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 A MUNKA EL ZMÉNYEI, A KIT ZÖTT CÉLOK 

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 olyan 

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

megbetegedés kialakulásához, azonban ez er sen függ az ember életkorától, 

immunállapotától. 

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 részeivé váltak 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. Célkit zésünk ennek megfelel en a következ volt: 

 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 rhizospherábol Acanthmoeba spp. kimutatása klasszikus és 

modern módszerrel. 

 a rhizospherábol 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 



  

 ANYAG ÉS MÓDSZER 

A munka során a célkit zéseknek megfelel en, szakmai-tudományos munkát végeztem három 
ismert protozoonnal. A dolgozatban bemutatom az új módszereknek a kidolgozását és 
beállitását. 

 Entamoeba histolytica azonosítása real-time FRET PCR módszerrel  a primereket Roy és 

munkatársai (2005) publikálták. A próbákat a Roche LC Probe Design program 

segítségével terveztem (Gene Bank Accession No.: X64142), különös tekintettel a 

feltételezett klinikai diagnózis szerinti importált E. histolytica fert zésre. 

 A kukorica és lucerna rizoszférában vizsgáltam az Acanthamoeba spp. új real-time FRET 

PCR  módszerrel.  A  primereket  és  probákat  a  Roche  LC  Probe  Design  program  

segítségével terveztem (Gene Bank Accession No.: AF325888). A pozitív eredményt 

BLAST, továbbá illeszt  program (Multalin) segítségével a szekvencia-illesztés alapján 

filogenetikai fát készítettem (Filogenetikai analízis). 

 A kennelb l és tenyészt l származó kutyától bélsár mintát Giardia intestinalisra 

vizsgáltam, különböz  korcsoportú és nem  állatoktól. A vizsgálati anyagokból 

klasszikus, nested PCR módszerrel vizsgáltam, ezeket összehasonlítottam. 

 A kísérleteket kontrollált körülmények között végeztem. 

 Adataimat egy- és két-tényez s variancia-analízissel vizsgáltam, a korrelációs 

összefüggéseket pedig lineáris regresszió segítségével tártam fel. 



  

 AZ ÉRTEKEZÉS EREDMÉNYEI 

I. Entamoeba histolytica azonosítása 

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

minta érkezett, feltételezett amoebiasis diagnozissal. 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 cystadúsítási 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 bemutatom, hogy WHO 1997 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 75 db. 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  is  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 amlifikáltam és electrophorezissel értékeltem. Az Electrophoretic PCR-el 

24 esetben pozitív eredményt adott a 77 vizsgálati mintából, amelynek a szenzitivitása 31,16 

volt. Az electrophoreticus PCR egy hosszú eljárás volt 24 órát vett igénybe, így ki kellett 

dolgozni egy gyors real-time FRET PCR-t (1.sz. táblázat.). 

 

 

 

 

 

 



  

1.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) 

PCR 77 24(31.16) 53(68.83) 

FRET PCR 77 24(31.16) 53(68.83) 

A 1. sz. táblázaton az látszik, hogy a két PCR módszernek az eredménye is, szenzitivitása is 

egyezik. Tehát kidolgoztam egy magas specificitású, és igen érzékeny, gyors módszert, amely 

32 mintát 2 óra alatt tud értékelni és amely alkalmas bármilyen váladékból, tályogból, 

punktátumból a E. histolytica kimutatására. A E. histolytica génjére tervezett LightCycler 

PCR fajspecifikusan azonosítja a parazitát. A vizsgálat laboratóriumunkban> 2,5 db/ml E. 

histolytica kimutatására képes (1. ábra). 

 
1. 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) tesztelése a PCR 
módszerrel. A szignifikáns koeficient korreláció r =0,98 szinten szignifikáns. 



  

II. Acanthamoeba spp. azonosítása 

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 species-ként (2. ábra). 

 

2. ábra. Mikroszkópos felvétel a rizoszférából izolált amoeba (Naegleria és Acanthamoeba 
spp.) trophozoita és cystának, 320x (A) és 400x (B) nagyítással. 

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

PCR módszerrel a kalibrációs görbe segítségével absolute quantificatio-val sikerül 

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. 

 

Acanthamoeba sp. szenzitivitás 

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

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

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

párhuzamosban pozitív eredményt adott) 0,17 kópia/20µl volt (3. ábra.). 

 

A B 



  

 
3. ábra. Acanthamoeba spp. szenzitivitás és specificitás analizis hígítási sorozatának  

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

Az Acanthamoeba sp. génjére tervezett LightCycler PCR fajspecifikusan azonosítja a 

parazitát. A vizsgálat laboratóriumunkban > 0,017 db/20µl Acanthamoeba sp. kimutatására 

képes. A korreláció p=0,05 szinten szignifikáns. 

Acanthamoeba sp. 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 sp. pozitív mintával, és 

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

nyert trophozoitok pozitív eredményt adott, és az olvadási pont azonos volt 55°C (4. ábra.). 

 



  

 
4. ábra. Acanthamoeba spp olvadáspont mérésének (Tm.) 

Acanthamoeba sp. szekvencia analízis és filogenetikai analízis eredmény 

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 (5. ábra.), hogy a PVD filter az Acanthamoeba 

T17JF437606-al van a legközelebbi rokonságban (amelyr l úgy tudjuk, hogy 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 Keratitis); LUC3 az Acanthamoeba T7AF239293-nak a legközelebbi 

rokona (amely jelenleg még nem okoz emberi megbetegedést ). 

Továbbá a 6. 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 genotipus okozhat Keratitis és Encephalitis emberi 

megbetegedést, az Acanthamoeba T11 genotipus okozhat Keratitis emberi megbetegedést, az 

Acanthamoeba T8 és T9 genotipus–ról egyel re nincs publikálás, hogy okozhatott-e humán 

megbetegedést, de az Acanthamoeba T10 genotipus Keratitis és Encephalitis emberi 

megbetegedést okoz, és végül az Acanthamoeba T12 genotipus is okozhat Encephalitist. 



  

 

5. ábra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok PCR termék Kuk1, Kuk2, Kuk3, 
Luc1, Luc2, Luc3, öntözési PVDF és referencia törzsek NCBI GenBank következtethet 
szomszéd-összeköt  elemzés páronkénti összehasonlításokat (180-bp fragmentumokat). 
 

 
6. 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).  
 
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. 

 
 



  

III. Giardia intestinalis azonosítása 

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

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

vizsgálatot végeztem MCGLADE et al. 2003 módszerrel. 

2006-2007-ig az Országos Epidemiológiai Központ Parazitológiai Osztályra 187 (kennel 

ebminta) vizsgálati minta érkezett. Erre a célra eddig leggyakoribb a mikroszkópos vizsgálat: 

natívan (0,88 % NaCl-os oldat), Lugol –oldatos és cystadúsítási 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 felamlifikáltam, és 

electrophorezissel értékeltem. A nested PCR 11 esetben pozitív eredményt adott a 187 

vizsgálati mintából, amelynek a szenzitivitása rendkívül alacsony 5,8% volt, volt amelyet 

bemutattom a 2.sz. táblázat-ban. A 8. ábra nested PCR-el pozitív minták korcsoport szerinti 

eloszlásba mutatóm be . 

2.sz. táblázat. A 2006-2007-ig Giardia intestinalis szignifikáns eredmények 
mikroszkópikusan, Giardia intestinalis coproantigen - specifikus ELISA-tesztel (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 

 

 

 



  

7. ábra. A 2006-2007-ig Giardia intestinali nested PCR-el pozitív minták korcsoport szerinti 

eloszlása.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2008 - ban az Országos Epidemiológiai Központ Parazitológiai Osztályra 40 (kennel ebminta) 

vizsgálati minta érkezett. Erre a célra eddig leggyakoribb a mikroszkópos vizsgálat: natívan 

(0,88 % NaCl-os oldat), Lugol –oldatos és cystadúsítási 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 pozitiv 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 4.sz. táblázatban. A 8. ábra. a pozitív minták korcsoport szerinti eloszlását 

mutatom be. 

 

 

 

A Giardia pozitív minták korcsoport szerinti eloszlása
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4.sz. táblázat. A 2008 Giardia intestinalis szignifikáns eredmények mikroszkópikusan, 
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 

 
8. ábra. A 2008 Giardia intestinali nested PCR-el pozitív minták korcsoport szerinti eloszlása.  

Giardia pozitív minták korcsoport szerinti eloszlása
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Giardia intestinalis szekvencia analízis és filogenetikai analízis eredmény 

A 2006-2007-ban nested PCR G. intestinalis 11 pozitív mintát filogenetikai fa készítése 

segítségével megállapítottam, hogy kapcsolatok kutya Giardia fajok PCR termék amelyik a 

taxonómiailag legközelebbi a referencia szekvenciákkal AssemblageA_AF199446.1; 

AssemblageB_DQ385547.1; AssemblageC_AF199449.1; AssemblageD_AF199443.1; 

AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF_DQ836339.1.(9. ábra.). 



  

 

9. ábra. A 2006-2007-ig. filogenetikai kapcsolatok kutya Giardia intestinalis fajok PCR 
termék 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). 

 
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 amelyik 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.(10. ábra.). 

Assemblage C vagy D 

Assemblage C 

Assemblage D 

Assemblage B 



  

 

10. ábra. A 2008 filogenetikai kapcsolatok kutya Giardia intestinalis fajok PCR termék 
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). 



  

 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 eredményyességet 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 pathogenitasról, 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 célkitüzésként a kukorica és lucerna rhizospherábol Acanthamoeba 

spp. kimutatása klasszikus és modern módszerrel eredményes volt. A nemzetközi 



  

irodalomban megjelent adatok, hogy Acanrhamoeba spp. izoláltak a rizs rizospherábol. 

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. 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. genotipusait. Ezen eredmények alapján a talált genotipusok 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, fert  betegségek ellen rzésére és az epidemiológiai 

összefüggések tisztázására.  

Negyedik célkitüzésként a G. intestinalis vizsgálata szerepelt volt kit zve. Célom az volt, 

hogy beállítsak a G. intestinalis –nak egy molekuláris biológiai módszert, amellyel 

epidemiológiai összefüggéseket tudtam volna tisztázni. 2005-ben az általam beálitod nested 

PCR nem volt elléggé specifikus és érzékeny. 

Kidolgoztunk egy magas specifitású, igen érzékeny és gyors módszert, amely alkalmas 

bármilyen váladékból, tályogból, punktátumból a 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. 



  

 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 kidolgoztam real-time FRET PCR 
módszert LighCycler készüléken Az Acanthamoeba genus 13 pozitív mintáját 
beiktattuk az NCBI BankIt1593841.-ba  

 Els ként sikerült kimutatnom 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 meghatároztam az 
Acanthamoeba spp. mennyiségét is. 

 Kutya bélsár mintákból való Giardia intestinalis kimutatását nested PCR módszert 
adaptálta.  

 A 227 kutya bélsár mintákból sikerült kimutatni Giardia intestinalis, nested PCR 
módszerel. Továbbá epidemiológiai összefügéseket végeztünk. 
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