GLB – krāsa paraugu uznešanai uz gela:

     80% glicerols

     0,01% bromfenolzilais

