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Clostridium difficile è un bacillo anaerobio Gram positivo,
sporigeno. I ceppi produttori delle tossine A e B sono associa-
ti a infezioni gastrointestinali la cui severità va dalla coloniz-
zazione asintomatica alla diarrea grave, fino alla colite pseudo
membranosa (C. difficile associated disease, CDAD) (5). 
Il principale fattore di rischio per la CDAD è rappresentato da
una prolungata terapia antibiotica, che danneggia la flora inte-
stinale e permette al C. difficile di proliferare liberamente nella
mucosa del colon (3). Attualmente C. difficile rappresenta uno
dei maggiori responsabili delle infezioni acquisite in ambito
ospedaliero, sia per la grande pressione selettiva esercitata
sulla flora intestinale dalla terapia antibiotica ad ampio spet-
tro, sia per la produzione di spore, che possono persistere nel-
l’ambiente per molte settimane o mesi in quanto estrema-
mente resistenti ai disinfettanti usati di routine (1). 
La contaminazione ambientale avviene dopo contatto diretto
con il paziente infetto o con oggetti contaminati, come i como-
dini, la rubinetteria, gli scarichi dei bagni, i termometri, ecc…
La colonizzazione del paziente avviene per via oro-fecale attra-
verso l’ingestione delle spore. Le mani del personale sanitario
possono rappresentare un veicolo per la diffusione dell’infezio-
ne da paziente a paziente, sintomatico o non. L’impiego di pro-
cedure assistenziali non corrette può essere responsabile, per-
tanto, della diffusione del germe all’interno di un reparto (2).
Nell’Ospedale Pediatrico Bambino Gesù è presente un siste-
ma di sorveglianza attiva sui germi “sentinella”, sospetti
responsabili di infezioni trasmissibili in ambito ospedaliero,
e tra questi è stato incluso C. difficile.
Oiettivo dello studio è stato l’impiego della rep-PCR semi-
automatica come metodo di fingerprinting (4) per valutare un
episodio di sospetta trasmissione nosocomiale di C. difficile
nel reparto di Rianimazione.
Nell’arco di 2 settimane sono stati isolati 9 ceppi di C. diffici-
le da 9 campioni di feci relativi a 4 pazienti afferenti al repar-
to di Rianimazione del nostro ospedale (Tabella 1).
L’identificazione dei 9 isolati è stata ottenuta con metodo feno-
tipico (Rapid ANA II, Remel) e confermata con metodo mole-
colare (Microseq 500bp 16S rDNA, Applied Biosystem). 
Tabella 1. Elenco degli isolati di C. difficile
Pazienti pz A pz B pz C pz D
n° campioni 2 4 1 2
Isolati 1-2 3-6 7 8-9

Sui 9 isolati è stata valutata la presenza del gene della tossi-
na B utilizzando il sistema molecolare PCR real-time (Xpert
C. difficile, GeneXpert, Cepheid). 
Il saggio di antibioGramma è stato eseguito con metodica E-
test sui seguenti antibiotici: Amoxicillina/Acido Clavulanico
(XL), Cefotaxime (CT), Clindamicina (CM), Imipenem (IP),
Penicillina G (PG), Metronidazolo (MZ), secondo gli stan-
dard CLSI.
I 9 isolati sono stati sottoposti ad estrazione overnight
(UltraClean Microbial DNA Isolation kit) seguita da geno-
tipizzazione con rep-PCR (repetitive element sequence-
based PCR) semi-automatica (Diversilab, bioMerieux).
Ad eccezione di minime variazioni nei valori delle MIC (dato
non riportato) i profili di antibiotico resistenza sono risultati
praticamente sovrapponibili. L’unica differenza è rappresen-
tata dagli isolati 3 e 4 del paziente B che presentano una MIC
intermedia per l’imipenem, mentre gli altri isolati risultano
resistenti. Tutti i ceppi sono sensibili al metronidazolo e resi-
stenti alla clindamicina (Tabella 2).

Tabella 2. Confronto dei profili di antibiotico-resistenza dei diversi isolati
XL CT CM IP PG MZ

pz A (isolati 1-2) S R R R R S
pz B (isolati 3-4) S R R I R S
pz B (isolati 5-6) S R R R R S
pz C (isolato 7) S R R R R S
pz D (isolati 8-9) S R R R R S

L’analisi di fingerprinting dei 9 isolati è stata effettuata utiliz-
zando la Pearson Correlation (PC). Il dendrogramma mostra
una distribuzione degli isolati in 4 clusters ben distinti
(Figura Ia) e l’immagine virtuale del gel conferma la presen-
za dello stesso pattern di bande negli isolati appartenenti allo
stesso cluster (Figura Ib).
La matrice di similarità evidenzia come gli isolati provenien-
ti dallo stesso paziente mostrino tra loro una similarità >96%
con due eccezioni: 94% tra gli isolati 1 e 2 del paziente A e
94.7% tra gli isolati 4 e 6 del paziente B (Figura Ic).
Dalla matrice di similarità si osserva inoltre che la correlazio-
ne tra gli isolati relativi ai diversi pazienti presenta una per-
centuale di similarità <87% (Figura Ic).
C. difficile rappresenta la principale causa di diarrea infettiva
acquisita in ambiente ospedaliero. Le infezioni associate alle
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pratiche assistenziali sono un problema di difficile gestione
per la sanità pubblica. Poiché la maggior parte di esse è
acquisita per contatto attraverso le mani degli operatori sani-
tari, l’igiene delle mani rappresenta la singola misura più
efficace di prevenzione.
L’impiego di un sistema rapido di genotipizzazione ci ha per-
messo di definire la correlazione esistente fra 9 ceppi di C.
difficile isolati da 4 pazienti afferenti al reparto di
Rianimazione del Bambin Gesù di Roma.
Il breve intervallo di tempo in cui sono stati isolati i 9 ceppi
e il confronto degli antibioGrammi, che mostrava un’alta
omologia tra gli isolati, erano suggestivi di una circolazione
dello stesso ceppo di C. difficile all’interno del reparto. La
tipizzazione molecolare ha, invece, permesso di definire l’as-
senza di correlazione tra i diversi isolati (percentuale di iden-
tità <87%).
La rapidità della rep-PCR semi-automatica (circa 24 h) ha
permesso di escludere tempestivamente che la presenza di C.
difficile fosse correlata ad una cross-contaminazione dei
pazienti.
Questa esperienza suggerisce che tale sistema potrebbe esse-
re inserito come strumento “di prima linea” in caso di sospet-
to “outbreak” nosocomiale, tuttavia, i risultati ottenuti con il
sistema Diversilab, devono comunque essere confermati con

l’impiego di un’altra metodica di fingerprinting considerata
“gold standard” (Ribotyping o PFGE) (4).
Nella nostra esperienza il sistema di rep-PCR semi-auto-
matico è risultato di “facile impiego” nella sorveglianza
attiva delle infezioni nosocomiali. Tuttavia gli “elementi
deboli” del sistema potrebbero essere rappresentati dalla
bassa riproducibilità e dalla non immediata interpretazio-
ne dei risultati analitici, che devono essere comunque
valutati da personale esperto nella pratica del fingerprin-
ting microbico. 

BIBLIOGRAFIA

1. Barbut, F., G. Corthier, and Y. Charpak. 1996. Prevalence and patho-
genicity of Clostridium difficile in hospitalized patients: a French multi-
center study. Arch. Intern. Med. 156:1449–1454.

2. Barbut F, Richard A, Hamadi K, Chomette V, Burghoffer B, Petit JC.
“Epidemiology of recurrences or reinfections of Clostridium difficile
diarrhea ” J Clin Microbiol 2000; 38:2386-2388

3. Kelly CP, Pothoulakis C, LaMont JT. Clostridium difficile colitis. N Engl
J Med 1994;330(4):257-62.

4. Spigaglia P. and Mastrantonio P. “Evaluation of Repetitive Element
Sequence-Based PCR as a Molecular Typing Method for Clostridium dif-
ficile”. J. Clin. Microbiol. June 2003, p. 2454–2457

5. Sunenshine RH and McDonald LC “Clostridium difficile-associated dis-
ease: new challenges from an established pathogen” Cleve Clin J Med.
2006 Feb; 73(2):187-97.

COLTELLA L, RUSSO C, MANCINELLI L, et al

Figura I. Rappresentazione grafica mediante dendroGramma (a), immagine virtuale del gel (b) e matrice di similarità (c) dell’analisi di fingerprinting
mediante rep-PCR semiautomatica.




