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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 & 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 ¢ 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, & stato
possibile produrre una tabella (Tabella 1) che enucleasse 1 principali batteri e virus che abbiano
dimostrato tale proprieta. Tra questi meritano un approfondimento maggiore tutti quei
microrganismi che risultano essere piu rilevanti data 1’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 ’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, ¢ diffusa opinione che gli aerosol contaminati, derivanti da acqua di doccia, suolo e
acqua di piscina rappresentino le pitl 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 1’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 1’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 1’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 questo 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 ¢ stata evidenziata
questa 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 1’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 pit vulnerabili e in ambiente ospedaliero.

11 sequenziamento dell’intero genoma migliorera le indagini sugli NTM in modo da rendere
pill 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 pitt 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 & 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 1’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 pill 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 ¢ stata sistematicamente isolata anche Hartmanella
vermiformis supportando 1’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. I 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). I 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 o0 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,
questo 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 e attestato a 1,8 casi su 100.000 residenti, con un incremento dell’8,3% rispetto al 2015
(44-46).

11 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 puo 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 pud 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 ’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 ef 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 1’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, ’intensita di infezione, la
sopravvivenza intracellulare a 24 e 48 ore e la replicazione intracellulare (51). Gli autori hanno
dimostrato che Y. pestis ¢ resistente, o transitoriamente resistente, alle 5 specie amebiche testate.
1l 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 & stata osservata replicazione intracellulare. Y. pestis ¢ stata
anche localizza all’interno di strutture dell’ameba analoghe a quelle presenti nei macrofagi umani
infettati e ci0 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 1’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 la ricerca 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 1’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. 1l 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 ¢ 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 pilt 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 e 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. € Willaertia spp., € 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 ¢ stata riconosciuta un’interazione complessa, in cui il batterio riesce ad attuare strategie
difensive e a neutralizzare 1’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 1’ameba stessa o
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 ¢ 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 ¢ stato dimostrato come H. pylori
sia in grado di crescere quando co-coltivato con A. castellanii.

Nello studio di Moreno-Mesonero viene valutata D’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).

11 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 ¢ 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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