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AZ ERTEKEZESBEN ELOFORDULO ROVIDITESEK ES JELOLESEK,
VALAMINT FOGALMAK JEGYZEKE

ANOVA Variancia-analizis, vagy szoréselemzés (angol: analysis of varriance). A null-
hipotézis szerint a vizsgalt sokasagok (csoportok) varhato értékei kdzott nincs
kilénbség. A null-hipotézist akkor utasithatjuk el, ha a csoportok
szorasnégyzeteinek aranya az F-préba kritikus értékénél nagyobb. Az F-prébat
az egyes vizsgalatok soran adott a szignifikancia szintre (&ltaldban o = 0,05),
azaz 1- o valoszintisegi elfogadasi tartomanyra szamitottam Ki.

ARA ARDRA a mikrobiologidban gyakran alkalmazott RFLP (magyar:
restrikcios fragmenthossz polimorfizmusa; angol: restriction fragment length
polymorphism), melyet PCR-rel felszaporitott riboszomalis DNS-szakaszon

végeznek (angol: amplified ribosomal DNA restriction analysis)

ATCC Amerikai Tipus Torzsgyiijtemény (angol: American Type Culture Collection)
bp bazispar

CDC Centers for Disease Control

DNS dezoxiribonukleinsav

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ENSZ Egyesult Nemzetek Szervezete (angol: UN; United Nations)

etal. és masok (latin: et alteri)

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer

IHA Indirect Haemagglutination Assay

in situ helyben (latin)

M egy mél anyagmennyiség, azaz 6x10%** db atom, vagy molekula

m/% Tomegszazalék. Szilard halmazallapotu reagenst folyadékban oldva a reagens

tdmegaranya az oldatban.

MLEE Multi Locus Enzyme Electrophoresis
N normalos oldat (1 M dm™, adott elemre vonatkoztatva)
P Probabilitas (angol: probability), valdszintiseg. E dolgozatban P=1- a, vagyis a

hipotézisvizsgalat elfogadasi tartomanyanak valdsziniisége, mas néven az o
szignifikancia - szinthez tartoz6 megbizhat6séagi szint. Ha a =0,05; akkor P =
(1-0,05)=0,95. P értékét %-ban fejeztem ki és adott P megbizhatdsagi szintre
szamitott szignifikans differenciat [SzDpys]-kal jeloltem, pl. SzDgso.

PCR polimeraz lancreakci6 (angol: polymerase chain reaction)

r riboszomalis



RNS

rpm

sp., spp-

m
Torzsgyiijtemény

WB
WHO
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ribonukleinsav
fordulatszam egy perc alatt (angol: round per minute)
Faj, fajok (latin: species)
Olvadaspont analizis
sajat torzsgyiijtemény, mely nem azonos és nem all kapcsolatban barmely
nemzeti, vagy nemzetkozi, jogi személyként elismert torzsgyiijteménnyel. E
torzsgylijtemény sajat izolalasb6l szarmazd, laboratoriumi maédszerekkel
szelektalt
Western-Blot
World Health Organization
Az o valdsziniiséget a statisztikai proba szignifikancia-szintjének nevezzik
(MANCZEL 1983, KEMENY és DEAK 2000). Az elfogadasi tartomanyba a
probastatisztika értékei 1- a valdszintiséggel esnek, ha a null-hipotézis igaz.
Masképpen, elfogadasi tartomany az, melyben a probastatisztika értékei a

veéletlenszerti ingadozés kovetkeztében 1- o valdsziniiséggel lehetnek.
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1 BEVEZETES ES CELKITUZES

1.1 A téma aktualitasa, jelentésége

A protozoonok tudatos megismerését a mikroszkop felfedezése tette lehet6vé a XVII szdzadban. A
kornyezetiinkben igen nagy szammal vannak jelen az egysejtiiek, de csak néhany okoz emberi és
allati megbetegedést. Az emberben éloskddd protozoonokkal az orvosi tudomany (orvosi
mikrobioldgia, parazitoldgia) foglalkozik (BoGITsH et al. 2005). Az éallatokban él6skddé
protozoonokkal az Allatorvosi parazitologia foglalkozik. Mindkét tudomény szorosan
egyuttmikddik, mivel a kdrnyezet direkt bizonyitékot szolgaltat a zoonotikus atvitel lehetéségerdl
(FAYER et al. 2001, HAIDUSEK et al. 2004, THOMPSON 2004, GARCIA et al. 1999).

Egyes protozoonok képesek élni és szaporodni, illetve mindkét formajuk (trophozoit és cysta)
megtalalhatd a kornyezetben, mint példaul az Acanthamoeba species tagjai, amelyek az emberi
szervezetbe véletlendl keriilnek be. Nagyon jol lehet Iatni, hogy a kornyezetben az Acanthamoeba
speciesek pozitiv hatést tandsitanak, mivel egyensulyt tartanak a baktériumokkal, mind a fold
felszinén, mind a rhizospherdban (KReuzer et al. 2006). Az Acanthamoeba speciesek
baktériumokkal taplalkoznak, vagyis szabalyozzak a baktérium popul4ciot.

A protozoonok tobbsége szabadon él a kdrnyezetben, talajban, vizben, és csak egy kis résziik keril
hosszabb — rdvidebb kapcsolatba a novényekkel, &llatokkal és az emberrel. Szamos tanulmany
jelent meg, ahol leirtdk, hogy néhany protozoon cysta elegendé az emberi megbetegedés
kialakuldsahoz, azonban ez erésen fiilgg az ember életkoratdl, immunallapotatdl (FARTING 1994).

A parazitologia volt az utolsd a szakteriiletek kozil, ahol bevezették a molekularis bioldgiai
modszereket. Ennek tobbek kozott az volt a fé6 oka, hogy sok protozoon méar mikroszképos
vizsgélattal is nagyon jol felismerhet6. De a magas szenzitivitds és egyidejiileg a morfoldgiailag
nehezen elkilonithetd fajok (vagy torzsek) differencialési lehetésege miatt ma méar a molekuléris
bioldgiai mddszerek, kilondsen a PCR, nagyon fontos részei a parazitoldgiai diagnosztikanak. A
molekularis biol6giai modszereknek nem csak a parazita diagnosztikdjaban, hanem az
epidemioldgiaban, populécidgenetikdban, az Uj hatdanyagok és az oltbanyagok kifejlesztéseben, és
mindenekel6tt a filogenetikai vizsgéalatokban van nagy jelentésége (MAHBUBANI et al. 1991, 1992,
WEIsS 1992).

Osszességében az Uj tudomanyteriiletek, mint pl. a genomika, proteomika, bioinformatika
modszereinek alkalmazésaval, a gazda-parazita-kolcsonhatas jobban megérthets, és a 6 cél, a

parazitds megbetegedések megel6zése és ellenérzése sokkal kozelebb kerdlt.
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1.2 Celkitiizés

e az Entamoeba histolytica kimutatadsa a vizsgalati anyagokbol klasszikus és molekuléris
(PCR) modszerrel a parazita genomjaban kdédolt 16S-rRNS génjének egy specifikus része
segitségével

e kukorica és lucerna rhizospherab6l Acanthmoeba spp. kimutatasa klasszikus és modern
modszerrel

e arhizospherabdl izolalt Acanthamoeba spp. szekvenalasa és species meghatarozasa

e a Giardia intestinalis kimutatdsa a vizsgalati anyagokbdl klasszikus, nested PCR
modszerrel, a parazita genomjaban kodolt 18S-rRNS génjének egy specifikus része

segitségével
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2 |IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Evolucio

A protozoonok alkotjak az allatvilag legprimitivebb torzsét. Allabakkal, ostorokkal vagy csillokkal
mozognak. Tobbnyire egyszerii kettéosztodassal (mitdzissal) szaporodnak. Vannak koztiik
artalmatlanok, csak egy részik patogén, vagy fakultativ patogén. Az 1.sz. tdblazat foglalja dssze az
emberi szervezetre nézve patogén és fakultativ patogén protozoonokat.

Az emberben él6 protozoon egysejtiiek kivétel nélkiil endoparazitdk. A Foldinkén mintegy 70 fajuk
ismeretes (ASHFORD és CREWE 2003). Legtdbbjik a bélcsatorndban éléskodik (bélprotozoon), de
vannak olyanok is, amelyek a testiiregekben (szdj, hiively), valamint vérben és szdvetekben is
éléskodnek. A protozoon altal megtamadott szervezetet gazdaszervezetnek nevezziik. Eletfeltételek
biztositasa végett a protozoonok a gazdaszervezet sajatossdgaihoz alkalmazkodnak. Szamos
protozoon esetében a fejl6dés, szaporodas vagy taplalkozas céljabdl tartésan vagy atmenetileg a
szervezetben tartdzkodnak, és abbdl a szervezetbél egyoldalt hasznot hliznak 6nmaguk szaméra.

A protozoonok evollciés kapcsolatanak pontos megértése szintén fontos szereppel bir a
biol6giaban. A molekularis bioldgia a bioldgia azon aga, amely a molekulak struktirajaval és
funkcidjaval foglalkozik (SCHLEGEL 1994). A molekuléaris biologia kulcsmolekuldja a DNS. A
molekularis bioldgia 1930-1960 kozott alakult 6nalld tudoménnyd, és a huszadik szazad utolsd
harmadaban hatalmas fejlédésen ment keresztil. A molekuléris biologiai technikdk ma mar a
parazitologidban is széles korben elterjedtek. Az eukariota filogenenetika példaul bemutatja, hogy a
protozoonok nem primitivek, hanem épp ellenkezéleg, nagymértékben alkalmazkoddak a
kornyezetiikhdz (DACKS et al. 2008).

Az utdbbi években a kilénbdzé gének kutatasa és a teljes genom szekvenélasok szd&mos parazita
esetében messze elérehaladtak, midltal Gj lehetéségek nyiltak meg a parazitdk biol6gidjaban,
diagnosztikajaban, és ellenérzésiikben. Mindenekel6tt az epidemioldgiaban, U anti-parazita szerek,
és oltdanyagok kifejlesztésénél is a molekuléris bioldgiai modszerek alkalmazésaval Uj lehetéségek

nyiltak.
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2.2 A protozoonok elterjedése

A protozoonok elterjedését nagymeértékben befolyasoljdk a tarsadalmi és szocialis tényezok,
valamint az &ltalanos és személyi higiénia. A megfelelé higiéniai viszonyok kozott a legtdbb
protozoon fert6zés terjedése csokken. Nedves kozegben hetekig életképesek a cysték, tehat az
ivovizbe (ABBASZADEGAN et al. 1993) vagy talajba jutva hosszl ideig fertézést idézhetnek elé.
Terjedhetnek a cystdk széklettel tragyazott, szennyvizzel locsolt és kelléen nem mosott
z0ldségekkel, vagy piszkos keéz és legyek uUtjan is. A klima tényez6i szintén meghatarozzak a
protozoonok terjedési mechanizmusat. Ezért példaul az Entamoeba genusba tartoz6 Entamoeba
histolytica (E. histolytica) esetében még ma sincs kialakult, egységes elképzelés sem
apatogenitasrol, sem a klinikai kép megitélésrol, sem az eléfordulési lehetéségekrdl. Egyes kutatok
vélemeénye szerint a patogén Entamoeba histolytica torzsek csak tropusi klima alatt fordulnak el
(CLARK és DIAMOND 1991, SILBERMAN et al. 1999), mig a mérsékelt égoviek apatogének, mint
példaul az Entamoeba dispar (E. dispar) (VARNAI 1987, HUSTON és PETRI 1999). Ezeket a
protozoonokat hazankba elsésorban endémiés teriletekrol érkezo turistak és bevandorlok hurcoljak
be (OrRosz et al. 2012).

A protozoonoknak hihetetlen mértékii alkalmazkodoképességilk van. Altalaban nem pusztitjak el a
gazdaszervezetet kozvetlenul, hanem probalnak a gazda szervezettel egyltt élni. Gyakran
éloskddnek észrevétlenil (JAcoBs et al. 2001, ANDERSON et al. 2004, HiTi et al. 2002, SCHUSTER et
al. 2004), de amikor a gazdaszervezet altalanos ellendlld képessége csokken, megbetegedést vagy
halalt okozhatnak. Szdmos kdzlemény jelent meg ezzel kapcsolatban a csokkent immunvédekezésii
betegekrdl (pl. AIDS), (JANOFF et al. 1988, FRIEDLAND et al. 1992, HELTON et al. 1993, CUGINO et
al. 1995, ABBouD et al. 2001, LoLLo et al. 2003, PELLECCHIA et al. 2010), valamint a
kemoterapiaban részesilt betegekrél (BOREHAM et al. 1992, ANDERLINI et al. 1994, CHUNG et al.
1998).

A Giardia az egyik legelterjedtebb bélprotozoon. A Fold minden részén el6fordul, ahol nem
megfeleléek a higiénids- és kdzegeszséglgyi kérulmények, illetve tulzsifoltsag van, ott gyakran
epidemiédk alakulnak ki. (WHO 1996). A Giardia intestinalis (G. intestinalis, szinonimék: Giardia
lamblia, Giardia duodenalis) a giardiosis nevii megbetegedést okozza. A fert6zottek zome 10 éves
kor alatti. Kisgyermekek kozdsségebe behurcolva jarvanyosan terjed (HEYWORTH et al. 1994). A
Klinikai tinetek valtozékonysdga megneheziti a diagnozist, ezen kivil a fert6zés gyakran
tinetmentes (THOMPSON 1993, 1994, HELLARD et al. 2000, THOMPSON et al. 2000, THOMPSON
2004). A Giardia sp. trophozoit az él6 szervezeten kivil nem marad életben, a székletben csak a

hasmenéses tiinetek alatt talalhato meg. A Giardia sp. cysta kikerilve a gazda szervezetbdl a

11
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kornyezetbe direkt bizonyitékot szolgaltat a zoonotikus atvitel lehetdségrél, jarvanyok kitdrésekor
pedig fertézes forrasa lehet. (KEULEN et al. 2002, TRAUB et al. 2004).

A nagyon ritkdn el6forduld szabadon él6 amoebak komoly megbetegedéseket is okozhatnak az
emberi szervezetben. Egyes Acanthamoeba fajok emberi kérokozdk, és két klinikailag jol
elkilonils korképet okoznak, a granulomatozus amoeba enkefalitiszt (GAE) (SCHUSTER et al. 2006,
VISVESVARA et al. 2007, WALOCHNIK et al. 2008, PO-MIN et al. 2012) és a szaruhértya gyulladasat
(keratitis) okozhatja (KILVINGTON et al. 1994, NUPRASERT et al. 2010, RIVERA et al. 2009,

PRASHANTH et al. 2011).

2.3 A protozoonok elleni védekezés

A védekezés a terjedési modtol fligg, mivel ennek leghatékonyabb eszk6ze a személyi- és
kornyezethigiéna megfelel6 betartasa (BLACK et al. 1977, PICKERING €S ENGELKIRK 1990, VAN DE
BoscH 1991).

Bélprotozoonok terjedése ellen az emberi és &llati székletszorodas megakadalyozasa a legfontosabb
(THOMPSON et al.1988). Hasonldan fontos a kutak és egyéb viznyer berendezések kozegészsegugyi
kovetelményeknek megfelel6 mitkddtetése (KoRricH et al. 1990, FINCH et al. 1993b), a nyersen
fogyaszthat6 zdldségek gondos tisztitdsa (OSTERHOLM et al. 1981, IsLAM 1990, THOMPSON et al.
1990) és az étkezes eldtti kézmosas (RABBANI és ISLAM 1994).

Egyes protozoon cystak érzékenyek a hére es a kiszaradasra, de vegyszerekkel szemben
meglehetdsen ellenélloak. Itt figyelembe kell venni a killonb6z6 fertétlenitészerek hatasat, mivel a
talajra kerult cystak ellen a leghatékonyabb a felmosas vagy permetezés 5%-os krezollal, amely 5-

10 percen belul elpusztitja azokat.

2.4 A protozoonok diagnosztikai modszerei

A laboratériumi diagnosztika szempontjabdl elsésorban a protozoonok kimutatésa és felismerése
fontos. A feladatok ellatdsdhoz a klasszikus vizsgalati modszereken tul (mikroszkdpos és
tenyésztéses) az immunszeroldgiai (ELISA, IHA, WB) és molekularis bioldégiai modszereket

(nested, multiplex vagy real-time PCR) is rutinszerien alkalmazzak.

2.4.1 A protozoonok mikroszkopos vizsgalata

A mikroszkopos kimutatas a protozoonok diagnosztikajaban nélkulozhetetlen még akkor is, ha az
érzékenysége alacsony (BOCKMAN és WINBORN 1968, BURKE 1977, GANGULY et al. 1985,
ERLANDSEN et al. 1989). Kronikus megbetegedés esetén a korokozok szdma alacsony, ilyenkor a
direkt mikroszképos vizsgélatot ki kell egésziteni tenyésztéssel. A protozoonok &ltaldban

szakaszosan urulnek, ezért minden olyan esetben, amelyben a klinikai tinetek alapjan protozoon-

12



10.14751/SZIE.2013.020

fert6zés gyanuja &ll fenn, és az elsé vizsgalat negativ eredményt adott, célszerii a vizsgélatot harom,
egymast koveté napon megismételni (VARNAI 1978, 1987, Ruiz-PALACIOS et al. 1994, HAQUE et al.
1997). A protozoonokat mikroszkopos vizsgalattal, bizonyos gyakorlat utan (szin és nagysag
alapjan) megkdzelité pontossaggal lehetséges identifikalni (SOLTYS és GUPTA 1994, SOLTYS et al.
1996). Egyes protozoon fajok morfoldgiai ismeretén talmenden a vizsgalati anyag mintavéetele, a
vizsgélat elokészitési modja hatdrozzak meg (HEHL et al. 2000). A magas szenzitivitas mellett és
egyidejiileg a morfoldgiailag nehezen elkildnithetd fajok differencialdsi lehet6sége miatt a
mikroszkopos vizsgélat nehézkes, specificitasa alacsony, mert nem alkalmas a patogén E.
histolytica, az apatogén E. dispar és az E. moshkovskii megkulonboztetésére (PROCTOR 1991, Li és
STANLEY 1996). Az E. histolytica trofozoitdinak vizsgalatban, a vorosvérsejtek jelenlétét a
citoplazmaban még mindig diagnosztikus értékiinek tekintik (STRACHAN et al. 1988; GONZALEZ-
Rulz et al. 1994).

2.4.2 A protozoonok tenyésztési vizsgalata

A téptalajoknak tartalmazniuk kell mindazokat az anyagokat, amelyekre a protozoonoknak
szilksége van, mivel maguk nem képesek ezeket szintetizalni. A tenyésztési eljarassal, nagyobb

mennyiségii leoltott vizsgalati mint&bol a kis szamban jelenlévé parazita is kimutathatova valik.
e Entamoeba genus

Az els6 tenyésztési eljardsat az Enthamoeba fajoknak méar 88 évvel ezel6tt kidolgoztdk. A
tenyésztéses madszerek egyrészt lehetéséget teremtenek protozoonok kiulénbdzé célra torténd
fenntartasara és elszaporitasara, masrészt ezen eljarasok segitségével megoldhaté egyes fajok
jelenlétének kimutatasa (CLARK és DIAMOND 2002). Boeck és Drbohlav 1925-ben el6szor vezették
be az E.histolytica tenyésztéses madszerét, melyet ma is haszndlunk. Ezt kovetéen kilonbdzé
taptalajok lettek kidolgozva, Ugy, mint a Balamuth (BALAMUTH 1946) vagy a Jones taptalaj (JONES
1946) és a TYSGM-9 tipusu taptalaj (DIAMOND 1982). A tenyésztéses eljarasok lehetnek tobb
fazisuak (szilard és folyékony fazis), mint példaul a Boeck és Drbohlav &ltal kidolgozott tojasos
taptalaj és a Robinson téptalaj (RoBINSON 1968), de lehetnek egyféazisiak, mint a TYSGM-9
taptalaj.

Megkulonboztetjuk az axenic tenyésztés fogalmat, amely egyetlen faj szaporodasét jelenti. Ezt a
fajta tenyesztési modszert Diamond érte el 1961-ben az E.histolyticanal. Ezt kdvetéen pedig az
egyféazisos TP-S-1 téptalaj kerult kidolgozasra az E. histolytica szdméara, hogy megkonnyitse a faj
tanulméanyozasat laboratériumi kézegben (DIAMOND 1968). Jelenleg a TYI-S-33 (DIAMOND et al.
1978) eés az Yi-S (DIAMOND et al. 1995) tipusok a legszélesebb korben hasznalt taptalajok ennél a

protozoonnal.
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E.dispart szintén lehet axenicusan tenyészteni, de nehéz, mivel ezek nehezen névekszenek a tiszta
tenyészetben (CLARK 1995), erre jelenleg a legalkalmasabb taptalaj az YI-S. (KOBAYASHI et al.

1998).

E. moshkovskii tenyésztésére a szakirodalom ajanlja a TTY-SB-t (DIAMOND 1968), a TP-S-1-GM
(DIAMOND €s BARTGI 1970), a TYI-S-33 taptalajt 24°C-os tenyésztési homérsékleten (DIAMOND et

al. 1978) és a TYSGM-9, 24 °C vagy 37°C (DIAMOND 1982).

A humén diagnosztikdban az E. histolytica tenyésztéses eljarasanak nincs jelentdsége, mivel

kevesbé érzékeny, mint mikroszképos modszer és nagy koltségekkel jar (CLARK és DIAMOND

2002), ezért nem ajénlatos a rutin vizsgalatokban.
e Acanthamoeba genus

Tenyésztéses vizsgalatoknak az a célja, hogy kiillonb6z6 mintdkbdl ki lehessen tenyészetni a
axenicus protozoont. Az Acanthamoeba tenyésztésének sikeressége fligg a jo0 mintavételtol. Az
Acanthamoeba tenyéesztéséhez leggyakrabban a PAGE agart (PAGE 1988) hasznaljak. A taptalajnak
az az elénye, hogy nagyon kdnnyii axenicus torzset Iétrehozni. Az axenicus Acanthamoeba torzset
ajanlatos a PYG vagy PPYG (NErr 1957) téptalajon fenntartani. Tobb tanulmanyban a téptalaj
modositasrol szdmoltak be a kutatok (JENSEN et al. 1970, DE JONCKHEERE 1980, GORDON et al.

1992, VISVESVARA és BALAMUTH 2007).
e Giardia genus

A Giardia genusnal a tenyésztés 1976-ban kezd6dott el (MEYER 1976). A tenyésztés az volt, hogy
az in vivo koérulmények kozott konnyebben tudjak megfigyelni és tanulményozni a fajt (GILLIN és
DIAMOND 1981, SMIT et al. 1982, ERLANDSEN 1989, FARTHING et al. 1983, MCINTYRE et al. 1986).
A legelterjedtebb taptalaj a Giardia tenyésztésben a TY1-S-33, amely tartalmaz marhasavot, epesot,
kazein kivonatot, élesztékivonatot, ciszteint, dextr6z-, vas-ammaoénium-citratot és aszkorbinsavat is
(KEISTER 1983).

2.4.3 A protozoonok immunszeroldgiai vizsgalata

A potozoon ellen a gazdaszervezet természetesen vedoerdit allitja szembe. E védéerd forrasai
mindazok a sejtek, amelyek a protozoon fajidegen fehérje anyagait (antigén) hatasara specifikus
ellenanyagokat termelnek. A vérkeringésbe jutd vagy a sejtekben maradd ellenanyagok az aktiv
védekezésben részt vevd sejtekkel egyutt a szervezetbe behatold protozoon megtelepedését

megnehezitik, esetleg azokat el is pusztitjak. Az immunszeroldgia vizsgalatnak alapja az antigén-
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ellenagyag kozotti kdlcsonhatés, amelyeknek az a funkcidja, hogy ez szolgélja a diagnosztikai
eljardsoknal a protozoon meghatéarozast.
Szamos protozoon fert6zés esetén, akar tineti, akar tinetmentes formajaban zajlik, az €16
szervezetnek a vérében specifikus ellenanyagok keépzédnek. Az E. histolytica diagnosztikdban ez
inkadbb elterjedt, de az érzékenysége vitatott. ZENGZHU és munkatarsai (1999) beszamoltak az
immunszeroldgiai médszernek a 100% érzékenységrél ALA (Amoebic Liver Abscess ALA)
betegeknél, a Hue varosba, Vietndmban mar csak 82,6% érzékenységet alapitottak meg. A kapott
eredmeényeket megerésitették real time PCR modszerrel (BLESSMANN et al. 2002, 2006, FOTEDAR et
al. 2007). Ezen kivul az immunszeroldgiai vizsgélatoknak tovabbi nehézsége az, hogy nehéz
eldonteni, hogy a fert6zés friss vagy atvészelt-e (CABALLERO-SALCEDO et al. 1994).
Legelterjedtebb szerologiai modszerek a prootozon diagnosztikdban az Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), amikor specifikus antigénhez (Ag) kotjik a keletkezett antitestet
(At), szigorian meghatarozott korilmények kozott (pl. hémérséklet). Az agglutinacid megléte
igazolja a korokozod jelenlétét a szervezetben. A vérben keringd protozoonnal szemben az emberi
szervezet ellenanyagot termel, ezért, ha az ember savojat higitva vizsgaljuk, megadhatjuk a fertézes
fokat. Példaul, végeztek egy tanulméanyt Giardia fert6zotteknél, és azt allapitottdk meg ELISA
modszerrel, hogy jelenléte specifikus IgA és IgM a szervezetben, mert akadalyozza a trophoziitak
tapadasat a nyalkahartydhoz (FARTHING €s GOKA 1994).
Indirect Haemagglutination Assay (IHA), ha az allati vorosvérsejtek felszinét vonjuk be, pl. egér
Vérébol nyert ellenanyaggal. Ha ehhez a rendszerhez més allatokban el6éallitott egérantitestek elleni
ellenanyagot kevernek, az, vérrogok forméjadban kicsapddik, ezt a reakciot nevezik
hemagglutinacionak (OHNISHI és MURATA 1997, WEINKE et al. 1990). A tanulményok azt mutatjék,
hogy az antitestek titere amoeba esetében évekig magas szintiek maradhatnak, igy
megkulonboztetni a jelenlegieket a multbeli fertézésekt6l nehéz (KROGSTAD et al. 1978, RAVDIN et
al. 1990), és az érzékenységiik alacsony mert (ZAMBRANO-VILLA et al. 2002, PARIJA és KHAIRNAR,
2005, ZEEHAIDA et al. 2009). Ezen kivil a IHA teszt gyartok csak a nagyobb mint 512 titert
mondjak specifikusnak és akkor is megerésit6 vizsgalatot javasolnak.
Western-blot (WB), specifikus fehérje antigének kimutatisara hasznalhat6 molekuléris bioldgiai
technika, amellyel az adott fehérje specifikus, mono- vagy poliklonalis ellenanyag segitségével
azonosithat6. A megjelent tanulmanyokban szeroldgiai pozitiv betegeket vizsgaltak WB mddszerrel
(TAYLOR és WENMAN 1987, JANOFF et al. 1989, SOLIMAN et al. 1998), de nem terjedt el a modszer
csak néhany protozoonal, mint példaul Toxoplasma. igy a Giardia is hasonld molekulatémegii
fehérjéit azonositottak szamos kilonbdz6 mintdban: savdéban, a bélvaladékban és nyélban az
embereknél és &llatoknal egyarant (REINER és GILLIN 1992, HEYWORTH és VERGARA 1994,

ROSALES-BORJAS et al. 1998, YANKE et al. 1998; HASAN et al. 2002). Az elemzés azonban az
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mutatta, hogy nem lehet kozvetlenul értékelni WB maodszerrel, mert egy adott savban tobb fehérje is
taldlhatd (PALM et al. 2003).

244 A protozoonok izoenzim vizsgalata

Elséként, izoenzim vizsgalatot Multi Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE) Sargeaunt és
munkatarsai alkalmaztak az Entamoeba tenyészeten, amely lehetévé tette az Entamoeba faji
megkulonboztetését (SARGEAUNT et al. 1978). Ez a mddszer lehetévé tette egy nemen belil tobb faj
azonositasat, amelyeket csoportokba osztottdk (SARGEAUNT et al.1987), dsszesen 24 kiilonbdzé
zymodemet irtak le, amelyek kézil 21 human izoladtum volt (9. E. histolytica és 12 az E.dispar). E
modszernek az érzékenységrél szintén jelentek meg tanulméanyok, ahol leirtdk, hogy a kemeényitd
jelenléte a kdzegben befolyasolja a zymodemeket (GATHIRAM et al. 1987, BLANC és SARGEAUNT
1991, JACKSON €s SUPARSAD 1997).

A zymodem vizsgalat hatranya az, hogy nagyon nehezen kivitelezhet. Hosszu folyamatbol all,
amely az amoeba tenyésztésen alapszik, mivel nagyszamu sejt szilkséges az enzim vizsgalatahoz.
Az izoenzimek lathatova teheték az Un. aktivitds-festés technikaval, mivel az enzimreakcio
miikddése sordn oldhatatlan szines termék keletkezik a gélben, ott ahol a kérdéses fehérje talalhato.
Ez a folyamat azonban nem mindig sikeres. Ennek kdvetkeztében, sok amoeba tenyészetben az
izoenzim elemzések negativak lettek, annak ellenére, hogy a mikroszképos székletminték pozitivak.
(GONzZALEZ-RUIZ et al. 1994, STRACHAN et al. 1988). Igy az izoenzim vizsgéalatot most mar inkabb
molekularis madszerrel helyesitik az Entamoeba vizsgalat esetében.

Az izoenzim vizsgélati modszert, a Giardia faj azonositasara is alkalmaztak MELONI és munkatarsai
(1988), ahol tsszehasonlitottak az emberbdl és a macskaféléktl 30 Giardia izolatumot, amelyeket
két csoportra osztottak. Az egyik csoport, azonos foldrajzi helyr6l valé emberi izoldtumokat
tartalmazott, a masik csoport, emberi és macska torzsekbol vett izolatumokat a vilag minden
részébol. Tovabba, egy foldrajzi helyen, CEDILLO-RIVERA és munkatarsai (1989) végeztek izoenzim
vizsgaltatott 19 Giardia mintan. Osszehasonlitva a tlineti és tlinetmentes betegek mintait,
megallapitottdk, hogy nem volt kdvetkezetes zymodem killénbség a tlinetmentes és tunetekkel jaro
csoportok kozott. Hasonldképpen, Moss és munkatérsai (1992) vizsgéltak 11 Giardia torzset 6
tlnetekkel jaré és 3 tlinetmentes emberi mintan, valamint allatokbo6l vett 2 mintan, kilénb6zo
foldrajzi helyekrdl. Megéllapitottdk, hogy a torzsek genetikailag ugyan kilénbdzéek, de mutattak

bizonyos kdzds jellemzést.
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2.4.5 A protozoonok molekularis bioldgiai vizsgalata
2.45.1 PCR reakcio

A Science folyoiratban, 1985-ben hozta nyilvanossadgra Mullis a munkatérsaival az elsé gyakorlati
kisérleteket (SAIKI et al. 1988). A PCR modszer metodikajat 1987-ben publikaltdk. Kezdetben E.
coli-bol nyert DNS-polimerazt hasznaltak. Ez a polimeraz h6érzékeny, ezért minden denaturacios
Iépés utan Ujra kellett adagolni a reakciomixhez. Ezenkivil a polimerizécio 37°C-on zajlott, és ezen
a hémérsékleten sok melléktermék is képzodott. 1988-ban, Saiki és munkatarsai izolaltak a
Thermus aquaticus baktériumbdl héstabil DNS-polimerazt. Ezért hivjdk az azdta alkalmazott
polimerazt Taqg-polimerdznak. 1985-ben fejlesztették ki az elsé automatizalt thermocyclert. Ma mar
nemcsak teljesen automatikusan mikodé PCR gépek allnak rendelkezésiinkre, hanem egyéb
tovabbfejlesztett mddszerek is, mint példaul a real-time PCR. A PCR, mint a legfontosabb
felfedezés a molekularis biologiaban, az egész diagnosztikat forradalmasitotta, és néhany protozoon
esetében felbecsiilhetetlen értéki. A PCR feltalalasaval olyan magas szenzitivitas érheté el, hogy
elméletileg, akar egy DNS is kimutathatd.

A protozoon PCR-nek a kidolgozasat tobb tényez§ is indokolta:

» Morfoldgiai megkulonbdztethetetlensége
» Hazai sz6rodas lehetésege
» Terépia hatékonysagénak megallapitasa
> Gyors, specifikus mddszer (PCR) beallitasa.
A PCR vizsgalat célja, hogy a parazita jelenlétét azzal igazolja, hogy kimutatja a parazitara
specifikus DNS jelenlétét (THOMPSON et al. 2000, Rivera et al. 2009, TAMURA et al. 2011). A PCR
direkt kimutatasi modszer, az él6 és mar elpusztult parazitat is képes kimutatni. EI6sz6r, 1997-ben

alkalmaztdk Giardia cisztak detektalasara specifikus PCR-modszert (ABBASZADEGAN et al. 1997).

2.45.2 DNS szekvenalas

A szekvenalason egy bizonyos DNS darab nukleotid, illetve bazissorendjének megallapitasat értjik.
Alapvetéen a szekvendlast két eltér6 elv alapjan végezhetjik. Az egyik modszer szerint minden
lehetséges, kilonbdz6 hosszisadgu DNS darabra elhasitjak (MAXAM és GILBERT mddszere szerint),
vagy szintetizaljdk az 0Osszes lehetséges, kilonbdzé hosszisdgd DNS fragmentumot a
szekvenaland6 DNS szakaszhoz komplementertként (SANGER mddszere alapjan). A Maxam-Gilbert
modszerrel ellentétben, ahol a szekvenalandé DNS fragmentumot el6szor izolalnunk és tisztitanunk
kell, a Sanger modszerrel akar kdzvetlenil bioldgiai mintabdl is szekvenalhatunk. Ezért a Sanger-

féle modszert, amelyet didesoxynukleotid modszernek is neveznek, hasznaljak az utobbi években.
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Kiindulasi anyagkent 1-10ug egyszali DNS szikséges. Mivel a DNS duplaszald, ezért el6szor
95°C-on denaturaljak. A DNS szekvenalas lépései a kovetkezok: DNS izolalas, PCR, szekvenald -
PCR, futtatds és detektalas gélelektroforézissel. A szekvenal6 - PCR abban kilénbozik a
hagyomanyos PCR reakci6tol, hogy csak egy primert hasznalnak. Teljesen ismeretlen
probaszekvencia esetén lehetdség van egy enzim segitségével, az ismert DNS darabot a prébéaba
integralni. A dezoxyribonukleosid - trifoszfatok (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) mellett csekély
mennyiségii radioaktiv foszforral jel6lt didesoxynukleosid - trifoszfatokat (ddATP, ddTTP, ddGTP,
ddCTP) is adnak a rendszerhez. Amennyiben egy didesoxynukleosid - trifoszfat épll be a
szalszintézis soran, akkor a DNS polimeraz, a C3 atomrdl hianyz6 OH csoport miatt, nem tudja
folytatni a szintézist. Igy, koriilbeliil 30 ciklus alatt az 6sszes lehetséges hosszlisagu DNS fragment
szintetizalodik, a teljes hosszlsagl komplementer szalig. Ezutan a kapott fragmentumokat
gélelektroforézissel elvalasztjak egymastol. igy, mivel mindig az utols6 bazis a megjelolt, a
szekvencia egy rontgenfilm segitségével leolvashat6. Manapsag mar fluoreszcensen jeldlt
nukleotidokkal dolgoznak, ami a lézerdetektalasi mddszerrel egyitt, teljesen automatizalt

szekvenalast tesz lehetvé.

2.4.5.3 Filogenetika

Egyike a molekularis biolégiai mddszerek legfontosabb alkalmazasi teriileteinek a parazitologiaban,
a filogenetika (THOMPSON et al. 2004, WALOCHNIK et al. 2008). A modern filogenetika, molekularis
bioldgiai technikdk alkalmazésa nélkil, nehezen képzelheté el. Azaltal, hogy a szubjektiven
értékelheté morfoldgiai ismertetéjegyek helyett, az organizmus génjeit hasonlitjdk 6ssze, olyan
organizmusok is vizsgalhatok, melyek a csekély nagysaguk, vagy a kevéssé jellegzetes morfologiai
jellemzéik miatt nehezen voltak klasszifikalhatok (Monis et al. 2009, NUPRASERT et al. 2010).
Eppen a sok parazita filogenetikajanak vizsgalata miatt, a molekularis bioldgia nagy jelentéségi,
mivel szdmos parazita, mint pl. a legtébb protozoon, csak kevés ténylegesen specifikus morfolégiai
jellemzével rendelkezik, és mivel éppen a parazitdk, gyakran a parazitikus életmodhoz
alkalmazkodva, nagyon redukalt morfoldgiaval és fizioldgiaval rendelkeznek. Azért, azt le kell
szogezni, hogy egy ilyen filogenetikai fa, annak megfeleléen, hogy milyen gén vizsgalataval

késziilt, csak a filogenetikai viszonyok egy részét tudja val6jaban visszatiikrdzni.

2.5 Epidemioldgia
A protozoon cystak, igen gyakran, a szennyezett viz fogyasztasa révén jutnak a szervezetbe. A
fert6zott ember (THOMPSON et al. 1994, ABBOUD et al. 2001) vagy allat (FAYER et al. 2001, STEIN et
al. 2003, LASEK-NESSELQUIST et al. 2010) cystékat tirit, ezek bejutnak a felszini vizekbe (HOXIE et

al. 1996), akar direkt széklet-szennyezéssel, vagy szennyvizzel, vagy mez6égazdasagi
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vizkifolyasokkal (OrRosz et al. 2013). A cystdk nedves, hivos kdérnyezetben honapokig
fert6zoképesek maradnak. Nagy kozosségre kiterjedd fert6zés torhet ki, ha a kdzponti vizellatd
rendszer fert6z6dik protozoon cystikkal (X1A0 et al. 2008, FENG et al. 2011). Turistak (CAVALLO et
al. 2007, HERBINGER et al. 2011) kezeletlen viz ivasa révén is fertéz6dhetnek. A lakatlan
terlileteken, a felszini vizeket a vadallatok is beszennyezhetik, pl. a kis patakokat (VERWEW et al.
2003).

A legnagyobb probléma az, hogy élelmiszerben is taléltak protozoon cystakat, igy gyakori a
fertozés atvitele élelemfélékkel (ERICKSON és ORTEGA 2006). Elelmiszer eredetii protozoon étvitel
el6fordulhat pl. széklettel vagy talajjal szennyezett zoldséggel vagy salataval. A direkt fekalis-oralis
atvitel is gyakori a gyermekkozosségekben. Népes teriiletek, elégtelen higiénés allapota kilonleges
kockazatot jelenthet. Fejl6dé orszagokban, de a fejlett orszdgok szegényebb teriiletein végzett
vizsgélatok is jol alatdmasztjak ezt (HAQUE et al. 1997, BLESSMANN et al. 2002). Szexuélis dton is
atvihet6 a protozoon, vagyis orélis-analis kontaktussal jaré kdzosulés, szintén oka lehet ennek
(PETERS et al. 1986, JokIpiiet al. 1989).

A molekuléris epidemioldgiaban, biokémiai és molekularis bioldgiai technikékat alkalmaznak a
korokoz6 genetikai variabilitasdnak meghatarozésara, a fert6z6 betegsegek ellenérzesére és az
epidemioldgiai osszefliggések tisztazdsara (SAKLATVALA 1993). A genetikai és a kornyezeti
faktorokat is figyelembe veszik a kapcsolodd statisztikai mddszerekkel. Végil, a molekuléris
tipizalassal és a patogenitas kutatasaval, a korokozo hatdanyag rezisztencidjanak megéllapitasaval,
valamint a népesseg rizikocsoportjainak megallapitasaval a fert6z6 betegségek optimélis terapidja
és megel6zése a cél (MAGLIANO et al. 2012, HEREDERO et al. 2012, SipbpIQuI et al. 2012). Példaul,
1993-ban, a Milwaukee-i Cryptosporidium jarvany esetén, amely 400 ezer embert érintett (FOX ES
LYTLE 1996), molekuléris epidemioldgiai vizsgalatokkal tisztdzhatd volt, hogy minden érintett
személy ugyanazzal a Cryptosporidium térzzsel volt fertézott, és ez a térzs antropogén szennyezés

atjan kerilt az ivovizbe (HoxIE et al. 1996).

2.6 Protozoon faji szintii meghatarozasa, identifikalasa
2.6.1 Uj protozoon fajok leirasa

Sz&mos faj jelentds genetikai diverzitissal rendelkezik, amelyet a betegség kitorését okozo torzs
mennyiségben is kimutathatoak, masrészt, a szekvenalas segitségével nagymertekii specifitas érhetd
el (Monis et al. 2009, MAGLIANO et al. 2012). Ezen a modon a fertézési 1anc mindhdrom tagja, a
kdrokozo, a vektor és a gazda is pontosan identifikalhato, a Iétrejovo jarvanyok tisztdzhatok, és a

fert6z6 betegségek felugyelhetok.
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Egy kovetkezd kerdéskor, a genetikai variabilitas és a bioldgiai diverzitas kozti dsszefiiggés.
Példaul, az még mindig tisztazatlan, hogy a Trypanosoma brucei gambiense, a nyugat-afrikai
alomkor okozdja, a Trypanosoma brucei rhodesiense, a kelet-afrikai alomkér okozoja és a T. brucei
brucei, a szarvasmarha tripanoszomozis okozdja, valéjaban ugyanabba a filogenetikai csoportba
tartozik-e. A kdvetkez6 nagy figyelmet igénylé az E.histolytica virulencidnak a kérdese, amelynek
megértésében, sok kutatds torténik ugyan, de még mindig vannak nyitott kérdések (WILSON et al.
2012).

2.6.2 Entamoeba genus

Entamoeba genusba 6 species talalhat6: E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E.
hartmanni és lodamoeba buetschlii (CLARK 1998, GARCIA és BRUCKNER 1997, 1999, HAQUE et al.
1998, LEBER és NovAak 1999). A fent felsoroltak kodzol csak az E. histolytica patogén, a tobbi
apotogén (PETRI és SINGH 1999, FRITSCHE és SMITH 2001). Nagyon ritkan a lodamoeba buetschlii
is okoz emberi megbetegedést (PETERS et al. 1986, JokiIpii et al. 1989). 1993-ban Ujradefinialtak az
Entamoeba fajt, biokémiai, immunol6giai és genetikai alapon: két, morfoldgiailag
megkulonboztethetetlen, de genetikailag eltér6 faj létezik E. histolytica: az invaziv intesztinalis és
extraintesztinalis amoebosis okoz6ja, amely patogén és E. dispar intesztindlis egysejtii, amely nem
patogen (TANNICH et al. 1989, CLARK és DIAMOND 1991, 1993, DA SILVA et al. 2003, QVARNSTROM
et al. 2005).

lgy, az 1997. évi WHO rendelet szerint, ha a human diagndzist csak mikroszkopos vizsgalattal
allitjak fel, akkor a két speciesnek megkilonboztethetetlensége miatt, gy kell jelenteni az
epidemioldgiai allomésoknak, mint E. histolytica / E. dispar. Korabban, minden Entamoeba
fertézést E. histolytica- ként jelentettek be, ezért jelentsen talbecsilték a koérokozo prevalencidjat
(WHO 1997).
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2.sz. téblazat. A bél Entamoeba spp. morfoldgiai jellemzéi
(forréas: http://cmr.asm.org/content/16/4/713.full.pdf+html )

[Organism | Trophozoite | Precyst |Cyst

E. histolytica
E. dispar

E.
moshkovskii

E. coli

E. hartmanni

I. bitschlii

2.6.2.1 Entamoeba spp. morfoldgiaja

— Entamoeba histolytica

Az E. histolytica fajt, Les 1875-ban irta le, SzentPétervaron, Oroszorszagban, és Fritz Schaudinn
1903-ban nevezte el (SAKLATVALA 1993). Phagocytosis utjan taplalkozik, allab segitségével mozog,
ivartalanul szaporodik. Két megjelenési formaja ismert: a mozgd, taplalkozé, szaporod6 trophozoita
12-17um (1&bra.A), valamint a kedvezdtlen kornyezeti tényezék hatdsara kialakulo, erds fallal
korulvett cysta 10-15 pum (1.4bra.B).
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— Entamoeba dispar

1925-ben, Brumpt elsoként megfogalmozott egy elméletet, ami szerint az E. histolytica
morfologiailag megegyezik még egy fajjal. A két faj kozil az E. histolytica patogén (ami képes
invaziv megbetegedéseket okozni), az E. dispar apatogén (ami soha nem okoz betegséget). Ezt a
feltételezést akkoriban elutasitottak. 1993-ban, széles korii genetikai, immunoldgiai, biokémiali
elemzések mégis alatdmasztottak (STAUFFER et al. 2003; TANYUKSEL et al. 2003).

Indidban, Parija és Khairnar (2005) munkajukban leirtak, hogy az E. dispar E.moshkovskii okozhat
enyhe gasztrointesztinalis panaszokat (PARNA és KHAIRNAR 2005), tovabba a vorosvérsejtek
jelenléte az E. disparban csokkentette a mikroszkopos érzékenységet (HAQUE et al. 1995). Az
E.dispart laboratériumi kortlmények kozoétt tanulmanyoztak, és szintén megerdésitették, hogy a

trofozoita képes bekebelezni a vordsversejteket (TRISSL et al. 1978).
— Entamoeba moshkovskii

Az Entamoeba nemzettséghez tartozé E. moshkovskii morfolégiailag megegyezik az E. histolytica-
val és E. dispar. EI6szor, Tshalaia 1941-ben irta lea a szennyvizben az E. moshkovskii-t, és ezt
kovetéen tobb orszaghol jelezték a faj Iétezését a folyok és tavak uledékében (CLARK és DIAMOND
1991).

2.sz. tablazat. TANYUKSEL és PETRI (2003) kozleménylikben bemutatjak, hogy a mikroszképos
detektalas - szenzitivitasa alacsony, mert nem alkalmas a patogén E. histolytica és az apatogén E.
dispar vagy E. moshkovskii megkllonboztetésére (azért alkalmaztam ezt a tablazatot, mert ez
reprezentalta leginkabb a valésagnak megfelelé eredményeket).

a

Entamoeba histolytica cysts

|

il | © CO-ROM ILLUSTRATED LECTURE NOTES ON TROPICAL MEDICINE [

1.4bra. Entambeba histoiytica, Entamoeba dispar vagy

Entamoeba moshkovskii —trophozoite (A) és cystak (B)
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— Entamoeba coli (Grassis, 1879)

Az E. coli apatogén, a masodik a leggyakrabban eléforduld E. histolytica/ E. dispar utan. Két
megjelenési formaja ismert:

A trophozoita 20-40pum (2.8bra.A) mozgd, szaporodd, taplalkoz6, az endo- és ektoplasma
kilonvéalasa nem mindig észlelheté. Plazméajaban lehet Iatni fagocitalt szemcséket, vakudlakat és
mag periférids kromatini a benne lévé magvacskdk durvék, excentrikus elhelyezkedéssel. A
trophozoita mozgésa nagyon lassu, kifinomult (MiLCH és JANKO 1990).

A cysta 15-30 um (2.&bra.B) erés fallal korulvett, amelybe magok szdma &ltaldban négynél tobb,
rendszerint nyolc.

W Entamoeba colf " -

Trophozaite

A B 1 Opraee

Fotor Dark<n

2.4bra. Entamoeba coli —trophozoita (A) és cysta (B)
— Entamoeba hartmanni

Ahogy az elézéknek, szintén két megjelenési formaja ismert: a mozgd, taplalkozo, szaporodo
trophozoita 10-15um (3.abra.A), és cysta 7-10um (3.4bra.B). Apatogén, teljesen artalmatlan, és

még az immunkarosultaknal sem okoz megbetegedést.
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3.4bra. Entamoeba hartmanni —trophozoita (A) és cysta (B)
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— Jodamoeba butchli (Prowazek, 1911)

A vastagbélben éléskodik, apatogén trophozoita 10-20um (4.abra.A), holyagos magjanak hartyajat
a nagy nucleolussal, finom kromatinkull6k kétik 6ssze. Trophozoita mozgasa progressziv jellegii, a
plazmajaban rendszerint éles széhi, glikogént tartalmaz6 vakuola lathatd, amely Lugol oldattal
sotétbarnara festodik. A cystanak 7-15um (4.&bra.B) egy vagy két magja van, és mindig lehet latni a

nagy glikogén vakuolat, amely Lugol oldattal sotétbarnéra festodik (MILCH és JANKO 1990).

4.4bra. Jodamoeba butchli —trophozoita (A) és cysta (B)

Enthamoeba genusba tartozé abrakon (1A,B; 2A,B; 3A, B; 4A,B), lehet tanulméanyozni a CDC
honlapon a specieseket (azert alkalmaztam az brékat, mert ez reprezentalta legink&bb a valosagnak
megfeleld eredményeket, forrésok: http://en.wikipedia.org
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HT ML/Intestinal Amebae.htm).
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2.6.2.2 Entamoeba spp. életciklusa

ingested

0 Mature cysts A A
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5. dbra. Entamoeba életciklusa (forras: http://en.wikipedia.org)

Az Entamoeba spp. fertézesforrasok: a széklettel szennyezett viz vagy élelmiszer és a piszkos kezek

(azért alkalmaztam ezt az 5 abrat, mert ez reprezentalta leginkdbb a valdésagnak megfelel6

eredményeket).

2.6.2.3 Entamoeba histolytica életciklusa

A lenyelt cystdkat (HAQUE et al. 2003) a gyomorsav nem kérositja, igy konnyen bekerlilnek a

vékonybélbe, ahol trophozoittd alakulnak. A béltartalommal sodrddva eljutnak a vastagbélig, ahol

megtelepednek a nyalkahartya felszinén, a galakt6z adhezinként ismert galakt6z N-acetyl-D-

galaktozamint koté lektin segitségével, majd szovetkérositd enzimekkel és fehérjékkel lizaljak a

nyalkahartya sejtjeit, a bélfalat, vastagbélgyulladast (colitis) okozva. Ez kezdetben dédéméval és
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talyogokkal jar, majd a nekrézis(szovetelhalas) kdvetkeztében jellegzetes, mély, palack alakd

fekélyek alakulnak ki.

Entamoeba histolytica

DIRECT LIFE CYCLE

Ma vectors required
Mo intermediate hosts

Waa
Matuse cysls
ingested

hitp: v dpd odc govidpdx . .
- Traphazoite in large intesting receives

signal to encyst

- Secretes hyaline membrane around itself
[environmentally resistant membrane)

A Cyst undergoes 2 nuclear divisions

- Cystw 4 nuclei passes out with feces
- Must be ingested to infect new host

- When ingested, undergoes cytoplasmic

division and excysts as 4 small ameba
‘ insmall intestine

A= Infective Stage
‘!f Diagrostic Stage
Cysts and tophozsoiles
= Moninvasive Colonization  Peased in feces
= imestinal Disaass || | - These immediately divide by binary fission

E = Extrartestinal Diseass J to form 8

- The & small trophozoltas are carried to
| the large intestine where they feed on
the host, mature and reproduce.

Exits host Fertézésforrasok:
; / + Széklettel

szennyezettsége  viz
/ vagy élelmiszer
4+ Piszkos kezek

6. dbra. Entamoeba histolytica életciklusa (forrés: http://en.wikipedia.org)

Az E. histolytica altal okozott amoebiasis elsésorban a trdpusi és mediterran terlleteken jellemzé
(CAVALLO és GARRABE 2007, HERBINGER et al. 2011), egy invaziv protozoon az emberi
szervezetbe jutva okoz életveszélyes intestinalis és extra- intestinalis megbetegedést. Az extra
intestinalis formajaban megtdmadhatja a méajat (HOFFNER et al. 1999, ACUNA-SOTO et al. 2000), a
tidot és egyéb testi teriiletekre is behatolhat, atjutva a bélnyalkahértya gaton (BADALAMENT!I et al.
1999).

A patogén E. histolytica leggyakrabban mosatlan kézzel, cystakkal szenyezett vizzel, emberi
széklettel szennyezett gyimdlccsel, vagy oralis-analis szexualis érintkezéssel (PHILLIPS et al. 1981,

QUINN et al. 1981) kerul be az emberi szervezetbe.
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2.6.2.4 Enthamoeba spp. kdrnyezete

Az Entamoeba genusba tart6z6 E. histolytica esetében meég ma sincs kialakult, egységes elképzelés
az eléfordulasi lehetéségekrol. 1997-ben, Mexico Cityben, elsésorban azért kerllt sor fontos
megbeszélésre, mert kordbban minden Entamoeba fert6zést E. histolytica ként jelentettek be, ezért
jelentdsen tulbecstlték a kdrokozo prevalenciajat (WHO 1997). Eloszor is, ha dsszehasonlitjuk az
5. abrat a 6. abraval, latni lehet, hogy csak az Enthamoeba histolytica okoz komoly megbetegedést
az embernél, méasodszor, mikroszképos uton nem lehet megkiilonbdztetni a patogén E. histolyticat
és az apatogén E. dispart egymastdl, mert az rRNS-k akar 98%-ban megegyeznek (DIAMOND €s
CLARK 1993), de ezek teljesen més virulencia potencialjiak in vivo (QUE és REeD 2000). Azért
alkalmaztam ezeket az &brékat, mert ezek reprezentdltdk leginkdbb a val6sagnak megfelel6
eredményeket. A tropusi és a szubtropusi teriiletek endémiésak, évente kb. 50 000 000 ember
fert6z6dik meg E. histolytica-val, és a kialakuld betegség évente 40 000 — 100 000 halalesetet okoz
(DEBNATH et al. 2012) 7.4bra. A széklettel urilé E. histolytica cystédk életképesek maradnak a
talajon, akar 8 napon keresztill, 28-34°C hémérsékletnél. Viszonylag ellenéll a klérnak, ahhoz hogy
elpusztitsuk 99,9 %-ban az E. histolytica cystdkat, az ivovizben 2-3mg/l Cl- szilkséges (CLARK et
al. 1989).

Cabrera és Porter (1958) megallapitotta, hogy az E. histolytica in vivo torzseinek legkedvezébb
tenyésztési hémérséklete 41,0 és 41,3°C kozt volt, és a minimalis volt 32,0, és 31,7°C kozott.

Endémiés terlileteken, a sertésben és a majomban szintén leirtdk a protozoont (VERWEL et al. 2003)

““ =

4
S Ty .« km

Seychellen

) o & ] u

[ Intest. Amoebiasis >3%
[ | Intest. Amoebiasis 1-3%
— Endemic.invas. Amoehiasis

7.4bra. Entamoeba histolytica eléfordulasa
(forréas: http://www.med1.de/Laien/Krankheiten/Tropen/Amoebiasis/).
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Egyes kutatok véleménye szerint, a patogén Enthamoeba histolytica torzsek csak tropusi vagy
szubtrdpusi klima alatt fordulnak elé (CLARK és DIAMOND 1991, SILBERMAN et al. 1999, DEBNATH
et al. 2012), mig a mérsékelt égoviek apatogének E. dispar (VARNAI 1987, HUSTON és PETRI 1999).
Hazéankban, elsésorban az endémias terlletekrél érkezé turistak és bevandorlok hurcoljak be
(ORosz et al. 2012). A széklettel szennyezett gylmodlcs, zoldség vagy az italban 1évé cystak
elfogyasztasa sordn torténik a fertézés. (Ibowu ES ROWLAND 2006). Az akut hasmenésben

szenvéds beteg sok cystat irit (5x10” naponta).
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2.6.3 Acanthamoeba genus
2.6.3.1 Acanthamoeba spp. morfoldgiaja

Az Acanthamoeba genus tagjai a leggyakoribb szabadon élé amoeba fajok, amelynek a felszine
tlskés, és mozgéasa lassu a tobbi amoebahoz képest. Az Acanthamoeba trophozoita finom,
kihegyesed6 cytoplasmaticus nyulvanyokat képez, amelyet acanthopodianak neveznek, és atlagos
atmérodje 25-40 um (8. abra.a) és cystaja 15-28 um kettés falt (8. abra.b), csillagszerii formaju;
mind a trophozoita, mind a cysta egymagvu, nagy centralisan elhelyezkedé nucleolussal, azért
alkalmaztam ezeket az abrakat, mert ezek reprezentaltdk leginkabb a valdésagnak megfeleld
eredményeket (LIuU et al. 2005).

8. abra.b. Acanthamoeba cystak (forrds www.google.com/Acanthamoeba cyst)
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Az Acanthamoeba genus jelenleg szamos kiilonb6z6 speciesbél all:
A. astronyxis*, A. castellanii*, A. comandoni, A. culbertsoni*, A. divionensis, A. griffini, A.
hatchetti*, A. healyi, A. jacobsi, A. keratitis*, A. lenticulata, A. lugdunensis*, A. mauritaniensis, A.
palestinensis*, A. pearcei, A. polyphaga*, A. pustulosa, A. quina*, A. rhysodes*, A. royreb , A.
terricola (*jeldltek emberi megbetegedést okozhatnak).

2.6.3.2 Acanthamoeba spp. életciklusa

Acanthamoeba spp.

BAFEN -HEALTHIDN -FEOPLE"
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Through the eye 9

Through nasal

passages lo the
lower respiratory
Amebae (cysts and tract
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or braken skin®

o F i
Cysts and 'rru&hmites in tissue
o 1 Results in severe keratts of the em.@
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Mitosis , , ,
(GAE) andior disseminated disease i) in
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A\ = nfeciive Stage 3 Results granulomatous amebic encephalitis
&= Diagnestic Stage (GAE), disseminated dmas;@. or skin lesions
in individuals with compromised immune systems

9. bra. Acanthamoeba életciklusa (forrés: http://en.wikipedia.org )

Acanthamoeba specieseknek a kornyezetben kétféle bioldgiai formajuk van: cysta (9. abra, 1) és
trophozoita (9. abra, 2). Az trophozoita a kdrnyezeten szaporodik sejtosztodassal (9. abra, 3.)

(mitozissal). A fert6z6 forma a trophozoita, amely szaporodik, mozog és taplalkozik. A cysta tehat
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nyugalmi allapotban nem mozog, de amikor belekerill a gazda szervezetbe szintén trophozoitava
alakul. Behatolés el6fordulhat a szemen (9. dbra, 5), az orrjaratokon (9. &bra, 6) vagy fekélyes vagy
sérilt boron (9. bra, 7) keresztul (9. abra), azért alkalmaztam az &brat, mert ez reprezentélta

legink&bb a val6sdgnak megfelelé eredmeényeket.

2.6.3.3 Acanthamoeba spp. kdrnyezete

Az Acanthamoeba spp. a kornyezetiinkben mindenutt megtalalhatd. Természetes vizekben,
édesvizii tavakban, uszémedencék termalvizében és a talajban, ahol mind élni és szaporodni is
képesek (PAGE 1988, SAYGI et al. 2000, TSVETKOVA et.al. 2004, KILVINGTON et al. 2004, Liu et al.
2006, JEONG et al. 2007, ALVES et al. 2012).

Acanthamoeba genus-nak morfoldgiai alapon torténé elkilonitése nem lehetséges, csak genetikailag
(KHAN et al. 2002, HEWETT et al. 2003). Amikor, biokémiailag és immunoldgiailag megvizsgéltak
az Acanthamoeba spp-t, akkor kideriilt, hogy rendelkeznek Hsp70 fehérjével (LYAsHKO et al.
1994), amely segitségével az Acanthamoeba konnyen képes alkalmazkodni a kornyezeti
hémerséklet-valtozdsokhoz (PoODLIPAEVA 2001, PLEKHANOV et al. 2006, PODLIPAEVA et al. 2006,
PODLIPAEVA et al. 2008). Szdmos kdzlemény jelent meg a szabadon él6 amoeba-rdl. Ezek szerint
képesek megérizni az életképességet cysta formajukban, tobb évtizeden keresztll is, mind
fagyasztott, mind kiszaradt allapotban, a jégben a Gronlandi- és a Balti-tengerekben (SHATILOVICH
et al. 2005), a széraz talajmintdkban (PAGE 1988, KiLIC et al. 2004, REZAEIAN et al. 2008).
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264 Giardia genus

A Giardia volt az els6ként megvizsgalt emberi parazita - protozoont 1681-ben latta meg elészor
Antonie van Leeuwenhoek (DoBELL 1920, 1932). 1859-ben az els6é pontos leirdst Lambl adta
(LamBL 1859), ebbél kifolyblag sokan még ma is hasznéljak a Giardia lamblia elnevezést. A
hasmenéssel valo oki Osszefuggesét tobb kutatd gyanitotta a 20. szdzad elsé felében, de a
protozoonnak és a hasmenésnek szoros oki 6sszefiiggését csak 1954-ben bizonyitotta be Rendtorff.

Az utdbbi években a kildnbdz6 genek kutatdsa és a teljes genom szekvenaldsok szdmos protozoon
diagnosztikajaban és ellenérzéstikben. Mindenekelétt az epidemioldgidban, Uj antiparazita szerek,
és oltdanyagok kifejlesztésénél (OLSON et al. 2000, STEIN et al. 2003) is a molekularis bioldgiai

modszerek alkalmazasaval (WEIsS et.al. 1992) Uj lehetdségek nyiltak.

2.6.4.1 Giardia intestinalis morfolégiaja

Giardia ostoros egysejtii, két forméaja ismert: a korte alaku trophozoita (10-20 pm hosszl, 5-15 pm

széles és 2-4 um vastag) és az ovalis cysta 10-15 um (HEYWORTH, 1996).

Nuclei

Edge of
sucker

Median
body

Axostyle

Trophozoites attached

flagellae - .
8 to intestinal mucosa

)
Trophozoite /

10. &bra. Giardia intestinalis trophozoita és cystak

(forrés: http://cal.vet.upenn.edu/dxendopar/parasitepages/protozoa/g_lamblia.html)

A trophozoita korte alaku, felsd szélesebb részében helyezkedik el a 2 mag. A maésik oldalon
taldlhatd a szivokorong, amelyek segitségével vékonybél faldhoz tud tapadni. Kdzépen hizodik a
merevitokoteg, az axostyl, 4 pér ostora van, melyek a blepharoblastbdl indulnak ki. Cystas
alakjaban is megtalalhat6 az axostyl, valamint ketté (young cyst) vagy négy (older cyst) sejtmag
(azért alkalmaztam a 10. &brat, mert ez reprezentélta leginkdbb a val6sagnak megfeleld

eredményeket).
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A Giardia-nak jelenleg 6t speciese ismert, amelyet a morfologiai jellemzok alapjan, de gazda-
specificitds alapjan sokkal tobb valtozatukat irtdk le. A hat species a kovetkez6: G. intestinalis
(els6ként Davaine leirta 1875-ben, az emlésokben, az embert is beleértve), Giardia agilis (elséként
Kunstler leirta 1882-ben, a kétéltiiekben), Giardia muris (els6ként Benson leirta, 1908-ban, a
rdgcsalokban), G. psittaci (els6keént leirta Erlandsen és Bemrick, 1987-ben, a madarakban), illetve
Giardia ardeae (els6ként leirta Noller, 1920-ban, a madarakban) és Giardia microti (elséként
Benson leirta, 1908-ban, a ragcsalokban) (HEYWORTH 1994, 1996, THOMPSON et al. 2000, ADAM
2001). Leggyakrabban izolalt faj a G. intestinalis az egész vildgon, amelynek hét genotipus-
csoportja (A-H) ismert (MoNis et al. 2009). Az A és B csoportnak azért van nagy jelent6sége, mert
szamos emlésdkben, igy az emberben is okoz megbetegedést (NAsH et al. 1987, Xi1A0 et al. 2008,
SPRONG et al. 2009; ). A kdvetkez6 C, D, E, F, G és H csoportok leggyakraban allatokban fordulnak
eld (SzeNAsi et al. 2005, 2007, THOMPSON 2004, THOMPSON s MONIS 2004, APPELBEE et al. 2005),
és nagyon ritkan okoz emberben a megbetegedést (SPRONG et al. 2009). Nemrég készilt egy
tanulméany, ahol a tengeri emlésoket vizsgéltdk, és (j H-csoportot hatéroztdk meg (LASEK-

NESSELQUIST et al. 2010).

3.sz. t&blazat. Giardia fajokon belill a Giardia intestinalis csoport felsorolasa és Uj species név
ajanlasa

Species Genotipus Ajanlott species név | Gazda
csoport A G. duodenalis SZamos emlos,
beleértve az embert is
csoport B G. enterica $Zamos emlos,
beleértve az embert is
csoport C, D G. canis kutyak
G. intestinalis csoport E G. bovis patés allatok
csoport F G. cati macskak
csoport G G. simondi patkanyok
csoport H - tengeri emlGsok
G. muris - - ragcsalok
G. agilis - - kétéltiiek
G. microti - - ragcsalok
G. ardeae - gémfélék

33




10.14751/SZIE.2013.020

A molekuléaris modszerek fejlédesével egyre tobb protozoon valik ismertté. Monis és tarsai 2009-

ben felajanlottak egy Uj rendszert, amelyet bemutatok, a 3.sz. tablazat.

2.6.4.2 Giardia intestinalis életciklusa

(Giardiasis

(Ciarglia fntestinalis)

Contamination of water, food, or
handsfomiles with infective cysts

Trophoroites ans also
passed in stoal but

they do not survive n
i @nwvironmenl.

h= Infactive Stage
A= Diagnostic Stage

11. dbra. Giardia életciklusa (forrés: http://en.wikipedia.org)

A cystak a bélsarral kertilnek a kulvilagra, majd ha a fogékony ember vagy allat azt lenyeli,

bekdvetkezik a fert6zodés (azért alkalmaztam a 11. abrat, mert ez reprezentalta leginkabb a

valosagnak megfelelé eredményeket). A cystdk épségben jutnak &t gyomorsavon keresztill és

vékonybélben egy cystabol 2 trophozoit jon létre. A Giardia trophozoit a vékonybél kezdeti

szakaszaban, epicellulérisan talalhato, ahol €léskddik és szaporodik. Az optimalis kornyezet a

trophozoit szaporodashoz pH 6,38-7,02 kozott van (HAIBA 1954). A gazdaszervezetbdl taplalékot

von el, a szénhidrat, fehérje, zsir, A, D, K vitaminok és vas felszivodasi zavarokat okozza

(SoLOMONS 1982, LENGERICH et al. 1994, GARDNER ES HiLL 2001). Kuléndsen a zémében
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vékonybélbél felszivodd anyagok hidnydt okozzék. Tovéabba enteritis, maj és epebantalmak
jelentkeznek (HELLARD et al. 2000). A tiinetek elhizodhatnak, fokozodhatnak, enyhulhetnek.
Sz&mos kozleményben leirtdk a tlinetmentes Giardia fert6zést is (MCGLADE et al. 2003, AL-

MoHAMMED 2011, INABO et al. 2011).

2.6.4.3 Giardia intestinalis kornyezete

A G. intestinalis cystak hiivos, nyirkos tertileteken maradnak fert6z6 képesek honapokon keresztul,
és gyorsan halmozddnak fel a kdrnyezetben (ALl et al. 2003). A talajon a cysték fert6zéképesseget
megorzik 4°C-on, 49 napon keresztll, de elveszitik a fertézoképesseget 25°C-on, 7 nap utan.
Csapvizben a G.intestinalis cystak 56 napon keresztill fert6z6ek maradnak 0- 4°C-nak és 14 nap-on
keresztiil, 20-28°C-on. Hasonlé eredményeket szereztek tavak vizében: a talélés 56 napjaval, O -
4°C-on vagy 6-7°C-on, és 28 napig 17-20°C-on. A leghosszabb talélést észlelték folyami vizben a
0- 4°C-on, 84 napig és 20-28°C-on, 28 napig. Tengervizben a G. intestinalis cystak tobb mint 65
napon keresztiil életben maradhatnanak 4°C-ndl. A tejtermékekben életben maradnak 114 napig. A
G. intestinalis cystak elpusztulnak hideg hémérsékleten: -13°C -t6l és par perces forralds esetén
100°C-on (ERICKSON ES ORTEGA 2006; FENG ES XIA0 2011).
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3 ANYAG ES MODSZER

3.1 Mintavétel

A munka soran a célkitiizéseknek megfeleléen, szakmai-tudoményos munkat végeztem héarom
ismert protozoonnal. A dolgozatban bemutatom az (j mddszereknek a kidolgozasat és beallitasat. A
szakirodalomban szerzett informéciokat kiegészitve érzékenyebb mddszereket fejlesztettem,
amelyeknek az eredményét a 4. fejezetben mutatom be.

311 Az Entamoeba sp. mintak eredete

Az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontba, a Parazitologia Osztalyra 77 (75 székletminta és 2
majtalyog) személytél vizsgalati mintdk érkeztek, feltételezett klinikai diagndzis importélt E.
histolytica fert6zés.

3.12 Az Acanthamoeba spp. mintak eredete

A kukorica és lucerna teszt névények a Novényvédelmi Intézet Ady-ligeti telepérdl sz&rmaznak.

% Az els6 mintavétel 2011. janius 20-&4n 3 db. kukorica és 3 db. lucerna, amelyek a munkam
soran KUK1, KUK2, KUK3 és LUC1, LUC2, LUCS. elnevezést kaptak.

s A masodik mintavétel 2012. majus 21-én tortént, ahol megvizsgaltuk az Intézetben az utak
talajat, a gyep talajat, az ontozérendszert és a pocsolydt. A mintak Utl, Ut2 Ut3, Gyepl,
Gyep2, Gyep3, 6ntdz6 rendszer (Ontdzérendszer-1liter viz bekoncentralva PVDF) és pocsolya
(Lliter viz).

% A harmadik mintavétel 2012.07.03-an az Intézetben, véletlenszeriien kinétt lucerna egyedek
és a P9494 kukorica, mintak LUC4, LUC5 LUC6 és KUK4, KUK5, KUKG®. elnevezest kaptak.

3.1.3 A Giardia intestinalis mintak eredete

<> 2006-2007-ig, kennelboél 187 darab kutyatdl szarmazd bélsar mintat G. intestinalis-ra

vizsgaltunk, killonb6z6 korcsoportd és nemu allatoktol.

<& 2008-ban, 2 kennelbél 40 darab kutyatdl szarmazd bélsar mintdt G. intestinalis-ra

vizsgaltunk, killénb6z6 korcsoportd és nemu allatoktol.

3.2 Protozoonok izolalasa, azonositasa
3.2.1 Entamoeba histolytica és Giardia intestinalis mikroszkopikusan meghatarozasa

A protozoonok mikroszkopos diagnosztikaja két modszeren alapszik: az egyszerti nativ (NaCl-os
oldat) és a Lugol-oldatos vizsgalaton. Amennyiben NaCl-, Lugol-oldat vizsgalata negativ
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eredménnyel jar, akkor célszerti kiegésziteni a vizsgalatot cystadusitasi modszerrel (MILCH és
JANKO 1990).

1) NaCl-os oldat:
NaCl - 8,89
Deszt. Viz - 1000,0ml
2) Lugol-oldat:
Kristalyos jod - 5,09
Kaliumjodid -10,0g
Deszt. Viz - 1000,0ml
3) Cystadusités:

Cinkszulfat oldal készitése:
22%-0s ZnSo4 -os oldatot készitlink, fajsulya 1180g/dm3

3.2.2 Az Acanthamoeba spp. mikroszkopikusan meghatéarozasa

=z

segitségével azonositottam a protozoonokat (PAGE 1988).

3.3 Taptalajok
3.3.1 Entamoeba histolytica taptalaj

A bélparazitékra jellemzé, hogy a szaporodési formajuk széklettel trtl. Az Uriilékben a jellegzetes
szaporodasi formak alacsony szamban lehetnek jelen. A krdnikus folyamatban a kérokozé szama
alacsony, ilyenkor a direkt mikroszkopos vizsgalatot ki kell egésziteni tenyésztéssel. A szamos

taptalaj kozil a Boeck-Drbohlav és a TY1-S-33 a legismertebb.
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Boeck-Drbohlav taptalaj 2 fazist (AsH et al. 1987, MILCH és JANKO 1990):

I. 4 darab tojas
I1. 50 ml mddositott Ringer-Locke oldat

Ringer-Locke oldat 6sszetétele:

NaCl - 99

KCI - 0,49
CaCl2 -0,29
NaHCO3 - 0,29
Glukoz -2,59
Deszt.viz - 1000ml

Sterilezni 115°C-on 15 percig.

Szilard fazis:

1. 4 sterilen feltort tojast 50 ml Ringer — Locke oldattal, tUveggydngyoket tartalmazo
poruvegben 0sszerzzuk.

2. Rogzitett Uvegtolcsér hasznéalatdval gézen atsziirve keémcsdvekbe toltink kb. 5 ml
mennyiségben, és vattadugoval zarjuk.

3. Ferde helyzetben, 85°-on szilarditjuk.

4. Tindalozva* sterilezziik (*La&nyi B.: 412 oldal: bizonyos taptalajokat harom egymaést
kovetkezé napon 80-85°C hémérsékleten 1-2 o6ra hosszat vizfurdében vagy Arnold
készllékben tartjuk (tindallozés). A hokezelés kozotti idé alatt a taptalajokat a spordk

germinaciojanak elsegitése céljabol szobahémérsékleten kell tartani)

Folyékony fazis (a taptalaj elkészitése):

1. Ringer- Locke oldatot -3ml
2. Inaktivalt szérum (bika-, 16-, human-,) -15ml
3. Rizskeményitd - 1 kacs
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3.3.2 Acanthamoeba spp. taptalaj

PAGE agar (AsH et al. 1987, MILCH és JANKO 1990)

l. Page oldat készitése:

4. NaCl -120mg
5. MgS0O4+7H20 -4mg

6. CaCl2+2H20 -4mg

7. Na2HPO4 -142mg
8. KH2PO4 - 136mg
9. Deszt. viz - 1000ml

Autoklavozzunk 121° C-on 15 percig.

Il. Page agar lemez készitése:

1. 1,5g agart 100ml Page oldatban feloldjuk, majd 121°C-on, 15 percig autoklavozzunk.
2. 60°C-ra hiitjuk, és Petri-cseszébe ontjik.

1. A hékezelt baktérium szuszpenzié elkészitése:

3. Escherichia coli K-12 vagy Enterobacter aerogenus tiszta tenyészetet Muller-Hinton vagy
agar lemezre dusan szélesztve leoltjuk, 18-24 6raig, 37°C-on inkubaljuk. Az inkubélast
kovetden sterilen a tenyészetre 10 ml PAGE oldatot pipettazunk, steril kaccsal a tenyészetet
felkavarjuk, majd a baktérium szuszpenziot pipettaval steril lombikba &tvisszik. A

szuszpenziot tartalmazd lombikot 60 percig, 60°C —on vizfurdében f6zzuk.

Proteose Pepton-Yeast Extract-Glucose (PPYG) taptalaj (GILLESPIE et al. 2002)
Reagensek:

1. Proteose pepton (Difco) -209

2. Elesztégomba kivonat (Difco) -29

3. MgSO4 . 7H20 -098¢
4. Kalcium klorid -0,06 g
5. Natrium citrat (C6H5Na307 . 2H20) -1g¢

6. Vasammonium szulfat (Fe(NH4)2(S04)2 . 6H20] -0,02¢g
7. Kalium foszfat (KH2POA4) -0,34¢9
8. Natrium foszfat (Na2HPO4 . 7H20) -0,36 g
9. Glukéz -18¢g
10. Desztillalt viz - 900 ml

40



A taptalaj elkészitése

10.14751/SZIE.2013.020

1. PPYG téptalaj - 15ml

2. Fetal Bovine Serum inaktivalt steril -1,5ml

3. Penicillin - 400 1U/ml

4.  Streptomycin - 400 pg/ml

3.33 Giardia intestinalis és Entamoeba histolytica taptalaj:
TYI-S-33 tiptalaj (DIAMOND et al. 1978, mddositotta Kollaritsch)

Biosate (Becton dickinson 211862) - 209
Yeast extract (Merck 1.03753.0500) - 209
Glucose - 109
NaCl - -29
K2HPO4.3H20 -1,31g
(vagy K2HPO4 - 1.00)
KH2PO4 - 0,69
L-Cystein.HCI -1g
Fe-ammonium citrate - 22,8mg
Desztillalt viz - 800ml

Autoklavozzunk 120° C-on 15 percig

A téptalaj elkészitése: adjunk hozza 0,2 g aszkorbinsavat (sterilizalt sziiréssel), 100ml inaktivalt

borjuszérumot és 30ml Diamond Tween 80 vitamin mixturat.

3.4

Rizoszférabol torténé izolalas

A Novényvedelmi Intézet Ady-ligeti telepének kiilonb6z6 parcelldiban termesztett kukorica,
lucerna novények gyokérfeliletébsl, rizoszférajabol izolaltam a mikroorganizmusokat. Aséval

kiemeltem 20 g gyokérmennyiséget, amelyet beleraktam steril 50 ml-es kupakos centrifugacsébe.

3.5 A protozoonok molekularis bioldgiai vizsgalata

3.5.1 Entamoeba histolytica azonositasa real-time FRET PCR modszerrel

A primereket ROY és munkatarsai (2005) publikéltak. A probakat a Roche LC Probe Design
program segitségevel terveztik. A DNS szekvenciat az NCBI honlaprdl toltéttik le (Gene Bank
Accession No.: X64142). A megtervezett oligonukleotidokat a BLAST szekvencia dsszehasonlito

adatbazissal ellenériztiik (12. dbra).
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w1 TATCTAAGGTTGATCCCCAGTAGGGGAT GO TGATGTTARAGATTAAGCCTAGTATGTGTAY
TG LA TG GG TTACGGGATACGACTACAATTTCTAATTCGGTACGTACACATY

61 AGTATALAGACCAAGGLCCCTTALAC TCCGGACGGCTCATTATATTAGTAATAGTTTCTTY
co T AT T TG G TTCATCCTAC T T TR ACGCC TGO CGAGTARTATTGTCATTATCARAGALT

121+ TGGTTCCCTAGATACAAGGATAGGCCAATGAATGATAAAGATAATACCOGAGACGATCCAT
ce A T A TTTTA TG T T CTATC G A C AT TTACTATTTCTATTATGAACTCTGCTAGGTY

181+ GTCCCGAGTAGTACARAAT GLCCARTT CATTCAATGUCTAGAGAARTGACATTCTALGTGY
v G AT A TCATGTTTTACCGGTTALGTALGTTACTTAACCCATGTTAATAAGATTCACY

1
241+ AGTTAGGATGY
v TCAATCOTACY

12. &bra. Entamoeba histolytica 16s rRNS(Gene Bank No.: X64142) primerek

és probak elhelyezkedése.

Az egyik prdba 3' végén a gerjeszté molekula fluoreszceinnel, a méasik proba 5' végén LightCycler®
Red 640 (vagy 705) festékkel jelolt. Ha a specifikus probak bekotédnek az annealing folyamén
(tehat a keresett szekvencia jelen van), akkor bekdvetkezik az LC Red fluoreszcens emisszioja,

amelyet a miszer detektalni képes (OrROSz et al. 2012).

A 75 székletmintat el6készitettiik a kdzdsségi DNS kivonashoz, a S.T.A.R.(Germany) pufferel. Az
elokészitésnek azert van jelentésége, mert nem mindig lehet a DNS-t kozvetlenil kivonni széklet
mintabdl. A f6 ok az, hogy bizonyos névényi rostok nehezen emészthetéek, igy eléfordulhat, hogy
azok akadalyozzdk a DNS Kkitapaddsat a szirére. A vizsgalati minta S.T.A.R. pufferes
elokészitésevel szam szerint tudjuk kifejezni a parazita kdpia szamat az adott mintaban.

S.T.AR. pufferrel térténé eldlészités folyamata: toltsiink egy megfelelé taroloedénybe (pl.

széklettarolo cs6) 4,5 ml S.T.A.R. puffert, adjunk hozza a székletmintdbdl egyszer hasznalatos
spatuldval 1,5g-ot. A széklet és a S.T.A.R. puffer arnya 1:3-hoz legyen (minimum),zérjuk le a
csovet szorosan. Homogenizaljuk a székletmintat razassal révid ideig, vagy vortexeléssel (15s), Az

izolalas eldtt adjunk 500 ul kloroformot, centrifugaljuk egy percig 1000g, és a feliilliszot hasznaljuk
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a nukleinsav tisztitdshoz (200 pl). A maradék felilliszot a késébbi nukleinsav tisztitasig —15- -25°C-

on taroljuk.

DNS kivonas 2 kittel végezhet6:
e QlAamp DNA Stool Mini Kit-tel (Germany)

e High Pure PCR Template Preparation Kit-tel (Germany).

A real-time FRET PCR soran minden esetben negativ, illetve pozitiv kontrollt is hasznaltunk, hogy a
fals negativ, illetve fals pozitiv eredményeket elkertljink. A real-time FRET PCR hé profilja (5.sz.

tablazat.) és a ,,mastermix” (4. sz. tablazat.) dsszeéllitasa egy reakcidelegyre szamolva:

4.sz. tdblazat. Az Entamoeba histolytica 16s rRNA real-time FRET PCR-hoz hasznalt mastermix”

Osszetétele €s mennyisége egy mintara szamitva.

Reagens 1 minta esetén
LightCycler FastStart DNA Master Hybr. |4 ul
Probes

Nukledzmentes viz 6 ul
Ehpl 5-Lcred640 (munkahigitasban) 1l
Ehp2 3-FLO (munkahigitasban) 1l
EhF primer SHPR (munkahigitasban) 1l
EhR primer SHPR (munkahigitasban) 1l
UNG 1U/ul 1l
Osszesen 15 ul
DNS minta 5ul

A PCR - eljaréas 50 ciklus egymésutanjabol all (4. sz. tablazat.). Mindegyik ciklus harom lépést

tartalmaz:
1. Denaturacio: a két DNS — szélat 6sszekoté hidrogenkotések felbomlasa 94-95°C-on.
2. Anellécio: a megfelelé hémerseklet, a primerek, probak kotédnek a templathoz

3. Elongécit: a kapcsolddott primernél kezdi, és végigmegy a DNS — szélon, igy 1 db. DNS-bél 2
DNS keletkezik.
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5. sz. t&blazat. Az Entamoeba histolytica real-time FRET PCR h¢ profilja.

Programs

Pragram Marme

denaturalas

Cycles 1 Analysis Mode  Mone
Target Hold Slope Sec Target Step size Step Delay
") thh:rmm:ss) ("Cls) ) (") foycles) Acquisition Mode
95 a0:10:00 20 1] 0 i} Mone
Program Mame | amplifikalas
Cycles 55 Analysis Mode | Guantification
Target Hold Slope Sec Target Sten size Step Delay
") thh:mrm:ss) ("Cls) " C) ("C) {eycles) Acquisition Mode
a5 00:00:04 20 1] 0 i} Mane
a4 00:00:10 20 a 0 1} Single
T2 00:00:14 20 1] 0 i} Mone
Program Mame  oladdspont mérése
Cycles 1 Analysis Mode  hMelting Curves
Target Haold Slope Sec Target Step size Step Delay
") thhimimiiss) (s [ oy (") {oyeles) Acquisition Mode
95 00:00:04 20 1] 0 i} Mone
a1 00:00:048 20 1] 0 i} Mone
a0 00:00:00 01 I ] ] Continuous
Program Marme | hités
Cycles 1 Analysis Mode Mone
Target Hald Slope Sec Target Step size Step Delay
" thhimimiiss) (°Crs) oy [ ] {oyeles) Acquigition Mode
40 00:00:00 20 1] 0 i} Mone

Denaturdcio: A kettds szali DNS-t 94-96°C-ra hevitettiik, hogy a szalak szétvéljanak. A DNS
szélak szeparaldsa utdn a homérsékletet csokkentettiik, gy, hogy a primerek és probak hozza

tudjanak kapcsolddni a DNS - szélakhoz.

Anellécio: ezt a 1épést annealing vagy kapcsolodasi 1épésnek nevezziik. A hémerséklet ebben a
fazisban fligg a primerektél, probaktdl, és ltaldban 5 °C-kal van az olvadési hémérsékletik alatt
(45-60 ° C) (ha a homérséklet nem megfelels, a primerek, probéak vagy egyaltalan nem kdtédnek

a templathoz, vagy véletlenszeriien kotédnek).

Elongaci6: végil a DNS-polimerdz létrehozza a komplementer szalat. A szintézist a
kapcsolodott primernél kezdi, és végigmegy a DNS—szalon. A meghosszabbitas homérséklete a
DNS —polimeraztol fugg (a lépés idoigénye egyrészt fligg magatdl a DNS — polimeréztol,

masrészt az amplifikalandé DNS - szakasz hosszatol).

A DNS olvadasi hémérsékletének kivalasztasakor tobb dolgot kell megfontolni. A primer

olvadasi homérséklet- nem keverendé 0ssze a DNS olvadasi hémérsekletével. A tal magas
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olvadési hémersekletek, pl. 70-80°C felettiek, gondot jelentenek, mert a DNS - polimeraz
kevéshé aktiv magas hémérsekleten (a primer és préba hossza limitéalt az olvadasi hémérséklet

altal).

3.5.2 Acanthamoeba spp. azonositasa real-time FRET PCR mddszerrel

Acanthamoeba spp18S rRNS gén kimutatésa real-time FRET PCR reakcidval, kdzvetlenil a lucerna
és kukorica rhizoszférajabol DNS kivonast végeztink PBS (pH 7.4; Sigma—Aldrich) puffer
segitségével.

Mintaelokészités PBS pufferrel: 10 ml-es centrifugacsébe 1 ml steril PBS-t toltlink, adunk hozza 1

g talajmintat, és dusitd kanallal feltorjuk a talajmintét (ha tal strt, a feltort talajminta akkor sziikség
szerint meg 1-2 ml PBS-I kiegészitjiik) steril centrifugacsébe dupla steril gézzel kibélelt tdlcséreket
allitunk, és atpipettdzzuk a teljes térfogatot a gézre. Ha nem folyt &t teljesen, akkor a ddsité kanallal
atnyomkodjunk a gézen a felszuszpendalt és atszirt Uledéket. Az ilyen modon elékészitett
talajmintabol végezhetjik a DNS kivonést:

e QlAamp DNA Stool Mini Kit-tel (Germany)

e High Pure PCR Template Preparation Kit-tel (Germany).
A kornyezetb6l kdzvetlenil is izolaltunk DNS-t, hogy megbizonyosodjink sikerilt-e megfelel6
DNS mintdt megtisztitani, ezért a izolalt telepek DNS-ét megmértik nanoDrop-1000
spectrophotometer késziiléken. A célja a vizsgalatnak az izolalt DNS minta DNS-koncentracidjanak
mérése ng/pl-ben, abszorbencian alapulé modszerrel, 260 nm-en ND-1000 spektrofotométer
segitségével.
Az Acanthamoeba spp. kimutataséara a célszekvencia altalaban a 18S rDNS, amivel egyidejiileg az
identifikalas is lehetséges. Az Acanthamoeba gyors detektalasat tehat molekularis mddszerrel lehet
elérni. Molekularis azonositds, az Acanthamoeba esetében polimeraz lancreakciéval (PCR)
végezhet6 (VODKIN et al. 1992, SCHROEDER et al. 2001, KHAN et al. 2001), mivel a szeroldgiai
modszerek itt nem alkalmazhat6ak, hiszen a kdrnyezetben szinte mindenhol eléfordulnak, és a
human populacionak mar vannak antitestjei.
A polimeraz lancreakcié (PCR) vizsgalat alapja, hogy a parazita jelenlétét azzal igazolja, hogy
kimutatja a parazitara specifikus DNS jelenlétét. A PCR tehét direkt kimutatasi modszer, az él6 es
mar elpusztult parazitat is képes kimutatni.
A korokozo kimutatasa, a genomja egy fajspecifikus részletének sokszorozasaval és detektalasaval
tortenik.
A real-time FRET PCR
A primereket és a probé&kat a Roche LC Probe Design program segitségével terveztik. A DNS
szekvenciat az NCBI honlaprdl toltottiik le (Gene Bank Accession No: AF325888) (ORosz et al.
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2013). A megtervezett oligonukleotidokat a BLAST szekvencia 0sszehasonlitdo adatbazissal

ellenériztiik (13. abra.).

781 GGGGGCGCCTCOCGGTGTGCTCTTCACCCTTAGCCGGGTCGCAGTTGCATTCAGGGCACTT

CCCCCGCGGAGCCCACACGACAAGTGGGAATCGGCCCACCGTCAACGTAAGTCCCGTGAA

841 GTCCTTTAACCGGGGCAGGTGTTGAGACCCAGATCOTTTACCGTGARLAAATTAGAGTGT

CAGGAAATTGGCCCCGTCCACAACTCTGGGTCTAGCARATGGCACTTTTTTAATCTCACA

801 TCAAAGCAGGCAGATATTTCTTTTACTGCCACCGAATACATTAGCATGGGATAATGGALT

AGTTTCGTCCOTCTATALAGALAATGACGGTGGCTTATGTAATCGTACCCTATTACCTTA

961 AGGACCCTGTCCTTCATGTTTCGCGTTGGTTGTGTGTTAAGTGCGTGCGCAAGTGCGTGEG

TOCTGGGACAGGAAGTACAAAGCGCAACCAACACACAATTCACGCACGCGTTCACGCACC

1021 CTGGCACATGGTTTCOTCTGRAAGGAGGACCAGGGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGE
GACCGTGTACCAARGCAGACTTCCTCCTGGTCCCATTACTAATTATCCCTATCAACCCCC

1081 GCATTAATATTTAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGARAGATTALCTTCTGCG
COTAATTATARATTAACAGTCTCCACTTTAAGARCCTAAATACTTTCTALTTGAAGACGC

13. &bra. Acanthamoeba spp. 18s rRNS (Gene Bank No.: AF325888) primerek (kék szin) és
probak (piros szin) elhelyezkedése.

A real-time FRET PCR soran a reakcidelegybe két hibridizacios probat adunk, melyek az annealing
sordn kapcsolédnak a templat DNS-hez. Az egyik proba 5 végén festékmolekula van, melynek
kibocsatasi hullamhosszat (640 nm) a LightCycler készilék érzékelni képes. A maésik préba 3’
Végén egy az automata &ltal gerjeszthet6 fluoreszcein molekula van. Ha a két proba bekdét a templat
DNS-hez, a két molekula egymas mellé kerul, és az automata altal gerjesztett fluoreszcein molekula
a felvett fényenergia egy részét atadja a festékmolekulanak, ami az energia egy részét sajat jellemzé

hulldmhosszan (640 nm) bocsatja ki (14. dbra.).

N

_ 51 31

/V
atirandd DNS

14. abra. Acanthamoeba spp. FRET PCR primerek és prébak menete
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A vizsgalat elsé lépéseként a vizsgélati mintat lizaljuk, a nukleinsavat a mintabdl kivonjuk. A
kovetkezé Iépésben, a real-time PCR sordn, a megtisztitott nukleinsavat olyan reakciokdzegbe
helyezzlk, mely tartalmazza a megsokszorozasahoz sziikséges valamennyi reagenst és enzimet

(dNTP-k, MgCly, primerek, Tag-polimeraz) (6.sz. tablazat.).

6.sz. tablazat. Az Acanthamoeba spp18S rRNS real-time FRET PCR-hoz hasznalt keverék

mastermix 0sszetétele mennyisége egy mintara szamitva.

Reagens 1 minta esetén
LightCycler FastStart DNA Master Hybr. 4 ul
Probes

Nukledzmentes viz 6 ul
AKpl 5-Lcred640 (munkahigitasban) 1l
AKp2 3-FLO (munkahigitasban) 1l
AKF primer SHPR (munkahigitasban) 1l
AKR primer SHPR (munkahigitasban) 1l
UNG 1U/ul 1l
Osszesen 15 ul
DNS minta 5ul

A reakciGelegy uracil-DNS-gliikozilazt tartalmaz, amely a korabbi amplifikaldsokbdl szarmazo,
kontamindns DNS-t lebontva csokkenti a fals pozitiv reakcio kialakulasanak eselyét.
A real-time FRET PCR minden esetben negativ, illetve pozitiv kontrollt is hasznéltunk, hogy a fals
negativ, illetve fals pozitiv eredményeket elkeriljink. A real-time FRET PCR mastermix (6.sz.
tablazat.) 6sszedllitasa egy reakcidelegyre szd&molva és a hé profilja (7.sz. tablazat.).
A PCR folyamataban, 50 cikluson keresztill denaturdlasi, annealing és &tirasi Iépések soran a

primerek altal meghatarozott DNS szakasz megsokszorozodik.
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7.sz. tablazat. Acanthamoeba spp. real-time FRET PCR hé profilja program.
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A LightCycler késziilék minden ciklusban egyszer, az annealing végén (tehat amikor a hibridizéaciés
probdk a templadt DNS-hez koétédve vannak jelen a rendszerben, és mikodik az energiadtadasi
folyamat gerjeszti a fluoreszcein molekulat, és detektalja a festékmolekula altal kibocsatott fényt. A
detektalt fényenergia aranyos a rendszerben adott idépontban jelen 1évé amplikonok szaméaval. Ha

az automata altal detektalt fénykibocsatds meghaladja a kiiszobértéket, a minta pozitiv, ellenkez6

A real-time PCR vizsgalat soran ismert kdpiaszamu pozitiv kontrollok segitségével egy kopiaszam-

attorési kiszob értékparokbdl felallitott, kalibracios grafikon segitségével az ismeretlen minta
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353 Giardia intestinalis azonositasa PCR mddszerrel

A G.intestinalis kimutatdsara a cél szekvencia altaldban a 18S rDNS, amivel egyidejiileg az
identifikalds is lehetséges. Molekularis azonositast az G. intestinalis esetében nested PCR
vizsgélatot végeztiik, MCGLADE et al. 2003 modszerrel.
A PCR vizsgélatnak az az alapja, hogy fliggetlenul a tipustdl (nested vagy FRET), a parazita
jelenlétét azzal igazolja, hogy kimutatja a parazitira specifikus DNS jelenlétét. A PCR tehat direkt
kimutatasi mddszer, az é16 és mér elpusztult parazitat is képes kimutatni.
Vagyis a korokozd kimutatasa genomja egy fajspecifikus részletének sokszorozéasaval és
detektélasaval torténik.

e Giardia intestinalis azonositasa nested PCR mddszerrel
A PCR sorén, a kimutatand6 DNS szakaszhoz specifikusan két6dé primerek segitségevel a parazita
genomjanak egy, csak a sajat fajara jellemzoé részét felszaporitjuk. Az érzékenység novelése
érdekében a megsokszorozott specifikus DNS régid egy belsé részét, egy mésodik PCR Iépésben
tovabb szaporitjuk (un. nested PCR-t végziink) (15. &bra.).

K1 Bl K1 és K2 a kilsé
primerek

«_ < | BlesB2abelss
primerek.

B2 K2

15. &bra. Giardia intestinalis kilsé és belsé PCR_primerek menete.

Giardia intestinalis nested PCR-hez szlikséges anyagok, reagensek

8.sz. téblazat. Giardia intestinalis18SrRNS nested PCR sziikséges anyagok

. Gyaértési eljaras
Anyagok/reagensek megnevezése azonositéja/hivatkozésa
PCR Mix (felhaszndlasra kész) Prod. No.: M7505
Nukledzmentes viz (felhasznalasra kész) Prod. No.: P119C
primer: RH4 5" AGTCGAACCCTG

ATTCTCCGCCAGG 3’

primer: RH11 5’ CATCCGGTCG ATCCTGCC 3’
primer: GIARF 5’ GACGCTCTCC CCAAGGAC &’
primer: GIARR 5" CTGCGTCAC GCTGCTCG 3’

A Giardia intestinalis PCR vizsgalat elsé 1épésekent: a vizsgalati mintat lizaljuk, és a nukleinsavat

kivonjuk QlAamp DNA Stool Mini Kit-el vagy a High Pure PCR Template Preparation Kit-el
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hasznalati utasitdsa szerint. A korokozd kimutatdsa genomja egy fajspecifikus részletének

sokszorozasaval és detektalasaval torténik. A vizsgélat elsé 1épéseként, a vizsgélati mintat lizaljuk,

és a nukleinsavat kivonjuk.

A kovetkezé Iépésben, a PCR soran, a megtisztitott nukleinsavat olyan reakciokdzegbe helyezzik,

mely tartalmazza a megsokszorozasahoz sziikséges valamennyi reagenst és enzimet (dNTP-k,

MgCl,, primerek, Tag-polimeraz) (8. és 9.sz. tablazat.).

9.sz. tdblazat. A Giardia intestinalis 18S rRNS nested PCR-hoz kiils6 PCR hasznélt keverék

mastermix 0sszetétele mennyisége egy mintara szamitva.

Reagens Mennyiség pul-ben 1
mintara

Promega mix 25

Primer RH4 |5

(munkahigitasban)

Primer RH11|5

(munkahigitasban)

Nukledzmentes viz 5

Osszesen 40

DNS minta 10 pl

A PCR folyamataban, 51 cikluson keresztiil denaturalasi, annealing és atirasi lépések soran, a

primerek altal meghatarozott DNS szakasz megsokszorozddik (10.sz. t&blazat.).

10.sz. tablazat. Giardia intestinalis 18S rRNS nested PCR hé profilja program.

120 mp 94°C-on

60 mp 53°C-on 1x
120 mp 72°C-on

30 mp 94°C-on

20 mp 53°C-on 49
30 mp 72°C-on

30 mp 94°C-on

20 mp 53°C-on 1x
7 perc 72°C-on

tovabb 4°C-on
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Giardia intestinalis kiils6 PCR termék tisztitasa: adjunk 6tszords mennyiségi Binding puffert a

PCR termékhez (pl.: 35 ul amplifikditumhoz adjunk 175 pl Binding puffert) és keverjik dssze
alaposan. Helyezzilk a filteres oszlopot a gyajtécsébe, mérjik ra a minta teljes mennyiségét az
oszlopra. Centrifugaljuk 30-60 sec-ig, teljes sebességen (13000 x g). Ontstk ki a gyiijtécsd
tartalmat, és helyezzlik vissza az oszlopot a gyiijtécsébe, mérjiink 500 pl Wash puffert az oszlopra,
és centrifugaljuk 1 percig teljes sebességen 13000 x g. Ontsilk ki a gyiijtécsd tartalmat, és
helyezzilk vissza az oszlopot a gyijtécsdbe, merjunk 200 pl Wash puffert az oszlopra, és
centrifugéljuk 1 percig teljes sebességen 13000 x g. (megjegyzés: ez a masodik mosasi lépés
biztositja az optimalis tisztasagot). Ontstk ki a gyiijtécss tartalmat, helyezziik az oszlopot egy tiszta
1.5 ml-es mikrocentrifuga csébe, mérjink 50-100 pl Elution puffert az oszlopra, centrifugaljuk egy
percig, teljes sebességen 13000 x g-n. (megjegyzés: ne hasznaljunk vizet az eludlashoz, mivel ltigos
pH sziikséges az optimalis mennyiségi DNS visszanyerésehez). A tisztitott DNS-t a
mikrocentrifuga csé tartalmazza.

A Giardia intestinalis masodik Iépésben: a PCR soran, a megtisztitott nukleinsavat olyan

reakciokozegbe helyezziik, mely tartalmazza a megsokszorozdsahoz szikséges valamennyi reagenst

és enzimet (dANTP-k, MgCI2, primerek, Tag-polimeraz) (11.sz. tablazat.).

11.sz. tblazat. A Giardia intestinalis 18S rRNS nested PCR-hoz belsé PCR hasznalt keverék

mastermix 0sszetétele mennyisége egy mintara szamitva.

Reagens Mennyiség pul-ben 1
mintara

Promega mix 25

Primer GIARF |5

(munkahigitasban)

Primer GIARR |5

(munkahigitasban)

Nukledzmentes viz 13

Osszesen 48

Kilsé6 PCR minta 2 ul

A PCR folyamataban, 51 cikluson keresztill denaturdlasi, annealing és atirasi Iépések soran a
primerek altal meghatarozott DNS szakasz megsokszorozddik. A PCR sorén, a kimutatand6 DNS
szakaszhoz specifikusan kot6dé primerek segitségével a protozoon genomjanak egy, csak a sajat
fajara jellemzo részét, felszaporitjuk. Az érzékenyseg novelése érdekében a megsokszorozott
specifikus DNS régié egy belsé részét egy mésodik PCR Iépésben tovdbb szaporitjuk. A
G.intestinalis. 18S rRNS nested PCR hé profil program a kilsé és belsé PCR-hez azonos (10.sz.
tablazat.).
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A Giardia intestinalis harmadik Iépésben: az igy képz6dott, nagy mennyiségii amplikont 1,5 %-0s

agar6z gélen, elektromos erétérbe helyezve, méret szerint elvalasztjuk a genomiélis DNS-t6l, és
mas, aspecifikus nukleinsav elemektsl. A gél etidium-bromidot tartalmaz, ami beépil a DNS kettds
szalba, és a gélfuttatas utan, UV fény ala helyezve a gélt, fluoreszcenciéja révén lathatova teszi. A
parazita jelenlétét az tdmasztja ala, hogy a PCR reakci6 végtermékeként kb. 170 bp-os amplikon
megjelenik a gélfuttatas eredményének leolvasasakor.

A Giardia intestinalis harmadik Iépésben PCR termék tisztitasa: mérjink le egy 1.5 ml-es (Ures)

eppendorf csovet, és jegyezzik fel az eredményt. Tiszta (lealkoholozott) borotvapengét vagy sziket
haszndlva vagjuk ki az agar6z gélbdl a tisztitani kivant DNS csikot. Olyan kdzel vagjuk a DNS
csikhoz, amennyire csak lehet. Daraboljuk fel a kivagott gélt tobb apré darabra, és helyezzik az
el6zéleg lemért eppendorf csébe. Mérjik meg a csdvet most mar a géllel egyitt, vonjuk ki az ures
cso sulyat, igy megkapjuk a géldarab sajat mennyiségét, és adjunk 300 pl Binding puffert minden
100 mg agaro6z gélhez, majd vortexeljik 15-30 sec-ig, azutan inkubaljuk 10 percig (vagy amig a gél
felolvad) 56°C-on, kdzben 2-3 percenként vortexeljuk. Miutéan a géldarab teljesen felolvad, adjunk
150 pl izopropanolt minden 100 mg gélhez, vortexeljik alaposan, és helyezziik a filteres oszlopot a
gyijtécsobe, azutan mérjuk ra a teljes minta mennyiségét az oszlopra (de max. 700 pl-t, ha tdbb a
minta, akkor osszuk ketté, és hasznaljunk két oszlopot). Centrifugaljuk 30-60 sec-ig, teljes
sebességen (13000 x g). Ontsiik ki a gyiijtécsé tartalmat, és helyezzik vissza az oszlopot a
gyijtécsobe, mérjunk 500 pl Wash puffert az oszlopra, centrifugdljuk 1 percig, teljes sebességen
(13000 x g). Ontsiik ki a gyijtécsd tartalmat, és helyezziik vissza az oszlopot a gyiijtécsébe,
mérjiink 200 ul Wash puffert az oszlopra, centrifugaljuk 1 percig, teljes sebességen (13000 x g).
Ontsiik ki a gytijtécsé tartalmat. Helyezziik az oszlopot egy tiszta 1,5 ml-es mikrocentrifuga csébe,
mérjlink 50-100 ul Elution puffert az oszlopra, centrifugaljuk 1 percig, teljes sebességen (13000 x

g). A tisztitott DNS-t a mikrocentrifuga cs6 tartalmazza.

354 PCR-termékek tisztitasa, szekvendlas

PCR-termékek, vagyis a nagy szamban amplifikdlt DNS szakaszt High Pure PCR Product
Purification Kit (Germany) segitségével tisztitottuk, a gyartdé utasitasai szerint. A gyartd két
lehetdséget ajanl fel, az egyik a termék tisztitasa az oldatbol, hogy szebb képet kapjunk a
futtatdskor. A masik, az agar6z gélbdl torténd tisztitas, amikor egy konkrét terméket szeretnék
szekvenalni.

A nukleotidok sorrendjének meghatarozasa esetemben a MEGA 1000 késziléken tortént.
Leggyakrabban a szekvenalasi kiindulasi anyag a DNS, amely leggyakrabban a PCR terméke. Az
interneten mindenki szdmara, ingyen hozza férheté a nemzetkdzi szekvencia-adatbazis, mint a

BLAST (http://blast.ncbi.nm.nih.gov/Blast) (ALTSCHUL et al. 1990) Kikereshetok az adatbézisbol
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az altalunk kapotthoz legnagyobb hasonléssagot mutatd szekvencia, ellendrizhetjik azt is, hogy a
kapott szekvencia valéban a vizsgalandé organizmus genomjanak kivant szakasza-e, és a PCR
reakcio megfelel6 specifitasu volt-e
Szekvencia illeszt6 program

A leggyakrabban hasznalt illeszté program a Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin), ez

az interneten ingyen hozzaférhetd. Az illesztésben minden szekvencia kuloén sorban helyezkedik el
ugy, hogy az Osszeillesztett bazis vagy aminosav poziciok egy-egy oszlopot alkotnak (CORPET
1988).

3.55 Filogenetikai analizis

A filogenetikai fa  alapja a  szekvencia-illesztés.  Elkészithet6 a  MEGA5

http://www.megasoftware.net programmal, amely szintén ingyenesen hozzaférhet6 az interneten. A

filogenetikai fa olyan taxondmiai egysegek kozotti evolicids kapcsolatok grafikus abrézolaséra
szolgél, amelyek feltételezhet6en kozOs 6stél szarmaznak. Olyan csaladfara hasonlitd diagramok
ezek, ahol az 4gak végein talalhatok a vizsgalt organizmusok, az 4gak hossza pedig aranyos a

kozottuk becsilt tavolsaggal (TAMURA et al. 2011).

356 Statisztikai elemzés

Az aranyok 0sszehasonlitasara x>-analizist alkalmaztunk, a 0,05-nél kisebb p értékeket tekintettiik

statisztikailag szignifikansnak. SPSS szoftvercsomagot hasznéltunk ezekhez az elemzésekhez.

e Statisztikai elemzést befolyasold tényezok

A vizsgalat eredményét hatranyosan befolyasolja, ha
e akiindulasi minta kevés,
¢ akiindulési minta vagy a lizdtum a vizsgalat megkezdése el6tt huzamosabb ideig allt,
e a mintavétel és -szallitds nem elbiras szerint tortént,
e a vizsgalatot végz6 személy jartassdga és elméleti ismerete a molekuléris bioldgiai
vizsgélatokban nem megfeleld,
e a munkahelyiseg hémérséklete magas (>28°C, ekkor a gél lassabban szilardul meg, a
minésége romlik),
e amintak vagy reagensek kiilsé forrasbol szarmaz6 DNS-sel szennyezédnek.
Ezen befolyasold tényezok egy részét megel6zhetjuk a MBL-ban végzett vizsgélatok, kérnyezeti

feltételekrdl sz616 elbirasainak betartasaval.
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4 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1 Entamoeba histolytica azonositasa

41.1 Entamoeba histolytica jelenlétének Kkimutatdsa mikroszkopos és ELISA
vizsgélattal

2003-2008-ig a OEK Parazitolégiai Osztalyra 77 (75 székletminta és 2 majtalyog) vizsgalati minta
érkezett, feltételezett amoebiasis diagnozissal. Erre a célra leggyakrabban mikroszkdpos vizsgalatot
végeznek, igy 77 vizsgalati minta a feltételezett E. histolytica fert6zésre lett diagnosztizalva,
mikroszkopon vizsgalva: nativan (0,88 % NaCl-os oldat), Lugol —oldatos és cysta dusitasi
modszerrel, amelynek 3 mintaja pozitiv eredményt adott (1db székletminta és 2db. majtalyog). A
mikroszkopos vizsgalatnak szenzitivitasa 3,89 % alacsony, és nem alkalmas a patogén E. histolytica
és az apatogén E. dispar megkilonboztetésére. Mint azt a 2.6.2. fejezetben bemutattam, hogy a
1997-es WHO rendelet szerint a két faj megkulénboztetésére szolgald laboratériumi modszerek
alkalmazasa rendkivil fontos lenne, mind klinikai és terapias, mind epidemiolégiai szempontbol.
Tovéabbiakban a vizsgalati anyagbo6l lehetéség nyilik ELISA alapl antigén kimutatasra, amelynek
szenzitivitasa és specificitasa lényegesen meghaladja a mikroszkopos vizsgélatét. igy 75db.
székletminta lett megvizsgalva Entamoeba histolytica Wampole™ Ag ELISA-val. Az ELISA
szenzitivitasa 4,0 %-os lett, és szintén 3 pozitiv minta volt. A mikroszképos és Ag ELISA
vizsgalatnak a szenzitivitasa alacsony volt, igy sor kerllt a molekularis biolégiai modszerre. A
valasztasom a Roy és munkatarsainak 2005-ben publikalt primerekre esett, amelyet egy sima PCR
segitségével felamplifikaltam és elektroorézissel értékeltem. Az Electrophoretic PCR-el 24 esetben
pozitiv eredményt adott a 77 vizsgalati mintabol, amelynek a szenzitivitasa 31,16 volt. Az
elektroforetikus PCR egy hosszu eljaras volt, 24 érat vett igénybe, igy ki kellett dolgozni egy gyors
real-time FRET PCR-t (12.sz. tablazat.).

4.1.2 Entamoeba histolytica jelenlétének kimutatasa real-time FRET PCR technikaval

Az E. histolytica kimutatdsanak, a magasabb koltség és infrastruktira-igénye miatt kevésbé
elterjedt, de igen érzékeny és nagy specificitasu modszere a nukleinsav kimutatas, PCR technikaval
(7.sz. tablazat.). A real-time PCR vizsgalat a hagyomanyos PCR technikanal l1ényegesen révidebb
id6 alatt végezhet6 el, és kevesebb kontaminacids lehet6séget idéz elé (20 pl reakcio-térfogat
kvarckapillarisok hékapacitdsa eredményezi az ultragyors fiitési sebességet, 20°C/sec). LighCycle
készuleket fejlesztettek ki a gyors molekularis vizsgalatokhoz. A LightCycler® ultragyors rendszer,

amely specifikus és nem-specifikus detektalassal mikddik, tobb mint egy egyszeriit PCR késziilek,
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olvadaspont elemz6 programjaval és magasan szofisztikalt szoftverével a nagy precizitasi és
érzékenységi analitikai miiszerek korébe tartozik.

A diagnosztizalni kivant E. histolytica génszakasz a LighCycler késziilék segitségével FRET PCR-t
alkalmaztunk. A rendszer szoftvere képes a gorbe (és kalibracid) alapjan a minta kiindulasi
mennyiségének automatikus kiszamolasara. ATCC E. histolytica HM-1:IMSS t6rzshél készitettiink

higitasi sorozatot, Burker kamra segitségével: 1500 parazita/ml, 1000 parazita/ml, 50 parazita/ml,

30 parazita/ml (16. abra.).
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16. &bra. E. histolytica Absolute Quantification (minél magasabb a kiindulasi targetek (kopiak)
szama, anndl korabbi ciklusban valik lathatova a kinetikus gorbe).

Az olvadaspont mérését allitottam be. Erre lépésre azért volt sziikség, hogy a kontroll mellett a
primer-dimerek és egyéb mellékterméket kdnnyebben lehessen elkildniteni, illetve a pontmutéciok,
deléciok mérése, genotipizalas és egyéb feladatok is elvégezheték néhany perc (5-10) alatt (17.

abra.).
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17. dbra. Entamoeba histolytica Tm (olvadaspont mérése) mérés LightCycler késziléken.

Az E. histolytica génjére tervezett LightCycler PCR fajspecifikusan azonositja a parazitat. A

vizsgalat laboratoriumunkban > 2,5 db/ml E. histolytica kimutatasara képes.

4.1.2.1 Entamoeba histolytica szenzitivitas

2 kulénbozé napon 3 parhuzamosban végeztem el 2500db E. histolytica /ml és 0,05db E.histolytica
/ml kozoétti standard higitasi sor (2500; 500,250;50; 25; 5; 2,5, 0,5; 0,25; 0,05 E.histolytica /ml)

tesztelését a PCR modszerrel (18. &bra.). A kimutathatdsigi hatdr (az a koncentracio, amely

mindharom péarhuzamosban pozitiv eredményt adott) 2,5 képia/ml volt. A szignifikans koefficiens

korrelacid r=-0,98 szinten szignifikans.
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Ct value
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18. dbra. Entamoeba histolytica /ml kdz6tti standard higitasi sor (2500; 500,250;50; 25; 5; 2,5, 0,5;
0,25; 0,05 Entamoeba histolytica /ml) tesztelését a PCR modszerrel. A szignifikéns koefficiens
korreléacid r=-0,98 szinten szignifikans.

4.1.2.2 Entamoeba histolytica specificitas

A mddszer specificitasat a primerek és probak helyes megvalasztasa biztositja. A primereket és a
prébakat dsszehasonlité szekvenciaanalizissel vetettem egybe az ismert szekvenciaadatokkal, az
esetleges homologidk kisziirésére.

A real-time PCR vizsgalatot elvégeztem E. histolytica pozitiv székletmintaval, és E. histolytica
tenyészetb6l nyert trophozoitokkal. Valamennyi minta és a tenyészetb6l nyert trophozoitok is
pozitiv eredményt adtak.

A real-time PCR vizsgalatot elvégeztem E. histolytica negativ székletmintaval is. Valamennyi

minta negativ eredményt adott.

4.1.2.3 Entamoeba histolytica keresztreakci

A keresztreakcidk kisztirésére a kovetkezs, székletben eléforduld kérokozékat tartalmazé mintakkal
végeztem el a tesztet: E. dispar, Blastocystis hominis, G. lamblia. Valamennyi minta negativ
eredményt adott a vizsgalatban, tehat keresztreakcio a felsorolt fajokkal nem all fenn.

Az E. histolytica Real-Time-PCR termékét gélelektroforézissel (futtatast 1,5% 1.30 oOra)
megvizsgaltam és 134 bp-nal minden pozitiv mintaban jelet kaptunk. Tehat az elektroforézissel is

bizonyitottam, hogy a termékiink specifikus (19a. és 19b. abra.).
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19a. és 19b. &bra. Entamoeba histolytica real-time FRET PCR termékét gélelektroforézisen.

413 Entamoeba histolytica szekvencia analizis eredmény

A gélbdl megtisztitott mintakat a protokoll szerint a PCR termék-tisztitd Kittel Gjra tisztitottam:
e PCR-M és PCR Advanced Clean Up System (USA).

A mintékat a MegaBACE Kit protokoll szerint amplifikaltam, majd ismételten tisztitottam:
e DYEnamic ET Dye Terminator Kit MegaBACE (USA).

A szekvenalt mintakat BLAST algoritmussal ellenériztem, ezt a 20. és a 21. abran lehet latni.

My NCBI Gl
[Sign In] [Reqister]

ILAST/! blastn suite; BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. more... Resst

Enter Guery Sequence

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear OQuery subrange &

GATAGCTTTGTGACTGATALATGATAATACTTGGAGACGATC CAGTTTGT
ATTAGTACAAAATGGCCAATTCATTCARTRAATTGACAAATCACATTCTA From
AGAL|

To

Or, upload file | “ Tallozas.. | ¥

Job Title |

Enter a descriptive title far your BLAST search )
[] Blast2 sequences £

Choose Search Set

Database ®Human genomic +transcript OMause genomic + transeript O Others (nr ete):

| B
20. abra. Entamoeba histolytica szekvencia azonositdsa a NCBI BLAST programban
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{f NCEI Blast:Nucleotide Sequence (103 letters) - Windows Internet Explorer

F g, T = n, —_— 1
@@' |&] http:/fblast.ncbi.nim nih.gov/Blast.cg y el l | P~
Google [Gl+hiCBI ¥ |Go 4B -+ | % Bookmarks B118 blocked %% Check » 8 Autolink uteF 2 @ Settings+
W R !@NCBI Blast:Nudeotide Sequence (102 1., | ‘ £ I:I Vi o= - - Slap v
H}Quwck Search [F3] EICJv- P& YO Sear v ;“ Seatch Web = Look for File = Services (17) = QJ ‘Web Security Guard = "’ - é +  Customize = Cram'f‘i'é?" -
Distance tree of results v
Legend for links to other resources: M vnicene B ceo [ cene structure M Map Viewer
Sequences producing significant alignments:
(Click headers to sort columns)

Accession Description Max Total Queey & : 'Max

score | score | coverage |~ value ident

AB282660.1 Entamoeeba histolytica genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, cor 171 171 9904 6e-40 97%
AB282659.1 Entamoeba histolytica genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, cor 171 171 99% 6e-40 97%
AB282658.1 Entamoeba histolytica genes for 185 rRNA, ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, cor 171 171 99% 6e-40 97%
¥56991.1 E.histolytica gene for small subunit ribosomal RNA (165-like) 1 171 999%, 6e-40 97%
112721 E.histolytica 5513 gene ATY 171 99% 5e-40 97%
X64142.1 E.histolytica gene for small subunit rRNA 171 171 99% 6e-40 97%
X75434.1 E.histolytica extrachromosomal 185 rRNA gene (partial) 171 171 99% 6e-40 97%
X61116.1 E.histolytica mRNA for small subunit ribosomal RNA 171 171 99% 6e-40 97%
X65163.1  E.histolytica rRNA 171 171 99% Be-40 | 97%
136807.1 Entamoeba histolytica strain HK9 175 ribosomal RNA (175 rRNA) gene, 165 165 96% 3e-38 969,
M95498.1 Entamoeba histolytica 175 ribosomal RNA (175 rRNA) precursor 165 165 96% 3e-38 960,
AB197936.1 Entamoeba histolytica gene for 16S-like small subunit ribosomal RNA, ¢ 159 159 9994 le-36 950,
AB426549.1 Entamoeba histolytica gene for 185 ribosomal RNA, complete sequence 154 154 999, 6e-35 940,

21. dbra. Entamoeba histolytica szekvencia eredménye a NCBI BLAST programban.

414 Entamoeba histolytica szekvencia-illeszté program eredmény

Az E histolytica és E.dispar referencia szekvencidkat toltdttem le a Gene Bankbol, (E histolytica
X75434; M95498; L36807 és E.dispar AB253475 és AB253476 és a MultAlin program
segitségével dsszehasonlitottam &ltalam megszekvenalt pozitiv mintakat. A 22. &bran lehet latni,

hogy a beteg minték az E histolytica-val mutatnak egyezést, nem az E. dispar-ral.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1 1

beteg ATAGCTTTGTGACTGATARATGATAATACTTGGAGACGATCCAGTTTGTATTAGTACAAA-——-ATGGCCAATTCATTCARTGAARTTGAGAAATGACATT

X75434E .histolytica ATAGCTTTGTGARTGATARA-GATAATACTTG-AGACGATCCAGTTTGTATTAGTACAAA----ATGGCCAATTCATTCAATGARTTGAGAARTGACATT
H95498E .histolytica ATAGCTTTGTGARTGATARA-GATAATACTTG-AGACGATCCAGT TTGTATTAGTACAAA————ATGGCCAARTTCAT TCARTGART TGAGAARTGACATT
L36807E.histolytica ATAGCTTTGTGARTGATAAA-GATAATACTTG-AGACGATCCAGTTTGTATTAGTACAAA-——-ATGGCCARTTCATTCARTGARTTGAGAAATGACATT
AB253475E .dispar AAAAACT TGAAGAAAATAAA-GAAGATGAAGARAAAGAARRAAGTAGTTCATCARACACAGGTGATGAARCCAGACAATAAT TCAGAAGCAAARTCAGATG
AB253476E.dispar AAAAACTTGAAGAAAATAAA-GAAGATGAAGAAARAAGAAARAAGTAGTTCATCARACACAGGTGATGARCCAGACAARTART TCAGAAGCAAARTCAGATG

C HaR. TTEG. ATHAA.GRagATgaagaaflaAgaHaaaAGT agt TcalcaaACHcHggtgATGaaCcAgaCAaTalt TcAgaaGecalAATcAgATy

103

-1

beteg CTR

X75434E .histolytica CTA
H95498E .histolytica CTA
L36807E .histolytica CTA
AB253475E.dispar RATG
AB253476E,dispar ATG
Consenzus alg

22. dbra. Entamoeba histolytica 6sszehasonlitas referencia szekvenciakkal (Gene Bank Entamoeba
histolytica No: X75434; M95498; L36807 és Entamoeba dispar No: AB253475 és AB253476)
MultAlin program segitségével.
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415 Entamoeba histolytica filogenetikai analizis eredmény

A filogenetikai analizis eredmény szintén megerdsitette, hogy a beteg mintdk egyeznek az E.

histolytica-val nem pedig az E. dispar-ral, amelyet a 24. dbran mutatok be.

13— beteg

2|1 X75434E histolytica

M95498E .histolytica
L.36807E histolytica

| AB253475E .dispar
100! AB253476E. dispar

01

23. dbra. Filogenetikai analizis beteg mintanak és az Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar
referencia szekvenciakkal (Gene Bank Entamoeba histolytica No: X75434; M95498; L36807 és
Entamoeba dispar No: AB253475 és AB253476)

E. histolytica 16S RNS génjére Roy és munkatarsai (2005) publikaltak primereket, ezek
LightCycler PCR készlilékre lettek tervezve, amely fajspecifikusan azonositja a parazitat. Az
eredményeket 6sszefoglaltam a 20-23. abréban és a 12. sz. tablazatban. A 12. sz. tablazaton az

latszik, hogy a két PCR mddszernek az eredménye is, szenzitivitasa is egyezik.
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12.sz. tablazat. Entamoeba histolytica szignifikans eredmények mikroszképikusan, Entamoeba
histolytica Ag-specifikus ELISA-tesztel (Wampole™, Catalog No. 30404, USA) és PCR vizsgalat.

Vizsgélat tipusa Vizsgélat szama Pozitiv mintak (%) Negativ mintak (%)
Mikroszkép 77 3(3.89) 74(96.10)
Entamoeba 75 3(4.0) 72(96.0)
histolytica

Wampole™ ELISA

Electrophoretic PCR 77 24(31.16) 53(68.83)
FRET PCR 77 24(31.16) 53(68.83)

Tehét kidolgoztam egy magas specifitasu és igen érzékeny, gyors modszert, amely 32 mintat 2 éra

alatt tud értékelni és amely alkalmas barmilyen véladékbdl, tAlyogbdl, punktatumbdl a E. histolytica

kimutatasara.
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4.2 Acanthamoeba spp. azonositasa

421 Acanthamoeba spp. jelenlétenek kimutatasa mikroszkopos és tenyésztési
vizsgalattal

A mikrobioldgiai vizsgélat sordn el6szér a mintdkbol steril PBS oldattal sorozat higitast készitettem
meghatéaroztunk PAGE (higitas sort 107, 10?) agar lemez a mintak Osszes él5 sejt szamat
tenyésztéses szelektiv agaron, 37 és 28°C-on inkubaltam olyan inkubacids idével (48, 72 es 96 Ora)
lemezeken, amelyekbél sajat torzsgyiijtemenyt kaptam.

A kukorica és lucerna rizoszférajabdl a baktériumon és gomban kivil sikerlt kimutatni szabadon
él6 amoebdkat tenyesztéses eljardssal, a Page agaron. A téptalajon kitenyésztett amoebékat

morfoldgiailag azonositottam: Naegleria és Acanthamoeba speciesként (24. abra.).
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24. abra. Mikroszkopos felvétel a rizoszférabol izolalt amoeba (Naegleria és Acanthamoeba spp.)

trophozoita és cystanak, 320x (A) és 400x (B) nagyitassal.

422 Acanthamoeba spp. jelenlétének kimutatasa real-time FRET PCR technikaval

A kukorica és lucerna rizoszférajabol vett 1g mintat Acanthamoeba spp. real-time FRET PCR
modszerrel, a kalibracios gorbe segitségével, absolute quantificatio-val sikertilt meghatarozni DNS
koncentraciot. Tehat, a KUK1-264,0db/20ul, KUK2-1,0 db/20ul, KUK3-68,0 db/20ul, KUK4-1,3
db/20ul, KUK5-2,4 db/20pl, KUK6-4,1 db/20ul, LUC1-129,0 db/20pl, LUC2-74,0 db/20pl, LUC3-
46,0 db/20pl, LUC4-1,6 db/20ul, LUC5-1,6 db/20pl, LUC6-4,0 db/20pl és 6ntdzé rendszer (6ntdz6
rendszer-1liter viz bekoncentralva PVDF) 1,0 db/20ul az Acanthamoeba genus 13 pozitiv minta
volt. Az Utl, Ut2, Ut3, Gyepl, Gyep2, Gyep3 és a pocsolya (1liter pocsolya bekoncentralva PVDF)

az Acanthamoeba genus real-time FRET PCR modszerrel negativ eredményt adott.
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Az Acanthamoeba spp. génjére tervezett LightCycler PCR fajspecifikusan azonositja a parazitat. A

vizsgalat laboratériumunkban > 0,017 db/20ul Acanthamoeba spp. kimutatésara képes.

4.2.2.1 Acanthamoeba spp. szenzitivitas

3 kulénbdzé napon 3 parhuzamosban végeztem el 1700db/20pl Acanthamoeba spp. kozotti
standard higitasi sor (17000; 1700; 170; 17; 1,7; 0,17; 0,017 Acanthamoeba spp /20ul) tesztelését a
PCR maddszerrel. A kimutathat6sagi hatar (az a koncentracio, amely mindharom parhuzamosban
pozitiv eredményt adott) 0,17 kopia/20ul volt (25. abra.) A korrelacié p=0,05 szinten szignifikans.
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25. dbra. Acanthamoeba spp. szenzitivités és specificitis-analizis higitasi sorozatanak
(17000 - 0.017 protozoon 20pl PCR reakcid). A korrelacié p=0,05 szinten szignifikans.

4.2.2.2 Acanthamoeba spp. specificitas

A modszer specificitasat a primerek és probak helyes megvalasztasa biztositja. A primereket és a
probakat dsszehasonlitd szekvenciaanalizissel vetettem egybe az ismert szekvenciaadatokkal, az

esetleges homoldgiak Kisziirésére.

A real-time FRET PCR vizsgalatot elvégeztem Acanthamoeba spp. pozitiv mintaval, és
Acanthamoeba spp. tenyészetbél nyert trophozoitokkal. Valamennyi minta és a tenyészetb6l nyert

trophozoitok pozitiv eredményt adtak és az olvadasi pont azonos volt 55°C (26. &bra.).
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26. dbra. Acanthamoeba spp olvadaspont mérésének (Tm.)
Pozitiv Acanthamoeba spp. FRET-Real-Time-PCR termékét gélelektroforézissel (kontrol futtatast
1,5% 1.30 6ra) megvizsgaltam és 180 bp minden pozitiv mintdban jelet kaptam. Tehéat az

elektroforézissel is bizonyitottam, hogy termékiink specifikus

27. dbra. Pozitiv Acanthamoeba DNS kontrollbél (1700 - 0.017 protozoon PCR reakcio) vizsgélatot
végeztem, érzékenység céljabol (vonal 1: Molekular Marker 100bp (Sigma-P1473); vonal 2: AK
1700/20pl; vonal 3: AK 170/20pl; vonal 4: AK 17/20ul; vonal 5: AK 1.7/20ul; vonal 6: AK
0.17/20ul; vonal 7: AK 0.017/20pl).

Az Acanthamoeba spp. vizsgélati modszer jellemz6i a 18S rRNS génje az Acanthamoeba spp.
genomjaban nagyszdmu képidban van jelen, funkciéja a riboszomélis RNS koédolasa. A PCR

kimutatja akar az é16, akar az elpusztult parazitat.
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Az Acanthamoeba spp. 18S rRNS génjére tervezett PCR fajspecifikusan azonositja a parazitat. A
vizsgélat laboratdriumunkban real-time FRET PCR 0,017 db/20ul és gélelektroforézissel 1,7
db/20pl Acanthamoeba spp. kimutatasara képes (27. abra.).

4.2.2.3 Acanthamoeba spp. keresztreakcid

A keresztreakciok kisztirésére a kovetkezs, székletben eléforduld kérokozékat tartalmazé mintakkal
végeztem el a tesztet: E. histolytica, E. dispar, Blastocystis hominis, G. lamblia. VValamennyi minta

negativ eredményt adott a vizsgalatban, tehat keresztreakcio a felsorolt fajokkal nem all fenn.

4.2.3 Acanthamoeba spp. szekvencia analizis eredménye

Az Acanthamoeba genus 13 pozitiv mintakat tovabb szekvenaltam, species meghatarozas céljabol.

>Acanthamoebal8SrRNA1KUK
AAATGATGTGTCAAATGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCATGTTGGTTTTGGCATGCGCGAGGAC
TAGGGTAATGATTAATAG

>Acanthamoebal8SrRNA2KUK
GAGCAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGCACGCGAGGACCAGGT
AATGATTATAGG

>Acanthamoebal8SrRNA3KUK
AAATAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTA
GGGTAATGATTAATAG

>Acanthamoebal8SrRNA4Kuk
AAATAGAGTGTCAAAGCACGGCAGATCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGCACTA
GGGTAATGATTAATAG

>Acanthamoebal8SrRNA5Kuk
AATAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGG
GTAATGATTAATAG

>Acanthamoebal8SrRNA6Kuk
AAATAGAGTGTCAAAGCACGGCAGATCTAATTTTCTATGCCACCGAATACATTAGCAT
GGGATAATGGAATAAGGACCTGATCCTCTATTTTCAGATTGGTTTATGGCAGGCGAAG
GACTAGGGTAGATTGATTAATAG

>Acanthamoebal8SrRNA1LUC
AAATAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTA
GGGTAATGATTAATAG
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>Acanthamoeba 18S rRNA 2LUC
AAATAGAGTGTTCAAGCAGGCAGATCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTCTTTTCAGTTGGTTAATTAGTAGTGAGGATCAGG
TAATGATTAATAG

>Acanthamoebal8SrRNA3LUC
AGGCAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCAATTTTCTTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATCTTCAGTTGGTTAACTTGTGAGAGAGATGC
AGGGTGATTGATGA

>Acanthamoebal8SrRNA4Luc
GGGCAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAG
GGTAATGATTATAGA

>Acanthamoebal8SrRNA5Luc
GCATAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAG
GGTAATGATTATAGA

>Acanthamoebal8SrRNA6Luc
GGGACGGGCCTAGTCTCGCGCTGCCAAAACAACTGAAAATAGGAGGACAGGTCCTATT
CCATTATCCCATGCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACAC
TCTAATTTTTTCACGGTAACGAAATTTCTGGGA
>Acanthamoebal8SrRNAwateringsystemPVDFiltr
GAGTGTCAAGCAGGCAGATCAATTTTCTTGCCACGAATACATTAGCATGGGATAATGG

AATAGGACCCTGTCCTCCTATCTTCAGTTGGTTTAGCTGGCGAGGATCAGGTAATGATT
AATAG

424 Acanthamoeba spp. szekvencia-illeszté program eredmény

Ahhoz, hogy kdénnyebben tudjam meghatarozni a csoportokat, el6szor is letoltdttem a NCBI
honlaprdl a referencia szekvencidkat (Acanthamoeba spp. jelenleg 17 genotipusa T1-T17.) és a

MultAlin program segitségével illesztettem (28. &bra. és 29. 4bra.).
NCBI Acanthamoeba spp. referencia szekvencidk 17 genotipusa:

NCBI_T1U07400; NCBI_T2U07411; NCBI_T3AF239295; NCBI_T4U07416;
NCBI_T5U94739; NCBI_T2_T6AF019063; NCBI_T7AF239293; NCBI_T8AF019065;
NCBI_T9AF019066; NCBI_T10AF019066; NCBI_T11HMO036186AcHu; NCBI_T12AF019070;
NCBI_T13AF132134; NCBI_T14AF333607; NCBI_T15AY262364; NCBI_T16GQ380408 és

NCBI_T17JF437606.
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425 Acanthamoeba spp. filogenetikai analizis eredménye

Gyokeres filogenetikai fa készitése segitségével megallapitottam, hogy a kukorica és lucerna
rizoszférajaban él6 Acanthamoeba-k, taxondmiailag, melyik legkdzelebbi kdzos 6sére mutatnak. A
gyokér fan jol lehet latni (30. abra.), hogy a PVD filter az Acanthamoeba T17JF437606-al van a
legkozelebbi rokonsagban (amely jelenleg még nem okoz emberi megbetegedést). A LUC2 az
Acanthamoeba T2NT6AF019063-hoz (okoz emberi megbetegedést, mint Kkeratitis, encephalitis);
KUK1, KUK3 és a LUC1 az Acanthamoeba T4UQ07416 rokona (ez emberi megbetegedést okozhat,
mint Keratitis, Encephalitis); KUK2 az Acanthamoeba T3AF239295 rokona (ez is okozhat emberi
megbetegedést, mint a keratitis); LUC3 az Acanthamoeba T7AF239293-nak a legkdzelebbi rokona
(amely jelenleg még nem okoz emberi megbetegedést).

Tovabba a 31. abrén jol lehet latni, hogy a KUK4, KUK6 és KUK6 az Acanthamoeba T4U07416-
nak; LUC 4 és a LUC5 az Acanthamoeba T11HMO036186AcHu-nak; LUC6 az Acanthamoeba
T8AF019065/T9AF019066/T10AF019066/T12AF019070-nek a legkdzelebbi  rokona. Az
Acanthamoeba T4 genotipus okozhat Keratitis és Encephalitis emberi megbetegedést, az
Acanthamoeba T11 genotipus okozhat keratitis emberi megbetegedést, az Acanthamoeba T8 és T9
genotipus-rol egyelére nincs publikdlas, hogy okozhatott-e humén megbetegedést, de az
Acanthamoeba T10 genotipus keratitis és encephalitis emberi megbetegedést okoz, és vegil az
Acanthamoeba T12 genotipus is okozhat encephalitist.

Az Acanthamoeba genus 13 pozitiv mintakat leraktunk az NCBI Banklt1593841: KUK1 -
KC434439, KUK2 - KC434440, KUK3 - KC434441, KUK4 - KC434442, KUK5 - KC434443,
KUK6 - KC434444; LUC1 - KC434445, LUC2 - KC434446, LUC3 - KC434447, LUC4 -
KC434448, LUCS - KC434449, LUC6 - KC434450, Ontozés - KC434451.
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30. abra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok PCR termék Kukl, Kuk2, Kuk3, Lucl,
Luc2, Luc3, ontozési rendszer (PVDF) és referencia torzsek NCBI GenBank kovetkeztethet
szomszed-0sszekoto elemzés paronkénti 6sszehasonlitasokat (180-bp fragmentumokat).
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31. &bra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok PCR termek Kuk4, Kuk5, Kuk6, Luc4,
Luch, Luc6, és referencia torzsek NCBI GenBank kdvetkeztethet szomszéd-osszekoté elemzés
paronkeénti dsszehasonlitdsokat (180-bp fragmentumokat).
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Giardia intestinalis azonositasa

Giardia intestinalis jelenlétének kimutatasa mikroszkopos és ELISA vizsgélattal

2006-2007-ban, 187 kutyatdl szdrmazd bélsar vizsgélatat végeztem el mikroszképpal, ELISA

coproantigén teszttel (ProSpect Remel, USA) és nested PCR modszerrel. A mddszer érzékenysége

nem egyezett az ELISA modszerével, ez lathatd a 13.sz. tablazatban. A 14.sz. tablazatban a nested

PCR pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasat mutatom be.

13.sz. tablazat. A 2006-2007-ig Giardia intestinalis szignifikans eredmények, mikroszkopikusan,

Giardia intestinalis coproantigen -specifikus ELISA-teszttel (ProSpect Remel, USA) és nested PCR

vizsgalat.
Vizsgalat tipusa Vizsgalat szama Pozitiv mintak %
Mikroszkop 187 14 75
Giardia intestinalis | 187 100 58,8
coproantigen ELISA
nested PCR 187 11 58

14.sz. tdblézat. A 2006-2007-ig, a Giardia intestinali pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasa.

A Giardia pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasa

Giardia pozitiv
mintak aranya
(%)

90 +

80

0-1 2-3 4-5 6-7 8-9

10-11 12-23 24-96

Korcsoportok (hénap)
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4.3.2 Giardia intestinalis jelenlétenek kimutatasa nested PCR vizsgélattal

2006-2007-ig, az Orszagos Epidemioldgiai Kdzpont Parazitologiai Osztalyara 187 (kennel ebminta)
vizsgalati minta érkezett. Erre a célra, eddig leggyakoribb a mikroszképos vizsgalat: nativan (0,88
% NaCl-os oldat), Lugol —oldatos és cysta dusitasi modszerrel, amelynek 14 mintdja pozitiv
eredményt adott. A mikroszképos vizsgalat szenzitivitasa alacsony (7,5%). Tovabba a vizsgalati
anyagbol lehet6ség nyilik ELISA alapu antigén kimutatdsra, amelynek szenzitivitdsa és
specificitasa Iényegesen meghaladja a mikroszkopos vizsgalatét. igy 187 db. székletmintat
vizsgaltam meg Giardia intestinalis coproantigen ELISA —val (ProSpect Remel, USA). Az ELISA
szenzitivitasa 58,8 %-os lett, és 100 pozitiv minta volt. A mikroszkopos Ag ELISA vizsgalatnak a
szenzitivitasa tehat nem egyezett, és a zoonotikus kockazat kizaras céljara sem alkalmas, ezért
kerlilt sor a molekularis biologiai modszerre. A véalasztdsom a McGlade et al. 2003-ban publikalt
nested PCR segitségével felamplifikaltam, és elektroforézissel értékeltem. A nested PCR 11 esetben
pozitiv eredményt adott a 187 vizsgalati mintabol, amelynek a szenzitivitasa rendkiviil alacsony,
5,8% volt.

2008-ban, az Orszagos Epidemioldgiai Kdzpont Parazitologiai Osztalyara 40 (kennel ebminta)
vizsgalati minta érkezett. Erre a célra eddig leggyakoribb a mikroszkopos vizsgalat: nativan (0,88 %
NaCl-os oldat), Lugol -oldatos és cysta dusitasi modszerrel, amelybdl minddssze 1 minta lett
pozitiv. A mikroszkopos vizsgalat szenzitivitasa alacsony (2,5%). Tovabba a vizsgalati anyaghol
lehetéség nyilik ELISA alapu antigén kimutatsra, amelynek szenzitivitasa és specificitisa
lényegesen meghaladja a mikroszkopos vizsgalatét. gy 40 db. székletmintat vizsgéltam meg
Giardia intestinalis coproantigen ELISA —val (ProSpect Remel, USA). Az ELISA szenzitivitasa
52,8 %-o0s lett, és 21 pozitiv minta volt. A mikroszképos Ag ELISA vizsgalatnak a szenzitivitasa
tehat ismét nem egyezett, és a zoonotikus kockazat kizaras céljara sem alkalmas, ezért tovabbra is
kerlilt sor a molekularis biolégiai modszerre, a McGlade et al. 2003-ban publikélt nested PCR-rel.
A nested PCR 7 esetben pozitiv eredményt adott a 40 vizsgalati mintabdl, amelynek a szenzitivitasa
rendkivil alacsony, 17,5% volt, ezt mutatom be a 15.sz. tablazatban. A 16. sz. tablazatban a nested

PCR pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasat mutatom be.
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15.sz. tablazat. A 2008 Giardia intestinalis szignifikns eredmények mikroszkopikusan, Giardia

intestinalis coproantigen -specifikus ELISA-tesztel (ProSpect Remel, USA) és nested PCR

vizsgalat.
Vizsgalat tipusa Vizsgélat szama Pozitiv mintak %
Mikroszkop 40 1 2,5
Giardia intestinalis 40 21 52,8
coproantigen ELISA
nested PCR 40 7 17,5

16.sz. tablazat. A 2008-ban Giardia intestinali pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszléasa.
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433 Giardia intestinalis szekvencia analizis eredmény, nested PCR

A G. intestinalis pozitiv mintékat tovabb szekvenaltam, a csoport meghatarozas céljabol.

e A 2006-2007-ben nested PCR G. intestinalis pozitiv mintaknak szekvenciék:

>0i|110676643|gh|DQ112665.2| Giardia intestinalis isolate HUNCE117d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
GACGCTCTCCTCAAGGACACAAGCCATGCATGCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGLLCCGLGG

>0i|110676641|gh|DQ118557.2| Giardia intestinalis isolate HUNCE145d 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence
ACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACGC
AG

>0i|110676642|gh|DQ118558.2| Giardia intestinalis isolate HUNCE147d 18S ribosomal RNA gene,
partial sequence
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGLCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGL
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG

>0i|116241203|gh|DQ890186.1| Giardia intestinalis isolate HUNCE615d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
ACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCTAGCGTGACG
CAGAT

>0i|116241204|gh|DQ890187.1| Giardia intestinalis isolate HUNCE624d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
TGACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGL
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG

>0i|116241205|gh|DQ890188.1| Giardia intestinalis isolate HUNCEG35d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGLCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGL
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG

>0i|116241206|gh|DQ890189.1| Giardia intestinalis isolate HUNCEG36d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
TATGACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGG
ACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTG
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GCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGA
CGCAGA

>0i|116241207|gh|DQ890190.1| Giardia intestinalis isolate HUNCEG39d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGLCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGL
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCTCGCGGGCGAGCTAGCGTGAC
GCAG

>0i|116241208|gh|DQ890191.1| Giardia intestinalis isolate HUNCEG646d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
ACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACGC
AG

>0i|116241209|gh|DQ890192.1| Giardia intestinalis isolate HUNCE651d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGLGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGL
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG

>0i|116241210|gh|DQ890193.1| Giardia intestinalis isolate HUNCE911d 18S small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGLGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGL
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCTAGCGTGAC
GCAG

e A 2008- ban nested PCR G. intestinalis pozitiv mintaknak szekvenciak:

>Giardia intestinalis 18SrRNA_1kutya
CGCATGCCCGCACACCGGTGAAGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCG
TCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAA
GTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTTGAACGCAGAGT

>Giardia intestinalis 18SrRNA_3kutya
GGCCGCACTNGCGCGCACGTCTTGGCGCCGGGTTGCAGCGGTGTCCGGCTAGCAGGGA
CGCCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGL
ATGCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAAGAAGCGTCA

>Giardia intestinalis 18SrRNA_6kutya
GGCGCTGACTGNCGCGCACGTCTTGGCGCGGGTTGCAGCGGTGTCCGGCTAGCAGGGA
CGCCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGL
ATGCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAGAGCGTCA

>Giardia intestinalis 18SrRNA_10kutya
GGCTGCACTTGGCGCGCACGTCTTGGCGCGGGTTGCAGCGGTGTCGGCTAGCAGTGAC
GCCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGCA
TGCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAGAAGCGTCA
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>Giardia intestinalis 18SrRNA_17kutya
GGCGCACTTGCGCGCACGTCTTGGCGCGGGTTGCAGCGGTGTCCGGCTAGCAGTGACG
CCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGCAT
GCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAGAGCGTCA

>Giardia intestinalis 18SrRNA_18kutya
GTCCGCACACCGGGAAGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGLG
GTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTTGCGCGCAAGTGCG
GACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTTGAACGCAGA

>Giardia intestinalis 18SrRNA_39kutya
GCATGCATGCCGCACACCGGTGAAGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCC
CGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCA
AGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTTGGACGCAGA
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435 Giardia intestinalis filogenetikai analizis eredménye, nested PCR-ral

A G. intestinalis filogenetikai fa készitésének segitségével megallapitottam, hogy a kutya Giardia
fajok PCR termékei melyik taxonémiailag legkdzelebbi referencia szekvenciakkal hozhatdk
kapcsolatba (AssemblageA AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1; AssemblageC_AF199449.1;
AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF DQ836339.1). A 34. dbran
lehet latni, hogy 11 pozitiv mintdabdl 5 minta hasonlit az Assemblage C-hez, 4 minta hasonlit az
Assemblage D-hez, van 1 minta, amely egyforman hasonlit az Assemblage C és D-hez, és végll

van 1 minta, amely hasonlit az Assemblage B-hez.

DQ890193HUNCES11d D

DQ890192HUNCE651d
®IDossototuNceess - Assemblage C
DQ890187THUNCE624
57 | ' AF199449AssemblageC —

-DQ118557HuNCE145d} Assemblage C vagy D
DQ890186HUNCE615d ~
i AF199443AssemblageD
DQ118558HUNCE 147d
DQ890188HUNCE635d
DQ890190HUNCE639d
5 DQ890189HUNCE636d D
&5 DQ836339AssemblageF
¥ AF199448AssemblageE
AF199446AssemblageA

L— DQ385547AssemblageB

B

==

> Assemblage D

—

b4

Assemblage B

DQ112665HUNCE1 17d}

0.005

34. dbra. A 2006-2007-ig. filogenetikai kapcsolatok kutya Giardia intestinalis fajok PCR terméke
DQ112665.2, DQ118557.2, DQ118558.2, DQ890186.1, DQ890187.1, DQ890188.1, DQ890189.1,
DQ890190.1, DQ890191.1, DQBY0192.1, DQBI01931 és referencia torzsek Giardia intestinalis
NCBI GenBank (AssemblageA_AF199446.1,; AssemblageB_DQ385547.1;
AssemblageC_AF199449.1; AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1;
AssemblageF_DQ836339.1).
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2008-ban a 40 vizsgalati mintdbol 7 pozitiv minta volt, G. intestinalis nested PCR-el modszerrel.
Filogenetikai fa készitése segitségével megallapitottam, hogy a kutya Giardia fajok PCR termekei
melyik a taxonomiailag legkozelebbi a referencia szekvencidkkal hozhatok kapcsolatba
(AssemblageA_AF199446.1,; AssemblageB_DQ385547.1; AssemblageC_AF199449.1;
AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF DQ836339.1.). A 35 abran
lehet jol latni, hogy 7 pozitiv mintabo6l, 4 minta hasonlitott az Assemblage B-hez, és 3 minta

hasonlitott az Assemblage D-hez.

70 Tkutya 7
A 13%utya P——
| toKulya
AF199443AssemblageD
70 | AF199449AssemblageC
DQ836339AssemblageF

| AF199446AssemblageA

32— AF199448AssemblageE

4]

DQ385547AssemblageB -
10kutya
17k t Assemblage B

]| e

{7 3kutya
72 16kutya
—
005

35. &bra. Filogenetikai kapcsolatok kutya Giardia intestinalis fajok PCR termékei. A 2008 1kutya,
3kutya, 6kutya, 10kutya, 17kutya, 18kutya, 39kutya és referencia torzsek Giardia intestinalis NCBI
GenBank (AssemblageA AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1; AssemblageC_AF199449.1;
AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF_DQ836339.1).
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5 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A célkitiizésnek megfeleléen dolgozatomban ismertettem a protozoonok kimutatasat, azonositasat
és szerepét az emberi kornyezetben. Kilon ki kell emelni, hogy a beteg szempontjabdl nagyon
fontos a megbizhat6 diagndzis, hiszen az akar halélos szévodmények elkertiléséhez sziikség van a
fertézés korai felismerésére, a pontos és gyors laboratériumi diagnézisra, valamint a terapia
azonnali megkezdésére. A korai felismerés és a terdpia felel6ssége a klinikusokra harul, a
laboratoriumi dolgozok feladata, vagyis a mi feladatunk, a pontos és gyors laboratériumi diagnozis
biztositasa.
Mi vérhato el protozoon-diagnosztikai teszttol:

o Jb szenzitivitas

e JO specificitas

e A human patogén faj species szintii azonosités

o Lehet6leg kvantifikalas

e Konnyii Kivitelezhet6ség

e Gyorsasagot és eredményességet, lehetéleg 1-2 dran belil
A protozoonok toébbsége szabadon él a kérnyezetben, talajban, vizben, és csak egy kis részik ker(l
hosszabb — révidebb kapcsolatba a névényekkel, allatokkal és az emberrel. Ahogy mar emlitettem a
parazitolégia volt az utols6 a szakterliletek kozil, ahol bevezették a molekularis bioldgiai
modszereket, de mara igen fontos része lett a parazitoldgiai diagnosztikdnak. A molekularis
biol6giai mdédszereknek nem csak a protozoonok diagnosztikajaban, hanem az epidemiolégiaban is
nagy a jelentdsége. A harom protozoon, amelyet magyarorszagi el6fordulasban vizsgaltam, mintéi
kozott voltak hazai és behurcolt esetek.
Elséként sikerlilt bemutatni az E. histolytica kimutatdsara alkalmazott modszereket, amelyek
hasznalataval lehetséges a mindennapi klinikai gyakorlatban gyors, specifikus real-time FRET PCR
alkalmazni. Lathato tehat, hogy az E. histolytica esetében még ma sincs kialakult, egységes
elképzelés sem a patogenitdsrol, sem a Kklinikai kép megitélésrél, sem az el6éfordulasi
lehetdségekrol.
Kordbban minden Entamoeba fert6zést E. histolytica- ként jelentettek be, ezért jelentésen
talbecsilték a kdrokozo prevalenciajat. A tropusi és a szubtropusi teriiletek endémiasak, évente kb.
50 000 000 ember fert6z6dik meg E. histolytica-val, és a kialakuld betegség évente 40 000 — 100
000 halalesetet okoz.
A masodik és a harmadik célkittizésként a kukorica és lucerna rhizospherabol Acanthamoeba spp.
kimutatasa, klasszikus és modern modszerrel, eredményes volt. A nemzetkdzi irodalomban

megjelentek adatok, hogy Acanrhamoeba spp. izolaltak a rizs rizospherabol. Nagyon jél lehet latni,
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hogy a kdrnyezetben az Acanthamoeba speciesek pozitiv hatast tanusitanak, mivel egyensulyt
tartanak a baktériumokkal, mind a fold felszinén, mind a rhizospherdban. Az Acanthamoeba
speciesek baktériumokkal taplalkoznak, vagyis szabalyozzéak a baktérium populaciot.
Elséként sikerll kimutatnom a kukorica és lucerna rizospherabol a protozoont. Meghataroztam az
altalunk kidolgozott real-time FRET PCR technikaval és szekvenalassal az Acanthamoeba spp.
genotipusait. Ezen eredmények alapjan a taldlt genotipusok komoly veszélyt jelentenek a
mezégazdasagban dolgozokra. A nagyon ritkadn eléforduld, szabadon €l6 amoebdk komoly
megbetegedéseket is okozhatnak az emberi szervezetben.
Az utdbbi években a kiillonb6z6 gének kutatasa és a teljes genom szekvenalasok, sz&mos protozoon
diagnosztikajaban és ellendrzésikben. A molekuléris epidemiolégiaban biokémiai és molekuléris
bioldgiai technikékat alkalmaznak a kdrokozo genetikai variabilitasdnak meghatérozaséara, a fert6z6
betegségek ellenérzésére és az epidemioldgiai dsszefuiggések tisztazasara.
Negyedik célkitiizésként a G. intestinalis vizsgalata szerepelt. Célom az volt, hogy beallitsak a G.
intestinalis—nak egy molekuléris biolégiai modszert, amellyel epidemioldgiai 0sszefliggéseket
tudtam volna tisztdzni. 2005-ben az &ltalam beélitott nested PCR nem volt eléggé specifikus és
érzékeny.
Kidolgoztunk egy magas specifitasu, igen érzékeny és gyors modszert, amely alkalmas barmilyen
valadékbol, talyogbdl, punktatumbol az E. histolytica, Acanthamoeba és G. intestinalis
kimutatasara.
Tobbszor hangstlyoztam a dolgozatomban, hogy kézmoséssal és a higiéniai szabalyok betartasaval

ezek a fert6zések jelentdsen csokkenthet6ek lennének.

84



10.14751/SZIE.2013.020

6 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

= A 77 vizsgalati mintabol 24 vizsgalati minta pozitiv volt a 16S rRNS Entamoeba histolytica
real-time FRET PCR modszerrel, a LighCycler késziléken és szekvencia alapjan
Entamoeba histolytica-nak bizonyult.

» Real-time FRET PCR mddszerrel a kulénb6zé mintdkban pontosan meghatarozta az
Entamoeba histolytica mennyiségét is.

= A 18S rRNS Acanthamoeba spp. kimutatasara kidolgoztuk real-time FRET PCR maodszert
LighCycler késziiléken Az Acanthamoeba genus 13 pozitiv mintakat leraktunk az NCBI
BanklIt1593841.

= Elsoként sikerllt kimutatnia az 6koldgiai egyensulyban levé biotopokbol, a kukorica és a
lucerna rhizoszférajabdl az Acanthamoeba nemzetséghez tartozé fajok jelenlétét.

» Real-time FRET PCR mddszerrel a kulénb6zé mintdkban pontosan meghatarozta az
Acanthamoeba spp. mennyiségét is.

= Kutya bélsar mintdkbdl valé Giardia intestinalis kimutatasara, a mikroszkopos és Ag
ELISA mddszerekhez képest nested PCR mddszert szintén adaptalta.

= A 227 kutya bélsar mintakbdl sikertlt kimutatni Giardia intestinalis, nested PCR
modszerrel. Tovabba epidemioldgiai 6sszefliggéseket végeztiink.
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7 OSSZEFOGLALAS

Munkank célja a protozoonok kimutatasa, azonositasa €s szerepe volt az emberi kdrnyezetben.
Szamos protozoon sulyos megbetegedést és halalt okozhat az embereknél, ezek leggyakrabban a
higiéniai szabalyok nem megfelelé betartisa esetén kdvetkezhetnek be. A kdrnyezetben bizonyos
protozoonok hosszu ideig is elélnek és szaporodni is képesek (pl. Acanthamoeba spp.). A fogékony
ember szervezetében infekciot okozhatnak. Fontos hangsulyozni, hogy a kézmosassal, a higiéniai
szabalyok betartisaval ezeknek a fert6zéseknek a szamaét jelentdsen le lehet csokkenteni.

A fertézéses eredetii betegségekre jellemzd, hogy a bioldgiailag magasabb rendi
gazdaszervezetben, sokkal alacsonyabb rendii szervezetek (pl. a protozoonok) idézik el6 6ket. A
protozoonok behatolnak az emberi szervezetbe, majd ott megtelepedve, szaporodnak, és abban
rovidebb-hosszabb ideig kérositd hatast fejtetnek ki. A protozoonok altal okozott fert6z6dés és a
betegség kitorése kozott az egyes betegsegekre, kilonbdzé lappangési id6 jellemzé  (pl.
G.intestinalis vagy Acanthamoeba spp.). A lappangasi idot kovetéen, a fertzéstl fliggéen
jelentkezhetnek tunetek, de ezek elsésorban altalanos tiinetek, a beteg csak a végsé féazisban
produkal olyan Klinikai tineteket, melyek alapjan fel lehet allitani a diagnozist. Tehat a
protozoonok pontos ismerete és az él6 szervezetben vagy a kornyezetben valo terjedésének
megismerése, rendkivil fontos feladat.

Koztudott, hogy kdrnyezetiinkben, tovabba az emberi szervezetben apatogén protozoonok is
tartozkodhatnak, amelyek tulszaporodasuk esetén betegségeket is okozhatnak. Arra térekedtem,
hogy egyidejiilleg mutassam be a protozoonokat, azok hatasat az emberi szervezetben, valamint a
kornyezetben valo tulélési mechanizmusaikat.

Sikerllt Acanthamoeba spp.-t izolalnunk rizoszferabol, valamint bemutatnunk, és felhivtuk a
figyelmet a jarvanyt okoz6 G. intestinalis-ra és nem utolsésorban az E. histolytica altal okozott
komoly megbetegedésekre, melyek halalhoz vezethetnek. Jelen tanulmanyban bemutattam a
patogén és az apatogén protozoonokat az emberi szervezetben. Ennek a tudasnak a birtokaban

hatékony és gyors modszereket lehet kifejleszteni és alkalmazni a rutin diagnosztikaban.
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8 SUMMARY

The aim of our job was to detect and identify the role of the protozoans in the human environment.
Several protozoa cause severe morbidity and mortality in both humans and animals worldwide, and
these infection in most times caused by ignoring the important hygenic rules. Some of the
protozoans can live long and multiply in the environment (e.g. Acanthamoeba spp.). They can cause
infection in the susceptible human body. It important to emphasize that with handwashing and
keeping the basic hygienic rules the number of these infections could be significantly reduced.

In the infection origin diseases specific that they were caused by biologically lower species
in much higher ones. The protozoans invade the human body and after settling they start to multiply
and for longer or shorter period damage it. The protozoan caused infection and between the
outbreak of the disease each type of disease has different latency period (e.g. G. intestinalis or
Acanthamoeba spp.). After the latency period the patient shows some symptoms but in most cases
they are general symptoms and only in the final phase produce the patient clinical symptoms that
allows to make a diagnosis. So the cognition of the protozoans and their spreding in the
environment or in the human body is a very important task.

It is well known that in the human body and in the environment there are apathogen protozoans too
and if they overgrowing they cause diseases. | have tried to show the protozoans, their effect on the
huma body and their surviving mechanizm at the same time.

We are succesfully isolated Acanthamoeba spp. from the rhizosphere, presented and drawn
attention for the epidemic causing G. intestinalis and for the E. histolytica that can cause terrible
diseases wich are leading to death.

In this study | have shown the pathogene and apathogene protozoans in the human body. With this

knowledge there could be faster and more effective methods developed in the rutin diagnosis.
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