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Metoda imunodifuze

Stara metoda, rlizné mozZnosti usporadani a vyuziti — tabulka.
Drive pro stanoveni protilatek, hemolytické aktivity komplementu, nyni hlavné stanoveni lysozymu

1 slozka rozpusténa v gelu, druha slozka se nanasi do jamek a difunduje

Stanoveni aktivity lyzozymu Bakterie Lyzozym Projasnéni gelu
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Lyzozym je latka enzymatické povahy. Rozklada polysacharid murein, ktery je zakladni komponentou bunécnych
stén bakterii, zejména G*
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Ucinek na bunéénou sténu baktérii
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a) Bunécna sténa grampozitivnich bakterii:

1. polysacharidovy retézec peptidoglykanu (mureinu) 2.
pricné propojeni 3. polysacharid 4. kyselina teichoova 5.
bunécna sténa 6. cytoplazmatickd membrana 7. fosfolipid 8.
. protein
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b) Bunécna sténa gramnegativnich bakterii:

1. lipoprotein 2. peptidoglykan 3. lipopolysacharid 4.
antigeny 5. porinové trimery 6. vnéjSi membrana 7.
periplasmaticky prostor 8. cytoplazmaticka membrana 9.
fosfolipid 10. protein

Lysozym rozklada polysacharid murein tim, ze Stépi 3-1,4-glykosidickou vazbu, ktera spojuje zbytky
n-acetylglukdsaminu a kyseliny n-acetylmuramové.

Vysoce ucinny proti grampozitivnim bakteriim, kterym chybi vnéjSi membrana. Gramnegativni bakterie mohou byt
vystaveny pusobeni lyzozymu teprve po poskozeni nebo odstranéni vnéjsi membrany (laktoferinem).



Princip metody a provedeni

V agarozovém gelu je rozsuspendovana bakterie Micrococcus luteus — mirny zakal
Do gelu se vysekaji dirky (jamky) a do nich se nanasi:

- kalibraéni roztoky Cistého lysozymu (zkum 1-5)

- mérené vzorky

Inkubace do doby vytvoreni projasnénych kolecek

Zméreni primeéru (druhd mocnina) projasnénych kolecek

Konstrukce kalibracni primky a z jeji rovnice vypocet obsahu lysozymu

Mnozstvi lysozymu lze vyjadiovat: jako koncentraci (mg/ml)

nebo v jednotkach enzymatické aktivity U (do protokolu oboji)
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