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= A MUNKA ELOZMENYEI, A KITUZOTT CELOK

A protozoonok tobbsege szabadon él a kdrnyezetben, talajban, vizben, és csak egy kis részik
kerll hosszabb-rovidebb kapcsolatba a névényekkel, allatokkal és az emberrel. Szamos olyan
tanulmény jelent meg, ahol leirtdk, hogy nehany protozoon cysta elegendé az emberi
megbetegedés kialakulasdhoz, azonban ez erésen fligg az ember életkoratol,
immunallapotéatdl.

A parazitoldgia volt az utolso a szakteruletek kdzul, ahol bevezették a molekuléris bioldgiai
modszereket. Ennek tobbek kozott az volt a f6 oka, hogy sok protozoon mar mikroszkopos
vizsgélattal is nagyon jol felismerhet6. De a magas szenzitivitds és egyidejilleg a
morfoldgiailag nehezen elkiilonithet6 fajok (vagy torzsek) differencialési lehet6sége miatt ma
mar a molekularis biol6giai modszerek, kiléndsen a PCR, nagyon fontos részeivé valtak a
parazitologiai diagnosztikdnak. A molekularis biolégiai modszereknek nem csak a parazita
diagnosztikajaban, hanem az epidemioldgidban, populacidgenetikaban, az 0j hatdanyagok és
az oltéanyagok kifejlesztésében, és mindenekeldtt a filogenetikai vizsgilatokban van nagy
jelentésége. Célkittizéstink ennek megfeleléen a kdvetkezévolt:

+ az Entamoeba histolytica kimutatdasa a vizsgalati anyagokbdl klasszikus és
molekularis (PCR) modszerrel a parazita genomjaban kodolt 16S-rRNS génjének egy
specifikus része segitségével

+ kukorica és lucerna rhizospherabol Acanthmoeba spp. kimutatasa klasszikus és
modern modszerrel.

+ a rhizospherabol izolalt Acanthamoeba spp. szekvenalasa és species meghatarozésa

+ a Giardia intestinalis kimutatdsa a vizsgalati anyagokbdl klasszikus, nested PCR
modszerrel, a parazita genomjaban kddolt 18S-rRNS genjének egy specifikus része

segitségevel



* ANYAG ESMODSZER

A munka soran a célkittizéseknek megfeleléen, szakmai-tudomanyos munkéat végeztem harom
ismert protozoonnal. A dolgozatban bemutatom az 0j moddszereknek a kidolgozasat és
beallitasat.

Entamoeba histolytica azonositésa real-time FRET PCR mddszerrel a primereket Roy és
munkatarsai (2005) publikaltdk. A probdkat a Roche LC Probe Design program
segitségével terveztem (Gene Bank Accession No.: X64142), kilonds tekintettel a
feltételezett klinikai diagnézis szerinti importalt E. histolytica fert6zésre.

A kukorica és lucerna rizoszféraban vizsgaltam az Acanthamoeba spp. Uj real-time FRET
PCR modszerrel. A primereket és probakat a Roche LC Probe Design program
segitségével terveztem (Gene Bank Accession No.: AF325888). A pozitiv eredményt
BLAST, tovabba illeszt6 program (Multalin) segitségével a szekvencia-illesztés alapjan
filogenetikai fat készitettem (Filogenetikai analizis).

A kennelb6l és tenyeszt6tdl szarmazd kutyatdl bélsar mintat Giardia intestinalisra
vizsgéltam, kilonb6zé korcsoport és nemt Allatoktol. A vizsgalati anyagokbol
klasszikus, nested PCR mddszerrel vizsgaltam, ezeket 6sszehasonlitottam.

A Kkisérleteket kontrollalt kortilmények kozott végeztem.

Adataimat egy- és Kkét-tényezés variancia-analizissel vizsgaltam, a korrelacios

osszefliggéseket pedig linearis regresszid segitségével tartam fel.



= AZERTEKEZES EREDMENYEI
Entamoeba histolytica azonositasa

2003-2008-ig a OEK Parazitologiai Osztalyra 77 (75 székletminta és 2 méjtalyog) vizsgalati
minta érkezett, feltételezett amoebiasis diagnozissal. Erre a célra leggyakrabban
mikroszkopos vizsgalatot végeznek, igy 77 vizsgalati minta a feltételezett E. histolytica
fertzésre lett diagnosztizdlva mikroszkopon vizsgalva: nativan (0,88 % NaCl-os oldat),
Lugol —oldatos és cystadusitasi modszerrel, amelynek 3 mintaja pozitiv eredményt adott (1db
székletminta és 2db. méjtalyog). A mikroszkopos vizsgalatnak szenzitivitasa 3.89 % alacsony,
és nem alkalmas a patogén E. histolytica és az apatogén E. dispar megkilonbdztetésére. Mint
azt a 2.6.2. fejezetben bemutatom, hogy WHO 1997 rendelet szerint a két faj
megkllonboztetésére szolgald laboratériumi modszerek alkalmazasa rendkiviil fontos lenne,
mind Klinikai és terapias, mind epidemioldgiai szempontbdl. Tovabbiakban a vizsgalati
anyagbol lehetéség nyilik ELISA alapu antigén kimutatdsra, amelynek szenzitivitasa és
specificitasa Iényegesen meghaladja a mikroszkopos vizsgalatét. igy 75 db. székletminta lett
megvizsgalva Entamoeba histolytica Wampole™ Ag ELISA-val. Az ELISA szenzitivitasa
4.0 %-os lett, és szintén 3 pozitiv minta volt. A mikroszképos és Ag ELISA vizsgalatnak a
szenzitivitasa is alacsony volt, igy sor Kkerlilt a molekularis biol6giai modszerre. A
valasztasom a Roy és munkatarsainak 2005-ben publikalt primerekre esett, amelyet egy sima
PCR segitségével amlifikaltam és electrophorezissel értékeltem. Az Electrophoretic PCR-el
24 esetben pozitiv eredményt adott a 77 vizsgalati mintabol, amelynek a szenzitivitasa 31,16
volt. Az electrophoreticus PCR egy hosszU eljaras volt 24 6rat vett igénybe, igy ki kellett
dolgozni egy gyors real-time FRET PCR-t (1.sz. tablazat.).



l.sz. tablazat.

Entamoeba histolytica szignifikans

eredmények mikroszkdpikusan,

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

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

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

A 1. sz. thblazaton az latszik, hogy a két PCR modszernek az eredménye is, szenzitivitasa is
egyezik. Tehat kidolgoztam egy magas specificitasu, és igen érzékeny, gyors médszert, amely
32 mintat 2 6ra alatt tud értékelni és amely alkalmas barmilyen véladékbol, talyoghdl,
punktdtumbdl a E. histolytica kimutatésara. A E. histolytica génjére tervezett LightCycler
PCR fajspecifikusan azonositja a parazitat. A vizsgélat laboratériumunkban> 2,5 db/ml E.

histolytica kimutatasara képes (1. &bra).

Ct value

2500 500 250 50 25 5
Quantity of parasites per reaction

25 05 025

1. &bra. Entamoeba histolytica /ml koz6tti standard higitasi sor
(2500; 500,250;50; 25; 5; 2,5, 0,5; 0,25; 0,05 Entamoeba histolytica /ml) tesztelése a PCR
maodszerrel. A szignifikans koeficient korrel&cio r =0,98 szinten szignifikans.



Acanthamoeba spp. azonositasa
A kukorica és lucerna rizoszférajabol a baktériumon és gombéan kivil sikertilt kimutatni
szabadon él6 amoebékat tenyésztéses eljarassal a Page agaron. A taptalajon kitenyésztett

amoebakat morfoldgiailag azonositottam: Naegleria és Acanthamoeba species-ként (2. abra).
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2. dbra. Mikroszkopos felvétel a rizoszférabdl izolalt amoeba (Naegleria és Acanthamoeba
spp.) trophozoita és cystanak, 320x (A) és 400x (B) nagyitassal.
A kukorica és lucerna rizoszférajabol vett 1g mintdban Acanthamoeba spp. real-time FRET
PCR modszerrel a kalibraciés gorbe segitségével absolute quantificatio-val siker(l
meghatarozni DNS koncentracidt. Tehat a KUK1-264,0db/20ul, KUK2-1,0 db/20ul, KUK3-
68,0 db/20pl, KUK4-1,3 db/20ul, KUK5-2,4 db/20pl, KUK6-4,1 db/20ul, LUC1-129,0
db/20pl, LUC2-74,0 db/20ul, LUC3-46,0 db/20ul, LUC4-1,6 db/20pl, LUC5-1,6 db/20pl,
LUC6-4,0 db/20pul és ontdz6 rendszer (6ntdz6 rendszer-1liter viz bekoncentradlva PVVDF) 1,0
db/20pl az Acanthamoeba genus 13 pozitiv minta volt. Az Utl, Ut2, Ut3, Gyepl, Gyep2,
Gyep3 és a pocsolya (1liter pocsolya bekoncentralva PVDF) az Acanthamoeba genus real-

time FRET PCR mddszerrel negativ eredményt adott.

Acanthamoeba sp. szenzitivitas

3 kulénb6z6 napon 3 parhuzamosban végeztem el 1700db/20ul Acanthamoeba sp. kozotti
standard higitasi sor (17000; 1700; 170; 17; 1,7; 0,17; 0,017 Acanthamoeba sp /20ul)
tesztelését a PCR modszerrel. A kimutathatosagi hatar (az a koncentracio, amely mindharom

parhuzamosban pozitiv eredményt adott) 0,17 képia/20ul volt (3. abra.).
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3. abra. Acanthamoeba spp. szenzitivitas és specificitas analizis higitasi sorozatanak
(17000 - 0.017 protozoon 20pl PCR reakcid). A korrelacié p=0,05 szinten szignifikans.
Az Acanthamoeba sp. génjére tervezett LightCycler PCR fajspecifikusan azonositja a
parazitat. A vizsgalat laboratériumunkban > 0,017 db/20ul Acanthamoeba sp. kimutatasara

képes. A korrelacié p=0,05 szinten szignifikans.

Acanthamoeba sp. specificitas

A mbdszer specificitasat a primerek és probak helyes megvalasztasa biztositja. A primereket
és a prob&kat osszehasonlito —szekvenciaanalizissel —vetettem egybe az ismert

szekvenciaadatokkal, az esetleges homoldgiak kisziirésére.

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

nyert trophozoitok pozitiv eredményt adott, és az olvadasi pont azonos volt 55°C (4. abra.).
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4. dbra. Acanthamoeba spp olvadaspont mérésének (Tm.)
Acanthamoeba sp. szekvencia analizis és filogenetikai analizis eredmény

Gyokeres filogenetikai fa készitése segitségével megallapitottam, hogy a kukorica és lucerna
rizoszférajaban él6 Acanthamoeba-k taxonomiailag melyik legkdzelebbi k6zds 6sére
mutatnak. A gyokér fan jol lehet latni (5. &bra.), hogy a PVD filter az Acanthamoeba
T17JF437606-al van a legkdzelebbi rokonségban (amelyrél Ggy tudjuk, hogy jelenleg még
nem okoz emberi megbetegedést). A LUC2 az Acanthamoeba T2NT6AF019063-hoz (okoz
emberi megbetegedést mint Keratitis, Encephalitis); KUK1, KUK3 és a LUCl az
Acanthamoeba T4UO07416 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 legkdzelebbi
rokona (amely jelenleg még nem okoz emberi megbetegedést ).

Tovabb4 a 6. abrén jol lehet latni, hogy a KUK4, KUK6 és KUK6 az Acanthamoeba
T4U07416-nak; LUC 4 és a LUC5 az Acanthamoeba T11HMO036186AcHu-nak; LUC6 az
Acanthamoeba T8 AF019065/T9AF019066/T10AF019066/T12AF019070-nek a legkdzelebbi
rokona. Az Acanthamoeba T4 genotipus okozhat Keratitis és Encephalitis emberi
megbetegedést, az Acanthamoeba T11 genotipus okozhat Keratitis emberi megbetegedést, az
Acanthamoeba T8 és T9 genotipus—rol egyelére nincs publikélas, hogy okozhatott-e humén
megbetegedést, de az Acanthamoeba T10 genotipus Keratitis és Encephalitis emberi

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



o5 Kkt
24{Lme N
KukS

55| TAUO7416 NCBI
5 || T17F437606 NCBI
T7AF239293 NCBI
T15AY262364 NCBI
T14AF333607 NCBI
3L T1U07400 NCBI
T13AF132134 NCBI
61— T16GQ380408 NCBI
T3AF239295 NCBI
441 T2U07411 NCBI
T2NTBAF019063 NCBI
T11HMO036186AcHU NCBI

i

[ Luc4
971 Lucs

100

T5U84739 NCBI
Luc

TBAF019065 NCBI | ryrariprnn
k] TOAF019066 NCBI
100 | TI0AF019066 NCBI
T12AF019070 NCBI

5. abra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok PCR termék Kukl, Kuk2, Kuk3,
Lucl, Luc2, Luc3, ontozési PVDF és referencia torzsek NCBI GenBank kovetkeztethet
szomszéd-0sszekots elemzés paronkénti 6sszehasonlitasokat (180-bp fragmentumokat).
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6. abra. Filogenetikai kapcsolatok Acanthamoeba fajok PCR termék Kuk4, Kuk5, Kukeé,
Luc4, Luch, Luc6, és referencia torzsek NCBI GenBank kdvetkeztethet szomszéd-6sszek6td
elemzeés paronkénti dsszehasonlitasokat (180-bp fragmentumokat).

Az Acanthamoeba genus 13 pozitiv mintékat leraktunk az NCBI BanklIt1593841: KUK1 -
KC434439, KUK2 - KC434440, KUK3 - KC434441, KUK4 - KC434442, KUK5 -
KC434443, KUK6 - KC434444; LUC1 - KC434445, LUC2 - KC434446, LUC3 - KC434447,
LUC4 - KC434448, LUCS5 - KC434449, LUC6 - KC434450, Ontozés - KC434451.



I1l. Giardia intestinalis azonositasa

A G.intestinalis kimutatasara a célszekvencia &ltaldban a 18S rDNS, amivel egyidejileg az
identifikalas is lehetséges. Molekularis azonositast G. intestinalis esetében nested PCR
vizsgélatot végeztem MCGLADE et al. 2003 modszerrel.

2006-2007-ig az Orszagos Epidemioldgiai Kdzpont Parazitoldgiai Osztalyra 187 (kennel
ebminta) vizsgalati minta érkezett. Erre a célra eddig leggyakoribb a mikroszkopos vizsgélat:
nativan (0,88 % NaCl-os oldat), Lugol —oldatos és cystadusitdsi modszerrel, amelynek 14
mintaja pozitiv eredményt adott. A mikroszkdpos vizsgalat szenzitivitdsa alacsony (7,5%).
Tovabb4 a vizsgalati anyagbol lehetéség nyilik ELISA alapl antigén kimutatasra, amelynek
szenzitivitasa és specificitasa lényegesen meghaladja a mikroszkopos vizsgalatét. igy 187 db.
székletmintat vizsgiltam meg Giardia intestinalis coproantigen ELISA —val (ProSpect Remel,
USA). Az ELISA szenzitivitasa 58,8 %-0s lett, és 100 pozitiv minta volt. A mikroszkdpos Ag
ELISA vizsgalatnak a szenzitivitdsa tehdt nem egyezett, és a zoonotikus kockazat kizéras
céljara sem alkalmas, ezért keruilt sor a molekularis biol6giai modszerre. A valasztdsom a
McGlade et al. 2003-ban publikalt nested PCR segitségével felamlifikaltam, és
electrophorezissel értékeltem. A nested PCR 11 esetben pozitiv eredményt adott a 187
vizsgalati mintabdl, amelynek a szenzitivitasa rendkivil alacsony 5,8% volt, volt amelyet
bemutattom a 2.sz. tablazat-ban. A 8. abra nested PCR-el pozitiv mintak korcsoport szerinti
eloszlasba mutatom be .

2.sz. tablazat. A 2006-2007-ig Giardia intestinalis szignifikdns eredmények
mikroszkopikusan, Giardia intestinalis coproantigen - specifikus ELISA-tesztel (ProSpect
Remel, USA) és nested PCR vizsgélat.

Vizsgalat tipusa Vizsgalat szama Pozitiv mintak %
Mikroszkop 187 14 75
Giardia intestinalis 187 100 58,8

coproantigen ELISA

nested PCR 187 11 5,8




7. dbra. A 2006-2007-ig Giardia intestinali nested PCR-el pozitiv mintak korcsoport szerinti

eloszlasa.

A Giardia pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasa
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2008 - ban az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont Parazitologiai Osztalyra 40 (kennel ebminta)
vizsgalati minta érkezett. Erre a célra eddig leggyakoribb a mikroszképos vizsgalat: nativan
(0,88 % NaCl-os oldat), Lugol —oldatos és cystadusitasi modszerrel, amelyb6l minddssze 1
minta lett pozitiv. A mikroszkopos vizsgalat szenzitivitasa alacsony (2,5%). Tovabba a
vizsgélati anyagbol lehetéseg nyilik ELISA alapld antigén kimutatdsra, amelynek
szenzitivitasa és specificitasa lényegesen meghaladja a mikroszkopos vizsgalatét. igy 40 db.
székletmintat vizsgaltam meg Giardia intestinalis coproantigen ELISA —val (ProSpect Remel,
USA). Az ELISA szenzitivitasa 52,8 %-0s lett, és 21 pozitiv minta volt. A mikroszkopos Ag
ELISA vizsgalatnak a szenzitivitdsa tehat ismét nem egyezett, és a zoonotikus kockazat
kizaras céljara sem alkalmas, ezért tovabbra is kertilt sor a molekuldris biologiai mddszerre a
McGlade et al. 2003-ban publikalt nested PCR-rel. A nested PCR 7 esetben pozitiv eredményt
adott a 40 vizsgalati mintabol, amelynek a szenzitivitasa rendkivil alacsony 17,5% volt, ezt
mutatom be a 4.sz. tablazatban. A 8. abra. a pozitiv mintdk korcsoport szerinti eloszlasat

mutatom be.



4.sz. tdblazat. A 2008 Giardia intestinalis szignifikans eredmeények mikroszkopikusan,
Giardia intestinalis coproantigen -specifikus ELISA-tesztel (ProSpect Remel, USA) és nested
PCR vizsgalat.

Vizsgalat tipusa Vizsgélat szama Pozitiv mintak %
Mikroszkop 40 1 2,5
Giardia intestinalis 40 21 52,8

coproantigen ELISA

nested PCR 40 7 17,5

8. dbra. A 2008 Giardia intestinali nested PCR-el pozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasa.

Giardiapozitiv mintak korcsoport szerinti eloszlasa
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Giardia intestinalis szekvencia analizis és filogenetikai analizis eredmény

A 2006-2007-ban nested PCR G. intestinalis 11 pozitiv mintat filogenetikai fa készitése
segitsegevel megallapitottam, hogy kapcsolatok kutya Giardia fajok PCR termék amelyik a
taxonémiailag legkdzelebbi a referencia szekvencidkkal AssemblageA AF199446.1;
AssemblageB_DQ385547.1;  AssemblageC_AF199449.1; AssemblageD_AF199443.1;

AssemblageE_AF199448.1; AssemblageF_DQ836339.1.(9. dbra.).
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9. &bra. 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, DQB890191.1, DQB8Y0192.1, DQBI01931 és referencia tdrzsek
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 vizsgélati mintdbdl 7 pozitiv minta volt G. intestinalis nested PCR-el
modszerrel. Filogenetikai fa készitése segitsegével megallapitottam, hogy a kutya Giardia
fajok PCR termékei amelyik a taxondmiailag legkozelebbi a referencia szekvencidkkal
hozhatok kapcsolatba: AssemblageA_AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1;
AssemblageC_AF199449.1; AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1;

AssemblageF_DQ836339.1.(10. abra.).
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10. dbra. A 2008 filogenetikai kapcsolatok kutya Giardia intestinalis fajok PCR termék
lkutya, 3kutya, 6kutya, 10kutya, 17kutya, 18kutya, 39kutya és referencia torzsek Giardia
intestinalis NCBI  GenBank(AssemblageA_AF199446.1; AssemblageB_DQ385547.1;
AssemblageC_AF199449.1; AssemblageD_AF199443.1; AssemblageE_AF199448.1;

AssemblageF_DQ836339.1).



= KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A célkitizésnek megfeleléen dolgozatomban ismertettem a protozoonok kimutatasat,
azonositasat és szerepét az emberi kornyezetben. Kilon ki kell emelni, hogy a beteg
szempontjabol nagyon fontos a megbizhatd diagnozis, hiszen az akér halalos szovédmények
elkerilléséhez szikség van a fert6zés korai felismerésére, a pontos és gyors laboratériumi
diagnozisra, valamint a terapia azonnali megkezdésére. A korai felismerés és a terapia
felelossége a klinikusokra harul, a laboratériumi dolgozok feladata, vagyis a mi feladatunk a
pontos és gyors laboratoriumi diagndzis biztositasa.
Mi vérhato el protozoon-diagnosztikai teszttl

e JO szenzitivitas

e JO specificitas

e A humén patogén faj species szintii azonositas

o Lehetoleg kvantifikalas

e Konnyi kivitelezhet6seg

e Gyorsasagot és eredményyességet lehetéleg 1-2 6rén beldl
A protozoonok tobbsége szabadon él a kérnyezetben, talajban, vizben, és csak egy kis résziik
keril hosszabb — rovidebb kapcsolatba a névényekkel, allatokkal és az emberrel. Ahogy mar
emlitettem a parazitoldgia volt az utols6 a szakteriiletek kdziil, ahol bevezették a molekularis
biol6giai mddszereket, de mara igen fontos része lett a parazitologiai diagnosztikanak. A
molekularis bioldgiai mddszereknek nem csak a protozoonok diagnosztikajaban, hanem az
epidemioldgidban is nagy a jelentdsége. A harom protozoon, amelyet magyarorszagi
eléfordulasban vizsgaltam, mintai kdzott voltak hazai és behurcolt esetek.
Elséként sikeriilt bemutatni az E. histolytica kimutatdsara alkalmazott modszereket, amelyek
hasznélataval lehetséges a mindennapi Klinikai gyakorlatban gyors, specifikus real-time FRET
PCR alkalmazni. Lathaté tehat, hogy az E. histolytica esetében még ma sincs kialakult,
egységes elképzelés sem a pathogenitasrol, sem a klinikai kép megitélésrél sem az
el6fordulasi lehetdségekrol.
Kordbban minden Entamoeba fertézést E. histolytica- ként jelentettek be, ezért jelentésen
tulbecsulték a korokozd prevalenciajat. A tropusi és a szubtropusi terliletek endémiasak,
évente kb. 50 000 000 ember fert6z6dik meg E. histolytica-val, és a kialakuld betegseg évente
40 000 — 100 000 halélesetet okoz.
A masodik és a harmadik célkitlizésként a kukorica és lucerna rhizospherabol Acanthamoeba

spp. kimutatdsa klasszikus és modern modszerrel eredményes volt. A nemzetkdzi



irodalomban megjelent adatok, hogy Acanrhamoeba spp. izolaltak a rizs rizospherébol.
Nagyon jol lehet Iatni, hogy a kornyezetben az Acanthamoeba speciesek pozitiv hatést
tanGsitanak, mivel egyensulyt tartanak a baktériumokkal, mind a fold felszinén, mind a
rhizospheraban. Az Acanthamoeba speciesek baktériumokkal taplalkoznak, vagyis
szabalyozzak a baktérium populaciot.

Elséként sikeril kimutatnom a kukorica és lucerna rizospherabol a protozoont.
Meghataroztam az altalunk kidolgozott real-time FRET PCR technikaval és szekvenalassal az
Acanthamoeba spp. genotipusait. Ezen eredmények alapjan a talalt genotipusok komoly
veszélyt jelentenek a mezégazdasdgban dolgozokra. A nagyon ritkdn el6forduld szabadon é16
amoebak komoly megbetegedéseket is okozhatnak az emberi szervezetben.

Az utdbbi években a kilonbdz6 gének kutatdsa és a teljes genom szekvenaldsok szamos
protozoon esetében messze el6rehaladtak, mialtal Gj lehetéségek nyiltak meg a Giardia
biokémiai és molekularis biologiai technikadkat alkalmaznak a korokozd genetikai
variabilitdsanak meghatérozéasara, fert6z6 betegségek ellendrzésére és az epidemioldgiai
Osszefliggések tisztazasara.

Negyedik célkituzésként_a G. intestinalis vizsgalata szerepelt volt kittizve. Célom az volt,
hogy bedllitsak a G. intestinalis —nak egy molekularis bioldgiai moddszert, amellyel
epidemioldgiai 0sszefliggéseket tudtam volna tisztdzni. 2005-ben az altalam beélitod nested
PCR nem volt elléggé specifikus és érzékeny.

Kidolgoztunk egy magas specifitist, igen érzékeny és gyors modszert, amely alkalmas
barmilyen véaladekbdl, talyogbdl, punktdtumbdl a E. histolytica, Acanthamoeba és G.
intestinalis kimutatasara.

Tobbszér hangsulyoztam a dolgozatomban, hogy kézmoséassal és a higiéniai szabalyok

betartasaval ezek a fertézesek jelentdsen csokkenthetéek lennének.



» UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK:

+ A 77 vizsgalati mintab6l 24 vizsgalati minta pozitiv volt a 16S rRNS Entamoeba
histolytica real-time FRET PCR maddszerrel a LighCycler készlléken és szekvencia
alapjan Entamoeba histolytica-nak bizonyult.

+ Real-time FRET PCR modszerrel a kiilonbdzé mintakban pontosan meghatarozta az
Entamoeba histolytica mennyiségét is.

= A 18S rRNS Acanthamoeba spp. kimutatdsara kidolgoztam real-time FRET PCR
modszert LighCycler készilléken Az Acanthamoeba genus 13 pozitiv mintajat
beiktattuk az NCBI BanklIt1593841.-ba

= Elséként sikerilt kimutatnom 6koldgiai egyenstlyban levé biotdpokbdl, a kukorica és a
lucerna rhizoszférajabdl az Acanthamoeba nemzetséghez tartozé fajok jelenlétét.

= Real-time FRET PCR modszerrel a kiildnb6z6 mintdkban pontosan meghataroztam az
Acanthamoeba spp. mennyiségét is.

+ Kutya bélsar mintakbol valé Giardia intestinalis kimutatasat nested PCR mddszert
adaptalta.

+ A 227 kutya bélsar mintakbdl sikerult kimutatni Giardia intestinalis, nested PCR
modszerel. Tovabbé epidemioldgiai dsszefligéseket végeztiink.
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