
INTRODUZIONE
I reparti di Terapia Intensiva e Rianimazione
(RIA) sono un serbatoio di batteri Gram negativi
non fermentanti molto spesso multiresistenti
(3,4,13,26); le specie più frequentemente isolate
sono: P. aeruginosa, S. maltophilia e A. bauman-
nii. Tali batteri hanno una distribuzione ambienta-
le, ma possono essere considerati patogeni nei
pazienti immunocompromessi (8, 9, 11).
La colonizzazione batterica avviene principal-
mente a livello delle basse vie aeree e, spesso, le
terapie risultano inefficaci in ragione della multi-
resistenza intrinseca o acquisita. La possibile
infezione del tratto respiratorio con microrgani-
smi multiresistenti può portare quindi al fallimen-
to terapeutico con gravi ripercussioni sia sullo
stato clinico del paziente, sia nella gestione dei
pazienti ricoverati nello stesso reparto (1, 14, 15,
25). È noto che la valutazione epidemiologica
contribuisce a facilitare il lavoro di prevenzione e
controllo di tali infezioni (22). Nasce dunque la
necessità di attivare una sorveglianza epidemiolo-
gica al fine di monitorare le infezioni ospedaliere
(5, 10, 17, 18, 21, 24).
Profili di resistenza antibiotica, anche se identici,
non sono indice di uguaglianza dei ceppi.

Esistono diverse metodiche bio-molecolari atten-
dibili ai fini di discriminazioni clonali, della loro
persistenza e della loro frequenza nel tempo che
aiutano e facilitano gli studi epidemiologi: una di
queste è la RAPD-PCR, rapida, con costi e tempi
contenuti (23). 
Tale metodica, basata sul principio del fingerprin-
ting del DNA, è utilizzata per differenziare ceppi
di specie diverse i diversi sierotipi all’interno di
una specie e i vari sottotipi all’interno di un siero-
tipo; è utile, di conseguenza, per determinare se
due isolati della stessa specie batterica sono epi-
demiologicamente correlati (19, 20). La metodica
trae vantaggio da primer che si appaiano a monte
di sequenze altamente ripetute e conservate,
caratteristiche, per numero e dimensioni, dei sin-
goli ceppi.
Il nostro lavoro è stato svolto nei primi sei mesi
dell’anno 2005 presso il Laboratorio Analisi
Microbiologiche B, Azienda Policlinico Umberto
I Roma. È stato suddiviso in due fasi: uno studio
fenotipico, al fine di valutare i profili batterici di
resistenza agli antibiotici, ed uno studio genotipi-
co, al fine di stabilire il clone o i cloni coinvolti
negli episodi di colonizzazione e il grado di diffu-
sione. Le fasi del lavoro sono state così suddivise:
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SUMMARY
A. baumannii, P. aeruginosa and S. maltophilia are important nosocomial pathogens, especially those collected from
immunocomprimised patients and from intensive care units. In an attempt to define the epidemiology of non
fermenting Gram negative bacteria, 87 P. aeruginosa, 50  A. baumannii and 22 S. maltophilia, isolated from the
respiratory districts and blood cultures of patients in the intensive care unit of our hospital, were studied to
verify their antimicrobial susceptibility patterns and their diffusion.These strains were typed using ID-GNB card
(bioMérieux) and antimicrobial susceptibility patterns were determined using AST-GN09 card VITEK-2
(bioMérieux). Molecular typing methods, such as RAPD have emerged as most efficient tools for strain
discrimination, because antibiotic supsceptibility and other phenotyping methods are not reliable for
epidemiological studies.
RAPD was performed on 15 P. aeruginosa, 12 S. maltophilia and 11 A. baumannii. The RAPD-PCR showed 7
different patterns in P. aeruginosa, 10 different patterns in S. maltophilia and the same profile in all strains of A.
baumannii of patients admitted in intensive care units. Only two strains of A. baumannii of patients admitted in a
thoracic surgical unit showed a different pattern in comparison to the other isolates.

B AT T E R I O L O G I A



i) valutazione delle resistenze mediante AST
GN09 card VITEK2 (bioMérieux) e/o metodica
Kirby Bauer; 
ii) applicazione della tecnica RAPD-PCR per il
monitoraggio della persistenza di P. areuginosa,
S. maltophilia e A. baumannii isolati da pazienti
ricoverati presso la Terapia Intensiva e
Rianimazione (RIA); 
iii). raffronto dei profili genetici ottenuti, nel
corso del tempo di indagine, sia nel singolo
paziente che tra tutti i pazienti oggetto dell’inda-
gine analitica.

MATERIALI E METODI
Sono stati isolati 87 P. aeruginosa, 22 S. maltophi-
lia e 50 A. baumannii, di cui 48 provenienti da
campioni respiratori di pazienti del reparto di
Terapia Intensiva (RIA) e 2 A. baumannii prove-
nienti dal reparto di Chirurgia dello stesso
Policlinico Umberto I. I ceppi isolati dai comuni
terreni di coltura, sono stati identificati con ID-
GNB-card Vitek2 (bioMérieux). La valutazione
delle resistenze batteriche è stata effettuata
mediante AST-GN09 card Vitek2 (bioMérieux)
contenente i seguenti antibiotici: amikacina a 8, 16,
e 64 µg/ml; ampicillina a 4, 8 e 32 µg/ml; ampicil-
lina/sulbactam a 4/2, 16/8, e 32/16 µg/ml, aztreo-
nam a 2, 8 e 32 µg/ml; cefazolina a 4, 16, e 64
µg/ml; cefepime a 2, 8, 16, e 32 µg/ml; cefotetan a
2, 8, e 32 µg/ml; ceftazidime a 1, 2, 8, e 32 µg/ml;
ceftriaxone a 1, 2, 8, e 32 µg/ml; cefuroxime a 2, 8
e 32 µg/ml; ciprofloxacina a 0.5, 2, e 4 µg/ml; gen-
tamicina a 4, 16, e 32 µg/ml; imipenem a 2, 4, e 16
µg/ml; levofloxacina a 0.5, 4, e 8 µg/ml; merope-
nem a 0.5, 4 e 16 µg/ml; nitrofurantoina a 16, 32 e
64  µg/ml; piperacillina a 4, 16 e 64 µg/ml; pipera-
cillina/tazobactam a 4/4, 16/4, e 128/4 µg/ml;
tobramicina a 8, 16, e 64 µg/ml, trimethoprim/sul-
famethoxazole a 0.5/9.5, 2/38 e 16/304 µg/ml. Per
A. baumannii è stata inoltre saggiata la colistina
(Taxo bioMérieux 25 µg) mediante metodica Kirby
Bauer. Per tutti i ceppi di S. maltophilia, la valida-
zione del Vitek 2 è stata per il solo trimethoprin-
sulfametossazolo, unico antibiotico validato
dall’F.D.A. nei sistemi automatici. I ceppi sono
stati successivamente conservati in Microbank
(Pro-Lab Diagnostic Biolife) a -35°C. 
L’estrazione del DNA dei ceppi batterici è stata
eseguita, dopo incubazione in BHI (Becton
Dickinson) overnight a 37°C, utilizzando il Kit
Wizard Genomic (Promega) secondo le istruzioni
della casa produttrice. La quantizzazione è stata
eseguita mediante lo spettrofotometro GeneQuant
II (Pharmacia Biotech) ad un’assorbanza compre-
sa tra i valori di 0,05 e 2 DO.
L’amplificazione è stata eseguita mediante un
Thermal Cycler Progene (Techne) programmato

in modo differente a seconda della specie batteri-
ca in esame ed i primers utilizzati sono stati i
seguenti: P. aeruginosa- primer 10514 5’-
TGGTGGCCTCGAGCAAGAGAACGGAG -3’
(6,7); S. maltophilia- primer 270 5’-
TGCGCGCGGG-3’ (16); A. baumannii- primer
ACI 5’ –GCTTGTGAAC-3’ (2).
La corsa elettroforetica su gel di agarosio prepa-
rato all’1% per A. baumannii e all’1,5% per P.
aeruginosa e S. maltophilia è stata condotta ad un
voltaggio di 150V. Al gel sono stati aggiunti
0.5µl/ml di bromuro di etidio, cosi che i prodotti
della PCR potessero essere visualizzati e fotogra-
fati su transilluminatore U.V. (GENENCO).
Gli isolati differenti per due o più bande promi-
nenti sono stati considerati sufficientemente
divergenti per essere classificati come nuovo
genotipo. I profili differenti per una sola banda
prominente o una o due bande deboli sono stati
considerati sottotipi di un comune ceppo epidemi-
co (23). La valutazione dell’analisi genomica su
P. aeruginosa, A. baumannii ed S. maltophilia,
mediante RAPD-PCR, è stata ripetuta, per confer-
mare la ripetitività del dato, eseguendo tre volte le
amplificazioni.

RISULTATI
La valutazione fenotipica ha evidenziato spesso
multiresistenze sia per A. baumannii che per P. aeru-
ginosa con preoccupanti resistenze nei confronti
degli aminoglicosidi e dei carbapenemici. Tutti i
ceppi di A. baumannii sono risultati tuttavia sensibi-
li alla colistina. S. maltophilia è risultato essere sem-
pre sensibile al trimethoprin-sulfametossazolo. 
Per quanto riguarda lo studio genotipico dei pro-
fili i risultati di una selezione di 15 ceppi di P.
aeruginosa, isolati da pazienti diversi, hanno evi-
denziato la presenza di 7 profili genetici differen-
ti, indicando variabilità e non persistenza di un
unico clone. Osservando la figura I si può notare
come le corsie 2-5-10-11-12 presentano lo stesso
profilo, come anche le corsie 3-4, 7-14-16 e 8-13.
Nei 12 ceppi di S. maltophilia selezionati, sono
stati evidenziati 10 profili genotipici differenti e
lo stesso profilo è stato evidenziato su tre ceppi
provenienti da campioni diversi di uno stesso
paziente (corsie 4-6-9) (figura II). Degli 11 ceppi
di A. baumannii selezionati, 9 ceppi provenienti
da pazienti diversi ricoverati nel reparto di RIA
hanno mostrato lo stesso profilo, mentre gli altri 2
ceppi (corsia 7-11), provenienti dal reparto di chi-
rurgia toracica e dallo stesso paziente, hanno pre-
sentato lo stesso profilo genotipico, ma diverso
dagli isolati della RIA. Ciò dimostra la persisten-
za di un ceppo endemico, diffuso nel reparto di
RIA, confermando un’epidemia di fonte comune
(figura III).
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Figura I.
Analisi dei profili genetici di P.aeruginosa mediante RAPD-PCR.
(Corsia 1 standard 100pb, corsie 2-16 amplificati batterici, corsia
17 controllo negativo)

Figura III.
Analisi dei profili genetici di A.baumannii mediante RAPD-PCR.
(Corsie 1-11 amplificati batterici, corsia 12 standard 100pb,
corsia 13 controllo negativo)

Grafico 1. Percentuali di resistenze batteriche agli antibiotici.

Figura II.
Analisi dei profili genetici di S.maltophilia mediante RAPD-PCR.
(Corsia 1-12 amplificati batterici, corsia 13 standard 100pb, 14
controllo negativo)

SIGLA ANTIBIOTICO
AM amikacina
AMP ampicillina
AMP/SUL ampicillina/sulbactam
AZT aztreonam
CEFA cefazolina
CEFE cefepime
CEFO cefotetan
CEFTA ceftazidime
CRO ceftriaxone
CEFUR-A cefuroxime-acetil
CEFUR-N cefuroxime-na
CIPRO ciprofloxacina
GM gentamicina
IMP imipenem
LEVO levofloxacina
MEM meropenem
PIP piperacillina
PIP/TAZ piperacillina/tazobactam
NN tobramicina
SXT trimet/sulfametossazolo

CONCLUSIONI
L’aumento del ritrovamento dei batteri oggetto di
indagine è stato probabilmente innescato dall’uso
di terapie antibiotiche a largo spettro e/o prolun-

gate e dalla maggior frequenza di malattie polmo-
nari croniche (11-14). La pulsed-field gel electro-
phoresis (PFGE) è considerata il metodo gold-
standard per la tipizzazione genotipica, tuttavia la



differenza di sensibilità si scontra con svantaggi
pratici, quali i tempi di risposta più lunghi e i costi
superiori. L’analisi mediante RAPD-PCR può
essere usata come alternativa o complementare
per la tipizzazione genotipica nel corso di colo-
nizzazioni e/o infezioni; pertanto, a nostro avviso,
è uno strumento fondamentale nel controllo e
nella prevenzione delle infezioni ospedaliere.
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