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AZ ÉRTEKEZÉSBEN EL FORDULÓ RÖVIDÍTÉSEK ÉS JELÖLÉSEK, 

VALAMINT FOGALMAK JEGYZÉKE 

 

ANOVA Variancia-analízis, vagy szóráselemzés (angol: analysis of varriance). A null-

hipotézis szerint a vizsgált sokaságok (csoportok) várható értékei között nincs 

különbség. A null-hipotézist akkor utasíthatjuk el, ha a csoportok 

szórásnégyzeteinek aránya az F-próba kritikus értékénél nagyobb. Az F-próbát 

az egyes vizsgálatok során adott  szignifikancia szintre (általában  = 0,05), 

azaz 1-  valószín ség  elfogadási tartományra számítottam ki. 

ARA ARDRA a mikrobiológiában gyakran alkalmazott RFLP (magyar: 

restrikciós fragmenthossz polimorfizmusa; angol: restriction fragment length 

polymorphism), melyet PCR-rel felszaporított riboszomális DNS-szakaszon 

végeznek (angol: amplified ribosomal DNA restriction analysis) 

ATCC Amerikai Tipus Törzsgy jtemény (angol: American Type Culture Collection) 

bp bázispár 

CDC Centers for Disease Control 

DNS dezoxiribonukleinsav 

ELISA  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  

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

et al. és mások (latin: et alteri) 

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer 

IHA Indirect Haemagglutination Assay 

in situ helyben (latin) 

M egy mól anyagmennyiség, azaz 6x1024 db atom, vagy molekula 

m/v% Tömegszázalék. Szilárd halmazállapotú reagenst folyadékban oldva a reagens 

tömegaránya az oldatban. 

MLEE Multi Locus Enzyme Electrophoresis 

N normalos oldat (1 M dm-3, adott elemre vonatkoztatva) 

P Probabilitás (angol: probability), valószín ség. E dolgozatban P=1- , vagyis a 

hipotézisvizsgálat elfogadási tartományának valószín sége, más néven az  

szignifikancia - szinthez tartozó megbízhatósági szint. Ha  =0,05; akkor P = 

(1-0,05)=0,95. P értékét %-ban fejeztem ki és adott P megbízhatósági szintre 

számított szignifikáns differenciát [SzDP%]-kal jelöltem, pl. SzD95%. 

PCR polimeráz láncreakció (angol: polymerase chain reaction) 

r riboszomális 

10.14751/SZIE.2013.020



 

 
 

4

RNS ribonukleinsav 

rpm fordulatszám egy perc alatt (angol: round per minute) 

sp., spp. Faj, fajok (latin: species) 

Tm Olvadáspont analízis 

Törzsgy jtemény saját törzsgy jtemény, mely nem azonos és nem áll kapcsolatban bármely 

nemzeti, vagy nemzetközi, jogi személyként elismert törzsgy jteménnyel. E 

törzsgy jtemény saját izolálásból származó, laboratóriumi módszerekkel 

szelektált 

WB Western-Blot  

WHO World Health Organization 

 Az  valószín séget a statisztikai próba szignifikancia-szintjének nevezzük 

(MANCZEL 1983, KEMÉNY és DEÁK 2000). Az elfogadási tartományba a 

próbastatisztika értékei 1-  valószín séggel esnek, ha a null-hipotézis igaz. 

Másképpen, elfogadási tartomány az, melyben a próbastatisztika értékei a 

véletlenszer  ingadozás következtében 1-  valószín séggel lehetnek. 
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1 BEVEZETÉS ÉS CÉLKIT ZÉS 

1.1 A téma aktualitása, jelent sége 

A protozoonok tudatos megismerését a mikroszkóp felfedezése tette lehet vé a XVII században. A 

környezetünkben igen nagy számmal vannak jelen az egysejt ek, de csak néhány okoz emberi és 

állati megbetegedést. Az emberben él sköd  protozoonokkal az orvosi tudomány (orvosi 

mikrobiológia, parazitológia) foglalkozik (BOGITSH et al. 2005). Az állatokban él sköd  

protozoonokkal az állatorvosi parazitológia foglalkozik. Mindkét tudomány szorosan 

együttm ködik, mivel a környezet direkt bizonyítékot szolgáltat a zoonotikus átvitel lehet ségér l 

(FAYER et al. 2001, HAJDUSEk et al. 2004, THOMPSON 2004, GARCIA et al. 1999). 

Egyes protozoonok képesek élni és szaporodni, illetve mindkét formájuk (trophozoit és cysta) 

megtalálható a környezetben, mint például az Acanthamoeba species tagjai, amelyek az emberi 

szervezetbe véletlenül kerülnek be. Nagyon jól lehet látni, hogy a környezetben az Acanthamoeba 

speciesek pozitív hatást tanúsítanak, mivel egyensúlyt tartanak a baktériumokkal, mind a föld 

felszínén, mind a rhizospherában (KREUZER et  al.  2006).  Az  Acanthamoeba speciesek 

baktériumokkal táplálkoznak, vagyis szabályozzák a baktérium populációt. 

A protozoonok többsége szabadon él a környezetben, talajban, vízben, és csak egy kis részük kerül 

hosszabb – rövidebb kapcsolatba a növényekkel, állatokkal és az emberrel. Számos tanulmány 

jelent meg, ahol leírták, hogy néhány protozoon cysta elegend  az emberi megbetegedés 

kialakulásához, azonban ez er sen függ az ember életkorától, immunállapotától (FARTING 1994). 

A parazitológia volt az utolsó a szakterületek közül, ahol bevezették a molekuláris biológiai 

módszereket. Ennek többek között az volt a f  oka, hogy sok protozoon már mikroszkópos 

vizsgálattal is nagyon jól felismerhet . De a magas szenzitivitás és egyidej leg a morfológiailag 

nehezen elkülöníthet  fajok (vagy törzsek) differenciálási lehet sége miatt ma már a molekuláris 

biológiai  módszerek,  különösen  a  PCR,  nagyon  fontos  részei  a  parazitológiai  diagnosztikának.  A  

molekuláris biológiai módszereknek nem csak a parazita diagnosztikájában, hanem az 

epidemiológiában, populációgenetikában, az új hatóanyagok és az oltóanyagok kifejlesztésében, és 

mindenekel tt a filogenetikai vizsgálatokban van nagy jelent sége (MAHBUBANI et al. 1991, 1992, 

WEISS 1992).  

Összességében az új tudományterületek, mint pl. a genomika, proteomika, bioinformatika 

módszereinek alkalmazásával, a gazda-parazita-kölcsönhatás jobban megérthet , és a f  cél, a 

parazitás megbetegedések megel zése és ellen rzése sokkal közelebb került. 
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1.2 Célkit zés

 az Entamoeba histolytica kimutatása a vizsgálati anyagokból klasszikus és molekuláris 

(PCR) módszerrel a parazita genomjában kódolt 16S-rRNS génjének egy specifikus része 

segítségével 

 kukorica és lucerna rhizospherából Acanthmoeba spp. kimutatása klasszikus és modern 

módszerrel 

 a rhizospherából izolált Acanthamoeba spp. szekvenálása és species meghatározása 

 a Giardia intestinalis kimutatása a vizsgálati anyagokból klasszikus, nested PCR 

módszerrel, a parazita genomjában kódolt 18S-rRNS génjének egy specifikus része 

segítségével 
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2 IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1 Evolúció 

A protozoonok alkotják az állatvilág legprimitívebb törzsét. Állábakkal, ostorokkal vagy csillókkal 

mozognak. Többnyire egyszer  kettéosztódással (mitózissal) szaporodnak. Vannak köztük 

ártalmatlanok, csak egy részük patogén, vagy fakultatív patogén. Az 1.sz. táblázat foglalja össze az 

emberi szervezetre nézve patogén és fakultatív patogén protozoonokat. 

Az emberben él  protozoon egysejt ek kivétel nélkül endoparaziták. A Földünkön mintegy 70 fajuk 

ismeretes (ASHFORD és  CREWE 2003). Legtöbbjük a bélcsatornában él sködik (bélprotozoon), de 

vannak olyanok is, amelyek a testüregekben (száj, hüvely), valamint vérben és szövetekben is 

él sködnek. A protozoon által megtámadott szervezetet gazdaszervezetnek nevezzük. Életfeltételek 

biztosítása végett a protozoonok a gazdaszervezet sajátosságaihoz alkalmazkodnak. Számos 

protozoon esetében a fejl dés, szaporodás vagy táplálkozás céljából tartósan vagy átmenetileg a 

szervezetben tartózkodnak, és abból a szervezetb l egyoldalú hasznot húznak önmaguk számára. 

A protozoonok evolúciós kapcsolatának pontos megértése szintén fontos szereppel bír a 

biológiában. A molekuláris biológia a biológia azon ága, amely a molekulák struktúrájával és 

funkciójával foglalkozik (SCHLEGEL 1994). A molekuláris biológia kulcsmolekulája a DNS. A 

molekuláris biológia 1930-1960 között alakult önálló tudománnyá, és a huszadik század utolsó 

harmadában hatalmas fejl désen ment keresztül. A molekuláris biológiai technikák ma már a 

parazitológiában is széles körben elterjedtek. Az eukarióta filogenenetika például bemutatja, hogy a 

protozoonok nem primitívek, hanem épp ellenkez leg, nagymértékben alkalmazkodóak a 

környezetükhöz (DACKS et al. 2008). 

Az utóbbi években a különböz  gének kutatása és a teljes genom szekvenálások számos parazita 

esetében messze el rehaladtak, miáltal új lehet ségek nyíltak meg a paraziták biológiájában, 

diagnosztikájában, és ellen rzésükben. Mindenekel tt az epidemiológiában, új anti-parazita szerek, 

és oltóanyagok kifejlesztésénél is a molekuláris biológiai módszerek alkalmazásával új lehet ségek 

nyíltak. 
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2.2 A protozoonok elterjedése 

A protozoonok elterjedését nagymértékben befolyásolják a társadalmi és szociális tényez k, 

valamint az általános és személyi higiénia. A megfelel  higiéniai viszonyok között a legtöbb 

protozoon fert zés terjedése csökken. Nedves közegben hetekig életképesek a cysták, tehát az 

ivóvízbe (ABBASZADEGAN et al. 1993) vagy talajba jutva hosszú ideig fert zést idézhetnek el . 

Terjedhetnek a cysták széklettel trágyázott, szennyvízzel locsolt és kell en nem mosott 

zöldségekkel, vagy piszkos kéz és legyek útján is. A klíma tényez i szintén meghatározzák a 

protozoonok terjedési mechanizmusát. Ezért például az Entamoeba genusba tartozó Entamoeba 

histolytica (E. histolytica) esetében még ma sincs kialakult, egységes elképzelés sem 

apatogenitásról, sem a klinikai kép megítélésr l, sem az el fordulási lehet ségekr l. Egyes kutatók 

véleménye szerint a patogén Entamoeba histolytica törzsek csak trópusi klíma alatt fordulnak el  

(CLARK és  DIAMOND 1991, SILBERMAN et al. 1999), míg a mérsékelt égöviek apatogének, mint 

például az Entamoeba dispar (E. dispar) (VÁRNAI 1987, HUSTON és  PETRI 1999). Ezeket a 

protozoonokat hazánkba els sorban endémiás területekr l érkez  turisták és bevándorlók hurcolják 

be (OROSZ et al. 2012). 

A protozoonoknak hihetetlen mérték  alkalmazkodóképességük van. Általában nem pusztítják el a 

gazdaszervezetet közvetlenül, hanem próbálnak a gazda szervezettel együtt élni. Gyakran 

él sködnek észrevétlenül (JACOBS et al. 2001, ANDERSON et al. 2004, HITI et al. 2002, SCHUSTER et 

al. 2004), de amikor a gazdaszervezet általános ellenálló képessége csökken, megbetegedést vagy 

halált okozhatnak. Számos közlemény jelent meg ezzel kapcsolatban a csökkent immunvédekezés  

betegekr l (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 

kemoterápiában részesült betegekr l (BOREHAM et  al.  1992,  ANDERLINI et  al.  1994,  CHUNG et al. 

1998). 

A Giardia az egyik legelterjedtebb bélprotozoon. A Föld minden részén el fordul, ahol nem 

megfelel ek a higiéniás- és közegészségügyi körülmények, illetve túlzsúfoltság van, ott gyakran 

epidemiák alakulnak ki. (WHO 1996). A Giardia intestinalis (G. intestinalis, szinonimák: Giardia 

lamblia, Giardia duodenalis) a giardiosis nev  megbetegedést okozza. A fert zöttek zöme 10 éves 

kor alatti. Kisgyermekek közösségébe behurcolva járványosan terjed (HEYWORTH et  al.  1994).  A  

klinikai tünetek változékonysága megnehezíti a diagnózist, ezen kívül a fert zés gyakran 

tünetmentes (THOMPSON 1993, 1994, HELLARD et al. 2000, THOMPSON et  al.  2000,  THOMPSON 

2004). A Giardia sp. trophozoit az él  szervezeten kívül nem marad életben, a székletben csak a 

hasmenéses tünetek alatt található meg. A Giardia sp. cysta kikerülve a gazda szervezetb l a 
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környezetbe direkt bizonyítékot szolgáltat a zoonotikus átvitel lehet ségr l, járványok kitörésekor 

pedig fert zés forrása lehet. (KEULEN et al. 2002, TRAUB et al. 2004). 

A nagyon ritkán el forduló szabadon él  amoebák komoly megbetegedéseket is okozhatnak az 

emberi szervezetben. Egyes Acanthamoeba fajok emberi kórokozók, és két klinikailag jól 

elkülönül  kórképet 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 szaruhártya gyulladását 

(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 módtól függ, mivel ennek leghatékonyabb eszköze a személyi- és 

környezethigiéna megfelel  betartása (BLACK et al. 1977, PICKERING és ENGELKIRK 1990, VAN DE 

BOSCH 1991). 

Bélprotozoonok terjedése ellen az emberi és állati székletszóródás megakadályozása a legfontosabb 

(THOMPSON et al.1988). Hasonlóan fontos a kutak és egyéb víznyer  berendezések közegészségügyi 

követelményeknek megfelel  m ködtetése (KORICH et  al.  1990,  FINCH et al. 1993b), a nyersen 

fogyasztható zöldségek gondos tisztítása (OSTERHOLM et  al.  1981,  ISLAM 1990,  THOMPSON et al. 

1990) és az étkezés el tti kézmosás (RABBANI és ISLAM 1994).  

Egyes protozoon cysták érzékenyek a h re és a kiszáradásra, de vegyszerekkel szemben 

meglehet sen ellenállóak. Itt figyelembe kell venni a különböz  fert tlenít szerek hatását, mivel a 

talajra került cysták ellen a leghatékonyabb a felmosás vagy permetezés 5%-os krezollal, amely 5-

10 percen belül elpusztítja azokat.  

2.4 A protozoonok diagnosztikai módszerei 

A laboratóriumi diagnosztika szempontjából els sorban a protozoonok kimutatása és felismerése 

fontos. A feladatok ellátásához a klasszikus vizsgálati módszereken túl (mikroszkópos és 

tenyésztéses) az immunszerológiai (ELISA, IHA, WB) és molekuláris biológiai módszereket 

(nested, multiplex vagy real-time PCR) is rutinszer en alkalmazzák.  

2.4.1 A protozoonok mikroszkópos vizsgálata

A mikroszkópos kimutatás a protozoonok diagnosztikájában nélkülözhetetlen még akkor is, ha az 

érzékenysége alacsony (BOCKMAN és  WINBORN 1968, BURKE 1977, GANGULY et  al.  1985,  

ERLANDSEN et al. 1989). Krónikus megbetegedés esetén a kórokozók száma alacsony, ilyenkor a 

direkt mikroszkópos vizsgálatot ki kell egészíteni tenyésztéssel. A protozoonok általában 

szakaszosan ürülnek, ezért minden olyan esetben, amelyben a klinikai tünetek alapján protozoon-
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fert zés gyanúja áll fenn, és az els  vizsgálat negatív eredményt adott, célszer  a vizsgálatot három, 

egymást követ  napon megismételni (VÁRNAI 1978, 1987, RUIZ-PALACIOS et al. 1994, HAQUE et al. 

1997). A protozoonokat mikroszkópos vizsgálattal, bizonyos gyakorlat után (szín és nagyság 

alapján) megközelít  pontossággal lehetséges identifikálni (SOLTYS és GUPTA 1994, SOLTYS et al. 

1996). Egyes protozoon fajok morfológiai ismeretén túlmen en a vizsgálati anyag mintavétele, a 

vizsgálat el készítési módja határozzák meg (HEHL et  al.  2000).  A magas  szenzitivitás  mellett  és  

egyidej leg a morfológiailag nehezen elkülöníthet  fajok differenciálási lehet sége miatt a 

mikroszkópos vizsgálat nehézkes, specificitása alacsony, mert nem alkalmas a patogén E. 

histolytica, az apatogén E. dispar és az E. moshkovskii megkülönböztetésére (PROCTOR 1991, LI és 

STANLEY 1996). Az E. histolytica trofozoitáinak vizsgálatban, a vörösvérsejtek jelenlétét a 

citoplazmában még mindig diagnosztikus érték nek tekintik (STRACHAN et  al.  1988;  GONZALEZ-

RUIZ et al. 1994). 

2.4.2 A protozoonok tenyésztési vizsgálata 

A táptalajoknak tartalmazniuk kell mindazokat az anyagokat, amelyekre a protozoonoknak 

szüksége van, mivel maguk nem képesek ezeket szintetizálni. A tenyésztési eljárással, nagyobb 

mennyiség  leoltott vizsgálati mintából a kis számban jelenlév  parazita is kimutathatóvá válik.  

 Entamoeba genus 

Az els  tenyésztési eljárását az Enthamoeba fajoknak már 88 évvel ezel tt kidolgozták. A 

tenyésztéses módszerek egyrészt lehet séget teremtenek protozoonok különböz  célra történ  

fenntartására és elszaporítására, másrészt ezen eljárások segítségével megoldható egyes fajok 

jelenlétének kimutatása (CLARK és DIAMOND 2002). Boeck és Drbohlav 1925-ben el ször vezették 

be az E.histolytica tenyésztéses módszerét, melyet ma is használunk. Ezt követ en különböz  

táptalajok lettek kidolgozva, úgy, mint a Balamuth (BALAMUTH 1946) vagy a Jones táptalaj (JONES 

1946)  és  a  TYSGM-9  típusú  táptalaj  (DIAMOND 1982). A tenyésztéses eljárások lehetnek több 

fázisúak (szilárd és folyékony fázis), mint például a Boeck és Drbohlav által kidolgozott tojásos 

táptalaj és a Robinson táptalaj (ROBINSON 1968), de lehetnek egyfázisúak, mint a TYSGM-9 

táptalaj. 

Megkülönböztetjük az axenic tenyésztés fogalmát, amely egyetlen faj szaporodását jelenti. Ezt a 

fajta tenyésztési módszert Diamond érte el 1961-ben az E.histolyticanál. Ezt követ en pedig az 

egyfázisos TP-S-1 táptalaj került kidolgozásra az E. histolytica számára, hogy megkönnyitse a faj 

tanulmányozását laboratóriumi közegben (DIAMOND 1968). Jelenleg a TYI-S-33 (DIAMOND et al. 

1978) és az Yi-S (DIAMOND et al. 1995) típusok a legszélesebb körben használt táptalajok ennél a 

protozoonnál.  
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E.dispart szintén lehet axenicusan tenyészteni, de nehéz, mivel ezek nehezen növekszenek a tiszta 

tenyészetben (CLARK 1995), erre jelenleg a legalkalmasabb táptalaj az YI-S. (KOBAYASHI et al. 

1998). 

E. moshkovskii tenyésztésére a szakirodalom ajánlja a TTY-SB-t (DIAMOND 1968), a TP-S-1-GM 

(DIAMOND és BARTGI 1970), a TYI-S-33 táptalajt 24°C-os tenyésztési h mérsékleten (DIAMOND et 

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

A humán diagnosztikában az E. histolytica tenyésztéses eljárásának nincs jelent sége, mivel 

kevésbé érzékeny, mint mikroszkópos módszer és nagy költségekkel jár (CLARK és  DIAMOND 

2002), ezért nem ajánlatos a rutin vizsgálatokban. 

 Acanthamoeba genus 

Tenyésztéses vizsgálatoknak az a célja, hogy különböz  mintákból ki lehessen tenyészetni a 

axenicus protozoont. Az Acanthamoeba tenyésztésének sikeressége függ a jó mintavételt l. Az 

Acanthamoeba tenyésztéséhez leggyakrabban a PAGE agart (PAGE 1988) használják. A táptalajnak 

az az el nye, hogy nagyon könny  axenicus törzset létrehozni. Az axenicus Acanthamoeba törzset 

ajánlatos a PYG vagy PPYG (NEFF 1957) táptalajon fenntartani. Több tanulmányban a táptalaj 

módosításról számoltak be a kutatók (JENSEN et  al.  1970,  DE JONCKHEERE 1980,  GORDON et  al.  

1992, VISVESVARA és BALAMUTH 2007). 

 Giardia genus 

A Giardia genusnal a tenyésztés 1976-ban kezd dött el (MEYER 1976). A tenyésztés az volt, hogy 

az in vivo körülmények között könnyebben tudják megfigyelni és tanulmányozni a fajt (GILLIN és 

DIAMOND 1981, SMIT et al. 1982, ERLANDSEN 1989, FARTHING et al. 1983, MCINTYRE et al. 1986). 

A legelterjedtebb táptalaj a Giardia tenyésztésben a TYI-S-33, amely tartalmaz marhasavót, epesót, 

kazein kivonatot, éleszt kivonatot, ciszteint, dextróz-, vas-ammónium-citrátot és aszkorbinsavat is 

(KEISTER 1983). 

2.4.3 A protozoonok immunszerológiai vizsgálata 

A potozoon ellen a gazdaszervezet természetesen véd er it állítja szembe. E véd er  forrásai 

mindazok a sejtek, amelyek a protozoon fajidegen fehérje anyagait (antigén) hatására specifikus 

ellenanyagokat termelnek. A vérkeringésbe jutó vagy a sejtekben maradó ellenanyagok az aktív 

védekezésben részt vev  sejtekkel együtt a szervezetbe behatoló protozoon megtelepedését 

megnehezítik, esetleg azokat el is pusztítják. Az immunszerológia vizsgálatnak alapja az antigén-
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ellenagyag közötti kölcsönhatás, amelyeknek az a funkciója, hogy ez szolgálja a diagnosztikai 

eljárásoknál a protozoon meghatározást. 

Számos protozoon fert zés esetén, akár tüneti, akár tünetmentes formájában zajlik, az él  

szervezetnek a vérében specifikus ellenanyagok képz dnek. Az E. histolytica diagnosztikában ez 

inkább elterjedt, de az érzékenysége vitatott. ZENGZHU és munkatársai (1999) beszámoltak az 

immunszerológiai módszernek a 100% érzékenységr l ALA (Amoebic Liver Abscess ALA) 

betegeknél, a Hue városba, Vietnámban már csak 82,6% érzékenységet álapitották meg. A kapott 

eredményeket meger sítették real time PCR módszerrel (BLESSMANN et al. 2002, 2006, FOTEDAR et 

al. 2007). Ezen kívül az immunszerológiai vizsgálatoknak további nehézsége az, hogy nehéz 

eldönteni, hogy a fert zés friss vagy átvészelt-e (CABALLERO-SALCEDO et al. 1994). 

Legelterjedtebb szerologiai módszerek a prootozon diagnosztikában az Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA), amikor specifikus antigénhez (Ag) kötjük a keletkezett antitestet 

(At), szigorúan meghatározott körülmények között (pl. h mérséklet). Az agglutináció megléte 

igazolja a kórokozó jelenlétét a szervezetben. A vérben kering  protozoonnal szemben az emberi 

szervezet ellenanyagot termel, ezért, ha az ember savóját hígítva vizsgáljuk, megadhatjuk a fert zés 

fokát. Például, végeztek egy tanulmányt Giardia fert zötteknél, és azt állapították meg ELISA 

módszerrel, hogy jelenléte specifikus IgA és IgM a szervezetben, mert akadályozza a trophoziiták 

tapadását a nyálkahártyához (FARTHING és GOKA 1994).  

Indirect Haemagglutination Assay (IHA), ha az állati vörösvérsejtek felszínét vonjuk be, pl. egér 

véréb l nyert ellenanyaggal. Ha ehhez a rendszerhez más állatokban el állított egérantitestek elleni 

ellenanyagot kevernek, az, vérrögök formájában kicsapódik, ezt a reakciót nevezik 

hemagglutinációnak (OHNISHI és MURATA 1997, WEINKE et al. 1990). A tanulmányok azt mutatják, 

hogy az antitestek titere amoeba esetében évekig magas szint ek maradhatnak, így 

megkülönböztetni a jelenlegieket a múltbeli fert zésekt l nehéz (KROGSTAD et al. 1978, RAVDIN et 

al. 1990), és az érzékenységük alacsony mert (ZAMBRANO-VILLA et al. 2002, PARIJA és KHAIRNAR, 

2005, ZEEHAIDA et al. 2009). Ezen kívül a IHA teszt gyártok csak a nagyobb mint 512 titert 

mondják specifikusnak és akkor is meger sít  vizsgálatot javasolnak.  

Western-blot (WB), specifikus fehérje antigének kimutatására használható molekuláris biológiai 

technika, amellyel az adott fehérje specifikus, mono- vagy poliklonális ellenanyag segítségével 

azonosítható. A megjelent tanulmányokban szerológiai pozitív betegeket vizsgáltak WB módszerrel 

(TAYLOR és WENMAN 1987, JANOFF et al. 1989, SOLIMAN et al. 1998), de nem terjedt el a módszer 

csak néhány protozoonál, mint például Toxoplasma. Így a Giardia is hasonló molekulatömeg  

fehérjéit azonosították számos különböz  mintában: savóban, a bélváladékban és nyálban az 

embereknél és állatoknál egyaránt (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 közvetlenül értékelni WB módszerrel, mert egy adott sávban több fehérje is 

található (PALM et al. 2003). 

2.4.4 A protozoonok izoenzim vizsgálata 

Els ként, izoenzim vizsgálatot Multi Locus Enzyme Electrophoresis (MLEE) Sargeaunt és 

munkatársai alkalmaztak az Entamoeba tenyészeten, amely lehet vé tette az Entamoeba faji 

megkülönböztetését (SARGEAUNT et al. 1978). Ez a módszer lehet vé tette egy nemen belül több faj 

azonosítását, amelyeket csoportokba osztották (SARGEAUNT et al.1987), összesen 24 különböz  

zymodemet írtak le, amelyek közül 21 humán izolátum volt (9. E. histolytica és 12 az E.dispar). E 

módszernek az érzékenységr l szintén jelentek meg tanulmányok, ahol leírták, hogy a keményít  

jelenléte a közegben befolyásolja a zymodemeket (GATHIRAM et  al.  1987,  BLANC és  SARGEAUNT 

1991, JACKSON és SUPARSAD 1997).  

A zymodem vizsgálat hátránya az, hogy nagyon nehezen kivitelezhet . Hosszú folyamatból áll, 

amely az amoeba tenyésztésen alapszik, mivel nagyszámú sejt szükséges az enzim vizsgálatához. 

Az izoenzimek láthatóvá tehet k az ún. aktivitás-festés technikával, mivel az enzimreakció 

ködése során oldhatatlan színes termék keletkezik a gélben, ott ahol a kérdéses fehérje található. 

Ez a folyamat azonban nem mindig sikeres. Ennek következtében, sok amoeba tenyészetben az 

izoenzim elemzések negatívak lettek, annak ellenére, hogy a mikroszkópos székletminták pozitívak. 

(GONZALEZ-RUIZ et al. 1994, STRACHAN et al. 1988). Így az izoenzim vizsgálatot most már inkább 

molekuláris módszerrel helyesítik az Entamoeba vizsgálat esetében. 

Az izoenzim vizsgálati módszert, a Giardia faj azonosítására is alkalmazták MELONI és munkatársai 

(1988), ahol összehasonlítottak az emberb l és a macskafélékt l 30 Giardia izolátumot, amelyeket 

két csoportra osztottak. Az egyik csoport, azonos földrajzi helyr l való emberi izolátumokat 

tartalmazott, a másik csoport, emberi és macska törzsekb l vett izolátumokat a világ minden 

részéb l. Továbbá, egy földrajzi helyen, CEDILLO-RIVERA és munkatársai (1989) végeztek izoenzim 

vizsgáltatott 19 Giardia mintán. Összehasonlítva a tüneti és tünetmentes betegek mintáit, 

megállapították, hogy nem volt következetes zymodem különbség a tünetmentes és tünetekkel járó 

csoportok között. Hasonlóképpen, MOSS és munkatársai (1992) vizsgáltak 11 Giardia törzset 6 

tünetekkel járó és 3 tünetmentes emberi mintán, valamint állatokból vett 2 mintán, különböz  

földrajzi helyekr l. Megállapították, hogy a törzsek genetikailag ugyan különböz ek, de mutattak 

bizonyos közös jellemzést. 

10.14751/SZIE.2013.020



 

 
 

17

2.4.5 A protozoonok molekuláris biológiai vizsgálata 

2.4.5.1 PCR reakció 

A Science folyóiratban, 1985-ben hozta nyilvánosságra Mullis a munkatársaival az els  gyakorlati 

kísérleteket (SAIKI et  al.  1988).  A PCR módszer  metodikáját  1987-ben  publikálták.  Kezdetben  E. 

coli-ból nyert DNS-polimerázt használtak. Ez a polimeráz h érzékeny, ezért minden denaturációs 

lépés után újra kellett adagolni a reakciómixhez. Ezenkívül a polimerizáció 37 C-on zajlott, és ezen 

a h mérsékleten sok melléktermék is képz dött. 1988-ban, Saiki és munkatársai izoláltak a 

Thermus aquaticus baktériumból h stabil DNS-polimerázt. Ezért hívják az azóta alkalmazott 

polimerázt Taq-polimeráznak. 1985-ben fejlesztették ki az els  automatizált thermocyclert. Ma már 

nemcsak teljesen automatikusan m köd  PCR gépek állnak rendelkezésünkre, hanem egyéb 

továbbfejlesztett módszerek is, mint például a real-time PCR. A PCR, mint a legfontosabb 

felfedezés a molekuláris biológiában, az egész diagnosztikát forradalmasította, és néhány protozoon 

esetében felbecsülhetetlen érték . A PCR feltalálásával olyan magas szenzitivitás érhet  el, hogy 

elméletileg, akár egy DNS is kimutatható.  

A protozoon PCR-nek a kidolgozását több tényez  is indokolta: 

 Morfológiai megkülönböztethetetlensége  

 Hazai szóródás lehet sége 

 Terápia hatékonyságának megállapítása 

 Gyors, specifikus módszer (PCR) beállítása. 

A PCR vizsgálat célja, hogy a parazita jelenlétét azzal igazolja, hogy kimutatja a parazitára 

specifikus DNS jelenlétét (THOMPSON et al. 2000, Rivera et al. 2009, TAMURA et al. 2011). A PCR 

direkt kimutatási módszer, az él  és már elpusztult parazitát is képes kimutatni. El sz r, 1997-ben 

alkalmazták Giardia ciszták detektálására specifikus PCR-módszert (ABBASZADEGAN et al. 1997). 

2.4.5.2 DNS szekvenálás 

A szekvenáláson egy bizonyos DNS darab nukleotid, illetve bázissorendjének megállapítását értjük. 

Alapvet en a szekvenálást két eltér  elv alapján végezhetjük. Az egyik módszer szerint minden 

lehetséges, különböz  hosszúságú DNS darabra elhasítják (MAXAM és GILBERT módszere szerint), 

vagy szintetizálják az összes lehetséges, különböz  hosszúságú DNS fragmentumot a 

szekvenálandó DNS szakaszhoz komplementertként (SANGER módszere alapján). A Maxam-Gilbert 

módszerrel ellentétben, ahol a szekvenálandó DNS fragmentumot el ször izolálnunk és tisztítanunk 

kell, a Sanger módszerrel akár közvetlenül biológiai mintából is szekvenálhatunk. Ezért a Sanger-

féle módszert, amelyet didesoxynukleotid módszernek is neveznek, használják az utóbbi években. 
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Kiindulási anyagként 1-10 g egyszálú DNS szükséges. Mivel a DNS duplaszálú, ezért el ször 

95 C-on denaturálják. A DNS szekvenálás lépései a következ k: DNS izolálás, PCR, szekvenáló - 

PCR, futtatás és detektálás gélelektroforézissel. A szekvenáló - PCR abban különbözik a 

hagyományos PCR reakciótól, hogy csak egy primert használnak. Teljesen ismeretlen 

próbaszekvencia esetén lehet ség van egy enzim segítségével, az ismert DNS darabot a próbába 

integrálni. A dezoxyribonukleosid - trifoszfátok (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) mellett csekély 

mennyiség  radioaktív foszforral jelölt didesoxynukleosid - trifoszfátokat (ddATP, ddTTP, ddGTP, 

ddCTP) is adnak a rendszerhez. Amennyiben egy didesoxynukleosid - trifoszfát épül be a 

szálszintézis során, akkor a DNS polimeráz, a C3 atomról hiányzó OH csoport miatt, nem tudja 

folytatni a szintézist. Így, körülbelül 30 ciklus alatt az összes lehetséges hosszúságú DNS fragment 

szintetizálódik, a teljes hosszúságú komplementer szálig. Ezután a kapott fragmentumokat 

gélelektroforézissel elválasztják egymástól. Így, mivel mindig az utolsó bázis a megjelölt, a 

szekvencia egy röntgenfilm segítségével leolvasható. Manapság már fluoreszcensen jelölt 

nukleotidokkal dolgoznak, ami a lézerdetektálási módszerrel együtt, teljesen automatizált 

szekvenálást tesz lehet vé. 

2.4.5.3 Filogenetika 

Egyike a molekuláris biológiai módszerek legfontosabb alkalmazási területeinek a parazitológiában, 

a filogenetika (THOMPSON et al. 2004, WALOCHNIK et al. 2008). A modern filogenetika, molekuláris 

biológiai technikák alkalmazása nélkül, nehezen képzelhet  el. Azáltal, hogy a szubjektíven 

értékelhet  morfológiai ismertet jegyek helyett, az organizmus génjeit hasonlítják össze, olyan 

organizmusok is vizsgálhatók, melyek a csekély nagyságuk, vagy a kevéssé jellegzetes morfológiai 

jellemz ik miatt nehezen voltak klasszifikálhatók (MONIS et  al.  2009,  NUPRASERT et al. 2010). 

Éppen a sok parazita filogenetikájának vizsgálata miatt, a molekuláris biológia nagy jelent ség , 

mivel számos parazita, mint pl. a legtöbb protozoon, csak kevés ténylegesen specifikus morfológiai 

jellemz vel rendelkezik, és mivel éppen a paraziták, gyakran a parazitikus életmódhoz 

alkalmazkodva, nagyon redukált morfológiával és fiziológiával rendelkeznek. Azért, azt le kell 

szögezni, hogy egy ilyen filogenetikai fa, annak megfelel en, hogy milyen gén vizsgálatával 

készült, csak a filogenetikai viszonyok egy részét tudja valójában visszatükrözni. 

2.5 Epidemiológia 

A protozoon cysták, igen gyakran, a szennyezett víz fogyasztása révén jutnak a szervezetbe. A 

fert zött ember (THOMPSON et al. 1994, ABBOUD et al. 2001) vagy állat (FAYER et al. 2001, STEIN et 

al. 2003, LASEK-NESSELQUIST et al. 2010) cystákat rit, ezek bejutnak a felszíni vizekbe (HOXIE et 

al. 1996), akár direkt széklet-szennyezéssel, vagy szennyvízzel, vagy mez gazdasági 
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vízkifolyásokkal (OROSZ et al. 2013). A cysták nedves, h vös környezetben hónapokig 

fert képesek maradnak. Nagy közösségre kiterjed  fert zés törhet ki, ha a központi vízellátó 

rendszer fert dik protozoon cystákkal (XIAO et al. 2008, FENG et al. 2011). Turisták (CAVALLO et 

al. 2007, HERBINGER et al. 2011) kezeletlen víz ivása révén is fert dhetnek. A lakatlan 

területeken, a felszíni vizeket a vadállatok is beszennyezhetik, pl. a kis patakokat (VERWEIJ et al. 

2003). 

A legnagyobb probléma az, hogy élelmiszerben is találtak protozoon cystákat, így gyakori a 

fert zés átvitele élelemfélékkel (ERICKSON és ORTEGA 2006). Élelmiszer eredet  protozoon átvitel 

el fordulhat pl. széklettel vagy talajjal szennyezett zöldséggel vagy salátával. A direkt fekális-orális 

átvitel is gyakori a gyermekközösségekben. Népes területek, elégtelen higiénés állapota különleges 

kockázatot jelenthet. Fejl  országokban, de a fejlett országok szegényebb területein végzett 

vizsgálatok is jól alátámasztják ezt (HAQUE et al. 1997, BLESSMANN et al. 2002). Szexuális úton is 

átvihet  a protozoon, vagyis orális-anális kontaktussal járó közösülés, szintén oka lehet ennek 

(PETERS et al. 1986, JOKIPII et al. 1989). 

A molekuláris epidemiológiában, biokémiai és molekuláris biológiai technikákat alkalmaznak a 

kórokozó genetikai variabilitásának meghatározására, a fert  betegségek ellen rzésére és az 

epidemiológiai összefüggések tisztázására (SAKLATVALA 1993). A genetikai és a környezeti 

faktorokat is figyelembe veszik a kapcsolódó statisztikai módszerekkel. Végül, a molekuláris 

tipizálással és a patogenitás kutatásával, a kórokozó hatóanyag rezisztenciájának megállapításával, 

valamint a népesség rizikócsoportjainak megállapításával a fert  betegségek optimális terápiája 

és megel zése a cél (MAGLIANO et al. 2012, HEREDERO et al. 2012, SIDDIQUI et al. 2012). Például, 

1993–ban, a Milwaukee-i Cryptosporidium járvány esetén, amely 400 ezer embert érintett (FOX ÉS 

LYTLE 1996), molekuláris epidemiológiai vizsgálatokkal tisztázható volt, hogy minden érintett 

személy ugyanazzal a Cryptosporidium törzzsel volt fert zött, és ez a törzs antropogén szennyezés 

útján került az ivóvízbe (HOXIE et al. 1996). 

2.6 Protozoon faji szint  meghatározása, identifikálása 

2.6.1 Új protozoon fajok leírása 

Számos faj jelent s genetikai diverzítással rendelkezik, amelyet a betegség kitörését okozó törzs 

tipizálásánál fel lehet használni. Egyrészt, a PCR segítségével parazita génszekvenciák kis 

mennyiségben is kimutathatóak, másrészt, a szekvenálás segítségével nagymérték  specifitás érhet  

el (MONIS et al. 2009, MAGLIANO et  al.  2012).  Ezen a módon a fert zési  lánc mindhárom tagja,  a 

kórokozó, a vektor és a gazda is pontosan identifikálható, a létrejöv  járványok tisztázhatók, és a 

fert  betegségek felügyelhet k.  
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Egy következ  kérdéskör, a genetikai variabilitás és a biológiai diverzítás közti összefüggés. 

Például, az még mindig tisztázatlan, hogy a Trypanosoma brucei gambiense, a nyugat-afrikai 

álomkór okozója, a Trypanosoma brucei rhodesiense, a kelet-afrikai álomkór okozója és a T. brucei 

brucei, a szarvasmarha tripanoszomózis okozója, valójában ugyanabba a filogenetikai csoportba 

tartozik-e. A következ  nagy figyelmet igényl  az E.histolytica virulenciának a kérdése, amelynek 

megértésében, sok kutatás történik ugyan, de még mindig vannak nyitott kérdések (WILSON et  al.  

2012). 

 

2.6.2 Entamoeba genus 

Entamoeba genusba 6 species található: E. histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. coli, E. 

hartmanni és Iodamoeba buetschlii (CLARK 1998, GARCIA és BRUCKNER 1997, 1999, HAQUE et al. 

1998, LEBER és  NOVAK 1999). A fent felsoroltak közöl csak az E. histolytica patogén, a többi 

apotogén (PETRI és SINGH 1999, FRITSCHE és SMITH 2001). Nagyon ritkán a Iodamoeba buetschlii 

is okoz emberi megbetegedést (PETERS et al. 1986, JOKIPII et al. 1989). 1993-ban újradefiniálták az 

Entamoeba fajt, biokémiai, immunológiai és genetikai alapon: két, morfológiailag 

megkülönböztethetetlen, de genetikailag eltér  faj létezik E. histolytica: az invazív intesztinális és 

extraintesztinális amoebosis okozója, amely patogén és E. dispar intesztinális egysejt , amely nem 

patogén (TANNICH et al. 1989, CLARK és DIAMOND 1991, 1993, DA SILVA et al. 2003, QVARNSTROM 

et al. 2005). 

Igy, az 1997. évi WHO rendelet szerint, ha a humán diagnózist csak mikroszkópos vizsgálattal 

állítják fel, akkor a két speciesnek megkülönböztethetetlensége miatt, úgy kell jelenteni az 

epidemiológiai állomásoknak, mint E. histolytica / E. dispar. Korábban, minden Entamoeba 

fert zést E. histolytica- ként jelentettek be, ezért jelent sen túlbecsülték a kórokozó prevalenciáját 

(WHO 1997). 
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2.sz. táblázat. A bél Entamoeba spp. morfológiai jellemz i  
(forrás: http://cmr.asm.org/content/16/4/713.full.pdf+html ) 

 
 

2.6.2.1 Entamoeba spp. morfológiája 

 Entamoeba histolytica  

Az E. histolytica fajt, Les 1875-ban irta le, SzentPéterváron, Oroszországban, és Fritz Schaudinn 

1903-ban nevezte el (SAKLATVALA 1993). Phagocytosis útján táplálkozik, álláb segítségével mozog, 

ivartalanul szaporodik. Két megjelenési formája ismert: a mozgó, táplálkozó, szaporodó trophozoita 

12-17µm (1ábra.A), valamint a kedvez tlen környezeti tényez k hatására kialakuló, er s fallal 

körülvett cysta 10–15 m (1.ábra.B). 
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 Entamoeba dispar  

1925-ben, Brumpt els ként megfogalmozott egy elméletet, ami szerint az E. histolytica 

morfológiailag megegyezik még egy fajjal. A két faj közül az E. histolytica patogén (ami képes 

invazív megbetegedéseket okozni), az E. dispar apatogén (ami soha nem okoz betegséget). Ezt a 

feltételezést akkoriban elutasitották. 1993-ban, széles kör  genetikai, immunológiai, biokémiai 

elemzések mégis alátámasztották (STAUFFER et al. 2003; TANYUKSEL et al. 2003). 

Indiában, Parija és Khairnar (2005) munkájukban leirták, hogy az E. dispar E.moshkovskii okozhat 

enyhe gasztrointesztinális panaszokat (PARIJA és  KHAIRNAR 2005), továbbá a vörösvérsejtek 

jelenléte az E. disparban csökkentette a mikroszkópos érzékenységet (HAQUE et  al.  1995).  Az  

E.dispart laboratóriumi körülmények között tanulmányozták, és szintén meger sítették, hogy a 

trofozoita képes bekebelezni a vörösvérsejteket (TRISSL et al. 1978). 

 Entamoeba moshkovskii 

Az Entamoeba nemzettséghez tartozó E. moshkovskii morfológiailag megegyezik az E. histolytica-

val és E. dispar. El ször, Tshalaia 1941-ben írta lea a szennyvízben az E. moshkovskii-t, és ezt 

követ en több országból jelezték a faj létezését a folyók és tavak üledékében (CLARK és DIAMOND 

1991).  

2.sz. táblázat. TANYUKSEL és  PETRI (2003) közleményükben bemutatják, hogy a mikroszkópos 

detektálás - szenzitivitása alacsony, mert nem alkalmas a patogén E. histolytica és az apatogén E. 

dispar vagy E. moshkovskii megkülönböztetésére (azért alkalmaztam ezt a táblázatot, mert ez 

reprezentálta leginkább a valóságnak megfelel  eredményeket).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.ábra. Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar vagy  

Entamoeba moshkovskii –trophozoite (A) és cysták (B) 

B A 
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 Entamoeba coli (Grassis, 1879) 

Az E. coli apatogén, a második a leggyakrabban el forduló E. histolytica/ E. dispar után. Két 

megjelenési formája ismert:  

A trophozoita 20-40µm (2.ábra.A) mozgó, szaporodó, táplálkozó, az endo- és ektoplasma 

különválása nem mindig észlelhet . Plazmájában lehet látni fagocitált szemcséket, vakuólákat és 

mag perifériás kromatinú a benne lév  magvacskák durvák, excentrikus elhelyezkedéssel. A 

trophozoita mozgása nagyon lassú, kifinomult (MILCH és JANKÓ 1990). 

A cysta 15–30 m (2.ábra.B) er s fallal körülvett, amelybe magok száma általában négynél több, 

rendszerint nyolc. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.ábra. Entamoeba coli –trophozoita (A) és cysta (B) 

 Entamoeba hartmanni 

Ahogy az el knek, szintén két megjelenési formája ismert: a mozgó, táplálkozó, szaporodó 

trophozoita 10-15µm (3.ábra.A), és cysta 7-10µm (3.ábra.B). Apatogén, teljesen ártalmatlan, és 

még az immunkárosultaknál sem okoz megbetegedést. 

 

 

 

 

 

3.ábra. Entamoeba hartmanni –trophozoita (A) és cysta (B) 

A B 

A B 
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 Jodamoeba bütchli (Prowazek, 1911) 

A vastagbélben él sködik, apatogén trophozoita 10-20µm (4.ábra.A), hólyagos magjának hártyáját 

a nagy nucleolussal, finom kromatinküll k kötik össze. Trophozoita mozgása progresszív jelleg , a 

plazmájában rendszerint éles szél , glikogént tartalmazó vakuola látható, amely Lugol oldattal 

sötétbarnára fest dik. A cystának 7-15µm (4.ábra.B) egy vagy két magja van, és mindig lehet látni a 

nagy glikogén vakuolát, amely Lugol oldattal sötétbarnára fest dik (MILCH és JANKÓ 1990).  

 

 

 

 

 

 

4.ábra. Jodamoeba bütchli –trophozoita (A) és cysta (B) 

Enthamoeba genusba  tartozó  ábrákon  (1A,B;  2A,B;  3A,  B;  4A,B),  lehet  tanulmányozni  a  CDC  

honlapon a specieseket (azért alkalmaztam az ábrákat, mert ez reprezentálta leginkább a valóságnak 

megfelel  eredményeket, források: http://en.wikipedia.org 

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/IntestinalAmebae.htm). 

 

 

A B 
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2.6.2.2 Entamoeba spp. életciklusa 

 

5. ábra. Entamoeba életciklusa (forrás: http://en.wikipedia.org) 
 

Az Entamoeba spp. fert zésforrások: a széklettel szennyezett víz vagy élelmiszer és a piszkos kezek 

(azért alkalmaztam ezt az 5 ábrát, mert ez reprezentálta leginkább a valóságnak megfelel  

eredményeket). 

2.6.2.3 Entamoeba histolytica életciklusa 

A lenyelt cystákat (HAQUE et al. 2003) a gyomorsav nem károsítja, így könnyen bekerülnek a 

vékonybélbe, ahol trophozoittá alakulnak. A béltartalommal sodródva eljutnak a vastagbélig, ahol 

megtelepednek a nyálkahártya felszínén, a galaktóz adhezinként ismert galaktóz N-acetyl-D-

galaktozamint köt  lektin segítségével, majd szövetkárosító enzimekkel és fehérjékkel lizálják a 

nyálkahártya sejtjeit, a bélfalat, vastagbélgyulladást (colitis) okozva. Ez kezdetben ödémával és 
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tályogokkal jár, majd a nekrózis(szövetelhalás) következtében jellegzetes, mély, palack alakú 

fekélyek alakulnak ki. 

 
 

6. ábra. Entamoeba histolytica életciklusa (forrás: http://en.wikipedia.org) 
 

 
Az E. histolytica által okozott amoebiasis els sorban a trópusi és mediterrán területeken jellemz  

(CAVALLO és  GARRABÉ 2007, HERBINGER et al. 2011), egy invazív protozoon az emberi 

szervezetbe jutva okoz életveszélyes intestinalis és extra- intestinalis megbetegedést. Az extra 

intestinalis formájában megtámadhatja a májat (HOFFNER et al. 1999, ACUNA-SOTO et al.  2000),  a 

tüd t és egyéb testi területekre is behatolhat, átjutva a bélnyálkahártya gáton (BADALAMENTI et al. 

1999). 

A patogén E. histolytica leggyakrabban mosatlan kézzel, cystákkal szenyezett vízzel, emberi 

széklettel szennyezett gyümölccsel, vagy orális-anális szexuális érintkezéssel (PHILLIPS et al. 1981, 

QUINN et al. 1981) kerül be az emberi szervezetbe.  

Fert zésforrások: 

 Széklettel 

szennyezettsége víz 

vagy élelmiszer 

 Piszkos kezek 
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2.6.2.4 Enthamoeba spp. környezete 

Az Entamoeba genusba tartózó E. histolytica esetében még ma sincs kialakult, egységes elképzelés 

az el fordulási lehet ségekr l. 1997-ben, Mexico Cityben, els sorban azért került sor fontos 

megbeszélésre, mert korábban minden Entamoeba fert zést E. histolytica ként jelentettek be, ezért 

jelent sen túlbecsülték a kórokozó prevalenciáját (WHO 1997). El ször is, ha összehasonlítjuk az 

5. ábrát a 6. ábrával, látni lehet, hogy csak az Enthamoeba histolytica okoz komoly megbetegedést 

az embernél, másodszor, mikroszkópos úton nem lehet megkülönböztetni a patogén E. histolyticat 

és az apatogén E. dispart egymástól, mert az rRNS-k akár 98%-ban megegyeznek (DIAMOND és 

CLARK 1993), de ezek teljesen más virulencia potenciáljúak in vivo (QUE és  REED 2000). Azért 

alkalmaztam ezeket az ábrákat, mert ezek reprezentálták leginkább a valóságnak megfelel  

eredményeket. A trópusi és a szubtrópusi területek endémiásak, évente kb. 50 000 000 ember 

fert dik meg E. histolytica-val, és a kialakuló betegség évente 40 000 – 100 000 halálesetet okoz 

(DEBNATH et al. 2012) 7.ábra. A széklettel ürül  E. histolytica cysták életképesek maradnak a 

talajon, akár 8 napon keresztül, 28-34°C h mérsékletnél. Viszonylag ellenáll a klórnak, ahhoz hogy 

elpusztítsuk 99,9 %-ban az E. histolytica cystákat,  az ivóvízben 2-3mg/l  Cl- szükséges (CLARK et 

al. 1989). 

Cabrera és Porter (1958) megállapította, hogy az E. histolytica in vivo törzseinek legkedvez bb 

tenyésztési h mérséklete 41,0 és 41,3°C közt volt, és a minimális volt 32,0, és 31,7°C között. 

Endémiás területeken, a sertésben és a majomban szintén leírták a protozoont (VERWEIJ et al. 2003)  

 
7.ábra. Entamoeba histolytica el fordulása 

(forrás: http://www.med1.de/Laien/Krankheiten/Tropen/Amoebiasis/). 
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Egyes kutatók véleménye szerint, a patogén Enthamoeba histolytica törzsek csak trópusi vagy 

szubtrópusi klíma alatt fordulnak el  (CLARK és DIAMOND 1991, SILBERMAN et al. 1999, DEBNATH 

et al. 2012), míg a mérsékelt égöviek apatogének E. dispar (VÁRNAI 1987, HUSTON és PETRI 1999). 

Hazánkban, els sorban az endémiás területekr l érkez  turisták és bevándorlók hurcolják be 

(OROSZ et al. 2012). A széklettel szennyezett gyümölcs, zöldség vagy az italban lév  cysták 

elfogyasztása során történik a fert zés. (IDOWU ÉS ROWLAND 2006). Az akut hasmenésben 

szenvéd  beteg sok cystát rit (5x107 naponta).  
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2.6.3 Acanthamoeba genus

2.6.3.1 Acanthamoeba spp. morfológiája 

Az Acanthamoeba genus tagjai a leggyakoribb szabadon él  amoeba fajok, amelynek a felszíne 

tüskés, és mozgása lassú a többi amoebához képest. Az Acanthamoeba trophozoita finom, 

kihegyesed  cytoplasmaticus nyúlványokat képez, amelyet acanthopodianak neveznek, és átlagos 

átmér je 25-40 µm (8. ábra.a) és cystája 15-28 µm kett s falú (8. ábra.b), csillagszer  formájú; 

mind a trophozoita, mind a cysta egymagvú, nagy centrálisan elhelyezked  nucleolussal, azért 

alkalmaztam ezeket az ábrákat, mert ezek reprezentálták leginkább a valóságnak megfelel  

eredményeket (LIU et al. 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

8. ábra.a. Acanthamoeba trophozoita (forrás http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/11278) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. ábra.b. Acanthamoeba cysták (forrás www.google.com/Acanthamoeba cyst) 

 

b 
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Az Acanthamoeba genus jelenleg számos különböz  speciesb l áll: 

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 (*jelöltek emberi megbetegedést okozhatnak).  

2.6.3.2 Acanthamoeba spp. életciklusa 

 
9. ábra. Acanthamoeba életciklusa (forrás: http://en.wikipedia.org ) 

 

Acanthamoeba specieseknek a környezetben kétféle biológiai formájúk van: cysta (9. ábra, 1) és 

trophozoita (9. ábra, 2). Az trophozoita a környezeten szaporodik sejtosztódással (9. ábra, 3.) 

(mitózissal). A fert  forma a trophozoita, amely szaporodik, mozog és táplálkozik. A cysta tehát 
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nyugalmi állapotban nem mozog, de amikor belekerül a gazda szervezetbe szintén trophozoitává 

alakul. Behatolás el fordulhat a szemen (9. ábra, 5), az orrjáratokon (9. ábra, 6) vagy fekélyes vagy 

sérült b rön (9. ábra, 7) keresztül (9. ábra), azért alkalmaztam az ábrát, mert ez reprezentálta 

leginkább a valóságnak megfelel  eredményeket. 

2.6.3.3 Acanthamoeba spp. környezete 

Az Acanthamoeba spp. a környezetünkben mindenütt megtalálható. Természetes vizekben, 

édesviz  tavakban, úszómedencék termálvízében 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 morfológiai alapon történ  elkülönítése nem lehetséges, csak genetikailag 

(KHAN et al. 2002,  HEWETT et al. 2003). Amikor, biokémiailag és immunológiailag megvizsgálták 

az Acanthamoeba spp-t, akkor kiderült, hogy rendelkeznek Hsp70 fehérjével (LYASHKO et al. 

1994), amely segítségével az Acanthamoeba könnyen képes alkalmazkodni a környezeti 

mérséklet-változásokhoz (PODLIPAEVA 2001,  PLEKHANOV et  al.  2006,  PODLIPAEVA et al. 2006, 

PODLIPAEVA et al. 2008). Számos közlemény jelent meg a szabadon él  amoeba-ról. Ezek szerint 

képesek meg rizni az életképességet cysta formájukban, több évtizeden keresztül is, mind 

fagyasztott, mind kiszáradt állapotban, a jégben a Grönlandi- és a Balti-tengerekben (SHATILOVICH 

et al. 2005), a száraz talajmintákban (PAGE 1988, KILIC et al. 2004, REZAEIAN et al. 2008). 
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2.6.4 Giardia genus

A Giardia volt az els ként megvizsgált emberi parazita - protozoont 1681-ben látta meg el ször 

Antonie van Leeuwenhoek (DOBELL 1920, 1932). 1859-ben az els  pontos leírást Lambl adta 

(LAMBL 1859),  ebb l  kifolyólag  sokan  még  ma  is  használjak  a Giardia lamblia elnevezést. A 

hasmenéssel való oki összefüggését több kutató gyanította a 20. század els  felében, de a 

protozoonnak és a hasmenésnek szoros oki összefüggését csak 1954-ben bizonyította be Rendtorff. 

Az utóbbi években a különböz  gének kutatása és a teljes genom szekvenálások számos protozoon 

esetében messze el rehaladtak, miáltal új lehet ségek nyíltak még a Giardia biológiájában, 

diagnosztikájában és ellen rzésükben. Mindenekel tt az epidemiológiában, új antiparazita szerek, 

és oltóanyagok kifejlesztésénél (OLSON et al. 2000, STEIN et al. 2003) is a molekuláris biológiai 

módszerek alkalmazásával (WEISS et.al. 1992) új lehet ségek nyíltak. 

2.6.4.1 Giardia intestinalis morfológiája 

Giardia ostoros egysejt , két formája ismert: a körte alaku trophozoita (10-20 µm hosszú, 5-15 µm 

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

 
10. ábra. Giardia intestinalis trophozoita és cysták  

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

A trophozoita körte alakú, fels  szélesebb részében helyezkedik el a 2 mag. A másik oldalon 

található a szívókorong, amelyek segitségével vékonybél falához tud tapadni. Középen húzódik a 

merevít köteg, az axostyl, 4 pár ostora van, melyek a blepharoblastból indulnak ki. Cystás 

alakjában is megtalálható az axostyl, valamint kett  (young cyst) vagy négy (older cyst) sejtmag 

(azért alkalmaztam a 10. ábrát, mert ez reprezentálta leginkább a valóságnak megfelel  

eredményeket). 
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A Giardia-nak jelenleg öt speciese ismert, amelyet a morfológiai jellemz k alapján, de gazda-

specificitás alapján sokkal több változatukat írták le. A hat species a következ : G. intestinalis 

(els ként Davaine leírta 1875-ben, az eml sökben, az embert is beleértve), Giardia agilis (els ként 

Kunstler leírta 1882-ben, a kétélt ekben), Giardia muris (els ként Benson leírta, 1908-ban, a 

rágcsálókban), G. psittaci (els ként leírta Erlandsen és Bemrick,  1987-ben, a madarakban), illetve 

Giardia ardeae (els ként leírta Noller, 1920-ban, a madarakban) és Giardia microti (els ként 

Benson leírta, 1908-ban, a rágcsálókban) (HEYWORTH 1994, 1996, THOMPSON et  al.  2000,  ADAM 

2001). Leggyakrabban izolált faj a G. intestinalis az egész világon, amelynek hét genotípus-

csoportja (A-H) ismert (MONIS et al. 2009). Az A és B csoportnak azért van nagy jelent sége, mert 

számos eml sökben, így az emberben is okoz megbetegedést (NASH et al. 1987, XIAO et al. 2008, 

SPRONG et al. 2009; ). A következ  C, D, E, F, G és H csoportok leggyakraban állatokban fordulnak 

el  (SZÉNÁSI et al. 2005, 2007, THOMPSON 2004, THOMPSON ÉS MONIS 2004, APPELBEE et al. 2005), 

és nagyon ritkán okoz emberben a megbetegedést (SPRONG et al. 2009). Nemrég készült egy 

tanulmány, ahol a tengeri eml söket vizsgálták, és új H-csoportot határozták meg (LASEK-

NESSELQUIST et al. 2010). 

3.sz. táblázat. Giardia fajokon belül a Giardia intestinalis csoport felsorolása és új species név 
ajánlása 

Species Genotípus Ajánlott species név Gazda 

G. intestinalis 

csoport A G. duodenalis számos eml s, 
beleértve az embert is 

csoport B G. enterica számos eml s, 
beleértve az embert is 

csoport C, D G. canis kutyák 

csoport E G. bovis patás állatok 

csoport F G. cati macskák 

csoport G G. simondi patkányok 

csoport H - tengeri eml sök 

G. muris - - rágcsálók 

G. agilis - - kétélt ek 

G. microti - - rágcsálók 

G. ardeae -  gémfélék 
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A molekuláris módszerek fejl désével egyre több protozoon válik ismertté. Monis és társai 2009-

ben felajánlottak egy új rendszert, amelyet bemutatok, a 3.sz. táblázat. 

2.6.4.2 Giardia intestinalis életciklusa 

 
11. ábra. Giardia életciklusa (forrás: http://en.wikipedia.org) 

 

A cysták a bélsárral kerülnek a külvilágra, majd ha a fogékony ember vagy állat azt lenyeli, 

bekövetkezik a fert dés (azért alkalmaztam a 11. ábrát, mert ez reprezentálta leginkább a 

valóságnak megfelel  eredményeket). A cysták épségben jutnak át gyomorsavon keresztül és 

vékonybélben egy cystábol 2 trophozoit jön létre. A Giardia trophozoit a vékonybél kezdeti 

szakaszában, epicellulárisan található, ahol él sködik és szaporodik. Az optimális környezet a 

trophozoit szaporodáshoz pH 6,38-7,02 között van (HAIBA 1954). A gazdaszervezetb l táplálékot 

von el, a szénhidrát, fehérje, zsir, A, D, K vitaminok és vas felszívodási zavarokat okozza 

(SOLOMONS 1982, LENGERICH et  al.  1994,  GARDNER ÉS HILL 2001). Különösen a zömében 
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vékonybélb l felszívódó anyagok hiányát okozzák. Továbbá enteritis, máj és epebántalmak 

jelentkeznek (HELLARD et al. 2000). A tünetek elhúzodhatnak, fokozódhatnak, enyhülhetnek. 

Számos közleményben leírták a tünetmentes Giardia fert zést is (MCGLADE et  al.  2003,  AL-

MOHAMMED 2011, INABO et al. 2011). 

2.6.4.3 Giardia intestinalis környezete 

A G. intestinalis cysták h vös, nyirkos területeken maradnak fert  képesek hónapokon keresztül, 

és gyorsan halmozódnak fel a környezetben (ALI et al. 2003). A talajon a cysták fert képességet 

meg rzik 4°C-on, 49 napon keresztül, de elveszítik a fert képességet 25°C-on, 7 nap után. 

Csapvízben a G.intestinalis cysták 56 napon keresztül fert ek maradnak 0- 4°C-nak és 14 nap-on 

keresztül, 20-28°C-on. Hasonló eredményeket szereztek tavak vízében: a túlélés 56 napjával, 0 -

4°C-on vagy 6-7°C-on, és 28 napig 17-20°C-on. A leghosszabb túlélést észlelték folyami vízben a 

0- 4°C-on, 84 napig és 20-28°C-on, 28 napig. Tengervízben a G. intestinalis cysták több mint 65 

napon keresztül életben maradhatnának 4°C-nál. A tejtermékekben életben maradnak 114 napig. A 

G. intestinalis cysták elpusztulnak hideg h mérsékleten: -13°C -tól és pár perces forralás esetén 

100°C-on (ERICKSON ÉS ORTEGA 2006; FENG ÉS XIAO 2011). 
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3 ANYAG ÉS MÓDSZER 

3.1 Mintavétel 

A munka során a célkit zéseknek megfelel en, szakmai-tudományos munkát végeztem három 
ismert protozoonnal. A dolgozatban bemutatom az új módszereknek a kidolgozását és beállítását. A 
szakirodalomban szerzett információkat kiegészítve érzékenyebb módszereket fejlesztettem, 
amelyeknek az eredményét a 4. fejezetben mutatom be. 

3.1.1 Az Entamoeba sp. minták eredete 

Az Országos Epidemiológiai Központba, a Parazitológia Osztályra 77 (75 székletminta és 2 
májtályog) személyt l vizsgálati minták érkeztek, feltételezett klinikai diagnózis importált E. 
histolytica fert zés. 

3.1.2 Az Acanthamoeba spp. minták eredete 

A kukorica és lucerna teszt növények a Növényvédelmi Intézet Ady-ligeti telepér l származnak.  

 Az els  mintavétel  2011.  június  20-án  3  db.  kukorica  és  3  db.  lucerna,  amelyek  a  munkám 

során KUK1, KUK2, KUK3 és LUC1, LUC2, LUC3. elnevezést kapták. 

 A második mintavétel 2012. május 21-én történt, ahol megvizsgáltuk az Intézetben az utak 

talaját, a gyep talaját, az öntöz rendszert és a pocsolyát. A minták Ut1, Ut2 Ut3, Gyep1, 

Gyep2, Gyep3, öntöz  rendszer (öntöz rendszer-1liter víz bekoncentrálva PVDF) és pocsolya 

(1liter víz). 

 A harmadik mintavétel 2012.07.03-án az Intézetben, véletlenszer en kin tt lucerna egyedek 

és a P9494 kukorica, minták LUC4, LUC5 LUC6 és KUK4, KUK5, KUK6. elnevezést kapták. 

3.1.3 A Giardia intestinalis minták eredete 

 2006-2007-ig, kennelb l 187 darab kutyától származó bélsár mintát G. intestinalis-ra 

vizsgáltunk, különböz  korcsoportú és nem  állatoktól. 

 2008-ban, 2 kennelb l 40 darab kutyától származó bélsár mintát G. intestinalis-ra 

vizsgáltunk, különböz  korcsoportú és nem  állatoktól. 

3.2 Protozoonok izolálása, azonosítása 

3.2.1 Entamoeba histolytica és Giardia intestinalis mikroszkopikusan meghatározása 

A protozoonok mikroszkópos diagnosztikája két módszeren alapszik: az egyszer  natív (NaCl-os 

oldat) és a Lugol-oldatos vizsgálaton. Amennyiben NaCl-, Lugol-oldat vizsgálata negatív 
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eredménnyel jár, akkor célszer  kiegészíteni a vizsgálatot cystadúsítási módszerrel (MILCH és 

JANKÓ 1990). 

 

 

1) NaCl-os oldat: 

NaCl     - 8,8g 

Deszt. Víz   - 1000,0ml 

2) Lugol-oldat: 

Kristályos jód   - 5,0g 

Káliumjodid   - 10,0g 

Deszt. Víz   - 1000,0ml 

3) Cystadúsitás: 

Cinkszulfát oldal készítése: 

22%-os ZnSo4 -os oldatot készítünk, fajsúlya 1180g/dm3 

 

3.2.2 Az Acanthamoeba spp. mikroszkopikusan meghatározása 

A különböz  morfológiájú telepeket szélesztéssel tisztítottam. Ezt követ en mikroszkóp 

segítségével azonosítottam a protozoonokat (PAGE 1988). 

3.3 Táptalajok 

3.3.1 Entamoeba histolytica táptalaj 

A bélparazitákra jellemz , hogy a szaporodási formájuk széklettel ürül. Az ürülékben a jellegzetes 

szaporodási formák alacsony számban lehetnek jelen. A krónikus folyamatban a kórokozó száma 

alacsony, ilyenkor a direkt mikroszkópos vizsgálatot ki kell egészíteni tenyésztéssel. A számos 

táptalaj közül a Boeck-Drbohlav és a TYI-S-33 a legismertebb. 
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Boeck-Drbohlav táptalaj 2 fázisú (ASH et al. 1987, MILCH és JANKÓ 1990): 

 

I. 4 darab tojás  

II. 50 ml módosított Ringer-Locke oldat 

Ringer-Locke oldat összetétele: 

NaCl   - 9g 

KCl    - 0,4g 

CaCl2   - 0,2g 

NaHCO3    - 0,2g 

Glukóz   - 2,5g 

Deszt.víz    - 1000ml 

Sterilezni 115°C-on 15 percig. 

 

 

Szilárd fázis: 

1. 4 sterilen feltört tojást 50 ml Ringer – Locke oldattal, üveggyöngyöket tartalmazó 

porüvegben összerázzuk. 

2. Rögzített üvegtölcsér használatával gézen átsz rve kémcsövekbe töltünk kb. 5 ml 

mennyiségben, és vattadugóval zárjuk. 

3. Ferde helyzetben, 85°-on szilárdítjuk. 

4. Tindalozva* sterilezzük (*Lányi B.: 412 oldal: bizonyos táptalajokat három egymást 

következ  napon 80-85°C h mérsékleten 1-2 óra hosszat vízfürd ben vagy Arnold 

készülékben tartjuk (tindallozás). A h kezelés közötti id  alatt a táptalajokat a spórák 

germinációjának el segítése céljából szobah mérsékleten kell tartani) 

 

Folyékony fázis (a táptalaj elkészítése): 
1. Ringer- Locke oldatot      - 3 ml 

2. Inaktivált szérum (bika-, ló-, humán-,)  - 1,5 ml 

3. Rizskeményít      - 1 kacs 
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3.3.2 Acanthamoeba spp. táptalaj 

PAGE agar (ASH et al. 1987, MILCH és JANKÓ 1990)  

I. Page oldat készítése: 

4. NaCl    -120mg 

5. MgSO4+7H2O    - 4mg 

6. CaCl2+2H2O    - 4mg 

7. Na2HPO4    - 142mg 

8. KH2PO4    - 136mg 

9. Deszt. víz    - 1000ml 

Autoklávozzunk 121° C-on 15 percig. 

II. Page agar lemez készítése: 

1. 1,5g agart 100ml Page oldatban feloldjuk, majd 121°C-on, 15 percig autoklávozzunk. 

2. 60°C-ra h tjük, és Petri-csészébe öntjük.  

III. A h kezelt baktérium szuszpenzió elkészítése: 

3. Escherichia coli K-12 vagy Enterobacter aerogenus tiszta tenyészetet Muller-Hinton vagy 

agár lemezre dúsan szélesztve leoltjuk, 18-24 óráig, 37ºC-on inkubáljuk. Az inkubálást 

követ en sterilen a tenyészetre 10 ml PAGE oldatot pipettázunk, steril kaccsal a tenyészetet 

felkavarjuk, majd a baktérium szuszpenziót pipettával steril lombikba átvisszük. A 

szuszpenziót tartalmazó lombikot 60 percig, 60ºC –on vízfürd ben f zzük. 

 

Proteose Pepton-Yeast Extract-Glucose (PPYG) táptalaj (GILLESPIE et al. 2002) 

Reagensek: 

1. Proteose pepton (Difco)     - 20 g  

2.  Éleszt gomba kivonat (Difco)    - 2 g  

3.  MgSO4 . 7H2O       - 0,98 g  

4.  Kalcium klorid       - 0,06 g  

5.  Nátrium citrát (C6H5Na3O7 . 2H2O)   - 1 g  

6.  Vas ammónium szulfát (Fe(NH4)2(SO4)2 . 6H2O] - 0,02 g  

7.  Kálium foszfát (KH2PO4)     - 0,34 g  

8.  Nátrium foszfát (Na2HPO4 . 7H2O)   - 0,36 g  

9.  Glukóz       - 18 g  

10.  Desztillált víz       - 900 ml 
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A táptalaj elkészítése 

1. PPYG táptalaj       - 15ml 

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

3. Penicillin        - 400 IU/ml  

4. Streptomycin        - 400 µg/ml 

3.3.3 Giardia intestinalis és Entamoeba histolytica táptalaj: 

TYI-S-33 táptalaj (DIAMOND et al. 1978, módosította Kollaritsch) 

Biosate (Becton dickinson 211862)    - 20g 

Yeast extract (Merck 1.03753.0500)    - 20g 

Glucose        - 10g 

NaCl      - - 2g 

K2HPO4.3H2O       - 1,31g 

(vagy K2HPO4       - 1.og) 

KH2PO4       - 0,6g 

L-Cystein.HCl       - 1g 

Fe-ammonium citrate      - 22,8mg 

Desztillált víz        - 800ml 

Autoklávozzunk 120° C-on 15 percig 

A táptalaj elkészítése: adjunk hozzá 0,2 g aszkorbinsavat (sterilizált sz réssel), 100ml ínaktivált 

borjúszérumot és 30ml Diamond Tween 80 vitamin mixturát. 

3.4 Rizoszférából történ  izolálás 

A Növényvédelmi Intézet Ady-ligeti telepének különböz  parcelláiban termesztett kukorica, 

lucerna növények gyökérfelületéb l, rizoszférájából izoláltam a mikroorganizmusokat. Ásóval 

kiemeltem 20 g gyökérmennyiséget, amelyet beleraktam steril 50 ml-es kupakos centrifugacs be. 

3.5 A protozoonok molekuláris biológiai vizsgálata 

3.5.1 Entamoeba histolytica azonosítása real-time FRET PCR módszerrel 

A primereket ROY és munkatársai (2005) publikálták. A próbákat a Roche LC Probe Design 

program segítségével terveztük. A DNS szekvenciát az NCBI honlapról töltöttük le (Gene Bank 

Accession No.: X64142). A megtervezett oligonukleotidokat a BLAST szekvencia összehasonlító 

adatbázissal ellen riztük (12. ábra). 
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12. ábra. Entamoeba histolytica 16s rRNS(Gene Bank No.: X64142) primerek  

és próbák elhelyezkedése. 

 

Az egyik próba 3' végén a gerjeszt  molekula fluoreszceinnel, a másik próba 5' végén LightCycler® 

Red 640 (vagy 705) festékkel jelölt. Ha a specifikus próbák beköt dnek az annealing folyamán 

(tehát a keresett szekvencia jelen van), akkor bekövetkezik az LC Red fluoreszcens emissziója, 

amelyet a m szer detektálni képes (OROSZ et al. 2012). 

A 75 székletmintát el készítettük a közösségi DNS kivonáshoz, a S.T.A.R.(Germany) pufferel. Az 

el készítésnek azért van jelent sége, mert nem mindig lehet a DNS-t közvetlenül kivonni széklet 

mintából. A f  ok az, hogy bizonyos növényi rostok nehezen emészthet ek, így el fordulhat, hogy 

azok akadályozzák a DNS kitapadását a sz re. A vizsgálati minta S.T.A.R. pufferes 

el készítésével szám szerint tudjuk kifejezni a parazita kópia számát az adott mintában. 

S.T.A.R. pufferrel történ  el lészítés folyamata: töltsünk egy megfelel  tárolóedénybe (pl. 

széklettároló cs ) 4,5 ml S.T.A.R. puffert, adjunk hozzá a székletmintából egyszer használatos 

spatulával 1,5g-ot. A széklet és a S.T.A.R. puffer aránya 1:3-hoz legyen (minimum),zárjuk le a 

csövet szorosan. Homogenizáljuk a székletmintát rázással rövid ideig, vagy vortexeléssel (15s), Az 

izolálás el tt adjunk 500 l kloroformot, centrifugáljuk egy percig 1000g, és a felülúszót használjuk 
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a nukleinsav tisztításhoz (200 l). A maradék felülúszót a kés bbi nukleinsav tisztításig –15- -25 C-

on tároljuk. 

 

DNS kivonás 2 kittel végezhet : 

 QIAamp DNA Stool Mini Kit-tel (Germany) 

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

A real-time FRET PCR során minden esetben negatív, illetve pozitív kontrollt is használtunk, hogy a 

fals negatív, illetve fals pozitív eredményeket elkerüljünk. A real-time FRET PCR h  profilja (5.sz. 

táblázat.) és a „mastermix” (4. sz. táblázat.) összeállítása egy reakcióelegyre számolva: 

 

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

összetétele és mennyisége egy mintára számítva. 

Reagens 1 minta esetén 

LightCycler FastStart DNA Master Hybr. 

Probes 

4 l 

Nukleázmentes víz 6 l 

Ehp1 5-Lcred640 (munkahígításban) 1 l 

Ehp2 3-FLO (munkahígításban) 1 l 

EhF primer SHPR (munkahígításban) 1 l 

EhR primer SHPR (munkahígításban) 1 l 

UNG 1U/ l  1 l 

Összesen 15 l 

DNS minta 5 l 

 

A PCR – eljárás 50 ciklus egymásutánjából áll (4. sz. táblázat.). Mindegyik ciklus három lépést 

tartalmaz:  

1. Denaturáció: a két DNS – szálat összeköt  hidrogénkötések felbomlása 94-95°C-on. 

2. Anelláció: a megfelel  h mérséklet, a primerek, próbák köt dnek a templáthoz 

3. Elongáció: a kapcsolódott primernél kezdi, és végigmegy a DNS – szálon, így 1 db. DNS-b l 2 

DNS keletkezik. 
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5. sz. táblázat. Az Entamoeba histolytica real-time FRET PCR h  profilja.  

 

o Denaturáció: A kett s szálú DNS-t 94-96ºC-ra hevítettük, hogy a szálak szétváljanak. A DNS 

szálak szeparálása után a h mérsékletet csökkentettük, úgy, hogy a primerek és próbák hozzá 

tudjanak kapcsolódni a DNS - szálakhoz. 

o Anelláció: ezt a lépést annealing vagy kapcsolódási lépésnek nevezzük. A h mérséklet ebben a 

fázisban függ a primerekt l, próbáktól, és általában 5 ºC-kal van az olvadási h mérsékletük alatt 

(45-60 º C) (ha a h mérséklet nem megfelel , a primerek, próbák vagy egyáltalán nem köt dnek 

a templáthoz, vagy véletlenszer en köt dnek).  

o Elongáció: végül a DNS-polimeráz létrehozza a komplementer szálat. A szintézist a 

kapcsolódott primernél kezdi, és végigmegy a DNS–szálon. A meghosszabbítás h mérséklete a 

DNS –polimeráztól függ (a lépés id igénye egyrészt függ magától a DNS – polimeráztól, 

másrészt az amplifikálandó DNS – szakasz hosszától).  

o A DNS olvadási h mérsékletének kiválasztásakor több dolgot kell megfontolni. A primer 

olvadási h mérséklet– nem keverend  össze a DNS olvadási h mérsékletével. A túl magas 
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olvadási h mérsékletek, pl. 70-80ºC felettiek, gondot jelentenek, mert a DNS - polimeráz 

kevésbé aktív magas h mérsékleten (a primer és próba hossza limitált az olvadási h mérséklet 

által). 

3.5.2 Acanthamoeba spp. azonosítása real-time FRET PCR módszerrel 

Acanthamoeba spp18S rRNS gén kimutatása real-time FRET PCR reakcióval, közvetlenül a lucerna 

és kukorica rhizoszférájából DNS kivonást végeztünk PBS (pH 7.4; Sigma–Aldrich) puffer 

segítségével. 

Mintael készítés PBS pufferrel: 10 ml-es centrifugacs be 1 ml steril PBS-t töltünk, adunk hozzá 1 

g talajmintát, és dúsító kanállal feltörjük a talajmintát (ha túl s , a feltört talajminta akkor szükség 

szerint még 1-2 ml PBS-l kiegészítjük) steril centrifugacs be dupla steril gézzel kibélelt tölcséreket 

állítunk, és átpipettázzuk a teljes térfogatot a gézre. Ha nem folyt át teljesen, akkor a dúsító kanállal 

átnyomkodjunk a gézen a felszuszpendált és átsz rt üledéket. Az ilyen módon el készített 

talajmintából végezhetjük a DNS kivonást: 

 QIAamp DNA Stool Mini Kit-tel (Germany) 

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

A környezetb l közvetlenül is izoláltunk DNS-t, hogy megbizonyosodjünk sikerült-e megfelel  

DNS mintát megtisztítani, ezért a izolált telepek DNS-ét megmértük nanoDrop-1000 

spectrophotometer készüléken. A célja a vizsgálatnak az izolált DNS minta DNS-koncentrációjának 

mérése ng/µl-ben, abszorbencián alapuló módszerrel, 260 nm-en ND-1000 spektrofotométer 

segítségével. 

Az Acanthamoeba spp. kimutatására a célszekvencia általában a 18S rDNS, amivel egyidej leg az 

identifikálás is lehetséges. Az Acanthamoeba gyors detektálását tehát molekuláris módszerrel lehet 

elérni. Molekuláris azonosítás, az Acanthamoeba esetében polimeráz láncreakcióval (PCR) 

végezhet  (VODKIN et al. 1992, SCHROEDER et  al.  2001,  KHAN et al. 2001), mivel a szerológiai 

módszerek itt nem alkalmazhatóak, hiszen a környezetben szinte mindenhol el fordulnak, és a 

humán populációnak már vannak antitestjei. 

A polimeráz láncreakció (PCR) vizsgálat alapja, hogy a parazita jelenlétét azzal igazolja, hogy 

kimutatja a parazitára specifikus DNS jelenlétét. A PCR tehát direkt kimutatási módszer, az él  és 

már elpusztult parazitát is képes kimutatni. 

A kórokozó kimutatása, a genomja egy fajspecifikus részletének sokszorozásával és detektálásával 

történik.  

A real-time FRET PCR 

A primereket és a próbákat a Roche LC Probe Design program segítségével terveztük. A DNS 

szekvenciát  az  NCBI  honlapról  töltöttük  le  (Gene  Bank  Accession  No:  AF325888)  (OROSZ et al. 
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2013). A megtervezett oligonukleotidokat a BLAST szekvencia összehasonlító adatbázissal 

ellen riztük (13. ábra.). 

 

 

13. ábra. Acanthamoeba spp. 18s rRNS (Gene Bank No.: AF325888) primerek (kék szín) és 
próbák (piros szín) elhelyezkedése. 

 

A real-time FRET PCR során a reakcióelegybe két hibridizációs próbát adunk, melyek az annealing 

során kapcsolódnak a templát DNS-hez. Az egyik próba 5’ végén festékmolekula van, melynek 

kibocsátási hullámhosszát (640 nm) a LightCycler készülék érzékelni képes. A másik próba 3’ 

végén egy az automata által gerjeszthet  fluoreszcein molekula van. Ha a két próba beköt a templát 

DNS-hez, a két molekula egymás mellé kerül, és az automata által gerjesztett fluoreszcein molekula 

a felvett fényenergia egy részét átadja a festékmolekulának, ami az energia egy részét saját jellemz  

hullámhosszán (640 nm) bocsátja ki (14. ábra.). 

 

 

 

 primer 

 5’  3’ 

 

 átírandó DNS 

14. ábra. Acanthamoeba spp. FRET PCR primerek és próbák menete 
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A vizsgálat els  lépéseként a vizsgálati mintát lizáljuk, a nukleinsavat a mintából kivonjuk. A 

következ  lépésben, a real-time PCR során, a megtisztított nukleinsavat olyan reakcióközegbe 

helyezzük, mely tartalmazza a megsokszorozásához szükséges valamennyi reagenst és enzimet 

(dNTP-k, MgCl2, primerek, Taq-polimeráz) (6.sz. táblázat.). 

6.sz. táblázat. Az Acanthamoeba spp18S rRNS real-time FRET PCR-hoz használt keverék 

mastermix összetétele mennyisége egy mintára számítva. 

Reagens 1 minta esetén 

LightCycler FastStart DNA Master Hybr. 

Probes 

4 l 

Nukleázmentes víz 6 l 

AKp1 5-Lcred640 (munkahígításban) 1 l 

AKp2 3-FLO (munkahígításban) 1 l 

AKF primer SHPR (munkahígításban) 1 l 

AKR primer SHPR (munkahígításban) 1 l 

UNG 1U/ l  1 l 

Összesen 15 l 

DNS minta 5 l 

 

A reakcióelegy uracil-DNS-glükozilázt tartalmaz, amely a korábbi amplifikálásokból származó, 

kontamináns DNS-t lebontva csökkenti a fals pozitív reakció kialakulásának esélyét. 

A real-time FRET PCR minden esetben negatív, illetve pozitív kontrollt is használtunk, hogy a fals 

negatív, illetve fals pozitív eredményeket elkerüljünk. A real-time FRET PCR mastermix (6.sz. 

táblázat.) összeállitása egy reakcióelegyre számolva és a h  profilja (7.sz. táblázat.). 

A PCR folyamatában, 50 cikluson keresztül denaturálási, annealing és átírási lépések során a 

primerek által meghatározott DNS szakasz megsokszorozódik. 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.14751/SZIE.2013.020



 

 
 

48

7.sz. táblázat. Acanthamoeba spp. real-time FRET PCR h  profilja program. 

 
 

A LightCycler készülék minden ciklusban egyszer, az annealing végén (tehát amikor a hibridizációs 

próbák a templát DNS-hez köt dve vannak jelen a rendszerben, és m ködik az energiaátadási 

folyamat gerjeszti a fluoreszcein molekulát, és detektálja a festékmolekula által kibocsátott fényt. A 

detektált fényenergia arányos a rendszerben adott id pontban jelen lév  amplikonok számával. Ha 

az automata által detektált fénykibocsátás meghaladja a küszöbértéket, a minta pozitív, ellenkez  

esetben negatív. 

A real-time PCR vizsgálat során ismert kópiaszámú pozitív kontrollok segítségével egy kópiaszám-

áttörési küszöb értékpárokból felállított, kalibrációs grafikon segítségével az ismeretlen minta 

kópiaszáma megállapítható. 
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3.5.3 Giardia intestinalis azonosítása PCR módszerrel 

A G.intestinalis kimutatására a cél szekvencia általában a 18S rDNS, amivel egyidej leg az 

identifikálás is lehetséges. Molekuláris azonosítást az G. intestinalis esetében  nested  PCR  

vizsgálatot végeztük, MCGLADE et al. 2003 módszerrel. 

A PCR vizsgálatnak az az alapja, hogy függetlenül a típustól (nested vagy FRET), a parazita 

jelenlétét azzal igazolja, hogy kimutatja a parazitára specifikus DNS jelenlétét. A PCR tehát direkt 

kimutatási módszer, az él  és már elpusztult parazitát is képes kimutatni. 

Vagyis a kórokozó kimutatása genomja egy fajspecifikus részletének sokszorozásával és 

detektálásával történik.  

 Giardia intestinalis azonosítása nested PCR módszerrel 

A PCR során, a kimutatandó DNS szakaszhoz specifikusan köt  primerek segítségével a parazita 

genomjának egy, csak a saját fajára jellemz  részét felszaporítjuk. Az érzékenység növelése 

érdekében a megsokszorozott specifikus DNS régió egy bels  részét, egy második PCR lépésben 

tovább szaporítjuk (un. nested PCR-t végzünk) (15. ábra.). 

 

 K1 B1 
 
 
 
 B2 K2 
 

15. ábra. Giardia intestinalis küls  és bels  PCR primerek menete.  

 

Giardia intestinalis nested PCR-hez szükséges anyagok, reagensek 

 

8.sz. táblázat. Giardia intestinalis18SrRNS nested PCR szükséges anyagok 

Anyagok/reagensek megnevezése Gyártási eljárás 
azonosítója/hivatkozása 

PCR Mix (felhasználásra kész) Prod. No.: M7505 
Nukleázmentes víz (felhasználásra kész) Prod. No.: P119C 
primer: RH4  5’ AGTCGAACCCTG 

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

 

 

A Giardia intestinalis PCR vizsgálat els  lépéseként: a vizsgálati mintát lizáljuk, és a nukleinsavat 

kivonjuk  QIAamp  DNA  Stool  Mini  Kit-el  vagy  a  High  Pure  PCR  Template  Preparation  Kit-el  

K1 és K2 a küls  
primerek 
B1 és B2 a bels  
primerek. 
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használati utasítása szerint. A kórokozó kimutatása genomja egy fajspecifikus részletének 

sokszorozásával és detektálásával történik. A vizsgálat els  lépéseként, a vizsgálati mintát lizáljuk, 

és a nukleinsavat kivonjuk.  

A következ  lépésben, a PCR során, a megtisztított nukleinsavat olyan reakcióközegbe helyezzük, 

mely tartalmazza a megsokszorozásához szükséges valamennyi reagenst és enzimet (dNTP-k, 

MgCl2, primerek, Taq-polimeráz) (8. és 9.sz. táblázat.). 

 

9.sz. táblázat. A Giardia intestinalis 18S rRNS nested PCR-hoz küls  PCR használt keverék 

mastermix összetétele mennyisége egy mintára számítva. 

Reagens Mennyiség l-ben 1 
mintára 

Promega mix 25 
Primer RH4 
(munkahígításban) 

5 

Primer RH11 
(munkahígításban) 

5 

Nukleázmentes víz 5  
Összesen 40 
DNS minta 10 l 

 

A PCR folyamatában, 51 cikluson keresztül denaturálási, annealing és átírási lépések során, a 

primerek által meghatározott DNS szakasz megsokszorozódik (10.sz. táblázat.). 

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

120 mp 94 C-on  

1x 60 mp 53 C-on 

120 mp 72 C-on 

30 mp 94 C-on  

49 20 mp 53 C-on 

30 mp 72 C-on 

30 mp 94 C-on  

1x 20 mp 53 C-on 

7 perc 72 C-on 

tovább C-on  
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Giardia intestinalis küls  PCR termék tisztítása: adjunk ötszörös mennyiség  Binding puffert a 

PCR termékhez (pl.: 35 l amplifikátumhoz adjunk 175 l Binding puffert) és keverjük össze 

alaposan. Helyezzük a filteres oszlopot a gy jt cs be, mérjük rá a minta teljes mennyiségét az 

oszlopra. Centrifugáljuk 30-60 sec-ig, teljes sebességen (13000 x g). Öntsük ki a gy jt cs  

tartalmát, és helyezzük vissza az oszlopot a gy jt cs be, mérjünk 500 l Wash puffert az oszlopra, 

és centrifugáljuk 1 percig teljes sebességen 13000 x g. Öntsük ki a gy jt cs  tartalmát, és 

helyezzük vissza az oszlopot a gy jt cs be, mérjünk 200 l Wash puffert az oszlopra, és 

centrifugáljuk 1 percig teljes sebességen 13000 x g. (megjegyzés: ez a második mosási lépés 

biztosítja az optimális tisztaságot). Öntsük ki a gy jt cs  tartalmát, helyezzük az oszlopot egy tiszta 

1.5 ml-es mikrocentrifuga cs be, mérjünk 50-100 l Elution puffert az oszlopra, centrifugáljuk egy 

percig, teljes sebességen 13000 x g-n. (megjegyzés: ne használjunk vizet az eluáláshoz, mivel lúgos 

pH szükséges az optimális mennyiség  DNS visszanyeréséhez). A tisztított DNS-t a 

mikrocentrifuga cs  tartalmazza. 

A Giardia intestinalis második lépésben: a PCR során, a megtisztított nukleinsavat olyan 

reakcióközegbe helyezzük, mely tartalmazza a megsokszorozásához szükséges valamennyi reagenst 

és enzimet (dNTP-k, MgCl2, primerek, Taq-polimeráz) (11.sz. táblázat.). 

11.sz. táblázat. A Giardia intestinalis 18S rRNS nested PCR-hoz bels  PCR használt keverék 

mastermix összetétele mennyisége egy mintára számítva. 

Reagens Mennyiség l-ben 1 
mintára 

Promega mix 25 
Primer GIARF 
(munkahígításban) 

5 

Primer GIARR 
(munkahígításban) 

5 

Nukleázmentes víz 13 
Összesen 48 
Küls  PCR minta 2 l 

 

A PCR folyamatában, 51 cikluson keresztül denaturálási, annealing és átírási lépések során a 

primerek által meghatározott DNS szakasz megsokszorozódik. A PCR során, a kimutatandó DNS 

szakaszhoz specifikusan köt  primerek segítségével a protozoon genomjának egy, csak a saját 

fajára jellemz  részét, felszaporítjuk. Az érzékenység növelése érdekében a megsokszorozott 

specifikus DNS régió egy bels  részét egy második PCR lépésben tovább szaporítjuk. A 

G.intestinalis.  18S rRNS nested PCR  profil  program a  küls  és bels  PCR-hez azonos (10.sz. 

táblázat.). 
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A Giardia intestinalis harmadik lépésben: az így képz dött, nagy mennyiség  amplikont 1,5 %-os 

agaróz gélen, elektromos er térbe helyezve, méret szerint elválasztjuk a genomiális DNS-t l, és 

más, aspecifikus nukleinsav elemekt l. A gél etídium-bromidot tartalmaz, ami beépül a DNS kett s 

szálába, és a gélfuttatás után, UV fény alá helyezve a gélt, fluoreszcenciája révén láthatóvá teszi. A 

parazita jelenlétét az támasztja alá, hogy a PCR reakció végtermékeként kb. 170 bp-os amplikon 

megjelenik a gélfuttatás eredményének leolvasásakor. 

A Giardia intestinalis harmadik lépésben PCR termék tisztítása: mérjünk le egy 1.5 ml-es (üres) 

eppendorf csövet, és jegyezzük fel az eredményt. Tiszta (lealkoholozott) borotvapengét vagy szikét 

használva vágjuk ki az agaróz gélb l a tisztítani kívánt DNS csíkot. Olyan közel vágjuk a DNS 

csíkhoz, amennyire csak lehet. Daraboljuk fel a kivágott gélt több apró darabra, és helyezzük az 

el leg lemért eppendorf cs be. Mérjük meg a csövet most már a géllel együtt, vonjuk ki az üres 

cs  súlyát,  így megkapjuk a géldarab saját  mennyiségét,  és adjunk 300 l  Binding puffert  minden 

100 mg agaróz gélhez, majd vortexeljük 15-30 sec-ig, azután inkubáljuk 10 percig (vagy amíg a gél 

felolvad) 56 C-on, közben 2-3 percenként vortexeljük. Miután a géldarab teljesen felolvad, adjunk 

150 l izopropanolt minden 100 mg gélhez, vortexeljük alaposan, és helyezzük a filteres oszlopot a 

gy jt cs be, azután mérjük rá a teljes minta mennyiségét az oszlopra (de max. 700 l-t, ha több a 

minta, akkor osszuk ketté, és használjunk két oszlopot). Centrifugáljuk 30-60 sec-ig, teljes 

sebességen (13000 x g). Öntsük ki a gy jt cs  tartalmát, és helyezzük vissza az oszlopot a 

gy jt cs be, mérjünk 500 l Wash puffert az oszlopra, centrifugáljuk 1 percig, teljes sebességen 

(13000 x g). Öntsük ki a gy jt cs  tartalmát, és helyezzük vissza az oszlopot a gy jt cs be, 

mérjünk 200 l Wash puffert az oszlopra, centrifugáljuk 1 percig, teljes sebességen (13000 x g). 

Öntsük ki a gy jt cs  tartalmát. Helyezzük az oszlopot egy tiszta 1,5 ml-es mikrocentrifuga cs be, 

mérjünk 50-100 l Elution puffert az oszlopra, centrifugáljuk 1 percig, teljes sebességen (13000 x 

g). A tisztított DNS-t a mikrocentrifuga cs  tartalmazza. 

3.5.4 PCR-termékek tisztítása, szekvenálás 

PCR-termékek, vagyis a nagy számban amplifikált DNS szakaszt High Pure PCR Product 

Purification Kit (Germany) segítségével tisztítottuk, a gyártó utasításai szerint. A gyártó két 

lehet séget ajánl fel, az egyik a termék tisztítása az oldatból, hogy szebb képet kapjunk a 

futtatáskor. A másik, az agaróz gélb l történ  tisztítás, amikor egy konkrét terméket szeretnék 

szekvenálni. 

A nukleotidok sorrendjének meghatározása esetemben a MEGA 1000 készüléken történt. 

Leggyakrabban a szekvenálási kiindulási anyag a DNS, amely leggyakrabban a PCR terméke. Az 

interneten mindenki számára, ingyen hozzá férhet  a nemzetközi szekvencia-adatbázis, mint a 

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) (ALTSCHUL et al. 1990) Kikereshet k az adatbázisból 
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az általunk kapotthoz legnagyobb hasonlósságot mutató szekvencia, ellen rizhetjük azt is, hogy a 

kapott szekvencia valóban a vizsgálandó organizmus genomjának kívánt szakasza-e, és a PCR 

reakció megfelel  specifitású volt-e 

Szekvencia illeszt  program 

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

az interneten ingyen hozzáférhet . Az illesztésben minden szekvencia külön sorban helyezkedik el 

úgy, hogy az összeillesztett bázis vagy aminosav pozíciók egy-egy oszlopot alkotnak (CORPET 

1988). 

3.5.5 Filogenetikai analízis 

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

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

filogenetikai fa olyan taxonómiai egységek közötti evolúciós kapcsolatok grafikus ábrázolására 

szolgál, amelyek feltételezhet en közös st l származnak. Olyan családfára hasonlító diagramok 

ezek, ahol az ágak végein találhatók a vizsgált organizmusok, az ágak hossza pedig arányos a 

közöttük becsült távolsággal (TAMURA et al. 2011). 

3.5.6 Statisztikai elemzés  

Az arányok összehasonlítására x2-analízist alkalmaztunk, a 0,05-nél kisebb p értékeket tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak. SPSS szoftvercsomagot használtunk ezekhez az elemzésekhez. 

 Statisztikai elemzést befolyásoló tényez k 

A vizsgálat eredményét hátrányosan befolyásolja, ha  

 a kiindulási minta kevés, 

 a kiindulási minta vagy a lizátum a vizsgálat megkezdése el tt huzamosabb ideig állt, 

 a mintavétel és -szállítás nem el írás szerint történt, 

 a vizsgálatot végz  személy jártassága és elméleti ismerete a molekuláris biológiai 

vizsgálatokban nem megfelel ,  

 a munkahelyiség h mérséklete magas (>28°C, ekkor a gél lassabban szilárdul meg, a 

min sége romlik), 

 a minták vagy reagensek küls  forrásból származó DNS-sel szennyez dnek. 

Ezen befolyásoló tényez k egy részét megel zhetjük a MBL-ban végzett vizsgálatok, környezeti 

feltételekr l szóló el írásainak betartásával. 
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4 EREDMÉNYEK ÉS ÉRTÉKELÉSÜK 

4.1 Entamoeba histolytica azonosítása 

4.1.1 Entamoeba histolytica jelenlétének kimutatása mikroszkópos és ELISA 
vizsgálattal 

2003-2008-ig a OEK Parazitológiai Osztályra 77 (75 székletminta és 2 májtályog) vizsgálati minta 

érkezett, feltételezett amoebiasis diagnózissal. Erre a célra leggyakrabban mikroszkópos vizsgálatot 

végeznek, így 77 vizsgálati minta a feltételezett E. histolytica fert zésre lett diagnosztizálva, 

mikroszkópon vizsgálva: natívan (0,88 % NaCl-os oldat), Lugol –oldatos és cysta dúsítási 

módszerrel, amelynek 3 mintája pozitív eredményt adott (1db székletminta és 2db. májtályog). A 

mikroszkópos vizsgálatnak szenzitivitása 3,89 % alacsony, és nem alkalmas a patogén E. histolytica 

és az apatogén E. dispar megkülönböztetésére. Mint azt a 2.6.2. fejezetben bemutattam, hogy a 

1997-es WHO rendelet szerint a két faj megkülönböztetésére szolgáló laboratóriumi módszerek 

alkalmazása rendkívül fontos lenne, mind klinikai és terápiás, mind epidemiológiai szempontból. 

Továbbiakban a vizsgálati anyagból lehet ség nyílik ELISA alapú antigén kimutatásra, amelynek 

szenzitivitása és specificitása lényegesen meghaladja a mikroszkópos vizsgálatét. Így 75db. 

székletminta lett megvizsgálva Entamoeba histolytica WampoleTM Ag ELISA-val. Az ELISA 

szenzitivitása 4,0 %-os lett, és szintén 3 pozitív minta volt. A mikroszkópos és Ag ELISA 

vizsgálatnak a szenzitivitása alacsony volt, így sor került a molekuláris biológiai módszerre. A 

választásom a Roy és munkatársainak 2005-ben publikált primerekre esett, amelyet egy sima PCR 

segítségével felamplifikáltam és elektroorézissel értékeltem. Az Electrophoretic PCR-el 24 esetben 

pozitív eredményt adott a 77 vizsgálati mintából, amelynek a szenzitivitása 31,16 volt. Az 

elektroforetikus PCR egy hosszú eljárás volt, 24 órát vett igénybe, így ki kellett dolgozni egy gyors 

real-time FRET PCR-t (12.sz. táblázat.). 

4.1.2 Entamoeba histolytica jelenlétének kimutatása real-time FRET PCR technikával 

Az E. histolytica kimutatásának, a magasabb költség és infrastruktúra-igénye miatt kevésbé 

elterjedt, de igen érzékeny és nagy specificitású módszere a nukleinsav kimutatás, PCR technikával 

(7.sz. táblázat.). A real-time PCR vizsgálat a hagyományos PCR technikánál lényegesen rövidebb 

id  alatt végezhet  el, és kevesebb kontaminációs lehet séget idéz el  (20 µl reakció-térfogat 

kvarckapillárisok h kapacitása eredményezi az ultragyors f tési sebességet, 20ºC/sec). LighCycle 

készüléket fejlesztettek ki a gyors molekuláris vizsgálatokhoz. A LightCycler® ultragyors rendszer, 

amely specifikus és nem-specifikus detektálással m ködik, több mint egy egyszer  PCR készülék, 
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olvadáspont elemz  programjával és magasan szofisztikált szoftverével a nagy precizitású és 

érzékenység  analitikai m szerek körébe tartozik.  

A diagnosztizálni kívánt E. histolytica génszakasz a LighCycler készülék segítségével FRET PCR-t 

alkalmaztunk. A rendszer szoftvere képes a görbe (és kalibráció) alapján a minta kiindulási 

mennyiségének automatikus kiszámolására. ATCC E. histolytica HM-1:IMSS törzsb l készítettünk 

hígítási sorozatot, Bürker kamra segítségével: 1500 parazita/ml, 1000 parazita/ml, 50 parazita/ml, 

30 parazita/ml (16. ábra.). 

 

 
16. ábra. E. histolytica Absolute Quantification (minél magasabb a kiindulási targetek (kópiák) 
száma, annál korábbi ciklusban válik láthatóvá a kinetikus görbe).  
 
Az olvadáspont mérését állítottam be. Erre lépésre azért volt szükség, hogy a kontroll mellett a 

primer-dimerek és egyéb mellékterméket könnyebben lehessen elkülöníteni, illetve a pontmutációk, 

deléciók mérése, genotipizálás és egyéb feladatok is elvégezhet k néhány perc (5-10) alatt (17. 

ábra.). 
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17. ábra. Entamoeba histolytica Tm (olvadáspont mérése) mérés LightCycler készüléken. 
 
Az E. histolytica génjére tervezett LightCycler PCR fajspecifikusan azonosítja a parazitát. A 

vizsgálat laboratóriumunkban > 2,5 db/ml E. histolytica kimutatására képes.  

4.1.2.1 Entamoeba histolytica szenzitivitás 

2 különböz  napon 3 párhuzamosban végeztem el 2500db E. histolytica /ml és 0,05db E.histolytica 

/ml közötti standard hígítási sor (2500; 500,250;50; 25; 5; 2,5, 0,5; 0,25; 0,05 E.histolytica /ml) 

tesztelését a PCR módszerrel (18. ábra.). A kimutathatósági határ (az a koncentráció, amely 

mindhárom párhuzamosban pozitív eredményt adott) 2,5 kópia/ml volt. A szignifikáns koefficiens 

korreláció r=-0,98 szinten szignifikáns. 
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18. ábra. Entamoeba histolytica /ml közötti standard hígítási sor (2500; 500,250;50; 25; 5; 2,5, 0,5; 
0,25; 0,05 Entamoeba histolytica /ml) tesztelését a PCR módszerrel. A szignifikáns koefficiens 

korreláció r=-0,98 szinten szignifikáns. 

4.1.2.2 Entamoeba histolytica specificitás  

A módszer specificitását a primerek és próbák helyes megválasztása biztosítja. A primereket és a 

próbákat összehasonlító szekvenciaanalízissel vetettem egybe az ismert szekvenciaadatokkal, az 

esetleges homológiák kisz résére.  

A real-time PCR vizsgálatot elvégeztem E. histolytica pozitív székletmintával, és E. histolytica 

tenyészetb l nyert trophozoitokkal. Valamennyi minta és a tenyészetb l nyert trophozoitok is 

pozitív eredményt adtak.  

A real-time PCR vizsgálatot elvégeztem E. histolytica negatív székletmintával is. Valamennyi 

minta negatív eredményt adott. 

4.1.2.3 Entamoeba histolytica keresztreakció 

A keresztreakciók kisz résére a következ , székletben el forduló kórokozókat tartalmazó mintákkal 

végeztem el a tesztet: E. dispar, Blastocystis hominis, G. lamblia. Valamennyi minta negatív 

eredményt adott a vizsgálatban, tehát keresztreakció a felsorolt fajokkal nem áll fenn. 

Az E. histolytica Real-Time-PCR termékét gélelektroforézissel (futtatást 1,5% 1.30 óra) 

megvizsgáltam és 134 bp-nál minden pozitív mintában jelet kaptunk. Tehát az elektroforézissel is 

bizonyítottam, hogy a termékünk specifikus (19a. és 19b. ábra.). 
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19a. és 19b. ábra. Entamoeba histolytica real-time FRET PCR termékét gélelektroforézisen. 

4.1.3 Entamoeba histolytica szekvencia analízis eredmény 

A gélb l megtisztított mintákat a protokoll szerint a PCR termék-tisztító kittel újra tisztítottam: 

 PCR-M és PCR Advanced Clean Up System (USA).  

A mintákat a MegaBACE Kit protokoll szerint amplifikáltam, majd ismételten tisztítottam: 

 DYEnamic ET Dye Terminator Kit MegaBACE (USA).  

A szekvenált mintákat BLAST algoritmussal ellen riztem, ezt a 20. és a 21. ábrán lehet látni. 

 

 
20. ábra. Entamoeba histolytica szekvencia azonosítása a NCBI BLAST programban 

 

a b 
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21. ábra. Entamoeba histolytica szekvencia eredménye a NCBI BLAST programban. 

 

4.1.4 Entamoeba histolytica szekvencia-illeszt  program eredmény 

Az E histolytica és E.dispar referencia szekvenciákat töltöttem le a Gene Bankból, (E histolytica 

X75434; M95498; L36807 és E.dispar AB253475 és AB253476 és a MultAlin program 

segítségével összehasonlítottam általam megszekvenált pozitív mintákat. A 22. ábrán lehet látni, 

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

 

 
22. ábra. Entamoeba histolytica összehasonlítás referencia szekvenciákkal (Gene Bank Entamoeba 

histolytica No: X75434; M95498; L36807 és Entamoeba dispar No: AB253475 és AB253476) 
MultAlin program segítségével. 
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4.1.5 Entamoeba histolytica filogenetikai analízis eredmény 

 
A filogenetikai analízis eredmény szintén meger sítette, hogy a beteg minták egyeznek az E. 

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

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

23. ábra. Filogenetikai analízis beteg mintának és az Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar 
referencia szekvenciákkal (Gene Bank Entamoeba histolytica No: X75434; M95498; L36807 és 

Entamoeba dispar No: AB253475 és AB253476) 
 

E. histolytica 16S  RNS  génjére Roy és munkatársai (2005) publikáltak primereket, ezek 

LightCycler PCR készülékre lettek tervezve, amely fajspecifikusan azonosítja a parazitát. Az 

eredményeket összefoglaltam a 20-23. ábrában és a 12. sz. táblázatban. A 12. sz. táblázaton az 

látszik, hogy a két PCR módszernek az eredménye is, szenzitivitása is egyezik. 
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12.sz. táblázat. Entamoeba histolytica szignifikáns eredmények mikroszkópikusan, Entamoeba 

histolytica Ag-specifikus ELISA-tesztel (Wampole™, Catalog No. 30404, USA) és PCR vizsgálat. 

Vizsgálat típusa Vizsgálat száma Pozitív minták (%)  Negatív minták (%) 

Mikroszkóp 77 3(3.89) 74(96.10) 

Entamoeba 

histolytica 

WampoleTM ELISA 

75 3(4.0) 72(96.0) 

Electrophoretic PCR 77 24(31.16) 53(68.83) 

FRET PCR 77 24(31.16) 53(68.83) 

 

Tehát kidolgoztam egy magas specifitású és igen érzékeny, gyors módszert, amely 32 mintát 2 óra 

alatt tud értékelni és amely alkalmas bármilyen váladékból, tályogból, punktátumból a E. histolytica 

kimutatására. 
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4.2 Acanthamoeba spp. azonosítása  

4.2.1 Acanthamoeba spp. jelenlétenek kimutatása mikroszkópos és tenyésztési 
vizsgálattal 

A mikrobiológiai vizsgálat során él sz r a mintákból steril PBS oldattal sorozat hígítást készítettem 

meghatároztunk PAGE (hígítás sort 10-1, 10-2) agar lemez a minták összes él  sejt számát 

tenyésztéses szelektiv agaron, 37 és 28°C-on inkubáltam olyan inkubációs id vel (48, 72 es 96 óra) 

amelyek megfelel a mikrobák növekedésének. 44 különböz  morfológiájú telep n tt ki a higított 

lemezeken, amelyekb l saját törzsgy jteményt kaptam. 

A kukorica és lucerna rizoszférájából a baktériumon és gombán kívül sikerült kimutatni szabadon 

él  amoebákat tenyésztéses eljárással, a Page agaron. A táptalajon kitenyésztett amoebákat 

morfológiailag azonosítottam: Naegleria és Acanthamoeba speciesként (24. ábra.). 

 

 

 

 

 

 

24. ábra. Mikroszkópos felvétel a rizoszférából izolált amoeba (Naegleria és Acanthamoeba spp.) 

trophozoita és cystának, 320x (A) és 400x (B) nagyítással. 
 

4.2.2 Acanthamoeba spp. jelenlétének kimutatása real-time FRET PCR technikával 

A kukorica és lucerna rizoszférájából vett 1g mintát Acanthamoeba spp. real-time FRET PCR 

módszerrel, a kalibrációs görbe segítségével, absolute quantificatio-val sikerült meghatározni DNS 

koncentrációt. Tehát, a KUK1-264,0db/20µl, KUK2-1,0 db/20µl, KUK3-68,0 db/20µl, KUK4-1,3 

db/20µl, KUK5-2,4 db/20µl, KUK6-4,1 db/20µl, LUC1-129,0 db/20µl, LUC2-74,0 db/20µl, LUC3-

46,0 db/20µl, LUC4-1,6 db/20µl, LUC5-1,6 db/20µl, LUC6-4,0 db/20µl és öntöz  rendszer (öntöz  

rendszer-1liter víz bekoncentrálva PVDF) 1,0 db/20µl az Acanthamoeba genus 13 pozitív minta 

volt. Az Ut1, Ut2, Ut3, Gyep1, Gyep2, Gyep3 és a pocsolya (1liter pocsolya bekoncentrálva PVDF) 

az Acanthamoeba genus real-time FRET PCR módszerrel negatív eredményt adott. 

A B 
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Az Acanthamoeba spp. génjére tervezett LightCycler PCR fajspecifikusan azonosítja a parazitát. A 

vizsgálat laboratóriumunkban > 0,017 db/20µl Acanthamoeba spp. kimutatására képes.  

4.2.2.1 Acanthamoeba spp. szenzitivitás  

3 különböz  napon 3 párhuzamosban végeztem el 1700db/20µl Acanthamoeba spp. közötti 

standard hígítási sor (17000; 1700; 170; 17; 1,7; 0,17; 0,017 Acanthamoeba spp /20µl) tesztelését a 

PCR módszerrel. A kimutathatósági határ (az a koncentráció, amely mindhárom párhuzamosban 

pozitív eredményt adott) 0,17 kópia/20µl volt (25. ábra.) A korreláció p=0,05 szinten szignifikáns. 

 

25. ábra. Acanthamoeba spp. szenzitivitás és specificitás-analízis hígítási sorozatának  

(17000 - 0.017 protozoon 20µl PCR reakció). A korreláció p=0,05 szinten szignifikáns. 

4.2.2.2 Acanthamoeba spp. specificitás 

A módszer specificitását a primerek és próbák helyes megválasztása biztosítja. A primereket és a 

próbákat összehasonlító szekvenciaanalízissel vetettem egybe az ismert szekvenciaadatokkal, az 

esetleges homológiák kisz résére.  

A real-time FRET PCR vizsgálatot elvégeztem Acanthamoeba spp. pozitív mintával, és 

Acanthamoeba spp. tenyészetb l nyert trophozoitokkal. Valamennyi minta és a tenyészetb l nyert 

trophozoitok pozitív eredményt adtak és az olvadási pont azonos volt 55°C (26. ábra.). 
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26. ábra. Acanthamoeba spp olvadáspont mérésének (Tm.) 
 

Pozitív Acanthamoeba spp. FRET-Real-Time-PCR termékét gélelektroforézissel (kontrol futtatást 

1,5%  1.30  óra)  megvizsgáltam  és  180  bp  minden  pozitív  mintában  jelet  kaptam.  Tehát  az  

elektroforézissel is bizonyítottam, hogy termékünk specifikus  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27. ábra. Pozitív Acanthamoeba DNS kontrollból (1700 - 0.017 protozoon PCR reakció) vizsgálatot 

végeztem, érzékenység céljából (vonal 1: Molekular Marker 100bp (Sigma-P1473); vonal 2: AK 
1700/20µl; vonal 3: AK 170/20µl; vonal 4: AK 17/20µl; vonal 5: AK 1.7/20µl; vonal 6: AK 

0.17/20µl; vonal 7: AK 0.017/20µl). 
 
Az Acanthamoeba spp. vizsgálati módszer jellemz i a 18S rRNS génje az Acanthamoeba spp. 

genomjában nagyszámú kópiában van jelen, funkciója a riboszómális RNS kódolása. A PCR 

kimutatja akár az él , akár az elpusztult parazitát.  
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Az Acanthamoeba spp. 18S rRNS génjére tervezett PCR fajspecifikusan azonosítja a parazitát. A 

vizsgálat laboratóriumunkban real-time FRET PCR 0,017 db/20µl és gélelektroforézissel 1,7 

db/20µl Acanthamoeba spp. kimutatására képes (27. ábra.). 

4.2.2.3 Acanthamoeba spp. keresztreakció 

A keresztreakciók kisz résére a következ , székletben el forduló kórokozókat tartalmazó mintákkal 

végeztem el a tesztet: E. histolytica, E. dispar, Blastocystis hominis, G. lamblia. Valamennyi minta 

negatív eredményt adott a vizsgálatban, tehát keresztreakció a felsorolt fajokkal nem áll fenn. 

4.2.3 Acanthamoeba spp. szekvencia analízis eredménye 

Az Acanthamoeba genus 13 pozitív mintákat tovább szekvenáltam, species meghatározás céljából. 

>Acanthamoeba18SrRNA1KUK 
AAATGATGTGTCAAATGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCATGTTGGTTTTGGCATGCGCGAGGAC
TAGGGTAATGATTAATAG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA2KUK 
GAGCAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGCACGCGAGGACCAGGT
AATGATTATAGG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA3KUK 
AAATAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTA
GGGTAATGATTAATAG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA4Kuk 
AAATAGAGTGTCAAAGCACGGCAGATCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGCACTA
GGGTAATGATTAATAG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA5Kuk 
AATAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAGG
GTAATGATTAATAG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA6Kuk 
AAATAGAGTGTCAAAGCACGGCAGATCTAATTTTCTATGCCACCGAATACATTAGCAT
GGGATAATGGAATAAGGACCTGATCCTCTATTTTCAGATTGGTTTATGGCAGGCGAAG
GACTAGGGTAGATTGATTAATAG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA1LUC 
AAATAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTA
GGGTAATGATTAATAG 
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>Acanthamoeba 18S rRNA 2LUC 
AAATAGAGTGTTCAAGCAGGCAGATCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGGA
TAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTCTTTTCAGTTGGTTAATTAGTAGTGAGGATCAGG
TAATGATTAATAG 
 
>Acanthamoeba18SrRNA3LUC 
AGGCAGAGTGTTCAAAGCAGGCAGATCAATTTTCTTGCCACCGAATACATTAGCATGG
GATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATCTTCAGTTGGTTAACTTGTGAGAGAGATGC
AGGGTGATTGATGA 
 
>Acanthamoeba18SrRNA4Luc 
GGGCAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAG
GGTAATGATTATAGA 
 
>Acanthamoeba18SrRNA5Luc 
GCATAGAGTGTCAAAGCAGGCAGATCCAATTTTCTGCCACCGAATACATTAGCATGGG
ATAATGGAATAGGACCCTGTCCTCCTATTTTCAGTTGGTTTTGGCAGCGCGAGGACTAG
GGTAATGATTATAGA 
 
>Acanthamoeba18SrRNA6Luc 
GGGACGGGCCTAGTCTCGCGCTGCCAAAACAACTGAAAATAGGAGGACAGGTCCTATT
CCATTATCCCATGCTAATGTATTCGGTGGCAGAAAATTGGATCTGCCTGCTTTGAACAC
TCTAATTTTTTCACGGTAACGAAATTTCTGGGA 
 
>Acanthamoeba18SrRNAwateringsystemPVDFiltr 
GAGTGTCAAGCAGGCAGATCAATTTTCTTGCCACGAATACATTAGCATGGGATAATGG
AATAGGACCCTGTCCTCCTATCTTCAGTTGGTTTAGCTGGCGAGGATCAGGTAATGATT
AATAG 
 

4.2.4 Acanthamoeba spp. szekvencia-illeszt  program eredmény 

Ahhoz, hogy könnyebben tudjam meghatározni a csoportokat, el ször is letöltöttem a NCBI 

honlapról a referencia szekvenciákat (Acanthamoeba spp. jelenleg 17 genotípusa T1-T17.) és a 

MultAlin program segítségével illesztettem (28. ábra. és 29. ábra.). 

NCBI Acanthamoeba spp. referencia szekvenciák 17 genotípusa: 

NCBI_T1U07400; NCBI_T2U07411; NCBI_T3AF239295; NCBI_T4U07416; 

NCBI_T5U94739; NCBI_T2_T6AF019063; NCBI_T7AF239293; NCBI_T8AF019065; 

NCBI_T9AF019066; NCBI_T10AF019066; NCBI_T11HM036186AcHu; NCBI_T12AF019070; 

NCBI_T13AF132134; NCBI_T14AF333607; NCBI_T15AY262364; NCBI_T16GQ380408 és 

NCBI_T17JF437606. 
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28. ábra. MultAlin program segítségével, Acanthamoeba fajok PCR termék Kuk1, Kuk2, Kuk3, 
Luc1, Luc2, Luc3, öntözési PVDF és referencia törzsek NCBI GenBank (Acanthamoeba T1-T17) 

összehasonlítását végeztem el. 
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29. ábra. Acanthamoeba spp. LUC4, LUC5, LUC6, KUK4, KUK5 és KUK6 összehasonlítása 
referencia szekvenciákkal (Gene Bank Acanthamoeba T1-T17) MultAlin program segítségével. 
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4.2.5 Acanthamoeba spp. filogenetikai analízis eredménye 

Gyökeres filogenetikai fa készítése segítségével megállapítottam, hogy a kukorica és lucerna 

rizoszférájában él  Acanthamoeba-k, taxonómiailag, melyik legközelebbi közös sére mutatnak. A 

gyökér  fán  jól  lehet  látni  (30.  ábra.),  hogy  a  PVD filter  az  Acanthamoeba T17JF437606-al van a 

legközelebbi rokonságban (amely jelenleg még nem okoz emberi megbetegedést). A LUC2 az 

Acanthamoeba T2NT6AFo19063-hoz (okoz emberi megbetegedést, mint keratitis, encephalitis); 

KUK1, KUK3 és a LUC1 az Acanthamoeba T4U07416 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 legközelebbi rokona 

(amely jelenleg még nem okoz emberi megbetegedést). 

Továbbá a 31. ábrán jól lehet látni, hogy a KUK4, KUK6 és KUK6 az Acanthamoeba T4U07416-

nak; LUC 4 és a LUC5 az Acanthamoeba T11HM036186AcHu-nak; LUC6 az Acanthamoeba 

T8AF019065/T9AF019066/T10AF019066/T12AF019070-nek a legközelebbi rokona. Az 

Acanthamoeba T4 genotípus okozhat Keratitis és Encephalitis emberi megbetegedést, az 

Acanthamoeba T11 genotípus okozhat keratitis emberi megbetegedést, az Acanthamoeba T8 és T9 

genotipus–ról egyel re nincs publikálás, hogy okozhatott-e humán megbetegedést, de az 

Acanthamoeba T10 genotípus keratitis és encephalitis emberi megbetegedést okoz, és végül az 

Acanthamoeba T12 genotípus is okozhat encephalitist. 

Az Acanthamoeba genus  13  pozitív  mintákat  leraktunk  az  NCBI  BankIt1593841:  KUK1  -  

KC434439, KUK2 - KC434440, KUK3 - KC434441, KUK4 - KC434442, KUK5 - KC434443, 

KUK6 - KC434444; LUC1 - KC434445, LUC2 - KC434446, LUC3 - KC434447, LUC4 - 

KC434448, LUC5 - KC434449, LUC6 - KC434450, Öntözés - KC434451. 
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30. ábra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok  PCR  termék  Kuk1,  Kuk2,  Kuk3,  Luc1,  
Luc2, Luc3, öntözési rendszer (PVDF) és referencia törzsek NCBI GenBank következtethet 
szomszéd-összeköt  elemzés páronkénti összehasonlításokat (180-bp fragmentumokat). 
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31. ábra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok  PCR  termék  Kuk4,  Kuk5,  Kuk6,  Luc4,  
Luc5, Luc6, és referencia törzsek NCBI GenBank következtethet szomszéd-összeköt  elemzés 
páronkénti összehasonlításokat (180-bp fragmentumokat).  
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4.3 Giardia intestinalis azonosítása

4.3.1 Giardia intestinalis jelenlétének kimutatása mikroszkópos és ELISA vizsgálattal 

2006-2007-ban, 187 kutyától származó bélsár vizsgálatát végeztem el mikroszkóppal, ELISA 

coproantigén teszttel (ProSpect Remel, USA) és nested PCR módszerrel. A módszer érzékenysége 

nem egyezett az ELISA módszerével, ez látható a 13.sz. táblázatban. A 14.sz. táblázatban a nested 

PCR pozitív minták korcsoport szerinti eloszlását mutatom be. 

13.sz. táblázat. A 2006-2007-ig Giardia intestinalis szignifikáns eredmények, mikroszkopikusan, 

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

vizsgálat.  

Vizsgálat típusa Vizsgálat száma Pozitív minták % 

Mikroszkóp 187 14 7,5 

Giardia intestinalis 

coproantigen ELISA 

187 100 58,8 

nested PCR 187 11 5,8 

 

14.sz. táblázat. A 2006-2007-ig, a Giardia intestinali pozitív minták korcsoport szerinti eloszlása.  
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4.3.2 Giardia intestinalis jelenlétenek kimutatása nested PCR vizsgálattal 

2006-2007-ig, az Országos Epidemiológiai Központ Parazitológiai Osztályára 187 (kennel ebminta) 

vizsgálati minta érkezett. Erre a célra, eddig leggyakoribb a mikroszkópos vizsgálat: natívan (0,88 

% NaCl-os oldat), Lugol –oldatos és cysta dúsítási módszerrel, amelynek 14 mintája pozitív 

eredményt adott. A mikroszkópos vizsgálat szenzitivitása alacsony (7,5%). Továbbá a vizsgálati 

anyagból lehet ség nyílik ELISA alapú antigén kimutatásra, amelynek szenzitivitása és 

specificitása lényegesen meghaladja a mikroszkópos vizsgálatét. Így 187 db. székletmintát 

vizsgáltam meg Giardia intestinalis coproantigen ELISA –val (ProSpect Remel, USA). Az ELISA 

szenzitivitása 58,8 %-os lett, és 100 pozitív minta volt. A mikroszkópos Ag ELISA vizsgálatnak a 

szenzitivitása tehát nem egyezett, és a zoonotikus kockázat kizárás céljára sem alkalmas, ezért 

került sor a molekuláris biológiai módszerre. A választásom a McGlade et al. 2003-ban publikált 

nested PCR segítségével felamplifikáltam, és elektroforézissel értékeltem. A nested PCR 11 esetben 

pozitív eredményt adott a 187 vizsgálati mintából, amelynek a szenzitivitása rendkívül alacsony, 

5,8% volt. 

2008-ban, az Országos Epidemiológiai Központ Parazitológiai Osztályára 40 (kennel ebminta) 

vizsgálati minta érkezett. Erre a célra eddig leggyakoribb a mikroszkópos vizsgálat: natívan (0,88 % 

NaCl-os oldat), Lugol –oldatos és cysta dúsítási módszerrel, amelyb l mindössze 1 minta lett 

pozitív. A mikroszkópos vizsgálat szenzitivitása alacsony (2,5%). Továbbá a vizsgálati anyagból 

lehet ség nyílik ELISA alapú antigén kimutatásra, amelynek szenzitivitása és specificitása 

lényegesen meghaladja a mikroszkópos vizsgálatét. Így 40 db. székletmintát vizsgáltam meg 

Giardia intestinalis coproantigen ELISA –val (ProSpect Remel, USA). Az ELISA szenzitivitása 

52,8 %-os lett, és 21 pozitív minta volt. A mikroszkópos Ag ELISA vizsgálatnak a szenzitivitása 

tehát ismét nem egyezett, és a zoonotikus kockázat kizárás céljára sem alkalmas, ezért továbbra is 

került sor a molekuláris biológiai módszerre, a McGlade et al. 2003-ban publikált nested PCR-rel. 

A nested PCR 7 esetben pozitív eredményt adott a 40 vizsgálati mintából, amelynek a szenzitivitása 

rendkívül alacsony, 17,5% volt, ezt mutatom be a 15.sz. táblázatban. A 16. sz. táblázatban a nested 

PCR pozitív minták korcsoport szerinti eloszlását mutatom be. 
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15.sz. táblázat. A 2008 Giardia intestinalis szignifikáns eredmények mikroszkopikusan, Giardia 

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

vizsgálat.  

Vizsgálat típusa Vizsgálat száma Pozitív minták % 

Mikroszkóp 40 1 2,5 

Giardia intestinalis 

coproantigen ELISA 

40 21 52,8 

nested PCR 40 7 17,5 

 

 

16.sz. táblázat. A 2008-ban Giardia intestinali pozitív minták korcsoport szerinti eloszlása.  
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4.3.3 Giardia intestinalis szekvencia analízis eredmény, nested PCR 

A G. intestinalis pozitív mintákat tovább szekvenáltam, a csoport meghatározás céljából. 

 A 2006-2007-ben nested PCR G. intestinalis pozitív mintáknak szekvenciák: 
 
>gi|110676643|gb|DQ112665.2| Giardia intestinalis isolate HuNCE117d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GACGCTCTCCTCAAGGACACAAGCCATGCATGCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGG 
 
>gi|110676641|gb|DQ118557.2| Giardia intestinalis isolate HuNCE145d 18S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
ACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACGC
AG 
 
>gi|110676642|gb|DQ118558.2| Giardia intestinalis isolate HuNCE147d 18S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGC
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG 
 
>gi|116241203|gb|DQ890186.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE615d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
ACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCTAGCGTGACG
CAGAT 
 
>gi|116241204|gb|DQ890187.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE624d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
TGACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGC
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG 
 
>gi|116241205|gb|DQ890188.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE635d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGC
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG 
 
>gi|116241206|gb|DQ890189.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE636d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
TATGACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGG
ACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTG
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GCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGA
CGCAGA 
 
>gi|116241207|gb|DQ890190.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE639d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAAGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGC
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGACGCTCGCGGGCGAGCTAGCGTGAC
GCAG 
 
>gi|116241208|gb|DQ890191.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE646d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
ACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGACG
GCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCA
ACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACGC
AG 
 
>gi|116241209|gb|DQ890192.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE651d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGC
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCAGCGTGACG
CAG 
 
>gi|116241210|gb|DQ890193.1| Giardia intestinalis isolate HuNCE911d 18S small subunit 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
GACGCTCTCCCCAAGGACACAAGCCATGCATGCCCGCACACCCGGGAGGCGGCGGAC
GGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGC
AACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAAGTGCGGGCGCCCGCGGGCGAGCTAGCGTGAC
GCAG 
 

 A 2008- ban nested PCR G. intestinalis pozitív mintáknak szekvenciák: 
 

>Giardia intestinalis 18SrRNA_1kutya 
CGCATGCCCGCACACCGGTGAAGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCG
TCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCAA
GTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTTGAACGCAGAGT 
 
>Giardia intestinalis 18SrRNA_3kutya 
GGCCGCACTNGCGCGCACGTCTTGGCGCCGGGTTGCAGCGGTGTCCGGCTAGCAGGGA
CGCCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGC
ATGCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAAGAAGCGTCA 
 
>Giardia intestinalis 18SrRNA_6kutya 
GGCGCTGACTGNCGCGCACGTCTTGGCGCGGGTTGCAGCGGTGTCCGGCTAGCAGGGA
CGCCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGC
ATGCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAGAGCGTCA 
 
>Giardia intestinalis 18SrRNA_10kutya 
GGCTGCACTTGGCGCGCACGTCTTGGCGCGGGTTGCAGCGGTGTCGGCTAGCAGTGAC
GCCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGCA
TGCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAGAAGCGTCA 
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>Giardia intestinalis 18SrRNA_17kutya 
GGCGCACTTGCGCGCACGTCTTGGCGCGGGTTGCAGCGGTGTCCGGCTAGCAGTGACG
CCGCGGGGGGTGCAACCGTTGTCCTGAGCCGTCCGCCGCTTCCCGGGTGTGCGGGCAT
GCATGGCTTGTGTCCTTGGGGAGAGCGTCA 
 
>Giardia intestinalis 18SrRNA_18kutya 
GTCCGCACACCGGGAAGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCCCGCGGCG
GTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTTGCGCGCAAGTGCG
GACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTTGAACGCAGA 
 
>Giardia intestinalis 18SrRNA_39kutya 
GCATGCATGCCGCACACCGGTGAAGCGGCGGACGGCTCAGGACAACGGTTGCACCCCC
CGCGGCGGTCCCTGCTAGCCGGACACCGCTGGCAACCCGGCGCCAAGACGTGCGCGCA
AGTGCGGACGCCCGCGGGCGAGCAGCGTTGGACGCAGA 
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4.3.4  Giardia intestinalis szekvencia illeszt  program eredmény, nested PCR-ral 

Ahhoz, hogy könnyebben tudjam meghatározni a szekvenciákat, el ször is letöltöttem a NCBI 

honlapról referencia szekvenciákat (G.intestinalis jelenleg 6 csoportját) (32. ábra és 33. ábra). 

 

32. ábra. A 2006-2007-ig Giardia intestinalis szekvencia DQ112665.2, DQ118557.2, DQ118558.2, 
DQ890186.1, DQ890187.1, DQ890188.1, DQ890189.1, DQ890190.1, DQ890191.1, DQ890192.1, 
DQ8901931 illeszt program eredménye összehasonlítás referencia szekvenciákkal (Gene Bank 
Giardia intestinalis Assemblage A - AF199446.1; Assemblage B - DQ385547.1; Assemblage C- 
AF199449.1; Assemblage D - AF199443.1; Assemblage E - AF199448.1; Assemblage F - 
DQ836339.1) MultAlin program segítségével. 
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33. ábra. A 2008 Giardia intestinalis szekvenciák 1kutya, 3kutya, 6kutya, 10kutya, 17kutya, 
18kutya, 39kutya illeszt program eredménye összehasonlítás referencia szekvenciákkal (Gene 
Bank Giardia intestinalis Assemblage A - AF199446.1; Assemblage B - DQ385547.1; Assemblage 
C- AF199449.1; Assemblage D - AF199443.1; Assemblage E - AF199448.1; Assemblage F - 
DQ836339.1) MultAlin program segítségével. 
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4.3.5 Giardia intestinalis filogenetikai analízis eredménye, nested PCR-ral 

A G. intestinalis filogenetikai fa készítésének segítségével megállapítottam, hogy a kutya Giardia 

fajok PCR termékei melyik taxonómiailag legközelebbi referencia szekvenciákkal hozhatók 

kapcsolatba (AssemblageA_AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1; AssemblageC_AF199449.1; 

AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF_DQ836339.1). A 34. ábrán 

lehet látni, hogy 11 pozitív mintából 5 minta hasonlít az Assemblage C-hez, 4 minta hasonlít az 

Assemblage D-hez, van 1 minta, amely egyformán hasonlít az Assemblage C és D-hez, és végül 

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

 

34. ábra. 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, DQ890192.1, DQ8901931 és referencia törzsek Giardia intestinalis 
NCBI GenBank (AssemblageA_AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1; 
AssemblageC_AF199449.1; AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1; 
AssemblageF_DQ836339.1). 

Assemblage C vagy D 

Assemblage C 

Assemblage D 

Assemblage B 
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2008-ban a 40 vizsgálati mintából 7 pozitív minta volt, G. intestinalis nested PCR-el módszerrel. 

Filogenetikai fa készítése segítségével megállapítottam, hogy a kutya Giardia fajok PCR termékei 

melyik a taxonómiailag legközelebbi a referencia szekvenciákkal hozhatók kapcsolatba 

(AssemblageA_AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1; AssemblageC_AF199449.1; 

AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF_DQ836339.1.). A 35 ábrán 

lehet jól látni, hogy 7 pozitív mintából, 4 minta hasonlított az Assemblage B-hez, és 3 minta 

hasonlított az Assemblage D-hez. 

 
35. ábra. Filogenetikai kapcsolatok kutya Giardia intestinalis fajok PCR termékei. A 2008 1kutya, 
3kutya, 6kutya, 10kutya, 17kutya, 18kutya, 39kutya és referencia törzsek 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 KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

A célkit zésnek megfelel en dolgozatomban ismertettem a protozoonok kimutatását, azonosítását 

és szerepét az emberi környezetben. Külön ki kell emelni, hogy a beteg szempontjából nagyon 

fontos a megbízható diagnózis, hiszen az akár halálos szöv dmények elkerüléséhez szükség van a 

fert zés korai felismerésére, a pontos és gyors laboratóriumi diagnózisra, valamint a terápia 

azonnali megkezdésére. A korai felismerés és a terápia felel ssége a klinikusokra hárul, a 

laboratóriumi dolgozók feladata, vagyis a mi feladatunk, a pontos és gyors laboratóriumi diagnózis 

biztosítása.  

Mi várható el protozoon-diagnosztikai tesztt l: 

 Jó szenzitivitás 

 Jó specificitás 

 A humán patogén faj species szint  azonosítás  

 Lehet leg kvantifikálás  

 Könny  kivitelezhet ség 

 Gyorsaságot és eredményességet, lehet leg 1-2 órán belül 

A protozoonok többsége szabadon él a környezetben, talajban, vízben, és csak egy kis részük kerül 

hosszabb – rövidebb kapcsolatba a növényekkel, állatokkal és az emberrel. Ahogy már említettem a 

parazitológia volt az utolsó a szakterületek közül, ahol bevezették a molekuláris biológiai 

módszereket, de mára igen fontos része lett a parazitológiai diagnosztikának. A molekuláris 

biológiai módszereknek nem csak a protozoonok diagnosztikájában, hanem az epidemiológiában is 

nagy a jelent sége. A három protozoon, amelyet magyarországi el fordulásban vizsgáltam, mintái 

között voltak hazai és behurcolt esetek. 

Els ként sikerült bemutatni az E. histolytica kimutatására alkalmazott módszereket, amelyek 

használatával lehetséges a mindennapi klinikai gyakorlatban gyors, specifikus real-time FRET PCR 

alkalmazni. Látható tehát, hogy az E. histolytica esetében még ma sincs kialakult, egységes 

elképzelés sem a patogenitásról, sem a klinikai kép megítélésr l, sem az el fordulási 

lehet ségekr l.  

Korábban minden Entamoeba fert zést E. histolytica- ként jelentettek be, ezért jelent sen 

túlbecsülték a kórokozó prevalenciáját. A trópusi és a szubtrópusi területek endémiásak, évente kb. 

50 000 000 ember fert dik meg E. histolytica-val, és a kialakuló betegség évente 40 000 – 100 

000 halálesetet okoz.  

A második és a harmadik célkit zésként a kukorica és lucerna rhizospherábol Acanthamoeba spp. 

kimutatása, klasszikus és modern módszerrel, eredményes volt. A nemzetközi irodalomban 

megjelentek adatok, hogy Acanrhamoeba spp. izoláltak a rizs rizospherábol. Nagyon jól lehet látni, 
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hogy a környezetben az Acanthamoeba speciesek pozitív hatást tanúsítanak, mivel egyensúlyt 

tartanak a baktériumokkal, mind a föld felszínén, mind a rhizospherában. Az Acanthamoeba 

speciesek baktériumokkal táplálkoznak, vagyis szabályozzák a baktérium populációt.  

Els ként sikerül kimutatnom a kukorica és lucerna rizospherábol a protozoont. Meghatároztam az 

általunk kidolgozott real-time FRET PCR technikával és szekvenálással az Acanthamoeba spp. 

genotípusait. Ezen eredmények alapján a talált genotípusok komoly veszélyt jelentenek a 

mez gazdaságban dolgozókra. A nagyon ritkán el forduló, szabadon él  amoebák komoly 

megbetegedéseket is okozhatnak az emberi szervezetben. 

Az utóbbi években a különböz  gének kutatása és a teljes genom szekvenálások, számos protozoon 

esetében messze el rehaladtak, miáltal új lehet ségek nyíltak meg a Giardia biológiájában, 

diagnosztikájában és ellen rzésükben. A molekuláris epidemiológiában biokémiai és molekuláris 

biológiai technikákat alkalmaznak a kórokozó genetikai variabilitásának meghatározására, a fert  

betegségek ellen rzésére és az epidemiológiai összefüggések tisztázására.  

Negyedik célkit zésként a G. intestinalis vizsgálata szerepelt.  Célom az volt,  hogy beállítsak a G. 

intestinalis–nak egy molekuláris biológiai módszert, amellyel epidemiológiai összefüggéseket 

tudtam volna tisztázni. 2005-ben az általam beálitott nested PCR nem volt eléggé specifikus és 

érzékeny. 

Kidolgoztunk egy magas specifitású, igen érzékeny és gyors módszert, amely alkalmas bármilyen 

váladékból, tályogból, punktátumból az E.  histolytica,  Acanthamoeba  és  G. intestinalis 

kimutatására. 

Többször hangsúlyoztam a dolgozatomban, hogy kézmosással és a higiéniai szabályok betartásával 

ezek a fert zések jelent sen csökkenthet ek lennének. 
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6 ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

 A 77 vizsgálati mintából 24 vizsgálati minta pozitív volt a 16S rRNS Entamoeba histolytica 
real-time FRET PCR módszerrel, a LighCycler készüléken és szekvencia alapján 
Entamoeba histolytica-nak bizonyult. 

 Real-time FRET PCR módszerrel a különböz  mintákban pontosan meghatározta az 
Entamoeba histolytica mennyiségét is.  

 A 18S rRNS Acanthamoeba spp. kimutatására kidolgoztuk real-time FRET PCR módszert 
LighCycler készüléken Az Acanthamoeba genus 13 pozitív mintákat leraktunk az NCBI 
BankIt1593841.  

 Els ként sikerült kimutatnia az ökológiai egyensúlyban lev  biotópokból, a kukorica és a 
lucerna rhizoszférájából az Acanthamoeba nemzetséghez tartozó fajok jelenlétét. 

 Real-time FRET PCR módszerrel a különböz  mintákban pontosan meghatározta az 
Acanthamoeba spp. mennyiségét is.  

 Kutya bélsár mintákból való Giardia intestinalis kimutatására, a mikroszkópos és Ag 
ELISA módszerekhez képest nested PCR módszert szintén adaptálta.  

 A 227 kutya bélsár mintákból sikerült kimutatni Giardia intestinalis, nested PCR 
módszerrel. Továbbá epidemiológiai összefüggéseket végeztünk. 
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7 ÖSSZEFOGLALÁS 

Munkánk célja a protozoonok kimutatása, azonosítása és szerepe volt az emberi környezetben. 

Számos protozoon súlyos megbetegedést és halált okozhat az embereknél, ezek leggyakrabban a 

higiéniai szabályok nem megfelel  betartása esetén következhetnek be. A környezetben bizonyos 

protozoonok hosszú ideig is elélnek és szaporodni is képesek (pl. Acanthamoeba spp.). A fogékony 

ember szervezetében infekciót okozhatnak. Fontos hangsúlyozni, hogy a kézmosással, a higiéniai 

szabályok betartásával ezeknek a fert zéseknek a számát jelent sen le lehet csökkenteni. 

A fert zéses eredet  betegségekre jellemz , hogy a biológiailag magasabb rend  

gazdaszervezetben, sokkal alacsonyabb rend  szervezetek (pl. a protozoonok) idézik el ket. A 

protozoonok behatolnak az emberi szervezetbe, majd ott megtelepedve, szaporodnak, és abban 

rövidebb-hosszabb ideig károsító hatást fejtetnek ki. A protozoonok által okozott fert dés és a 

betegség kitörése között az egyes betegségekre, különböz  lappangási id  jellemz  (pl. 

G.intestinális vagy Acanthamoeba spp.). A lappangási id t követ en, a fert zést l függ en 

jelentkezhetnek tünetek, de ezek els sorban általános tünetek, a beteg csak a végs  fázisban 

produkál olyan klinikai tüneteket, melyek alapján fel lehet állítani a diagnózist. Tehát a 

protozoonok pontos ismerete és az él  szervezetben vagy a környezetben való terjedésének 

megismerése, rendkívül fontos feladat. 

Köztudott, hogy környezetünkben, továbbá az emberi szervezetben apatogén protozoonok is 

tartózkodhatnak, amelyek túlszaporodásuk esetén betegségeket is okozhatnak. Arra törekedtem, 

hogy egyidej leg mutassam be a protozoonokat, azok hatását az emberi szervezetben, valamint a 

környezetben való túlélési mechanizmusaikat. 

Sikerült Acanthamoeba spp.-t izolálnunk rizoszferából, valamint bemutatnunk, és felhívtuk a 

figyelmet a járványt okozó G. intestinális-ra és nem utolsósorban az E. histolytica által okozott 

komoly megbetegedésekre, melyek halálhoz vezethetnek. Jelen tanulmányban bemutattam a 

patogén és az apatogén protozoonokat az emberi szervezetben. Ennek a tudásnak a birtokában 

hatékony és gyors módszereket lehet kifejleszteni és alkalmazni a rutin diagnosztikában. 
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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. intestinális 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. I 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. intestinális and for the E. histolytica that can cause terrible 

diseases wich are leading to death. 

In this study I 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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