RAPPURTT [ol1oAN 19(14

ISSN: 1123-3117 {cartaceo) » 2384-8936 (online)

Amebe a vita libera nell’ambiente:
ecologia, epidemiologia e metodi di rilevamento

A cura di L. Bonadonna, M. De Giusti, E. De Vito,
D. Di Cave, S. Di Pasquale, U. Moscato

AMBIENTE
E SALUTE







ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA

Amebe a vita libera nell’ambiente:
ecologia, epidemiologia e metodi di rilevamento

A curadi
Lucia Bonadonna (a), Maria De Giusti (b), Elisabetta De Vito (c),
David Di Cave (d), Simona Di Pasquale (e), Umberto Moscato (f)

(a) Dipartimento Ambiente e Salute, Istituto Superiore di Sanita, Roma

(b) Dipartimento di Sanita Pubblica e Malattie Infettive, Sapienza Universita di Roma, Roma.
(c) Dipartimento di Scienze Umane, Sociali e della Salute,

Universita di Cassino e del Lazio Meridionale, Cassino

(d) Dipartimento di Scienze cliniche e Medicina Traslazionale,

Universita degli Studi di Roma “Tor Vergata”, Roma

(e) Dipartimento Sicurezza Alimentare, Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria,

Istituto Superiore di Sanita, Roma

(f) Istituto di Sanita Pubblica, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma

ISSN: 1123-3117 (cartaceo) » 2384-8936 (online)

Rapporti ISTISAN
19/14



Istituto Superiore di Sanita

Amebe a vita libera nell’ambiente: ecologia, epidemiologia e metodi di rilevamento.

A cura di Lucia Bonadonna, Maria De Giusti, Elisabetta De Vito, David Di Cave, Simona Di Pasquale, Umberto
Moscato

2019, iii, 53 p. Rapporti ISTISAN 19/14

Le amebe a vita libera sono protozoi unicellulari che possono vivere all’interno di un ospite in condizioni di
parassitismo facoltativo o avere un’esistenza autonoma nell’ambiente dove sono ubiquitarie e cosmopolite. Tra gli
agenti microbici responsabili di patologie umane trasmesse attraverso I’acqua le amebe a vita libera rivestono un ruolo
particolare. Infatti, oltre ad essere note per la patogenicita di alcuni generi e specie, manifestano anche la potenzialita
di veicolare microrganismi patogeni presenti nell’ambiente idrico. All’interno del volume & presentato lo stato dell’arte
sulle amebe a vita libera la cui diffusione nelle acque pud rappresentare un rischio potenziale per la salute umana.
Verranno descritte le caratteristiche ecologiche ed epidemiologiche di questi organismi, il loro adattamento nelle reti
di distribuzione idrica e le dinamiche di interazione con gli altri microrganismi.

Parole chiave: Acqua; Amebe a vita libera; Ambiente; Acanthamoeba; Naegleria

Istituto Superiore di Sanita

Free-living amoebae in the environment: ecology, epidemiology and detection methods.

Edited by Lucia Bonadonna, Maria De Giusti, Elisabetta De Vito, David Di Cave, Simona Di Pasquale, Umberto
Moscato

2019, iii, 53 p. Rapporti ISTISAN 19/14 (in Italian)

Free-living amoebae (FLA) are unicellular protozoans that can live within a host in conditions of optional parasitism
or have an autonomous existence in the environment where they are ubiquitous and cosmopolitan. Among the microbial
agents responsible for human waterborne diseases, free-living amoebae play a special role. In fact, in addition to
pathogenicity of certain genera and species, they also show the potential to carry pathogenic microorganisms present
in aquatic environment. This volume presents an overview of the state of art on free-living amoebae whose spread in
water environment may pose a potential risk to human health. It describes the ecological and epidemiological
characteristics of these organisms, their adaptation in water distribution systems and the dynamics of interaction with
other microorganisms.

Key words: Free-living amoebae; Environment; Acanthamoeba; Naegleria; Water

Per informazioni su questo documento scrivere a: lucia.bonadonna@iss.it

Il rapporto é accessibile online dal sito di questo Istituto: www.iss.it

Citare questo documento come segue:
Bonadonna L, De Giusti M, De Vito E, Di Cave D, Di Pasquale S, Moscato U (Ed.). Amebe a vita libera nell ambiente: ecologia,
epidemiologia e metodi di rilevamento. Roma: Istituto Superiore di Sanita; 2019. (Rapporti ISTISAN 19/14).

Legale rappresentante dell’Istituto Superiore di Sanita: Silvio Brusaferro
Registro della Stampa - Tribunale di Roma n. 114 (cartaceo) e n. 115 (online) del 16 maggio 2014

Direttore responsabile della serie: Paola De Castro
Redazione: Sandra Salinetti
La responsabilita dei dati scientifici e tecnici € dei singoli autori, che dichiarano di non avere conflitti di interesse.

© Istituto Superiore di Sanita 2019
viale Regina Elena, 299 — 00161 Roma


https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.5/it/

Rapporti ISTISAN 19/14

INDICE

Premessa
(IO ToT F= 0 =0T g T 1o (o] o L= WP iii

Tassonomia delle amebe a vita libera
SIMONA Di PASQUAIE.......ccueciiiieiie ettt sttt st e e e e e e et e beseestesteenaese et e eesrenes 1

Ecologia delle amebe a vita libera
Lucia Bonadonna, Rossella Briancesco, Rosa Paradiso, Maria Cristina AngeliCi.........c..cccccevvvviennns 6

Epidemiologia delle infezioni da amebe a vita libera
Maria De Giusti, Domenico Barbato, Domenico Cacchio, Lucia Marinelli ...........cccoeeevvevieiicnireninnen. 15

Batteri resistenti alle amebe e implicazioni in sanita pubblica
Elisabetta De Vito, Ornella Di Bella, Fulvio Castellani, Elisa Langiano ............cccccvevcveviiviesiveiiennnens 23

Impianti idrici e governance della qualita dell’acqua
Umberto Moscato, Alice Borghini, Salvatore FErrara ..........ocoovveviieiieninieeerenese e 37

Considerazioni finali

Lucia Bonadonna, Maria De Giusti, Elisabetta De Vito, David Di Cave,
Simona Di Pasquale, UmBDerto MOSCALO..........cviiiieiiiieieieese sttt sttt ee e see e 43

Appendice. Determinazione di amebe a vita libera

Lucia Bonadonna, Rossella Briancesco, Rosa Paradiso, David Di Cave, Federica Berrilli,
Margherita Montalbano Di FIlIPPO........cociiiiiiii e 47






Rapporti ISTISAN 19/14

PREMESSA

Le amebe a vita libera (spesso conosciute come Free-Living Amoebae, FLA) sono protozoi presenti
in tutte le matrici ambientali a diffusione cosmopolita. L etichetta di organismi “a vita libera” deriva
dal fatto che il loro serbatoio & I’ambiente acquatico naturale, e quello realizzato dall’uomo é un habitat
secondario favorevole. Sono protozoi unicellulari che possono vivere all’interno di un ospite in
condizioni di parassitismo facoltativo o avere un’esistenza autonoma. Per tale proprieta sono anche
definite amebe anfizoiche.

In particolare, anche se in realta & Acanthamoeba spp. il protozoo piu frequentemente rilevabile
nell’ambiente, amebe a vita libera sono state isolate da suolo, sedimenti, polveri, aria, acque naturali e
reflue, dolci, marine, termali, e sono state anche rilevate in acque confezionate, potabilizzate e
sottoposte a trattamenti di disinfezione (acque destinate al consumo umano e di piscina) e in biofilm.
Numerose specie di amebe a vita libera sono state segnalate in torri di raffreddamento, impianti di
climatizzazione, deumidificatori, unita di dialisi, riuniti dentistici, apparecchi per il trattamento
domestico dell’acqua e su lenti a contatto. Individuate nell’uomo e in animali a sangue caldo e freddo,
in soggetti malati sono state isolate da ferite, dalla cornea, dai polmoni e dal sistema nervoso centrale,
anche se la loro presenza ¢ stata dimostrata anche in individui sani.

La loro distribuzione e diversita nell’ambiente sono fortemente influenzate da temperatura, umidita,
pH, disponibilita di nutrienti e appare chiara I’esistenza di un loro andamento stagionale. In condizioni
ambientali ostili le amebe producono cisti che excistano solo in condizioni favorevoli liberando
trofozoiti. Sopravvivenza e moltiplicazione sono anche associate sia alla presenza di batteri, soprattutto
Gram-negativi, sia alla concentrazione degli stessi batteri. Infatti, con rapporti di concentrazione
ameba: batteri di 1:10% lo sviluppo dei protozoi ¢ inibito.

Per il basso numero di infezioni riscontrate, le amebe non hanno mai rappresentato un argomento
sanitario di interesse prioritario, anche se la mancanza di farmaci efficaci e I’esito quasi sempre fatale
delle malattie indotte da alcune specie, le hanno sempre rese oggetto di interesse e di studio.

Negli ultimi decenni tuttavia, un’attenzione particolare € stata loro rivolta per il ruolo che rivestono
come veicolo di trasmissione di microrganismi patogeni presenti nell’ambiente idrico. Infatti, circa un
quarto degli isolati di origine ambientale, clinica o derivanti da lenti a contatto contengono
microrganismi endosimbionti, definiti Amoeba-Resistant Microorganisms (ARM), microrganismi
resistenti alle amebe, che sono in grado di mantenere la loro vitalita a livello intracellulare. Le amebe
fungono cosi da riserva per altri microrganismi, proteggendoli da fattori ambientali ostili e fornendo
condizioni favorevoli alla loro replicazione.

Per questa circostanza, nel 2017, presso la 1l Sezione del Consiglio Superiore di Sanita, presieduta
dalla Prof.ssa Anna Teresa Palamara, e coordinata dalla Dott.ssa Anna Gaspardone, & stato istituito un
Gruppo di Lavoro il cui compito ¢ stato quello sia di approfondire gli aspetti sanitari associati alle amebe
a vita libera rilevabili nelle acque, sia di valutare la rilevanza del problema in un’ottica di salvaguardia
della salute. A seguito delle attivita del Gruppo di lavoro € stato quindi predisposto il documento
condiviso e di seguito presentato che produce informazioni sulle caratteristiche tassonomiche ed
ecologiche di questi organismi, sulle loro possibili implicazioni di carattere sanitario, sul loro
adattamento nelle reti di distribuzione idrica e sulle dinamiche di interazione con gli altri microrganismi.
Inoltre, il volume fornisce un indirizzo metodologico univoco e specifiche raccomandazioni per
minimizzare il rischio associato alla presenza di amebe nell’ambiente idrico, nonche, in Appendice,
metodi analitici colturali e molecolari per la ricerca di questi organismi nelle acque.

Lucia Bonadonna

Coordinatrice del Gruppo di Lavoro
su Amebe a vita libera
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TASSONOMIA DELLE AMEBE A VITA LIBERA

Simona Di Pasquale
Dipartimento Sicurezza Alimentare, Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria,
Istituto Superiore di Sanita, Roma

Le amebe a vita libera sono organismi unicellulari ubiquitari e opportunisti, ampiamente
distribuiti in natura. Soltanto Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria e Sappinia sono responsabili
di infezioni nell’uomo.

Da un punto di vista filogenetico le amebe rappresentano un gruppo polifiletico, che includono
specie che non hanno origine da un unico progenitore. Infatti Acanthamoeba e Balamuthia sono
piu strettamente correlate, molto distanti filogenicamente da Naegleria e Sappinia. Attualmente
per la classificazione delle amebe a vita libera vengono impiegate tecniche di biologia molecolare
in particolare il sequenziamento di filamenti genomici e cid sta comportando continui
aggiustamenti nella tassonomia (1).

Secondo la Societa Internazionale di Protozologia le amebe a vita libera sono classificate
secondo un nuovo sistema di classificazione che non prevede designazioni di rango, come
“classe”, “sottoclasse”, “super ordine” o “ordine”. Questo nuovo approccio & stato scelto per
evitare che un singolo cambiamento possa causare un problema a cascata su tutto il sistema e
inoltre ha il vantaggio di essere piu flessibile e piu facile da modificare (2-4).

Acanthamoeba

Attualmente Acanthamoeba e classificata nel Super Gruppo Amorphea: Amoebozoa:
Discosea: Longamoebia: Centramoebia (4).

Acanthamoeba é una ameba ubiquitaria ed & presente in tutto il mondo e nonostante I’elevata
possibilita di contatto, le infezioni umane sono rare e sono associate a: Cheratiti, Encefalite
Granulomatosa Amebica (EAG) (5, 6), lesioni cutanee, infezioni nasofaringeo, infezioni
polmonari e renali (6).

Diverse specie di Acanthamoeba sono state isolate non solo dalla cornea di individui infetti
ma anche dal cervello, dai polmoni, dalla pelle (7) e le specie che sono state spesso associate alle
infezioni sistemiche umane sono A. castellanii, A. polyphaga, A. culbertsoni, A. hatchetti, e A.
healyi.

Piu di 20 specie sono state riconosciute e classificate in base alle dimensioni delle cisti e al
numero delle strutture citoscheletriche di actina (chiamate acanthopoda) presenti sulla superficie
cellulare. Sulla base di questa valutazione le amebe sono state suddivise in tre gruppi distinti (7-
9). Al Gruppo | sono state assegnate quattro specie A. tubiashi, A. astromyxis, A. comandoni e A.
echinulata, che posseggono cisti di grandi dimensioni (> 18 um) con una parete cistica interna
“I’endocisti” stellata e con una parete esterna “I’ectocisti” lisca o rugosa e con grandi trofozoiti
(25-35 pm). Nel Gruppo Il sono state incluse 11 specie: A. castellanii, A. polyphaga, A.
mauritaniensis, A. quina, A. divionensis, A. triangularis, A. lugdunensis, A. griffini, A. rhysodes,
A. paradivionensis e A. hatchetti, che presentano cisti di piccole dimensioni (< 18 pum) con
un’endocisti poliedrica, globosa, ovoidale, o stellata e con un’ectocisti liscia o ondulata (9). Infine
al Gruppo III sono state attribuite tutte le specie di amebe con cisti di piccole dimensioni (<19
pm) e con un’endocisti globulare o ovoidale e con un’ectocisti liscia o ondulata.
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Le condizioni di crescita, tuttavia, possono influenzare la morfologia delle cisti rendendo
inaffidabile il riconoscimento delle specie basato solo sui criteri morfologici. Per questa ragione,
sono stati adottati anche altri metodi per I’identificazione, come I’analisi dei profili di tre
isoenzimi (I’esochinasi, I’esterasi e la fosfatasi acida) che purtroppo é risultata non del tutto
soddisfacente (10); invece la classificazione basata su tecniche molecolari, in particolare sul
sequenziamento completo (>2000 bp) dell’RNA ribosomiale 18S (rDNA SSU o rDNA 18S) ha
identificato 20 diversi genotipi (T1-T20).

In alcuni casi, I’identificazione delle amebe mediante i criteri morfologici e Ia
caratterizzazione molecolare hanno coinciso e fornito lo stesso risultato come per il genotipo T4
che corrisponde alla specie A. castellani, il genotipo T5 alla specie A. lenticulata, il genotipo T10
alla specie A. culbertsoni, il genotipo T15 alla specie A. jacobsi (11), in altri casi invece i genotipi
di Acanthamoeba non sono stati correlati alle 21 specie classificate sulla base della morfologia
delle cisti (12, 13).

Diversi autori hanno stabilito che se i genotipi presentano una variabilita genetica pari al 5%
sono genotipi diversi. Un esempio € rappresentato dal genotipo T2 che presenta un polimorfismo
al suo interno per cui si distinguono due allelomorfi T2a e T2b, divergenti tra loro del 4,9% e
quindi potenzialmente genotipi diversi. Infatti il genotipo T2a e responsabile di cheratiti ed
encefaliti nell’uomo mentre il T2b non e patogeno.

Acanthamoeba ha un ciclo di vita costituito di due fasi: una fase vegetativa e una fase di ciste.
Nella fase vegetativa o di trofozoite le amebe si alimentano di detriti, di batteri, di lieviti e di altri
organismi presenti nell’acqua e nel suolo e si riproducono per scissione binaria. | trofozoiti
variano nelle dimensioni da 15 a 50 um a seconda della specie. Sono uninucleati, e il nucleo ha
una posizione centrale, di grandi dimensioni; & presente anche un nucleolo densamente colorato.
Il citoplasma contiene sia numerosi mitocondri, ribosomi, vacuoli alimentari, sia un vacuolo
contrattile. 1l trofozoite e in grado di emette sottili propaggini citoplasmatici filiformi detti
acantopodi deputati al movimento e che spesso conferiscono al trofozoite un aspetto a riccio (14).

In condizioni sfavorevoli, come temperature estreme (da -20°C a 56°C), ambiente anaerobico,
carenza di sostanze nutritive, disinfezione ed essiccamento o altri stress ambientali, le amebe si
arrotondano e si incistano (15).

Le cisti si presentano uninucleate e in possesso di un nucleolo denso posizionato centralmente
e con una doppia parete. Quando le condizioni diventanono nuovamente favorevoli, ad esempio
la temperatura ottimale, le cisti si schiudono e i trofozoiti emergono dai pori per nutrirsi e
moltiplicarsi (16).

In entrambi le fasi, trofica o cistica questi organismi sono molto resistenti alle condizioni
ambientali ed hanno un’ampia distribuzione in natura, ed e praticamente impossibile non isolare
membri di questo genere da: suolo, acque salmastre, acqua minerale in bottiglia, torri di
raffreddamento delle centrali elettriche e nucleari, impianti di riscaldamento, impianti di
ventilazione e di aria condizionata, umidificatori, vasche idromassaggio, piscine per idroterapia
negli ospedali, unita di irrigazione dentale, macchine per la dialisi, contenitore delle lenti a
contatto, secrezioni polmonari, tamponi ottenuti da mucosa nasofaringea di pazienti con disturbi
respiratori e di individui sani, autoinnesti mandibolari, e in campioni di feci (7).

Infine, & stato evidenziato che in condizioni di laboratorio, le cisti di Acanthamoeba possono
rimanere vitali per circa pit di 20 anni (17).

Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris € un patogeno che appartiene al Super Gruppo Amorphea:
Amoebozoa: Discosea: Longamoebia: Centramoebia: Balamuthia (4).
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Balamuthia mandrillaris come Acanthamoeba é responsabile EAG e interessa principalmente
individui suscettibili (individui immunodepressi, immunocompetenti) ma é anche responsabile di
infezioni nasofaringee e cutanee.

Per elevata omologia della sequenza dell’lRNA ribosomale 16S e per il tipo di infezioni
provocate, la specie Balamuthia mandrillaris € strettamente correlata ad Acanthamoeba, e
presenta un ciclo di vita, costituito da due stadi: lo stadio di trofozoite e lo stadio di ciste. Il
trofozoite € pleomorfo con dimensioni comprese tra 12 a 60 um (in media di 30 um) e con un
solo nucleo in posizione centrale, anche se forme binucleate sono state osservate occasionalmente
(due o tre nuclei) nei tessuti infetti; vi & anche un denso nucleolo (7, 18). Questa specie si muove
mediante pseudopodi e non si nutre di batteri, ma si puo nutrire anche di piccole amebe e / o di
piccoli lieviti (18).

Le cisti sono anch’esse uninucleate, hanno una forma piu o meno sferica, con dimensioni che
variano da 12 a 30 um (in media di 15 um). Si presentano con una doppia parete, una parete
esterna ondulata (I’ectocisti) e una parete interna (I’endocisti), € un mezzo amorfo (mesocisti
fibrillare) (17). Non presentano pori sulla parete (7).

Balamuthia e presente nel suolo e molto probabilmente anche nelle acque ma, non € mai stata
isolata dall’ambiente probabilmente per le difficolta di crescita

Sappinia

Sappinia € un’ameba patogena classificata tra il Super Gruppo Amorphea: Amoebozoa:
Discosea: Longamoebia: Thecamoebida (4); attualmente comprende tre specie Sappinia Pedata,
Sappinia diploidea, e Sappinia platani.

L analisi filogenetica per S. pedata e S. diploidea & basata sul sequenziamento del gene
dell’RNA ribosomiale 18S.

Anche le amebe di Sappinia sono state identificate come potenziale agente eziologico della
encefalite amebica negli esseri umani (18). Si presentano come piccole amebe globose nude e con
un ciclo di vita di due fasi: la fase di trofozoite e di ciste.

Il trofozoite di S. diploidea si presenta con dimensioni elevate di circa 55-60 um a forma
ovoidale, appiattito, con due nuclei (raramente con 4 nuclei) opposti I’uno all’altro, con una
superficie esterna liscia e con piccole rughe e con pseudopodi indistinti. Il citoplasma contiene un
vacuolo alimentare e un vacuolo contrattile. Alcune cellule contengono batteri endsimbionti nei
vacuoli citoplasmatici. La ciste matura si presenta con forma rotondeggiante di piccole
dimensione (15-30 um) con una doppia parete e con pori nucleari.

Il trofozoite di S. pedata ha una forma ovale con rughe lungo i bordi, ma non con rughe dorsali
regolari. Ha una lunghezza di 45-65 um e una larghezza di 18-35 um e presenta due nuclei
(raramente presenta 1-4 nuclei), e un grande nucleolo.

Le cisti di S. pedata sono rotonde, con un diametro di 21-23 um, e le cisti immature possono
presentarsi binucleate mentre le cisti mature sono uninucleate.

Queste amebe a vita libera sono diffuse in tutto il mondo e sono state isolate dal suolo, da
materiale vegetale, dagli stagni di acqua dolce, ma anche dalle feci degli animali.

Naegleria fowleri

Naegleria € una ameba che appartiene al Super Gruppo Excavata: Discoba (4).
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E meno ubiquitaria di Acanthamoeba, & dotata di flagelli, e si puo ritrovare sia nel suolo che
nell’acqua, é sensibile alle condizioni ambientali, al pH, alla disidratazione e non ¢ in grado di
vivere in acque marine.

Sulla base degli studi di sequenziamento genomico, sono state identificate 47 specie
appartenenti a Naegleria, ma una sola specie, Naegleria fowleri, & patogena per I’uomo ed é
responsabile della Meningoencefalite  Necrotizzante Emorragica (MNE) chiamata
Meningoencefalite Amebica Primaria (MAP) (7, 18).

La classificazione di Naegleria si basa sul sequenziamento del’RNA ribosomiale e prevede
la retrotrascrizione nel seguente ordine: subunita piccola (18S) rDNA, un interno trascritto
distanziale (ITS1), 5.8S rDNA, un secondo trascritto ITS (ITS2), e la subunita grande (28S)
rDNA. La sequenza del trascritto ITS e stata utilizzata per la caratterizzazione e I’identificazione
di tutte le specie di Naegleria finora isolate.

La specie Naegleria fowleri presenta tre fasi del suo ciclo di vita, una fase ameboide, una fase
flagellata, una fase di cisti. La N. fowleri puo mutare da un fenotipo all’altro a seconda delle
condizioni ambientali. In condizioni favorevoli, quando le temperature aumentano e raggiungono
i 42°C, Naegleria si presenta nello stadio di trofozoite (fase ameboide), si nutre di batteri Gram-
negativi, si riproduce per scissione binaria ed é infettiva (7, 18). Il trofozoite misura 10-25 um ed
e caratterizzato da un singolo nucleo con un prominente nucleolo, numerosi mitocondri, vacuoli
alimentari, un vacuolo contrattile, un reticolo endoplasmatico, i ribosomi e altri organelli
citoplasmatici di membrana. Si presenta con un aspetto lungo e sottile e per muoversi forma una
0 pit pseudopodi lobosi. L estremita posteriore presenta filamenti vischiosi a cui batteri patogeni
e non, possono aderire prima di essere ingeriti (18). Solo i trofozoiti possono nutrirsi, riprodursi
e / o diventare cisti.

Naegleria fowleri quando si trova nella fase flagellata ha una forma allungata a forma di
“pera”, con dimensioni di 10-16 pm, in possesso di due flagelli nella parte anteriore, un nucleo
nella regione anteriore piu stretta e un grande nucleolo. In questo stadio la Naegleria fowleri non
presenta il citostoma quindi non pud alimentarsi, non si riproduce e non forma cisti, per questa
ragione ritorna nella forma ameboide (18, 19).

Quando I’ambiente diventa sfavorevole, come la sovrappopolazione, la scarsita di
approvvigionamento alimentare, le basse temperature (sotto i 10°C) e I’essiccazione, i trofozoiti
interrompono il loro metabolismo e diventano metabolicamente inattivi e passano alla forma
dormiente conosciuta come fase di cisti. Le cisti sono sferiche con diametro di 7-12 pm, hanno
un unico nucleo con un grande nucleolo e due pareti: una parete spessa I’endocisti e una parete
sottile I’ectocisti. L’esame dell’ultrastruttura rivela la presenza di uno a due pori mucoidi per
ciste, attraverso i quali emerge il trofozoite. Come nella fase flagellate, le cisti di Naegleria
fowleri non si nutrono e non si riproducono. Le tre forme e la loro inter-conversione rendono
guesta ameba un’eccellente modello per studiare i processi di differenziazione cellulare.
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ECOLOGIA DELLE AMEBE A VITA LIBERA

Lucia Bonadonna, Rossella Briancesco, Rosa Paradiso, Maria Cristina Angelici
Dipartimento Ambiente e Salute, Istituto Superiore di Sanita, Roma

Le amebe a vita libera si ritrovano in numerosi ambienti, molto diversi tra loro. Lo studio di
questi organismi &€ complicato dalle loro dimensioni e proprio dalla capacita di essere rilevate in
una molteplicita di ecosistemi. Le amebe a vita libera (Free-Living Amoebae, FLA) vivono
all’interfaccia acqua-suolo, acqua-animale, acqua-aria, piante acquatiche, ecc. dove si nutrono di
batteri, funghi, lieviti, alghe e altri protozoi. La particolare composizione e il humero di specie
presenti in un ecosistema dipendono dalla loro capacita di mantenersi in ambienti biotici e
abiotici, che determinera la loro distribuzione (1, 2).

Colonizzare un ambiente dipende in larga misura da fattori ambientali, quali disponibilita di
nutrienti e temperatura. Le FLA sono distribuite in tutti gli ambienti, ma la composizione specie-
specifica in un sito particolare dipende in gran parte dalle condizioni del mezzo circostante, dalle
popolazioni microbiche con cui convivono, dallo stadio fisiologico, dalle caratteristiche fisiche e
chimiche dell’ecosistema e dai nutrienti presenti (3, 4). In altre parole, I’organizzazione di una
comunita microbica dipende anche dalla storia di quel sito, come anche dall’ordine con cui la
specie si stabilisce rispetto ad altri organismi, dal tipo di interazioni che si sviluppano tra essi, e
dalla capacita della comunita microbica di raggiungere uno stato o un equilibrio permanente.

La diffusione/distribuzione/concentrazione di qualsiasi specie microbica si basa sulla propria
capacita di sopravvivere in condizioni avverse. Le FLA hanno sviluppato due strategie principali:
la formazione di cisti e la produzione di organismi piu piccoli e piu numerosi; quest’ultima puo
essere osservata in specie che non formano cisti, come alcune specie appartenenti al genere
Mayorella che permette di sfruttare i vantaggi che derivano dall’accumulo temporaneo di nutrienti
in ambienti disomogenei. Tuttavia, senza un substrato nutritivo, questi organismi hanno vita
relativamente breve (4).

Le FLA che formano cisti possono invece sopravvivere piu a lungo anche durante i periodi di
scarsita di nutrienti o di altre circostanze avverse. Tuttavia, non sono in grado di attivare processi
di excistazione se le condizioni non tornano favorevoli e la quantita di nutrienti sufficiente.

In entrambi le fasi del ciclo vitale, trofica o cistica le amebe a vita libera sono molto resistenti
alle condizioni ambientali. Le cisti di Naegleria possono sopravvivere per almeno 12 mesi a 4°C
ed excistare in trofozoiti ancora infettivi dopo tale arco di tempo (5). In condizioni di laboratorio,
le cisti di Acanthamoeba sono state rinvenute vitali dopo pit di 20 anni. Acanthamoeba vive in
un ampio range di condizioni di temperatura, pH e salinita e, da un punto di vista ecologico, il
fattore limitante & rappresentato dalla disponibilita di batteri che costituiscono la fonte di
alimento. Naegleria fowleri, molto diffusa nel suolo e nell’acqua, & meno ubiquitaria di
Acanthamoeba e piu sensibile alle condizioni ambientali, al pH, alla disidratazione e non & in
grado di vivere in acque di mare.

Nell’ambiente naturale il vento e le correnti d’acqua sono i meccanismi specifici di diffusione
delle FLA che in tal modo vengono disperse ovungue. Una volta sospesi nell’aria, cisti e trofozoiti
si comportano come il resto del particolato sospeso: il trasporto e la loro diffusione dipendono
sostanzialmente dalle dinamiche atmosferiche piuttosto che da meccanismi propri. La luce
ultravioletta e la siccita sono le principali cause della perdita di vitalita e poco si sa sugli effetti
dei contaminanti sulla sopravvivenza amebica.

Le FLA svolgono un ruolo importante negli ecosistemi in quanto predatori di batteri, alghe,
funghi, mentre sono predate da altre amebe, nematodi, piccoli crostacei, rotiferi. Di conseguenza,
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le dinamiche delle loro popolazioni sono collegate tra loro. Questo legame & molto importante per
la stabilita e la produttivita delle comunita biologiche, perché pit importante della loro
abbondanza é il turnover di nutrienti (6).

Amebe, e protozoi in generale, aumentano la riconversione dei nutrienti e collegano i livelli
trofici inferiori con quelli superiori. Questi livelli sono determinati dalla dinamica delle
popolazioni (7).

L efficienza della sintesi della biomassa protozoaria € di circa il 50-70%; la presenza di
protozoi stimola il ricambio batterico di fissazione del fosforo e dell’azoto (8). | protozoi
rappresentano anche una riserva di carbonio e nutrienti minerali quando formano cisti. Per la loro
fisiologia, questa riserva é essenziale per la stabilita e la produttivita delle comunita di piante e
animali (9).

Le amebe sono descritte come un gruppo di organismi che si nutre di cellule (batteriche,
fungine) come substrato nutritivo. Dipendono da composti specifici presenti nelle cellule
microbiche ingerite come fattori di crescita e hanno bisogno di una dieta equilibrata di
amminoacidi e di altre importanti sostanze (10). Sono una classe di organismi che vivono in acqua
con elevate concentrazioni di sostanza organica contenente batteri, particolato, e materiale in
decomposizione. Sono spesso aerobi facoltativi. | loro sistemi di trasporto e permeabilita sono
ben sviluppati per la sopravvivenza in ambienti con fonti ridotte di carbonio e azoto.

Acanthamoeba polyphaga & un buon esempio di organismo che pud diventare un parassita
occasionale o stabilire una simbiosi. Ad esempio, A. castellani puo albergare Legionella, come
altri batteri endosimbionti, che pud vivere all’interno di amebe senza essere digerita. Le amebe
forniscono fattori di crescita per la sopravvivenza di Legionella che pud mantenersi a basso pH
nel citoplasma e nei vacuoli digestivi dei protozoi.

Per approfondimenti sul tema si rimanda al capitolo specifico.

Le FLA sono diffuse in tutto il mondo e occupano una grande varieta di regioni e microhabitat.
Esse possono trovarsi in atmosfera, rizosfera, fillosfera, suolo, particolato sospeso nella colonna
d’acqua, su funghi, all’interno delle cavita degli organismi superiori e nella regione orale degli
esseri umani.

Importante & quindi analizzare il ruolo che svolgono nell’ambiente per valutare la loro reale
importanza ecologica, come anche la loro potenzialita di agenti patogeni.

Amebe nei corpi idrici

Le FLA possono essere trovate in tutti gli ambienti acquatici.

Negli ambienti marini, i generi piu comuni sono Paramoeba, Plaryamoeba, Vexillifera,
Flabellula, Mayorella, e Acanthamoeba. Quasi nessuna ameba del suolo pud sopravvivere alle
condizioni ambientali marine, ad eccezione di Acanthamoeba (11, 12). Queste specie possono
sopravvivere per la loro tolleranza ai forti cambiamenti di osmolarita e ad altre situazioni avverse
che eliminano la maggior parte delle specie terrestri. Alcune sono molto adattate all’ambiente
salino; per esempio, Platyamoebae pseudovannellida pud sopravvivere a un grado di salinita del
150%o (13).

Amebe del suolo possono comungue svilupparsi abbastanza bene in ambienti d’acqua dolce.
Frequentemente vengono veicolate come cisti e trasportate da correnti d’acqua, movimenti d’aria,
0 associate ad animali. Possono anche raggiungere I’acqua come trofozoiti.

Una volta in acqua, devono aderire a particolato sospeso nella colonna d’acqua per nutrirsi e
avere a disposizione un substrato protettivo. Il particolato sospeso & un elemento importante nel
comportamento dei laghi come nicchia ecologica e risorsa per i microrganismi. La materia
organica € usata dai batteri, che a loro volta alimentano le amebe. Il tasso piu alto di attivita
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amebica si manifesta in acqua superficiale, sedimenti, particolato e strutture sommerse di piante
e animali. L attivita nella colonna d’acqua dipende dalla quantita di particelle sospese. Poiché le
amebe non nuotano (con I’eccezione delle amebe flagellate), hanno bisogno di una superficie per
il completamento del loro ciclo vitale. Le FLA preferiscono generalmente i cianobatteri perché
possono utilizzarli come substrato e come nutrimento quando agli aggregati aderiscono altri
batteri. Possono anche utilizzare mucillagini algali e sostanze extracellulari per crescere (14).

La diffusione di ossigeno raggiunge solo il primo centimetro nei sedimenti in alcuni corpi
idrici. Tuttavia, i sedimenti di laghi profondi possono manifestare attivita biologica maggiore
rispetto alla zona litorale. La presenza di batteri e dei loro predatori aumenta il trasferimento di
energia nella catena alimentare acquatica. | protozoi recuperano il carbonio che altrimenti
potrebbe andare perduto, utilizzandolo come scarto, essudato animale e vegetale, e parete della
cellula vegetale.

I generi che si trovano piu frequentemente nelle acque sono Acanthamoeba, Vermoamoeba,
Hartmannella, Vahlkampfia, Tetramitus, Naegleria, Adelphamoeba, Echinamoeba, Balamuthia
e Sappinia (15). Poiché la maggior parte degli studi si basa su metodi colturali, risultano
sottostimate sia la diversita delle amebe a vita libera, sia la loro concentrazione. Inoltre
I’identificazione basata sul riconoscimento morfologico porta spesso ad errate identificazioni.

L’abbondanza stagionale di specie termotolleranti sembra essere correlata ai cambiamenti
della temperatura dell’acqua. La densita delle popolazioni amebiche termotolleranti ha il suo
massimo sviluppo durante I’estate. In alcune aree, in genere, la specie litorale piu rappresentata
in maggio ¢ Vahlkampfia, Hartmannella in giugno, e Acanthamoeba e Naegleria in agosto.
Acanthamoeba & piu abbondante durante I’estate (circa 1’82% delle amebe totali), seguito da
Hartmannella e Vahlkampfia. Acanthamoeba e Naegleria compaiono ancora alla fine dell’estate,
suggerendo che sono altamente resistenti alle condizioni anossiche e riducenti dei sedimenti
profondi.

| picchi di concentrazione di Acanthamoeba osservati in agosto, settembre e novembre
potrebbero essere correlati alla predazione di alghe e cianobatteri che solitamente hanno
incrementi di concentrazione alla fine dell’estate.

E ancora da approfondire la capacita dei trofozoiti di mantenersi nell’ambiente perché il loro
ruolo ecologico dipende dal loro stadio fisiologico, in quanto le cisti sono inattive e servono solo
come serbatoi. | trofozoiti sono I’effettivo collegamento tra microsistemi e macrosistemi.

Il particolato sospeso & un’importante nicchia ecologica, e le FLA sono state trovate nello
strato detritico. Il numero di amebe & maggiore nello strato di Neuston rispetto alla colonna
d’acqua o nei sedimenti, il che suggerisce differenze di microhabitat tra la pellicola superficiale
dell’acqua e il resto del corpo idrico (16, 17). Le FLA resistono alle condizioni mutevoli dello
strato di Neuston. Sono piu abbondanti a pH 7,6; il loro numero é pit bassoapHda7,3a750
da 7,7 a7,8, esiriduce a pH alcalini, anche se alcune amebe, tuttavia, possono tollerare pH 8,6 e
oltre.

Le specie di FLA tollerano normalmente temperature tra i 10°C e i 30°C. Sotto i 4°C, possono
sopravvivere solo ceppi resistenti a basse temperature come A. poliphaga, isolata anche dal
ghiaccio antartico e norvegese. Specie termotolleranti come N. fowleri possono crescere molto
bene sopra i 37°C, prediligendo i 40°C, e alcuni ceppi di Hartmanella possono tollerare anche
48°C.

Attualmente i prolungati periodi di caldo e di siccita connessi ai cambiamenti climatici, stanno
provocando incrementi di temperatura nelle acque dolci superficiali con aumento della
concentrazione di amebe nei bacini di approvvigionamento idrico. E probabile queste modifiche
climatiche favoriscano la diffusione e I’insediamento di N. fowleri in aree e territori dove la sua
presenza non € ancora stata segnalata (18). Pertanto, il riscaldamento globale, influendo sulla
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temperatura dell’acqua, potrebbe determinare un incremento numerico di casi di infezioni
amebiche e un ampliamento delle aree geografiche interessate (19).

Piu autori hanno riportato un’elevata prevalenza di amebe a vita libera a seguito di eventi di
grandi precipitazioni e sversamenti di reflui fognari (20, 14).

In uno studio effettuato nel 2010 sulla concentrazione delle amebe in un lago nel sud della
Carolina, le precipitazioni sono state associate ad incrementi delle conte amebiche. La revisione
dei dati meteorologici ha evidenziato che le temperature nelle aree in cui era praticata la
balneazione raggiungevano e mantenevano valori soglia favorendo la crescita delle amebe e anche
le precipitazioni giocavano un ruolo importante (15).

Prove sperimentali condotte da Tyndall et al. (21) hanno dimostrato che I’apporto di acqua
termale in un laghetto di acqua fredda determinava incrementi di cinque ordini di grandezza di
amebe termofile e di due ordini di grandezza di Naegleria patogene, concentrazioni che tornavano
ai valori originari 30-60 giorni dopo la cessazione degli apporti idrici. L’ indagine, condotta nel
sud-est degli Stati Uniti, sulle acque del Savannah River, a monte e a valle di un impianto di
depurazione che sversava nel fiume, ha dimostrato che la concentrazione di FLA e di Naegleria
termofile era significativamente correlata con la temperatura dell’acqua e con la conducibilita.

Nell’intervallo di temperatura da 7°C a 28,5°C non e stata tuttavia evidenziata alcuna
correlazione tra temperatura e concentrazione di amebe a vita libera nell’ambiente idrico, come
dimostra lo studio effettuato su acque superficiali utilizzate per scopi potabili in otto Paesi europei
(22).

Le specie di Acanthamoeba sono molto tolleranti a condizioni estreme. Per esempio, A.
polyphaga é stata isolata da sedimenti a 2500 m di profondita (23). La resistenza & dovuta alla
struttura delle cisti e alla capacita dei trofozoiti di tollerare salinita, pressioni osmotiche e altre
caratteristiche variazioni dell’ambiente marino.

A. rhysodes € la piu abbondante ameba che si trova in terreni umidi indiani ricoperti da
mangrovie. La sua popolazione € piu alta durante la stagione umida forse a causa della bassa
salinita dovuta all’acqua piovana, ma € anche possibile che cid sia una conseguenza di una
maggiore quantita di nutrienti derivati dal loro dilavamento durante la stagione dei monsoni.

Le acque con elevate guantita di materia organica producono un aumento della popolazione
batterica che nutre amebe e protozoi in generale. Le FLA approfittano di questa situazione, in
particolare negli impianti di trattamento delle acque reflue (24). Molte amebe vivono in questi
sistemi. Tra le specie piu comuni trovate nelle acque reflue grezze e nei sistemi di trattamento si
ritrovano Amoeba proteus, Acanthamoeba castellanii, A. polyphaga, lodamoeba butschlii, H.
exundans, H. vermiformis, Naegleria spp., Pelomixa palustris, Rosculus ithacus, Vahlkampfia
avara, e V. russelli. Tutte queste specie sono presenti come cisti e come trofozoiti.

In sintesi, le FLA vivono normalmente nelle acque, su sedimenti, particolato e residui animali
e vegetali fino a che i processi di risospensione li portano nella colonna d’acqua, da dove poi
risedimentano. Una volta nei sedimenti, solo le amebe resistenti alle condizioni anossiche e
riducenti sono capaci di sopravvivere come cisti o trofozoiti fino a quando i processi di
risospensione li portano di nuovo in superficie. Questi processi possono consentire alle amebe dei
sedimenti di raggiungere le interfaccia acqua-aria dove possono trovare migliori condizioni per
sopravvivere, anche se queste condizioni possono cambiare all’improvviso. Disponibilita di
superfici per I’adesione, variazioni di pH, osmolarita, temperatura e contenuto di materia organica
determinano le condizioni di sopravvivenza delle FLA nei corpi idrici.

Da una rassegna di studi condotti in Europa e negli Stati Uniti & emerso che le concentrazioni
delle amebe a vita libera sono piu elevate nelle acque dolci superficiali piuttosto che nelle acque
profonde, mentre la biodiversita subirebbe solo variazioni di lieve entita (25).

La concentrazione e la biodiversita delle amebe all’interno delle reti di distribuzione
dell’acqua potabile sono generalmente piu alte di quelle riscontrate nelle acque dopo trattamento
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in uscita dagli impianti, probabilmente per fenomeni di contaminazione, riconducibili a rotture
accidentali e danneggiamento di tubi, excistamento di cisti amebiche e riduzione di disinfettante
residuo.

Le fluttuazioni stagionali delle amebe nei reservoir hanno un andamento opposto a quello delle
popolazioni batteriche e dei protozoi flagellati che tendono ad aumentare nei mesi caldi, a causa
dell’azione predatrice svolta da rotiferi e crostacei.

I “rami morti” e i tratti terminali ciechi costituiscono siti ideali di proliferazione; e in
particolare, a livello del biofilm adeso alle pareti dei tubi che si suppone abbia preferenzialmente
luogo la moltiplicazione delle amebe. Infatti, la concentrazione e la biodiversita delle amebe
presenti nel biofilm sono di gran lunga superiori a quelle riscontrate nel lume dei tubi (26). Il
biofilm pud pertanto costituire un sito di rilascio delle amebe a vita libera nelle acque che possono
anche andare a colonizzare altre aree; i meccanismi e i fattori che regolano tale processo
necessitano tuttavia di ulteriori approfondimenti. Anche i sedimenti presenti nelle reti idriche
contengono amebe, a concentrazioni e diversita addirittura superiori a quelle dei biofilm. Pertanto,
la frequenza con cui le amebe a vita libera vengono rinvenute nei serbatoi di stoccaggio e molto
piu elevata (>79%) di quella delle reti di distribuzione (>10%), probabilmente per I’accumulo di
biofilm e sedimenti.

Amebe in atmosfera

Acanthamoeba €& uno dei generi di protozoi piu frequentemente isolati dall’aria, per la
peculiarita di essere facilmente trasportata. Il suo isolamento € importante per la sua potenzialita
di patogeno e la sua capacita di internalizzare e trasportare patogeni umani.

Acanthamoeba, Hartmannella e Vahlkampfia sono i principali generi isolati dall’aria urbana.
Sono da approfondire le ricerche circa la loro presenza nell’aria rurale per meglio comprendere
la loro dipendenza dalle attivita svolte.

L abbondanza di ciascuna specie € ancora incerta, ma la loro diversita pud essere considerata
come un elemento indiretto, segno della loro abbondanza e delle condizioni sanitarie all’interno
del luogo dove sono isolate (27).

Amebe nei suoli

Il suolo & un sistema molto dinamico in cui si svolgono attivita biologica e ciclo dei nutrienti
per sostenere gli ecosistemi terrestri. La composizione organica ¢ il prodotto dell’attivita biologica
e comporta il passaggio di materia ed energia attraverso la catena alimentare, che e sostenuta
principalmente da tessuti vegetali morti ed essudati delle radici con un piccolo contributo da fonti
animali. I minerali si trovano nelle loro forme ioniche o come particolato. La porosita del suolo
ha una grande influenza sulla concentrazione di ossigeno e sulla distribuzione dei microrganismi.

Pori di 2-10 um trattengono I’acqua per capillarita formando un ambiente quasi anaerobico
che si traduce in una grande abbondanza di piccoli flagellati e FLA. La dimensione dei pori
controlla anche la distribuzione di ciliati, amebe testate e meiofauna (gastrotrichi, rotiferi e
nematodi); i piccoli pori favoriscono i piccoli protozoi (28). Questo in parte spiega perché, nei
suoli, i ciliati sono meno numerosi dei flagellati e delle FLA. La composizione all’interno dei pori
del suolo & molto diversa da quella sulla superficie degli aggregati (29). La materia organica € un
fattore di modificazione della struttura del suolo e pud essere trovata come sostanza in
decomposizione di piante e animali o di humus e acidi umici.
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La materia organica del suolo é spesso composta per 1’85% di materia in decomposizione,
10% di radici, 4% di batteri e funghi e 1% di fauna terricola che include principalmente protozoi
che possono essere costituiti da tre classi. La prima classe include protozoi, gastrotrichi, rotiferi,
e nematodi, la seconda include acari e collemboli, e la terza & costituita da microartropodi,
principalmente ditteri e oligocheti (che ridistribuiscono la materia organica nella matrice minerale
del suolo) (29). L’humus e le argille formano una matrice colloidale la cui grande superficie puod
assorbire tossine, enzimi extracellulari, sostanze nutritive, o anche gli stessi microrganismi.
L’adsorbimento sulle superfici pud cambiare I’attivita microbica, la sopravvivenza, il tasso di
crescita, e le interazioni con piante, animali, e microrganismi che possono fare aderire argilla e
materia organica sulla loro superficie e con alcuni polisaccaridi favoriscono la formazione di
aggregati del suolo con particelle minerali (30, 31).

Anche nel suolo secco dei deserti, dove I’acqua € non disponibile, I’umidita relativa del suolo
e superiore a quella dell’atmosfera circostante, rendendo possibile la sopravvivenza di spore, cisti,
e di altre forme microbiche di resistenza per lunghi periodi di tempo.

L aria presente tra le particelle di suolo contiene dal 10 al 100% di anidride carbonica in piu
rispetto all’aria in atmosfera. Tuttavia non esiste una relazione diretta tra questo e le proporzioni
di microrganismi aerobi/anaerobi nei suoli (32, 33).

Sulla superficie del suolo si instaurano condizioni variabili di temperatura, mentre i
cambiamenti nel sottosuolo sono di tipo steapico.

La variazione del pH é importante per la microflora. Variazioni critiche del pH possono
verificarsi durante i periodi di forte attivita biologica. Le variazioni di pH possono variare da
valori tipici di 0,5 a 1 o0 2 unita in alcuni suoli e climi (queste variazioni sono comuni nei suoli
tropicali), e sono piu alte dove il suolo ha una bassa capacita tampone, come nei suoli acidi
sabbiosi.

Il ruolo del pH nella distribuzione microbica nel suolo & molto complesso perché ha un ampio
range di effetti sulla disponibilita di sostanze nutritive per i microrganismi. Modifica anche
I’adsorbimento e I’attivita di enzimi extracellulari. Le amebe testate preferiscono suoli acidi e le
amebe ciliate piu neutri o alcalini.

L’ambiente della rizosfera permette di ottenere un’elevata e piu diversificata popolazione
microbica. Ogni grammo di suolo della rizosfera contiene milioni di batteri, centinaia di migliaia
funghi, e decine di migliaia di protozoi e alghe. La biomassa batterica e fungina pud essere
equivalente; protozoi e alghe possono essere un ordine di grandezza piu basso. | microrganismi
sono distribuiti in tutta la rizosfera, formando un continuum dall’endoderma radicale fino a 1 mm
al di fuori di esso (34, 35).

Le relazioni tra piante e microrganismi portano loro vantaggi reciproci: batteri e funghi si
nutrono di essudato vegetale e, in cambio, le piante ottengono nutrienti minerali trasformati e
traslocati da microrganismi, oltre che protezione contro gli agenti patogeni trasportati dal suolo.
Tra i microrganismi rizosferici ci sono azotofissatori sia liberi che endosimbionti, e alcuni batteri
rizosferici promuovono la crescita delle radici delle piante. L’ importanza delle FLA sulla crescita
delle radici, la mineralizzazione e il ciclo dei nutrienti risiede nel loro ruolo di predatori batterici
(alcuni amebe dei generi Gephiramoeba, Vampirella, Hartmannella, Acanthamoeba, Mayorella,
e Saccamoeba predano anche funghi) (36, 37). E possibile la partecipazione diretta delle FLA nel
ciclo dell’azoto. A. polifaga, A. castellanii e H. vermiformis non hanno bisogno di purine e
pirimidine presintetizzate e il loro metabolismo dell’azoto ha un’attivita elevata. Devono
comungue essere approfondite ancora le relazioni tra il ruolo della FLA in questi cicli di nutrienti
e nella produttivita del suolo.

L’abbondanza di protozoi nel suolo dipende direttamente dal numero di batteri presenti, anche
se amebe testate possono essere direttamente correlate con materia organica, presenza di FLA e
funghi. | generi di FLA presenti nel suolo sono simili a quelli che si trovano nell’acqua, ma le
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specie piu piccole sono pit abbondanti. Pochi generi si trovano esclusivamente nei suoli. Le
specie piu comuni di protozoi del suolo sono Heteromita globosa, Oicomonas termo, Cercomonas
sp. (flagellati), Naegleria gruberi, Acanthamoeba sp., Hartmannella hyalina (38).

| protozoi sono piu comuni sulle superfici dei suoli, ma la loro presenza nella rizosfera é
importante perché la loro predazione sui batteri aumenta il ricircolo di azoto e fosforo. Questa
regione ha piccoli pori ed ¢ dominata dalle Gimnamoebae.

Le amebe sono distribuite anche negli strati interni del suolo, sotto i 20 cm di profondita, e si
possono trovare nelle acque sotterranee a circa 20 m sotto la superficie del suolo. E stato stimato
che le FLA costituiscono circa il 50-90% dei protozoi dei rifiuti (29). In un ambiente di questo
tipo, la loro biomassa media & costante (39).

| protozoi e gli altri organismi si nutrono di batteri, ma solo i protisti hanno caratteristiche
idonee a far diminuire improvvisamente la popolazione batterica. | Nematodi e gli altri organismi
batteriovori hanno lo svantaggio di tempi di generazione piu lunghi e dimensioni maggiori, che
sono ostacoli per risposte rapide ad aumenti temporanei della biomassa batterica; essi mantengono
la loro pressione di predazione nei pori piu grandi. | protozoi possono nutrirsi di 150-190 g di
batteri per metro quadrato all’anno e sono il collegamento principale tra microsistemi e
macrosistemi (40).

L’elevato numero di FLA nei sistemi terrestri, rispetto a quelli acquatici si potrebbe spiegare
sulla base di diverse caratteristiche tipiche delle amebe, quali ad esempio il loro movimento sulle
superfici di particolato che permette loro di nutrirsi di batteri che crescono negli aggregati del
suolo, come anche la mancanza di strutture rigide che consente loro di muoversi e alimentarsi sul
biofilm che circonda gli aggregati del suolo (41), e persino nei pori di 2 um del suolo, dove la
maggior parte dei flagellati e dei ciliati non arrivano a causa della loro rigidita cellulare. Queste
caratteristiche fanno delle FLA il modello piu importante ed efficace di predatori batterici nei
suoli.

L importanza dei diversi gruppi di protozoi e nematodi del suolo nel controllo dei batteri e
stato stimato in microcosmi edafici, dove le FLA sono I’unico gruppo che cresce sufficientemente
ed e in grado di ridurre la popolazione batterica. Le amebe sono generalmente abbondanti, con
10%individui per grammo di suolo (come peso secco), all’inizio della stagione delle piogge. Il loro
numero aumenta di 20 volte dopo 4 giorni e poi diminuisce drasticamente dopo qualche giorno. |
flagellati, con un modello di crescita simile a quello di batteri e ciliati, ne hanno mostrato uno
molto piu irregolare (41).

La proliferazione batterica € limitata dai predatori (amebe), ma la popolazione di nematodi
aumenta quando le FLA sono presenti nel terreno. Gli studi di predazione amebica sui batteri
hanno dimostrato che le amebe possono produrre un declino del numero di batteri da 108 a 10°
per grammo di suolo (42-44). Tuttavia, questa capacita é diversa per ogni specie di amebe, da 600
a 3600 cellule di Rhizobium meliloti sono necessarie per produrre un trofozoite di H. vermiformis,
da 800 a 7500 cellule di Xantomonas campestris per produrre un trofozoite di Naegleria sp. (45)
e 8300 cellule di Sphingomonas paucimobilis per produrre un trofozoite di A. polyphaga (44).

Pertanto, le amebe svolgono un importante ruolo nei suoli dove, con la loro attivita predatoria,
contribuiscono allo sviluppo della microfauna. Paradossalmente & proprio decimando i batteri che
esse ne favoriscono la presenza. L’attivita predatoria delle amebe a favore del suolo e
dell’agricoltura non si limita a favorire la presenza dei batteri, ma comprende anche il ricircolo
dei nutrienti nei suoli, svolgendo quindi un ruolo essenziale per la sicurezza alimentare.
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EPIDEMIOLOGIA DELLE INFEZIONI DA AMEBE
A VITA LIBERA

Maria De Giusti, Domenico Barbato, Domenico Cacchio, Lucia Marinelli
Dipartimento di Sanita Pubblica e Malattie Infettive, Sapienza Universita di Roma, Roma

Le amebe a vita libera causano un numero relativamente basso di infezioni se si considera la
loro distribuzione ubiquitaria nell’ambiente. Nonostante il basso numero, le infezioni hanno esiti
molto gravi (1). Esistono centinaia di specie di amebe, ma solo un numero limitato riveste
interesse in campo sanitario: Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp, Balamuthia mandrillaris, e,
in un solo caso, €& stata segnalata la specie Sappinia. In particolare, Naegleria fowleri €
responsabile della Meningoencefalite Amebica Primaria (MAP) mentre alcune specie di
Acanthamoeba e Balamuthia mandrillaris possono provocare Encefalite Amebica
Granulomatosa (EAG), soprattutto in pazienti immunocompromessi. Inoltre Acanthamoeba pud
determinare gravi infezioni corneali note come Cheratiti Amebiche (CA). Infine, le amebe a vita
libera possono fungere da carrier per alcune specie patogene per I’uomo quali legionelle,
micobatteri, clamidie. Pertanto, la loro presenza come contaminanti delle acque puo rappresentare
un serio problema di sanita pubblica (2-4).

La Tabella 1 riporta i dati epidemiologici relativi alle malattie di origine idrica provocate da
amebe a vita libera (4).

Tabella 1. Epidemiologia delle patologie a trasmissione idrica causate da amebe a vita libera

Ameba/ Casi stimati Diffusione  Popolazione Malattie Possibilita
Patologia nelluomo e habitat arischio in ospiti diversi  di infezioni
(periodo) dall’'uomo attraverso l’acqua
Soggettiimmuno-  Animali selvatici e
Acanthamoeba 200 Sulos  (AIDS, Uapantat,  cavall, scimmie,  Ridotta
Encefalite (1960-2000) » trap : vafll, S '
acqua persone con pato-  ovini, tori, canguro
logie ricorrenti) e bufalo indiano)
Acqua potabile
utilizzata a livello
domestico per la
Acanthamoeba >3000 Sdg?oalee; Portatori di lenti Non sono descritte gg?gggizi'gg;ig; er
Cheratite (1980-2000) a contatto cheratiti ; p.
acqua le lenti a contatto;
Immersione in
vasche per
idromassaggio
Globale; Soggetti immuno-
Balamuthia 100 suolo cor%g romessi e Scimmie, cavalli, Ridotta
Encefalite (1990-2000) e acqua comp . pecore e cani
. immunocompetenti
(probabile)
Bambini, giovani
Naealeria Globale; apparentemente
g 200 acque calde sani, frequenti - - Acque ad uso
Meningo- X A Bovini e tapiri . . .
. (1990-2000) o termali nuotatori, viaggiatori ricreativo e termali
encefalite . . i
contaminate in aree geografiche

endemiche
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Infezioni da Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba spp. € un’ameba a vita libera ubiquitaria e alcune specie (A. castellanii, A.
culbertsoni, A. polyphaga) occasionalmente infettano I’uomo e possono causare infezioni
cutanee, ossee e due diverse patologie: I’encefalite amebica granulomatosa e la cheratite amebica.
Un caso raro d’infezione da Acanthamoeba é stato riportato in un paziente con una grave
immunodepressione causata da infezione da Mycobacterium tuberculosis con coinvolgimento
polmonare e del Sistema Nervoso Centrale (SNC) (2, 5). In uno studio del 2017 é riportato un
caso, il primo segnalato, di disseminazione cutanea di infezione da Acanthamoeba, post trapianto
renale (6).

La maggior parte delle infezioni umane da Acanthamoeba € associata al genotipo T4 (7-9) che
e responsabile del 90% delle cheratiti amebiche e di buona parte delle EAG e delle infezioni
cutanee (2, 10-12).

Encefalite Amebica Granulomatosa

La EAG si pud presentare in forma acuta o subacuta, in tutti i casi, pur se con uno sviluppo
lento, ha un esito fatale. Ad oggi in letteratura sono stati riportati poche centinaia di casi (11, 13).
Il periodo di incubazione non é conosciuto; tuttavia sembrano necessarie settimane, se non mesi,
perché il quadro clinico si presenti. Non ci sono segni specifici legati all’agente e I’inizio é lento
e insidioso con un quadro cronico associato a segni di irritazione meningea e segni vari di danno
encefalico come febbre, mal di testa, atassia cerebellare, turbe visive, emi-parestesie, convulsioni,
difficolta motorie e coma (5, 11, 13). La EAG ¢ una patologia che si sviluppa soprattutto nei
pazienti immunocompromessi ma si puo ritrovare anche tra soggetti immunocompetenti. | casi di
EAG si verificano in qualsiasi momento dell’anno, senza relazione alla stagionalita (1). La letalita
¢ elevata. Secondo le piu recenti stime, la letalita é al di sotto del 70% nel caso in cui I’infezione
non arrivi al cervello, mentre nei casi di EAG conclamata la letalita € del 100% (14, 15). Il fattore
di rischio per la EAG & I’esposizione ad acqua contaminata. La via di infezione non é ancora
certa, tuttavia, I’invasione del cervello sembrerebbe secondaria alla diffusione ematogena
dell’infezione primaria in altri distretti, molto probabilmente a livello cutaneo, polmonare o nasale
(2, 13). Sebbene la EAG possa essere contratta per contatto con acque contaminate da
Acanthamoeba, la sorgente di infezione non & ancora certa, a causa della presenza ubiquitaria di
Acanthamoeba nell’ambiente. Considerata I’ubiquitarieta dell’agente, la frequenza delle infezioni
e tuttavia rara (5, 11, 13, 16).

Acanthamoeba e stata isolata in molte strutture termali caratterizzate da acque calde, con un
aumento quindi del rischio per la salute degli utilizzatori, in particolare quelli
immunocompromessi (16).

Cheratite amebica

Acanthamoeba T15, che corrisponde ad A. jacobsi, ¢ stata identificata come responsabile della
CA che si sviluppa in soggetti immunocompetenti, in particolare nei portatori di lenti a contatto.
La CA colpisce, dunque, prevalentemente soggetti sani e pu0 essere causa di gravi infezioni della
cornea che possono portare alla cecita. Generalmente € colpito un solo occhio, anche se sono stati
riportati casi di infezione bilaterale. La CA e caratterizzata da forti dolori e infiltrati anulari nello
stroma corneale. Le vittime dell’infezione possono andare incontro a uno o piu trapianti corneali
per riparare il danno provocato dal parassita e nel passato in alcuni casi € stato necessario ricorrere
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all’enucleazione, anche se oggi la disponibilita di piu efficaci terapie ha reso questa eventualita
non piu praticata (13, 15-20).

La popolazione a rischio € rappresentata dai portatori di lenti a contatto tra i quali si ¢
manifestato il 90 % delle infezioni. Piu raramente, I’infezione pud essere acquisita anche dai non
portatori di lenti a contatto specie in seguito a trauma oculare ed esposizione a matrici
contaminate. Secondo alcuni studi, la presenza di Acanthamoeba nelle lenti di soggetti
asintomatici non e rara, attestandosi intorno al 8% (5, 21). Dai primi anni ‘80 il numero di casi di
CA ¢ in costante aumento parallelamente al crescente uso di lenti a contatto. Dai primi casi
riportati negli USA nel 1973 e in Gran Bretagna nel 1974, la frequenza della diagnosi & aumentata
con regolarita. Negli USA si stimano 1,36 casi per milione di portatori di lenti a contatto contro i
17-21 casi per milione in Gran Bretagna. Nel 2004 e nel 2006 negli USA si sono avute due
epidemie correlate all’uso di soluzioni per lenti a contatto contaminate in fase di produzione, con
170 casi riportati nel 2007. In Francia € segnalata una prevalenza di 1 caso su 30.000 portatori di
lenti a contatto. La scarsa igiene nella manutenzione delle lenti, in particolare la mancanza di
attenzione alle pratiche di disinfezione e il risciacquo delle lenti con acqua corrente, cosi come
I’uso delle lenti durante il nuoto o altri sport acquatici, sono ritenuti i principali fattori di rischio
(5,11, 13, 20). Nelle cheratiti da Acanthamoeba I’acqua di rubinetto, utilizzata per la preparazione
della soluzione salina risulta essere la fonte piu probabile di contaminazione (4). In numerosi studi
la presenza di amebe € stata rilevata nel 20-30% di campioni di acqua condottata, prelevata ai
punti d’uso domestici (22). Una maggiore prevalenza é segnalata nella rete idrica degli ospedali
68,9% (7, 23). In uno studio sulla colonizzazione da amebe della rete idrica domestica delle
abitazioni di pazienti affetti da cheratiti € stata evidenziata una colonizzazione dell’89% (24).

Profilassi delle infezioni da Acanthamoeba

Il controllo della concentrazione di Acanthamoeba nell’acqua non pud essere condotto con le
pratiche correnti di disinfezione perché il microrganismo é resistente ai piu comuni disinfettanti
alogenati, cosi come all’applicazione di raggi UV. L’efficacia della filtrazione é stata studiata,
prevalentemente, in impianti di potabilizzazione e si é rivelata anch’essa non particolarmente
efficace lasciando ipotizzare un’ampia capacita di colonizzazione dei filtri tanto che la
concentrazione in uscita si & rivelata maggiore che in entrata. L’ultrafiltrazione al momento
sembra essere I’unico mezzo in grado di produrre un’efficace riduzione delle cisti di
Achantamoeba (16).

Accanto all’utilizzo di tecnologie efficaci € altrettanto importante effettuare corrette
operazioni di pulizia e manutenzione degli impianti e dei filtri per agire sui fattori che
contribuiscono alla crescita di Acanthamoeba: materia organica, biofilm e sedimenti. Gli utenti
immunocompromessi, tuttavia, dovrebbero essere informati del rischio di acquisire infezioni da
Acanthamoeba in piscine, bagni termali e vasche di idromassaggio (4, 16).

Per quanto riguarda, nello specifico, la profilassi delle CA, gli utilizzatori di lenti a contatto
dovrebbero essere a conoscenza dei rischi legati a questo tipo di infezioni e adottare particolare
attenzione in tutte le pratiche di disinfezione e risciacquo. La corretta procedura di disinfezione e
risciacquo delle lenti con soluzioni sterili dovrebbe essere rispettata anche per prevenire la
formazione di biofilm che rappresenta il potenziale supporto di crescita per Acanthamoeba (4, 5,
7, 16).

Il contatto mani-occhi espone al rischio di contaminazione e infezione: un appropriato
lavaggio delle mani con acqua e sapone o con soluzioni disinfettanti a base di alcol ¢ stato
dimostrato essere efficace nell’eliminare fino al 99% dei trofozoiti (etanolo o isopropanolo al
63% per 30 secondi) e delle forme cistiche (etanolo 80% per 30 secondi o etanolo 63% per 2
minuti) di Acanthamoeba (25). Per quanto riguarda il rischio legato specificamente al nuoto si
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consiglia, in generale, di rimuovere le lenti a contatto prima di accedere agli impianti oppure
risciacquarle con soluzioni sterili dopo il nuoto o ancora di utilizzare lenti usa e getta (3, 4, 11,
26).

Infezioni da Naegleria fowleri

Naegleria fowleri € responsabile della Meningoencefalite Amebica Primaria (MAP). Oltre a
N. fowleri anche N. philippinensis e N. italica sono state identificate come possibili responsabili
di infezioni nell’'uomo. Inizialmente N. italica veniva isolata solo in Italia ma attualmente é
diffusa in tutto il mondo. A causa delle caratteristiche della patologia, le naeglerie, e in particolare
N. fowleri, sono oggi conosciute come “amebe mangia-cervello”. Naegleria fowleri € una specie
termofila che pu0 essere ritrovata in laghi, sorgenti, piscine, canali di irrigazione e sorgenti di
acque calde (5, 16, 21, 27, 28).

Naegleria fowleri sia in forma di trofozoide sia in forma cistica utilizza come porta di ingresso
le narici e, attraverso I’epitelio nasale, risale lungo i nervi olfattivi fino al cervello. E una infezione
fulminante con un periodo di incubazione di 1-22 giorni (4, 29). Molte vittime di MAP sono
bambini o giovani adulti in buono stato di salute con una storia di balneazione in acque calde o
acque termali ove lo sviluppo delle amebe € favorito dalla temperatura elevata e dalla presenza di
biofilm. La giovane eta delle vittime sostiene quale fattore di rischio la prolungata esposizione
all’acqua e la frequente e ripetuta aspirazione attraverso le narici di acqua contaminata da amebe.
Naegleria fowleri, infatti, invade il sistema nervoso attraverso la via nasale, quando I’acqua é
inalata profondamente ad esempio durante i tuffi (17). I sintomi sono: forte mal di testa, febbre
alta, rigidita del collo, nausea, vomito, stato confusionale, convulsioni, allucinazioni e infine coma
e morte (5, 11, 16). L’infezione non & contagiosa. La letalita € molto elevata, superiore al 97%,
nonostante gli sviluppi terapeutici (30). Sono stati riportati solo 7 casi di sopravvissuti fino al
2002. La morte interviene in 3-10 giorni dalla manifestazione dei sintomi (5, 14). Il primo caso
umano confermato risale al 1965 e fino al 2010 risultano 235 casi di MAP con la maggior parte
dei casi riportati in USA, Australia e Europa (16). Negli USA un’indagine retrospettiva dal 1937
al 2013 ha riportato 142 casi di MAP (14). In Europa sono stati riportati sin ora 24 casi confermati
di MAP in Gran Bretagna, Italia e Belgio (21, 28).

| casi di MAP si manifestano piu frequentemente nella stagione calda, probabilmente in
associazione all’aumento delle attivita acquatiche ricreative, tuttavia, il rischio di infezione da N.
fowleri attraverso acque di sorgente deve essere ulteriormente valutata in quanto N. fowleri ¢
nota per resistere a condizioni ambientali estreme e pu0 essere trovata durante tutto I’anno nelle
acque di balneazione. Come Acanthamoeba, Naegleria si pu0 ritrovare in piscine clorate e nei
laghetti artificiali e nel biofilm nelle linee idriche degli impianti di acqua calda dove si instaurano
condizioni ideali per lo sviluppo (4, 5, 11, 17, 31).

La presenza di Naegleria spp nelle acque di sorgenti calde e termali é stata riportata in molti
Paesi: in acque termali in Tailandia (24,6-35,3%), Giappone (36%) e Taiwan (22,2-43,3%). Un
caso confermato di MAP ¢ stato segnalato a Bath (Regno Unito) nel 1978 e la vittima & stata una
giovane che aveva nuotato in una piscina alimentata con le acque termali che sgorgano
naturalmente in citta (32). Tung et al. (2013) hanno analizzato il primo caso confermato di MAP
a Taiwan, riportato nel novembre 2011, in cui il paziente ha visitato una sorgente termale una
settimana prima del ricovero in ospedale (33). Il campionamento dell’acqua del resort é stato
eseguito per verificare la presenza di Naegleria presso I’impianto. | genotipi di Naegleria
individuati sono stati N. fowleri, N. australiensis e N. lovaniensis. Utilizzando la Reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (meglio conosciuta come RT_PCR), venne confermato
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che il ceppo di N. fowleri isolato dal campione di acqua prelevata, possedeva lo stesso genotipo
del protozoo isolato clinicamente, pertanto, € stato ipotizzato che la sorgente termale fosse la fonte
probabile di infezione. A seguito di questo studio iniziale, i serbatoi d’acqua, le piscine e le vasche
della struttura termale vennero drenate e disinfettate. Lo studio di follow-up condotto un mese piu
tardi confermo assenza di riscontro di N. fowleri (33). Alcuni studi recenti riportano una presenza
significativamente piu alta di N. fowleri in acque termali rispetto ad altri ambienti acquatici. In
Repubblica Ceca 16 casi di MAP sono stati associati all’uso di una piscina pubblica. In questo
caso la sorgente della contaminazione e stata individuata in una cavita nella struttura della piscina,
alimentata con I’acqua di un fiume (14, 16, 32).

Infine, particolare attenzione dovrebbe essere rivolta all’acqua destinata alle pratiche di
irrigazione nasale, alle pratiche religiose, come le abluzioni rituali e /o purificazioni e alle pratiche
ayurvediche che possono essere tutte considerate a rischio (29, 32, 34-36). Alcuni studi hanno
menzionato I’abluzione rituale musulmana, effettuata con acqua non sicura, come la principale
causa del crescente numero di casi mortali di MAP in Pakistan. Infatti, come parte dell’abluzione
rituale, viene eseguita la pulizia nasale per assunzione di acqua nelle narici e cio potrebbe
rappresentare la via pit probabile per I’acquisizione di infezione (34-36).

Profilassi delle infezioni da Naegleria fowleri

Le infezioni da N. fowleri sono associate al nuoto e altre attivita che permettono I’ingresso del
protozoo nel passaggio nasale mediante acqua contaminata (37).

Naegleria fowleri € abbastanza sensibile alla clorazione in un range di 20-60 mg min/L con
una riduzione di 4 log del numero delle cisti; pertanto, mantenere livelli di clorazione efficace
nelle piscine e nei bagni termali potrebbe essere sufficiente a tenere basso il rischio di infezione
(4). Tuttavia, la clorazione potrebbe non essere sufficiente poiché la sua efficacia e legata anche
ad altri fattori come la presenza di biofilm o il livello di contaminazione (38, 39). Per quanto sopra
riportato, non solo & molto importante verificare che la sorgente di acqua abbia livelli di
contaminazione contenuti ma anche applicare opportune metodologie di pulizia e manutenzione
degli impianti e dei filtri per contrastare colonizzazione e moltiplicazione. Nelle tubature e nei
filtri, infatti, si possono verificare condizioni di continua reimmissione di contaminanti (11).

In Francia, sulla base di diversi studi condotti sulla diffusione di N. fowleri, & stato stabilito
che nei corsi d’acqua dove € possibile I’esposizione umana, la concentrazione di amebe non debba
superare le 100 unita/L (32).

Infezioni da Balamuthia mandrillaris

Balamuthia mandrillaris & responsabile di infezioni granulomatose croniche dell’SNC note
come Balamuthia Amoebic Encephalitis (BAE): comuni all’uomo e ad alcuni animali.
Balamuthia puo provocare anche infezioni disseminate della pelle, dell’utero, della prostata e dei
polmoni. Le infezioni sono acquisite sia da soggetti immunocompetenti che da quelli
immunocompromessi. Al momento si ritiene che I’infezione si acquisisca per contatto con il suolo
o0 con acque di balneazione contaminate (4, 13, 15). La via d’ingresso € rappresentata dalla via
cutanea attraverso tagli e lesioni della cute oppure per inalazione di materiale contaminato. Si
suppone anche che B. mandrillaris possa raggiungere I’SNC attraverso i nervi olfattivi (4,13, 15,
40).

La sintomatologia e caratterizzata da cefalee, nausea, vomito, fotofobia, dolore o rigidita
nucale accompagnate da febbricola e stato di affaticamento generale che evolve verso segni
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neurologici vari (emiparesi, paralisi, atassia, stato confusionale, difficolta di movimento e parola
(5, 13, 40). La morte sopravviene dopo una lunga evoluzione (da 2 mesi fino a 3 anni) e i casi di
guarigione sono rari anche dopo I’individuazione di trattamenti terapeutici. La diagnosi e difficile
e tardiva. In soggetti immuno-competenti sani € stata rilevata la presenza di anticorpi specifici
contro Balamuthia, cosa che suggerisce la concreta possibilita del contatto con questo potenziale
patogeno. La prevalenza aumenta con I’eta (4, 13, 33, 40). Attualmente, sono stati riportati piu di
160 casi di BAE nel mondo tra il 1990 e il 2009, la maggior parte nel continente americano,
soprattutto nelle zone calde. Qualche caso é stato descritto anche in Europa ma, considerando le
difficolta diagnostiche, questa patologia rimane piuttosto sottostimata (13).

Infezioni da Sappinia spp.

Il primo e unico caso di infezione da Sappinia pedata (originariamente identificata come
infezione da S. diploidea) si € manifestato come encefalite amebica. Il caso é stato descritto nel
2001 da Gelman et al. (41). 1l paziente era un adulto immunocompetente di 38 anni, contadino
del Texas, in contatto con diversi animali e con suolo contaminato da feci. L’uomo presentava
una sintomatologia caratterizzata da nausea, vomito, mal di testa bifrontale, fotofobia, visione
sfocata e perdita di coscienza. La risonanza magnetica rilevava una massa di 2 cm nel lobo
temporale sinistro. La lesione fu asportata e la valutazione di sezioni di tessuto cerebrale mostro
la presenza di trofozoiti aventi due nuclei ben distinti; questa caratteristica rese possibile
differenziare I’ameba Sappinia. Il paziente infetto venne trattato con azitromicina, pentamidiane,
itraconazolo e flucitosina.

Sappinia spp. pud essere identificata tramite test molecolari come la Polymerase Chain
Reaction (meglio conosciuta come PCR) (es. Internal Transcribed Spacer, ITS PCR, real-time
PCR).

E stata isolata in infezioni umane occorse in Europa, Nord America, Egitto, Giappone, Medio
India orientale e occidentale (42).
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BATTERI RESISTENTI ALLE AMEBE
E IMPLICAZIONI IN SANITA PUBBLICA

Elisabetta De Vito, Ornella Di Bella, Fulvio Castellani, Elisa Langiano
Dipartimento di Scienze Umane, Sociali e della Salute, Universita di Cassino e del Lazio Meridionale,
Cassino (FR)

Alla rilevanza sanitaria che hanno assunto negli ultimi anni le amebe anfizoiche, si aggiunge
I’interesse legato alla loro capacita di fagocitare batteri, funghi e virus, che sopravvivono al loro
interno e che vengono quindi indicati con il termine di Amoeba-Resistant Microorganism (ARM).

Vi & una crescente attenzione verso il potenziale ruolo che le amebe a vita libera potrebbero
svolgere come serbatoi di batteri patogeni e, di conseguenza, verso la possibilita che, attraverso
le amebe, la loro persistenza e diffusione sia facilitata. Per questo motivo si indaga con sempre
maggiore interesse sui meccanismi dell’interazione che consentirebbero soprattutto gli Amoeba-
Resistant Bacteria (ARB), di acquisire una maggiore resistenza a condizioni ambientali estreme.
Ma anche sui determinanti di virulenza capaci di esprimere una maggiore patogenicita, versatilita
e adattamento anche quando pervengono in cellule di mammiferi, presentando una ridotta
suscettibilita agli antibiotici.

Le amebe rappresenterebbero dunque un serbatoio per molti patogeni umani capaci di
sopravvivere e replicarsi in amebe (Legionella spp., Chlamidia spp., micobatteri non tubercolari) e,
nel contempo, un efficiente veicolo in grado di incrementare persistenza e diffusione nell’ambiente.

Per questa funzione ecologica che ha forti implicazioni in Sanita Pubblica, & stato riconosciuto
alle amebe il ruolo di “Cavallo di Troia” (conosciuto come Trojan horse) per molte infezioni.

Oltre a diversi membri delle Enterobacteriaceae e delle Vibrionaceae, altri microrganismi
sono stati individuati all’interno delle amebe e alcuni di essi sono stati riconosciuti come veri e
propri organismi intracellulari, alcuni obbligati (Mycobacterium leprae, Coxiella burnetii), altri
facoltativi (Listeria monocytogenes, Francisella tularensis, Legionella spp., Mycobacterium
avium complex,). Altri ancora, come Burkholderia cepacea e Pseudomonas aeruginosa, non
sembrano mostrare direttamente una associazione cellulare, ma e confermata comunque una loro
capacita di resistenza simile a quella dimostrata da Legionella spp. E anche abbastanza recente la
segnalazione della presenza di un mimivirus (microbe-mimicking virus) all’interno di
Acanthamoeba, il piu grande virus finora individuato (400 nm), e associato alle Iridoviridae,
Phycodnaviridae e Poxviridae, il cui ruolo come patogeno umano non € ancora stato stabilito.

Recentemente, un mimivirus é stato scoperto in A. polyphaga. Inoltre, & noto che Coxsackie
virus e adenovirus possono infettare Acanthamoeba.

Principali famiglie e specie di microrganismi
resistenti alle amebe

A seguito di una approfondita analisi della letteratura scientifica esistente a supporto
dell’evidenza di fenomeni di resistenza di numerosi microrganismi all’interno delle amebe, é stato
possibile produrre una tabella (Tabella 1) che enucleasse i principali batteri e virus che abbiano
dimostrato tale proprieta. Tra questi meritano un approfondimento maggiore tutti quei
microrganismi che risultano essere piu rilevanti data I’evidenza della possibilita di recare
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patologia nell’uomo (es. Legionella spp.) oppure, per la possibilita di costituire un rischio per la
salute umana in condizioni particolari (es. i microrganismi opportunisti e quelli che abbiano
acquisito antibiotico-resistenza in ambito ospedaliero).

Tabella 1. Principali microrganismi con evidenze scientifiche di fenomeni di resistenza alle amebe

Microrganismo Famiglia, genere e specie

Batteri Enterobacteriaceae
Mycobacteriaceae
Listeria monocytogenes
Legionellaceae
Pseudomonaceae
Chlamydiales
Acinetobacter baumannii
Meticillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
Helicobacter pylori
Bradyrhizobiaceae
Holosporaceae
Parachlamydiaceae
Rickettsia-like endosymbionts
Membri del phylum Cytophaga-Flavobacterium-Bacterioides
Beta-protobacteria
Mobiluncus curtisii
Rhodobacter massiliensis
Azorhizobium spp.
Bradyrhizobium japonicum
Mezorhizobium amorphae
Vibrionaceae
Coxiella burnetii
Francisella tularensis
Streptococcus pneumoniae
Burkholderiaceae
Campylobacter jejunii

Virus Iridoviridae
Phycornaviridae
Poxviridae
Ecovirus
Mimivurus
Coxsackie virus
Adenovirus
Enterovirus

Funghi Cryptococcus neoformans

Mycobacteriaceae

Il genere Micobacterium comprende almeno 170 specie, M. tuberculosis e M. leprae, non
presenti nell’ambiente e trasmissibili da uomo a uomo e il vasto gruppo dei micobatteri non
tubercolari (NonTuberculous Mycobacteria, NTM), microrganismi ambientali ubiquitari del
suolo e delle acque dolci ormai riconosciuti come frequente causa di infezioni opportunistiche per
I’uomo e gli animali (1-10).

Grazie alle migliorate tecniche di isolamento e identificazione dei campioni biologici e
ambientali, il numero delle specie di NTM identificate & in continuo aumento (3, 11). Allo stesso
tempo anche I’incidenza e la prevalenza delle infezioni da NTM risultano incrementate non solo
grazie alle piu efficienti tecniche diagnostiche ma anche per le mutate caratteristiche della
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popolazione suscettibile come I’aumento della popolazione anziana e del numero di individui che
presentano condizioni di comorbilita tra cui broncopneumomatia cronico-ostruttiva, neoplasie
maligne, immunodeficienza dovuta ad infezione da virus dell’immunodeficienza acquisita
(Human Immunodeficiency Virus, HIV), diabete mellito e malattia renale cronica (1, 12-15).
Sebbene nella maggior parte dei casi non sia stato possibile determinare la specifica fonte
d’infezione, é diffusa opinione che gli aerosol contaminati, derivanti da acqua di doccia, suolo e
acqua di piscina rappresentino le pit probabili sorgenti di infezione con particolare attenzione al
rischio di infezione in ambiente ospedaliero (4, 5, 12, 13, 16, 17).

Una recente indagine, condotta in un grande ospedale italiano, a seguito di un incremento
significativo di campioni di espettorati NTM-positivi in degenti di reparti di malattie respiratorie,
ha rivelato una massiccia presenza di NTM nella rete di approvvigionamento idrico ospedaliera.
Dopo procedure di decontaminazione quali shock termico e installazione del filtri ai rubinetti, i
micobatteri non sono stati piu rilevati né nei campioni d’acqua né in quelli umani (16, 18).

Numerosi studi hanno di recente dimostrato I’ipotesi che diverse specie di NTM sono in grado
di resistere alla fagocitosi di alcune specie di amebe a vita libera (Free Living Amoeba, FLA) e di
mantenere la capacita di svilupparsi al loro interno, fornendo I’evidenza del ruolo delle amebe
nella persistenza ambientale e nella potenziale trasmissione degli NTM ai soggetti suscettibili. In
particolare, risulta sempre piu evidente la capacita dei micobatteri di utilizzare le amebe come un
rifugio per resistere alle condizioni sfavorevoli, come per esempio la presenza di disinfettanti,
sfruttando il contatto facilitato dalla condivisione nella stessa nicchia ecologica costituita dal
biofilm delle condutture e degli scarichi idrici (8, 17, 19-21). L’ipotesi che le FLA possano
rappresentare una importante riserva ambientale di NTM trova riscontro in numerosi studi negli
studi.

Corsaro et al. citano I’isolamento di NTM nel 50% dei campioni positivi per amebe mentre
nei campioni negativi per amebe I’isolamento € avvenuto nel 12% dei campioni (22). Delafont et
al. in un’indagine effettuata nel 2014 riferiscono che 1’87,6% delle FLA isolate da acque
condottate ospitava NTM, presumibilmente vitali (20). In particolare Mycobacterium llatzerense,
recentemente isolato anche in pazienti immunocompromessi, ha rappresentato il 90% delle specie
isolate, seguito da M. chelonae, M. aromaticivorans, M. phocaicum e M. mucogenicum (2, 5, 20).
A guesto proposito Delafont et al. in uno studio del 2016 hanno fornito evidenze della capacita
di M. llatzerense non solo di sopravvivere ma anche di moltiplicarsi in A. castellanii, spiegando
cosi il suo frequente isolamento dall’acqua potabile (11). Tuttavia, non sempre é stata evidenziata
guesta concordanza di isolamenti in relazione alla presenza o assenza di amebe ma questo
potrebbe essere dovuto non solo a problemi tecnici nell’isolamento delle amebe ma anche ad altri
fattori come per esempio la presenza/assenza o I’entita del biofilm dove I’interazione tra batteri e
amebe risulta favorita, oppure la concentrazione di disinfettanti (22).

Sebbene non sia stato ancora possibile delineare in maniera definitiva le caratteristiche delle
interazioni ambientali tra le singole specie di NTM e di FLA, le evidenze disponibili al momento
suggeriscono comunque di considerare il rischio potenzialmente associato all’esposizione ad
aerosol contaminati in particolare nei soggetti piu vulnerabili e in ambiente ospedaliero.

Il sequenziamento dell’intero genoma migliorera le indagini sugli NTM in modo da rendere
piu chiari i meccanismi di diffusione globale della malattia. Una migliore comprensione delle
nicchie utilizzate dagli NTM e della sua ecologia & essenziale per prevenire le infezioni da essi
causati e sviluppare nuovi metodi per il suo trattamento ed eliminazione efficaci. Tali
informazioni aiuteranno a definire meglio i percorsi di esposizione e a sviluppare le pit idonee
misure a tutela della salute pubblica.
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Legionellaceae

Legionella pneumophila rappresenta il principale responsabile della legionellosi, una forma di
polmonite con una elevata mortalita tra la popolazione immunocompromessa (23). Si tratta di un
batterio Gram-negativo appartenente al genere Legionella e include almeno 20 specie che sono
state associate a malattie umane. Nel 2015 in Europa sono stati notificati 7034 casi di legionellosi
(24).

Legionella presenta una diffusione ubiquitaria negli ambienti di acqua dolce, sia naturali che
artificiali, ed é capace di replicarsi all’interno di una vasta gamma di cellule ospitanti che vanno
dai protozoi ciliati e amoebe a vita libera ai macrofagi umani.

La sopravvivenza di Legionella nei diversi ospiti dipende dalla sua capacita di eludere i
meccanismi litici della fagocitosi messi in atto dalla cellula ospitante (23). Numerosi studi hanno
confermato la moltiplicazione intracellulare di Legionella nelle FLA ed esperimenti di cocoltura
in terreni liquidi hanno dimostrato come le amebe svolgono un’azione promuovente la
moltiplicazione batterica (25-27). Infatti durante i focolai epidemici di legionellosi, nei corpi
idrici interessati, normalmente viene rinvenuto un significativo numero di FLA e una elevata
concentrazione di Legionella spp. Pertanto le amebe possono innescare la rivitalizzazione di ceppi
di Legionella che a seguito di condizioni ambientali ostili sono passati nello stato vitale ma non
coltivabile (Viable But Non-Culturable, VBNC) sui comuni terreni di coltura (28-30). All’interno
dell’ospite, dopo aver esaurito i nutrienti, L. pneumophila entra nella fase trasmissiva portando a
morte cellulare I’ospite e viene rilasciata nell’ambiente extracellulare (31). Il passaggio nelle
cellule ospiti porta all’evoluzione dei tratti genetici che determinano la resistenza dei batteri alle
amebe. Ci0 potrebbe spiegare la capacita di resistere anche ad altre cellule fagocitarie come per
esempio i macrofagi umani (32).

Lienard et al. in uno screening di batteri resistenti alle amebe condotto nel 2017 su 48 sistemi
idrici domestici, hanno utilizzato il metodo della co-coltura con Acanthamoeba castellanii che
risulta essere piu permissiva per un maggior numero di batteri. Legionella waltersii € risultata la
specie a maggiore prevalenza seguita da L. pneumophila, L. anisa, L. longbeachae. In tutti i
campioni risultati positivi per L. pneumophila é stata sistematicamente isolata anche Hartmanella
vermiformis supportando I’importanza di questa amoeba come reservoir di L. pneumophila (33).

Lo studio di Dey et al. nel 2009 ha dimostrato che non tutte le FLA sono ugualmente
permissive per la moltiplicazione di L. pneumophila evidenziando che la distribuzione e la densita
degli ARB potrebbe essere soggetta a variazioni dipendenti dalla composizione e dalla evoluzione
della popolazione amebica con potenziali implicazioni sull’insorgenza di focolai di infezione di
legionellosi (28).

Mou & Leung nel 2018 hanno studiato i fattori chiave di virulenza di L. pneumophila
utilizzando una linea cellulare di monociti umani TPH-1 e A. castellani. In particolare hanno
studiato i geni flaA, vipD, sdhA e sidF, confrontando la loro espressione durante la fase replicativa
intracellulare di Legionella e la successiva fase di morte cellulare delle cellule ospitanti. | profili
di espressione genica osservati indicano un aumento della citotossicita di L. pneumophila
suggerendo un incremento di adattamento all’ospite, caratteristica essenziale per la sua
sopravvivenza (23).

Thomas et al. nel 2008 hanno condotto uno studio sulla valutazione della biodiversita di amebe
e ARB nellarete idrica di un vecchio ospedale allo scopo di isolare tutte le specie di ARB presenti.
I risultati hanno mostrato una forte associazione tra la presenza di Legionella e FLA (p<0,001)
sottolineando I’importanza di considerare questi aspetti nella progettazione delle misure di
controllo sulle reti idriche (21).

Ji et al. nel 2014 hanno esaminato la presenza di FLA e Legionella in differenti corpi idrici
(fiume, impianto di trattamento acque e sorgente termale). | risultati hanno evidenziato una
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elevata concentrazione di Acanthamoeba e Naegleria nell’acqua termale e nell’acqua proveniente
dall’impianto di trattamento, e una maggiore correlazione di coesistenza tra Legionella e
Vermamoeba vermiformis (34).

Dietersdorfer et al. nel 2018 hanno studiato i cambiamenti di infettivita di sei ceppi di
Legionella nello stato vitale ma non coltivabile (Viable But Not Culturable, VBNC) posti in co-
colture, mantenute in condizioni di carenza di nutrienti a breve e lungo periodo, con amebe, con
macrofagi derivati dalla linea cellulare THP-1 di monociti umani e con una linea cellulare
primaria di macrofagi umani. I risultati hanno dimostrato che numerosi ceppi di Legionella nello
stato VBNC possono infettare direttamente i macrofagi umani anche dopo un anno in carenza di
nutrienti e che il recupero della coltivabilita si realizza solo dopo il passaggio nella linea primaria
di macrofagi umani (35).

Per sostenere la valutazione del rischio legionellosi sono necessarie ulteriori evidenze.

Enterobacteriaceae

Le Enterobacteriaceae e alcune specie di batteri Gram-negativi non fermentanti
(Stenotrophomonas malthophilia) sono stati descritti come i nutrienti preferiti dalle amebe a vita
libera. Come per altre specie batteriche, la capacita di alcune specie di Enterobacteriaceae
Resistenti alle Amebe (ERA) di essere internalizzate, resistere e svilupparsi all’interno di protozoi
¢ stata associata ad una aumentata resistenza e quindi sopravvivenza a condizioni ambientali
estreme (biocidi, antibiotici, carenza di nutrienti), come pure ad una potenziata patogenicita
conseguente all’acquisizione di fattori di virulenza (6, 36).

In un ampio studio che ha utilizzato per la prima volta il metodo della co-coltura con amebe
per la determinazione della presenza di ARB nelle comunita microbiche di campioni di suolo e
di sabbia a contatto umano, tra le 33 specie di ARB isolate vi erano anche Enterobacter cloacae
e Serratia plymuthica, capaci di moltiplicarsi all’interno dell’ameba, unitamente a Klebsiella
variicola, che occasionalmente causa infezioni nell’uomo e che rappresenta meno del 10% degli
isolati clinici di Klebsiella, riconducibili prevalentemente a K. pneumoniae (37, 38-40).

Klebsiella spp., ceppi di Escherichia coli patogeni, Shigella, Salmonella e Yersinia hanno
attratto I’attenzione dei ricercatori che hanno indagato sul ruolo potenziale dei protozoi come
reservoir ambientali di questi batteri.

Klebsiella pneumoniae € un specie ubiquitaria in natura con grande capacita di persistenza
nell’ambiente; viene isolata anche da campioni non clinici quali suolo, acque superficiali,
superfici di aree riservate ai pazienti e comuni all’area assistenza, in ambito nosocomiale (41).

Ceppi di Klebsiella isolati dall’ambiente sono molto simili a quelli di origine clinica,

mostrando analoga espressione dei fattori di virulenza e stessa abilita di infezione in modelli
animali. Si ipotizza che la capacita di Klebsiella di resistere nell’ambiente possa essere connessa
anche alla abilita di entrare in relazione/predazione con protozoi come le amebe, resistendo alla
predazione e sviluppando caratteri di virulenza (42, 43).
Escherchia coli agisce sia come specie batterica opportunista patogena, soprattutto in ambito
nosocomiale, dove & responsabile di infezioni favorite dall’abbassamento delle difese
immunitarie dell’ospite e dalla circolazione di ceppi particolarmente virulenti, sia come patogeno
primario, dotato di specifici meccanismi patogenetici, come nel caso dei ceppi enterotossigeni
(Enterotoxigenic E. coli, ETEC), enteropatogeni (Enteropathogenic E. coli, EPEC),
enteroinvasivi  (Enteroivasive E. coli, EIEC), enteroemorragici 0 verocitotossici
(Enteroemmorragic E. coli, EHEC o Verotoxin E .coli, VTEC), enteroadesivi (Enteroadherent E.
coli, EAEC) ed enteroaggreganti (Enteroaggregative E. coli, EAEC).

Escherichia coli ed Enterobacter aerogenes, unitamente a Stenotrophomonas malthophilia e
a Klebsiella aerogenes, in alcune prove sperimentali si sono rivelati i nutrienti preferiti dalle
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amebe rispetto a Staphylococcus epidermidis, Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa;
guesto spiega perché Enterobacter spp. e Klebsiella spp. vengano utilizzati frequentemente nelle
procedure di arricchimento colturale per la ricerca di amebe, assicurando, nella forma vitale, una
maggiore resa in trofozoiti rispetto alla loro forma vitale ma non coltivabile. E. coli risulta inoltre
capace di moltiplicarsi in presenza di Achantamoeba e di resistere alla digestione da parte del
predatore (6).

Barker et al. in esperimenti di co-coltura in vitro, hanno mostrato come vi sia una interazione
reciprocamente vantaggiosa tra E. coli O157 e i trofozoiti di A. polyphaga e come si osservi un
significativo incremento di E. coli O157. Le amebe potrebbero svolgere un ruolo determinante
nella persistenza di ceppi patogeni di E.coli negli ambienti di allevamento (acque di abbeveraggio,
insilati, foraggio) favorendone la diffusione (36).

Tra i ceppi enteroemorragici o verocitotossici, E. coli O157:H7 concorre in maniera
importante nel determinare i casi umani accertati di infezioni da VTEC, il cui tasso di notifica nel
2106 si é attestato a 1,8 casi su 100.000 residenti, con un incremento dell’8,3% rispetto al 2015
(44-46).

Il serbatoio principale sono i bovini e la persistenza ambientale del patogeno (in suolo, acqua,
erba, ma anche insilati), favorita dalle amebe, potrebbe determinare una aumentata diffusione
ambientale e reinfezione degli erbivori, con conseguente incremento del rischio di infezione per
I’uomo, che pud acquisirla a seguito di ingestione di acqua o di alimenti contaminati anche con
livelli di carica microbica inferiori a 100 cellule batteriche (46).

La sopravvivenza di E. coli O157 nelle cisti delle amebe puo inoltre aumentare la sua
resistenza all’aerodispersione cosi come dimostrato per Legionella pneumphila, Vibrio cholerae
e Mycobacterium avium (45).

Anche per Salmonella enterica e Salmonella enterica Typhi sono stati descritte in letteratura
interazioni con le amebe. Gouarabathini et al. hanno dimostrato una esaltata induzione dell’isola
di patogenicita 2 durante I’internalizzazione di Salmonella enterica (serovar Typhimurium) in A.
poliphaga, da cui dipende la sopravvivenza all’interno dell’ameba. Gli autori suggeriscono che i
fattori di virulenza coinvolti nella patogenicita di Salmonella (resistenza agli acidi, ai fattori
intestinali antimicrobici dell’ospite, sopravvivenza nei macrofagi, ecc.) possano avere un ruolo
importante nell’ecologia di Salmonella e che P’interazione con le amebe abbia un effetto
fondamentale nella sopravvivenza del batterio nell’ambiente e nella sua dispersione, agendo da
potente reservoir e ostacolando in tal modo I’efficacia dei programmi nazionali di contenimento
e monitoraggio della produzione primaria (47).

L’interazione tra Shigella spp. e le amebe a vita libera & stata ipotizzata molti anni fa e
successivamente associata ad una aumentata sopravvivenza nell’ambiente, con un conseguente
aumentato rischio di epidemie (48). A tale conclusione sono giunti Jeong et al. in uno studio del
2007 in cui hanno attribuito alle amebe, quali reservoir di Shigella, la causa dell’epidemia di
shigellosi in Korea del 2002 (49).

Evidenze scientifiche sembrano supportare anche il ruolo delle amebe come serbatoio di
Yersinia pestis, batterio patogeno intracellulare facoltativo, noto agente etiologico della peste che
causa sporadiche epizoozie. Benavides Montano et al. (2017) hanno descritto I’associazione di Y.
pestis e amebe (Hartmanella e Acanthamoeba castellani) dimostrando una persistenza
intracellulare superiore a 5 giorni (50).

Recentemente Markman et al. hanno studiato il potenziale ruolo di cinque specie di amebe (A.
castellanii, A. lenticulata, A. polyphaga, Dictyostellium discoideum e V. vermiformis) quali
reservoir di Y. pestis, valutando in co-colture in vitro la prevalenza, I’intensita di infezione, la
sopravvivenza intracellulare a 24 e 48 ore e la replicazione intracellulare (51). Gli autori hanno
dimostrato che Y. pestis e resistente, o transitoriamente resistente, alle 5 specie amebiche testate.
I piu efficiente modello di interazione era I’infezione in D. discoideum che consentiva a Yersinia
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di sopravvivere fino a 48 h, un tempo significativamente superiore rispetto alle altre amebe;
inoltre soltanto in D. discoideum é stata osservata replicazione intracellulare. Y. pestis é stata
anche localizza all’interno di strutture dell’ameba analoghe a quelle presenti nei macrofagi umani
infettati e cio spinge verso ulteriori ricerche sulle possibili interazioni tra batteri patogeni, amebe
e sistema immunitario dell’ospite.

Quanto sopra suggerisce di riconsiderare le strategie di prevenzione delle infezioni idrodiffuse
e/o diffuse mediante gli alimenti come anche di quelle correlate all’assistenza, rilevato il ruolo
cruciale che le amebe svolgono nelle reti idriche. Infatti, questi organismi, non solo offrono
protezione ai patogeni nosocomiali, incrementandone la resistenza ai biocidi, aumentandone la
disseminazione e la resistenza agli antibiotici, ma favoriscono anche [I’acquisizione di
determinanti di virulenza.

Le analisi microbiologiche per la valutazione della qualita dell’acqua dovrebbero includere
non solo la determinazione di indicatori di contaminazione fecale, ma dovrebbero anche
prevedere laricerca di indicatori della presenza di organismi persistenti nell’ambiente e potenziali
reservoir di microrganismi patogeni, quali sono le amebe (19, 52).

Chlamydiales

L’ordine delle Chlamydiales comprende 4 famiglie: Chlamydiaceae, Parachlamydiaceae,
Waddliaceae e Simkaniaceae. Hanno tutte una distribuzione ubiquitaria e possono crescere e
sopravvivere con un rapporto di dipendenza all’interno delle FLA. Le Chlamydiales possono
essere divise in patogene e ambientali: in particolare, le seconde hanno uno stretto rapporto di
dipendenza con le amebe, specialmente con Acanthamoeba spp. (53, 54).

Kahane et al. hanno dimostrato come I’incistamento dell’ameba protegga al suo interno la
Simkania negevensis permettendone una lunga sopravvivenza (55).

Parachlamydia acanthamoeba sembra trovare sia una nicchia replicativa, sia un reservoir
acquatico e un vettore in Acanthamoeba spp. Il ruolo potenziale del batterio come agente patogeno
per affezioni del tratto inferiore del sistema respiratorio venne suggerito dal suo isolamento
all’internodell’ameba in acque provenienti da un umidificatore durante le indagini per un focolaio
di febbre. Materiale genetico del batterio é stato anche ritrovato in amebe isolate all’interno della
mucosa nasale di volontari sani. P. acanthamoeba sopravvive e si replica all’interno di macrofagi,
fibroblasti e pneumociti e si ipotizza che possa aver usato I’ameba come nicchia per selezionare
tratti di virulenza, permettendone la sopravvivenza all’interno dei macrofagi umani (56).

Diversi studi hanno dimostrato una stretta relazione tra Acanthamoeba spp. e P.
acanthamoeba: I’ameba ha un ruolo significativo sulla sopravvivenza a lungo termine del batterio
che, da solo, non potrebbe sopravvivere piu di 3 giorni a 30°C e non piu di 15 giorni a 15°C
mentre all’interno dell’ameba riesce a tollerare lo shock termico, sopravvivendo a 37°C (57, 58).
Gli studi di Fukumoto et al. (59), condotti in ambiente ospedaliero sui due microrganismi, hanno
portato all’ipotesi che P. acanthamoeba possa essere introdotta nell’ospedale e circolare
all’interno di esso proprio grazie al suo ruolo di ospite di Acanthamoeba spp.

Pseudomonadaceae

Batteri del genere Pseudomonas sono stati identificati all’interno di diversi generi di amebe,
ovvero Tetramitus spp. e Willaertia spp., e materiale genetico di Pseudomonas, comprendente
geni con proprieta amebicide, € stato ritrovato all’interno di Dictyostellium discoideum (60, 61).
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Pseudomonas aeruginosa, inoltre, inibisce la crescita di Acanhamoeba castellanii (6, 62) e tra
i due é stata riconosciuta un’interazione complessa, in cui il batterio riesce ad attuare strategie
difensive e a neutralizzare I’attacco da parte dell’ameba (63).

Nel 2004, Carstens et al., analizzando le falde acquifere di Mooi River nell’ Africa del Sud,
hanno isolato diversi ARB e, tra questi; Pseudomonas rappresentava il genere maggiormente
presente (in particolare le specie P. aeruginosa, P. fluorescens, P. plecoglossicida e P. putida).
In questi batteri € stato rilevato un profilo di multiresistenza agli antibiotici aminoglicosidi,
cloramfenicolo e beta-lattamici, verosimilmente dovuto a caratteristiche dell’ambiente interno
dell’ameba che potrebbe favorire il trasferimento orizzontale di geni tra ARB e I’ameba stessa 0
tramite trasformazione per mezzo di DNA libero proveniente dalla digestione di batteri non
resistenti alle amebe (52).

Listeria monocytogenes

L’identificazione di Listeria monocytogenes all’interno di amebe era stata gia segnalata da
Greub nel 2004 (56) ma la sua capacita di sopravvivenza all’interno di A. castellanii &
controversa: se da una parte studi differenti raccolti da Doyscher nel 2013 (64) evidenziano
I’impossibilita della replicazione del batterio all’interno dell’ameba, dall’altra parte, viene
invece,sottolineato che la presenza del batteria all’interno di A. castellanii é limitata alla forma di
trofozoita, mentre il batterio non sopravvive nella forma incistata (65) oltre le due settimane (66).

Staphylococcus aureus Meticillino Resistente (MRSA)

La relazione di endosimbiosi pud rappresentare per molti microrganismi un’importante
condizione favorente la loro presenza e persistenza sia nell’ambiente che nei prodotti alimentari.
Anacarso et al. nel 2012 hanno studiato il comportamento di alcuni microrganismi comunemente
responsabili di patologie opportunistiche e malattie di origine alimentare, in relazione alla loro
capacita di sfruttare le amebe (in particolare A. polyphaga) come vettori. In particolare, S.aureus,
E. faecalis, L. monocytogenes e S. enteritidis hanno mostrato non solo una elevata capacita
replicativa all’interno dell’ameba, ma anche un significativo aumento della loro carica microbica
nell’ambiente extra-cellulare, con il conseguente potenziale rischio di diffusione non solo
nell’ambiente ma anche negli alimenti (67).

Alcuni batteri endosimbionti sono in grado di sopravvivere all’interno di amebe transitate alla
loro forma cistica, restando vitali e al riparo da condizioni ambientali avverse (6). In particolare,
appare preoccupante come ceppi di S. aureus meticillino-resistenti si siano dimostrati in grado di
favorire I’incistamento dell’ameba ospite, favorendo presumibilmente la persistenza di entrambi
i microrganismi nel sito di infezione (68).

Acinetobacter baumannii

A. baumannii rappresenta un problema di sanita pubblica non risolto, data la sua natura
ubiquitaria e la capacita di sopravvivere a diverse condizioni e stress ambientali, nonché di
sviluppare antibiotico-resistenza e causare numerosi casi di infezioni correlate all’assistenza. Un
interessante e recente case-report illustra un caso di infezione del torrente ematico causata da A.
baumannii, presumibilmente dopo internalizzazione in un’ameba (69). La paziente, una donna
cinese di 73 anni sottoposta ad intervento chirurgico per frattura dell’omero prossimale, con
febbre elevata dopo I’intervento, manifestava emocolture negative. Dopo terapia antibiotica
empirica non ci furono miglioramenti; dopo un mese, venne eseguito un esame batterioscopico
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del sangue, che evidenzio microrganismi la cui morfologia lasciava ipotizzare la presenza di
amebe. Dopo un breve miglioramento, la donna sviluppd nuovamente febbre elevata e
disfunzione multiorgano, fino al decesso. Il sequenziamento molecolare del DNA del patogeno,
richiesto per confermare la diagnosi di amebiasi, rilevo invece la presenza di A. baumannii. Tale
anomalia puo essere spiegata attraverso due ipotesi: 1) la paziente aveva avuto una batteriemia da
entrambi i microrganismi, sia da ameba (presumibilmente Vannella spp.) sia da A. baumannii,
che potrebbe essere stato internalizzato dall’ameba stessa, dando emocolture negative); 2) i
microrganismi osservati all’esame batterioscopico non erano effettivamente amebe, bensi cellule
ematiche (o parti di esse) che potrebbero essere state invase da A. baumannii (69).

Burkholderia cepacia complex

Burkholderia cepacia complex (BCC) comprende un’ampia varieta di batteri Gram-negativi
ambientali che rappresentano un rischio per la salute per la loro capacita di causare infezioni
respiratorie specialmente in pazienti con malattia granulomatosa cronica e fibrosi cistica.

A causa della resistenza intrinseca a una vasta gamma di antibiotici e di strategie di evasione
immunitaria naturali, il trattamento delle infezioni da BCC si rivela spesso fallimentare. Diverse
osservazioni suggeriscono che isolati di B. cepacia possono resistere alla distruzione da amebe
libere e possono sopravvivere intracellularmente all’interno di vescicole: i patogeni possono usare
I’ameba come riserva nell’ambiente sopravvivendo all’interno di un vacuolo acido distinto dal
compartimento lisosomale (6, 70).

Nello studio di Horward viene segnalato come B. pseudomallei, causa di melioidosi, resiste
alla distruzione da amebe libere. La co-coltura di B. pseudomallei e Acanthamoeba astronyxis
mostra un miglioramento notevole della sopravvivenza del batterio in presenza di agenti
disinfettanti (71).

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori & uno degli agenti infettivi maggiormente trasmesso nell’uomo, con circa
il 50% della popolazione mondiale colonizzata. E nota la sua presenza ambientale, in particolare
nell’acqua, ma il meccanismo di sopravvivenza di questo batterio non & ancora ben definito. E
stata ipotizzata la sopravvivenza tramite adesione al biofilm o mediante associazione ad amebe a
vita libera (FLA) (6).

Le amebe potrebbero agire da cavallo di Troia per questo agente patogeno e potrebbero
svolgere un ruolo importante nella sua trasmissione in quanto é stato dimostrato come H. pylori
sia in grado di crescere quando co-coltivato con A. castellanii.

Nello studio di Moreno-Mesonero viene valutata I’interazione tra FLA e H. pylori
concludendo che la crescita del batterio potrebbe essere stimolata da una diminuzione
dell’ossigeno disciolto dovuta alla presenza di A. castellanii. E stato inoltre evidenziato che la
vitalita di H. pylori potrebbe essere mantenuta fino a 8 settimane in co-coltura con A. castellanii
(72, 73).

Il batterio & in grado di sopravvivere al trattamento di clorazione in presenza di A. castellanii
e potrebbero essere utili ulteriori studi su campioni ambientali (73).
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Conclusioni

Tra gli studiosi della materia e sempre piu diffusa I’opinione che la ricerca di FLA dovrebbe
essere inserita in qualsiasi valutazione del rischio per gli agenti patogeni dell’acqua potabile non
solo allo scopo di ridurre le FLA stesse ma anche nell’ottica del controllo dei microrganismi
patogeni che esse potrebbero veicolare.

Nell’analisi del rischio per presenza di FLA nell’acqua potabile, la letteratura suggerisce di
considerare tre aspetti importanti. Innanzitutto che le FLA possono essere infettate da diversi
ARB patogeni. In secondo luogo che le FLA possono fungere da veicolo per batteri patogeni
all’interno dei sistemi di potabilizzazione delle acque agevolando efficacemente il contatto con
I’uomo. Infine, che alcune FLA sono anch’esse agenti patogeni per I’uomo e causano infezioni
sia cliniche che subcliniche.

Tuttavia, sono ancora molti gli aspetti dell’interazione tra FLA e ARB che non sono chiari e
che dovranno essere indagati per poter sviluppare strategie di controllo adeguate alla problematica
(21, 74, 75).
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IMPIANTI IDRICI E GOVERNANCE DELLA QUALITA
DELL’ACQUA

Umberto Moscato, Alice Borghini, Salvatore Ferrara
Istituto di Sanita Pubblica, Universita Cattolica del Sacro Cuore, Roma

Le differenti specie di amebe a vita libera, oltre ad essere pressoché ubiquitarie nella matrice
acqua e nelle sue diverse espressioni di acqua potabile ad uso umano e ludico/terapeutico, sono
anche relativamente acido-tolleranti e mostrano una variabile, e a volte notevole resistenza nei
confronti delle alte temperature.

Alcuni studi hanno mostrato che amebe si rilevano a temperature in un ampio range (da +2-
4°C, per le cisti, sino ad oltre +50-55°C) e si moltiplicano a temperature comprese in un range
minimo tra i 20°C e i 45°C (1).

Oltre alla notevole resistenza delle Free-Living Amoebae (FLA), &€ comune la possibilita di
rilevarle all’interno di biofilm con la loro capacita di essere vettori per numerosi agenti patogeni,
anche quando si trovano nella forma di cisti (2).

La presenza di biofilm pud essere rilevata in tutti gli impianti idrici, laddove si generino
condizioni critiche favorenti I’attecchimento e la proliferazione: in corrispondenza di punti a
ridotta velocita di flusso (diramazioni, curve, raccordi, giunti, valvole) o laddove puo esserci un
potenziale ristagno (“bracci morti” o interrotti e altrimenti definiti “ciechi”, tubi con deviazione
ad angoli retti, rubinetti, soffioni, guarnizioni, raccordi e rompigetto); come conseguenza di
un’inidonea progettazione di tubazioni troppo lunghe e con bracci morti oppure da un loro uso
intermittente o lunghi periodi di non-utilizzo (es. in hotel ad occupazione stagionale); in seguito
a scarsa possibilita di controllo della temperatura a causa di un’inadeguata progettazione del
sistema di acqua calda, con insufficiente capacita di riscaldamento. Oppure, apparentemente al
contrario, temperature troppo elevate nell’impianto di acqua fredda per la vicinanza ad un sistema
di acqua calda scarsamente coibentato o esposizione dell’impianto di acqua fredda alla luce solare
in zone climatiche calde.

Infine lo sviluppo di biofilm & dovuto a materiali degli impianti idrici non idonei allo scopo:
prodotti che favoriscono la crescita microbica (quindi con formazione del biofilm) o comportano
rischi chimici (rilascio di sostanze potenzialmente tossiche o nocive); materiali incompatibili con
le caratteristiche fisiche e chimiche dell’acqua presente nell’impianto con conseguente aumento
della corrosione o delle incrostazioni; serbatoi aperti di stoccaggio dell’acqua che consentono
I’accesso a contaminanti dall’esterno.

Pertanto, la progettazione, la costruzione, I’installazione, il funzionamento e la manutenzione
degli impianti idrici, se non correttamente eseguiti, possono favorire la formazione di biofilm o
la proliferazione microbica. In condizioni di dinamicita del sistema idrico, elementi marginali del
biofilm si distaccano dal substrato e, trasportati dall’acqua, giungono ai Punti di Utenza Terminale
(PUT) o punti di erogazione (3).

Le FLA sfruttano il biofilm come fonte di protezione, e i microrganismi presenti al suo interno
come fonte di nutrimento. Inoltre, non solo i batteri, tra cui i principali sono le legionelle (L.
pneumophila) e i micobatteri, ma é stato dimostrato che anche alcuni enterovirus patogeni (es.
Coxackie virus B3), o altri parassiti (es. Cryptosporidium) interagiscono con questi protozoi (4).
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Materiali degli impianti idrici

| tubi d’acciaio, ancorché rivestiti di carbone (idrofilo), potrebbero causare un incremento
dell’adesivita dei sedimenti planctonici rispetto all’acciaio inossidabile o rivestito con fluoro-
polimeri (idrofobo) che riducono I’adesivita e quindi la formazione di biofilm. Inoltre, pressoché
ogni tipo di materiale, come il rame o I’acciaio rivestito con polietilene, puo indurre la formazione
e/o la persistenza del biofilm, anche in assenza di rugosita della superficie o di fattori di adesivita,
a causa del rilascio e/o migrazione dalla superficie delle tubature di sostanze utilizzate dai
microrganismi come nutrienti, in particolare in seguito a lesioni o fratture della superficie interna
dei materiali (3, 5).

Materiali di tipo plastico ed elastomerico come il polipropilene, il polietilene, I’etilen-
propilen-diene monomero (EPDM, il PVC o cloruro di polivinile, la gomma in nitrile butadiene,
il silicone e il latex) sono i pit ampiamente usati su scala mondiale, ma sono anche quelli piu
facilmente esposti alla formazione di biofilm e di microrganismi da esso dipendenti, sebbene cio
debba essere sempre posto in relazione con la modalita vettoriale del flusso idrico e con la
presenza di variazioni “allo strato limite” di temperatura (6).

La gestione delle FLA inizia, di conseguenza, con il controllo dello sviluppo di biofilm
all’interno del sistema idrico, minimizzando il carbonio biodisponibile, I’azoto e il fosforo
presente, e avendo attenzione, nell’eliminare le zone di stagnazione del flusso idrico e nel
mantenimento di un disinfettante residuo e una temperatura idonea (inferiore a 20°C o superiore
a 55°C). Queste misure di controllo pero, sebbene si siano dimostrate sufficientemente valide per
molti microrganismi, non sono sempre risultate efficaci per le FLA (7).

Efficacia dei sistemi di trattamento dell’acqua vs amebe

L’Organizzazione Mondiale della Sanita raccomanda la necessita di mantenere una certa
concentrazione di cloro residuo libero nell’acqua in rete. In particolere, la normativa italiana
(DL.vo 31/2001 aggiornato al Decreto 14/6/2017) suggerisce, per le acque destinate al consumo
umano, una concentrazione di cloro al punto d’uso pari a 0,2 mg/L; 0,5 mg/L é raccomandato in
ambiti di matrice da sorgente ad alto rischio (8-10).

Allo stato dell’arte emerge la notevole difficolta di disinfezione delle acque rispetto alle amebe
a causa della loro notevole resistenza ai comuni sistemi di disinfezione. Di fatto, a fronte di una
certa sensibilita di Naegleria fowleri ai processi di trattamento fisico (termico) e chimico
(clorazione 0 monoamminoclorazione) si osserva un variabile grado di resistenza o indifferenza
di Acanthomoeba o di B. Mandrillaris, o di altre forme di genere e famiglia di amebe, ai
trattamenti chimici e termici. Le cisti di Acanthamoeba possono resistere anche ad esposizioni
pari a 50 mg/L di cloro per 18 ore 0 100 mg/L di cloro per 10 min, vanificando I’esposizione a
processi di “clorazione al breakpoint” o, addirittura, gli attuali trattamenti dell’acqua consigliati
attraverso “iperclorazione” (3, 11). La maggiore suscettibilita al trattamento fisico o chimico, cosi
come per gli altri sistemi di trattamento, dipende dallo stato delle amebe (se libero, associato ad
alghe, altri protozoi, in fase cistica 0 non, combinati, ecc.). In base alle evidenze appena descritte
si puo affermare che I’utilizzo di sistemi di disinfezione a “ciclo combinato™ (ovvero sistemi di
tipo chimico, fisico e meccanico posti insieme), rappresentino la soluzione migliore per trattare
le acque ad uso umano qualora si ipotizzi o si abbia certezza di contaminazione amebica. La
filtrazione, associata alla chiariflocculazione dell’acqua, 0 meglio in combinazione con gli altri
metodi di disinfezione citati, sembrerebbe essere un metodo valido di contrasto alla proliferazione

38



Rapporti ISTISAN 19/14

di amebe, sebbene anch’essa presti il fianco al fenomeno di aftergrowth (post-crescita) amebica,
che potrebbe vanificare gran parte dell’efficacia del metodo (12, 13).

A conferma di cio, e stata misurata la percentuale di amebe rimosse da due campioni di acqua
potabile utilizzando filtri lenti a sabbia e filtri rapidi a sabbia. Dai risultati & emerso che I’utilizzo
di sistemi di disinfezione meccanici, basati su filtri lenti a sabbia, & in grado di rimuovere 1’83%
delle amebe (p<0,017), mentre 1’uso dei filtri rapidi a sabbia ne rimuove il 71,4% (p<0,017),
benché la differenza tra i due metodi di trattamento non sia apparsa significativa (p<0,55) (14).

E stata anche condotta una sperimentazione sull’azione della temperatura (in un intervallo tra
50°C e 70°C), come mezzo di disinfezione fisico, su trofozoiti e cisti di 4 specie di amebe (due
specie di Acanthamoeba e due specie di Hartmannella). Trofozoiti e cisti sono stati esposti alla
temperatura di 50°C per 5, 10, 20 e 30 minuti, alla temperatura di 60°C per 2, 5, 10, 15 e 20 minuti
e alla temperatura di 70°C per 30 secondi, 1 e 2 minuti. | risultati hanno mostrato un’azione
significativamente maggiore del trattamento termico sui trofozoiti rispetto alle cisti. Alle
temperature di 60°C e 70°C, Acanthamoeba e Hartmannella hanno mostrato comportamento
differente: cisti e trofozoiti di Hartmannella alle temperature di 60°C applicata per 2 minuti e
70°C applicata per 30 secondi hanno avuto una riduzione di numero di 4 unita logio. Al contrario,
per quanto riguarda Acanthamoeba, sebbene una temperatura di 60°C applicata per 2 minuti sia
apparsa efficace per eradicare i trofozoiti, le cisti, alla stessa temperatura, dovrebbero essere
esposte per pit di 10 minuti, per essere potenzialmente eliminate. Non € risultata crescita, invece,
sia di cisti che di trofozoiti ad una temperatura di 70°C. Peraltro, non in tutte le Acanthamoeba
gli autori hanno rilevato un comportamento omogeneo, risultando il trattamento termico di minor
efficacia per A. castellanii rispetto alle altre specie di Acanthamoeba. L’utilizzo, infine, di
temperature non letali potrebbe favorire I’incistamento delle amebe (15).

Altri studi dell’effetto del cloro su Acanthamoeba (A. castellanii e Acanthamoeba sp. 155
come trofozoite e come cisti, oltre alla valutazione di Legionella singolarmente con le due specie
di ameba come vettore), hanno comportato che cisti e trofozoiti di Acanthamoeba siano stati
esposti a concentrazioni di cloro di 1,2 mg/L per 30 minuti e 2,5 mg/L per 15 minuti. L efficacia
del cloro ¢ stata maggiore nei confronti dei trofozoiti rispetto alle cisti, particolarmente alla
concentrazione di 2,5 mg/L. | trofozoiti di A. castellanii e di Acanthamoeba sp. 155 sono stati
ridotti di 3 unita logio dopo contatto di 30 minuti a 1,2 mg/L (p<0,001) e dopo 15 minuti a 2,5
mg/L (p<0,05). Per quanto riguarda le cisti i due trattamenti hanno ridotto di un’unita logio il loro
numero, in entrambe le specie (16).

In acqua, nove specie di Acanthamoeba sono state sottoposte all’azione di vari tipi di
disinfettanti, tra cui alcuni di tipo chimico a concentrazioni diverse, e all’azione di temperature e
tempi di contatto differenti.

Nella Tabella 1 sono stati riportati i tipi di trattamento utilizzati, il tempo di contatto e la
riduzione della popolazione amebica, sotto forma di riduzione di unita logso, nei vari campioni di
acqua presi in esame.

In conclusione, mentre la minima temperatura cisticida é di 65°C (disinfezione fisica), la base
derivata del perossido di idrogeno ha grande efficacia gia a concentrazioni del 2% (disinfezione
chimica), concentrazione significativamente inferiore a quella del perossido di idrogeno puro,
utile ad ottenere risultati simili. Anche il prodotto base derivato dell’acido peracetico (PerAcetic
Acid, PAA) ha dimostrato valida efficacia rispetto all’acido peracetico puro. Inoltre, un buon
risultato € stato ottenuto anche con I’uso dell’alcol etilico, sebbene questo dimostri una scarsa
azione contro batteri, virus e altri protozoi. Infine, appare evidente, come il cloro risulti inefficace
contro le cisti di Acanthamoeba anche a concentrazioni da 2 a5 ppm (17).
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Fouque et al. (18) hanno studiato in vitro I’azione di cloro, calore, PAA unito a perossido di
idrogeno e la subtilisina (proteasi isolata da Bacillus licheniformis, Novozymes) su due specie di
Hartmannella vermiformis. L azione del cloro ¢ stata valutata a varie concentrazioni e a 2,5 mg/L
cosi come a 5 mg/L, ha mostrato un bassissimo effetto amebicida (quest’ultima concentrazione si
e dimostrata efficace se applicata per 8 ore a 25°C). Alla concentrazione di 10 mg/L, con un tempo
di esposizione di 10 minuti, il cloro ha la capacita di ridurre il numero di amebe rilevate pari a
due unita logio, mentre alla piu alta concentrazione testata (15 mg/L) il cloro € stato capace di
inattivare totalmente le due specie di Hartmannella vermiformis. Per quanto riguarda I’utilizzo di
calore (energia termica) a 50°C I’inattivazione é stata trascurabile; mentre ad una temperatura di
55°C, applicata per 30 minuti, si € osservata una riduzione logio pari a 2,7 unitd; ad una
temperatura di 55°C per 60 minuti la riduzione rilevata e stata di 5,6 unita logio; infine, a 60°C e
70°C le cisti delle due specie sono state completamente inattivate dopo 30 minuti. Sempre Fouque
et al., sperimentando I’azione disinfettante del PAA unito a perossido di idrogeno, hanno rilevato
che le cisti di Hartmannella vermiformis sono state completamente inattivate applicando 0,5e 1
o/L equivalenti, rispettivamente per 30 e 60 minuti di tempo/contatto. La subtilisina, infine, ha
dimostrato un forte effetto cisticida, con una completa inattivazione delle due specie di
Hartmannella vermiformis con una concentrazione efficace di 1,25 U/mL. Purtroppo, il limite
intrinseco di questo interessante studio di Fouque et al. resta nel fatto che sia stato condotto
esclusivamente in vitro e in condizioni controllate e non sulla comune acqua potabile e quindi
non tenendo conto di tutte le altre variabili interferenti, confondenti e di “mascheramento”
presenti nell’acqua in condizioni di flusso, contatto ed esposizione proprie di un impianto idrico
complesso.

Heaselgrave et al. (19) hanno studiato I’effetto della SODIS (Solar disinfection) su
Acanthamoeba polyphaga. Pit nello specifico, gli autori hanno valutato la componente infrarossa
(IR) e ultravioletta (UV) della radiazione solare sulla parete delle cisti di A. polyphaga,
sottoponendo le amebe stesse a irraggiamento applicato a temperature e a tempi di esposizione
diversi. Dai risultati emerge una lieve azione del SODIS per una temperatura di 45°C con una
riduzione di 1,2 unita logio dopo 6 ore di esposizione; mentre a 55°C si ottiene una riduzione di
3,3 unita logio dopo 4 ore di esposizione. In conclusione I’efficacia del SODIS é correlata con
I’utilizzo di alte temperature e, conseguentemente, gli autori hanno ipotizzato che le alte
temperature (IR) aumentino la permeabilita di membrana delle cisti consentendo una migliore
capacita di penetrazione dei raggi UV al loro interno. Le evidenze di ulteriori prove sperimentali
relative all’azione del SODIS dimostrerebbero che questo metodo possa essere interpretabile
come una buona alternativa quale meccanismo di disinfezione delle acque in regioni con scarsita
d’acqua e accesso ad acqua potabile discontinuo nell’arco dell’anno.
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Le amebe a vita libera (Free-Living Amoebae, FLA) hanno diffusione cosmopolita e sono
isolate da suolo, acqua e aria, come anche da ambienti artificiali (reti idriche, riuniti dentistici,
torri di raffreddamento, ecc.). Quando rilevate nel suolo, sono pit abbondanti all’interfaccia
pianta-suolo, poiché le piante favoriscono la crescita di una varieta di microrganismi (batteri e
funghi) di cui le amebe si alimentano. In acqua, le specie dotate di flagelli possono fluttuare e con
le altre aderire al particolato in sospensione, colonizzando poi biofilm e sedimenti.

La loro abbondanza e diversita nell’ambiente sono influenzate da condizioni stagionali e
meteo-climatiche, e fortemente da temperatura, umidita, pH e disponibilita di sostanze nutritive.
Si nutrono principalmente di batteri, funghi, alghe per fagocitosi e digestione all’interno di
fagolisosomi. Tuttavia, alcuni microrganismi, quando internalizzati, si sono evoluti diventando
resistenti alle amebe entro le quali sopravvivono e si moltiplicano. Questo aspetto rappresenta un
fattore importante nell’igiene pubblica se si considera che le amebe a vita libera, oltre ad essere
note per la patogenicita di alcune specie, sono in grado di veicolare anche microrganismi patogeni
nell’ambiente idrico e nei biofilm.

Le FLA rappresentano pertanto un potenziale, ma severo pericolo per la salute dell’uomo. Le
manifestazioni cliniche gravi interessano, soprattutto, il sistema nervoso centrale. Le varie specie
si differenziano nei tempi di incubazione e nel decorso della patologia (lunghi per quanto riguarda
Acanthamoeba spp., €, al contrario, brevi per Naegleria spp.), ma hanno in comune un’elevata
mortalita e pericolosita. In generale, le vie di ingresso preferenziali nell’organismo ospite sono
rappresentate dal naso e dalla cute.

La popolazione a rischio € variegata, rappresentando un pericolo in soggetti di tutte le eta, con
interessamento rilevante sia pediatrico, sia geriatrico. Particolarmente a rischio di manifestazioni
neurologiche sono i pazienti immunocompromessi, mentre per i soggetti immunocompetenti
risulta significativo il problema delle cheratiti amebiche legate all’utilizzo delle lenti a contatto e
del conseguente impiego di soluzioni acquose per il loro mantenimento e pulizia.

L’acqua é il veicolo principale e un punto di interesse sul quale concentrare le misure
preventive. Grazie alla loro capacita di incistamento, le amebe a vita libera sono altamente
resistenti alla disinfezione e, di conseguenza, la loro presenza pu0 essere osservata anche in acque
potabilizzate. Controlli analitici effettuati dall’Istituto Superiore di Sanita su acque destinate al
consumo umano in uscita da un impianto di potabilizzazione hanno permesso di rilevare amebe
dopo trattamento di acque superficiali filtrate attraverso filtri a sabbia e a carbone attivo (CAG).

Per Acanthamoeba spp. le tradizionali procedure di disinfezione non risultano efficaci, e
quindi per un abbattimento completo delle concentrazioni sarebbe necessaria una filtrazione
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spinta; per la riduzione sensibile del numero delle cisti di Naegleria spp., invece, sembra possa
essere efficace anche solo la clorazione. Inoltre, Acanthamoeba dimostra una grande resistenza al
calore e alla pressione osmotica.

Il numero delle infezioni causate dalle FLA é relativamente contenuto se si considera la loro
numerosita, distribuzione globale e ubiquitaria e, di conseguenza, la diffusa esposizione della
popolazione, pur considerando che non tutte le amebe presenti nell’ambiente sono patogene per
I’'uomo.

Per I’apparente conflitto tra ubiquita e rarita dei casi osservati (180 casi nel mondo) é stato
sviluppato un modello per la stima del rischio di MAP a seguito di esposizione per balneazione
ad acque contaminate da Naegleria fowleri. Il modello si € avvalso di dati acquisiti da un modello
sperimentale animale adattandolo in base alle differenze rispetto a soggetti umani (es. la maggiore
resistenza dell’uomo rispetto al topo nei confronti del meccanismo patogenetico delle amebe).

Nel calcolo della probabilita di rischio € stato considerato che le amebe in acqua assumono
una distribuzione probabilistica di Poisson e che, in corso di immersione in acqua, la quantita
media di acqua inalata potrebbe essere di 10 mL. Nella costruzione del modello é stato altresi
considerato che anche una sola ameba sia in grado, dopo inalazione e moltiplicazione, di
determinare la MAP. Pertanto, il rischio é stato calcolato per esposizione sia a basse che alte dosi.
Ne ¢ derivato, ad esempio, che il rischio di MAP & di 8,5x10°® ad una concentrazione di amebe
pari a 10 per litro di acqua. Ad una concentrazione di 100 amebe/Litro il rischio sale a 2,5x10.
Limite questo, come riportato nel capitolo specifico, utilizzato dalle autorita francesi per le acque
OVe sussista esposizione umana in seguito a balneazione.

Il controllo delle concentrazioni delle amebe a vita libera nelle acque non pud basarsi
esclusivamente su trattamenti di disinfezione, ma devono essere utilizzati processi di rimozione
idonei per permettere I’eliminazione delle cisti. 1l sistema piu efficace sarebbe sicuramente
I’ultrafiltrazione che elimina comunque qualsiasi composto a basso peso molecolare; tuttavia
questo trattamento non rientra tra i sistemi adottati nei comuni impianti di potabilizzazione delle
acque. Tra gli agenti chimici, I’azione disinfettante del biossido di cloro, accompagnata da
filtrazione su sabbia e carbone attivo, ha effetti comunque migliori rispetto a quelli dell’ipoclorito.
Anche I’ozono, il pit potente ossidante utilizzato nella disinfezione delle acque, riduce
notevolmente la concentrazione delle FLA e ha anche un’efficace azione sulle cisti.

Strategie di controllo delle amebe a vita libera dovrebbero anche interessare i fattori che
favoriscono la loro crescita: materia organica, biofilm e sedimenti.

Tra le misure preventive &, inoltre, importante aumentare la consapevolezza del pubblico
riguardo ai rischi legati a carenza d’igiene negli impianti natatori o negli impianti termali, sia
destinati alla terapia che ad attivita ludiche, anche riguardo a specie patogene che possono
rappresentare un rischio per specifici gruppi di popolazione.

Dalla disamina della letteratura emerge una difficolta di reperimento di dati epidemiologici e
di studi di efficacia di trattamenti specifici per la sicurezza d’uso delle acque.

Tuttavia, una serie di raccomandazioni e informazioni per la prevenzione di eventuali infezioni
possono rappresentare validi strumenti per ridurre il rischio potenziale associato alla presenza
ubiquitaria di amebe a vita libera nell’ambiente e soprattutto nelle acque:

— attuare una corretta progettazione e installazione degli impianti idrici e tecnologici, sia per
nuove realizzazioni che per ristrutturazioni, adempiendo a quanto previsto da norme
tecniche e legislative. Ponendo attenzione a che gli impianti siano lineari, previsti in modo
integrato alla fase di realizzazione dell’opera edile, evitando tratti con rami terminali
inattivi o con flusso lento o assente. Inoltre, & anche necessario porre attenzione alla
tipologia dei materiali utilizzati per la realizzazione dell’impianto al fine di limitare lo
sviluppo di biofilm e di consentire adeguati trattamenti di disinfezione;
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— attuare una specifica informazione/formazione sul rischio chimico, fisico e microbiologico
verso i responsabili e gli addetti alla progettazione, alla realizzazione e/o ristrutturazione,
alla manutenzione e alla disinfezione ordinaria o straordinaria degli impianti idrici e
tecnologici.

— definire, quale parte integrante della progettazione e realizzazione degli impianti idrici,
appropriate misure preventive di “governance” degli impianti (manutenzione ordinaria e
straordinaria, disinfezione ordinaria o straordinaria, ecc.) atte a contrastare la proliferazione
e la diffusione di amebe negli impianti;

prevedere da parte del Water Safety Manager, in particolare di strutture a rischio o impianti
critici (strutture sanitarie con reparti di immunodepressi 0 immunosoppressi, centro
trapianti, centro immaturi, scuole dell’infanzia, ecc.), I’adozione di opportuni sistemi
filtranti a punti d’uso per prevenire il rischio anche di esposizione ad amebe;

— sensibilizzare, attraverso opportuna informazione, formazione e comunicazione, il
personale sanitario sul rischio derivante dalle sorgenti di esposizione ad amebe, sui
meccanismi di trasmissione e sugli effetti su soggetti suscettibili per classe di eta, stato
immunitario e patologie concomitanti;

— implementare le attivita di ricerca coordinata e di didattica universitaria per le professioni
sanitarie sul rischio rappresentato dalla presenza di amebe a vita libera nelle acque, in
considerazione dell’ubiquita e della scarsa efficacia dei metodi attualmente applicati per il
trattamento delle acque;

— attuare un’efficace comunicazione (informazione/formazione) verso i gestori e i fruitori per
aumentare la consapevolezza riguardo ai rischi legati in generale alla inosservanza delle
Buone Pratiche Igieniche negli impianti natatori, sia quelli destinati alla terapia che ad
attivita ludiche;

— rendere informati gli utilizzatori di lenti a contatto sulle corrette procedure di disinfezione
e risciacquo delle lenti sul loro impiego potenzialmente inappropriato durante la doccia, le
attivita natatorie o in seguito ad altre forme di contatto con acqua nebulizzata;

— rendere informati gli utilizzatori di sistemi di aerosolizzazione terapeutica o ludica (es.
idromassaggio) per aumentare la consapevolezza riguardo ai rischi legati in generale alla
inosservanza delle Buone Pratiche Igieniche nella sterilizzazione/pulizia-disinfezione di
tali sistemi, anche domestici.

Ulteriori ricerche, tuttavia, sono ancora necessarie per un migliore controllo delle amebe a vita
libera nell’ambiente e nelle acque in particolare. Lo sviluppo di nuovi approcci per il trattamento
delle acque, basati sulla conoscenza dei meccanismi di incistamento, sarebbero utili per
minimizzare il rischio associato alle specie piu resistenti, come Acanthamoeba, da materiali
filtranti e biofilm.

Certamente é necessario un approccio integrato di gestione del biofilm per il controllo a lungo
termine dei sistemi di distribuzione dell’acqua. Controllo e gestione potrebbero comprendere la
riduzione dei nutrienti che alimentano il biofilm e il mantenimento di condizioni che selezionano
un microbioma attivamente antagonista a patogeni presenti — una sorta di approccio probiotico.
La combinazione di una conoscenza dell’ecologia microbica, dell’efficacia dei controlli
ingegneristici e degli approcci di monitoraggio molecolare, negli anni piu recenti, sta comunque
facendo progressi in questo settore tanto necessario della gestione della salute pubblica.
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0. Generalita e definizioni

Le amebe a vita libera sono protozoi unicellulari a diffusione cosmopolita presenti in tutte le matrici
ambientali. In particolare, amebe ambientali sono state isolate da suoli, sedimenti, polveri, aria, acque
reflue, dolci, termali, minerali, trattate e sottoposte a trattamenti di disinfezione (acque potabili e di piscina)
e in biofilm, e Acanthamoeba spp. € il protozoo piu frequentemente riscontrato nell’ambiente. Delle
numerose specie di amebe a vita libera, diverse sono state segnalate in ambienti particolari: torri di
raffreddamento, impianti di climatizzazione, deumidificatori, unita di dialisi, unita dentistiche, apparecchi
per il trattamento domestico dell’acqua e su lenti a contatto. La loro distribuzione e diversita nell’ambiente
sono fortemente influenzate da temperatura, umidita, pH, disponibilita di nutrienti e appare chiara
I’esistenza di un andamento stagionale della loro abbondanza nell’ambiente. La sopravvivenza e la
moltiplicazione delle amebe sono anche condizionate dalla presenza e dalla densita della flora microbica
associata.

Le amebe a vita libera, presentano almeno due stadi di sviluppo: il trofozoite, in forma amebica e la
cisti; Naegleria presenta anche una forma flagellata di trofozoite. 1l trofozoite, forma metabolicamente
attiva, si divide per scissione binaria e si nutre di microrganismi, oltre che di alghe e flagellati. Le cisti,
forme di resistenza metabolicamente inattive, sono generalmente costituite da due strati concentrici, uno
pil esterno, I’ectocisti e uno piu interno, I’endocisti; un terzo strato, la mesocisti, & presente solo in alcune
specie. Una simile struttura giustifica la loro elevata resistenza ai biocidi pit comunemente usati, ai raggi
ultravioletti e alle temperature estreme. Le dimensioni delle cisti sono variabili in relazione alle diverse
specie.

Esistono centinaia di specie, ma quelle conosciute di interesse sanitario sono in numero limitato e
includono Acanthamoeba spp., Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris e Sappinia diploidea che
possono essere responsabili di patologie anche ad esito fatale, in taluni casi persino in individui
immunocompetenti.

Acanthamoeba ¢ il pil comune genere di ameba a vita libera ed ha una distribuzione cosmopolita.
Malgrado le ampie possibilita di contatto, le infezioni umane da Acanthamoeba sono rare e, ad eccezione
delle cheratiti che coinvolgono anche individui immunocompetenti, sono limitate a soggetti
immunodepressi in cui puod causare Encefalite Amebica Granulomatosa (EAG). Le specie piu
frequentemente identificate come agenti eziologici di malattia sono A. castellani, A. polyphaga e A.
culbertsoni.

Al genere Naegleria appartengono amebe flagellate diffuse nel suolo e nell’acqua, ma meno ubiquitarie
di Acanthamoeba e piu sensibili alle condizioni ambientali, al pH, alla disidratazione e non in grado di
vivere in acque marine. Naegleria cresce meglio ad alte temperature, in acque termali, bacini idrici, ruscelli
e laghetti artificiali, resistendo fino a 45°C. Naegleria é stata anche isolata da impianti idrici domestici,
torri di raffreddamento ed effluenti di processi industriali. N. fowleri costituisce I’agente eziologico della
Meningoencefalite Amebica Primaria (MAP) nell’uomo, infezione molto rara ma molto grave, di solito
acquisita nuotando in acque contaminate.

Balamuthia mandrillaris & presente nel suolo e nelle acque. Pud essere responsabile di infezioni
granulomatose croniche del Sistema Nervoso Centrale che si acquisiscono per contatto con suolo o
immersione in acqua.

Amebe di grandi dimensioni appartenenti al genere Sappinia diploidea sono state isolate nell’ambiente,
nelle feci umane e in feci animali senza pero essere responsabili di patologie. Tuttavia, € stato segnalato —
al momento - un unico caso di infezione da Sappinia pedata (originariamente identificata come infezione
da S. diploidea) che si & manifestato come Encefalite amebica.

Alla rilevanza sanitaria attribuita alle amebe anfizoiche, si aggiunge I’interesse legato alla loro capacita
di fagocitare microrganismi tra cui legionelle e micobatteri. I microrganismi all’interno di amebe possono
vivere come simbionti, essere protetti dalle condizioni ambientali avverse, dall’essiccamento, dall’azione
battericida dei disinfettanti e, potenzialmente, questa localizzazione pud potenziarne I’azione patogena.

Nelle reti idriche, il biofilm puo costituire un sito di rilascio di amebe e di microrganismi, anche
considerando che I’associazione tra amebe e microrganismi rappresenta una strategia adattativa vincente.
E confermato inoltre che, al punto d’uso (rubinetti, soffioni delle docce, ecc.), la concetrazione e la diversita
delle amebe nell’acqua risultano incrementati.
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Lo sviluppo di metodi analitici di facile esecuzione per la determinazione delle amebe ¢ il primo atto
per una piu accurata verifica della qualita delle acque. Infatti, per la stretta associazione tra amebe e
microrganismi anche potenzialmente patogeni, I’estensione di controlli analitici con I’uso di tecniche valide
puod rappresentare una misura preventiva per una pit adeguata e operativa attivita di monitoraggio delle
acque.

1. Campo di applicazione

Le procedure analitiche 1SS A [019A rev. 00; 019B rev. 00] vengono utilizzate per la determinazione
di amebe a vita libera nelle acque da destinare e destinate al consumo umano.

2. Metodi di analisi

2.1. Metodo - ISS A019A rev. 00

2.1.1. Principio del metodo

Il metodo consente di valutare la Presenza/Assenza di amebe a vita libera in un determinato volume di
acqua. La procedura analitica comprende una concentrazione per filtrazione su membrana, seguita da una
fase di crescita su strato di Escherichia coli sia a (29+1)°C che a (36x1)°C, e infine I’osservazione ai
microscopi invertito e ottico (1).

2.1.2. Strumentazione e vetreria

Per lo svolgimento dell’analisi oltre alla normale attrezzatura di laboratorio (Appendice 1) sono
necessari:
- Microscopio invertito
- Microscopio ottico

2.1.3. Volume da analizzare

I volume di campione da analizzare per la determinazione delle amebe a vita libera, generalmente pari
a 5L, e comunque funzione della tipologia e della qualita dell’acqua da esaminare. | campioni possono
essere trasportati e conservati a temperatura ambiente. Tuttavia, il campione deve essere analizzato nel
minor tempo e comungue I’analisi non deve superare le 24 ore dal prelievo.

2.1.4. Terreni di coltura e reagenti

2.1.4.1. Soluzione salina di Page per amebe (PAS)

Composizione

Cloruro di Sodio 120 mg
Solfato di Magnesio eptaidrato 4 mg
Cloruro di Calcio biidrato 4 mg
Sodio fosfato bibasico 142 mg
Potassio Fosfato monobasico 136 mg
Acqua distillata 1000 mL
pH 6,8+0,2

Sciogliere i sali in acqua distillata. Se si vuole stoccare la soluzione sterilizzare in autoclave a (121+3)°C
per 15 minuti. La soluzione, se conservata sterilmente, pud essere mantenuta per diversi mesi a temperatura
ambiente.
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2.1.4.2. Agar non nutritivo (NNA)

Composizione

PAS 100 mL
Agar 15 g9
pH 7,0+0,2

Sospendere I’agar nella soluzione salina di Page, riscaldare fino ad ebollizione agitando frequentemente.
Sterilizzare in autoclave a (121+3)°C per 15 minuti. Distribuire in capsule di Petri e lasciare solidificare.
Conservare a (5x3)°C per non piu di 1 mese in condizioni ottimali.

2.1.4.3. Agar soia triptone

Composizione

Triptone 15 g
Peptone di soia 5 ¢
Sodio cloruro 5 g
Agar 15 ¢
Acqua distillata 1000 mL
pH 7,2+0,2

Il terreno si trova anche in commercio in forma disidratata e si prepara secondo le istruzioni della ditta
produttrice. Dopo avere sciolto la polvere, sterilizzare a (121+3)°C per 15 min. Distribuire in capsule di
Petri e lasciare solidificare. Conservare a (5+3)°C per non piu di 8 settimane in condizioni ottimali.

2.1.5. Procedura

2.1.5.1. Preparazione di piastre di agar non nutritivo seminate con Escherichia coli

Strisciare una singola colonia di E. coli ATCC 11775, o comungue di un ceppo di riferimento certificata,
su Agar Soia Triptone (2.1.4.3.) e incubare overnight a (36 + 1)°C.

Mettere le capsule di Agar non nutritivo, due per campioneg, in un incubatore a (36 £ 1)°C per 30 minuti.
Mentre le capsule arrivano a temperatura, prelevare, con un tampone sterile, le colonie di E. coli cresciute
overnight e sospenderle in 2 mL di soluzione salina di Page sterile (2.1.4.1.), 0 acqua distillata sterile, e
preparare una sospensione carica, equivalente a circa 4 della scala di torbidita di McFarland.

Pipettare 2-3 gocce della sospensione di E. coli sulla superficie di ogni capsula di Agar non nutritivo e
distribuirle su I’intera superficie con una spatola sterile.

Le capsule di Agar non nutritivo cosi preparate possono essere conservate in frigorifero a (2+8)°C per
una settimana.

2.1.5.2. Filtrazione su membrana

Filtrare lentamente, ad una velocita media di circa 250 mL/minuto, 5 L di acqua attraverso una
membrana di acetato di cellulosa di 47 mm, con caratteristiche di filtrazione equivalenti a un diametro dei
pori nominale di 1,2 pm in grado di non trattenere forme interferenti con 1’identificazione al microscopio.

2.1.5.3. Coltura su terreno agarizzato
Trasferire la membrana rovesciata in una capsula di Agar non nutritivo seminata con E. coli. Incubare
una capsula a (29+1)°C e I’altra a (36+1)°C fino a 10 giorni.

2.1.5.4. Osservazione al microscopio

A partire dal secondo giorno di incubazione, esaminare la superficie dell’agar per rilevare la comparsa
di trofozoiti. Le amebe presentano un endoplasma granuloso in cui € riconoscibile almeno un vacuolo e un
ectoplasma piu ialino, dai contorni lobosi e non regolari. L’osservazione viene effettuata mediante
microscopio invertito con un obiettivo 40X. Per meglio evidenziare la presenza di amebe di dimensioni
minori possono essere asportate piccole parti superficiali di agar che possono essere osservate ad
immersione con un obiettivo 100X. Eventualmente, continuare 1’osservazione giornaliera fino a 10 giorni
prima di considerare il campione come negativo per le amebe a vita libera.
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2.1.6. Interpretazione dei risultati

La presenza di trofozoiti tipici confermano la presenza di amebe nel campione analizzato.
Eventualmente, consultare testi e atlanti sul tema.

2.1.7. Espressione dei risultati
Riportare il risultato ottenuto come Presenza/Assenza di amebe/L.

2.2. Metodo - ISS A019B rev. 00

2.2.1. Principio del metodo

Il metodo consente di identificare a livello molecolare gli isolati di amebe presenti sui terreni di coltura
descritti al paragrafo precedente.

2.2.2. Strumentazione

Per lo svolgimento dell’analisi oltre alla normale attrezzatura di laboratorio sono necessari:
- Termociclatore per PCR
- Sistema per elettroforesi
- Transilluminatore

2.2.3. Volume da analizzare

Dalle piastre di coltura che hanno evidenziato la presenza di cisti e trofozoiti, le amebe sono raccolte
con un’ansa sterile e poste in provette da 2 mL contenenti 500 pl di soluzione fisiologica incubate a 56°C
per circa 30 min per sciogliere I’agar eventualmente presente. Il campione é quindi centrifugato per 1 min
a 14000 rpm. 1l volume di pellet da analizzare dipende dal metodo di estrazione del DNA utilizzato. In
commercio sono disponibili diversi Kit utilizzabili per le procedure di estrazione manuale o automatica del
DNA.

2.2.4. Amplificazione del DNA

La caratterizzazione molecolare degli isolati prevede differenti protocolli di end-point PCR per
I’amplificazione dei diversi taxa di amebe a vita libera potenzialmente patogene per I’uomo, non essendo
presente a tutt’oggi un’unica procedura in grado di evidenziare simultaneamente tutte le specie.

Tutte le reazioni di PCR amplificano frammenti del gene 18S rDNA eccetto quella riguardante il genere
Naegleria che ha come target le regioni ITS e 5.8S. Primer specifici per i generi/specie Acanthamoeba spp.,
Naegleria spp. N. fowleri, B. mandrillaris e Sappinia sp. e primer specifici per le amebe in generale,
possono essere utilizzati per ottenere I’amplificazione dei diversi taxa.

Nella tabella seguente sono riportati alcuni tra i primer utilizzabili. Per la descrizione dei corrispondenti
protocolli di amplificazione fare riferimento alla relativa bibliografia.

Primer utilizzabili per la caratterizzazione molecolare degli isolati

Organismo Forward primer Reverse primer Ref.
Amebe a vita libera*  CGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGC CAGGTTAAGGTCTCGTTCGTTAAC )
Acanthamoeba sp. GGCCCAGATCGTTTACCGTG TCTCACAAGCTGCTAGGGAGTCA 3)
Naegleria spp. GAACCTGCGTAGGGATCATTT TTTCTTTTCCTCCCCTTATTA 4)
N. fowleri CAAACACCGTTATGACAGGG CTGGTTTCCCTCACCTTACG (5)
B. mandrillaris CGCATGTATGAAGAAGACCA TTACCTATATAATTGTCGATACCA (6)
Sappinia sp. TCTGGTCGCAAGGCTGAAAC GCACCACCACCCTTGAAATC 7)

* Questa PCR permette la simultanea amplificazione di differenti taxa di amebe, i cui ampliconi variano tra 500 e 1500 basi
(V. vermiformis: 800 bp; N. fowleri: 900 bp; Vannella sp., Vahlkampfia strains: 950bp; Acanthamoeba spp: 1080-1500 bp).
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2.2.5. Interpretazione dei risultati

Per I’identificazione molecolare degli isolati, le sequenze degli ampliconi possono essere confrontate
con quelle depositate in  GenBank  mediante il  programma  Nucleotide  Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.2.6. Espressione dei risultati

Riportare il risultato ottenuto indicando il nome del taxa (se necessario anche la percentuale di
similarita) ottenuto dall’analisi con Blast.
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