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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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