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http://www.cdc.gov/parasites/blastocystis/biology.html

A Blstocystis hominis
A Blastocystis hominist mar a XX. szazad elé6tt észlelték.
1912-ben Brumpt irta le el6szor, és az élesztbgombak kodzé sorolta.

KésObb Zierdt 0sszehasonlitva az élesztbgombak és a Blastocystis

hominis jellemzdit és élettani tulajdonsagai miatt javasolta a

rendszertani athelyezését a protisztak kozé, a Sporozoa subphylumba.

KésObb viszont az apikalis komplex hianya, és egyéb tulajdonsaga

miatt a Blastocystis hominist a Sarcodina subphylumba tették (Zierdt

1991). Napjainkban a filogenetikai vizsgalatok alapjan a Stramenopila

csoportba soroljak (Adl és mtsai, 2005).

« A Blastocystis genetikailag tobb altipusa ismert, jelenleg kilenc
altipust kulonboztetnek meg (RFLP analysis of Blastocystis smal
subunit rRNA gens). Az altipusok nem kizarélag az emberben,
hanem kulonféle allatokban, igy gerincesekben - példaul
eml6sokben és madarakban - is megtalalhatok. Ezért 2007-161 az
allati és human mintakbdl nyert izolatumokat Blastocystis hominis

helyett egyezményesen Blastocystis sp.-nek nevezik.



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/
b/b9/Four_common_forms_of_Blastocystis_homi
nis_Valzn.jpg

B. hominis:

a) vakuolar form, culture, 500x

b) phase contrast microscopy, 500x

¢) Indian ink, 1250x
d) cyst form, 500x
e) cyst form, 1250x

(Dr. Istvan Kucsera, NCE)
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A Blastocystis tobbféle alakban el6fordulé organizmus. Négy jellemz6 forma fordul
eld: a vakuolaris, a granularis, az améboid és a ciszta forma.




Human mintaknal kilenc Blastocystis altipust mutattak ki, az eddigi vizsgalatok alapjan
globalisan a leggyakrabban a 3-as altipus fordul el6. Kutatasok kdzéppontjaban ezen
altipusok foldrajzi megoszlasat vizsgaljak a human kozosségekben, hogy az embereknél
megjelend egyes altipusok mutatnak—e 0sszefuggést az egyes betegségek tlineteivel
(Alfellani és mtsai, 2013, Mehlhorn, 2012).

Vildgszerte készitett felmérések mutatjak, hogy a laboratoriumi vizsgalatok soran a

Blastocystis gyakran megtalalhatd mikroorganizmus. Kulonb6zé orszagokban készult

felmérések szerint a human mintak 0,6- 60 %-a (atlagban 23,85%) bizonyultak pozitivnak.
Az OEK Parazitologiai Osztalyan 2012 - 2013-ban tenyésztéssel a mintak 12%-a (47/391)

bizonyult Blastocystis sp. pozitivhak.

A Blastocystis fert6zés tlnetmentesen és tunetekkel is jarhat. A fert6zés eddig ismert

emeészto-szervrendszeri tunetei valtozatosak lehetnek: émelygés, étvagytalansag, hasi

fajdalom, puffadas, akut vagy kronikus hasmeneés.

Az OEK Parazitolégiai osztalyan a bélparazitak, igy a Blastocystis direkt kimutatasara a
mikroszképos, merthiolatos cystadusitasos és tenyésztéses vizsgalati modszereket
alkalmazzunk a rutin diagnosztika soran. Ezek mellett teszteltUk a Blastocystis

kimutatasara a CoproELISA Blastocystis kitet is.



Az alkalmazott diagnosztikai modszerek elényei és hatranyai:

e Rutin vizsgalatban a Bh kimutatasa nativ készitmény és szedimentaciods
dusitas mikroszkopos, valamint tenyésztéses vizsgalataval torténik. Ezek a
modszerek id6- és munkaigényesek, valamint jol képzett személyzetet
igényelnek.

* A mikroszkdpos diagnosztika nehézkes, mivel a Bh tobb morfoldgiai
formaja van: vakuolaris, amoeboid, cysta, granularis, multivakuolaris,
avakuolaris.

* A dusitasi modszerek rongaljak feldolgozas kdzben, ezért nem
megbizhatok.

* Atenyésztés 2 - 4 napot igényel, viszont standard modszernek szamit.

* A Blastocystis antigén ELISA teszt székletbdl gyors, érzékeny, specifikus és
megfelels alternativa a jelenleg hasznalt mddszereknek, elsGsorban a
mikroszkopos vizsgalatnak.

* Masrészt, csak egy kérokozot képes kimutatni, a Blastocystits-t.

Cél: Az elvégzett vizsgalatok célja a mikroszkdpos, tenyésztéses és Ag ELISA
vizsgalatok eredményeinek 6sszehasonlitasa volt.



CoproELISA Blastocystis

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) For the detection of Blastocystis

spp. antigens in human feces

A vizsgalat elve

A mikrotitral6 lemez lyukait specifikus Blastocystis antigénjei elleni poliklonalis

antitestek fedik, a konjugatum Blastocystis elleni poliklonalis antitestet tartalmaz.

A teszt soran higitott székletet mérunk a lyukakba. Blastocystis antigén jelenléte

esetében az kotddik az immobilizalt antitesthez.

Minden nem kot6dott anyagot mosassal tavolitunk el.

Amikor a konjugatumot hozzaadjuk az kétédik az antigén/antitest komplexhez.
Minden nem kot6dott anyagot mosassal tavolitunk el.

A Blastocystis antigen jelenlétében poliklonalis At-Ag-jelzett (HRP) poliklonalis At
komplex képzbdik.

A szubsztrat (tetra-metil-benzidin TMB) hozzaadasaval az enzim jelenlétét
detektaljuk. A szubsztrat eredetileg szintelen chromogénje az enzim altal katalizalt
reakcio kovetkeztében elszinezbdik.

A Stop oldat hozzaadasat kovetéen a kék szin sargara valt, mely mérhet6
450/620nm-en torténd abszorbancia méréssel ELISA olvasoval.

Az abszorbancia aranyos a Blastocystis sejtek szamaval a mintaban?




Mintak

1. Friss székletminta

2. Tartositott székletminta: Alkalmazhatd 10%
formalinnal vagy Sodium Acetate Formalin (SAF)
tartositott mintak esetében is. Ezek szobahén is
tarolhaték akar 24 hénapig. Nem alkalmazhaté Polyvinyl
Alcohollal (PVA) tartésitott mintak esetében. ,
Kézi és automatizalt kivitelezésre is alkalmas. CopreLISA™ Bestorpats

s —

Test Validation

For the test to be valid the following criteria must be met. If .4

these criteria are not met the test should be considered

invalid and should be repeated. CupepELIGA™ Ges

1. Positive Control: The absorbance value should be =
1.0 at 450/620 nm. -

2. Negative Control: The absorbance value should be <

0.20 at 450/620 nm. S—-

—_

Determination of Cut-Off Value - =

1. The cut-off value (COV) is determined according to the ).j'
following formula:

COV = OD Negative control,sg;620 + 0.15

Interpretation of Results

Absorbance Results

(450/620nm)

O.D < COV Negative: no detectable Blasfocystis antigen
O.D =2COV Positive: relevant levels of Blastfocystis antigen




A nativ készitmény, MIF dusitas és tenyésztés
folyamatosan kerult kivitelezésre a
laboratdorium rutin mikodésének megfelelGen. -

v, med

CoprotLIBA™ Glarda

CoproELISA Blastocystis 4 fazisban kerilt

kivitelezésre: g
2013.05.22,, 2013.07.17., 2013.09.25., T
2013.10.10. E«a
<y
Anyag és mddszer: 4 /

78 rutin vizsgalatra beérkezett mintat vizsgaltunk meg mikroszkdposan és
CoproELISA Blastocystis teszttel .

67 mintabdl végeztink tenyésztést.

Mikroszkdpos vizsgalatra a nativ preparatum és a szedimentacids
cisztadusitas (MIF) vizsgalatot, tenyésztésre a modositott Boeck/Drbohlav
kétfazisu tojas taptalajt alkalmaztuk.

A Blastocystis antigen kimutatasara CoproELISA Blastocystis (Savyon
Diagnostics, Israel) tesztet hasznaltuk.



67 minta tenyésztéssel

Tenyésztett
mintak szama

67

Pozitiv tenyésztési
eredmények szama :

26

A 4

ELISA pozitiv
eredmények szama

25

A 4

Szenzitivitas =

Negativ tenyésztési
eredmények szama

> 41

ELISA negativ
eredmények szama

1

\ 4

ELISA pozitiv
eredmények szama

4

A\ 4

valés pozitiv

valds

x100 (%)

pozitiv. + al negativ

ELISA negativ
eredmények szama

37

A 4

valés negativ

és CoproELISA Blastocystis tesztel is meg lett vizsgalva.

Cultivation

positive negative

< positive 25 4
o negative 1 37

Sensitivity: 96,2%
Specificity: 90.2%

Specificit &s =

valés negativ + Al

— x100(%)
pozitiv



OSSZEGEZVE AZ EREDMENYEKET:

e Mikroszkdposan a mintak 20,5% (16/78) detektaltunk Blastocystis sp.
Tenyésztéssel a mintdk 38,8% (26/67)

ELISA-val 39,7% (31/78).

Osszehasonlitva a tenyésztést és az ELISA-t: 26 tenyésztéssel pozitiv mintabdl
96.2% (25/26) volt ELISA-val pozitiv.

A 41 tenyésztéssel negativ mintat ELISA-val tesztelve tovabbi 4 pozitiv mintat
detektaltunk (9.7%, 4/41).

8 mintaban mikroszkdposan egyéb parazitat is detektaltunk

No samples

E. histolytica/dispar+Endolimax nana+Entamoeba coli 1

Parasite

Entamoeba coli 1
Entamoeba coli+Endolimax nana+Trichuris trichiura 1
Entamoeba coli+Entamoeba histolytica/dispar 1
Entamoeba coli+Enterobius vermicularis 1
Trichuris trichiura 1

Giardia intestinalis 2



A 16 mikroszkoposan Blastocystis pozitiv mintaban 13 esetben volt a
Blastocystis az egyedlili parazita, 2 esetben Giardia intestinalis és 1 esetben
Entamoeba coli és Entamoeba histolytica /dispar volt jelen a Blastocystis
mellett.

78 mintabdl csak 11-hez fiz6dott megfelel6 anamnesztikus adat,
kozllik 6 betegnek volt hasmenése vagy voltak hasi panaszai.

Kovetkeztetések:

- Az ELISA eredmények magas korrelacioét mutattak a
tenyésztéssel kapott eredményekkel, amely standard
modszernek szamit.

- Kisebb eltérések a tenyésztés és az Ag ELISA teszt kozott
esetleg kiilonb6z6 Bh altipusok jelenlétével magyarazhato.

- Az ELISA gyors és megbizhaté eredményt tud adni.

- Ezaltal a rutin laboratoriumban jol alkalmazhato eljaras lehet a

Blastocystis sp. diagnosztikajaban.






