Koncepce pfedmétu spec. imunolog. metody Bi 9250C, zimni semestr 2014
Casovy rozpis blokového cvi¢eni z pfedmétu Specialni cviceni z imunologie
16 studentt, 2h/2kredity

Pomtcky s sebou: Pfeziivky a plast, protokoly, svacina, kdo ma maly fot'dk
V praktickém cviceni se budeme zabyvat testy sledujicimi aktivitu IS

a) bezobratlych

b) obratlovcti

Metody: Odbér a zpracovani krve (krevni diferencial), hemolymfy; Imunodifiize -
Ouchterlonyho modifikace; ELISA - stanoveni pritomnosti protilitek proti B.b.s.l.
(Borrelia  afzelii, garinii, sensu stricto); Test aktivity lymfocyti; rychla
imunochromatografickd metoda stanoveni pritomnosti Ag nebo Ab; Test ALT
(stanoveni aktivity jaterniho enzymu), Pozorovani bunék hemolymfy (hemocyty hmyzu);
Test aktivity fagocytéozy pomoci fagocytovanych castic u hemocytic hmyzu; Prikaz
pritomnosti antigent erytrocyti ve sliniach ¢lovéka — neprima hemaglutinace (HIT).

Termin: Po.-¢t. 15.12.-18.12. 014 od 8.30hod

Po 8:30

Instruktaz: ke cviceni toho dne 1. ALT, 2. krevni roztér, barveni a piiprava séra

3. priprava desti¢ek na ELISA, imunochromatograf. test HIV-v piipadé ¢asu, ruleta
postupny odbér krve z prstu, ELISA - Et OH, promyvani desticek, zjiStovani konc. antigenu,
fedéni Ag, kalibra¢ni kiivka a napipetovani na desticku; v meziCase barveni roztér a krevni
diferencidl; ruleta na imunochromaticky test, zpracovani krve na sérum,

Pomiuicky:

ELISA: pfipravené A volné destiCky, Ag uz sonifikovany, albumin, ¢inidla na kalibraci,
vazebny roztok, lednicka, et-OH

Ptedani pokynt a protokolil na imunochromatograficky test- ruleta

ALT: sérum, ELISA reader s filtrem 340 nm, epiny, desticku

Odbér krve: rukavice, ependorfky, stojanek, skla na roztér, desinfekce, jehly, souprava na
barveni-Leukodif

Pipety, Spicky, odpadni naddoba, stojanky, ependorfky, papirky na ruletu

ut 8:30

Instruktaz: 1. imunochromatografické testy 2. imunodifuze, 3. odbér hemolymfy z larev
ZavijeCe voskového, kultivace se Skrobovymi c¢asticemi a sledovani fagocytarnich
schopnosti hemolymfy, barveni skel a prohliZeni pod mikrokopem

ELISA-pokracovani: odstranéni Ag a promyti, napipetovani vazebného roztoku s kaseinem,
inkubace s kaseinem, promyti desticek; v mezicase imunochromatografické testy, mezitim
imunodifize;

odbér hemolymfy z larev ZavijeCe voskového, kultivace se Skrobovymi ¢asticemi a sledovani
fagocytarnich schopnosti hemolymfy, barveni roztéri a pozorovani pod mikroskopem
hemocytil, pocitani FI a % F, krevni diferencial — dokonceni

Imunodifuze: pipety, skla na imunodifuzi, vlhké komurky, nizky

Pomiicky:

ELISA: blokovaci-vazebny roztok s kaseinem, promyvaci roztok, promyvacka

Fagocytéza: Leukodif, roztok Skrobovych zrn, larvy, sklicka na roztéry, termostat, malé
epiny, pinzety, nizky, stfikacky a jehly



Pipety, Spicky, odpadni nadoba, stojanky, ependortky, teplotni ldzen, maly termostat

st 8:30

Instruktaz: 1. Test aktivity lymfocyti. 2. Prikaz pritomnosti antigeni erytrocyti ve
slinach ¢lovéka, v mezi¢ase pocitani krevni diferencial

Pozorovani bun¢k hemolymfy (hemocyty hmyzu), barveni bun¢k -dokonceni

Test aktivity fagocytdozy pomoci Skrobovych zrn u fagocyti hmyzu, barveni bunék -
dokonceni

Pomiicky: Komer¢ni séra (EXBIO Olomouc) anti-A (IgM) monoklondlnil, anti-B (IgM)
monoklonalni, lektin anti-H monoklonalni; naplav diagnostickych erytrocyti A,B,O; desticky
s otvory, fyziologicky roztok 0,85% (0,15 mmol/l) NaCl, vodni lazen na 100 C°, vortex,
stojanky na zkumavky, $titky, fixy.

¢t 8:30

Instruktaz: 1. samotna ELISA

fedéni sér, rozlozeni vzorkl na destiCku, ptiprava zfedénych sér: inkubace desticky se séry
(nafedit konjugat), promyti desticky, naneseni konjugatu, inkubace s konjugatem (nachystat
substratovy roztok s OPD), promyti a naneseni substr. roztoku, inkubace se substratem,
zastaveni reakce pomoci H,SO4, méfeni na ELISA-readeru, v meziCase: krevni diferencial, FI,
% fagocytozy.

Pomucky:

ELISA: blokovaci roztok, promyvaci roztok, promyvacka, konjugat, substratovy roztok,
substrat, H,SO4, ELISA-reader na 492 nm

Pipety, Spicky, stojanky, ependorfky

Priehled metodik:

Odbér a zpracovani krve, priprava séra, stanoveni krevniho diferencialu
Imunodifuze — metoda Manciniova

ELISA - stanoveni pritomnosti protilatek proti B.b.s.l.

Test aktivity lymfocyti, ATP test

Test aktivity jaternich bunék, ALT test

Rychly kvalitativni test pro stanoveni pritomnosti RSV 1x

Rychly kvalitativni test pro ¢asné potvrzeni téhotenstvi 3x

Rychly kvalitativni test pro stanoveni pritomnosti HIV viru 16x

Rychlda imunochromatograficka metoda stanoveni pritomnosti hemoglobinu ve stolici -
individualni stanoveni 8x

Rychly test ze slin pro odhad hladiny alkoholu v krvi 2x

Rychla imunochromatograficka metoda stanoveni pritomnosti H. pylori ve stolici 2x
Pozorovani bunék hemolymfy (hemocyty hmyzu), barveni bunék

Test aktivity fagocytézy pomoci Skrobovych zrn u fagocyti hmyzu, barveni bunék
Priikaz pritomnosti antigeni erytrocyti ve slinach ¢lovéka (HIT)

Pozn. Pro ucitele: Zajistit funkcnost dataku



