Y E Get on boasd, Rogh.
: Forger thi other




n 542/

PATHOGEN ES APATHOGEN AMOEBAK FILOGENETIKAI

VIZSGALATA

DOKTORI ERTEKEZES

Matyi Anna

Készilt a SZOTE Kozponti Klinikai Mikrobiolégiai

Laborat6riuméiban

Szeged, 1985.






TARTALOMIEGY ZEK

Oldalszém

BEVEZETES 1.
1. TORTENETI ATTEKINTES 2.
1.1. Entamoeba histolytica 2.
1.2. Szabadon-é18 am@bak 11.
1.3. Rendszertani ismeretek 16.
2. PATHOGENITAS 20.
2.1. Entamoeba histolytica 20.
2.2, Szabadon-é1§ am@bak 26.
3. ANYAGOK ES MODSZEREK 33,
3.1. A vizsgélt torzsek eredete 33.
3.2, Tenyésztés 33.
3.2.1. Monoxenikus és axenikus tenyésztési

moéd 33.
3.2.2. Téaptalajok 36.
3.3. Antigének és immunsavék elBéllitasa 43.
3.4. Szeroldgiai mbédszerek 46.
3.4.1. Indirekt haemagglutiniciés teszt 46.
3.4.2. Indirekt immunofluoreszcencia /IIF/ 48,
3.4.3. ELISA 50.

3.5. Elektroforetikus izoenzim vizsgglat 54.



4. KISERLETES EREDMENYEK

4.1. Tenyésztési eredmények

4.1.1. Entamoeba histolytica

4.1.2. Szabadon-é18 amdbak

4.2, Az 1zo0lalt szabadon-é18 amébak
pathogenitis4nak vizsgéilata

4.3. Az antigének vizsgélata

4.4. Immuniz4ilési és szerolbgiai eredmények

4.4.1. Epidemiolégiai vizsgélatok a
klédrafalvai populéaciéban

4.4.2. Epidemioldgiai vizsgédlatok vizi-
sportolék korében

4.4.3. Kontroll csoport

4.4.4. AmGbas meningoencephalitises eset
ismertetése

4.4.5. Allatimmunizalasi eredmények

4.5, Osszehasonlité izoenzim vizsg&latok
Entamoeba histolytic4val és szabadon-
€16 amdbakkal

MEGBESZELES

IRODALOMIEGYZEK

Oldalszéam

71.
74.
78,

78.

80.
8l.

8l.

82.

83.

85.



BEVEZETES

A SZOTE Kozponti Klinikai Mikrobiolégiai Laboratéri-
uméban 1979. 6ta m(k6d6, a Magyar Tudomédnyos Akadémia
dltal tamogatott munkacsoport témiaja: "Orvosi és kérnye-

zetvédelmi protozoolégiai kutatéas®.

Ennek keretében végeztem biolégiai, diagnosztikai és
epidemiolégiai vizsgilatokat. Egyetemi doktori értekezé-
sem téméja a pathogén és apathogén amébsgk filogenetikai
kapcsolatainak vizsg4lata, ezen belil a szabadon-é1§
am8bék lehetséges kérokozé szerepének tanulményozéisa.
Ezzel a kérdéskdérrel hazankban még nem foglalkoztak. Az
ismeretlen eredet(i, gyors lefolyésG meningoencephaliti-
sek és a granulomatosus encephalitisek kéroktananak vizs-
gadlata gondot okoz a klinikusok és a diagnosztikai labo-

ratériumnak egyarént.

Munkamban a protozoonok filogenezisének, elméleti
kérdéseinek térgyalédsa mellett, e betegségek klinikai és
laborat6ériumi vizsgélatéhoz szeretnék néhany elméleti és

gyakorlati tampontot adni.



1. TORTENETI ATTEKINTES

l1.1. Entamoeba histolytica

Az am8bigzis torténetét B.M.Martinez /1975./ 6sszefog-

laléja alapjan tekinthetjik &t.

A jelenkori civilizacié forrés&ul szolg4lé Ovilag va-
lamennyi orsz4génak orvosi dokumentumaiban - mér sok év-
sz4dzaddal ezel&tt - talilunk feljegyzéseket dizentériss
megbetegedésekrdl, elsdsorban hiborakkal kapcsolatban. Ez
esetek kozil néhany am8b&is eredetl is lehetett, de azono-
sitasuk, az alapvetd etiolbgiai tényezdk ismeretének hig-
nya miatt, lehetetlen volt azokban az id6kben. Azt mar ak-
kor is megfigyelték, és a "Corpus Hippocraticum® ciml m(G-
ben fel is jegyezték, hogy a dizentéria jéarvényszer(Gen
nyaron fordul el§. Az "Airs, Waters and Places" ciml( Ossze-~
foglaléban pedig meg&llapitotték, hogy "azokon a helyeken,
ahol az ivéviz mesterséges taroléb6l vagy mocsaras teriilet-
r6l szérmazik, a dizentéria a nyér soréan igen gyakran je-

lentkezik"®.

A nagy felfedezések, gyarmatositésok idején az Eurépa-
t61 tévoli orszagok lakosséagét sajté Gj betegségek valtak
ismertté, és ezek ko6zott a dizentéria igen fontos helyet

foglalt el.

A XVI. szézad kézepén tértént, hogy egy portugél pap
tudombst szerzett néhany tudatlan brazil bennsziilottél az

ipecacuanha~-gydkér antidizentériés hatéséroél.



A XIX. szézad elején a dizentéridnak Indi&ban vald gya-
kori elSfordulésa késztette Annesley~-t arra, hogy az indiai
lakosség korében legtobbszér el6fordulé betegségekkel fog-
lalkozé hires munk&jéaban /1828./ részletesen targyalja a
dizentériat is. Parkes, aki szintén Indiidban dolgozott, le-
hetségesnek tartott bizonyos kapcsolatot a dizentéria és
a hepatitis ko6zott.
1848-ban Morehead jegyezte fel az els§ m&jtalyogos esetet,
és nem sokkal kés8bb leirt egy mésikat, melyet dizentéri-

4s megbetegedéssel hozott kapcsolatba.

Gyakorlatilag lehetetlen kideriteni, hogy a dizentéria
létezett-e az Ujvilagban, felfedezése eltt, vagy az Ovi-
14gb61 hurcolték oda. Az ipecacuanha antidizentériés ha-

t4dséanak ismerete, melyet 1625-ben Samuel Purchas, majd

1648-ban Piso tett kozzé, azt bizonyitja, hogy a dizen-
tériat jol ismerték a nyugati féltekén, legalsbbis ismert
volt egy brazil népcsoport kérében. Ezzel szemben az is
nyilvénval6é, hogy a rabszolgakereskedelem Gtjan sok, sG-
lyos dizentérigban szenved6 rabszolga érkezett a kontinens-
re, akik az Gslakosségot is fertdzték.

Cooper a “Jarvényos megbetegedések Mexico City-ben 1718~
1813" ciml mlvében leirja, hogy 1776-ban saGlyos tifusz,
dizentéria, pneumonia és influenza jé&rvany sopodrt végig

"Uj-Spanyolorsz&g" f8véaroséan, és hogy don Joaguin Pio

Eguia y Lugo orvos szerint, "egy, a méjat megtémadé6 be-

tegség felelds az ezen évben elffordulé nagyszéama halsl-

esetért”,



Az am8bakkal kapcsolatos torténeti 4ttekintések 4lta-
l14ban nem emlitik az egysejtliek felfedez8jét, Anton van

Leeuwenhoek-ot, pedig az am8bé&k megismerésének lehetfsége

az 8 munk&ssigsval kezdsdétt. Amdbskat elSszdr Rdsel van
Rosenhof 1l4tott, aki foglalkozisat tekintve miniatura-
festd volt, s emellett amat8r lencse-csiszolé és mikrosz-
képkészit8. 1775-ben irt le egy alakjét &llandéan valtoz-
tat6é mikroszk6pikus lényt, melyet e képessége miatt fel-

fedez8je "kis Protusnak®, majd 1785-ben Linneo Chaos pro-
teusnak nevezett el. 1839-ben Ehrenberg alkotta meg rend-

szertanilag az Amoeba genust és 1849-ben egy orosz termé-

szettudbés, Gros irta le az els§ am8bat - az Amoeba gingi-

valis-t -, mely az emberben parazitaként é1, s mely kés8bb

Entamoeba ginqgivalis~-ként valt ismertté.

1875~ig semmit sem tudtak arré6l, hogy a huménparazita
am8bafajok jelenlétével Osszefligghet a dizentéria jelleg-
zetes tiinetcsoportjénak megjelenése. Ebben az évben irta

le egy Szent-Pétervarott dolgoz6 orvos, Fjodor Alekszand-

rovics Lesh az "Archives of Pathologic Anatomy and Physi-

ology and Internal Medicine" 65. szamé&ban egy krénikus di-
zentérias esettel kapcsolatos megfigyeléseit és kisérle-
teinek eredményeit. "A beteg, egy 24 éves férfi, rendki-
vil lesovanyodott, sapadt és gyenge, amikor kérhézba ke-
riil. Etvagytalan és 4llandban szomjas. Naponta kb. kilenc-
szer Urit hig, bGzds, sargés-vords, gennyes székletet."

Székletének mikroszképos vizsgilata soran sok, sajatsa-



gosan mozg6é organizmust, am8bat talalt. A beteg haléla
utén - melyet tidégyulladss okozott - elvégzett szovetta-
ni vizsgilatok a vastagbél mucosajéban gyulladisos besz(-
rédéseket mutatott ki, melyeket fehérvérsejt méretd sej-
tek vettek koriil. A szerzd a székletben és a fekélyes te-
rileteken talédlt am8bik méretét is megadta, leirta sza-
balytalan form&jukat, a két részre osztott citoplazmét,
a citoplazmiban megfigyelhet§ vordsvértesteket, a sejtmag
jellemz§it és a sajétsédgos mozgbst is. A leirést néhéany

rajzzal egészitette ki, és Osszevetve ezen organizmusok

morfolbégiai jellemz§it az addig ismert amSbékéval, meg-

&llapitotta, hogy egy Gj fajtat izolaltak, melyet Amoeba

coli-nak nevezett el.

Kisérletei sorén frissen dritett, amébiat tartalmazé
székletet adagolt per os kutyéknak. Az gllatoknal
diarrhea, h&any&s és anorexia alakult ki. Székletiikben
sok €16 am8bét mutattak ki. Az utolsé fertbzést kdvetd
18. napon ledlt 4llatok rectumiban és az itt kialakult
fekélyes terlileteken is nagy szémban volt jelen amfba.
Lesh ezt igy foglalta Ossze: "E kisérlet bizonyitotta,
hogy az am6bék, ha megfelel§ nagy szamot érnek el a bél-
ben, a mucosat kifejezetten irritéljsk, mely irritslé
hatas fokozédva fekélyesedést okoz". Befejezésiil a ko-
vetkezb6ket dllapitotta meg: "az amébak rendkivil fontos
szerepet jatszottak a betegség lefolyasa szempontjabél,
de egy kérdést még tisztézni kell: vajon az amé8bsk okoz-



tsk-e a megbetegedést vagy az mé&s okokra vezethetd vissza,
és az am8bék kés6bb keriltek a bélcsatorniba és csak fenn-
tartottdk a betegséget.”

Az am6bidzis torténetének kezdetét - a betegség specifi-
kus &agensének felfedezésével - Lesh-nek ez a kozleménye
jelenti /1875./.

Az & nevéhez fGz6dik a Balantidium coli, a Lamblia intes-

tinalis, a Trichomonas vaginalis és Blastocystis leirésa

is.

Tobb, mint tiz évvel kés8bb Stephanos Kartulis

Alexandridban irt le 150 am6b&s dizentériés megbetegedést.

1887-ben Robert Koch két - majtélyoggal szovéd§ - di-

zentériids esetrdl szamolt be. A betegek székletében és a
fekélyes bél szovettani metszetében ugyanazt az amgbat
mutatta ki, melyet a mé&jtalyog korili kapillarisok falég-
ban is megtaldlt. Ily médon bizonyitotta a dizentéria és
a méjtélyog kozotti etiolégiai kapcsolatot,

Szintén 1887-ben, Csehszlovéakiaban Hlava irt le am8-
bas eseteket, hangsalyozva, hogy a megfigyelt esetek nem

trépusi orszigban fordultak el§.

Baltimore-ban Councilman és Lafleur /1891./ végzett

egy vizsgllatsorozatot "az intestinalis és hepatikus"
amfbidzissal kapcsolatban, melyet 150 oldalas monogré&fi-
dban jelentettek meg. Részletesen leirték magat a para-

zitat, a bekebelezett vordsvértesteket, mint jellemzd-

ket, és Entamoeba dysenteriae-nek nevezték el. Munk&juk-



ban a betegség valamennyi tiinetét pontosan ismertették,
felhivték a figyelmet a szovddményként jelentkezd m4jté-
lyogra és az esetleges tiinetmentes hordozékra.
Részletesen tanulmanyoztik a bélrendszer 1ézi6it és a
méjtélyogot, megalkotték az "ambbas dizentéria“ és az
"am8bas majtalyog" kifejezéseket. Végul leirtak egy ma-

sik - kés@bb Entamoeba coli-nak elnevezett - am8bafaj je-

lenlétét is az emberi bélcsatornaban.

Quinke és Roos 1893-ban irta le e€l8szo6r az am6ba élet-

ciklusét, a trophozoita-, ciszta-formavid alakulsst.

Kruse és Pasquale m&jtalyogb6l szarmazé, bakterium-

mentes gennyel kisérletesen okozott dizentérist kolyok-
macskékban, és ezzel bebizonyitotték, hogy az améba egye-~
dil is képes elfidézni a dizentériat, egyattal céfolva
azok 4llitasat, akik szerint az am6ba olyan "opportunista”
mikroorganizmus, mely onmagéban nem rendelkezik pathogén

hatégssal.

Huber /1903./ az emberi bélcsatorndban é16 két améba-
fajta cisztdinak megkiilonbdztetd jellemzgit irta le.
Ugyanebben az évben Schaudinn készitett részletes tanul-
manyt err6l a két fajtar6l, és a pathogén fajtanak az

Entamoeba histolytica nevet adta. Ez a véglegesen elfo-

gadott név utal a fajta ama képességére, hogy elpusztit-
ja a szoveteket.

A pathogén hatéssal nem rendelkezd fajta neve véltozat-

lanul Entamoeba_coli maradt. Schaudinn - csup&n fanta-



ziajara tamaszkodva - leirta az am6bédk életciklusat is.
Elképzelése szerint vagy schizogénidval vagy az "érett”

trophozoitak sarjadzéséval szaporodnak.

Egy évvel kés6bb Mussgrave és Cleggq elismerte, hogy

az am8bé8k képesek elfidézni a dizentériat, de tévesen

azt 4llitottak, hogy az emberi bélcsatorndban €16 vala-
mennyi am&bafaj pathogén, illetve lehet pathogén. Ok al-
kottédk az "amoebiasis" szé6t, az am8bés fertézések vala-

mennyi megjelenési formajénak megjeldlésére.

Rogers /1912./, aki az amfbidzissal kapcsolatos ta-
pasztalatait Indijban szerezte, "Az emetin s6i" cimmel
érdekes konyvet jelentetett meg. Ebben leirta az ipeca-
cuanha hasznilatinak eredetét, a Pelletier &ltal izolalt
alkaloidijénak, az emetinnek felfedezését. Beszamolt az
emetin subcutan injekcié formajéban vald hatésosségénak
felismerésérdl az amGbés dizentéria és a majtalyog gyors
gyégyitasidban. Ismertette a szubsztancia néhény olyan
farmakolégiai sajatoss&gat, melyek alapjén az am8biazis

specifikus gybégyszerévé valhatott.

Walker és _Sellards /1913./ "Kisérletes am8bas dizen-

téria” cim@ cikkében igazolta, hogy az am8bak okozzék a
dizentéria e specidlis form&jat. A kisérlet soréan onként
jelentkez§ rabokat fertdztek szajon 4t az Entamoeba

histolvytica kiilonbdz8 torzseinek és az Entamoeba coli

cisztéival. Igy bizonyitotték be, hogy az Entamoeba




histolytica kérokozé mikroorganizmus, és hogy az Entamoeba

coli artalmatlan. Igazoltdk, hogy a dizentériss tiinetek-

t6l mentes személyektfl szérmazé6 Entamoeba histolytica

cisztigk tiinetmentes infekcidkat és dizentériss tiineteket

egyaréant elfidézhetnek, ezzel szemben az Entamoeba coli

cisztékkal valé fert8zést soha nem kdvette megbetegedés.
Ezen kivil kimutatték, hogy a klasszikus ipecacuanha ke-
zelés nem mindig eredményes, a parazita végleges eltévo-

litésa szempontjsbol.

Az ezt kovet§ években sok dolgozat jelent meg az amb-

biszis kezelésével kapcsolatban. Megiallapitottsk, hogy a
Yatren-nek /joéd-hidroxi-kinolin/ jelent8§s hatésa van, és
hogy néhany arzén-vegylilet is hasonléképpen hat a dizen-
tériéra.
Az antibiotikumok megjelenésekor tobbnek megvizsgiltik az
am8bibzisra kifejtett hatéasat, és nem is egy hatésosnak is
bizonyult. Ennek ellenére az emetin meg8rizte els8bbségét,
és tébb Gj vegyliletét és gydgyszerkombingcidjat is kipro-
baltak.

Az els§ feljegyzett amGbiazis jarvanyt, mely El-Paso-
ban /Texas/ tort ki, Craig irta le /1917./.

A Californidban mGk6d8 Kessel az am8biszis immunolé-
gi4jénak kutatésaban és ennek a diagnosztikaban valé al-
kalmazésaban ért el eredményeket.

Meg kell emliteni Clifford Dobell /1919./ "Az ember-

ben €18 am8bak® cimlG mGvét, a kérdés legstfogdobb Gssze-
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foglaléjat, melyet gondosan Osszedllitott bibliogré&fia

zar le.

Az 1933-ban Chicagob6l indulé nagy am6bidzis jéarvény
tanulményozésa j6 lehetfséget nyGjtott az ilyen jellegl
betegségek epidemiolégiéjéanak jobb megismeréséhez. Méar
ez és a kés8bbi hasonlé jérvanyok is segitettek e para-

zit6zis hatékony profilaxisénak kidolgozéaséban.

Az amGbiédzis torténetének eddig emlitett szakaszai-

ban az Entamoeba histolyticén kivil szamos m&s, az ember

bélcsatornéjéaban €18 amGbat is leirtak és szerkezetiiket,
biol6égiai jellemz6jiiket is meghatarozték.
fgy 1912-ben Prowazek a Jodamoeba butschlii-t, 1917-ben

Wenyon és O’Connor az Endolimax nana-t, valamint Jepps

és Dobell a Dientamoeba fragilis-t fedezte fel. Itt kell

megemliteni az 1912-ben Prowazek &ltal meghatérozott

Entamoeba hartmanni-t, melyet néhany évig az Entamoeba

histolytica minuta form4jéanak tartottak.

Dbrohlav és Beck /1925./ dolgozta ki az els§ mestersé-

ges téaptalajt, mely alkalmas volt az Entamoeba histolytica

tenyésztésére. Balamuth és munkatéarsai ezt a téptalajt to-
kéletesitették, és igy valt lehetSvé az am6ba monoxenikus
tenyésztése. Végll Louis S. Diamond-nak /1968./ sikeriilt

kidolgozni azt a téptalajt és metodik4st, mely megoldotta

az Entamoeba histolytica axenikus tenyésztését. Az axeni-

kusan tenyészthet§ amébék a sejtbioldégiai kutatisok sza-

méra is egyszer(, az eukaryotdak minden strukturilis és
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molekuléris elemével rendelkezd, modellt szolg4ltatnak.

1.2. Szabadon-é186 amébak torténeti gttekintése

Ami6ta a szabadon-él16 am8bik lehetséges pathogén vol-
ta nyilvanvalé6vé valt, szamtalan adat gy(ilt Ossze az amb-
bdknak az emberi, illetve az &4llati patholégiéban jatszott
szerepér8l. Altalanos a kutaték véleménye, hogy ezek az
am6b&k onmagukban is pathogének, de baktériumok és viru-

sok vektoraiként is szerepelhetnek.

Dujardin /1841l./ irt le el8sz6r Amoeba_limax néven

egy am8bat, és ezt a nevet tobb szerzd hasznalta fel kii-
16nb6z§ amGbadk megjelolésére /Page, 1969./. Ebben az id§-
ben ezeknek az amfbaknak egyaltalan nem tulajdonitottak

kéroki szerepet.

Els6ként Schardinger /1899./ azonositott Naegleria

gruberi néven egy am6bat, melyet egy dizentériiban szenve-
d6 beteg székletébdl izolalt. Ezzel egyid8ben Indokin&ban
és a FilOp-szigeteken szé&mos szerz§: Lesage /1905./, Noc
/1909./, Musgrave és Clegg /1906./ és Walker /1908./ muta-
tott ki székletbfl és mgjtalyog gennyébd8l "limax® csoport-
ba tartoz6 amGbat, és megfigyelték, hogy a dizentérigs e-
setek megszaporodnak az esfs évszakban, amikor a varosok
vizvezetékében az am8bék szama megndvekszik.

Chatton és Lalung-Bonnaire 1912-ben Vahlkampfia néven irt

le egy protozoont,amit egy Indokin&bél visszatért hasme-
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néses beteg székletéb8l izolaltak. A széklet direkt vizs-
gélata sorén talslt trophozoitikat sikeresen tartottak

fenn tenyészetben.

Kézel o6tven évig uralkodott Shaudinn megdllapitésa
/1903./, mely szerint az egyetlen pathogén amGba az

Entamoeba histolytica. Ez alapjan fogadtatta el Wells

/1911-ben/ azt az &4llaspontjat, hogy a Saigonban és Ma-
nildban leirt am8bgk a levegl porabél szarmazé mikrobak

és nincs kiilonésebb jelentdségiik.

Ennek ellenére Whitemore /1911./, Hartmann /1916./,
Hogue /1915./ és Pinto /1922./ t6bb kdzleményben szémolt
be m4jtalyogb6l izolalt, 4ltaluk Vahlkampfidnak tartott

am&barél.

Halpert és Ashley /1944./ hatvanegy Entamoeba_ histo-

lyticanak tulajdonitott agytélyogos esetet irt le, de
megjegyezték, hogy csak 6t esetben sikerilt kimutatni a

kérokoz6t. Ezért irta Robert Deschiens /1963./ az amgbis-

zisrbl sz616 értekezésében azt, hogy helytelen volt dizen-
tériadt okozb6 am6békrél beszélni a fenti esetekben, mivel
ezek a talyogok mér akkor keletkeztek, amikor a m&j, a
tid6 vagy a bél korabbi 1ézib6i a gy6gyulas aGtjan voltak
vagy mér meg is gybégyultak.

Vakcina készités céljsb6l majomvese-szbvetben tenyész-
tett poliomyelitis kultaraban Jahnes és Fullmer /1957./

olyan terileteket tal&lt, melyen - Acanthamoebaként meg-

hatérozott - am6bat azonositottak.
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Culbertson és munkatérsai /1959./ a szOvet-tenyészetek

tapfolyadékat majmok és egerek agyéba oltottak: valameny-
nyi 4llat elpusztult. A szerzb6k az agypreparétumokban
nagy kariosomija amébékat taldltak és silyos meningoen-
cephalitisre jellemz8 elv&ltozéasokat észleltek. Ugyanezt
tapasztalték, ha az 4llatokat intranasalisan oltotték a
tenyészetek tapfolyadékéval.

Singh 197o0-ben a Culbertson 4ltal izol&lt amf6b&kat Hart-

manella culbertsoni néven irta le. Ezeknek az am6baknak

klinikai jelentg@ségét nagyban ndvelte Wang és Feldman

/1961, és 1967./ felfedezése. Hartmannellgkat talaltak

nasopharingedlis valadékban, melyet eredetileg virus-

izol4lés céljabol vizsgéltak. Acanthamoeba jelenlétét

fedezték fel, hasonldé korilmények kozdtt Armstrong és
Pereira /1967./, Chang és munkatérsai /1966./, valamint

Little és Chang /1968./.

Culbertson és munkatérsai feltételezték, hogy az ege-

reken és majmokon megfigyelt betegség el&fordulhat embe-
ren is, ha az olyan vizzel keriil kontaktusba, melyet az
am6bék szennyeztek. Fowler mar 196l-ben jelezte Ausztra-
lidban az elsd gyanas esetet, majd mésfél évvel kés8bb
Butt fedez fel egy mésikat az USA-ban. Az els§ leiréast

Fowler és Carter adta 1965-ben, akik négy ausztréliai

esetet irtak le.

Patras és Andujar /1965., 1966./, valamint Butt /1966./

hasonl6 eseteket hamarosan k6z6ltek az USA-ban, Butt
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ezt a betegséget primer amfbis meningoencephalitisnek

/MEAP/ nevezte el. Csaknem egyid6ben Ausztré&lisban és az
USA-ban is izoliltak am6bakat a betegek liquordb6l /Butt,

Baro és Knorr /1968./, Carter /1968./, Culbertson,

Ensminger és Overton /1968./. Ez az am8ba morfolégiailag

a Naegleria gruberi-hez /Schardinger, 1899./ hasonlitott.

Kés6bb ezt az am6bafajt tobb orszégban izol&lt4k: Cseh-
szlovékigban Cerva és munkatsrsai /1969./, (j-zZélandban

Mandal és munkatérsai /1969./, Angligban Apley és munka-

térsai /1970./ és Belgiumban Jadin_ és munkatérsai /1971-

1978./. 1970-ben Carter javaslatéra ezt a pathogén amdbat

Naegleria fowleri-nek nevezték el, nem sokkal kés8bb

Singh /1970./ a Naegleria aerobia nevet ajanlotta a Butt

és munkatérsai /1968./ &4ltal izolalt, valamint Culbertson

és_munkatérsai /1968./ dltal tanulményozott HB-1 am&bénak.

Ezutén rdvid idén beliil bebizonyosodott, hogy a primer

am8bés meningoencephalitis okoz6ja a Naegleria fowleri,

és hogy a szbvettani preparétumokban korgbban talglt és
Acanthamoebénak tartott nagy kariosom4ja am8bék valéjaban

Naeglerisdk voltak. Megadllapitotték, hogy a Naegleri

fowleri azonositésénak feltétele, a tenyészetben vals izo-
141asukon talmengen, pathogenitéasuknak egerek vagy majmok
intracerebralis oltasaval valé igazoléssa.

Az esetleirisok retrospektiv tanulmanyozésénak eredménye-
ként ezzel a kérokozbéval hoztsk kapcsolatba egy, Derrick

altal 1948-ban tanulményozott és Wenyon szerint Iodamoeba
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butschlii-nek tulajdonitott Gj-guineai esetet, valamint

egy Kernochan 4ltal 196l-ben leirt arizoniai esetet.

Symmers /1969./ ugyanezeket az amébakat taldlta meg azok-
ban a szOvettani metszetekben, melyek egy 1909-ben meghalt
essex~-i fiG és egy 1937-ben Belfast-ban meghalt leény vizs-

galati anyag4b6l szarmaztak. Dos Santos /1971./ 5 esetet

talalt Virginidban, miutan utélag megvizsgélt 542 meningi-

tises tilneteket mutaté betegtfl szirmazé6 anyagot.

Jelenleg 4ltaléanosan elfogadott, hogy a Naegleria
felfedezése eldtt leirt, akkor Hartmannellidae &ltal oko-

zott fert8zésnek tartott megbetegedéseket is a Naegleridk

okozhatték: Culbertson /1971./, Chang /1971./, Singh és

Das /1970./, Carter /1972./.

Az akut meningoecephalitises esetek mellett Patras és

Andujar /1966./ hivta fel a figyelmet az Acanthamoebdk

okozta krénikus megbetegedésre. 1968-ban Callicot &s munka-

tarsai ismertettek egy esetet, melynek sorin Acanthamoeba

astronyxis tenyészett ki.

A mar korébban tanulményozott humé&n meningoencephali-
tist és az izol4lt etiolbgiai faktorokat tanulményozva,
Buma 1972-ben harom f6 klinikai tipusba sorolta a megbete-
gedéseket:

1. Az akut esetek, melyek hirtelen jelentkeznek, a ki-
fejl8dés fulminans és gyorsan halilhoz vezet, a kér-

okoz6 egy Naegleria fajta.
2. A krénikus esetek, melyek enyhe tiinetekkel jelent-
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keznek és a kifejlédésik lassa /1-2 hénap/, a kér-

okoz6 Acanthamoeba vagy Hartmannella.

3. Azok az enyhe esetek, melyek tiinetegyiittese a virus-
meningitisre emlékeztet, de a kérokozbéjuk valészini-

leg am8ba, vagy Acanthamoeba vagy Hartmannella, de

a Naegleria eshet§sége sem kizart.

1.3. Rendszertani ismeretek

Dangeard /19lo./ jegyezte meg, hogy nincs nehezebb do-
log, mint egy am8bé&t meghatéarozni. Identifik&lasuk sorén
nem tamaszkodhatunk csupén a morfolbégiai jegyek megfigye-
lésére, hanem a biolégiai és immunkémiai tulajdonséagokkal
egyutt értékelve tudjuk elkildniteni az azonos nemhez tar-

toz6 organizmusokat.

A paleobiolégiai kutatésok szerint az els§ bonyolul-
tabb felépités( szervezetek am8ba-szer( lények voltak.
Az 1. sz. 4bra az am8bék eredetének és fejlgdésének folya-
matat tinteti fel.



"
© ]
2 °
.-§§ g
| &8 g
53 E
!T T
I
% " w ﬁg“
w a »o w Fe2
° Py, 0w TV SED
x O_ngg =®%cp?
> EfaE @V o0
E 99896 GSBETE
s 5288z E5p§:
¥ ESSES Fe24aS
2 8
>
6] g go K
S 28 e
. X & 8
os! ] lg ;
angerob ® d
amoebord a & &
procaryota [ | l
I 11 m v v

Precambriumi 1ddk ( 540 milio evvel ezelott )

1. 4bra

is A sejtmag kialakulasénak folyamata

II. Baktériumszer( mitokondrium nélkiili szimbiontgk
kialakulésa

I1I. Mitokondriummal rendelkezd organizmusok kifejlddése.
Orséképzédéssel és centriolum nélkili mitdézissal
torténd szaporodéas.

IV. Centriolum és flagellum kialakuléisa

Ve Fotoszintézisre képes szervezetek megjelenése

A vizben és talajban él18 am8bdk osztalyozgsa mindig

is vitatott volt. Két rendszerezés 411 szemben egyméissal.
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Egyik Alexeieff-é /1912./, melyet Volkonsky /1931./ vett
revizié als és Page /1967./ dolgozott 4t. A masik a
Singh-féle rendszerezés /1952./, mely az Amoebidsk rendjét

két csalédra osztja: a Hartmannelliddk és a Schizopyreni-

dik csaléadjéara.

Singh elveti az Acanthamoeba rendet, ezeket Hartmannellik-

nak tekinti, és a Hartmannellik csaléadjéba, - mig a

Naeglerigdt a Schizopyrenidék csaladjéba - sorolja. A be-

sorolas alapjdul az oszt6dés sorén bekdvetkezd valtozsso-

kat tekintette, melyek megfigyelése igen koriilményes.

Ezért a kutaték nagy része a Page-féle osztalyozéast

fogadja el. Eszerint az Amoebidakat két csalsdba sorol-

juk: a Vahlkampiidae-k csaladjéaba, melyek promitézissal

szaporodnak, és a mit6zissal szaporodé Hartmannellidae-k

csaléadjéaba.
Az elg8bbi csalédban ostor nélkiili Vahlkampfiskat és osto-

ros Naegleridkat kilénbsztet meg.

A Hartmannellidae-k csalédjéba az Acanthamoebsk és a

Hartmannellé8k tartoznak. Az Acanthamoebgk pseudopodiumai

tiskések /acanthopodak/, néha van egy lobopodiumuk és
cisztajuk egy szabalytalan, vastag kiils§ fallal, az ese-
tek legnagyobb részében egy csillag alakd belsd fallal

rendelkezik.
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Allatvilég: Protista /Haeckel, 1866./

Allatkor: Protozoa /Goldfuss, 1818., Siebold, 1845./

Torzs: Sarcomastigophora /Honigberg és Balamuth,
1963./

Altdrzs: Sarcodina /Hertwig és Lesser, 1874./

Agazat: Rhizopoda /Siebold, 1845./

Oszt4ly: Lobosea /Carpenter, 1861./
Alosztaly: Gymnamoebia /Haeckel, 1862./
REND: Amoebida /Kent, 1880./
Alrend: Tubulina /Bovee és Jahn, 1966./
Csaldd: Hartmannellidae /Volkonsky, 1931.,
Page, 1974./
Csalad: Entamoebidae /Chattoon, 1925./
Fajta: ENTAMOEBA HISTOLYTICA
IODAMOEBA BUTSCHLII
ENDOLIMAX NANA
Alrend: Acanthopodina /Page, 1976./
Csaladad: Acanthamoebidae /Sawyer és
Griffin, 1975./
Fajta: ACANTHAMOEBA CASTELLANII
REND: Schizopyrenida /Singh, 1952./
Csaldd: Vahlkampfiidae /Jollos, 1917.,
Zulueta, 1917./
Fajta: NAEGLERIA FOWLERI
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2. PATHOGENITAS

2.1. Entamoeba histolytica

Bar Lesch mar 1875-ben leirta az Entamoeba histolytica

okozta betegséget, és az azbéta eltelt idd alatt széamos ku-
taté foglalkozott a kérokozéval, de még ma sincs kialakult,
egységes elképzelés a pathogenitisrél és a klinikai kép
megitélésérdl. Egyes kutaték véleménye szerint a pathogén
térzsek csak trépusi klima alatt fordulnak eld§, mig a mér-
sékelt égov alattiak apathogének. Ezzel szemben misok az

Entamoeba histolyticat obligat pathogén széveti parazi-

tanak tartjék. A harmadik csoport véleménye szerint fa-
kultativ pathogenitastG kérokoz6rbél van szé, mely bizonyos
kortilmények kozoétt akar a trépusokon, akéar a mérsékelt

égov alatt salyos megbetegedést hozhat létre.

E szerz6k szerint a pathogenitégs figg a klimatél, a
bél baktérium-fl6réjanak Osszetételétdl, illet8leg az
egyén 4ltalénos &llapotatél, kondicibjatél. valdszintinek
l4tszik, hogy mindezek a tényezék kedvezdtlen kapcsolata
vezet megbetegedéshez. Lehetséges, hogy nemcsak a trépusi
klima befolyésolja rossz irényba a fert8zés kimenetelét,
hanem esetlegesen a klimavéltozés is. E kérilménynek tu-
lajdonithat6, hogy a trépusokrél mérsékelt égbvre érkezd
személyeken - odaérkezésik utan - gyakran tor ki a megbe-

tegedés.
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Az anaerob viszonyok koézott szaporodé protozoon proteo-
lytikus és amylolytikus enzymeket termelve extracellulé-
risan fejti ki szdvetoldé hatését és hozza létre a belek-
ben a jellegzetes fekélyeket. T4plalékul a szdvetekbdl
aminosavakat, glucosét, B- és C-vitamint, valamint choles-

terint vesz magéhoz.

A folyamat elérehaladiséaval egyre mélylil a necrosis
és végil kialakul a jellegzetes amoebis fekély. Az ese-
tek nagy részében a folyamat a bélre localizilédva ma-
rad, egyes esetekben azonban a vegetativ alakok a vér-
dram Gtjé&n a majba jutva, méjgyulladést vagy méjtéalyo-
got hoznak létre, de gyakran tévolabbi szervekbe /tidd,

agy/ is adnak &ttételeket.
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Az Entamoeba histolytica migraciéja:

Y \ 4
B6r Béllumen

Genitglis hém

¢ agina
BGr Bélfal Retroperitoneum
: Peritoneum
'
|
|
B6r 1 —=Peritoneum
L4
Nagy erek ‘ — Mediastinum
Ureges szervek ' — Pericardium
|
Retroperitonedlis 1 — Pleura
4 l
tér
\
Tidé Tud6
Vese Agy
Lép Bronchusok
Vese /9ége/
/nyelécss/

2. sz. &bra

A betegség klinikai felosztasat illet§en tobb eltérd
vélemény alakult ki. A legtdbb szerz8& két csoportot kiildén-
béztet meg, Ggymint 1. intesztinalis és 2. extraintesz-

tinglis kérformat. Mas szerzék, igy elsGsorban Craig a
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bél-ambisdzisokat osztdlyozza. A kérkép sGlyossaga sze-

rint Craig négy csoportot kiilénboztet meg:

1.
2.

3. am6bas enteritis,

4, am8bas dizentéria.

tinetmentes hordoz4s, vagy gazdaség,

hordoz4s klinikai tinetekkel,

A klinikai képet jobban megkdzeliti Mohr felosztésa,

mely a kovetkez§:

A.

B.

a bél lumenét minuta
formédk és cisztak fertézik,
a bél fal4t magna formak
fertézik:

1. akut forma,

2. krénikus forma

fertézéses-toxikus
hepatozis

/nem hepatitis!/
mijtalyog a magna formék-
nak a portalis keringéssel
torténd elsodrbédssa kodvet-
keztében

tinetmentes

véres-gennyes-nyal-
kds hasmenés, laz
nélkil,
székrekedéssel val-
takoz6 gennyes-nyal-
kds hasmenés,
majduzzanat, nyomés
a ma&j tajékon, rit-
kédn laz

majtaji fajdalom,
m&ajnagyobbodas,
leukocytosis,

15z,

gyorsult vordsvér-
test siillyedés
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Varnai kézikonyve szerint az amébidzis egységes kér-
kép, amely nemcsak a belek megbetegedése. Fertf§zés esetén
a tiinetmentes hordoz&st6l a manifest klinikai tiineteken
keresztil a sGlyos vagy éppen halédlos sziv8dményekig a

legvéltozatosabb kérformdkat hozhatja létre.

[. Tinetmentes hordozas <= II. Manifest klinikai tunetek

/

// acut /hrOnikus
dysenteria hepatosis e colitis

(hepatitis )
3 \ 7
gyogyulas

SZOVODMENYEK

talyogok: maj, agy, tudd
amoebomak, sipolyok stb

3. abra

Az am8béas dizentéria inkubécibés ideje valtozd, lehet
néhany nap, de &ltalaban hossz(i, 20-90 nap. Kialakulgsa
lassG, lefolyasa 4ltalé&ban enyhe. Napi 3-5 hig, nyalkés,

véres székletiiritéssel jar, de stlyos esetben eléri a
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napi lo-15-6t. A hasi f4jdalom toébbnyire jobboldalt, az
appendix~-tajon jelentkezik, ami miatt gyakran gondolnak
akut appendicitisre.

Akut am8biszis: kimenetele 4ltalgban kedvezd, bar a tré-

pusokon 5-lo %-os letalitassal jar. Megfelel§ kezelés ha-
téaséra 4ltaléban gyogyul, de még gybdgyszeres kezelés nél-
kiil is bekévetkezhet gybégyulas, vagy spontén remissio.
Ilyenkor a megbetegedés krénikus forméba megy &t.

Krénikus amgbiszis: rendszerint hasmenés nélkil, st in-

kéabb obstipatoval jar. Idénként elgfordulnak kisebb has-
menésekkel kisért colitises formak is. A fébb tiinetek:
étvéagytalansag, subfebrilitas, hipotonia, kisfoka micro-
cyter anaemia. A kérképet rendszerint neurotikus tilinetek
kisérik. A beteg ingerlékeny, alvészavarrgl, fejfajéas-
ré6l, szédiilésr§l panaszkodik. E tiinetek gyakran téves
diagnosishoz vezetik az orvost. Ilyen beteg mondja, hogy
"gyenge"” a gyomra.

A krénikus form&ban gyakran kerilnek a majba ké6rokozék
anélkiil, hogy t4lyogképz8désre sor kerilne, de természe-~
tesen konnyen kialakulhat m4jtalyog is.

Am8bss majtélyog: viszonylag ritka szévgdménye az am8bis-

zisnak, azonban legtobbsz6r haldlos kimenetell. Tiinetei:
intermittalé 14z, jobb v4llba sugarzé, légzéskor fokozéds
jobb bordaiv alatti féjdalom. A laboratériumi vizsg4latok

koziil erdsen gyorsult vordésvértest-siillyedés, a szérumban



az alkalikus phosphatase értékének ndvekedését és brom-
sulphalein-retenti6t talalunk. A betegnek leukocytosisa
van és a colloid-labilitisi prébék is pozitivak.

Kilonleges formék: a krénikus am8bidzis egyik szovddmé-

nye az am8bés granuléma vaqy amoeboma. A gyakori recidivék

kovetkeztében a bélfal koérilirtan megvastagodik, és a bur-
jénz6 két&szovetben a gyulladdsos granuléma szbveti ele-
mei dominglnak.

B8r-amfbiszis lehet metastatikus vagy sipoly kovetkezmé-

nye. Leggyakrabban az anus koril 1l4thaté, de el&fordulhat
barmely bgrfeliileten, amikor sipolyképzgdés kovetkeztében
411 els.

Gyakoriak a generalizalt bfrjelenségek, melyeknek f§ tii-

netei a dermatitis, a pruritus és az urticaria.

Meg kell emliteni a genitalis fert8zést, amely sokszor

dysmenorrhoea vagy sterilit4s hatterében 4llhat.

2.2. Szabadon-€él6 am@bak

Az a feltevés, hogy a mindeniitt eléfordulé szabadon-

€16 kis amoebsk pathogénné valhatnak, Culbertsontél széar-

mazik, ezért az els§, &llatkisérlettel is igazolt patho-
gén képességgel rendelkezd amoebafajtat, tiszteletére,

Acanthamoeba culbertsoninak nevezték el.

A szabadon €18 amoebdk okozta human megbetegedéseket
Butt /1966./ nevezte el8sz6r primér amoebis meningoence-

phalitisnek /PAME/.
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Ezek az amoebdk 4ltaldban meningoencephalitist okoz-
hatnak, és az &ltaluk okozott betegség klinikai képe a
fert6zést elfidéz8 fajtatél fiiggben kétféle.

A "Naegleramoebiasis”

A Naegleria fajok koziil csak egy, a Naegleria

fowleri-r6l tudjuk, hogy meningoencephalitist idézhet

el6. A naeglerias meningoencephalitises esetek zOme egész-
séges gyermeknél vagy fiatal felngttnél fordult eld és
szinte valamennyi megbetegedést vizzel, rendszerint koéz-
firdékkel valé kontaktus el6z6tt meg. A Naegleria

fowleri haemorrhagias, nekrotiz4l6 meningoencephalitist
okoz, mely &4ltalédban egy héten belul halidlhoz vezet. A
betegeknél frontalis vagy pariet4lis fejféjas, tarkome-
revség, néha a szaglés gyengiilése, kettdslatss alakul ki,
ante mortem kéma fejl8dik ki. A liquor gennyes, nagy széam-
ban - kb. 90 %-ban - tartalmaz polimorf magva sejteket és
néha kevés vordsvértestet is. A pseudopodiumokat is no-
vesztd makrofég sejtektdl nehéz elkiiloniteni a mobilis
protozoonokat, melyek néha “h&zatlan csigihoz" /limax/ ha-
sonldéan elnydGjtottak a liquor NaCl tartalma miatt /Cul-

bertson 1972./.

Tény, hogy ezeknek az am8b&knak a mikroszképos felis-
merése nem koénny( feladat, de néhany 6réval a liquor-vétel
utadn mér koénnyebben elkiiléonithet8k az O6sszetapadt leukocy-

taktol.
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A boncol&s soréan az agy 6démés, a szagl6élebenyekben
4ltalaban nekrotikus és vérzéses teriileteket talalunk,

melyekben szamos am&ba fedezhetd fel.

A hisztol6giai diagnbzis fel&llitésa sem egyszer(,
mert csak igen vékony sorozat metszetben - gondos, hosz-
szG fix4las utan végzett Giemsa vagy Heidenhain-féle vas-
hematoxilin festéssel - lehet megtaldlni a jellegzetes

magmorfol6égiajG amébakat.

Az "Acanthamoebiasis”

Az Acanthamoeba fajok ko6zil tobbrgl, igy az Acanth-

amoeba castellanii-r6l, az Acanthamoeba_polyphaga-rél és

az Acanthamoeba astronyxis-rg6l is feltételezik, hogy hu-

man megbetegedést okozhatnak.

Az Acanthamoeba fertdzés kovetkeztében megbetegedett

emberek legtébbje immunszupresszglt, diebeteses, vagy al-
koholista volt, illetve sugérterépisban vagy tartés cor-

tison kezelésben részesiilt. Az Acanthamoebik és m&s, még

meg nem hatérozott szabadon-é18 am6bak cerebrilis fertd-
zéseket, nekrotiz4lé, granulomatosus, subakut vagy kréni-
kus am6bés meningoencephalitist /GAE/ okoznak. A betegség
nyolc napt6l par hénapig is tarthat és halalt is okozhat.
A klinikai tinetek a behatolas helyének kiilo6nh6z8 foka
gyulladéséval kezd&dnek, melyet viszonylag enyhe tiinetek
- h6emelkedés, torokfajés, nausea, hanyss, szédiilés és
fejfajas - kévetnek. Jones és munkatérsai /1975./ irtsk
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le egy 7 éves fia esetét, akinek haldlos kimeneteli me-
ningoencephalitisét keratitis, majd uveitis eldzott meg.
A boncolas sorén kimutatték, hogy a fertbzés kapuja a

szem volt. A kérokozd Acanthamoeba castellanii-polyphaga-

rhysodes komplex volt.
Witschel és munkatarsai /1984./ egy kontaktlencsét vi-

seld id8s nd keratitisérdl kimutatték, hogy azt Acanth-

amoeba sp. okozta.

Cullett és munkatéarsai /1979./ is leirtak egy hosszas

eldzmény utén haladlhoz vezetd meningoencephalitist, mely
egy évvel koribban tortént harapgs utéan fejlgdott ki.
Egy 24 éves mexicéi ndt gyermeke a karjén megharapott.

A harapas helyén kb. fél év mGlva gennyes kelés, majd
fekély alakult ki. Ojabb fél év malva a betegnél menin-
geélis tiunetek jelentkeztek. A halal uté4ni vizsgilat so-
rén az agybél és a fertdzés kapujébél /bérlézié/ Acanth-

amoeba astronyxist mutattak ki.

Itt emlitem meg sajat esetiinket /k6zlés alatt/. Egy
alkalommal 14 éves leany abakteridlis meningitisének kér-
okoz6jat, a liquorbdél mikroszképos vizsgblat sorén ész-

leltik, &llatoltas utan visszaizoliltuk és Acanthamoeba

castellanii~ként hatéroztunk meg.

1980~-ban Dos_Santos hivta fel a figyelmet arra, hogy

az amébéknak liquorb6l valé direkt kimutatasat megnehe-
ziti az a korilmény, hogy a fehérvérsejt meghatarozashoz

a liquort - a voOrOsvértestek oldasa céljabél - ecetsav
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tartalma Tirk-oldattal keverik, mely ecetsav az am&bakat

kédrositja, elvesztik jellegzetes alakjukat, minek kovet-

keztében konnyen Osszetéveszthetd8k degenerilt makrofagok-
kal.

Az Acanthamoebik okozta 1ézitk a kisagyban, a kdzép-

agyban és az agytdrzsben gyakoriak. A szaglélebenyek -
szemben a Naegleria okozta elvéltozéssal - és az agyfél-
tekék elllsd régidja csak ritkén érintett. Az amébsk a
granulomatozus g6cokban taldlhaték és j6l jellemzi ket
nagyobb méretik és vildgosan fest8d6 nucleusuk és a fel-

tinden festddé nucleolusuk. A Naeqgleriidk okozta ferté-

zésekkel ellentétben ezekben a gécokban nagy szamban ta-

141haték am8ba cisztsk is.

Valamennyi baktérium és virusmentes meningitist
" amba-gyanisnak kellene tekinteni. A mikroszképos vizs-
gélaton kiviil &llatoltast és tenyésztést is célszerl vé-

gezni, am8ba kimutatéds céljabél.



korokoz6 Naegleria és Acanthamoeba fajok sajatosségai

Jellemz6k

Naegleria

Acanthamoeba

fajtak

morfolbgia:
trophozoita

ostoros &llapot
ciszta
szélektiv izol4l4s

6kolégia

klér-rezisztencia

Naegleria fowleri

lobopodiumok 15-25 um

létezik /deszt. viz/
kerek

7-15 um

lehetséges

melegitett /természetesen
vagy mesterségesen/ vizben
az amba gyorsan elpusztul
a ciszték az uszodék szoka-
sos klér-koncentrécigjéaval
elpusztithatoék

A. castellanii
A. culbertsoni
A. polyphaga
A. astronyxis
A. rhysodes

acanthopodiumok /filiform/
15-40 um
nincs

dupla fala, a belsg fal 4lta-

laban csillagalakd
8-20 um

csak ritkén lehetséges
minden vizben

az améba gyorsan elpusztul
a cisztdk igen ellenglléak

—Ig-



Jellemz8k

Naegleria

Acanthamoeba

pathogenitas

inkub&ciés idd

fert8zés kapuja

epidemiolébgia

szovetekben talgl-
haté formak
terépia

primer amoebas meningoence-
phalitis /PAM/: akut és
hal&los

4-7 nap

szagléham
/neuroepithelium/
dltaléban (szas elézi meg

loo PAM viléigszerte

am8ba

Amphotericin B

amoebsds meningoencepha-
litis /AM/: kroénikus, de
halalt is okozhat
bizonytalan, lo nap

tid§, urogenitalis traktus,
szagl6hém, bérhiany
dltaldban nem Gszéssal
kapcsolatos

lo AM eset vil4gszerte

6 szemfertbzéses eset vi-
lagszerte /vizzel valé
kontaktus el&zi meg/
amGba és ciszta

sulfadiazin? /Debenal/
5-fluorocitozin? /Ancotil/

l. tabla
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A vizsgélt torzsek eredete

Az intézetiinkben hirom éve axenikusan fenntartott

Entamoeba histolytica NIH:200 torzset Gdyniib6l, az

Institute of Marine Medicine parazitolégiai részlegén

dolgoz6 P. Myjak bocsatotta rendelkezésemre.

A szabadon-é16 améb&k gy@jtését a Maros folyé Klara-
falva melletti szakaszgb6l, a partkdzelbdl vett vizminta

vizsgélatéval kezdtem.

A Tisza vizét a Gyermekklinika magasségéban beémld szenny-
vizcsatorna k6zelébgl meritettem.

A Holt-Tisz§b6l az u.n. H6dt6i csatorna torkolata melldl
vettem vizmintat.

A Varosi Egészségligyl és Gyédgyfiurdsk 25°C-o0s medencéj é-
bdl, a fird6éviz leengedése utén a fenék mélyedéseiben ma-
radt vizet megvizsgaltam.

A szegedi Sportuszoda kb. 18-20°C-~0s vizét is felhasznal-

tam kisérleteim soran.

3.2. Tenyésztés

3.2.1. Monoxenikus és axenikus tenyésztési méd

Ogata /1938./ volt az elsd, akinek sikerilt természe-
tes koérilmények k6z6tt baktériumokkal és m4s él81lényekkel
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egyitt é16 egysejtieket baktériummentesen, tisztén kite-
nyészteni. A technikai nehézségek miatt azonban a 3o-as
évek végéig nem sokan haszndsitotték ezt az eljarast, de
az6ta rohamosan megngtt a médszer alkalmazéinak és tovabb-

fejlesztGinek a széama.

A tenyésztett protozoonokkal az él18 anyaggal kapcso-
latos sok altalanos biolégiai kérdés tanulméanyozhaté cél-
luléaris szinten, tehat anélkiil, hogy a soksejt( szerve-
zet bonyolult sejtk6zotti kapcsolatai azokat befolyasol-
ndk. A tiszta egysejtl tenyészetek fizikai, kémiai és
biolégiai vizsgalatai vetették meg tulajdonképpen a mo-
dern sejtbiol6gia alapjait, s8t a molekuléris biolégia

kutatasanak lehetdségét.

A tiszta tenyészetek gyakorlati szempontb6l sem ko~
zOmbOsek, ugyanis a protozoonok tépanyagigényeinek isme-
rete lehet8vé tette felhasznilasukat egyes biolégiai anya-
gok mennyiségi meghatérozé4séra /pl. Crithidia luciliae
az autoimmunbetegségek diagnosztizélaséra, az Euglena
gracilis a kobalamin titraléasara, a Tetrahymena pyriformis
Gj farmakol6égiai preparatumok toxicitisanak gyors, té&jé-

koz6d6 vizsgalatara, stb.

A tenyészetek osztalyozisa Dougherty szerint /1953./:
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Elnevezés A kérdéses faj mellett a tenyé-

szetben é18 fajok

1. Gnotobiotikus Nincsenek vagy mind ismertek
a./ Axenikus nincsenek
b./ Synxenikus egy vagy tobb ismert faj
Monoxenikus egy ismert faj
Dixenikus két ismert faj
Trixenikus hdrom ismert faj

Polyxenikus  tobb ismert faj
2. Agnotobiotikus egy vagy tobb faj, kozilik
legalabb egy ismeretlen

A gyakorlatban sokszor meg kell elégednink azzal is, ha
sikeriil a fajta egyedeit invitro fenntartani, barmilyen
kérilmények koézott torténjék is ez. Az idedlis cél azon-
ban természetesen a fajta tiszta /axenikus/ tenyészeté-
nek kialakitésa. Ha a protozoont valamilyen médon elkii-
lonitjik a kérnyezetében é15, esetleg a testfelszinéhez
tapadt, vagy éppen a citoplasméjsba bekebelezett bakté-
riumt6l vagy virustél, akkor az ilyen axenikus egyedeket
barmilyen - &ltalunk j61 ismert - egysejt(ivel /baktérium-
mal, esetleg algival/ taplalhatjuk. Ezek a tenyészetek

mar gnotobiotikus monoxenikus kultdrak. Francia kutatok

az €16 baktériummal t&plalt tenyészeteket “culture bio-

bacterienne”"~nek nevezik.
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Ha a vizsgédlandé faj axenikus egyedeit sikeriil nem
€18 vagy éppen a tfpfolyadékban oldott anyagokkal fenn-

tartani, akkor elértiik az axenikus tenyészetet.

Az antibiotikumok felhaszn&lgsa lehetdvé tette, hogy
a korébban alkalmazétt igen munkaigényes és sokszor ké-
tes értékd mbédszereket elhagyjuk /mosés, véandoroltatass,
stb./. A szilard taptalajokon val6é véandoroltatés még ma
is haszn8latos a gyorsan mozgé6 protozoonok tisztitéséra,
de szinte 4ltalanossi vélt a kiilonb6zd antibiotikumok és

kemoteridpeutikumok ilyen céla felhaszné&lésa.

Az axenikus kultaréban valé tenyésztés feltétele,
hogy a téapoldat tartalmazza mindazokat az anyagokat, me-
lyek a protozoon anyagcseréjéhez és szaporodasshoz sziik-

ségesek. Ilyen az Entamoeba histolytica axenikus tenyész-

tésére alkalmas - minden igényt kielégité - tapfolyadék,
a Louis S. Diamond /1968./ 4ltal kidolgozott TP-S-1 t&p-
folyadék.

3.2.2, Téptalajok

A./ Az Entamoeba histolytica tenyésztése:

Az NIH:200 torzs axenikus tenyészetét a L.S.Diamond &ltal
kidolgozott /1968./ TP-S-1 téapfolyadékon és ennek egy 4l-
tala médositott valtozatan, a TYI-S-33 médiumon tartom

fenn.
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A TP-S-1 tapfolyadék Osszetétele

TP leves /Irypticase, Panmede/

Trypticase /Bio-Trypcase/ l.oo g

Panmede /méjkivonat/ Paines and

Byrne 2.00 g
Glikéz 0.50 g
L-cisztein~hidroklorid o.lo g
L-aszkorbinsav 0.02 g
Natrium-klorid 0.50 g
Kdlium-dihidrogén-foszfat 0.06 g
Dik4dlium~-hidrogén-~foszfat

/vizmentes/ o.lo g
Bidesztillalt viz ad 87.50 g

A pH-t ln NaOH-dal pH=7-re &llitom be.
Whatman no. 1. sz@irGpapiron sz(rdm.
lo percig 121°C-on autoklé&vozom.

Fénytd8l védve téaroljuk.
Felhasznilas eldtt ezt az alaplevest

l. lo ml inaktivalt /56°C-on, 30 perc/ lésavbval

2. 2.5 ml Vitamin mixture lo7-tel komplettélom.

Vitamin keverék lo7 /Evans és munkatarsai 1956./

I, sz. térzsoldat: Vizoldékony B-vitaminok
1. Niacin 12.5 mg

p-aminobenzoe sav /Hl-vitamin/ 25.0 mg
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Desztillélt viz ad 25.0
/forré vizben oldjuk/

2. Niacinamid /PP-vitamin/ 12.5
Piridoxin /Bs-vitamin/ 12.5
Piridoxal 12.5
Tiamin /Bl-vitamin/ 5.0
Ca-pantotenat 5.0
Izo-inozitol 25.0
Kolin-klorid 250.0
Desztillalt viz ad 25.0

3. Riboflavin /By-vitamin/ lo.o

a./ lo ml 0.075n HC1 majd
b./ 5 ml o2n NaOH hozz4adisa
utan enyhe melegitéssel oldjuk

Desztillalt viz ad 20,0

1. oldat 25 ml
2. oldat 25 ml
3. oldat lo ml

Deszt.viz ad loo ml

sz. torzsoldat:
D-biotin /H-vitamin/ lo.o
Oldjuk 50 ml desztillilt vizben, melyet
1 ml 1In HCl-val savanyitottunk.

ml

mg
ng
mg
mg
mg
mg
mg
nl

mg

ml

mg

Desztillalt viz ad lo0.0 ml
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ITI. sz. torzsoldat:
F6lsav /Bc-vitamin/ lo.o mg

Desztillslt viz /80°C/ ad 1oo.o0 ml

IV. sz. Zsiroldékony vitaminok

lo.o mg Dz-vitamint /Ergocalciferol/ oldok fel
égy loo ml-es mér8lombikban 1év6 abszolut etanol-
ban. A tinkturiban lo.o mg A-vitamint /alkoholos/
is feloldok. Egy kiilon cs6ben lo.o mg K3-vitamint
/Menadion/ oldok 1.0 ml abszolut etanolban és

~ 0.1 ml-t a mérglombikban 1év§ D~ és A-vitamin
tinkturshoz adok. Hozzamérek lo.o ml 5 %-os /V/V/
Tween 80 oldatot, a végtérfogatot pedig loo.o ml-

re 411itom be desztillalt vizzel.

V. sz. 10,0 mg E-vitamint /dinatrium-alfa-tokoferol-
-foszf4t/ oldok kevés desztillalt vizben, majd

a térfogatot loo.o ml-re egészitem ki.

A vitamin keveréket Seitz vagy Millipor sz(rén szf(irjik.

Tarolas -20°C—on.

A komplettalt tapfolyadékot csavaros tetdvel zarhatéd
csOvekbe fejtem és sterilit4isi préba céljéabél 24 6réan at
37°C-on inkubslom. Az inkub&lss soran eléri az atoltéashoz

sziikséges hémérsékletet is.

A TP-S-1 tapfolyadék egyik legfontosabb komponense
a Panmede néven forgalmazott, papainos emésztéssel nyert,

marhaméj kivonat. Beszerzése vilagszerte problémat jelent.
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Diamond és munkatarsai 1978-ban kidolgoztak egy méajkivo-

natmentes téapfolyadékot, mely szintén j6l1 bevalt az Ent-

amoeba histolytica axenikus tenyésztésében.

A TYI-S-33 médiumban vassal, B;,- vitaminnal, tioctic

12
savval és Tween 8o-nal kiegészitett élesztdkivonat he-

lyettesiti a Panmede-t.

A TYI-S-33 téapfolyadék Osszetétele /Irypticase,

Yeast extract, Iron, Serum/

TYI-leves
Trypticase /Bio-Trypcase/ 2.0 g
Elesztbkivonat leo g
Glikoz l.s0 g
Natrium-klorid 0.2 g
Dik&lium-hidrogén-foszfat o.l g
K&dlium-dihidrogén-foszfat 0.06 g
L-cisztein-hidroklorid o.1l g
L-aszkorbinsav 0.02 ¢
Ferri-amménium-citrat

/barna gyodngy/ 2.28 mg
Bidesztillalt viz ad 87.0 nl

A pH=t 1n NaOH-dal 4llitom be pH=6.8-ra.
Az oldatot Whatman no.l. sz(rdépapiron sz(irdm.

15 percig 121°C-on autokl&vozom.
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Vitamin - Tween 80 keverék

A. tOrzsoldat

Vitamin mixtura lo7

B. torzsoldat
BIZ-V1tam1n 40.0 mg

Bidesztillglt viz ad loo.o0 ml

C. torzsoldat
DL-6,8 tioctic sav loo.0 mg

Abszolut etanol ad loo.o ml

D. torzsoldat
Tween 8o : 50.0 g

Abszolut etanol ad loo.0 ml

A munkaoldat Osszemérése:

A. torzsoldat looo ml
B. térzsoldat 12 ml
C. torzsoldat 4 ml
D. torzsoldat : 4 ml
Bideszt viz 180 ml

Az oldatot Seitz szlrén sterilezzik.

Ampullékba adagolva -20°C-on taroljuk.

Borja-= vaqy lésavd

Felhasznalas elétt 56°C-on 3o percig inaktivalva.
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A komplett tapfolyadék elkészitése:

TYI-leves 87 ml
Savd lo ml
Vitamin-Tween 80 mixtura 3 ml

A komplettalt médiumot +4°C-on, s6tét helyen, maximum
96 6réan &t tarolhatjuk.

B./ A szabadon-él16 am6bak izolalasshoz és fenntartiséhoz

hasznalt taptalajok:

Modositott Neff-féle sbéoldat /Page, 1967./

/Amoeba saline/

Az alabb felsorolt s6kb6l /a megadott mennyisé-
gekkel/ bidesztillglt vizzel loo.o ml térfogatd
torzsoldatot készitek.

NaCl l.20 g
MgSO4 7H20 0.04 g
CaCl2 2H,0 0.04 g
Na2HPO , 1.42 g
KH,PO, 1.36 g

A torzsoldatok lo-lo ml-ét Osszekeverem, majd bi-

desztilléglt vizzel looo.o ml-re kiegészitem.

BST _agér /Buffered Sucrose Iryptose/ /S.L.Chang, 1958./

Sucrose lo.o g
Tryptose 2.0 g

Dinatrium-hidrogén~foszfat °7H,0 6.0 g

2
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Kalium-dihidrogén-foszféat 0.4 g

Agar 15.0 g

Bidesztillilt viz ad looo.0 g
pH=7.4-7.5

Sterilezés 15 percig 121%c-on

Az agéroldatbbl Petri-csészébe lemezeket ontok.
Tarolas +4°c-on.
Felhasznilas eldtt a lemezekre 1 ml s(riiség:

McFarland=1 Enterobacter aerogenes szuszpenziét

plétolok és a lemezeket 18 6rén 4t 37°C-on inkub&lom.

PYG-leves /Drosanszky/

Acanthamoebsk .axenikus tenyészetének kialakitésihoz:

Proteose pepton 15.0 g
Eleszt8kivonat 5.0 g
D-gliiké6z lo.o g
Vasz+-szu1fét 3.0 mg
Neff-féle amoeba saline ad looo.0 g

A pH-t 1M KOH-dal pH=6.6-ra 4llitom be.
Sterilezés 15 percig 115%-on.

3.3. Antigének és immunsavok elgsllitisa

A./ Antigének

Entamoeba histolytica antigént P.E. Thompson és munka-

tarsai 4ltal leirt médon az NIH:200 t6rzsbdl 4l1litottam eld.



A 48 6ras, TP-S-1 tapfolyadékban fenntartott tenyészete-
ket lo percre jeges vizfiird6be martottam. Ekkor a cs6 fa-
lara tapadt am8bak levalnak az iGvegrél. A szuszpenzifbdl
lo perces looo rpm-mel végzett centrifugélléssal ltlepitet-
tem az am@bakat. Az liledéket haromszor mostam 50 ml 0.25M
sucrose oldattal. A mosott amé6békat pH=7.2 PBS-ben re-
szuszpenddltam Ggy, hogy a szuszpenzib 1x10° amGba/ml
sliriségli legyen /szé&mlilas Blirker-kamréban/.

Az amdba-szuszpenzi6ét MSE Ultrahang Desintegratorral 1-2
percig kezeltem /20 kHz, loo Watt/. A sejtszétesést mik-
roszképosan ellendriztem. A preparatumot lo percig looo
rpm-mel centrifugdltam, hogy a durva, szét nem esett ré-
szeket eltavolitsam. Az igy kapott, opaleszkalé feliil-
Gsz6t - az antigént - megfeleld adagokra osztva -20°C-

on taroltam. Ezzel az antigénnel végeztem szerolégiai

- IHT, ELISA - vizsgalataimat.

Az 1IF technikihoz Ambroise-Thomas szerint készitet-

tem antigént. A kultdarakat lo percig kis fordulatszéammal
/800 rpm/ centrifugéltam, a parazitikat PBS-sel héaromszor
mostam /lo perc looo rpm/. A végs8 koncentraciét 20.000
ambba/ml-re &llitottam be. Ebb81l a szuszpenzi6ébél csep-
pentettem a Bio-Merieux cég §ltal készitett szilikono-
zott lemez gy(lirGibe. A lemezeket 37°C-on térténd szarités

utan becsomagolva -20°C-on taroltam.

Az el6allitott antigént a Behring cég 4ltal forgal-



mazott CellognostR Amoebiasis készitménnyel hasonlitot-
tam Ossze. A fenti készitmény az invaziv amoebiasis in-
direkt haemagglutinicibés teszttel torténd szerolbgiai
diagnosztiz8laséra késziilt.

Az Osszehasonlité vizsgélatokat a Behring cég reagensé-
hez mellékelt negativ és pozitiv human savékkal, valamint
a késgbb leirt médon készitett nydl immunsavéval végez-
tem. Ezen vizsg4glat alapjén antigén-preparatumomat meg-

felel6nek talaltam szerolbégiai tesztek elvégzésére.

Hasonlbé médon készitettem antigént a Maroshél izol4lt

Acanthamoeba sp. monoxenikus kultdarajéabél, valamint a

tenyésztéséhez hasznilt Enterobacter aerogenesbdl is.

B./ Specifikus antiszerumok eldallitéasa

Az immuniziléast a P. Myjak &ltal leirtak szerint vé-
geztem.
Fiatal, kb. 2.5-3 kg sGlya nyulakat intravénigsan oltot-

tam é18 Entamoeba histolyticéival. Az oltist Ot alkalom-

mal, 6t naponként ismételtem meg. Egy oltas alkalmival
35 milli6é €18 trophozoitat fecskendeztem be. Az utolsé
oltast kovetd 7. napon az &llatokat a vena jugularisba
vezetett kaniilon 4t elvéreztettem. A szerumot 1 ml-es

ampullakba adagolva -20%C-on t4roltam.

A Marosbb6l izol4lt Acanthamoeba sp. tenyészetébdl

szarmazé trophozoitikkal hasonlé médszerrel immuniz4l-
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tam 4llatot. Egy-egy oltés alkalméval 20 millié6 am§bat

vittem be.

3.4. Szerolb6giai médszerek

3.4.1. Indirekt haemagglutingciés teszt /IHT/

A szerolbégiai médszer elve: glutédraldehiddel kezelt
juh virdsvértest felszinére jo6részt citoplasmatikus, ki-
sebb részben exoantigént kotink. Ha az antigénnel érzé-
kenyitett vordsvértest-szuszpenziét olyan szerumhigité-
sokkal hozzuk 6ssze, melyekben specifikus ellenanyag van,
az antigén-antitest kapcsolédés léathatévéa vélik azéaltal,
hogy a vOrdsvértestek lazan kapcsolédva agglutinglédnak.
Az IHT igen érzékeny és specifikus az IgM és IgG tarto-

ményban.

Indirect haemagglutination

4 positive reaction
JHHIQ(:H -
/

J

\C

red cell treated with
glutaraldehyde

negative reaction

\ /
é»q‘
S g BRI

Fa 4

antibody

/ |

antigen

4, abra
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vorésvértestek glutiraldehides kezelése I.M.Krupp

/1969./ leirédsa alapjan az alabbiak szerint tértént:

A

A vért Alsever oldatban 1:1 aréanyban fogom fel.

Az eritrocitikat kétszer mosom fiziol6giis NaCl oldat-
tal /5 perc 3000 rpm/.

A mosist kétszer megismétlem pH=7.2 fiziolb6giis NaCl-
TRIS puffer oldattal /5 perc 3000 rpm/.

A vorosvértesteket 4 % glutéraldehid tartalmd TRIS-
fiziolbégias NaCl pufferrel pH=7.2 szuszpendilom.

6 6ran at 37°C-on r&zassal inkubslom.

12 6r&n at +4°C-on tarolom.

TRIS-fiziolégisds NaCl oldattal tizszer mosom

/5 perc 3000 rpm/.

Az lledéket 1:20.000 Na3N tartalmad TRIS-fiziolbgias
NaCl oldatban +4°C-on tarolom.

glutiraldehiddel kezelt vOrosvértestek +4°C-on tébb hé6-

napig tarolhaték, ha hetenként pH=7.2 TRIS-fiziolbégiss

NaCl oldattal mosom.

A glutsraldehiddel kezelt juh vvt érzékenyitése

A térolt vvt-szuszpenzi6ét kétszer mosom TRIS-fiziold-
gi4s NaCl oldattal /5 perc 3000 rpm/.

A mosott vvt lo %-os szuszpenzifj&t négyszeres mennyi-
ségl antigénnel 2 6rén 4t 37°C-on razatva inkub&lom.
Kétszer mosom TRIS-fiziolégiss NaCl oldattal.

Masnapig +4%C-on pH=7.2 TRIS-fiziol6giis NaCl oldat-

ban t4rolom.
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Az IHT végrehajtésa

/A MICROTITER Manual leirasénak médositésaval/
A Takatsy-féle mikrotitralé polisztirol lemez els§ viz-
szintes soriba liregenként 75 ul Chicago kék 1 o/oo-es
oldat4val szinezett pH=8.1 TRIS-puffert mérek.
A 2. sor liregeit lresen hagyom, a tobbi sorba pedig a
pufferbdl 25 ul-t mérek be. /A puffer Osszetétele: 33 g
TRIS, 5.6 g NaCl, kb. 6.7 ml cc HC1l, bidesztillalt viz
ad looo g, pH=8.1l./
Az 1. sorba a vizsgiland6é szerumok 25 ul-ét mérem.
Egy 8 csatornis Finnpipette-vel 25 ul-t mérek a 2. és
3. sorba, majd a 3. sortél kiindulva elvégzem a tovafuté
higitast.
Ezutén a 2-8. sorba Gjabb 25 ul pH=8.1 puffert mérek.
/1:8—1:512/.
Véglil a higitasokhoz 50 ul 2 %-os érzékenyitett vvt-
szuszpenzibét adok. A lemezeket lefedve 2 6rén 4t szoba-

h8mérsékleten inkub&lom.

3.4.2. Indirekt immunofluoreszcencia /IIF/

A médszer _elve: a fixalt parazita felszinantigénjei

megkStik a vizsgélt szerumban 1év8 specifikus ellenanya-
got /IgM és IgG/, és az immunkomplexet FITC-cel jelzett
anti-IgM és/vagy IgG konjugatummal teszik lathatéva.

A felszinhez k6t8dott konjugétum ultra-ibolya fényben
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z0ldes-sarga fluoreszcenciat mutat. Ellenanyagot nem tar-

talmazé6 savé esetén a protozoon vordses fényben latszik.

Indirect immunofluorescence

e L T e

positive reaction

. J=—anti-human globulin
-

fluorochrome

= antibody

|
> &
//\in\ g

antigen Y

N

--antigen

negative reaction

e

5. &4bra

Az 11F teszt kivitelezése /P. Ambroise-Thomas 1972./

A pH=7.2 PBS-sel hé&romszor mosott am&baszuszpenzié6t
/20.000 amSba/ml/ szilikonozott targylemez /BIO-MERIUEX/
gylirGibe cseppentem /0.02 ml/ és a lemezeket 37°C-on sz4-
ritom, majd felhaszn&lasig -20°C-on tarolom.

- A lemezeket hasznilat eldtt gyorsan megszéaritom és lo

percig tiszta acetonban fix4lom.
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A vizsgilandé szerumhigitésok o.o0l ml-ét récseppentem

a fixalt antigénnel fedett gydrdre.

- 30 percig 37°C-on, nedves kamraban inkub&lom.

- lo-lo percig pH=7.2 PBS-ben mosom hé&romszor.

- 37°C-on szaritom. |

- 0.05 ml 1:20 higit4sa, FITC-cel jelzett anti-huméan IgM
és/vagy 196G nyalsavét cseppentek a gytGrGbe. /Az anti-
humén nyalsavét 1:200 Evans Blue-t tartalmaz6 pH=7.2
PBS-ben higitom./

- 37%C-on 30 percig nedves kamréban inkub&lom.

- Haromszor mosom PBS-ben.

-~ Desztillalt vizzel ledblitem.

- 387°C-on sz&ritom.

- A lemezt 1 csepp pufferolt /pH=7.2/ glicerinnel fedem.

- Leolvasés NU-2 mikroszképpal, 4o0ox nagyitéssal.

3.4.3. ELISA

A _médszer elve: a szilard fézishoz kotott antigénhez

a szerumhigitésban 1évé specifikus ellenanyag k6t8dik. Az
igy kialakult immunkomplexet enzimmel jelzett antihuméan
IgM vagy IgG-vel hozzuk 6ssze. Az ily m6don megkétott en-
zim - szubsztrétja hozzladésa utin -~ szinreakciét eredmé-
nyez, melynek intenzitésa a megkdétdtt konjugatum mennyi-

ségével aranyos.
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ELISA

P > = D

Chromogenic substrate
(TMB)

H,SO,

Solid phase

antigen 1g9G in sample Enzyme conjugate

Incubate for 60 min
at 37°C

Incubate for 60 min
at 37°C

Stop and
Read
(450 nm)

Incubate for 30 min.
at 20-25°C

6. abra

A reakcib kivitelezése /Bos and von der Eyk 1975./

Takéatsy lemez valamennyi liregébe coating-pufferrel
/pPH=9.6/ higitott - eldzetes vizsgilat soran meghatéro-
zott arényban - antigént /170 ul/ mérek.
Inkub&las +4°C-on egy éjszakéan at vagy

37°C-on két 6rén at.
A lemezt -20°C-on, becsomagolva hénapokig téarolhatjuk.
Hasznilat elétt harom alkalommal 3 percig PBS-Tween 20

oldattal /pH=7.3/ mosom.
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- 0.5 % BSA-t tartalmazé PBS-Tween 20 oldattal 37°C-on
1.5-2 6réan 4t kabatolom a lemezt.

- Mos&s utén PBS-Tween 20 oldattal készitett szerumhigi-
tasok 150 ul-ét mérem az lregekbe.

- Nedves kamréban, 37°C-on 1 6ran at inkubalom.

- Hérom alkalommal 3 percig mosom PBS-Tween 20 oldattal.

- A konjugatum hozziadésa: anti-humin IgGAM-peroxidéz
elézetesen meghatéarozott higitéséb6él /o.5 % BSA-t tar-
talmazé PBS-Tween-nel higitva/ 150 ul-t mérek az iire-
gekbe.

- 37%°C-on torténd 1 6ras inkubgléas vagy +4°C-on egy éj-
szakén &t tartdé inkubilas kovetkezik.

- Harom alkalommal 3 percig PBS-Tween 20 oldattal mosom
a lemezt.

- A szubsztrat hozzjadésa: pH=5 citromsav-dingtrium-
~-hidrogénfoszf4t pufferben oldott o-fenilén-diamin
/OPD/ 0.034 %~-0s oldatab6l - melybe kdzvetlenil a fel-
hasznélsds elgtt 33 %-os H,0,-t mérek - 150 ul-t mérek
az uregekbe.

- S6tét helyen 30 percig inkub&lom.

- A reakciét 50-50 ul 4M H,SO,-val 4l1llitom le.

2°%4
- Mérés 450 mm-en Spekol ZK.

Az ELISA mbédszer standardiz8lasat /Széngsi 1983./ hazai

laboratériumok koziil elsd8ként végeztem el. A negativ sa-~

vot nyalszérumnak Entamoeba histolytica szuszpenziéval
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valé kimeritésével nyertem. Két-hdrom 6rén 4t szobahémér-
sékleten, majd egy éjszakén &t +4°C-on végzett inkubalés
utén a szérum+am8ba szuszpenzidét centrifugiltam. A kime-
ritett sav6ob6l lo parhuzamosban 50-1l00-200-400-szoros hi-
gitasokat készitettem. Kiszédmitottam a parhuzamos higité-
sok extinkcidéinak atlagéat /&/, majd a korrigélt empirikus
szbréas /S+/ értékét. Az 4tlag-extinkcibk kétszeres szd-
réssal megemelt értékét tekintettem a szérumok titrils-
sa sorén a titer értékét meghatarozé extinkcidénak.

A kimeritett savé Otvenszeres higitésai 0.143 4tlag-ex-
tinkciét adtak. A korrigélt empirikus szérés az adott hi-
gitésban 0.030 volt, igy a kétszeres szbréssal megemelt
dtlag-extinkcié értéke o0.202.

Pozitiv kontroll savéként IHT-val 1:128 feletti titer-
értékld nyGlsavét haszniltam.

A szé&mitiasok grafikus &brazolasat a 7. &brén mutatom be.
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7. abra

3.5. Elektroforetikus izoenzim vizsgélat

A protozoonok jellemzésére és biokémiai sajéatséagaik
megéllapitésara egyetlen lehetdség 411 rendelkezéstlinkre,
ez pedig az izoenzimek vizsgélata. Az amfbak kozott fel-

tételezett filogenetikai kapcsolatok vizsgélatéra is
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izoenzimjeik tanulminyozisa a legalkalmasabb mbédszer. Az
azonos aktivitisd, de eltérd szerkezet( izoenzimek anali-
zise alapjan hatarozzuk meg egy faj zymodemjeit. Ezek a
primer szerkezetikben eltérd, de azonos aktivitast enzi-
mek elektroforetikus futtatés sorén eltér§ sebességgel
véndorolnak, és igy j6l elvélaszthaték. Az Entamoeba

histolytica izoenzimjeinek poliakrilamid-gél elektro-

forézisével 19 zymodemet hatéroztak meg. Ezek kozil né-
gyet talaltak humanpathogénnek. A zymogram felvételével
ily médon t§jékoz6édhatunk a tenyésztéssel m4r diagnosz-
tizélt am8ba pathogenitéaséaré6l is, melyre csupén morfo-

l6giai vizsgélat alapjén nincs méd /Sargeaunt, 1978./.

Warhurst /1978./ megédllapitotta, hogy a glikéz-fosz-
fét-izomeréz /GPI/ elektroforetikus analizisével elki-
16nithet6k egyméstdl a sima és érdes fala cisztat képe-
z§ Naegleria klonok. Kiiléndsen nagy jelent8ségl ez a
vizsgélat, ha a primer amoebids meningoencephalitis fer-
t8z6 &agenseinek és a nem pathogén szabadon-é16 amébaknak

elkiilénitését tlzzik ki célul /Thomas, 1979./.

Hunter és Markert /1957./ alkalmaztak el8szor hiszto-
kémiai festési eljarast keményit8-gélen - elektroforeti-
kus futtatast kovetden ~ enzimaktivitds i n s i t u
kimutatéséra. Az enzim megjelenési helyét a gélben fes-
téksav jelzi. A gélben 1év3 enzimek lathatova tett képét
nevezziik zymogramnak. A korgbbi médszerekkel szemben e

technika nagy elfénye gyorsaséga és a z6nak finom fel-
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bontidsa. A nagyfokG felbontbéképesség kovetkeztében két
minta migréci6és sebessége ko6zotti minimalis kilonbség

is kdénnyen észlelhetf a gélen. A mbédszer érzékenységé-
nek készonhetd, hogy a zymogram-technika kedvelt esz-
koze szadmos biol6égiai és biokémiai teriiletnek, és je-
lent&sen hozz4jarul ismereteink gazdagitasshoz olyan

teruleteken, mint az enzim-genetika, a fehérjék szer-

kezetkutatisa, a klinikai kémia.

Az Entamoeba histolytica jellemzéséhez hasznialt

izoenzimek:
gliké6z-foszféat-izomeraz /GP1/ E.C. 5.3.1.9

foszfo-glikomutsz /PGM/ E.C, 2.7.5.1
L-malat: NADP' oxidoredukt4z /ME/ E.C., l.1.1l.40
hexokin&z /HK/ E.C. 2.7.1.2

Az Acanthamoeba castellanii jellemzéséhez hasznglt

izoenzimek: propionil-észteréz /PE/
foszfo-glikomutsaz /PGM/
malic-enzim ME/
malét-dehidrogengdz /MDH/
hexokinadz /HK/

A Naegleria fajték jellemzésére hasznilt izoenzimek:
propionil-észtersz /PE/
malat-dehidrogengz /MDH/
alkalikus foszfatéz /ALP/
leucin-aminopeptidiz /LAP/
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A felsoroléasb6l kittinik, hogy a héarom am&ba genusban tébb

azonos izoenzim tal&lhaté.

A poliakrilamid-gél elektroforézis kivitelezése:

/Mathews, 1983./
Szeparélé gél /5 %-os/

29,2 % akrilamid

3,34 ml
0,8 % bisz-akrilamid
Mathews-puffer 16.65 ml
ammonium-perszulfat

/1o %-os/ o.1 ml
TEMED 0.0l ml
GyGjts gél 3.75 %

29,2 % akrilamid

2.5 ml
0.8 % bisz-akrilamid
Mathews-puffer 16.65 ml
ammoniumperszulfat 0.1 ml
TEMED 0.02 ml

Az elkészitett géllapot egy éjszakéan &t szobahdmérsékle-

ten 4llni hagyjuk.

Amba-kivonat készitése:

A Neff-féle am8ba-s6oldattal lemosott trophozoitskat
15 percig 8oo rpm-mel centrifugaltam.
Az liledéket azonos térfogatd 1 mM di-tio-treitol
1 mM EDTA
1 mM 6-aminokapronsav tar-

talma bidesztillalt vizben szuszpend&lom.
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M&snapig -50%C-on taroltam.

A kovetkezd napon az liledéket 37%C-0s vizfiirdében felol-
vasztottam, majd szirazjég-metanol keverékben Gjra fa-~
gyasztottam, és 37°C-on Gjra felolvasztottam. Ezt a pro-
cedirat még egyszer megismételtem. Az igy készitett en-
zimkivonatot 30 percig lo.o000 rpm-mel +4%C-on centrifu-
gadltam. A PAGE-t- horizont4lis gélen végeztem.
Elektroforetikus eldfuttatas 50 mA, 40 percen 4t.

Mintak felvitele: 2-1lo nl

Futtatas: 5 percig 60 V, majd 90 percig 175 V.



PUFFER RENDSZEREK

Elektréd Gél
No. Puffer Komponensek /1 Komponensek /1
1 2 3 pH 1 2 3 pH
I. 0.155 M Tris - 0.043 Tris Citrom- - 7.0 Higitsunk 66.7 ml 7.0
M citromsav /Tris- 16.35 g sav ' elektréd-puffert
citrat/ 9.04 ¢ looo ml-re
II. 0.3 M borst b6rsav  NaOH - 8.0 bb6rsav NaOH - 8.5
18.55g 2 g 1,86 g 0.48 g
III. 0.5 M Tris- Tris bérsav  Na,EDTA 8.0 Tris borsav Na,EDTA
-versene-~-borit 60.6 g 40.0 g 6.0 g 6,06 g 6,00 g x 2H20 8.0
0.60 g
XX 0.2 M foszfat 255 ml 245 ml - 6.8 Higitsunk 65 ml 7.0
0.2 M 0.2 M elektréd-puffert
NaHéPO4 NazHP04 looo ml-re
H,0 7H,0

2, tabla
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Az elektroforézis befejeztével a gélt festettem /Shaw

and Prasad, 1970., Siciliano and Shaw/.

‘Alkalikus foszfatéaz:

I. vagy 1I. puffer rendszer

Festés: P-naftil-Na-Fostét 50 mg
Fast blue RR 50 mg
Mgs0, x 7H,0 123 mg
H20 loo ml

Inkubslss 37°C-on a kék s&vok megjelenéséig.

Leucin aminopeptidaz /LAP/:

II. puffer rendszer

Festés: Tris-malat puffer pH=6.0

A. Tris 24.2 g
Malein sav 23.2 g
B. 0.2 M NaOH 26.0 ml

Keverjink 6ssze 50 ml A. oldatot
26 ml B. oldatot
124 ml H,0-t

2
Tris-malat puffer pH=6.0 50 ml
H20 50 ml
Black K s6 50 mg
L-leucil ﬁ-naf‘tilamin 20 mg

Inkub&las 37°C-on a kék savok megjelenéséig.

Malat-dehidrogengdz MDH/:

I. puffer rendszer
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Festés: NAD
NBT
PMS
1 M Na L-malat pH=7.0
0.5 M Tris-HCl pH=7.1
H,O

2
0.1 M NaCN

Szubsztrét: 1M Na L-malat pH=7.0

L-malic sav

2M NaZCO3 X H20

/248 g/1/
H20

Inkubslas 37°C-on 1 6rén at.

Glikéz~-foszfat-izomeréz /GPI/:

XX. puffer rendszer

Festés: 0.1IM Tris-HCl pH=8.0
NADP*
MgCl2
PMS
MTT
Glik6z-6-foszfat de-~

hidrogenjz
Frukt6z 6-foszfat
Inkubsalas 37°C-on kb. 1 6rén 4t.

50
30

1o

15
70

13.4

49.0

looo.o

loo
lo
8o

1o

160

mg
mg
mg
ml
ml
ml
ml

ml
ml

ml

mg
mg
mg
mg

ul
mg
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I. puffer rendszer

Festés:

Glikoéz

MgCl, x 6H,0
ATP

NADP*

PMS

NBT

G6PD
0.5M Tris-~HC1l pH=7.1

H20

Inkubslas 37°C-on.

Foszfo-qliikomutéz /PCM/:

I. puffer rendszer

Festés: Na,glikéz 1-foszfat x

4H20

MgCl2 X 6H,0

NADP *

Glik6z 6-foszféat de-
hidrogeniz

PMS

NBT

o5M Tris-HC1l pH=7.1

HZO

Inkubslss 37°C-on a sotétkék ssvok

90
21
25
25

20
8o
lo
90

600
200

1o

80

1
20
lo
90

mg
mg
mg
mg
mg
egység
ml
ml

mg
mg
mg

egység
mg
mg
ml
ml

megjelenéséig.
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Malic enzim ME/:

I1I. puffer rendszer + 20 mg NADP
/a gél-pufferben/

Festés: 1M Na-L-maldt pH=7.0 5 ml
NADP 15 mg
NBT 15 mg
PMS 1 mg
MgCl, 50 mg
0.2M Tris-HCl1 pH=8.0 lo ml
H20 35 ml

Inkubsl4s 37°C-on a sbététkék savok megjelenéséig.

A festés befejeztével a gélt desztillglt vizzel ledbli-

tem, majd a megfeleld oldattal fixalom.

A. Alkoholos fix4lé B. Glicerines fix3alé
Etanol looo ml Glicerin 500 ml
Ecetsav 400 ml Deszt.viz 500 ml

Glicerin p.a. 200 ml

Deszt.viz 800 ml
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4., KISERLETES EREDMENYEK

4.1. Tenyésztési'eredmények

4.1.1. Entamoeba histolytica

Az Entamoeba histolytica NIH:200 torzsének axenikus

tenyészetét harom éve tartom fenn.

Az axenikus tenyésztést /3.2.1. fejezet/ a Diamond-féle
TP-S-1 tapfolyadékban /3.2.2.fejezet/ végzem. A tépfo-
lyadék alapkomponensének, a Panmede nev( papainos emész-
téssel nyert marham&j-kivonatnak, vilagszerte problémat
jelent a beszerzése., Ezért prébaltam meg az ezt helyet-
tesit8 mijkivonat el§allitésat.

Irodalmi adatok szerint a marham4j 70.9 % vizet, 19.8 %
fehérjét, 4.2 % zsirt és 3.6 % szénhidratot és epét tar-
talmaz.

A friss mé&jat hasdaréléval kétszer ledaréltam, majd ké-
ses homogeniziléval pépesitettem. A papainos emésztés
feltétele, hogy az enzim-fehérje arény 1l:500 legyen, és
a kbzeg pH-jat 7-7.5 k6zoOtt allitottam be. A kiszamitott
mennyiségl papaint /0.2 g/ looo g maj/ pH=7.2 PBS-ben
feloldottam és a m&jpépet ezzel Osszekeverve egy éjsza-
kén 4t +37°C-on inkub&ltam. Mésnap 20 percig 1500 rpm-mel
centrifugbltam, a felllaszét pedig 121%-on 15 percig
sterileztem. Leh(ilés utan a tiszta folyadékot sterilen

ampullaztam. A tarolés -20%C-on tértént.
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A sajéat készités(i majkivonat kiilonb6z6 mennyiségeivel
készitett Diamond-féle tapfolyadék hasznélhatéségat Osz-
szehasonlitottam az eredeti Panmede-t tartalmaz6é tépfo-
lyadékkal és mint a 3. tébl&azatb6l kiteinik, mér a loo mg/
ml koncentréciéja sajét készités( majkivonat az eredeti

tépfolyadékkal azonos amébahozamot eredményezett.

TP-leves | TP-leves +sajat keszitest majkivonat koncentracioja
Cs6 | 20mg/ml
PANMEDE 100 mg/ml 200mg/ml 300mg/ml | 400mg/ml
$o] S VLl ++++ +++ ++++
P T e ey R +++ e o
) B e ++++ ++++ ++4++ +++
3. téabla
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4.1.2. Szabadon-él8 amébéak

A mintavétel helyérdl minden alkalommal - steril -
edényben 500-500 ml vizet vittem be azonnali feldolgo-
z&sra a laborat6riumba.

A minta 200 ml-ét Gelman Metrice GA-1l 5.0 um poérusnagy-
séga sz@rén sz(irtem meg. A szlrgkorongot leforditva -

elgzetesen Enterobacter aerogenesszel fedett - BST agéar-

lemez kozepére helyeztem. 37°C-on inkub&ltam és naponta
ellendriztem. Az am8bak vegetativ forméi &ltaléaban 5-6
nap madlva jelentek meg.

A minta 300 ml-ét 15 percig 8oo rpm-mel centrifugéltam.
Az Gledéket 2 ml Neff-féle amoeba saline-ban szuszpen-
daltam és mikroszk6pos ellendrzés utian a fent leirt te-
nyésztési médon 1 ml-ként BST agarlemez kodzepére ontodt-
tem. A tovébbiakban a fent leirtak szerint jartam el.

Az igy nyert tenyészetek természetesen tovabbi vizsgé-
latra még alkalmatlanok, a vizmintakbdl szérmazé bakté-
riumok és egyéb protozoonok miatt. Ezért monoxenikus kul-
tara el64llitésa volt szikséges.

Meghataroztam a tenyészetben taldlhaté baktériumok anti-
biotikum-érzékenységét, majd ezen antibiotikumok minim4-
lis g&tlé koncentraci6jat /Benkd, 1982./. Az eredmények
alapjén adagolt antibiotikumokkal sikeriilt tenyészetei-

met a kisérd baktériumokté6l megszabaditani.



A Marosb6l szé&rmazé vizminta Acanthamoeba castella-

nii-t és egy pontosan meg nem hatérozott Naegleria sp-t

tartalmazott.

Acanthamoeba- castellanii
trophozoita

Acanthamoeba castellanii
ciszta



Az é18-Tisz&b6l szintén egy Acanthamoeba_speciest

tudtam kitenyészteni.

A holt-Tisz4bb6l egy Hartmannella speciest izol&ltam.

Hartmannella sp.

trophozoita

Hartmannella sp.
ciszta



A Szegedi Véarosi Egészségligyi- és Gyodgyfiurdk vizé-

b61 egy Naegleria_speciest sikerilt tovabbtenyészteni.

Naegleria sp.

trophozoita

Naegleria sp.

ciszta
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\
A Sportuszoda vizéb&l nem tudtam tenyészetet indi-
tani. Itt jegyzem meg, hogy a mintékban természetesen
egyéb am8ba-fajokat is lattam mikroszképos vizsgilata-
im sorén, azonban, mint ezt az irodalomban is sok szer-
z6 kiemeli, a limax-tipusG amébék nagy részét nem, vagy
csak nagyon nehezen sikeriil tenyészetben fenntartani,

mert nem adaptélédnak a laboratériumi kérilményekhez.

A laborat6ériumunkba meningitis gyanas betegektél
érkez§, bakteriolégiai és virolégiai vizsgslatok elvég-
zése utéan negativnak taldlt liquorokat rutinszer(en
mikroszképos és tenyésztési vizsgédlatoknak vetettem ala.
Egy vizsgélat sorén egy meningedlis tilneteket mutaté

15 éves leény negativ liquoréban szamos Acanthamoeba

trophozoitiat talaltam.

A liquort lo percig looo rpm-mel centrifuggltam és az
iledéket a felllaszé 0.8 ml-ében reszuszpendgltam.
Ezzel a szuszpenzi6val intranasalisan /150 ul 20 gram-
mos egerenként/ 5 egeret fertéztem. Az egerek 40-56
nap milva elhullottak. Agyukb6l szdvettani metszet ké-

szlilt, melyben tobb, sdtéten festddé Acanthamoeba cisz-

tab6l 4116 gbéc lathaté.
A kisagy elpépesitése utén lencsényi mennyiséget Ente-

robacter aerogenesszel fedett BST-lemez kdzepére oltot-

tam és a szokisos médon inkubiltam. 24 6r&s inkubslias
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utén a lemezen megjelentek az Acanthamoeba_ trophozoitik.

4.2. Az izolilt szabadon-é18 am6bak pathogenitasénak

vizsgéalata

Az izolglt am6bak lehetséges kérokozb képességét -
a nemzetkoézileg is elfogadott médszerrel - egerek intra-
nasalis oltésédval vizsg4iltam.

Egy-egy csoportban 5, egyenként 20 g sGlyl egeret

fertéztem. A Maroshb6l izolilt Acanthamoebdval fertdzott

dllatok a harmadik héttdl kezdgdben, ataxiads tlinetek je-
lentkezésével, elhullottak. Az agyukban /kisagy/ szovet-

tani vizsgilattal sok Acanthamoeba cisztat és tropho-

zoit4t tartalmazé gécot talaltam, amint a kovetkezd kép

is mutatja.
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Az egyéb eredet( amGbékkal fert&zott allatok 6o nap
alatt sem betegedtek meg. Ezért a tovébbiakban patholé-
giai vizsgédlataimhoz csak a Marosb6l sz&rmaz6 Acanth-

amoebst haszngltam.

E161t Acanthamoebdval immuniz4lési kisérleteket vé-

geztem egereken /Rowan-Kelly, 1984./.

A monoxenikus tenyészetbdl szérmazdé Acanthamoebit fizi-

0l6égiés s6oldattal haromszor mostam /lo perc, 8oo rpm/.
Ezutéan ultrahangos kezeléssel /haromszor 1 perc, 20 kHz,
loo Watt/ desintegréltam a trophozoitikat. A preparéatu-
mot -20°C-on téroltam.

Hasonlé médon készitettem antigént az Enterobacter

aerogenes BST-lemezrél fiziolégias sb6oldattal lemosott

szuszpenzidjabél is.
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Csoportonként lo-lo, egyenként kb. 20 g-os egeret
intraperitonedlisan 0.2 ml am8ba, illetve baktérium an-
tigénnel oltottam. Az am8ba-antigén ml-ként 5x106 elolt
am6bat tartalmazott, igy az egy alkalommal beoltott meny-

nyiség 1x10°

ambénak felelt mege.

Az oltasokat kéthetenként hirom alkalommal megismétel-
tem.

Kontrollként lo egeret ugyancsak hérom alkalommal 0.2 ml
fiziolégiss NaCl-oldattal oltottam.

Az utolsd oltast kovetd 7.napon valamennyi egeret intra-

nasalisan 25 ul, lxlo6 é16 Acanthamoebst tartalmazdé szusz-

penzibéval fertfztem. A fert6zést8l szémitott 60 napig fi-
gyeltem az &llatokat.

Az eredményeket az alébbi téblazatban foglaltam Ossze:

Egerek szama TGlelok
Immunizalas | az intranasalis Az elhullas napja szama
fertdzeés napjan ( 60 nap utan )
Acanthamoeba ag 8 9 7
Enterobact. aerog 9 6,6,7 9,10, 10, 12, 15, 16, 0
0,9 %% Na Cl-oldat 10 6,9,9, 12, 14, 15, 16, 16, 19, 22, 0

4, tébla
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A kisérlet eredménye azt mutatja, hogy az 4ltalam ké-
szitett antigén j6 immunizildé képességgel rendelkezik,
mert a vele immuniz4lt egerek talélték a kildnben haléd-

los intranasalis fert8zést.

4.3. Az antigének vizsgélata

Az Entamoeba histolytica sikeres tomegtenyésztése

axenikus kultdaréban lehet§vé tette a t i s z t a
am8ba antigén els4llitssat is. A 3.3. fejezetben leirt

mé6don készitett E. histolytica-antigént és az ugyanigy,

de monoxenikus tenyészetb8l késziilt Acanthamoeba-anti-

gént Sephadex G-200 oszlopon gélsz(iréssel frakcioniltam.
Az eluilast o.0l M foszfat-pufferrel /pH=7.4/ végezten,
az &ramlési sebesség 24 ml/6ra volt. Az abszorpciét 28o

nm-en mértem. /Spektromom 195./ Az E. histolytica-anti-

gén 1 ml-ét az Acanthamoeba 2 ml-ét az Enterobacter

aerogenes-bfl készilt antigén szintén 1 ml-ét frakcio-

njltam. 2 ml térfogatd frakciékat szedtem le /30 csepp/
cs6/. A felvitt antigének fehérjetartalmat a vizsgsla-

tok elvégzése eldtt a Christian-Warburg médszerrel ha-

téroztam meg, mely a 260 és 280 nm-en mért extinkciéds

értékek felhasznglaséval az E 80x1,55 - E260x0,76 =

2
= mg/ml képlet alapjén adja meg a minta fehérjetartal-
mgt: E. histolytica - NIH:200 10.83 mg/ml
Acanthamoeba 1.66 mg/ml

Enterobacter aerogenes 1.17 mg/ml
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Az E, histolytica-antigén vizsgéalatakor két magas ab-

szorpcibés csGcsot kaptam: a 12-13-14 frakciéknal /I/,
és a 39-40-41 frakciéknal /IV/. A két kisebb csics a
21-22-23 /11/ és a 29-30-31 /I111/ frakcibéknil jelent-
kezett. Az egyesitett /I-t6l Iv-ig/ frakcidkkal érzé-
kenyitett vordsvértestekkel IHT-t végeztem anti-Ent-

amoeba histolytica-nyGlsavéval szemben.

Az eredményeket a kovetkez§ tablézatban foglaltam

Ossze:
E. histolytica :
NIH * 200 SEPHADEX G-200 FRAKCIOK
antigen
higitdsok Teljes ag. L il II1. Iv.
higitatian 1:128 1: 1024 1:512 1:256 1:16
1:10 1: 128 1:1024 1: 256 1:128 Negativ

5. t4abla
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A IV. frakcié haemagglutiniciés aktivitéassal nem rendel-
kezett.

Az I. frakcié még l:lo higitasban is jelentdsen magasabb
szérumtiterben agglutinglt, mint a teljes antigén. Ennek
oka, hogy a teljes antigén is, de féként az I. frakcié
magéval a higitészerrel /pH 8.1 TRIS puffer/ parciélis
agglutinici6ét adott. Ez, a szérumok magas higitésaiban
is tapasztalt jelenség eredményezte a felt(inden magas
titerértékeket. Ezzel szemben a 1II. és III. frakcié nem
idézett eld ilyen részleges agglutinacidét, a teljes agg-
lutinacié végpontjan tal sem. Vizsgélataim eredménye

megegyezik P.E. Thompson és munkatarsai /1968./ &ltal

k6zolt adatokkal.

Hasonl6 médszerrel az Acanthamoeba-antigén frakci-

onilésa soréan is négy abszorpcit6s csGcsot kaptam:

12-13 /1/, 23-24 /11/, 27 /I11/ és 34 /IV/ frakciékat.

Az E. histolytica megfeleld frakciéihoz hasonléan

a IV. frakci6 ebben az esetben sem agglutinglt, az I.
frakci6 pedig ugyancsak a teljes antigénnél jéval ma-

gasabb titerben adott pozitiv eredményt.

A Sephadex G-200 gélszfiréssel végzett antigén-tisz-
titas elénye, hogy a teljes antigén helyett egy parcig-
lis agglutinacié mentes, ugyanakkor megfeleld specifi-

citésa frakcidéval tudunk dolgozni.
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4.4, Immuniz&8lasi és szeroldégiai eredménvek

4.4.1. Epidemioldgiai vizsqgélatok a klarafalvi

populécidban

A szabadon-é16 am6b&k izolalas céljab6l valé begy(j-
tése sorén a Maros foly6 Klarafalva melletti lapilyos

4g4b61 vett vizmintaban Acanthamoeba castellanii-t és

egy Naegleria sp-t is talé&ltunk.

Kladrafalva teljes lakossiga egyéb célb6l /Toxolpasmosis/
szerolégiai vizsgélatban vett részt. Kozilik a 65 év
feletti valamennyi, azaz nyolcvan személy, és a lo-2o0

év koz6tti fiatalok koézil 22 savomintajat amfba-anti-
génnel is megvizsggltuk. Az idgdsek savéiban /lo. &bra/
nem, vagy csak igen alacsony titerben volt ellenanyag,
megjegyezve, hogy id8s egyének immunreaktivitésa gyen-
giil. A fiatalok vizsg4lati anyagéban viszont /11. 4bra/
hat sav6 1:32, hét savé 1:64, és egy savé 1:128 titer-

ben agglutinilta az E. histolytica antigénnel érzéke-~

nyitett vvt-t.
Megéllapitottuk, hogy az emelkedett ellenanyagszint
azoknal a fiadknal volt talglhaté, akik rendszeresen

firodtek a Marosnak ebben az &géaban.



65 ev feletti korcsoport

Savominta
o o

40 A

__ o fiatalok.

Negativ 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 titer

lo. &bra

ENTAMOEBA HISTOLYTICA ELLENANYAG-TITER SZERINTI MEGOSZLAS

- 10~ 20 év kozotti korcsoport
Savominta

%o

40 1
30 1

20+

Negativ 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 titer

11. &abra
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4,4.,2. Epidemioldgiai vizsgilatok vizisportolok korében

Megvizsgiltam a szegedi Sportuszodéban rendszeresen
edzésen résztvev§ huszonként Gsz6 savomintéit. Az uszo-
da vizének ismételt vizsgélata sorén a vizben Acanth-

amoeba sp-t nem talédltam. Amint varhaté is volt, a spor-

tolék savéinak ellenanyagszintje is hatéarérték alatt
volt /12. &abra/.

Uszok

Savominta
.’. r

40 -

o fiotalok

30
20 1

w0 / o-----

Negativ 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 titer
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4,4.3. Kontroll csoport

A Csongrad megyei Véradé Allom&s bankjéab6l véaloga-

tas nélkil kapott otven vérminta is hasonlé eredményt

mutatott /13. &bra/.

Kontroll -csoport ( Vérado )

Savominta
%o

40 A

30 1

201

_o fiatalok

13. abra

1:64 1:128 titer

4.4,4. AmGbas meningoencephalitises eset ismertetése

A 4.1.2, fejezetben ismertetett PAME eset soran a

beteg ellenanyagszintjének valtozasat is vizsgéltam.
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Az Acanthamoeba liquorb6l tortént kimutatisa idején a

savf ellenanyagtitere /IHT-val/ 1:8-ban negativ volt.
Ez az érték 40 nap alatt 1:64 titerre emelkedett. A fen-
ti szerolégiai vizsgilatokat a 3.4.1l. fejezetben ismer-

tetett IHT-val, E. histolytica ellenanyaggal szemben vé-

geztem.

4.4.5, Allatimmuniz8lasi eredmények

A feltételezett antigénszerkezeti hasonléség igazo-

l4séra E. histolyticaval és Acanthamoeba castellanii-

val immuniz4ilt nyulak savéjéaval IHT-t végeztem, E. his-
tolytica tisztitott antigénnel érzékenyitett, glutér-
aldehiddel kezelt juh vvt-vel. Ugyancsak elvégeztem a
KKT és IIFT technikival az immunsavok keresztreakciéfit.

Az egyértelmlG eredmény leolvashaté a 6. tablazaton.

IHA KKR 1IF
,‘,‘y"f,go%"s“""'°° 1:128 1: 256 1: 256
Aydlsang amoba . 1 1:128 1:128
Kontroll
nyulsavd 1:8 1:2 Negativ
Kontrotl ‘ .

. humansavo Negativ Negativ Negativ
Humdnsavd 1. 1:64 1:8 1:64 -
Huménsave II. 1: 64 1 l. 1:64
Humansave  III. 1:8 Negativ Negativ

6. tabla
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Az Entamoeba histolyticéval és az Acanthamoeba sp-

szel immuniz4lt nyulak savéjéban mindhérom szerolégiai
mé6dszerrel azonos titerértékeket kaptam. Ezek az ered-
mények is igazolni l4tszanak azt a feltevést, hogy a
két amGbafaj antigénszerkezetében jelentds hasonloséag
van, Ez arra is felhivja a figyelmet, hogy az Entamoeba

histolytica antigénnel végzett szerolbgiai vizsgglatok

specificitésa megkérdfjelezhetd, és mint sok szerold-
giai vizsg4lat, csak alapos kliniko-patholégiai elem-

zés utéan értékelhetd.

4,5. Osszehasonlitdé izoenzim vizsgilatok Entamoeba

histolyticéval és szabadon-é18 amébakkal

A 3.5. fejezetben leirt médon E. histolytica

NIH:200 axenikus tenyészetébdl és a Marosb6l izol4glt

Acantamoeba castellanii-b6l, valamint a Varosi Egész-

ségligyi és Gyé6gyfiird6k vizébdl izolalt Naegleria sp-bgl

kivonatot készitettem. A két utébbi améba monoxenikus

tenyészetében jelenlévd Enterobacter aerogenesbgl is

hasonlé eljaréssal készitettem kivonatot.

Az enzim-kivonatokkal MDH és ME izoenzim gél elektrofo-
rézist hajtottam végre.

A kivonatokbé6l 5-1lo nl mintat vittem fel a gélre. Az
elektroforézist a leirt médon végeztem el. Futtatési
id6 75 perc volt. Az eredményeket az alsbbi zymogram-

mokon tuntettem fel.
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Aﬂéd@ ME MOH
- 1
b— ——— L - q}-— ——
Start [ — — — — — — — —_———————— —
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
J 1. E. hist. 5 ul l 4. Acanth. S5 ul
Katod® 2. E. hist. 10 ul 5. Acanth 10 wmli
3. Ent.ger. 10 wml 6. Naegleria. 5 ul

7. Naegleria 10 i

14, &bra

Az izoenzim vizsg8latok a protozoolbsgigban egy viszony-
lag Gj vizsgélati m6dszer. Fajmeghatérozisra, a fajon
belil a pathogén és apathogén zymodémek elkiilonitésére,

a pathogén zymodémek gyégyszerérzékenységének meghatéro-
z&sébval a leghatékonyabb terépia kivélasztéséra alkalmas.
Szem eldtt kell tartani azonban, hogy csak tobb enzim-
rendszer vizsgbflatéaval koézelithetjik meg a valédi Ossze-

fliggéseket.
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MEGBESZELES

Munkam sorin sikeritlt az Entamoeba histolytica

NIH:200 torzsét axenikus tenyészetben az &ltalam kis-

mértékben médositott Diamond-féle TP-S-1 tapfolyadék-

ban fenntartani. Tovabba a vizekben /folyb6k, uszodék/

talalt szabadon-é18 am8bafajtak koziil az Acanthamoeba

castellanii és egy Naegleria sp. monoxenikus tenyésze-

tét is bedllitottam.

Az Entamoeba histolytica és az Acantamoeba cas-

tellanii tenyészetbdl megfeleld tisztaségi, 4llatok
immunizilasara és szerol6giai probédk végzéséhez alkal-

mas antigéneket 4llitottam el§. Az Entamoeba histoly-

tica antigénnel standardizédltam az indirekt ELISA méd-

szert.

A kiil6nboz8 amBbafajokkal immunizglt nyulak savo-
javal szerolégiai reakcibkat végeztem, és azt talgltam,

hogy a vizsgélt immunsavék az Entamoeba histolvtica

~antigénnel szemben azonos titerben adnak pozitiv reak-
cibdt. Ezek alapjan feltételeztem az antigénszerkezeti

kézeli rokonséagukat.

Az elfallitott antigének felhasznidlgsjval végzett
szerolégiai probékkal epidemiolégiai felmérést is foly-
tattam. Titeremelkedést taldltam azoknil a fiataloknil,

akik rendszeresen flirddtek a Maros folyénak abban az
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dgaban, melyb8l Acanthamoeba_castellanii-t tudtam izo-

141ni. A laboratériumba érkezd, bakteriolégiailag és
virolégiailag negativ liquorokat rutinszer@ien vizsgal-
tam, szabadon-él1§ am6bék felderitése céljabél.

Hazankban el&sz6r sikeriilt Acanthamoeba sp, okozta

meningitises esetet igazolnom.

A pathogén és apathogén amdbak ko6zotti filogeneti-
kai kapcsolat vizsgilatahoz izoenzim vizsg&latokat is

végeztem.
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