Molekulārās metodes mikrobioloģijā.


09.   Plazmīdu DNS izdalīšana no Escerichia coli kultūras. 
Mini-metode

1. 1,5 ml kultūras iepilda stobriņā (1,5 ml) un centrifugē 3 nin. pie 4 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R] (30 sek. pie 16 000g. [Beckman])
2. Supernatantu nolej un vēlreiz pielej 1,5 ml kultūras.

3. Centrifugē 3 nin. pie 4 000 apgr./min. . 4°C [Eppendorf 5417R]

4. Supernatantu nolej un nogulsnes resuspendē 1 ml STE bufera.

5. Centrifugē 3 nin. pie 4 000 apgr./min. . 4°C [Eppendorf 5417R].

6. Supernatantu nolej un nogulsnes resuspendē 100 (l GTE bufera.

7. Pagatavo 1 ml NaOH/SDS šķīduma, 800 (l ūdens pievienojot 100 (l 2 M NaOH un 100 (l 10 % SDS (8:1:1).

8. Baktēriju suspensijai pievieno 200 (l svaigi pagatavotā NaOH/SDS šķīduma, samaisa invertējot un inkubē 1 min. istabas temperatūrā.
9. Pievieno 150 (l 3M K – acetāta šķīduma, samaisa invertējot un tur 2 min.

10. Centrifugē 5 min. pie pie 9 000 apgr./min. 4°C [Eppendorf 5417R].
11. Supernatantu pārnes jaunā stobriņā un pievieno 900 (l 96°etanola, samaisa invertējot un tur 15 min. (vai ilgāk) – 20°C vai 30 min. (vai ilgāk) istabas temperatūrā.

12.
Centrifugē 5 min. pie 9 000 apgr./min. 0°C [Eppendorf 5417R].
13.
Supernatantu nolej un nogulsnes mazgā ar 1 ml 70% etanola.

14.
Centrifugē 5 min. pie 9 000 apgr./min. 0°C [Eppendorf 5417R].
15.
Supernatantu nolej, ar filtrpapīra strēmelīti savāc palikušos etanola pilienus un 10 min. žāvē istabas temperatūrā.

16.
Nogulsnes šķīdina 70 (l (50 - 100 (l) H2O vai TE bufera
Iegūtos paraugus pārbauda elektroforētiski.

Uz 0,8% agarozes gela uznes 5 µl iegūtā parauga. 

Vajadzības gadījumā var veikt papildus attīrīšanu.

17.
Plazmīdu šķīdumam pievieno 70 (l (identisku tilpumu) fenola : hloroforma : izoamilspirta maisījuma (50:49:1) un kārtīgi samaisa uz vortex maisītāja.

18. 
Centrifugē 5 min. pie 6 000 apgr./min. 0°C [Eppendorf 5417R]. 

19.
Supernatantu pārnes uz jaunu stobriņu (izvairoties paņemt līdzi frakciju no fenola vai precipitēto proteīnu starpslāņa).

20.
Pievieno 14 (l (1/5 tilpuma) 10 M amonija acetāta un 168 (l (2 tilpumus) etanola (96°) un tur vismaz 30 min. -20°C.
21. 
Centrifugē 5 min. pie 9 000 apgr./min. 0°C [Eppendorf 5417R]. 

22.
Supernatantu atdala un nogulsnes mazgā ar 1 ml 70% etanola.

23. 
Centrifugē 5 min. pie 9 000 apgr./min. 0°C [Eppendorf 5417R]. 

24.
Supernatantu nolej, ar filtrpapīra strēmelīti savāc palikušos etanola pilienus un 10 min. žāvē istabas temperatūrā.

25.
Nogulsnes šķīdina 70 (l (50 - 100 (l) H2O vai TE bufera.

Izmantojamo šķīdumu un buferu sastāvs: 

STE
  10 mM Tris-Cl pH 8,0


  10 mM NaCl


    1 mM EDTA

GTE
  50 mM glikoze


  25 mM Tris-Cl pH 8,0


  10 mM EDTA

TE 
  10 mM Tris-Cl pH 7,5


    1 mM EDTA

