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Stanoveni lysozymu radialni difuzi v agaréze

Piiprava pudy pro Micrococcus luteus:

(8]

Do erlenky/ 100ml / navazit 2.8g Nutrient agar /nebo 0.5g kvasni¢ného extraktu + 0.5g baktoprptonu +
2.0g 1 hod. nabobtnaného agaru /, ptidat 1.0g glukézy. Doplnit dH,0 na 100ml. Michanim v riiznych
kadinkach vznikaji ztraty, proto vSe v jedné batice. Pokud se micha agar z jednotlivych slozek, Glc pridat az
po rozvareni agaru s kvasni¢nym extraktem a baktopeptonem, pH upravit §petkou NaOH. Zakryt alobalem
Fyziologicky roztok 0.9% NaCl / cca 0.5ml / do malé bariky, zakryt alobalem.

Fyziolog. roztok a piidu v erlence sterilizujeme v papiiidku 30 min. Po 24 hod. opakujeme sterilizaci, tim
docilime likvidaci plistiovych spor.

Petriho misky / primér 10cm / sterilizujeme min. 30 min. v su§arn& vyhiaté na 200°C. Na 100 ml agaru je
tieba 4 — 5 misek.

Agar nalivame trochu zchladly / kdyZ je moc horky, odpatuje se hodng& vody a orosi se vicko petricky /.
Agar tuhne pii 60°C. Vrstva substratu by méla byt asi 0.5cm. Po rozliti okamzits uzavieme petricky a
nechame ztuhnout / zrat / min 2 hodiny v laboratorni teploté / je to dileZité aby se vytvoril pevny povrch /.

Oc¢kovani Micrococcus luteus:

Micrococcus lysodeicticus a Micrococcus luteus je to samé, pouze nékteré kmeny se hodi ke stanoveni
lysozymu. / M.lys. je star$i nazev /.

Lyofilizovany M.lys. / CCM 169 / se vysype po rozlomeni ampule do sterilniho fyziologického roztoku

/ ¢im méné fyzéku, tim koncentrovangjsi roztok /. O¢kujeme vyzihanou kli¢kou na agarové plotny. Lze
otkovat i ze Zivé kultury z jiné misky / popt. z tekutého média /. Zivotnost M.lys. je min. 3 m&sice v lednici
v alobalu dnem vzhtiru. Vicko petri¢ky je nutno odkryvat co nejméné, aby do piidy nepadaly vzdusné
bakterie a spory.

Naockované plotny obratime dnem vzhtiru a nechame riist v laboratorni teploté 3 — 4 dny zabalené

v alobalu.

Briitt. — Robinsonuv puft:

A/ 0,492 ¢ H;BO; B/ 0,840 g NaOH do 105 ml dH,O
0,782 g konc. H;PO,
0,480 g konc CH;COOH
do 200 ml d H,O

A/ + B/ =305 ml pufru pH= 7.0 /velmi dilezité /

Vazit na sta¢i na predvazkach, kyseliny kapeme z pipety, pH zméfit papirkem.

Agardzovy gel:

Rada fy Biovendor: Nejprve uvatit 10x tidsf agarézu / tj. 0,125 %, 0,125g agar6zy do 100 ml Britt.-
Robinsonova pufru / , nalit na plotny a nechat vyschnout. Vysychani bud’ za laboratorni teploty / den a vice /
nebo v susarné / ale pozor na vyvazeni /. Tato vrstvicka je jako podklad pro hustsi agarézu, po vysekani
jamek ziistane na skle, vzorky nepfijdou az na sklo, nemohou se dostat pod gel po skle. Je to pro presnéjsi
méfent.

Agar6zu vatime cca 1,25%. 1,25g agarézy do 105 ml Britt. — Robinsonova pufru + M.lys., aby byl roztok
zakaleny, ¢im vice, tim Iépe, aspoil bude zietelngjsi rozhrani jednotlivych zén. Chvilku v erlence povarit

/ par minut / na vodni lazni. Erlenku mozno prikryt vickem s dirkou / urazeny trychtyrek / a dirkou prostréit
sklen&nou ty&inku. Po celou dobu varu michame.




Plotny jsou lepsi vétsi, tj. 18 x 8,5 cm, vejde se tam vice vzorkii. Na toto plotnu je potieba 16 — 20 ml
agarézy / lepsi je 20 ml, protoZe bude siln&jsi vrstva gelu, nebude se tolik trhat pfi sekani jamek a nebude
vytékat vzorek z jamky /. Plotny nalévame na vyvazZené podloZce. Nalévame pipetou/ 20 ml /, kterou
nejprve proplachneme teplou vodou / z 14zné /. Po naliti opé&t proplachneme teplou vodou, aby agaréza
nezatuhla v pipeté. Nalivame rychle, aby gel nezatuhl a nebyl rtizn& silny. Gel nechame pér desitek minut
zatuhnout.

Gel uchovavat vzdy ve vlhké komtirce, aby nevyschl. Komiirka: nddoba s vlhkou buni¢inou. Plotny bez
vzorkli uchovévat v lednici / ne moc dlouho, nedal jsem nic proti plisnim... /. Plotny se vzorkama

v komiirce za laboratorni teploty.

Jamky vysekédvame do gelu pomoci zbrousené jehly o priméru cca 2 mm. Tuto jehlu nasadime na vyvévu a
kolmo na plotnu ji zapichneme do gelu. Po vyndani je jamka hotova. Rozmisténi jamek na plotné je nejlepsi
nakreslit na papir, na kterém potom sekdme jamky. Na plotné 18 x 8,5 cm je idealni rozloZeni 8 x 5 jamek.
Jako oznaceni orientace plotny je dobré setiznout néktery roh.

Nanéaseni vzorku:

e Kazda plotna / protoze jsou riizné silné / musi mit kalibraci. Kalibrace lysozymu / Sigma EC3.2.1.17 /:

1. 2mg/ml
2. 5mg/ml
3. 10 mg/ml
4. 15 mg/ml
5. 20 mg/ml

e Do jedné jamku 2 pl kalibraéniho roztoku nebo vzorku. Mozno vie jednou $pi¢kou, mé nesmacivy
povrch, ale hemolymfa p&ni, takZe stejné tak po 4 pouzitich je nutno vyménit Spic¢ku. Kazdy vzorek do
dvou jamek = paralelng, pak se bude poéitat primér. Vzorky na okrajich jsou n€kdy zkresleny, protoze
gel je slabsi, nebo naopak siln&jsi, idedlni je stfedni ¢ast plotny.

e Inkubace plotny ve vlhké komiirce za laboratorni teploty 24 — 48 hodin. Pokud je moc dlouh4, zény se
rozpliznou a odecet je Spatny.

e  Odetita se primér difuzni zony specielnim métitkem oproti ¢ernému podkladu. Cim v&tsi zona, tim
hor§i odecet a vétsi zkresleni vysledka.




