Koncepce predmétu spec. imunolog. metody Bi 9250C, zimni semestr 2018
Casovy rozpis blokového cvifeni z predmétu Specidlni cvi¢eni z imunologie
14 studentt, 2h/2kredity

Pomtcky s sebou: piezlivky a plast, protokoly, mobil na foceni, flesku, svacinu
V praktickém cviceni se budeme zabyvat testy nasledujicimi metodami aktivity IS
a) bezobratlych

b) obratlovcii

Metody: odbér a zpracovani krve (krevni diferenciil), odbér hemolymfy; ELISA — 1.
stanoveni pritomnosti protilitek proti B.b.s.l. (Borrelia afzelii, garinii, sensu stricto),
stanoveni pritomnosti protilaitek proti COVID-19; Test aktivity a cytotoxicity
lymfocyt; rychla imunochromatograficki metoda stanoveni pritomnosti Ag nebo Ab;
test (stanoveni aktivity jaterniho enzymu); pozorovani bunék hemolymfy (hemocyty
hmyzu); test aktivity fagocytézy pomoci fagocytovanych éastic u hemocyti hmyzu;
izolace slinnych Zlaz z kliStéte, priprava preparatu roztérem stiev kliSt’ete; priikaz
pritomnosti antigeni erytrocyti ve sliniach ¢lovéka — nepifima hemaglutinace (metoda
HIT).

Termin: ut.-pa. 11. — 14.5. od 8.30hod do cca 15-16hod

ut 8:30

Instruktaz: ke cviceni toho dne 1. krevni roztér, barveni a priprava séra

2. priprava desticek na ELISA, chystani antigenu na desticky 3. stanoveni ALT 4.
imunochromatograf. test HIV, losovani na dalSi testy.

postupny odbér krve z prstu, ELISA - Et OH, promyvani desti¢ek, zjistovani konc. antigenu,
fedéni Ag, kalibra¢ni kiivka a napipetovani na desticku; v mezicase barveni roztért a krevni
diferencial; stanoveni ALT, losovani na imunochromaticky test, zpracovani krve na sérum
Pomiicky:

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

Ptedéani pokyni a protokolil na imunochromatograficky test- ruleta

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

Odbér krve: rukavice, stojanek, skla na roztér, desinfekce, jehly, souprava na barveni-
Leukodif, pipety, Spicky, odpadni nadoba, stojanky, ependorfky, papirky na losovani

st 8:30

Instruktaz: 1. imunochromatografické testy 2. Test aktivity lymfocyti 3. odbér
hemolymfy z larev Zavijece voskového, kultivace se Skrobovymi ¢asticemi a sledovani
fagocytarnich schopnosti hemolymfy, barveni skel a prohlizeni hemocytid pod
mikrokopem, pocitani FI a % F, krevni diferencial; 4. Izolace slinnych Zlaz z kliStéte,
priprava preparatu ze stiev kliStéte 5. uprava desticek na ELISA -pokracovani:
odstranéni Ag a promyti, napipetovani vazebného roztoku s kaseinem, inkubace s kaseinem,
promyti desticek;

Pomucky:

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

Pipety, Spicky, odpadni nadoba, stojanky, ependorfky, teplotni lazeni, maly termostat.

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



¢t 8:30

Instruktaz: 1. samotna ELISA

fedéni sér, rozlozeni vzorkid na desticku, piiprava ziedénych 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 HoSO4, méteni na ELISA-readeru, v mezicase: krevni diferencial,
FI, % fagocytozy.

Pomtcky:

ELISA: blokovaci roztok, promyvaci roztok, promyvacka, konjugét, substratovy roztok,
substrat, Ho.SO4, ELISA-reader na 492 nm

Pipety, $picky, stojanky, ependorfky

Pomiicky: Komer¢ni diagnostika (EXBIO Olomouc) anti-A (IgM) monoklonalni, anti-B
(IgM) monoklonalni, anti-H monoklonalni; ndplav diagnostickych erytrocyti A, B, 0;
bromelin, pufrovany fyziologicky roztok 0,85% (0,15 mmol/l) NaCl, desticky na odecitani
vysledkd, vodni lazen na 100 C°, centrifuga, zkumavky, stojanky na zkumavky, pipety,
Spicky, rukavice, roztok ajatinu, nadobky na odpad, fixy.

pa 8:30

InstruktaZ — metoda HIT

1. metoda HIT - prikaz pfitomnosti antigenii krevniho systému ABO ve slinach ¢lovéka, 2.
dokonceni v§ech metod, kontrola protokolt

Prehled metodik:

Odbér a zpracovani krve, priprava séra, stanoveni krevniho diferencialu

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

ELISA - stanoveni piitomnosti protilatek proti COVID-19

Tudbidimetrické stanoveni pritomnosti enzymu ALT

Test aktivity a cytotoxicity lymfocyti, ATP test

Test aktivity jaternich bunék, ALT test

Pozorovani bunék hemolymfy (hemocyty hmyzu), barveni bunék

Test aktivity fagocytozy pomoci Skrobovych zrn u fagocytiit hmyzu, barveni bunék
Izolace slinnych Zlaz z kliStéte, priprava preparatu ze stiev klistéte

Prikaz pritomnosti antigenu erytrocyti ve slinach ¢lovéka (HIT)

Rychly kvalitativni test pro stanoveni pritomnosti HIV viru

Dale vybér z dalSich testi

Rychl4a imunochromatograficka metoda stanoveni pritomnosti hemoglobinu ve stolici -
individualni stanoveni

Rychla imunochromatograficka metoda stanoveni pritomnosti Helicobacter pylori ve
stolici

Rychly test pro stanoveni Streptococcus A (pyogenes) ve stéru hrdla

Rychly test pro stanoveni Streptococcus pneumoniae v moci



