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Abstract

L’antibiotico-resistenza (AMR) rappresenta una delle principali sfide per la sanita globale.
L’emergenza di organismi multiresistenti (MDR) ¢ particolarmente critica in ambito ospedaliero,
dove le infezioni correlate all’assistenza (ICA) sono spesso causate da microrganismi MDR. Il lavoro
di tesi si € focalizzato su tre patogeni che sono cause rilevanti di ICA, quali Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus, con 1’obiettivo di caratterizzare 1 profili di resistenza
e le relazioni molecolari degli isolati. E stato adottato un approccio epidemiologico integrato, basato
su metodiche tradizionali e molecolari, al fine di tracciare la diffusione dei ceppi MDR, identificare
cloni ad alta virulenza e valutare la resistenza agli antibiotici nel principale ospedale della Regione
Molise. La suscettibilita agli antibiotici ¢ stata determinata mediante sistema automatizzato BD
Phoenix™, mentre la caratterizzazione molecolare ha incluso I’impiego di tecniche quali PFGE,
ERIC-PCR e RAPD-PCR per P. aeruginosa, MLST per P. aeruginosa ed E. faecium, saggi di PCR
per la ricerca dei geni di resistenza e virulenza nei ceppi di E. faecium e S. aureus e spa typing per S.
aureus. Per P. aeruginosa, i risultati hanno evidenziato una correlazione genetica tra isolati clinici e
ambientali, con resistenze estese verso P-lattamici, fluorochinoloni e carbapenemi. Le tecniche di
tipizzazione (PFGE, ERIC-PCR, RAPD-PCR e MLST) hanno rilevato cluster che hanno incluso
ceppi clinici e ambientali, confermando il ruolo delle superfici ospedaliere come reservoir di ceppi
MDR e la presenza di cloni ad alto rischio, tra cui ST111, ST235, ST446 e ST895. Nel caso di E.
faecium, tutti gli isolati hanno mostrato resistenza a vancomicina e teicoplanina, con elevata
prevalenza del gene vanAd (90,3%). La PFGE ha identificato cluster con ceppi isolati da terapia
intensiva, suggerendo persistenza ambientale e possibili eventi di trasmissione inter-reparto. L’MLST
ha evidenziato la predominanza di ST80 (CC17), insieme alla presenza di cloni emergenti come
ST1478 e ST2164, caratterizzati da profili MDR estesi. Per S. aureus, la presenza di ceppi meticillino-
resistenti (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA) e la coesistenza di cloni responsabili
di infezioni ospedaliere e comunitarie evidenziano la complessita della loro gestione. La PFGE ha
mostrato un’elevata eterogeneita con 21 cluster distinti, mentre la ricerca dei geni di resistenza ha
confermato la presenza di mecA nel 97,1% dei ceppi. Sono stati identificati otto spa types, tra cui
T002, TOO8 e T022 sono risultati prevalenti (35,3%, 29,4% e 11,8%, rispettivamente). Solo quattro
ceppi (12,1%), tutti appartenenti allo spa type TOO8, hanno mostrato la presenza del gene PVL. 1
risultati ottenuti evidenziano la necessita di rafforzare i programmi di sorveglianza e le strategie di
infection control, includendo lo studio dell’epidemiologia molecolare, al fine di limitare la diffusione
dei patogeni MDR nei reparti a maggior rischio. Un approccio integrato € uno strumento essenziale
per identificare tempestivamente ceppi ad elevata virulenza e supportare interventi mirati,

contribuendo a migliorare la gestione delle ICA e preservare I’efficacia delle terapie antibiotiche.



1. Premessa

L’antibiotico-resistenza rappresenta una delle principali emergenze di sanita pubblica a livello
globale, con conseguenze significative sia dal punto di vista clinico, determinando I’aumento della
mortalita e lo sviluppo di complicanze, sia sul piano economico, per I’incremento dei costi sanitari
legati alla gestione di infezioni difficili da trattare. La diffusione di batteri multiresistenti limita
drasticamente le opzioni terapeutiche, rendendo spesso inefficaci i trattamenti convenzionali. Tale
quadro delinea una situazione allarmante negli ambienti ospedalieri in Italia, come in molti altri Paesi,
dove le Infezioni Correlate all’ Assistenza (ICA) rappresentano una sfida clinica rilevante.

Tra 1 microrganismi maggiormente coinvolti nelle ICA, quelli appartenenti al gruppo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ed Enterobacter spp.) sono noti per la loro capacita di “sfuggire” all’azione
degli antibiotici. In particolare, P. aeruginosa, E. faecium ed S. aureus risultano tra i piu
frequentemente isolati in ambito ospedaliero. La loro capacita di sviluppare meccanismi complessi di
resistenza agli antibiotici e fattori di virulenza ne favorisce la sopravvivenza, la diffusione e la
persistenza. Inoltre, 1’abilita nel formare biofilm su superfici e dispositivi medici complica la gestione
ed il controllo delle infezioni nosocomiali.

Il fenomeno dell’antibiotico-resistenza, di natura multifattoriale e in continua evoluzione, richiede un
approccio globale e coordinato, che integri attivita di sorveglianza microbiologica, ricerca
molecolare, gestione clinica e politiche di prevenzione. In questo contesto si inserisce il Piano
Nazionale di Contrasto dell’Antimicrobico-Resistenza (PNCAR) 2022-2025, che ribadisce
I’importanza di strategie integrate e multidisciplinari basate sull’approccio “One Health”, per il
contenimento della resistenza antimicrobica nell’'uomo, negli animali e nell’ambiente.

I1 PNCAR sottolinea, inoltre, il ruolo cruciale della sorveglianza epidemiologica nell’individuazione
precoce e nel monitoraggio della diffusione dei patogeni resistenti, essendo uno strumento
indispensabile per seguire la diffusione dei ceppi resistenti, identificare i geni responsabili e
caratterizzare la diversita genetica, al fine di ottimizzare le strategie di prevenzione e trattamento.

Il lavoro di tesi si inserisce in questo scenario, focalizzandosi sulla caratterizzazione molecolare di
ceppi di P. aeruginosa, E. faecium e S. aureus isolati in ambito ospedaliero nella Regione Molise,
fornendo dati di epidemiologia molecolare, utili per comprendere la diffusione e i meccanismi di
resistenza dei microrganismi nel contesto regionale, con possibili confronti a livello nazionale e

internazionale.



2. Introduzione

2.1 L’antibiotico-resistenza
2.1.1 Definizione, impatto clinico e socio-economico

L’antimicrobico-resistenza (AMR, “Antimicrobial Resistance”) ¢ definita come la capacita intrinseca
0 acquisita da parte di un microrganismo di sopravvivere e proliferare in presenza di uno o piu
antibiotici che, in condizioni normali, ne inibirebbero la crescita (ECDC, 2025a). L’ AMR rappresenta
una strategia di difesa naturale sviluppata dai microrganismi nei confronti dell’azione degli
antibiotici, che sopravvivono alla pressione selettiva dei trattamenti, continuando a moltiplicarsi e
diffondersi (WHO, 2023a).
Storicamente, i primi studi incentrati sul ruolo determinante dei batteri come agenti patogeni furono
avviati nella seconda meta del XIX secolo da Louis Pasteur e Robert Koch, i quali ricercarono le
cause della mortalita associata alla sepsi (Lepenos T et al., 2024). In questo contesto, si inserisce
anche il contributo pionieristico di Vincenzo Tiberio, medico e ricercatore italiano che gia nel 1895,
ben prima della scoperta ufficiale della penicillina, intui I’azione antibatterica di alcune muffe.
Sebbene i1 suoi studi, pubblicati nel lavoro "Sugli estratti di alcune muffe” (Annali di Igiene
Sperimentale), siano stati ignorati dalla comunita scientifica del tempo, anticiparono di oltre
trent’anni le scoperte di Alexander Fleming (Varotto E et al., 2025). Infatti, solo nel 1928,
quest’ultimo identifico e descrisse la penicillina, segnando I’inizio dell’era moderna degli antibiotici
e aprendo la strada a rivoluzionari progressi in medicina (Chhabra S et al., 2024). L introduzione di
questi farmaci permise il trattamento efficace di numerose infezioni batteriche, riducendo
drasticamente la mortalita per patologie considerate letali. Tuttavia, I’uso eccessivo e inappropriato
degli antibiotici ha contribuito, nel tempo, alla selezione e alla diffusione di ceppi resistenti (Muteeb
G et al., 2023), richiamando D’attenzione globale sull’'urgenza di adottare strategie coordinate di
sorveglianza e contenimento (Salam MA et al., 2023).
Attualmente I’AMR rappresenta una minaccia rilevante per la salute pubblica, non solo per la sua
diffusione globale, ma anche per le sue implicazioni cliniche, sociali ed economiche (Antimicrobial
Resistance Collaborators, 2022). Questa emergenza ha causato una crisi senza precedenti
nell’efficacia dei trattamenti terapeutici, compromettendo anche la gestione di infezioni batteriche
comunemente considerate semplici e prefigurando il rischio concreto di un ritorno a un’epoca pre-
antibiotica, in cui infezioni ordinarie potevano risultare fatali (Khan RT et al., 2024).
L’AMR ¢ stata classificata dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS) al quinto posto tra i
dieci pericoli per la salute mondiale (WHO, 2019c), evidenziando come il tempo a disposizione per

l'efficacia di questi farmaci si stia rapidamente esaurendo.



Nel 2021, I’AMR ha contribuito in modo significativo alla mortalita globale, con circa 1,2 milioni di
decessi direttamente attribuibili a infezioni da patogeni resistenti e 4,95 milioni di morti
complessivamente associati a tali infezioni. In assenza di misure efficaci, si stima un aumento costante
della mortalita legata all’AMR fino al 2050, con una proiezione di oltre 8 milioni di decessi annui,
potenzialmente superiori a quelli causati dal cancro, che renderebbe tale fenomeno una delle
principali cause di morte a livello globale (GBD 2021 Antimicrobial Resistance Collaborators, 2024).
Secondo il rapporto dell’ European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), ogni anno in
Europa si registrano oltre 670.000 infezioni causate da batteri resistenti agli antibiotici, con circa
33.000 decessi direttamente attribuibili a queste infezioni. Tra i Paesi piu colpiti, 1’Italia presenta il
numero piu elevato di decessi correlati, con oltre 12.000 vittime annuali, a conferma di un quadro
epidemiologico nazionale particolarmente critico (WHO Regional Office for Europe, 2022a).
L’AMR costituisce, quindi, una crisi silente in progressiva evoluzione, caratterizzata da un
incremento costante delle infezioni e da una ridotta efficacia delle misure attualmente adottate.
Recenti aggiornamenti del’ECDC (ECDC, 2025b) evidenziano che I’Unione Europea non ¢ in linea
con quattro dei cinque obiettivi target fissati per il 2030, in quanto I’incidenza delle infezioni del
flusso ematico da Klebsiella pneumoniae resistente ai carbapenemi ¢ aumentata di oltre il 60%
rispetto al 2019; le infezioni da Escherichia coli resistenti alle cefalosporine di terza generazione
risultano in aumento; il consumo complessivo di antibiotici € cresciuto nel 2024, contrariamente
all’obiettivo di riduzione del 20% e la quota di antibiotici del gruppo “Access” del’OMS, come
definito dalla classificazione AWaRe, rimane stabile intorno al 60%, al di sotto del target del 65%.
Fattori concomitanti, quali 1’invecchiamento demografico, la trasmissione transfrontaliera di
patogeni, lacune nei programmi di prevenzione e controllo delle infezioni (Infection Prevention and
Control, IPC) e una pipeline limitata di nuovi antimicrobici contribuiscono a consolidare il fenomeno.
Dal punto di vista clinico, infatti, la crescente prevalenza di ceppi multiresistenti (MDR),
estensivamente resistenti (XDR) e pan-resistenti (PDR) limita drasticamente le opzioni terapeutiche
disponibili, spesso costringendo al ricorso ad antibiotici di ultima linea, che risultano spesso inefficaci
(Téangdén T et al., 2025). Infatti, per 1 batteri Gram-negativi resistenti ai carbapenemi classificati come
patogeni a priorita critica, si prevede che 1 trattamenti futuri presenteranno una scarsa trattabilita
(GBD 2021 Antimicrobial Resistance Collaborators, 2024).

Questo determina un aumento significativo del rischio di fallimento terapeutico, che puo aggravare il
decorso delle infezioni, aumentare la mortalita e prolungare 1 tempi di degenza ospedaliera, con un
impatto diretto sulla qualita di vita del paziente e sulla sostenibilita dei sistemi sanitari (Nelson RE et

al., 2022; Barmpouni M et al., 2023; Ciapponi A et al., 2023).



L’AMR colpisce, in particolare, le categorie vulnerabili come anziani, pazienti oncologici,
immunocompromessi ¢ portatori di patologie croniche, nei quali le infezioni possono rapidamente
evolvere in quadri gravi quali sepsi, shock settico e insufficienza multiorgano, richiedendo spesso il
ricovero in terapia intensiva (Theodorakis N et al., 2024; Liu C et al., 2026; Bazaid AS et al., 2022;
Kwok WC et al., 2025; Leone M et al., 2023; Kumar NR et al., 2024).

Inoltre, poiché questo fenomeno riduce la risposta ai trattamenti convenzionali, rischia di
compromettere ’efficacia e la sicurezza di interventi fondamentali di chirurgia, di trapianti e
chemioterapia (Long DR et al., 2024; So M et al., 2022; Ntim OK et al., 2025).

L'impatto economico dell’AMR rappresenta un onere globale di proporzioni considerevoli, essendo
stato associato, nel 2019, a costi ospedalieri globali pari a circa 693 miliardi di dollari e a perdite di
produttivita stimate in quasi 194 miliardi di dollari. Secondo le proiezioni, entro il 2050 si potrebbero
registrare fino a 1,91 milioni di decessi direttamente attribuibili all’ AMR e circa 8,22 milioni di
decessi associati (GBD 2021 Antimicrobial Resistance Collaborators, 2024).

Il burden economico dipende da diversi fattori, tra cui la necessita di trattamenti piu lunghi e di test
diagnostici aggiuntivi, di terapie di seconda o terza linea, il prolungamento dei ricoveri ospedalieri e
il ricorso a farmaci piu costosi (Poudel AN et al., 2023; Naylor NR et al., 2025).

Questi fattori contribuiscono complessivamente a rallentare lo sviluppo economico e a indebolire la
sicurezza sanitaria globale, soprattutto nei Paesi a basso e medio reddito, dove le risorse disponibili
per contrastare I’AMR sono piu limitate. In questi contesti, interventi di sanita pubblica come il
rafforzamento delle pratiche di IPC, I’accesso universale a servizi idrici, igienici e sanitari e
I’adozione di politiche vaccinali efficaci rappresentano strategie fondamentali per ridurre il carico di
malattia associato all’AMR e contenerne i costi (Lewnard JA et al., 2024).

Dal punto di vista sociale ’AMR genera conseguenze rilevanti, in quanto la diffusione di infezioni
difficili da trattare riduce la fiducia dei cittadini nei sistemi sanitari e accentua le disuguaglianze,
poiché le popolazioni con minore accesso a cure adeguate risultano maggiormente esposte a
complicanze e mortalita. Inoltre, tali infezioni comportano un impatto significativo sulla qualita di
vita dei pazienti e delle famiglie, con ricoveri prolungati, isolamento e un aumento del carico
assistenziale (Shutt AE et al., 2025).

L’AMR incide negativamente anche sulla sfera lavorativa, determinando maggior assenteismo,
minore produttivita e costi indiretti per famiglie e imprese. Infine, la limitata consapevolezza della
popolazione sull’uso degli antibiotici ostacola I’adozione di comportamenti appropriati, contribuendo

ad amplificare questo fenomeno (Keenan K et al., 2025; Ferraz MP, 2024).



2.1.2 Cause, diffusione e approccio “One Health”

L’AMR ¢ un fenomeno complesso che ha origine da processi microbiologici e molecolari alla base

della capacita dei microrganismi di sopravvivere all’azione degli antimicrobici. La comprensione dei

meccanismi di resistenza ¢ cruciale per sviluppare strategie di trattamento efficaci, progettare nuovi
farmaci, monitorare l'insorgenza di minacce emergenti ¢ guidare gli sforzi di stewardship

antimicrobica (Bo L et al., 2024).

In base alla modalita di sviluppo, si distinguono tre principali forme di resistenza:

- Resistenza intrinseca (o naturale), naturalmente presente in alcune specie Dbatteriche,
indipendentemente dalla precedente esposizione all'antibiotico e non correlata al processo di
trasferimento genico orizzontale (Horizontal Gene Transfer, HGT); deriva spesso dall'assenza
del bersaglio dell'antibiotico o da caratteristiche strutturali innate, come la bassa permeabilita
della membrana esterna dovuta ai lipopolisaccaridi (LPS) nei batteri Gram-negativi o l'attivita
naturale delle pompe di efflusso;

- Resistenza acquisita, che si sviluppa attraverso mutazioni genetiche, o piu frequentemente,
mediante 1’acquisizione di geni di resistenza da altri microrganismi, che avviene principalmente
tramite HGT;

- Resistenza adattativa, una forma transitoria indotta da condizioni ambientali sfavorevoli (stress,
stato di crescita, pH, concentrazioni ioniche o esposizione a livelli sub-inibitori di antibatterici),
che comporta modificazioni fenotipicamente reversibili (Belay WY et al., 2024).

Tra 1 meccanismi che favoriscono il fenomeno dell’HGT e la trasmissione della resistenza mediante

coniugazione, trasformazione e trasduzione, rivestono un ruolo centrale gli elementi genetici mobili

(Mobile Genetic Elements, MGEs) quali plasmidi, integroni e trasposoni (Liu G et al., 2022; Oliveira

M et al., 2024).

La diffusione del’AMR ¢ il risultato di un insieme complesso di cause interconnesse, che

coinvolgono non solo il settore umano, ma anche quello animale, ambientale e agricolo (Tang KWK

et al., 2023). L’uso inappropriato ed eccessivo di antibiotici rappresenta la principale causa
dell’insorgenza e della diffusione. In ambito clinico, tra 1 fattori piu rilevanti si annoverano

I’inappropriatezza prescrittiva, I'automedicazione, l'interruzione precoce delle terapie, nonché 1’uso

di antibiotici ad ampio spettro (Aslam B et al., 2021).

In ambito zootecnico, gli antimicrobici vengono frequentemente impiegati non solo a fini terapeutici,

ma anche per scopi profilattici o come promotori della crescita, contribuendo in modo significativo

alla pressione selettiva nei confronti di batteri commensali e patogeni. Questa pratica ¢
particolarmente diffusa nei Paesi a basso e medio reddito, dove la somministrazione routinaria di

antibiotici negli allevamenti avviene spesso in assenza di prescrizione e senza adeguata
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consapevolezza delle implicazioni legate all’AMR (Di KN et al., 2021). L'uso di antimicrobici in
ambito veterinario rappresenta una significativa fonte di pressione selettiva per lo sviluppo di ceppi
resistenti che possono essere trasmessi all’'uomo attraverso la catena alimentare, il contatto diretto
con animali o I’ambiente contaminato (Aslam B et al., 2021; Graham DW et al., 2019).
Quest’ultimo rappresenta un importante veicolo per la diffusione dell'AMR in quanto il frequente
rilascio di residui di antibiotici, metaboliti e batteri resistenti attraverso le acque reflue ospedaliere,
industriali e agricole, contribuisce alla selezione e disseminazione di geni di resistenza. In particolare,
gli impianti di depurazione delle acque reflue, pur svolgendo una funzione essenziale di
contenimento, possono fungere da hotspot per la diffusione di geni di resistenza in un contesto ad alta
densita microbica e pressioni selettive ambientali (Nguyen AQ et al., 2021; Zhao F et al., 2023).

In risposta alla crescente minaccia posta dall’AMR, si € resa necessaria 1’adozione di un approccio
“One Health”, il quale rappresenta una strategia integrata, multisettoriale e interdisciplinare, che
riconosce € promuove la cooperazione tra il settore umano, animale ¢ ambientale, sottolineando come
la salute di ciascun comparto dipenda strettamente dagli altri (WHO Regional Office for Europe,
2024b).

Tali politiche si articolano attraverso interventi coordinati a livello globale, come il Global Action
Plan on AMR adottato nel 2015 (WHO, 2015d), che si fondava su specifici obiettivi strategici, quali
I’aumento della consapevolezza e della comprensione dell’AMR attraverso campagne formative; il
potenziamento delle conoscenze tramite attivita di sorveglianza e ricerca scientifica; il contenimento
dell’incidenza delle infezioni attraverso 1’implementazione delle pratiche di igiene, sanificazione e
prevenzione; 1’ottimizzazione dell’uso degli antimicrobici sia in medicina umana che veterinaria; la
promozione di investimenti sostenibili nella ricerca e nello sviluppo di nuovi farmaci, vaccini,
strumenti diagnostici e interventi alternativi, adattati alle esigenze specifiche dei singoli Paesi.
L’attuazione di questi obiettivi € stata guidata da Organizzazioni internazionali di riferimento, tra cui
I’OMS, I’Organizzazione Mondiale per la Sanita Animale (WOAH, World Organization for Animal
Health), I’Organizzazione delle Nazioni Unite per 1’ Alimentazione e I’ Agricoltura (FAO, Food and
Agriculture Organization of the United Nations) e, piu recentemente, il Programma delle Nazioni
Unite per I’Ambiente (UNEP, United Nations Environment Programme).

Le istituzioni coinvolte hanno definito congiuntamente il “One Health Joint Plan of Action 2022—
2026 (FAO, UNEP, WHO, WOAH; 2022) agendo in sinergia nell’ambito dell’alleanza, sostenendo
un approccio integrato alla prevenzione e gestione delle problematiche sanitarie globali e ponendo
I’accento sulla costruzione di sistemi piu resilienti e sull’attuazione coordinata di interventi a livello

locale, regionale e globale.
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Nonostante 1’approccio “One Health” rappresenti un paradigma innovativo € promettente per il
contrasto all’AMR, la sua implementazione risulta ancora ostacolata da numerose criticita di natura
sia strutturale, per la mancanza di un coordinamento istituzionale e normativo, sia operativa, per
I’assenza di meccanismi di monitoraggio standardizzati e interconnessi, che culturale, a causa della
disparita nella consapevolezza e nella formazione degli operatori coinvolti (Booton RD et al., 2021).
A livello europeo, il contrasto all’AMR ¢ stato rafforzato da una serie di iniziative strategiche che si
fondano sull’approccio “One Health”. Tra queste, spicca il Piano d’Azione dell’lUE “One Health”
contro I’AMR del 2017, che delinea oltre settanta azioni riguardanti la salute umana, la salute animale
e 'ambiente e 1 cui progressi sono stati regolarmente monitorati (Commissione Europea, 2017).
Esso ¢ stato recentemente integrato dalla raccomandazione del Consiglio del 13 giugno 2023 (Council
of the European Union, 2023), che estende il suddetto piano a tutte e tre le dimensioni dello spettro
“One Health” al fine di conseguire una risposta efficace contro I’AMR in tutta I'UE.

A livello nazionale, 1’Italia ha adottato il Piano Nazionale di Contrasto dell’ Antimicrobico-Resistenza
(PNCAR) 2022-2025 (Ministero della Salute, 2023), che rappresenta 1’evoluzione del precedente
(PNCAR 2017-2020), articolandosi in quattro aree orizzontali (formazione, comunicazione, ricerca e
cooperazione) e tre pilastri verticali (sorveglianza integrata, prevenzione delle infezioni correlate
all’assistenza e uso appropriato degli antibiotici).

Tra 1 suoi obiettivi strategici si evidenziano il rafforzamento della prevenzione e della sorveglianza
delle ICA, sia in ambito ospedaliero che comunitario; lo sviluppo di una sorveglianza nazionale
coordinata sull’'uso degli antibiotici e sulla resistenza, secondo 1’approccio “One Health”; la
promozione dell’uso appropriato degli antimicrobici in medicina umana e veterinaria; il sostegno alla
ricerca e all’innovazione nella prevenzione, diagnosi e terapia delle infezioni resistenti; il
potenziamento della cooperazione nazionale e internazionale e il miglioramento della consapevolezza
pubblica e della formazione degli operatori sanitari e ambientali.

Pur configurandosi come una valida strategia ispirata all’approccio “One Health”, i1 PNCAR 2022-
2025 presenta tuttavia alcune criticitd, quali la frammentazione istituzionale, 1’eterogeneita
nell’attuazione a livello regionale, I’insufficiente integrazione dei sistemi di sorveglianza e la carenza
di indicatori standardizzati di monitoraggio, che rappresentano ostacoli significativi alla piena
realizzabilita degli obiettivi prefissati. Tali limiti evidenziano la necessita di un rafforzamento del
coordinamento intersettoriale e di un consolidamento delle capacita tecniche e organizzative per

garantire un’effettiva implementazione delle azioni previste (ISS, 2022d).
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2.1.3 Sfide attuali e strategie di contrasto all’antibiotico-resistenza
L’attuale panorama dell’AMR ¢ caratterizzato da una crescente complessita e le sfide principali
rispetto a tale tema coinvolgono molteplici ambiti, che spaziano dalla governance sanitaria alla
ricerca scientifica, dalla stewardship antimicrobica alla consapevolezza della popolazione generale,
richiedendo una risposta sistemica, integrata e sostenibile (Ferraz MP, 2024).
In primo luogo, il contrasto efficace all’AMR richiede un modello di governance sanitaria
multilivello, in grado di coordinare interventi trasversali al settore sanitario, veterinario e ambientale
e di coinvolgere attori istituzionali a livello nazionale ed internazionale, unitamente al supporto di un
impegno politico costante e di una visione strategica di lungo periodo (Maugeri A et al., 2023).
In tale ottica, risultano centrali I’adozione e I’attuazione di politiche sanitarie pubbliche evidence-
based, capaci di regolamentare in modo stringente 1’'uso degli antimicrobici attraverso strumenti
normativi efficaci, sistemi di sorveglianza integrati e meccanismi di valutazione dell’impatto delle
misure adottate (Pinto Ferreira J et al., 2022).
Un ulteriore ambito critico riguarda il rafforzamento della stewardship antimicrobica, intesa come
I’insieme delle azioni e delle politiche sanitarie volte a garantire un uso prudente, razionale e
responsabile degli antimicrobici. Con il termine “antimicrobial stewardship” si intende un approccio
collaborativo e multidisciplinare che mira proprio a garantire 1’'uso ottimale degli agenti
antimicrobici, in termini di scelta, dosaggio, via di somministrazione e durata della terapia, al fine di
massimizzarne 1’efficacia clinica, ridurre gli effetti collaterali e, soprattutto, limitare la selezione di
microrganismi resistenti (Majumder MAA et al., 2020).
I programmi di stewardship antibiotica (Antimicrobial Stewardship Programs, ASP), promossi da una
stretta collaborazione tra professionisti sanitari, microbiologi, specialisti in malattie infettive, medici,
infermieri, agricoltori, veterinari e farmacisti clinici, prevedono una gestione attiva e continua
dell’uso degli antimicrobici sia in ambito ospedaliero che territoriale attraverso I'implementazione di
interventi evidence-based. Le azioni concrete previste da tali programmi comprendono la revisione
periodica delle terapie antimicrobiche sulla base dei risultati microbiologici e della risposta clinica;
la valutazione sistematica dell’appropriatezza prescrittiva; la formazione continua del personale
sanitario in materia di resistenze, linee guida aggiornate e buone pratiche prescrittive; 1’adozione di
protocolli terapeutici standardizzati, in accordo con le piu recenti evidenze scientifiche e adattabili ai
contesti locali e, infine, I’utilizzo di sistemi informativi clinici in grado di supportare il processo
decisionale e monitorare I’andamento delle prescrizioni (WHO, 2019¢).
In contesti ospedalieri, la presenza di team dedicati alla stewardship antimicrobica, adottando

I’approccio del Prospective Audit and Feedback (PAF) noto anche come revisione post-prescrizione,
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ha dimostrato di ridurre 1’uso inappropriato di antibiotici ad ampio spettro, migliorare gli esiti clinici
e diminuire I’incidenza di infezioni da patogeni multiresistenti (Giamarellou H et al., 2023).

In ambito territoriale, dove si registra la quota piu alta di prescrizioni antibiotiche, ¢ cruciale
sensibilizzare anche i medici di medicina generale e i pediatri di libera scelta affinché adottino criteri
diagnostici rigorosi prima di avviare una terapia antimicrobica (Zetts RM et al., 2020; Dona D et al.,
2020). Inoltre, gli ASP svolgono un ruolo cruciale nel settore veterinario e agroalimentare, con lo
scopo di promuovere pratiche sostenibili, ridurre 1’uso profilattico e terapeutico non necessario €
incoraggiare misure alternative come la vaccinazione, il miglioramento delle condizioni igieniche e
la biosicurezza (Umber JK et al., 2021).

In Italia, le iniziative di “antimicrobial stewardship” sono state promosse ¢ implementate attraverso
linee guida elaborate da importanti societa scientifiche italiane, tra cui il Gruppo Italiano per la
Stewardship Antimicrobica (GISA), a supporto di programmi strutturati per un uso appropriato degli
antimicrobici e per 1’adozione di misure di controllo delle infezioni, come 'utilizzo di test diagnostici
rapidi. Particolare attenzione viene dedicata alla formazione continua degli operatori sanitari,
riconoscendo I’importanza dell’approccio “One Health” come strategia integrata per contrastare
efficacemente I’AMR (Tiseo G et al., 2022).

Un ulteriore elemento imprescindibile ¢ rappresentato dall’investimento nella ricerca scientifica e
nell’innovazione tecnologica, che costituiscono il motore per lo sviluppo di nuovi antimicrobici, per
il potenziamento della diagnostica avanzata e per I’elaborazione di strategie terapeutiche alternative.
Nonostante sia stato evidenziato un progressivo aumento del numero di antimicrobici in fase di
sperimentazione clinica, vi ¢ un’urgente necessita di sviluppare nuovi agenti innovativi capaci di
sostituire farmaci diventati ormai inefficaci (WHO, 2024f).

La crescente difficolta nell’identificazione di nuove molecole efficaci contro i patogeni multiresistenti
impone un ripensamento dei modelli di incentivazione alla ricerca, con il coinvolgimento attivo di
enti pubblici, universita, industrie farmaceutiche e fondazioni private (Agenzia Italiana del Farmaco).
In questo contesto, si stanno affermando modelli di finanziamento push and pull, volti rispettivamente
a sostenere la fase di ricerca e sviluppo e a garantire un ritorno economico sostenibile per i produttori,
anche in presenza di un uso limitato dei nuovi farmaci per motivi di stewardship (Anderson M et al.,
2023).

Parallelamente, la Diagnostic Stewardship, intesa come 1’impiego di tecnologie diagnostiche rapide
e accurate, riveste un ruolo strategico nel migliorare la precisione prescrittiva e ridurre I’uso empirico
degli antimicrobici, in quanto favorisce scelte terapeutiche mirate, limitando il ricorso alla

somministrazione di antibiotici ad ampio spettro (Zakhour J et al., 2023).
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L’integrazione di tali strumenti nei percorsi clinici € nei sistemi informativi sanitari rappresenta una
sfida organizzativa e tecnologica, ma anche un’opportunita per rendere piu efficiente e sostenibile la
gestione delle infezioni (Singh HK et al., 2024).

Un’ulteriore sfida rilevante ¢ rappresentata dalla persistenza di una sorveglianza ancora incompleta e
disomogenea. Nonostante 1 progressi compiuti a livello nazionale ed europeo, permangono ancora
criticita nei flussi informativi, nella raccolta sistematica dei dati ¢ nella loro armonizzazione tra i
diversi settori (umano, veterinario e ambientale), che compromettono la possibilita di condurre analisi
epidemiologiche integrate e di attuare pienamente 1’approccio “One Health” (Mori V et al., 2025).
Un ulteriore pilastro nella prevenzione dell’AMR ¢ rappresentato dall’adozione di pratiche avanzate
di IPC, tra cui la promozione della vaccinazione come strumento chiave per ridurre 1’incidenza di
infezioni batteriche e, di conseguenza, la necessita di trattamento antibiotico (Ho CS et al., 2025).
Infine, ¢ fondamentale promuovere la sensibilizzazione della popolazione generale attraverso
campagne di educazione sanitaria mirate, al fine di aumentare la consapevolezza sull’uso appropriato

degli antibiotici, contrastare la tendenza all’autoprescrizione e promuovere comportamenti

responsabili (Kosiyaporn H et al., 2020).
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2.2 Le Infezioni Correlate all’ Assistenza (ICA)

2.2.1 Definizione, importanza clinica e fattori di rischio
La crescente diffusione dell’AMR ¢ considerata come una delle principali sfide per la sanita pubblica,
con un impatto rilevante in ambito ospedaliero. In questo contesto, le ICA rappresentano una delle
principali vie attraverso cui i microrganismi resistenti si trasmettono e si selezionano, rendendo le
strategie di controllo ancora piu complesse (Ayobami O et al., 2022).
Esse si definiscono come infezioni dovute a batteri, funghi, virus o altri agenti patogeni meno comuni,
che possono verificarsi in qualsiasi contesto assistenziale e che al momento dell’ingresso nella
struttura o prima dell’erogazione dell’assistenza non erano manifeste clinicamente, né erano in
incubazione (ISS, 2021a). Secondo la definizione dell’ECDC, un’infezione ¢ considerata correlata
all’assistenza quando insorge dopo almeno 48 ore dal ricovero, oppure entro 30 giorni da un
intervento chirurgico o 90 giorni in caso di impianto di dispositivi protesici (ECDC, 2024f).
I fattori di rischio associati allo sviluppo delle ICA sono molteplici, spesso interconnessi, € tra i pit
rilevanti vi ¢ 1’utilizzo di dispositivi medici invasivi, come cateteri venosi centrali o urinari a
permanenza e ventilatori meccanici, che rappresentano una via d’ingresso privilegiata per i
microrganismi patogeni (Dadi NCT et al., 2021; Murni IK et al., 2022).
Altri determinanti significativi includono la durata prolungata del ricovero, 1I’esposizione a procedure
chirurgiche complesse, la terapia antibiotica inappropriata o protratta nel tempo e lo stato immunitario
compromesso del paziente (Sartelli M et al., 2024).
Inoltre, il rischio di ICA aumenta considerevolmente nei reparti ad alta intensita di cura, come le unita
di terapia intensiva, dove I’elevata presenza di pazienti critici, ’ampio utilizzo di antibiotici e
I’esecuzione di procedure invasive rappresentano condizioni favorevoli alla trasmissione dei
patogeni, inclusi ceppi multiresistenti (ECDC, 2025¢).
Fattori organizzativi e strutturali svolgono anch’essi un ruolo chiave, come la carenza di personale
sanitario e la scarsa aderenza alle misure di igiene e prevenzione, in particolare 1’igiene delle mani,
che resta uno degli strumenti piu efficaci e al contempo trascurati nel controllo delle infezioni
(Alshagrawi S et al., 2024; Mouajou V et al., 2022).
Infine, la complessita delle interazioni tra i fattori di rischio, unita alla crescente diffusione dell’AMR,
richiedono un approccio integrato e multidisciplinare, che includa la sorveglianza attiva, il
monitoraggio continuo, I’implementazione di protocolli di prevenzione personalizzati e la formazione

continua del personale sanitario (Delpy L et al., 2024).
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2.2.2 Tipologie principali di ICA
Le ICA rappresentano la complicanza piu frequente e grave associata all’assistenza sanitaria. Si
distinguono in esogene, se trasmesse da persona a persona o tramite gli operatori e I'ambiente, ed
endogene, se causate da batteri presenti all'interno dell’organismo.
Le ICA possono manifestarsi con diverse forme cliniche, a seconda della sede anatomica coinvolta,
del tipo di procedura sanitaria eseguita e delle caratteristiche del paziente (Salzo A et al., 2021).
Le tipologie principali riconosciute dai sistemi di sorveglianza sono:

e Infezioni del tratto urinario (Urinary Tract Infections, UTI): rappresentano una delle forme piu

comuni, con una prevalenza del 19,2% delle ICA in ambito ospedaliero nei paesi UE/EEA
(ECDC, 2024f). Tra queste, una quota significativa (43-56%) ¢ direttamente associata all’uso di
cateteri vescicali a permanenza (Catheter-Associated Urinary Tract Infections, CAUTI)
(Werneburg GT, 2022). Le CAUTI sono frequentemente causate da batteri gram-negativi enterici
e cocchi gram-positivi, tra cui E. coli, K. pneumoniae, Enterococcus spp., P. aeruginosa, Candida
spp. nei pazienti immunocompromessi o0 sottoposti a terapia antibiotica prolungata (Gambrill B
et al., 2024). La crescente incidenza di ceppi MDR, come quelli produttori di beta-lattamasi a
spettro esteso (Extended-Spectrum Beta-Lactamases, ESBL) o resistenti ai carbapenemi,
complica ulteriormente la loro gestione terapeutica (ECDC, 2025c).

Il rischio di sviluppare batteriuria aumenta con la durata del cateterismo e una quota significativa
di pazienti puo andare incontro a conseguenze gravi come pielonefrite, batteriemia e sepsi, con
tassi di mortalita che, nei casi piu gravi, possono variare dal 10% al 30% (Hooton TM et al.,

2009).

e Infezioni del sito chirurgico (Surgical Site Infections, SSI): rappresentano una delle principali

complicanze post-operatorie e costituiscono circa il 20% di tutte le ICA, con un’incidenza
variabile (1-30%) a seconda del tipo di procedura chirurgica e dei fattori correlati al paziente
(Ripabelli G et al., 2023; Rezaei AR et al., 2025). Le ISC si verificano nella sede dell’incisione
chirurgica entro 30 giorni dall’intervento o entro 90 giorni per le infezioni profonde e di
organo/spazio, in caso di impianto di dispositivi protesici (ISS, 2022b). Le ISC costituiscono una
causa significativa di morbosita, prolungamento della degenza e riammissioni ospedaliere
(Mengistu DA et al., 2023). I patogeni piu frequentemente isolati includono S. aureus, inclusi 1
ceppi resistenti alla meticillina, P. aeruginosa e batteri gram-negativi enterici (Pinchera B et al.,
2022).

Numerosi fattori possono aumentare il rischio di ISC, tra cui la durata prolungata dell’intervento

chirurgico, la scarsa asepsi intraoperatoria, 1’obesita, il diabete, I’immunosoppressione, 1’uso
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inappropriato di profilassi antibiotica e la presenza di dispositivi impiantabili o drenaggi (Rezaei
AR et al., 2025).

Infezioni delle vie respiratorie inferiori (Lower Respiratory Tract Infections, LRTI): soprattutto

in pazienti ricoverati in reparti di terapia intensiva e includono polmonite nosocomiale e
polmonite associata a ventilazione meccanica (Ventilator-Associated Pneumonia, VAP) come
forme piu frequenti e gravi, con un impatto significativo sulla morbilita, sulla durata della degenza
e sulla mortalita ospedaliera (Rodriguez A et al., 2025). La VAP si sviluppa, generalmente, dopo
almeno 48 ore di intubazione e ventilazione meccanica ed ¢ causata dalla colonizzazione
microbica delle vie respiratorie inferiori e favorita da fattori come 1’aspirazione di secrezioni
orofaringee, I’igiene orale inadeguata e la compromissione delle difese immunitarie (Modi AR et
al., 2020).

I patogeni piu frequentemente isolati sono batteri gram-negativi come 4. baumannii, E. coli, P.
aeruginosa, K. pneumoniae, ¢ gram-positivi come S. aureus meticillino-resistente (Mastrogianni
M et al., 2023).

La presenza di ceppi MDR complica la gestione terapeutica, richiedendo spesso 1’uso di
antibiotici di ultima generazione e strategie empiriche basate su linee guida specifiche. Le
complicanze delle LRTI includono insufficienza respiratoria acuta, sindrome da distress
respiratorio acuto, sepsi € dipendenza prolungata dalla ventilazione meccanica.

Queste condizioni determinano un prolungamento della degenza in terapia intensiva, un aumento
dei costi sanitari e della mortalita, che puo superare il 30% nei casi piu gravi (Bardaji-Carrillo M

et al., 2024).

Infezioni del torrente ematico correlate a catetere venoso centrale (Central Venous Catheter-

Related Bloodstream Infections, CVC-BSI): rappresentano una delle forme piu gravi di ICA e si
verificano quando 1 microrganismi colonizzano la superficie interna o esterna del catetere venoso
centrale (CVC), penetrando nel torrente ematico e causando un’infezione sistemica (Pitiriga V et
al., 2020). Secondo una recente revisione sistematica, la prevalenza media di CVC-BSI nei reparti
di terapia intensiva ¢ di circa 4,9 episodi per 1.000 giorni-catetere, che superano i 7.6 episodi in
contesti ad alta complessita assistenziale (de Grooth HJ et al., 2024). Le CVC-BSI sono spesso
causate da S. aureus (inclusi ceppi MRSA), S. epidermidis, K. pneumoniae, P. aeruginosa,
Candida spp., soprattutto nei pazienti immunocompromessi 0 sottoposti a terapia antibiotica
prolungata. I principali fattori predisponenti includono: durata prolungata del cateterismo,
tecniche di inserzione non sterili, mancata igiene del sito di inserzione, assenza di bundle
assistenziali per la gestione del CVC, immunosoppressione € comorbidita multiple (Rajandra A

et al., 2025). Le CVC-BSI rappresentano un indicatore sensibile della qualita dell’assistenza nei
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reparti ad alta intensita di cura e I’insorgenza ¢ spesso correlata a eventi evitabili e, pertanto,
rientra tra le infezioni target nei programmi di sorveglianza e prevenzione (Dadi NCT et al., 2021).

Infezioni gastrointestinali causate da Clostridioides difficile (Clostridioides difficile Infections,

CDI): batterio anaerobio, sporigeno e gram-positivo, fa parte del microbiota intestinale in alcuni
individui, ma pud diventare patogeno in condizioni di disbiosi, spesso indotta dall’uso di
antibiotici ad ampio spettro. Secondo I’ECDC, le CDI costituiscono circa il 50% delle infezioni
gastrointestinali nosocomiali in Europa e sono responsabili di un importante burden clinico e
assistenziale (ECDC, 2025g).

Le manifestazioni cliniche variano da forme lievi di diarrea acquosa a quadri gravi come colite
pseudomembranosa, megacolon tossico, perforazione intestinale e sepsi. I tassi di mortalita
associati possono superare il 10% nei pazienti fragili, con recidiva fino al 20-30% dopo il primo
episodio (Gawey BJ et al., 2023).

* Infezioni della cute e dei tessuti molli associate a dispositivi invasivi: si manifestano

frequentemente nei pazienti portatori di dispositivi medici a lungo termine, come drenaggi
chirurgici, gastrostomie, tracheostomie e cateteri venosi periferici a lungo termine. I principali
agenti patogeni coinvolti includono S. aureus, S. epidermidis, Enterobacteriaceae, ¢
Pseudomonas spp. 1 fattori predisponenti includono la lunga durata di permanenza del dispositivo,

tecniche di inserzione non sterili e scarsa igiene del sito (Mishra A et al., 2024).
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2.2.3 Meccanismi di insorgenza e diffusione
L’insorgenza e la diffusione delle ICA derivano da un insieme complesso di fattori biologici,
ambientali, clinici e organizzativi interconnessi. Queste infezioni non sono eventi casuali, ma il
risultato di dinamiche ben definite che coinvolgono microrganismi patogeni, vulnerabilita del
paziente, uso di dispositivi medici e pratiche assistenziali (Sandu AM et al., 2025).
Il primo stadio dell’infezione ¢ 1’ingresso del microrganismo nell’ospite, che avviene frequentemente
attraverso barriere corporee compromesse (ferite chirurgiche, mucose danneggiate, lesioni cutanee)
oppure mediante dispositivi medici invasivi (cateteri venosi, drenaggi, ventilatori, PEG,
tracheostomie). Questi strumenti favoriscono la colonizzazione microbica e rappresentano superfici
ideali per la formazione di biofilm (Mangalea MR et al., 2024), strutture tridimensionali composte da
comunita microbiche inglobate in una matrice extracellulare, che conferiscono ai microrganismi una
resistenza elevata agli antibiotici e una protezione contro il sistema immunitario, rendendo I’infezione
persistente e difficile da eradicare (Bouhrour N et al., 2024).
Patogeni come Acinetobacter spp., Enterococcus spp. € Pseudomonas aeruginosa sono in grado di
sopravvivere per lungo tempo su superfici inanimate, dispositivi mobili e strumenti diagnostici
portatili. Questa capacita di resistenza ambientale facilita la trasmissione anche in assenza di contatto
diretto, rendendo la sanificazione ambientale e la corretta gestione dei dispositivi elementi essenziali
nel controllo delle ICA (Denissen J et al., 2022).
La colonizzazione pud avere origine esogena, attraverso contatto diretto con operatori sanitari o
indiretto tramite superfici, strumenti contaminati, droplets e aerosol, oppure endogena, quando il
microbiota residente del paziente viene alterato da terapie antibiotiche prolungate,
immunosoppressione o comorbidita croniche (Gastmeier P, 2020).
La diffusione ¢ amplificata dal trasferimento orizzontale di geni di resistenza (HGT), che consente ai
microrganismi di acquisire rapidamente fattori di virulenza e resistenza, generando popolazioni
eterogenee altamente adattabili. Questo fenomeno ¢ particolarmente rilevante nei patogeni del gruppo
ESKAPE, noti per la capacita di persistere in forma subclinica, colonizzare superfici e dispositivi e
originare focolai epidemici difficilmente controllabili (Kelly JB et al., 2024).
L’insorgenza delle ICA ¢ favorita da condizioni cliniche del paziente quali compromissione
immunitaria (oncologici, trapiantati, pazienti in terapia immunosoppressiva), presenza di comorbidita
multiple (diabete, broncopneumopatia cronica ostruttiva, insufficienza renale), degenza prolungata,
procedure invasive ripetute ed esposizione ad antibiotici ad ampio spettro (Antonelli A et al., 2024).
La movimentazione dei pazienti tra reparti, le procedure eseguite al letto, 1’utilizzo di dispositivi
condivisi e 1 trasferimenti da altre strutture sanitarie (RSA, lungodegenze) favoriscono I’introduzione

e la circolazione di ceppi MDR. Il continuum ospedale—territorio rappresenta un ecosistema
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interconnesso in cui microrganismi resistenti possono circolare e ristabilirsi rapidamente,
alimentando cicli di trasmissione difficili da interrompere (Flores-Trevifio S, 2025). Inoltre, le ICA
determinano un incremento dell’impiego di antimicrobici e, parallelamente, 1’esposizione a
trattamenti empirici ad ampio spettro favorisce ’espansione di ceppi resistenti (Suljagié¢ V et al.,
2025).

La complessita dei processi alla base dell’insorgenza e diffusione dele ICA richiede un approccio
sistemico e integrato, supportato da programmi strutturati di IPC, audit periodici, sorveglianza
microbiologica, stewardship antibiotica e gestione ottimizzata dei percorsi di cura. Solo una visione
multidimensionale, che includa anche 1’approccio “One Health”, puo garantire un controllo efficace

e sostenibile delle ICA nel lungo periodo (Puro V et al., 2022).
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2.2.4 Epidemiologia delle ICA a livello globale, europeo ed italiano
A livello mondiale, le ICA figurano tra gli eventi avversi piu frequenti dell’ospedalizzazione. Si stima
che nei Paesi ad alto reddito circa 7 pazienti ogni 100 ricoverati contraggano almeno un’ICA, mentre
nei Paesi a basso reddito il dato sale a 10 su 100. Di questi, circa il 10% sperimenta un esito infausto,
con mortalita attribuibile all’infezione (Abban MK et al., 2023; Sandu AM et al., 2025).
Le categorie di ICA piu frequentemente riportate includono, secondo i Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), VAP, infezioni del circolo sanguigno legate a cateteri venosi centrali (Central
Line-Associated Bloodstream Infections, CLABSI), CAUTI e SSI (CDC, 2025a).
Una metanalisi globale recente ha stimato una prevalenza complessiva di ICA dello 0,14%, sebbene
nei Paesi a basso reddito la prevalenza stimata raggiunga il 0,32%, mentre nei Paesi ad alto reddito si
attesti attorno allo 0,06% (Raoofi S et al., 2023).
Il rischio di contrarre un’ICA aumenta con I’eta: la prevalenza nei pazienti over 85 raggiunge 1’11,5%
rispetto al 7,4% nei pazienti con meno di 65 anni (Cristina ML et al., 2021). Questo trend ¢ coerente
con una maggiore fragilita clinica, un’elevata presenza di comorbilita e un’esposizione prolungata a
dispositivi medici e terapie antibiotiche.
Il principale microrganismo isolato in questo tipo di infezioni ¢ E. coli, seguito da stafilococchi
coagulasi-negativi, S. aureus ¢ P. aeruginosa (Raoofi S et al., 2023). Le infezioni pit comuni sono
quelle da ferita e la prevalenza piu elevata di ICA ¢ stata segnalata nei reparti dove vengono effettuati
trapianti, seguiti dalle terapie intensive neonatali e dalle terapie intensive (Raoofi S et al., 2023).
Inoltre, numerosi fattori intrinseci quali diabete mellito, stato di immunosoppressione, temperatura
corporea superiore o uguale a 38°C, ed estrinseci come durata dell’intervento chirurgico, reintervento,
uso di cefalosporine, durata di utilizzo di catetere venoso centrale, ricovero in terapia intensiva, durata
di degenza in terapia intensiva e uso di ventilazione meccanica sono risultati significativamente
associati al rischio di sviluppare ICA (Rodriguez-Acelas AL et al., 2017).
In Europa, I’epidemiologia delle ICA ¢ monitorata sistematicamente dall’ECDC tramite rilevazioni
di prevalenza puntuale (Point Prevalence Survey, PPS) negli ospedali per acuti e indagini nelle
strutture di assistenza a lungo termine (Healthcare Associated infections and antimicrobial use in
European Long-Term Care Facilities, HALT).
Secondo I'ultimo PPS (2022-2023), condotto in 28 Paesi UE/SEE su oltre 293.000 pazienti, la
prevalenza di almeno un’ICA ¢ risultata del 7,1%, che dopo validazione si ¢ attestata all’8,0% (ECDC,
2024f).
Inoltre, il 26% delle infezioni era gia presente al momento dell’ammissione, mentre il 43,3% era

correlato a una precedente degenza nello stesso ospedale, il 24,1% proveniva da altre strutture
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sanitarie residenziali e il 9,7% aveva origine non nota, suggerendo forti elementi di circolazione
intraospedaliera e inter-struttura (ECDC, 2024f).

Le tipologie piu frequenti di ICA sono risultate: infezioni delle basse vie respiratorie (29,3%), con un
significativo contributo di COVID-19, infezioni urinarie (19,2%), infezioni del sito chirurgico
(16,1%), infezioni del circolo sanguigno (11,9%) e gastrointestinali (9,5%), di cui oltre il 60% dovuto
a Clostridioides difficile.

La prevalenza delle ICA ¢ risultata piu elevata nel reparto di terapia intensiva (20,5%, rispetto a 7,3%
in reparti con specialitd chirurgiche o 7,7% per medicina), confermando il ruolo critico delle
procedure invasive nelle dinamiche di diffusione nosocomiale.

I microrganismi maggiormente isolati sono stati: Escherichia coli (12,7%), Klebsiella spp. (11,7%,
di cui 9,4% K. pneumoniae), Enterococcus spp. (10%), SARS-CoV-2 (9,5%), S. aureus (9%), C.
difficile (8%), P. aeruginosa (7,9%), stafilococchi coagulasi-negativi (5,8%), Candida spp. (4,7%),
Proteus spp. (3,2%), Acinetobacter spp. (3,2%) e Enterobacter spp. (3%). Inoltre, I’analisi ha
evidenziato livelli di resistenza significativi in diversi patogeni di interesse clinico. In particolare, la
resistenza alla meticillina ¢ stata rilevata nel 23,7% degli isolati di S. aureus, mentre la resistenza alla
vancomicina ha interessato il 15,6% degli Enterococcus spp.

Tra gli Enterobatteri, la resistenza alle cefalosporine di terza generazione ha raggiunto il 34,7%, con
valori piu elevati nei ceppi di K. pneumoniae. La resistenza ai carbapenemi ¢ stata osservata nel 9,3%
degli Enterobatteri, con una prevalenza piu alta in K. pneumoniae. Percentuali particolarmente
critiche di resistenza ai carbapenemi sono emerse anche in altri patogeni, tra cui P. aeruginosa
(29,7%) e A. baumannii (82,9%).

Parallelamente, le indagini HALT offrono un quadro complementare: nell’ultimo studio (HALT-4,
2023-2024), su 61.045 residenti in 18 Paesi UE/SEE, la prevalenza di ICA ¢ risultata del 3,1%. Le
infezioni piu comuni sono state quelle delle vie urinarie (34,3%), respiratorie (27,3%) e cutanee
(23,9%). Tuttavia, solo il 20% delle infezioni aveva una conferma microbiologica, sottolineando
limiti nelle pratiche diagnostiche nelle LTCF (ECDC, 2025d).

I patogeni piu frequenti sono stati E. coli (32,6%), SARS-CoV-2 (14,1%), K. pneumoniae (9,8%), S.
aureus (7,9%), Proteus mirabilis (6,8%), P. aeruginosa (5,2%), Enterococcus faecalis (3,3%),
Enterobacter cloacae (1,6%), Providencia spp. (1,6%), C. difficile (1,4%) e Klebsiella spp. (1,4%).
Infine, un recente studio di sorveglianza longitudinale che ha coinvolto oltre 3.000 residenti di 65
strutture socio-sanitarie in nove Paesi europei nel periodo 2022-2023 ha evidenziato che, oltre la
meta dei residenti ha sviluppato almeno un episodio di ICA durante i 12 mesi di sorveglianza,

corrispondente a un tasso di incidenza di 1,8 per 1.000 giorni-residente (Ricchizzi E et al., 2025).
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I decessi in cui un’ICA ¢ stata identificata come causa principale o contributiva hanno rappresentato
oltre il 20% del totale, principalmente correlati a infezioni respiratorie, infezioni delle vie urinarie e
COVID-19. Le stesse infezioni respiratorie e urinarie hanno mostrato i tassi di incidenza piu elevati
(rispettivamente 1,1 e 0,8 per 1.000 giorni-residente), rappresentando inoltre la quota maggiore di
ospedalizzazioni associate (Ricchizzi E et al., 2025).

Nel contesto europeo, 1’Italia si colloca tra i Paesi maggiormente interessati da tale fenomeno.
Nell’ultimo PPS del 2022-2023, ¢ infatti risultata il secondo Paese europeo per numero assoluto di
casi di ICA segnalati e il quinto per prevalenza complessiva, comunque superiore alla media UE/SEE
(Vicentini C et al., 2025).

I pazienti italiani hanno mostrato una degenza piu lunga, maggiore gravita delle condizioni di base
del paziente, maggior uso di dispositivi invasivi e ricorso a procedure chirurgiche rispetto alla media
europea, confermando un profilo di rischio piu elevato (Vicentini C et al., 2025).

Questo quadro ¢ in larga parte giustificato dalla particolare struttura demografica del Paese, dato che
I’Italia presenta una delle popolazioni pit anziane al mondo (Rapporto ISTAT 2025), dunque
maggiormente vulnerabile alle ICA e piu frequentemente colpita da patogeni multiresistenti.

Il PPS ¢ stato condotto su 19.740 pazienti in 58 ospedali e la prevalenza di pazienti con almeno
un’ICA ¢ stata del 9,8% (ECDC, 2024f). Di queste infezioni, il 78,1% erano di nuova acquisizione
durante la degenza. Le unita di terapia intensiva hanno presentato la prevalenza piu elevata (21,3%),
seguita dai reparti di geriatria (13,7%), medicina (10,7%), chirurgia (9,3%), riabilitazione (6%),
pediatria (2,7%), psichiatria (2,1%) e ostetricia/ginecologia (2%).

Riguardo la tipologia di infezioni, il quadro ¢ stato simile a quello europeo, con il 34% di polmoniti
o infezioni delle basse vie respiratorie (di cui un’alta percentuale legata a COVID-19), 18% di
infezioni del torrente circolatorio (inclusi i cateteri), 17% di infezioni urinarie, 11% di ISC e 8% di
infezioni del tratto gastrointestinale (incluse le infezioni da C. difficile). Tra i microrganismi isolati,
sono risultati piu frequenti: SARS-CoV-2, Klebsiella spp., E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, C.
difficile, Enterobacter spp., Acinetobacter spp. € Proteus spp.

Anche I’utilizzo di antimicrobici € risultato superiore alla media europea, infatti il 44,7% dei pazienti
ricoverati ha ricevuto almeno un antimicrobico al momento della rilevazione, valore che colloca
I’Italia al settimo posto in Europa. Ancora piu elevata ¢ la proporzione di uso di antimicrobici ad
ampio spettro (59,2%), la piu alta tra 1 Paesi analizzati (ECDC, 2024f).

Questi dati riflettono non solo il burden clinico delle infezioni, ma anche le crescenti pressioni
assistenziali connesse alle attivita di prevenzione, alle strategie terapeutiche e al controllo della

resistenza antimicrobica.
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L’epidemiologia delle ICA a livello globale, europeo e nazionale mostra un fenomeno persistente e
in progressiva evoluzione, aggravato dall’emergere e dalla diffusione di ceppi multiresistenti che
evidenzia la necessita di interventi mirati nei contesti assistenziali, considerando I’AMR come parte

integrante e non come fenomeno separato nelle strategie di prevenzione.
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2.2.5 Impatto delle ICA sulla sanita pubblica
Le ICA rappresentano una delle principali sfide per garantire la sicurezza del paziente a livello
globale, con ricadute significative non solo sugli esiti clinici individuali, ma anche
sull’organizzazione e sull’efficienza dei sistemi sanitari. Esse determinano un peggioramento degli
outcome clinici, un aumento del rischio di complicanze e di ulteriori infezioni. Le ICA prolungano la
degenza ospedaliera e aumentano la necessita di risorse, generando pressione sui reparti, sulla
disponibilita di personale e sulla capacita di gestione dei pazienti critici (WHO, 2024k).
A livello globale, si stima che circa il 10% dei pazienti ricoverati acquisisca almeno un’ICA, con tassi
piu elevati nei Paesi a basso o medio reddito. La presenza di microrganismi resistenti agli antibiotici
contribuisce ad aggravare ulteriormente il quadro clinico, con circa un terzo dei patogeni responsabili
di ICA resistenti e una stima globale di 136 milioni di casi associati a resistenze antimicrobiche ogni
anno (WHO, 2024k).
L’impatto economico delle ICA ¢ rilevante e multidimensionale. I costi diretti derivano da degenze
piu lunghe, trattamenti piu complessi, procedure diagnostiche aggiuntive e riallocazione di risorse
ospedaliere. I costi indiretti includono perdita di produttivita per pazienti, disabilita residua e ricoveri
aggiuntivi. Infine, 1 costi intangibili riguardano la riduzione della qualita della vita dei pazienti e delle
famiglie, nonché la compromissione della fiducia nel sistema sanitario (Tchouaket EN et al., 2024).
In Italia, 1 dati del PPS 2022-2023 stimano piu di 400.000 casi annuali di ICA selezionate (polmoniti,
infezioni urinarie, infezioni del torrente circolatorio, infezioni del sito chirurgico e infezioni da C.
difficile), con circa 20.000 decessi e un burden complessivo di 564,8 DALY (disability-adjusted life
year, numero di anni persi a causa della malattia, per disabilitd o morte prematura) per 100.000
abitanti, valori superiori alle stime UE/SEE precedenti (ECDC, 2025d).
Un’analisi economica condotta su ospedali italiani ha evidenziato un aumento del costo medio di
ricovero del 53,4% per i pazienti con ICA (Orlando S et al., 2024).
Le ICA hanno importanti implicazioni sociali, che vanno oltre la struttura sanitaria. Esse determinano
stress psicologico per pazienti e operatori sanitari, contribuiscono ad amplificare le disuguaglianze in
termini di salute e incidono sulla produttivita lavorativa (Asghar S et al., 2025). La crescente
diffusione di microrganismi multiresistenti accentua questi effetti, rendendo piu complessa la gestione
clinica, aumentando la mortalita e riducendo le opzioni terapeutiche disponibili (Sandu AM et al.,
2025).
I dati ECDC 2024 indicano, infatti, un aumento del consumo antibiotico del 2% in UE e del 3% in
Italia rispetto al 2019, con conseguente pressione selettiva sui ceppi resistenti (ECDC, 2025h). Tra

questi, K. pneumoniae resistente ai carbapenemi mostra un’incidenza in aumento sia in Europa sia in
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Italia, sottolineando I’insufficienza degli interventi attuali e la necessita di potenziare le strategie di
stewardship antibiotica e le misure di IPC.

Solo attraverso sistemi di sorveglianza strutturati, formazione continua del personale sanitario,
gestione ottimizzata dei percorsi assistenziali e riduzione mirata del consumo di antibiotici € possibile

contenere 1’impatto clinico, economico e sociale delle ICA nel lungo periodo.
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2.3 I microrganismi ESKAPE
2.3.1 Ruolo clinico e ambientale dei microrganismi ESKAPE nelle ICA

Le ICA rappresentano una delle sfide piu rilevanti per i sistemi sanitari contemporanei, soprattutto in
un contesto di crescente diffusione di ceppi batterici multiresistenti. In questo scenario, il gruppo
ESKAPE, acronimo che identifica Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii,
P. aeruginosa ed Enterobacter spp., assume un ruolo centrale e sottolinea la peculiare capacita di
questi microrganismi di “sfuggire” (escape) all’azione degli antibiotici e ai comuni meccanismi di
controllo delle infezioni (De Oliveira DMP et al., 2020).

Gli ESKAPE sono accomunati dalla capacita di eludere 1’azione delle principali classi di antibiotici
e di adattarsi efficacemente agli ambienti ospedalieri, colonizzando pazienti vulnerabili e dispositivi
medici. La loro pericolosita deriva non solo dall’elevata patogenicita, ma soprattutto dalla rapidita
con cui sviluppano e diffondono multiresistenze, rendendo spesso inefficaci le terapie convenzionali
e complicando la gestione clinica (Teng J et al., 2023).

Tra 1 microrganismi ESKAPE di maggiore impatto sulla sanita pubblica figurano P. aeruginosa, E.
faecium ed S. aureus, come evidenziato da WHO Priority Pathogen List 2024 (WHO, 20241). In
questa classificazione, P. aeruginosa ed E. faecium sono collocati tra i patogeni di priorita critica,
rispettivamente per la marcata resistenza ai carbapenemi e per la diffusa resistenza ai glicopeptidi,
condizioni che riducono drasticamente le opzioni terapeutiche disponibili. S. aureus, invece, rientra
tra 1 patogeni ad alta priorita, soprattutto in relazione alla diffusione globale dei ceppi MRSA.

P. aeruginosa si distingue come uno dei principali patogeni opportunisti in ambito ospedaliero,
essendo responsabile di una quota significativa di VAP, infezioni urinarie e batteriemie, con decorso
spesso severo nei pazienti critici (Tenover FC et al., 2022). Secondo il report European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network (EARS-Net 2023), P. aeruginosa presenta un’incidenza stimata di
batteriemie resistenti a carbapenemi pari a 2,01 per 100.000 abitanti nell’UE/EEA. Inoltre, nel 2023,
il 32,2% degli isolati invasivi di P. aeruginosa segnalati ¢ risultato resistente ad almeno uno dei gruppi
antibiotici monitorati (carbapenemi, piperacillina-tazobactam, fluorochinoloni, ceftazidime,
aminoglicosidi). Tra questi, la percentuale di resistenza ¢ risultata piu elevata per i carbapenemi
(18,6 %), seguiti da piperacillina-tazobactam (18,5 %) e fluorochinoloni (17,9 %) (ECDC, 2025g).
Nel 2023, la resistenza piu elevata a livello nazionale ¢ stata osservata per piperacillina-tazobactam
(22,1%), seguita da ceftazidime (17,8%), fluorochinoloni (16,0%), carbapenemi (16,0%) e
aminoglicosidi (3,8%) (Iacchini S et al., 2024). Dal punto di vista ambientale, P. aeruginosa presenta
abilita nel persistere su superfici umide e in circuiti idrici, colonizzando rubinetti, docce e dispositivi

con componenti acquosi, che ne facilita la diffusione nosocomiale (Lombardi A et al., 2025).
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E. faecium, in particolare ceppi resistenti alla vancomicina (VRE), rappresenta oggi una delle
principali criticita ospedaliere. Esso tende a colonizzare stabilmente il tratto gastrointestinale dei
pazienti, spesso in maniera silente, e puo dare origine a batteriemie, infezioni urinarie e complicazioni
intra-addominali, soprattutto in individui sottoposti a trattamenti antibiotici prolungati o procedure
invasive (Eichel VM et al., 2023). Secondo il report EARS-Net 2023, la resistenza alla vancomicina
in E. faecium ha mostrato un trend in aumento rispetto agli anni precedenti (ECDC, 2024i).
Analogamente, in Italia si continua a registrare un progressivo € preoccupante aumento della
resistenza alla vancomicina in E. faecium, con valori che sono passati dall’11,1% nel 2015 al 32,5%
nel 2023. La situazione appare ancora piu critica in Molise, con una percentuale di resistenza pari al
46,2%, collocando la regione tra le aree con 1 livelli piu elevati di VRE a livello nazionale (Iacchini
S et al., 2024). E. faecium ¢ in grado di sopravvivere su superfici ospedaliere per lunghi periodi,
favorendo la trasmissione indiretta, principalmente attraverso mani, camici e dispositivi mobili.
L’abilita di persistenza del patogeno facilita la formazione di cluster caratterizzati da una trasmissione
prolungata e di difficile contenimento (Macesic N et al., 2025).

S. aureus ¢ uno dei patogeni gram-positivi piu versatili, responsabile di un ampio spettro di infezioni,
incluse quelle del sito chirurgico, batteriemie, infezioni protesiche, polmoniti. La diffusione dei ceppi
di S. aureus meticillino-resistenti (MRSA) ¢ associata a infezioni di maggiore gravita rispetto a quelle
causate da ceppi meticillino-sensibili (MSSA), con un aumento del rischio di ricovero in terapia
intensiva, prolungata degenza e tassi di mortalita piu elevati (Camacho-Cruz J et al., 2022).
Storicamente, le infezioni da MRSA sono state associate all’ambiente ospedaliero, causate da ceppi
definiti Hospital-Acquired MRSA (HA-MRSA) con resistenze multiple e diffuse principalmente
attraverso il contatto con personale sanitario o dispositivi medici invasivi.

Negli ultimi decenni, tuttavia, ¢ stata osservata una crescente diffusione di Community-Acquired
MRSA (CA-MRSA), ossia ceppi acquisiti in contesti comunitari, responsabili di infezioni cutanee e
dei tessuti molli in soggetti sani, senza precedenti esposizioni ospedaliere.

Essi si distinguono per la resistenza a un numero inferiore di antibiotici non B-lattamici rispetto agli
HA-MRSA, presenza di fattori di virulenza, come la tossina leucocidina Panton-Valentine (PVL), che
favorisce la formazione di ascessi e necrosi cutanee e presenza di MGE di dimensioni ridotte, che ne
facilitano la trasmissione (Tsouklidis N et al., 2020).

Ad oggi, la tradizionale distinzione tra HA-MRSA e CA-MRSA risulta meno netta, in quanto ceppi
acquisiti in comunita possono essere comunque responsabili di focolai ospedalieri (Biggs HM et al.,
2025).

Secondo il report EARS-Net 2023, I’incidenza di infezioni del torrente circolatorio da MRSA
nel’UE/EEA ¢ stimata di 4,64 casi ogni 100.000 abitanti (ECDC, 20241). Nonostante un trend
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decrescente rispetto al 2019, la sua circolazione resta significativa. In Italia, le stime dell’ISS
mostrano un andamento variabile della percentuale di resistenza di S. aureus alla meticillina negli
ultimi anni. Dopo la riduzione rilevata nel 2021, con un valore pari al 30,5%, il trend decrescente si
¢ consolidato nel 2023, quando la resistenza ¢ diminuita al 26,6%. Tuttavia, 1’analisi a livello
regionale evidenzia significative differenze: il Molise figura tra le regioni con 1 piu elevati livelli di
resistenza (38,6%) per S. aureus resistente alla meticillina/oxacillina (Iacchini S et al., 2024).
Pazienti e operatori possono essere colonizzati con S. aureus soprattutto a livello nasale e cutaneo,
creando serbatoi interni. La sua elevata capacita di persistenza nell’ambiente, in particolare su
superfici e dispositivi medici, favorisce una trasmissione continua all’interno delle strutture sanitarie
(van der Schoor AS et al., 2023).

Nell’insieme, P. aeruginosa, E. faecium e S. aureus dimostrano come le ICA derivino da fattori
interconnessi, che comprendono vulnerabilita del paziente, presenza di dispositivi invasivi e

contaminazione degli ambienti assistenziali.
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2.3.2 Meccanismi di resistenza agli antibiotici

La resistenza agli antibiotici ¢ un fenomeno multifattoriale, determinato da molteplici meccanismi

biologici che riflettono la straordinaria capacita adattativa dei microrganismi. I determinanti genetici

che la sostengono possono essere localizzati sul cromosoma batterico, su plasmidi, oppure veicolati

da elementi mobili come trasposoni e integroni, favorendo una rapida diffusione tra ceppi e specie

diverse (Bhat BA et al., 2023). Questo dinamismo genetico, unito alla pressione selettiva esercitata

dall’uso eccessivo di antimicrobici in ambito clinico, veterinario e ambientale, ha portato alla

comparsa di ceppi multiresistenti che rappresentano oggi una delle principali minacce alla salute

pubblica (Ballash GA et al., 2024).

I meccanismi di resistenza possono essere ricondotti a diverse strategie principali, spesso coesistenti

nello stesso microrganismo:

Inattivazione o alterazione del farmaco: molti batteri producono enzimi capaci di neutralizzare

I’attivita degli antibiotici. Le B-lattamasi e le carbapenemasi, ad esempio, idrolizzano 1’anello -
lattamico, rendendo inefficaci penicilline, cefalosporine e carbapenemi. Altri enzimi, come le
aminoglicoside-modifying enzymes (AMEs) facilitano l'acetilazione, la fosforilazione o
l'adenilazione degli aminoglicosidi, portando a farmaci modificati con affinita ridotta per il loro
bersaglio. Inoltre, acetiltransferasi e fosfotransferasi sono in grado di inattivare il cloramfenicolo
attraverso modificazioni chimiche specifiche. La produzione di tali enzimi ¢ particolarmente
problematica perché spesso codificata da plasmidi, che possono essere trasferiti orizzontalmente
tra batteri diversi, accelerando la diffusione della resistenza (Belay WY et al., 2024).

Modifica del sito target dell’antibiotico: la presenza di mutazioni o alterazioni enzimatiche nel

sito bersaglio impedisce all'antibatterico di legarsi efficacemente, oppure attraverso la
sostituzione o 1'elusione del bersaglio (target replacement o bypass). Un esempio emblematico di
resistenza per sostituzione del bersaglio ¢ rappresentato da MRSA, che produce la proteina
Penicillin-Binding Protein alterata (PBP2a) caratterizzata da un’affinita notevolmente ridotta per
tutti 1 P-lattamici (ad eccezione delle cefalosporine e carbapenemi di ultima generazione).
Analogamente, i VRE facilitano la sostituzione del bersaglio del glicopeptide, ovvero il gruppo
terminale della parete cellulare da D-Ala-D-Ala a D-Ala-D-Lac dei precursori del peptidoglicano,
riducendo ’efficacia di legame della vancomicina. La resistenza ai fluorochinoloni, invece, ¢ un
classico esempio di alterazione del sito bersaglio mediata da mutazione. Infatti, mutazioni a carico
della DNA girasi e della topoisomerasi IV conferiscono resistenza a questa classe di antibiotici,
mentre modifiche della subunita ribosomiale 23S sono responsabili della resistenza ai macrolidi

(Belay WY et al., 2024).
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e Riduzione dell’accumulo intracellulare del farmaco: questo meccanismo riduce la concentrazione

effettiva dell'antibiotico all'interno della cellula, intervenendo sull’ingresso o sull’espulsione del
farmaco. I batteri Gram-negativi possono mutare o ridurre l'espressione delle porine (come OprD
in P. aeruginosa), che sono i canali principali per l'ingresso di antibatterici idrofili (come -
lattamici e fluorochinoloni), limitando cosi I'assorbimento. Parallelamente, 1’attivazione di pompe
di efflusso (come MexAB-OprM in P. aeruginosa o NorA in S. aureus) consente di espellere

attivamente diverse classi di antibiotici, generando resistenze multiple (Halawa EM et al., 2024).

e Formazione di biofilm: alcuni batteri aderiscono a superfici biotiche o abiotiche (cateteri, protesi,
tubi endotracheali) e producono una matrice extracellulare composta da polisaccaridi, proteine,
lipidi e DNA, che ostacola la penetrazione degli antibiotici e crea microambienti poveri di
nutrienti che inducono uno stato di tolleranza. I batteri all’interno del biofilm possono comunicare
tramite quorum sensing, coordinando la produzione di fattori di resistenza e la dispersione di
cellule verso nuovi siti. In ambito sanitario, biofilm persistenti sono frequentemente associati a .

aureus, P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae (Halawa EM et al., 2024).

e Mobilita genetica e diffusione intersettoriale: i batteri possono acquisire geni di resistenza tramite

plasmidi, integroni e trasposoni. Questi elementi mobili favoriscono il trasferimento orizzontale
di determinanti genetici tra specie diverse, creando ceppi multiresistenti che possono diffondersi
non solo in ospedale, ma anche nella comunita e nell’ambiente. La presenza di geni come blaKPC,
blaNDM, mecA o vanA in acque reflue, allevamenti e superfici ambientali dimostra come la
resistenza sia un fenomeno globale (Halawa EM et al., 2024).
Un esempio della complessita dei meccanismi di resistenza nei Gram-negativi non fermentanti ¢
rappresentato da P. aeruginosa, batterio opportunista dotato di molteplici strategie di sopravvivenza,
tra cui bassa permeabilita di membrana, iper-espressione di pompe di efflusso e capacita di formare
biofilm (Avakh A et al., 2023).
Ceppi di P. aeruginosa noti come CRPA (Carbapenem-Resistant Pseudomonas aeruginosa) non
rispondono ai comuni antibiotici B-lattamici, inclusi penicilline, cefalosporine di terza generazione e
carbapenemi (Schwartz B et al., 2024). Questa resistenza determina infezioni piu severe, con un
aumentato rischio di ricovero in terapia intensiva e un tasso di mortalita significativamente superiore
rispetto alle infezioni sostenute da ceppi sensibili. Storicamente, tali infezioni erano prevalentemente
associate all’ambiente ospedaliero, in particolare nei reparti di terapia intensiva e nei pazienti
sottoposti a ventilazione meccanica o portatori di dispositivi invasivi. Tuttavia, negli ultimi anni ¢
stata evidenziata la diffusione di P. aeruginosa multiresistente anche in contesti comunitari (Xie X et

al., 2024).
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La caratteristica che distingue i ceppi CRPA ¢ la produzione di carbapenemasi di classe B (metallo-
B-lattamasi, come blaVIM, blaIMP, blaNDM) e di classe D (blaOXA-type), che idrolizzano I’anello
B-lattamico rendendo inefficaci carbapenemi e penicilline (Martinez-Zavaleta MG et al., 2023).

A questo si aggiungono mutazioni nelle porine (in particolare oprD), che riducono I’ingresso del
farmaco nella cellula e I’iper-espressione di B-lattamasi cromosomiche AmpC (ampC) (Xie X et al.,
2024).

Parallelamente, I’attivazione di pompe di efflusso come MexAB-OprM e MexXY-OprM consente di
espellere attivamente diverse classi di antibiotici, generando resistenze multiple (Avakh A et al.,
2023). La resistenza ai fluorochinoloni ¢ mediata da mutazioni nei geni gyr4 e parC, che codificano
rispettivamente le subunita delle topoisomerasi II e IV (Kherroubi L et al., 2024), mentre gli
aminoglicosidi possono essere inattivati da enzimi modificanti 1’antibiotico codificati dai geni aac,
ant e aph (Schwartz B et al., 2024).

Un ulteriore elemento cruciale ¢ la capacita di P. aeruginosa di formare biofilm su superfici biotiche
e abiotiche (cateteri, tubi endotracheali, circuiti idrici). Il biofilm ostacola la penetrazione degli
antibiotici ¢ crea microambienti che favoriscono la tolleranza, rendendo le infezioni croniche e
recalcitranti. Questo meccanismo, unito alla mobilita genetica dei determinanti di resistenza,
contribuisce alla diffusione di ceppi multiresistenti sia in ospedale che in comunita (Olivares E et al.,
2020).

Oltre ai bacilli Gram-negativi multiresistenti, anche 1 cocchi Gram-positivi, in particolare VRE ed
MRSA, contribuiscono in modo significativo al fenomeno di resistenza antibiotica grazie a
meccanismi specifici di modifica del bersaglio e adattamento della parete cellulare.

Per VRE si intendono ceppi di E. faecium che non rispondono ai comuni antibiotici glicopeptidici,
come la vancomicina e la teicoplanina. La caratteristica che distingue i ceppi VRE ¢ la presenza di
geni van (vanA, vanB, vanD, vanE, vanG), che codificano per ligasi capaci di modificare il terminale
della parete cellulare da D-Ala-D-Ala a D-Ala-D-Lac o D-Ala-D-Ser, riducendo drasticamente
I’affinita della vancomicina per il suo bersaglio (Radford-Smith DE et al., 2025). 1l gene vanA, in
particolare, ¢ localizzato su plasmidi e trasposoni mobili, favorendo il trasferimento orizzontale della
resistenza tra ceppi e specie diverse (Sobkowiak A et al., 2025).

Inoltre, il gene vanA ¢ inserito all’interno di un complesso trasponibile chiamato Tn1546, che puo
essere trasferito da un ceppo portatore a un altro, contribuendo alla diffusione della resistenza ai
glicopeptidi. Questo elemento genetico contiene, oltre ai geni van, ulteriori determinanti di resistenza
e regioni regolatorie che modulano 1’espressione del fenotipo resistente. La mobilita di Tn1546 e di
altri trasposoni analoghi rappresenta uno dei principali fattori che hanno favorito la rapida diffusione

dei VRE a livello globale (Raddaoui A et al., 2024).
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Alcuni ceppi VRE presentano, inoltre, resistenze concomitanti a linezolid, dovute a mutazioni nella
subunita ribosomiale 23S o alla presenza del gene optr4, e a daptomicina, per modificazioni della
membrana cellulare (Wang Q et al., 2025).

Inoltre, la resistenza ai B-lattamici € principalmente associata ad alterazioni del gene PBP5 che

conferiscono ridotta sensibilita ai B-lattamici (Hunashal Y et al., 2023). La resistenza ad altre classi

antibiotiche, come i fluorochinoloni, puo derivare da mutazioni nei geni gyr4 e parC, mentre pompe

di efflusso come emeA contribuiscono a una multiresistenza, che limita notevolmente le opzioni

terapeutiche, rendendo necessario I’impiego di farmaci come linezolid o daptomicina (Mirzaii M et

al., 2023).

Nei ceppi di MRSA, la resistenza ai B-lattamici ¢ mediata principalmente dal gene mecA4, che codifica

per la proteina PBP2a, caratterizzata da una bassa affinita per la maggior parte delle penicilline

semisintetiche, con eccezione di ceftarolina e ceftobiprolo (Lade H et al., 2023; Jiao F et al., 2023).

Il gene mecA ¢ localizzato all’interno di un elemento genetico mobile denominato SCCmec

(staphylococcal cassette chromosome mec), che ne consente il trasferimento tra ceppi e favorisce la

diffusione della resistenza. SCCmec ¢ un elemento di dimensioni variabili (21-60 kb) e comprende

due componenti principali: il complesso mec, che contiene 1 geni mecA, mecC, mecD o mecB e i

relativi elementi regolatori, e il complesso ccr, che facilita l'integrazione e I'estrazione di SCCmec dal

cromosoma ospite.

Le regioni J di SCCmec, che si trovano tra i complessi, possono contenere determinanti di resistenza

aggiuntivi e sequenze regolatorie (Lakhundi S et al., 2018).

Oltre al gene mecA sono stati isolati altri omologhi che conferiscono lo stesso tipo di resistenza;

e mecC (69% di omologia), isolato sia in infezioni umane che in animali (Garcia-Alvarez L et al.,
2011);

e mecB (62% di omologia), isolato in Giappone da pollo e da tampone naso faringeo di un paziente
ricoverato in cardiologia asintomatico (Becker K et al., 2014);

o mecD (61% di omologia), isolato solo in animali, possiede la caratteristica di essere resistente a
tutta la famiglia delle penicilline e alle cefalosporine anti-MRSA (Ceftarolina e Ceftobiprolo)
(Schwendener S et al., 2022).

Oltre ai B-lattamici, alcuni ceppi MRSA hanno sviluppato resistenze ad altre classi di antibiotici. La

resistenza ai glicopeptidi puo essere conseguenza di modificazioni nei geni regolatori della sintesi

della parete cellulare, mentre la resistenza a macrolidi, lincosamidi e streptogramine B ¢ mediata dai

geni ermA, ermC o dalle pompe di efflusso msrA (Lade H et al., 2023). La resistenza a tetracicline e

fluorochinoloni, invece, deriva dai geni fetK, tetM e da mutazioni nei geni target gyrA e gri4 (Brdova

D et al., 2024).
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La resistenza di S. aureus agli antibiotici ¢ stata osservata gia pochi anni dopo I’introduzione della
penicillina: nel 1942 venne isolato il primo ceppo resistente (Lade H et al., 2023). Per contrastare il
fenomeno, negli anni ‘50 furono sintetizzate le penicilline semisintetiche, ma nel 1961 in Inghilterra
fu identificato il primo ceppo di MRSA (Jevons MP, 1961). Se inizialmente I’epidemia era confinata
in Europa, dagli anni Ottanta la diffusione ¢ diventata globale, trasformando MRSA in una delle

principali minacce infettive a livello mondiale.
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2.3.3 Meccanismi di virulenza
I fattori di virulenza comprendono 1’insieme delle caratteristiche strutturali, molecolari e funzionali
che consentono ai microrganismi di colonizzare un ospite, superare le sue difese e provocare danno
tissutale. Questi meccanismi includono non solo tossine ed enzimi citotossici, ma anche strategie piu
sottili di adattamento, modulazione immunitaria e persistenza in ambienti ostili (Leitdo JH, 2020). In
molti batteri opportunisti, la patogenicita deriva dalla combinazione di piu elementi coordinati, che
intervengono in diverse fasi dell’infezione: adesione alle superfici, acquisizione di nutrienti,
interferenza con la risposta immunitaria dell’ospite e sopravvivenza in microambienti sfavorevoli
(Dylag M et al., 2024).
Tra 1 meccanismi piu rilevanti figurano sistemi di secrezione specializzati, enzimi proteolitici,
modifiche della superficie cellulare ¢ molecole redox-attive che permettono ai batteri di eludere il
riconoscimento immunitario (Wang Y et al., 2023). Un ruolo centrale nella persistenza microbica ¢
svolto dai processi che culminano nella formazione del biofilm, che conferisce maggiore tolleranza
agli antibiotici e riduce I’efficacia delle difese immunitarie, contribuendo alla cronicita delle infezioni
(Ramirez-Larrota JS et al., 2022).
P. aeruginosa ¢ caratterizzato da elevata versatilita metabolica, capacita di sopravvivere in ambienti
ostili e una notevole dotazione di fattori di virulenza che consentono I’instaurarsi di infezioni (Jurado-
Martin I et al., 2021). Le sue strategie patogenetiche comprendono la produzione di tossine, enzimi
extracellulari, pigmenti redox-attivi e sistemi di secrezione altamente specializzati che provocano
lesione tissutale ed evasione della risposta immunitaria (Chadha J et al., 2022).
Inoltre, il sistema di secrezione di tipo III (73SS) € un complesso altamente specializzato mediante il
quale P. aeruginosa trasferisce direttamente specifiche proteine effettrici (ExoS, ExoT, ExoU ed
ExoY) nelle cellule dell'ospite, che interferiscono con processi cellulari cruciali, come
l'organizzazione del citoscheletro, la sopravvivenza cellulare e le funzioni immunitarie, indebolendo
la capacita dell'ospite di eliminare il microrganismo e favorendone la sopravvivenza e la diffusione
(Zhang X et al., 2025). A questo si aggiungono enzimi proteolitici, tra cui le elastasi LasA e LasB,
proteasi e fosfolipasi C, capaci di degradare la matrice extracellulare, immunoglobuline, citochine e
molecole del complemento, promuovendo inflammazione e danno tissutale (Swain J et al., 2025).
I pigmenti fenazinici, in particolare la piocianina, generano stress ossidativo nei neutrofili e negli
epiteli respiratori, compromettendo la funzione ciliare e favorendo la colonizzazione persistente,
come osservato nei pazienti con fibrosi cistica (Zhang X et al., 2025; Moradali MF et al., 2017).
Per evadere la risposta immunitaria, P. aeruginosa modifica il Lipopolisaccaride (LPS), produce

molecole che degradano citochine infiammatorie, esprime flagellina variabile e rilascia vescicole di
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membrana esterna (OMVs) che sequestrano gli anticorpi e alterano I’attivazione del complemento

(Swain J et al., 2025).

Tradizionalmente considerato un commensale intestinale, E. faecium ¢ oggi uno dei principali

patogeni associati alle ICA. Pur non producendo tossine come S. aureus o P. aeruginosa, presenta

numerosi fattori di virulenza e adattamento che ne aumentano la patogenicita.

Tra 1 principali determinanti figurano adesine di superficie come Acm (collagen-binding adhesin) e

Scm, che favoriscono adesione a cellule epiteliali, collagene e fibronectina. Altri fattori, come EfaA,

SagA e pili di tipo sortase-dipendente, contribuiscono all’adesione, alla modulazione

dell’infiammazione e alla colonizzazione persistente dell’intestino (Lanka S et al., 2024).

Fattori specifici includono:

e esp (enterococcus surface protein), che favorisce 1’adesione a superfici e la formazione di biofilm
persistenti (Ghazvinian M et al., 2024);

e asal (aggregation substance), che facilita aggregazione batterica e trasferimento coniugativo di
plasmidi (Gok SM et al., 2020);

e Acm, che consente adesione al collagene nei tessuti danneggiati, favorendo endocarditi e infezioni
profonde (Lanka S et al., 2024).

E. faecium evade la risposta immunitaria grazie alla produzione di superossido dismutasi, attivita

catalasica e sistemi di detossificazione dei radicali, mentre la parete ricca di acidi teicoici e lipoteicoici

induce una risposta infiammatoria blanda (Ruhal R et al., 2024). L’elevata plasticita genomica,

associata all’acquisizione di materiale genetico tramite plasmidi e trasposoni (es. Tn1546), aumenta

la resistenza a stress ambientali e terapeutici (Hashimoto Y et al., 2023).

S. aureus ¢ uno dei principali microrganismi associati a infezioni comunitarie e correlate

all’assistenza, dotato di numerosi meccanismi patogenetici. Questi comprendono la produzione di

proteine in grado di superare le giunzioni aderenti (tossina o) € enzimi idrolitici come lipasi, nucleast,

ureasi, ialuronato chinasi e serino-proteasi 1 quali, pur avendo un ruolo nel metabolismo batterico,

possono contribuire direttamente alla patogenicita (Cheung GYC et al., 2021). Inoltre, il batterio

esprime importanti enzimi come coagulasi e stafilochinasi, che svolgono ruoli complementari nella

modulazione della risposta dell’ospite e nella diffusione batterica (Touaitia R et al., 2025).

La coagulasi ¢ strettamente legata alla capacita di S. aureus di sopravvivere all’interno dell’ospite e

di instaurare infezioni localizzate in quanto converte il fibrinogeno plasmatico in fibrina, favorendo

la formazione di coaguli attorno alle cellule batteriche che permettono al batterio di evadere la

fagocitosi da parte dei neutrofili e di stabilizzare microcolonie nei tessuti infetti.
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La stafilochinasi ¢, invece, un enzima che attiva il plasminogeno plasmatico, convertendolo in
plasmina, una proteasi che degrada la fibrina dei coaguli, facilitando la diffusione dei batteri nei
tessuti circostanti ¢ 1’invasione di nuovi siti (Touaitia R et al., 2025).

Tra le tossine prodotte da S. aureus, vi sono 1’enterotossina, responsabile di intossicazioni alimentari
(Zhang J et al.,, 2022), la tossina epidermolitica, implicata nella sindrome epidermica acuta
(Tamborino A et al., 2025), la tossina dello shock tossico, causa della sindrome da shock tossico
stafilococcica (Atchade E et al., 2024) e PVL, una leucocidina citolitica particolarmente rilevante
nelle infezioni da CA-MRSA (Hussain K et al., 2022; Pipito L et al., 2025). Altre leucocidine
bicomponenti, come LukED e LukAB/HIgAB, contribuiscono alla lisi di leucociti e altre cellule
immunitarie, incrementando 1’evasione della risposta immunitaria (Di Bella S et al., 2025).

Un ulteriore elemento di virulenza ¢ la proteina A, codificata dal gene spa, che inibisce
I’opsonizzazione batterica e formando un camouflage coat di immunoglobuline aspecifiche, legate in
modo non selettivo alla regione Fc delle IgG e alla regione Fab delle IgM. Questo meccanismo
funziona anche come superantigene per i linfociti B, inducendone 1’apoptosi e deviando la risposta
immunitaria da parte di altri fattori di virulenza (Bear A et al., 2023).

S. aureus possiede numerose proteine di adesione alla matrice extracellulare (MSCRAMMs), che
favoriscono 1’adesione a collagene, fibronectina e fibrinogeno, promuovendo colonizzazione,
formazione di biofilm e resistenza all’eliminazione da parte dei neutrofili (Pickens CI et al., 2022).
Per modulare ulteriormente la risposta immunitaria, il batterio produce proteine come SCIN
(Staphylococcal complement inhibitor), CHIPS (chemotaxis inhibitory protein) ed Efb (extracellular
fibrinogen-binding protein), che interferiscono, rispettivamente, con ’attivazione del complemento
e la chemiotassi dei neutrofili (Di Bella S et al., 2025).

Altri enzimi degradativi come ialuronidasi, proteasi seriniche e metalloproteasi, facilitano la
diffusione tissutale e modulano I’inflammazione. Infine, la regolazione della virulenza ¢ coordinata
da sistemi globali come agr (accessory gene regulator) e sarA, che modulano I’espressione di tossine,
proteine di adesione e biofilm, permettendo al batterio di adattarsi alle diverse fasi dell’infezione, sia

acute che croniche (Cheung GYC et al., 2021).
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2.3.4. Biofilm e persistenza
I biofilm sono comunita microbiche organizzate in aggregati racchiusi in una matrice extracellulare
polimerica, che garantisce protezione dai fattori ambientali e dai trattamenti antimicrobici. La loro
formazione costituisce una strategia di persistenza fondamentale per numerosi patogeni opportunisti,
consentendo la colonizzazione delle superfici, la resistenza alla fagocitosi e la modulazione della
risposta immunitaria dell’ospite (Vestby LK et al., 2020).
In ambito ospedaliero i biofilm rappresentano una fonte rilevante di ICA, sviluppandosi su dispositivi
invasivi quali cateteri venosi centrali, periferici o urinari, ventilatori meccanici, tubi endotracheali,
pompe per nutrizione parenterale, incubatrici neonatali e superfici cliniche (Mishra A et al., 2024).
La loro presenza favorisce infezioni persistenti, cronicitd e trasmissione tra pazienti, soprattutto
neonati ¢ soggetti immunocompromessi. La colonizzazione di cateteri, circuiti respiratori e
incubatrici incrementa il rischio di sepsi, VAP e infezioni croniche (Bouhrour N et al., 2024; Ben-
Amram H et al., 2024).
Tra 1 patogeni piu rilevanti, P. aeruginosa rappresenta una minaccia significativa nei reparti ad alto
rischio, in particolare nelle Terapie Intensive Neonatali (TIN), dove i pazienti presentano fragilita
intrinseche dovute a sistemi immunitari immaturi e condizioni cliniche complesse (Baltogianni M et
al., 2023; Crivaro V et al., 2009). In tali contesti, la colonizzazione di incubatrici, cateteri e circuiti
respiratori aumenta il rischio di VAP e sepsi, determinando esiti clinici gravi e difficilmente gestibili
(Tzialla C et al., 2024).
Questo patogeno, infatti, ¢ in grado di persistere sulle superfici ambientali grazie alla produzione di
pigmenti fenazinici, come la piocianina, che favoriscono la resistenza allo stress ossidativo e la
sopravvivenza ambientale (Mudaliar SB et al., 2024). Inoltre, I’attivazione dei sistemi di quorum
sensing (Las, Rhl e Pgs) coordina I’espressione di geni coinvolti nella formazione del biofilm, nella
produzione di tossine e nella regolazione della virulenza, contribuendo cosi alla sua elevata capacita
di colonizzazione (Raya J et al., 2025).
L’alginato e altri polisaccaridi extracellulari contribuiscono alla formazione di una matrice densa che
limita la penetrazione degli antibiotici, mentre le vescicole extracellulari sequestrano molecole
antimicrobiche e veicolano enzimi degradativi (Tuon FF et al., 2022). Inoltre, la presenza di fenotipi
persistenti, ovvero cellule batteriche che entrano in uno stato metabolico dormiente o rallentato,
riduce I’efficacia degli antibiotici, poiché molte terapie agiscono su batteri in fase di crescita attiva.
Questa caratteristica rende 1 biofilm generati da P. aeruginosa particolarmente resistenti e difficili da
eradicare (Reynolds D et al., 2021).
Anche E. faecium puo generare biofilm, poiché sfrutta adesine di superficie come Acm, Scm ed esp,

che promuovono adesione e aggregazione batterica, favorendo biofilm densi e persistenti anche su
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superfici ospedaliere (Lanka S et al., 2024). Oltre a queste proteine, un ruolo fondamentale ¢ svolto
dall’autolisina AtIAEfm, che contribuisce alla formazione del biofilm attraverso la localizzazione
superficiale di Acm e il rilascio di DNA extracellulare, elementi chiave per la stabilita della matrice
biofilmica (Paganelli FL et al., 2013). La proteina esp, in particolare, ¢ cruciale per la formazione di
biofilm compatti e difficili da eradicare. La resistenza intrinseca agli antibiotici, amplificata dalla
protezione offerta dal biofilm, rende E. faecium un patogeno di difficile gestione clinica, soprattutto
nei contesti ospedalieri ad alta intensita di cura (Ghazvinian M et al., 2024).

La formazione del biofilm in S. aureus ¢ un processo multifattoriale che coinvolge diverse
componenti strutturali e regolatorie. Nella fase di adesione iniziale, le proteine di superficie
appartenenti alla famiglia delle MSCRAMMSs, come le fibronectin-binding proteins (FnBPs), i
clumping factors (CIfA, CIfB) e la collagen-binding protein (Cna), favoriscono 1’attacco alle superfici
(Peng Q et al., 2022). Successivamente, il polisaccaride intercellulare adesivo (PIA/PNAG),
codificato dal locus icadDBC, promuove 1’aggregazione batterica e la stabilita della matrice
biofilmica. Altri fattori, come la biofilm-associated protein (Bap) e la proteina di superficie SasG,
contribuiscono alla coesione cellulare e alla maturazione del biofilm. Inoltre, il DNA extracellulare
derivante dalla lisi di cellule batteriche, rappresenta un elemento strutturale essenziale per la
compattezza della matrice (Yu J et al., 2024). La regolazione di questi processi ¢ mediata dal sistema
di quorum sensing agr, che controlla I’espressione di geni coinvolti nella produzione di tossine e nella
dispersione del biofilm (Vinodhini V et al., 2024). La combinazione di questi fattori rende il biofilm
di questo patogeno altamente resistente agli antibiotici e responsabile di infezioni difficili da trattare,
soprattutto in pazienti portatori di dispositivi medici (Beenken KE et al., 2025).

In generale, la combinazione di biofilm e resistenza intrinseca agli antibiotici rende questi patogeni
particolarmente insidiosi, richiedendo strategie di prevenzione e controllo mirate. Pertanto, la
gestione delle infezioni biofilm-correlate nei reparti ospedalieri, e in particolare in quelli ad alto
rischio, rappresenta una sfida cruciale, imponendo la necessita di approcci terapeutici innovativi e di

una rigorosa sorveglianza epidemiologica.
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3. Sorveglianza e strategie di prevenzione e controllo

3.1 Sorveglianza microbiologica e molecolare
La sorveglianza dei patogeni antibiotico-resistenti rappresenta un pilastro imprescindibile per il
controllo delle ICA e per la gestione appropriata delle terapie. Questo approccio consente non solo di
monitorare la diffusione di ceppi resistenti e di identificare precocemente focolai epidemici, ma anche
di definire linee guida terapeutiche basate su evidenze aggiornate e di sviluppare strategie di
prevenzione e controllo mirate (Innocenti T et al., 2024). La sorveglianza, infatti, costituisce uno
strumento essenziale per ridurre morbilita e mortalita associate alle ICA, garantendo un uso piu
razionale degli antibiotici e contrastando il fenomeno dell’AMR (Takaya S et al., 2020).
Le metodiche impiegate spaziano dalle tecniche microbiologiche convenzionali agli approcci
molecolari avanzati, il sequenziamento genomico e 1’analisi metagenomica (Djordjevic SP et al.,
2024). L’integrazione di dati fenotipici e genotipici permette di ottenere un quadro pit completo della
resistenza e della virulenza dei microrganismi, facilitando 1’individuazione di determinanti genetici
di resistenza e la tracciabilita delle catene di trasmissione (Muntean MM et al., 2022). In questo modo,
la sorveglianza non si limita alla sola identificazione dei patogeni, ma diventa un processo dinamico
di analisi epidemiologica e di supporto decisionale per la clinica (Lappan R et al., 2024).
Nei contesti ospedalieri, la sorveglianza assume particolare rilevanza nei reparti ad alto rischio, dove
la raccolta sistematica di campioni clinici (sangue, urine, secrezioni respiratorie) e ambientali
(superfici, dispositivi medici, incubatrici) consente di individuare precocemente la presenza di
patogeni multiresistenti. Inoltre 1’analisi accurata dei profili di AMR non solo guida le terapie
empiriche, ma contribuisce anche a prevenire la trasmissione crociata tra pazienti e superfici
ospedaliere, riducendo il rischio di focolai epidemici (Sartelli M et al, 2024).
Infine, la sorveglianza si integra con programmi di antimicrobial stewardship, che promuovono 1’uso
appropriato degli antibiotici e la formazione del personale sanitario.
In Italia, la sorveglianza dell’antibiotico-resistenza ¢ affidata al sistema AR-ISS
(Antibiotico-Resistenza coordinato dall’Istituto Superiore di Sanita), attivo dal 2001. L’ AR-ISS ¢ un
sistema di sorveglianza sentinella, basato su una rete di laboratori selezionati che inviano
annualmente 1 dati relativi agli isolati clinici di patogeni di rilevanza epidemiologica. La
partecipazione dei laboratori ¢ volontaria, ma le Regioni hanno il compito di ampliare la rete per
garantire una rappresentativita adeguata (Epicentro, 2024b).
Attualmente, il protocollo AR-ISS prevede il monitoraggio di 8 specie batteriche (E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii, S. aureus, E. faecalis, E. faecium, S. pneumoniae), ma

I’analisi epidemiologica si concentra su 6 combinazioni specie/antibiotico (MRSA, VRE, E. coli
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resistente alle cefalosporine di terza generazione, K. pneumoniael/P. aeruginosa/A. baumannii
resistenti ai carbapenemi) di particolare rilevanza clinica (Epicentro, 2024b).

L’ AR-ISS utilizza protocolli standardizzati per garantire I’omogeneita dei dati e la loro comparabilita
a livello nazionale ed europeo. L’ ultima versione del protocollo AR-ISS (febbraio 2024) ha introdotto
alcune novita rilevanti come 1’inclusione dei dati provenienti da campioni di urine, oltre a sangue e
liquor; I’allineamento con il PNCAR 2022-2025 e I’armonizzazione con le reti di sorveglianza
europee ed internazionali.

A livello europeo, la rete EARS-Net, coordinata dall’ECDC, permette di confrontare i1 dati tra i diversi
Paesi membri, favorendo una visione integrata e comparativa della diffusione dei patogeni
multiresistenti (ECDC, 2025h).

Su scala globale, I’OMS ha istituito la rete GLASS (Global Antimicrobial Resistance Surveillance
System), che promuove la raccolta standardizzata di dati sulla resistenza antimicrobica e facilita la
cooperazione internazionale (WHO, 2025m).

Negli ultimi anni, la sorveglianza dei patogeni antibiotico-resistenti si sta progressivamente
orientando verso un approccio “One Health”. Questo modello consente di monitorare la diffusione
della resistenza non solo nei contesti ospedalieri, ma anche nelle comunita, negli allevamenti e negli
ecosistemi naturali, dove 1’uso improprio o eccessivo di antimicrobici puo favorire I’emergenza e la
trasmissione di ceppi multiresistenti (Cella E et al., 2023). L’integrazione dei dati provenienti da fonti
diverse (cliniche, veterinarie e ambientali) permette di ottenere una visione pit completa e di
sviluppare strategie di prevenzione e contenimento coordinate, in linea con le raccomandazioni
dell’OMS e delle principali reti di sorveglianza internazionali.

L’indagine microbiologica rappresenta il primo livello di sorveglianza, in quanto consente di ottenere
informazioni tempestive sulla circolazione dei patogeni e sullo stato della loro resistenza antibiotica.
La sorveglianza microbiologica dei patogeni antibiotico-resistenti permette 1’isolamento,
I’identificazione e la caratterizzazione fenotipica dei microrganismi. Questo approccio si basa
sull’analisi diretta dei campioni, con 1’obiettivo di determinare la presenza di microrganismi patogeni,
definirne il profilo di suscettibilita agli antimicrobici e valutarne 1’eventuale coinvolgimento in
focolai epidemici (Kaprou GD et al., 2021).

Questi dati alimentano 1 sistemi di sorveglianza nazionali e internazionali, contribuendo alla
definizione degli indicatori epidemiologici e alla valutazione dell’impatto della resistenza
antimicrobica nei diversi setting assistenziali (Lim C et al., 2021).

Dal punto di vista operativo, la sorveglianza microbiologica si distingue per alcuni vantaggi
fondamentali quali la rapidita di ottenimento dei risultati, soprattutto nei laboratori dotati di

piattaforme automatizzate e MALDI-TOF; la capacita di fornire test funzionali, indispensabili per
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valutare la reale risposta del microrganismo alle terapie farmacologiche; costi relativamente contenuti

rispetto alle tecniche molecolari (Uzuriaga M et al., 2024); criteri interpretativi dei risultati

standardizzati a livello internazionale, in base alle linee guida EUCAST e CLSI (European Committee

on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2025; Clinical and Laboratory Standards Institute, 2025).

Tuttavia, presenta anche alcuni limiti: richiede tempi di incubazione variabili, talvolta incompatibili

con la gestione di infezioni gravi e non consente la distinzione di ceppi clonali in caso di cluster

epidemici, rendendo necessaria ’integrazione con metodiche molecolari (Yang B et al., 2024).

La coltura batterica costituisce la fase preliminare della sorveglianza microbiologica, in quanto

consente 1’isolamento del patogeno e la valutazione delle sue caratteristiche iniziali. Il campione

viene seminato su terreni selettivi, arricchiti o differenziali, scelti in base al sospetto clinico e al tipo

di matrice biologica (Bonnet M et al., 2019).

La crescita su specifici terreni permette di osservare caratteristiche macroscopiche quali morfologia

e dimensione della colonia, colore e produzione di pigmenti, presenza di emolisi, viscositd o

consistenza, crescita selettiva o inibizione in presenza di specifici agenti (Bonnet M et al., 2019).

Una volta ottenute colonie isolate, I’identificazione puo essere eseguita mediante:

e test biochimici tradizionali (ad es. fermentazione di zuccheri, attivita enzimatiche, metabolismo
di substrati) (Hafezi A et al., 2024);

e sistemi automatizzati (es. VITEK, BD Phoenix, MicroScan), che combinano reazioni biochimiche
e algoritmi interpretativi (Hong JS et al., 2019);

o spettrometria di massa MALDI-TOF MS, attualmente lo standard per I’identificazione rapida, che
permette la determinazione del profilo proteico batterico in pochi minuti con elevata accuratezza
(Calderaro A et al., 2024).

La determinazione della suscettibilita agli antimicrobici (Antimicrobial Susceptibility Testing, AST)

rappresenta una fase cruciale della sorveglianza microbiologica, in quanto consente di definire il

fenotipo di resistenza dei ceppi isolati e di guidare 1 clinici nella scelta della terapia piu appropriata.

L'AST permette, inoltre, I’identificazione precoce di ceppi MDR, XDR o PDR, contribuendo

all'attivazione tempestiva delle misure di controllo delle infezioni (Elbehiry A et al., 2025).

La sorveglianza molecolare rappresenta un livello avanzato per il monitoraggio dei patogeni

antibiotico-resistenti. A differenza dell’approccio fenotipico, le tecniche molecolari permettono

I’identificazione dei determinanti genetici di resistenza, ’analisi della variabilita genetica e la

tracciabilita delle catene di trasmissione con un’elevata risoluzione (Banerjee R et al., 2023).

L’introduzione di metodiche di genotipizzazione e del sequenziamento ha migliorato la sorveglianza,

consentendo di identificare precocemente geni di resistenza emergenti o nuovi cloni (Sherry NL et

al., 2025), distinguere ceppi clonali in focolai nosocomiali, anche quando i metodi fenotipici non
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rilevano differenze (Djordjevic SP et al., 2024). Inoltre, esse consentono di riconoscere eventi di
trasferimento orizzontale di plasmidi o altri elementi genetici mobili, fondamentali per la diffusione
delle resistenze (Sherry NL et al., 2025), ricostruire le dinamiche evolutive e spaziali dell’infezione
mediante analisi filogenetiche, integrare i dati genomici con informazioni cliniche, ambientali e
microbiologiche per sviluppare mirate strategie di controllo.

Dal punto di vista operativo, la sorveglianza molecolare permette di superare alcuni limiti delle
metodiche tradizionali, tra cui tempi per la coltura, I’impossibilita di tipizzare ceppi correlati e la
difficolta di rilevare resistenze criptiche o non espresse fenotipicamente. Infine, 1’analisi genomica e
le piattaforme di nuova generazione rappresentano oggi lo standard piu avanzato per la
caratterizzazione dei patogeni, poiché consentono un livello di discriminazione superiore tra ceppi e
un’analisi piu approfondita dei determinanti genetici di resistenza e virulenza (Elbehiry A et al.,
2025).

La PFGE o elettroforesi su gel in campo pulsato rappresenta una delle metodiche di tipizzazione
molecolare piu consolidate e largamente applicate per la caratterizzazione di numerosi batteri. Per
oltre due decenni ¢ stata considerata il gold standard negli studi epidemiologici, grazie all’elevato
potere discriminante e alla possibilita di confrontare direttamente piu profili genetici ottenuti tra
laboratori differenti (Besser J, 2015; Sammarco ML et al., 2014).

Questa metodica si basa sulla digestione del DNA batterico con enzimi di restrizione, che tagliano il
genoma in pochi frammenti grandi, i quali vengono successivamente separati tramite un sistema di
elettroforesi a campo pulsato. A differenza della normale elettroforesi su gel, la PFGE sfrutta un
campo elettrico che cambia direzione a intervalli regolari, consentendo la migrazione differenziata di
frammenti ad alto peso molecolare che, in un campo elettrico costante, non riuscirebbero a separarsi
efficacemente. Il risultato finale ¢ la generazione di un profilo di bande, o pulsotipo, caratteristico per
ciascun ceppo (Neoh HM et al., 2019). L’interpretazione dei pulsotipi richiede 1’'uso di software
dedicati, come BioNumerics o GelCompare, 1 quali permettono di digitalizzare le immagini dei gel,
identificare automaticamente le bande e calcolare il peso molecolare dei frammenti. L’ analisi della
similarita tra profili viene effettuata tramite algoritmi di cluster analysis basati su coefficienti di
correlazione.

Nella maggior parte degli studi epidemiologici, per stabilire 1’appartenenza dei ceppi allo stesso
cluster si considera un cut-off di similarita dell’80%. L’interpretazione dei pulsotipi puo risultare
complessa, poiché piccoli eventi genetici, ad esempio inserzioni, delezioni, mutazioni puntiformi o
mobilizzazione di elementi trasponibili, possono alterare il numero o la posizione delle bande
prodotte. Per ridurre il rischio di interpretazioni errate, € spesso raccomandato 1’utilizzo di piu enzimi

in parallelo, soprattutto nelle indagini su focolai ospedalieri.
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Tecniche per la tipizzazione a piu elevata risoluzione includono Multilocus Sequence Typing (MLST)
0 Whole Genome Sequencing (WGS), soprattutto quando I’analisi coinvolge cluster complessi o ceppi
appartenenti a specie caratterizzate da elevata plasticita genetica (Neoh HM et al., 2019).

La tecnica MLST rappresenta una metodica di tipizzazione molecolare utilizzata per la
caratterizzazione di cloni batterici in ambito epidemiologico (Ibik YE et al., 2023). Si basa
sull’amplificazione e il successivo sequenziamento di geni housekeeping, altamente conservati
(Khdhiri M et al., 2024). L’utilizzo di geni relativamente stabili conferisce alla metodica un potere
discriminante adeguato e, soprattutto, la possibilita di confronto tra laboratori e piattaforme differenti,
poiché le sequenze ottenute possono essere archiviate in database internazionali facilmente
accessibili.

Ogni variante allelica identificata viene codificata con un numero; la combinazione di questi numeri
costituisce il profilo allelico, dal quale si ricava 1’assegnazione di un Sequence Type (ST), anch’esso
identificato da un numero univoco. Gli ST possono essere ulteriormente raggruppati in complessi
clonali (Clonal Complexes, CC), definiti sulla base della similarita allelica e utili per descrivere
relazioni evolutive tra ceppi strettamente correlati.

L’adozione di un sistema numerico standardizzato consente di confrontare agevolmente i dati a livello
globale e ha portato allo sviluppo di database online, come PubMLST (Multi-Locus Sequence Typing.
PubMLST database. https://pubmlst.org/multilocus-sequence-typing), che consente di identificare
rapidamente ST noti, nuovi profili allelici o cloni epidemici di rilevanza clinica. L’assegnazione dei
ceppi a ST o complessi clonali specifici permette, inoltre, di monitorare la diffusione di ceppi spesso
associati a elevata resistenza antimicrobica o adattamento all’ambiente ospedaliero.

L’MLST offre importanti vantaggi, tra cui la grande riproducibilita, la facilita di interpretazione e la
possibilita di confrontare ceppi provenienti da contesti geografici diversi. A differenza della PFGE,
che produce pulsotipi soggetti a variazioni tecniche, ’'MLST genera dati stabili e indipendenti dalle
condizioni sperimentali, favorendo un approccio comparativo altamente affidabile. Inoltre, la natura
sequenziale dei dati consente analisi filogenetiche piu robuste e la ricostruzione dell’evoluzione
clonale su scale temporali ampie.

Tuttavia, ’MLST mostra alcune limitazioni: poiché I’analisi si concentra su una porzione
relativamente piccola del genoma (circa 3—4 kb complessivi), il suo potere discriminante risulta
talvolta insufficiente, soprattutto nelle indagini di focolai nosocomiali che coinvolgono ceppi quasi
identici (Glasgow HL et al., 2025). In tali contesti, la tecnica non consente di rilevare microvarianti
emergenti, né di distinguere ceppi appartenenti allo stesso lineage, rendendo necessaria I’integrazione

con approcci a piu alta risoluzione, come il WGS (Schiirch AC et al., 2018).
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Nonostante tali limiti, la metodica ¢ ampiamente utilizzata per studi epidemiologici su larga scala,
per il monitoraggio dei cloni epidemici e per la definizione della struttura popolazionale delle
principali specie batteriche associate alle ICA.

In questo contesto, tecniche di nuova generazione come il WGS rappresentano oggi lo strumento piu
innovativo per la sorveglianza molecolare, consentendo di analizzare 1’intero genoma batterico,
identificare mutazioni puntiformi, elementi genetici mobili, determinanti di resistenza e relazioni
clonali con elevata risoluzione. La sua integrazione nei programmi di sorveglianza permetterebbe di
ricostruire con elevata precisione le catene di trasmissione, distinguere ceppi quasi identici e
monitorare I’evoluzione dei cloni MDR nel tempo, migliorando significativamente la capacita di
risposta ai focolai ospedalieri.

Alcuni limiti ne ostacolano 1’adozione routinaria. I costi di sequenziamento, pur in progressiva
diminuzione, rimangono superiori rispetto alle metodiche tradizionali, soprattutto quando applicati a
un numero elevato di isolati. A ci0 si aggiungono i costi infrastrutturali legati alla necessita di
piattaforme di sequenziamento, software bioinformatici avanzati e sistemi di archiviazione per la
gestione di grandi volumi di dati genomici. Inoltre, I’interpretazione dei risultati richiede competenze
bioinformatiche specialistiche e personale adeguatamente formato. Infine, la standardizzazione delle
pipeline analitiche e la comparabilita inter-laboratorio rappresentano ancora una sfida, rendendo

necessario un coordinamento nazionale e internazionale per garantire I’armonizzazione dei dati.

45



3.2 Strategie di prevenzione e controllo
La prevenzione ¢ il controllo delle ICA richiedono un approccio multilivello e integrato, capace di
combinare dimensioni cliniche, organizzative e tecnologiche all’interno di una governance strutturata
e coordinata (Anello P et al., 2025). La crescente complessita dei percorsi assistenziali, unita alla
diffusione di microrganismi multiresistenti, rende indispensabile 1’istituzione di sistemi dedicati
all’IPC, quali comitati aziendali, infection control nurse ed epidemiologi ospedalieri.
Tali figure assicurano la pianificazione, I’implementazione e la valutazione delle misure preventive,
favorendo I’armonizzazione delle procedure e garantendo una risposta tempestiva in presenza di
eventi avversi o focolai epidemici. Una governance efficace si fonda, inoltre, sull’impiego di
indicatori, strumenti essenziali per identificare criticita, monitorare I’impatto degli interventi e
allocare in modo appropriato le risorse (WHO, 2023g).
All’interno di questo modello di governance, ’adozione rigorosa delle precauzioni standard
costituisce il livello fondamentale di protezione, poiché esse rappresentano il nucleo delle strategie
IPC che devono essere applicate universalmente, indipendentemente dalla diagnosi del paziente. Tra
queste, 1’igiene delle mani costituisce il pilastro fondamentale (WHO, 2025h).
Le precauzioni aggiuntive (da contatto, droplets e aerosol) rappresentano il secondo livello di
controllo e devono essere utilizzate quando le precauzioni standard non sono sufficienti a impedire la
trasmissione del microrganismo. Quindi, devono essere attivate sulla base della valutazione del
rischio e mantenere un elevato grado di flessibilita, con protocolli da attivare in caso di cluster
epidemici o di diffusione di patogeni ad alta trasmissibilita (Epicentro, 2025a). La loro corretta
applicazione assume un’importanza fondamentale nei reparti ad alta intensita assistenziale, dove il
rischio di amplificazione della trasmissione € accentuato.
In questo quadro, 1 bundle rappresentano strumenti operativi concreti che traducono le linee guida e
le raccomandazioni basate sull’evidenza in pratiche integrate e misurabili, contribuendo in modo
diretto alla riduzione del rischio di trasmissione dei patogeni e al miglioramento degli esiti clinici dei
pazienti.
Tuttavia, P’efficacia dei bundle richiede un monitoraggio sistematico della compliance, feedback
immediati agli operatori e audit periodici, ovvero un coinvolgimento multiprofessionale che possa
garantire la reale sostenibilita degli esiti nel lungo periodo (Molina Garcia A et al., 2022).
Anche la sanificazione ambientale richiede un approccio strutturato e controllato, che prevede
I’aderenza rigorosa ai protocolli di cleaning e disinfection, il monitoraggio continuo e il
coinvolgimento attivo del personale al fine di tradurre le procedure in una reale riduzione delle ICA.

A tal proposito, superfici ad alto contatto e dispositivi mobili, come pompe infusionali, letti, tablet e
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strumenti diagnostici portatili, sono riconosciuti come vettori di trasmissione microbica e richiedono
particolare attenzione, poiché spesso trascurati nei protocolli tradizionali (WHO, 2021i).

Sebbene ancora poco diffuse a livello nazionale, 1’introduzione di tecnologie innovative, tra cui
sistemi UV-C e tecniche di disinfezione con perossido di idrogeno nebulizzato, offre un supporto
rilevante nei reparti ad alto rischio e durante focolai epidemici. Contestualmente, la crescente
sensibilita verso la sostenibilita impone 1’adozione di prodotti ¢ metodi di disinfezione a ridotto
impatto ambientale, purché vengano mantenuti standard elevati di efficacia microbiologica (Ishikawa
K et al., 2025).

In continuita con le strategie di sanificazione ambientale, le strategie di “antimicrobial stewardship”
rappresentano uno strumento essenziale nell’ambito delle misure di IPC, poiché contribuiscono in
maniera determinante a ridurre la pressione selettiva che alimenta la diffusione di ceppi resistenti.
Oltre alla razionalizzazione delle terapie antimicrobiche e alla sorveglianza dei consumi, crescente
attenzione ¢ riservata alla “diagnostic stewardship”, che promuove 1’appropriatezza delle richieste
microbiologiche e I’'impiego di metodiche diagnostiche rapide per ottimizzare la scelta terapeutica
sin dalle fasi iniziali dell’infezione. L’integrazione tra microbiologi, farmacisti e clinici consentirebbe
di migliorare I’appropriatezza prescrittiva, ridurre i costi sanitari e abbreviare la durata delle degenze
(Peri AM et al., 2024).

Un ulteriore pilastro essenziale nel controllo delle ICA ¢ rappresentato dalla sorveglianza
microbiologica. Accanto ai sistemi tradizionali di sorveglianza attiva e passiva, si sta affermando un
modello di sorveglianza integrata, basato sull’interoperabilita dei dati con reti regionali e nazionali,
che consenta di individuare precocemente ceppi epidemici, tracciare catene di trasmissione e
identificare nuovi meccanismi di resistenza (ISS, 2024c).

La sorveglianza ambientale, che include I’analisi di acque, superfici e aria, completa le attivita
cliniche, consentendo 1’identificazione di reservoir nascosti € la valutazione dell’efficacia delle
procedure di sanificazione.

Parallelamente, la formazione continua rappresenta una condizione imprescindibile per assicurare
I’efficacia delle strategie IPC. In particolare, le metodologie formative innovative, come simulazioni
in situ e programmi di e-learning si sono dimostrati efficaci nel migliorare 1’aderenza alle pratiche
preventive e nel favorire il coinvolgimento attivo del personale (WHO, 2019j).

Nel complesso, la prevenzione e il controllo delle ICA devono essere collocati in una visione
sistemica che integri i principi dell’approccio “One Health”. La diffusione di microrganismi resistenti
tra ospedale, comunita e ambiente dimostra che soltanto strategie integrate e collaborazioni

intersettoriali possono produrre un impatto significativo e sostenibile (Graham SB et al., 2023).
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4. Obiettivi

L’AMR rappresenta una delle principali emergenze sanitarie globali, con importanti conseguenze

cliniche, sociali ed economiche. L’uso eccessivo e inappropriato di antibiotici in medicina umana,

veterinaria e zootecnia ha favorito la selezione e la diffusione di microrganismi MDR, capaci di

compromettere 1’efficacia delle terapie e di diffondersi attraverso catene di trasmissione complesse

che coinvolgono I’uomo, gli animali e I’ambiente. In tale scenario, le ICA rivestono un ruolo cruciale,
poiché responsabili di elevata mortalita e spesso associate a patogeni del gruppo ESKAPE, noti per
la loro capacita di sviluppare resistenze multiple e di persistere nell’ambiente ospedaliero (Oliveira

M et al., 2024).

Secondo i dati del’EARS-Net e dell’ISS, I’Italia presenta tassi di resistenza tra i piu elevati in Europa

per diversi patogeni, soprattutto verso carbapenemi e glicopeptidi (Iacchini S et al., 2023). In questo

contesto, anche la regione Molise mostra criticita significative, con livelli di resistenza superiori alla
media nazionale per alcuni microrganismi di rilevanza clinica. Tra questi, P. aeruginosa, E. faecium

e S. aureus sono tra i principali patogeni responsabili di ICA, poiché caratterizzati da elevata capacita

di sviluppo di multiresistenze e di persistenza ambientale. Comprendere 1’impatto di tali infezioni e

caratterizzare i ceppi ¢ essenziale per sviluppare strategie di controllo efficaci e ridurre la diffusione

di cloni epidemici.

In questo ambito, la sorveglianza epidemiologica gioca un ruolo chiave; secondo ’OMS, essa ¢

definita come “un esercizio continuo di raccolta, analisi e interpretazione dei dati relativi alla

distribuzione e diffusione delle malattie e dei fattori ad esse correlati, sufficientemente completo e

accurato da permettere interventi efficaci di controllo e prevenzione” (WHO, 2023b). Un sistema di

sorveglianza efficace consente, quindi, di monitorare 1’evoluzione della resistenza, identificare

rapidamente focolai e guidare I’adozione di misure mirate di prevenzione e contenimento.

Il lavoro di tesi ha come obiettivo generale lo studio dell’antibiotico-resistenza e, in particolare, la

caratterizzazione biomolecolare di ceppi isolati in ambito ospedaliero, con particolare riferimento ai

determinanti di resistenza e ai pattern di diffusione clonale.

In dettaglio, gli obiettivi sono stati quelli di:

e caratterizzare, mediante antibiogramma, gli isolati batterici in base al profilo di resistenza
(resistotipo) e determinazione della MIC per diversi antibiotici;

e determinare, mediante PCR, la prevalenza dei determinanti genici implicati nella resistenza a
glicopeptidi, aminoglicosidi, macrolidi e ampicillina per E. faecium e alla meticillina per S.
aureus;

e determinare, mediante PCR, la prevalenza dei geni coinvolti nei meccanismi di virulenza in E.
faecium e in S. aureus,
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e analizzare, attraverso PFGE, RAPD-PCR ed ERIC-PCR, le relazioni tra ceppi umani e isolati da
superfici ambientali ed individuare la presenza di cluster per P. aeruginosa;

e analizzare, attraverso PFGE, le relazioni clonali tra ceppi umani di E.faecium e S.aureus;

e descrivere, mediante MLST, la distribuzione dei cloni circolanti ed emergenti in P. aeruginosa e
E. faecium per un confronto con i dati a livello nazionale ed internazionale.

Lo studio intende, quindi, contribuire alla comprensione dei meccanismi di diffusione della

resistenza, al rafforzamento dei sistemi di sorveglianza e alla definizione di strategie per ridurre

I’incidenza di ICA sostenute da patogeni MDR. La finalita ultima ¢ quella di fornire strumenti utili

all’implementazione di interventi di controllo efficaci e stimolare future linee di ricerca in un’ottica

integrata e interdisciplinare coerente con il paradigma “One Health” .
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5. Materiali e Metodi

5.1 Isolamento e selezione dei ceppi di P. aeruginosa, E. faecium e S. aureus
Nello studio dell’antibiotico-resistenza sono stati analizzati 33 ceppi di P. aeruginosa (Tabella 1), 31
di E. faecium (Tabella 2) e 34 di S. aureus (Tabella 3) raccolti nell’ambito del sistema di sorveglianza
sentinella “Alert organisms™ attivato presso il Presidio Ospedaliero (PO) Aub “A. Cardarelli” di
Campobasso, Molise, Italia.
I ceppi di P. aeruginosa sono stati isolati a luglio-agosto 2022, quelli di E. faecium tra novembre 2022
e febbraio 2024, mentre i ceppi di S. aureus fanno riferimento al periodo ottobre 2023-ottobre 2024.
Riguardo P. aeruginosa, quattro ceppi umani sono stati isolati dal reparto di Terapia Intensiva
Neonatale (TIN), provenienti da campioni quali tampone auricolare, nasale, oculare e coltura da
catetere ombelicale. Ulteriori 15 ceppi clinici sono stati raccolti nello stesso periodo da pazienti (53%
maschi, etd media 69+18,1 anni, range 21-89 anni) ricoverati in diversi reparti, soprattutto in terapia
intensiva (UTI) (n=4, 21,1%), ortopedia ¢ medicina interna (n=2, 10,5% ciascuno).
A seguito degli isolamenti in TIN, ¢ stato condotto un campionamento ambientale sia all’interno della
TIN, sia in sala parto mediante 1’utilizzo di piastre Replicate Organism Direct Agar Contact
(RODAC) e tamponi superficiali, concentrandosi particolarmente sui punti critici del percorso dalla
sala parto alla TIN. Per il controllo microbiologico, sono stati impiegati terreni selettivi e differenziali
specifici per P. aeruginosa: Pseudomonas Agar Base CMO0559 (OXOID, Milano, Italia) e
Pseudomonas Agar P-King Medium A (Biolife, Milano, Italia). Inoltre, ¢ stato utilizzato un terreno
non selettivo, Nutrient Agar (Biolife, Milano, Italia), per la conta microbica totale.
Tutti 1 terreni di coltura sono stati integrati con lecitina di soia, un agente neutralizzante per residui
dei disinfettanti dopo i trattamenti di sanificazione. Le piastre sono state trasportate al laboratorio in
condizioni di refrigerazione e successivamente incubate a 37°C overnight. Sono stati, quindi, isolati
complessivamente quattordici ceppi ambientali di P. aeruginosa, dei quali 10 da TIN e 4 dalla sala
parto.
Per E. faecium, sono stati inclusi 26 ceppi umani (84%) isolati dall’ospedale Hub di Campobasso,
mentre i restanti 5 (16%) dall’ospedale spoke di Isernia. I ceppi sono stati isolati da pazienti (65%
maschi, eta media 63+£22,2 anni, range 0-90 anni) soprattutto da tamponi rettali (n=22, 70,9%) e
urinocolture da catetere vescicale (n=4, 12,9%) e ricoverati nei reparti UTI (n=16, 53,3%), medicina
donne (n=4, 13,3%), anestesia (n=3, 10,0%) e TIN (n=2, 6,7%) del PO hub, mentre tutti i ceppi
dall’ospedale spoke sono stati isolati in UTL I ceppi di S. aureus provenienti dal PO Aub, sono stati
ottenuti principalmente da emocolture (aerobi/anaerobi/miste/da CVC/pediatriche) (n=15, 44,1%),

broncoaspirato (n=5, 14,7%) e ulcere (n=4, 11,8%). Tali ceppi sono stati isolati da pazienti ricoverati
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perlopiu in malattie infettive (n=6; 17,7%), seguiti da nefrologia e medicina donne (n=5; 14,7%
ciascuno).

Tutti gli isolati sono stati raccolti e rigenerati presso i Laboratori della Cattedra di Igiene
dell’Universita degli Studi del Molise su piastre di Tryptic Soy Agar (Biolife, Milano, Italy),

successivamente incubate a 37°C overnight.
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Tabella 1: Caratteristiche dei pazienti da cui sono stati isolati ceppi di P. aeruginosa presso il PO hub

Codice Eta Sesso Data Prelievo  Sede prelievo Reparto
PaH1 71 M 04/07/2022 Urinocoltura da CV Urologia
PaH2 0 M 02/07/2022 Tampone auricolare TIN

PaH3 71 M 21/07/2022 Urinocoltura Nefrologia
PaH4 60 M 18/07/2022 Emocoltura da CVC UTI

PaH5 89 F 29/07/2022 Urinocoltura da CV Malattie infettive
PaH6 67 M 01/08/2022 Broncoaspirato UTI

PaH7 21 M 04/08/2022 Ferita Ortopedia
PaH8 43 F 08/08/2022 Ulcera Pronto Soccorso
PaH9 66 F 18/08/2022 Urinocoltura Riabilitazione
PaH10 63 F 18/08/2022 Urinocoltura Medicina
PaHI11 87 F 19/08/2022 Deiscenza Chirurgia vascolare
PaH12 0 M 22/08/2022 Tampone nasale TIN

PaH13 0 F 19/08/2022 Catetere ombelicale TIN

PaH14 76 M 18/08/2022 Broncoaspirato UTI

PaH15 0 M 24/08/2022 Tampone oculare TIN

PaH16 83 M 10/08/2022 CvC Medicina
PaH17 83 F 11/08/2022 Urinocoltura da CV Cardiologia
PaH18 85 F 12/08/2022 Ferita chirurgica Ortopedia
PaH19 62 M 16/08/2022 Broncoaspirato UTI

PaE1l / / 21/07/2022 Sifone lavandino Sala parto
PaE2 / / 21/07/2022 Rubinetto TIN

PaES5 / / 21/07/2022 Sifone lavandino Sala parto
PaE7 / / 21/07/2022 Lavandino TIN

PaES8 / / 21/07/2022 Sifone lavandino Sala parto
PaE9 / / 21/07/2022 Lavandino TIN

PaE12 / / 21/07/2022 Fasciatoio TIN

PaE13 / / 21/07/2022 Lavandino Sala parto
PaE14 / / 22/08/2022 Filtro rubinetto TIN

PaE15 / / 12/08/2022 Scarico lavandino TIN

PaE16 / / 12/08/2022 Scarico lavandino TIN

PaE17 / / 12/08/2022 Scarico lavandino TIN

PaE18 / / 12/08/2022 Scarico lavandino TIN

PaE19 / / 25/08/2022 Sifone lavandino TIN
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Tabella 2: Caratteristiche dei pazienti da cui sono stati isolati ceppi di E. faecium presso PO hub e

ospedale Spoke (rispettivamente di Campobasso e Isernia)

Codice Eta Sesso  Data Prelievo Sede prelievo Reparto Ospedale
VREfm12 70 M 28/11/2022 Urinocoltura da CV UTI Hub
VREfm26 53 M 22/11/2022 Tampone rettale UTI Hub
VREfm45 82 M 02/02/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm52 78 F 03/02/2023 Tampone rettale UTI Spoke
VREfm56 49 M 10/02/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfmS58 69 F 08/02/2023 Tampone rettale UTI Spoke
VREfm63 59 M 13/02/2023 Liquido addominale Urologia Hub
VREfm71 90 M 20/02/2023 Tampone rettale UTI Spoke
VREfm72 67 M 22/02/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm74 74 M 23/02/2023 Tampone rettale UTI Spoke
VREfm78 41 F 03/03/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm84 75 F 02/03/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm86 53 M 06/03/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm91 41 F 06/03/2023 Urinocoltura da CV UTI Hub
VREfm92 64 M 12/03/2023 Tampone rettale UTI Spoke
VREfm95 41 F 06/03/2023 Urinocoltura da CV UTI Hub
VREfm133 80 M 26/04/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm 143 1 F 17/05/2023 Cannula orotracheale Patologia neonatale ~ Hub
VREfml145 82 M 15/05/2023 Tampone rettale Medicina donne Hub
VREfm147 72 M 15/05/2023 Tampone rettale Medicina donne Hub
VREfm150 74 M 09/05/2023 Tampone rettale Chirurgia donne Hub
VREfm189 49 M 13/06/2023 Tampone rettale Medicina donne Hub
VREfm204 79 F 01/07/2023 Emocoltura aerobi Medicina uomini Hub
VREfm269 0 F 26/08/2023 Emocoltura pediatrica  Patologia neonatale = Hub
VREfm328 67 M 02/11/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm348 69 M 20/11/2023 Urinocoltura da CV UTI Hub
VREfm392 69 M 27/12/2023 Tampone rettale UTI Hub
VREfm410 89 F 23/01/2024 Emocoltura anaerobi Medicina donne Hub
VREfm425 83 M 06/02/2024 Tampone rettale Anestesia Hub
VREfm426 8§83 F 13/02/2024 Tampone rettale Anestesia Hub
VREfm440 83 M 21/02/2024 Tampone rettale Anestesia Hub
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Tabella 3: Caratteristiche dei pazienti da cui sono stati isolati ceppi di S. aureus presso il PO Hub

Codice Eta Sesso  Data Prelievo Sede prelievo Reparto
MRSA 317 74 F 12/10/23 Ulcera Malattie infettive
MRSA 331 56 M 10/11/23 Ascesso Chirurgia uomini
MRSA 335 87 F 08/11/23 Emocoltura aerobi Malattie infettive
MRSA 353 66 F 21/11/23 Emocoltura Nefrologia

MRSA 358 57 M 01/12/23 Ulcera Dialisi

MRSA 375 55 M 04/01/24 Ulcera Medicina donne
MRSA 385 68 M 23/12/23 Emocoltura aerobi Chirurgia generale
MRSA 387 76 M 22/12/23 Emocoltura Nefrologia
MRSA 390 0 M 28/12/23 Emocoltura pediatrica Patologia neonatale
MRSA 391 74 M 27/12/23 Espettorato Nefrologia

MRSA 405 66 M 19/01/24 Urinocoltura da CV Nefrologia

MRSA 409 1 M 17/01/24 Tampone nasale Patologia neonatale
MRSA 422 72 M 09/02/24 Broncoaspirato Malattie infettive
MRSA 437 57 M 22/02/24 Broncoaspirato Anestesia

MRSA 444 59 M 28/02/24 Ferita Malattie infettive
MRSA 501 74 M 15/05/24 Deiscenza Chirurgia vascolare
MRSA 458 0 F 21/03/24 Emocoltura anaerobi Medicina donne
MSSA 461 92 F 23/03/24 Emocoltura anaerobi Medicina donne
MRSA 477 71 M 07/05/24 Secrezione Ortopedia donne
MRSA 481 33 F 02/05/24 Emocoltura da CVC Malattie infettive
MRSA 527 61 M 03/06/24 Broncoaspirato Anestesia

MRSA 540 75 F 26/06/24 Ulcera Malattie infettive
MRSA 554 71 M 02/07/24 Broncoaspirato Neurologia

MRSA 559 79 M 08/07/24 Emocoltura aerobi Pronto soccorso
MRSA 705 75 F 30/09/24 Emocoltura da CVC Medicina donne
MRSA 706 78 M 30/09/24 Broncoaspirato UTI

MRSA 516 28 M 30/05/24 Esame colturale raccolta ORL

MRSA 564 79 M 21/07/24 Emocoltura aerobi Pronto soccorso
MRSA 583 79 M 02/08/24 Emocoltura aerobi Nefrologia

MRSA 585 93 F 30/07/24 Emocoltura anaerobi Pronto soccorso
MRSA 590 73 F 02/08/24 Esame colturale da CVC Medicina donne
MRSA 717 51 F 17/11/24 Emocoltura anaerobi Pronto soccorso
MRSA 726 55 M 30/10/24 Emocoltura anaerobi Medicina interna
MRSA 730 52 M 26/10/24 Liquido pleurico Dialisi
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5.2 Test di suscettibilita agli antibiotici

La valutazione della suscettibilita agli antibiotici nei ceppi selezionati ¢ stata effettuata in
collaborazione con i Laboratori di Microbiologia del PO Hub usando BD Phoenix™ Automated
Microbiology System (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, United States), che ha
permesso di determinare la MIC di ciascun antibiotico. E da sottolineare che non tutti i ceppi sono
stati testati per lo stesso panel di antibiotici; pertanto, la suscettibilita verso un antibiotico ¢ stata
calcolata in relazione al numero dei ceppi per i quali esso ¢ stato testato.

Per la valutazione della suscettibilita agli antibiotici nei ceppi ambientali di P. aeruginosa ¢ stata
impiegata la metodica Kirby-Bauer, come alternativa al metodo standard di microdiluizione in brodo
(Wang Q et al., 2020). La suscettibilita dei ceppi ambientali ¢ stata valutata esclusivamente verso
amoxicillina-acido clavulanico (30 pg, OXOID), trimetoprim (5 pg, OXOID), ciprofloxacina (5 pg,
OXOID) e ceftazidime (30 pg, OXOID), poiché tali antibiotici erano disponibili al momento dello
studio ed erano stati testati anche per gli isolati umani. I dischetti di antibiotici sono stati posti su
piastre di Mueller—Hinton Agar (Biolife, Italia), inoculate con sospensione batterica standardizzata a
0,5 McFarland (1,5 x 10 UFC/ml) e incubate a 37 °C per 24 h con successiva misurazione dell’alone
di inibizione. I risultati sono stati interpretati in base ai breakpoint stabiliti per le diverse combinazioni
di microrganismo e di antibiotico dall’ European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST, 2023), quindi classificati nelle categorie di "Sensibile" (S) se 1 ceppi vengono inibiti in
vitro da una concentrazione di antibiotico che suggerisce una forte probabilita di successo clinico;
"Intermedio" (I) per i ceppi per i quali il successo terapeutico non ¢ prevedibile e "Resistente" (R) per
1 ceppi che sono inibiti in vitro da una concentrazione di antibiotico tale da suggerire una forte

probabilita di fallimento terapeutico.

55



5.3 Estrazione del DNA

Il DNA ¢ stato estratto utilizzando Maxwell® 16 Cell DNA Purification (Promega, Milan, Italy)

mediante il kit di purificazione Cell Purification Cat#4AS1010. 11 metodo permette 1’estrazione

simultanea di 16 campioni in soli 40 minuti, sfruttando le capacita della silice di adsorbire il materiale

genetico. Il protocollo di estrazione ¢ costituito da diverse fasi: lisi del campione; legame degli acidi

nucleici a particelle di silice magnetizzata; separazione delle particelle legate da altri componenti

cellulari; eluizione degli acidi nucleici. La sospensione batterica ¢ stata sottoposta a lisi prima

dell’estrazione. E stato, quindi, effettuato il prelievo di un’ansata di patina microbica da piastre di

Trypton Soy Agar (TSA), precedentemente incubate overnight, in seguito risospesa in 300 ul di

soluzione, contenente 260 pl di Buffer di lisi L6 (Tiocianato Guanidina + TRIS HCI pH 6.4 0,1M,

EDTA 0,2M pH 8, Triton) e 40 pl di Proteinasi K (20 mg/ml) (IBI Shelton Scientific, Milano).

Successivamente, la sospensione ¢ stata incubata a 65°C per 10 minuti. Per la lisi completa della

membrana esterna, la sospensione ¢ stata riscaldata a 100°C per 10 minuti e centrifugata a 12.000

rpm per 1 minuto. Il protocollo di estrazione prevede di posizionare le cartucce disponibili per

I’estrazione, una per ciascun ceppo, su un rack numerato, per poi rimuovere il sigillante ed eseguire

le seguenti operazioni:

e trasferire la sospensione ottenuta dalla fase di lisi (circa 300 pl) nel pozzetto #1 della cartuccia,
contrassegnato da un codice identificativo;

e posizionare un pistone (“plunger”) nel pozzetto #7 di ciascuna cartuccia;

e accendere lo strumento e usare il cursore “Run’ per effettuare una corsa di purificazione e
selezionare il metodo e il tipo di campione da cui estrarre il DNA (Cell in questo caso);

e aprire lo sportello dello strumento e premere “Run/Stop” per estendere la piattaforma verso
I’esterno, al fine di posizionare correttamente le cartucce, ciascuna contenente un pistone;

e in ogni postazione, numerata da 1 a 16, predisporre un tubo di eluizione, contenente 300 pl del
buffer di eluizione, incluso nel kit;

e premere “Run/Stop” per permettere alla piattaforma di ritrarsi verso I’interno e chiudere lo
sportello per permettere 1’inizio del processo di estrazione.

Quando la purificazione ¢ stata completata, il monitor LCD mostra un messaggio per indicare che il

processo ¢ terminato e quindi:

e premere “Run/Stop” per portare in avanti la piattaforma dello strumento;

e rimuovere i tubi di eluizione dalla piattaforma dello strumento e posizionarli nel rack magnetico,
che permette di far precipitare le particelle sul fondo del tubo;

e trasferire i campioni da ciascun tubo di eluizione in tubi sterili;

e rimuovere le cartucce ed 1 pistoni ed eliminarli.
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5.4 Protocolli di ERIC-PCR e RAPD-PCR per P. aeruginosa

Nei ceppi di P. aeruginosa 1’analisi della diversita genetica ¢ stata anche condotta mediante saggi
ERIC-PCR e RAPD-PCR. Le reazioni di ERIC-PCR sono state allestite in un volume finale di 25 pL,
contenente 6 uL. di DNA, 1X PCR Master Mix (Promega Corporation) e 1 uM dei primer ERIC1-F
ed ERIC2-R (Tabella 4) in base a protocolli precedentemente descritti (Stehling EG et al., 2010;
Hematzadeh A e Haghkhah M, 2021), con alcune modifiche alle condizioni di amplificazione (95°C
per 5 min; 35 cicli: 95°C per 40 s, 40°C per 1 min e 72°C per 1,5 min; 72°C per 7 min).

Le amplificazioni di RAPD-PCR sono state eseguite in un volume finale di 25 pL contenente 1 pL di
DNA, 1X PCR Master Mix (Promega Corporation) ¢ 4 uM del primer RAPD-272 o RAPD-208,
secondo metodiche precedentemente descritte (Emaneini M et al., 2019; Hematzadeh A e Haghkhah
M, 2021), con modifiche alle condizioni di amplificazione (94°C per 2 min; 35 cicli: 94°C per 30 s,
30°C per 30 s e 72°C per 2 min; 72°C per 10 min).

Tabella 4: Primer utilizzati per ERIC-PCR e RAPD-PCR

Primer Sequenza (5°-3) Riferimento bibliografico
ERICI-F ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Stehling EG et al., 2010
ERIC2-R AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Stehling EG et al., 2010
RAPD-272 AGCGGGCCAA Emaneini M et al., 2019
RAPD-208 ACGGCCGACC Emaneini M et al., 2019

I profili ottenuti sono stati visualizzati tramite transilluminatore UV (UVITEC Cambridge, Fire
Reader) e analizzati mediante il software BioNumerics v.5.10 (Applied Maths, Sint Martens Latem,
Belgium). I dendrogrammi sono stati costruiti applicando il coefficiente di Dice e 1l metodo UPGMA,

al fine di valutare le relazioni clonali tra 1 ceppi.
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5.5 Protocolli di PFGE
I1 DNA batterico ¢ stato digerito con Spel (Promega Corporation) per P. aeruginosa seguendo il
protocollo standardizzato (Corona-Nakamura AL et al., 2001) e con Smal (Promega Corporation) per
E. faecium e S. aureus, seguendo il protocollo CDC specifico per microrganismi Gram positivi (CDC,
2025b), apportando alcune modifiche.
Sono state utilizzate specifiche condizioni:
- per P. aeruginosa: initial switch time 1 secondo; final switch time 50 secondi; ore di corsa 22;
voltaggio 6 V/cm; temperatura 14°C;
-per E. faecium e S. aureus: initial switch time 5 secondi; final switch time 40 secondi; ore di corsa
24; voltaggio 6 V/cm; temperatura 14°C.1 profili di restrizione sono stati analizzati tramite il software
BioNumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgio), confrontando i frammenti ottenuti con
le bande del ladder impiegato (Promega-Markers® Lambda Ladder) e il ceppo di riferimento
Salmonella braenderup.
I dendrogrammi sono stati generati utilizzando il coefficiente di Dice e il metodo UPGMA.
L'interpretazione ¢ stata eseguita in accordo con 1 criteri di Tenover (Tenover FC et al., 1995;
Sammarco ML et al., 2014), impostando un cut-off di similarita del 60% e dell’80% per
I’identificazione dei cluster e del 90% e del 95% per la definizione dei pulsotipi, rispettivamente per
P. aeruginosa e per E. faecium/S. aureus.
E stato, inoltre, calcolato I’indice di diversita di Simpson (D) per valutare il potere discriminante della
metodica attraverso il seguente calcolo:

D=1 S nj(nj — 1)

dove N = numero totale di ceppi analizzati; S = numero totale di sottotipi (pulsotipi); nj = numero

totale di ceppi appartenenti al sottotipo (Hunter PR et al. 1988).
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5.6 Protocolli di MLST per P. aeruginosa e E. faecium
Sono stati utilizzati schemi MLST validati, uno specifico per P. aeruginosa (Tabella 5) (Curran B et
al., 2004) e I’altro per E. faecium (Tabella 6) (Homan WL et al., 2002). Entrambi hanno previsto
I’amplificazione di 7 geni housekeeping, i cui prodotti di PCR sono stati sequenziati con il metodo di
Sanger (Eurofins Genomics, Europe Shared Services GmbH, Ebersberg, Germany). L’identificazione
dei profili allelici e I’assegnazione del Sequence Type (ST) ¢ stata effettuata mediante 1’utilizzo della
piattaforma PubMLST (https://pubmlst.org/). E stato, inoltre, calcolato 1’indice D per valutare il

potere discriminante della metodica MLST.

Tabella S: Schema MLST per P. aeruginosa

Locus Gene Sequenza (5’-3°) dei primer Peso molecolare
acsA  Acetil coenzima A sintetasi F: ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC 842 bp
R: GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT
aroE  Shikimato deidrogenasi F: TGGGGCTATGACTGGAAACC 825 bp
R: TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA
guad  GMP sintasi F: CGGCCTCGACGTGTGGATGA 940 bp
R: GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA
mutl.  Proteina di riparazione dei F: CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG 940 bp
mismatch del DNA R: CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC
nuoD  NADH deidrogenasi I catena F: ACCGCCACCCGTACTG 1042 bp
C, D R: TCTCGCCCATCTTGACCA
ppsA  Fosfoenolpiruvato sintasi F: GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG 989 bp
R: GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG
trpE Antralite sintetasi componente  F: GCGGCCCAGGGTCGTGAG 811 bp
I R: CCCGGCGCTTGTTGATGGTT
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Tabella 6: Schema MLST per E. faecium

Locus Gene Sequenza (5’-3’) dei primer Peso molecolare
atpA ATP sintasi, subunita alfa F: CGGTTCATACGGAATGGCACA 556 bp
R: AAGTTCACGATAAGCCACGG
ddl D-alanina:D-alanina ligasi F: GAGACATTGAATATGCCTTATG 465 bp
R: AAAAAGAAATCGCACCG
gdh Glucosio-6-fosfato deidrogenasi F: GGCGCACTAAAAGATATGGT 530 bp
R: CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
purk Fosforibosilaminoimidazol F: CAGATTGGCACATTGAAAG 492 bp
carbossilasi, subunita ATPasi R: TTCATTCACATATAGCCCG
avd Gliceraldeide-3-fosfato F: CAAACTGCTTAGCTCCAAGGC 395 bp
deidrogenasi R: CATTTCGTTGTCATACCAAGC
pstS Trasportatore fosfato F: TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGAG 583 bp
ATP-binding cassette R: CGTGATCACGTTCTACTTCC
adk Adenilato chinasi F: TATGAACCTCATTTTAATGGG 437 bp

R: GTTGACTGCCAAACGATTTT
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5.7 Ricerca di geni di resistenza agli antibiotici e virulenza in ceppi di E.faecium e S. aureus
Nei ceppi di E. faecium, ¢ stata effettuata la ricerca dei principali geni coinvolti nella resistenza alla
vancomicina (vanA e vanB), agli amminoglicosidi (aac(6')-Ie-aph(2")-1a, aph(3')-1lla e ant(3")-1II),
ai macrolidi (ermB) e all’ampicillina (pbp5) e dei geni di virulenza esp (enterococcus surface
protein), asal (aggregation substance), ace (adhesion to collagen of enterococcus) e gelE (gelatinase
E) mediante saggi di PCR utilizzando primer specifici (Tabelle 7 e 8), come precedentemente
riportato (Shirvani F et al., 2021; Haghi F et al., 2019; Poeta P et al., 2007; Weng PL et al., 2019).
L’amplificazione ¢ stata effettuata in reazioni dal volume finale di 25 pL utilizzando 2,5 pl di DNA,
1X Master Mix (Promega Corporation) e primers (Eurofins Genomics, srl, Ebersberg, Germany)
utilizzati alla concentrazione di 0,5-1 pM. I geni target sono stati amplificati usando le seguenti
condizioni: 94°C per 3 min; 30 cicli: 94°C per 1 min, 50°C /45 s per vanA; 55°C /45 s per vanB;
51°C/1 min per aac(6')-Ie-aph(2")-1a; 54°C/1 min per aph(3')-Illa; 53°C/1 min per ant(3")-1II ed
ermB; 48°C/1 min per pbp5; 50°C/1 min per asal; 52°C/1 min per ace; 48 - C/1 min per gelE, 72°/1
min; 72°C per 7 min. I prodotti di PCR sono stati separati mediante elettroforesi su gel di agarosio
(alla concentrazione di 1-1,5% m/v, TAE buffer 1X a 100 V per 1 h), includendo il ladder di DNA

(Promega) da 100 bp. In ogni reazione ¢ stato incluso un controllo negativo e un controllo positivo.

61



Tabella 7: Primer utilizzati per la ricerca di geni di resistenza in E. faecium.

Antibiotico Gene target Sequenza (5°-3’) dei primer Peso Riferimenti
molecolare bibliografici
vanA F: 1032 Shirvani F et al., 2021
CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA bp
. R: CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA
Vancomicina
vanB F: GTCACAAACCGGAGGCGAGGA 430bp  Shirvani F et al., 2021
R: CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA
aac(6')-le-aph(2")-In  F: CCAAGAGCAATAAGGGCATA 369bp  HaghiFetal., 2019
R: CACTATCATAACCACTACCG
aph(3')-Illa F: GGCTAAAATGAGAATATCACCGG 523bp  Haghi Fetal.,, 2019
Amminoglicosidi R: CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG
ant(3")-111 F: TGATTTGCTGGTTACGGTGAC 284bp  Haghi Fetal., 2019
R: CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG
F: CATTTAACGACGAAACTGGC 425bp  Portillo A et al., 2000
Macrolidi ermB
R: GGAACATCTGTGGTATGGCG
F: AACAAAATGACAAACGGG 900bp  PoetaP et al., 2007
Ampicillina pbps
R: TATCCTTGGTTATCAGGG
Tabella 8: Primer utilizzati per la ricerca di geni di virulenza in E. faecium.
Prodotto Gene Sequenza (5°-3’) dei primer Peso Riferimenti
target molecolare  bibliografici
Enterococcus
surface esp F: TTGCTAATGCTAGTCCACGACC
protein R: GCGTCAACACTTGCATTGCCGA >10bp Weng PL etal., 2019
Aggregation 1 F: GCACGCTATTACGAACTATGA .
substance asa R: TAAGAAAGAACATCACCACGA 375 bp Jovanovi¢ M et al., 2023
Adhesion to F: CAGGCCAACATCAAGCAACA
collagen of  ace : 616 b Haghi F et al., 2019
enterococcus R: GCTTGCCTCGCCTTCTACAA P £ :
Gelatinase E ~ gelE F: TATGACAATGCTTTTTGGGAT 213 bp Haghi F et al., 2019

R: AGATGCACCCGAAATAATATA
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Nei ceppi di S. aureus, la presenza dei geni di resistenza (mecA, mecC) e di virulenza (PVL) ¢ stata

indagata mediante saggi di PCR multiplex, utilizzando primer specifici (Tabella 9), come

precedentemente riportato (EURL-AR, 2024).

L’amplificazione ¢ stata effettuata in reazioni dal volume finale di 25 pL, contenente 2 uLL di DNA,

1X PCR Master Mix (Promega Corporation) e 0,5 uM di ciascun primer. I geni target sono stati

amplificati usando le seguenti condizioni: 94°C per 5 min, seguita da 30 cicli (94°C per 30 sec, 56°C

per 1 min e 72°C per 1 min), con una fase finale a 72°C per 10 min. I prodotti di PCR sono stati

separati mediante elettroforesi su gel di agarosio (alla concentrazione del 2,0% m/v, TAE buffer 1X

a 100 V per 1 h), includendo un DNA ladder da 50 bp (Promega), un controllo positivo e uno negativo.

Tabella 9: Primer utilizzati per la ricerca di geni di resistenza e virulenza in S. aureus.

Gene target  Sequenza (5°-3’) dei primer

Peso molecolare

Riferimenti bibliografici

F: TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC 180-600 bp Stegger M et al., 2012
spa R: CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT

F: TCCAGATTACAACTTCACCAGG 162 bp Stegger M et al., 2012
mecA R: CCACTTCATATCTTGTAACG

F: GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 138 bp Stegger M et al., 2012
mecC R: GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC

F: GCTGGACAAAACTTCTTGGAATAT 83 bp Stegger M et al., 2012

PVL R: GATAGGACACCAATAAATTCTGGATTG
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5.8 Spa Typing per S. aureus
La tipizzazione del gene spa nei ceppi di S. aureus ¢ stata effettuata mediante amplificazione e
successivo  sequenziamento  Sanger del gene con  specifici primers (Forward:
TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC; Reverse: CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT), come
precedentemente riportato (EURL-AR, 2024).
Successivamente, 5 uL dei prodotti di PCR sono stati caricati su un gel di agarosio al 2% immerso in
soluzione di TBE 1X e sottoposti a corsa elettroforetica per 100 minuti a 100 V, utilizzando come
riferimento un ladder da 100 bp. Il gel ¢ stato quindi osservato con un transilluminatore a luce UV,
evidenziando la presenza di bande comprese tra 180 e 600 bp.
Per I’analisi quantitativa e qualitativa del DNA, ¢ stato utilizzato lo spettrofotometro NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia), in grado di analizzare volumi estremamente ridotti (1 pL).
Lo strumento fornisce automaticamente la lettura a 260, 280 e 230 nm, determinando la
concentrazione del DNA e i rapporti di assorbanza che indicano il grado di purezza del campione.
Il prodotto di PCR ¢ stato poi inviato a Eurofins Genomics (Europe Shared Services GmbH,
Ebersberg, Germany) per il sequenziamento. I risultati sono stati interpretati mediante il software
CGE Server spa Typer (Bartels MD et al., 2014) e confrontati con il server Ridom Spa Server
(Harmsen D et al., 2003). Per valutare il potere discriminante dello spa typing, ¢ stato calcolato

I’indice D.
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6. Risultati

6.1 P. aeruginosa
I principali risultati relativi allo studio condotto sui ceppi di P. aeruginosa sono riportati nel lavoro di
seguito allegato: Lombardi A, Tamburro M, Sammarco ML, Ripabelli G. Hospital environment as
reservoir of Pseudomonas aeruginosa in human cases: a molecular epidemiology investigation in a
hospital ~ setting in  central Italy. Lett Appl  Microbiol.  2025;78(2):0vaf019.
doi:10.1093/lambio/ovaf019.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa is one of the main causes of hospital infections that are difficult to manage because of multidrug resistance (MDR).
The aim of this study was to describe a molecular investigation on 19 clinical and 14 isolates from the environment in the Hub hospital of
the Molise region, central Italy. Antimicrobial susceptibility was evaluated using BD Phoenix™ Automated Microbiology System. Pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE) with Spel, enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC-PCR), and random amplified polymorphic DNA-
PCR were performed for genotyping. All 33 P aeruginosa showed MDR phenotype. PFGE had 0.99 discriminatory power, underlining high
heterogeneity among the strains. The genetic relatedness between two human isolates (H12 and H15) from neonatal intensive care (NICU) and
one environmental strain (E1) collected from siphon of sink in the delivery room was noticeable, as well as between one strain from faucet
in NICU (E2) and siphon sink (E5) from delivery room. The link between H12, H15, and E1 strains was corroborated by ERIC-PCR showing
epidemiological concordance, although with a lower discriminatory power. The study findings strengthened the critical correlation between
clinical P aeruginosa and environment, according to previous molecular surveys on outbreaks occurred in Italy.

Impact Statement

The emergence of antimicrobial resistance, particularly of multidrug-resistant (MDR) Pseudomonas aeruginosa, represents a critical global public
health threat. This study provides findings on the circulation of MDR P aeruginosain a hospital setting in central Italy during a period of 55 days,
particularly in neonatal intensive care where newborns are subject to increased risks of hospital-acquired infections due to immunological
immaturity and the need for invasive procedures and prolonged hospital stay. Results contribute to complete the epidemiological framework by
enhancing the understanding of P aeruginosa transmission routes, and support literature evidence about microbial dynamics from environmental
sources to humans.

Keywords: P, aeruginosa infections; environmental contamination; molecular methods; neonatal intensive care; control measures

Introduction

Pseudomonas aeruginosa is one of the most common causes
of severe human infections acquired in the hospital setting
leading to significant morbidity and mortality (Spagnolo et al.
2021, Liao et al. 2022, Wood et al. 2023). Considering its
ability in the adaptation, survival, and multidrug resistance
(MDR), infections can be life-threatening (Moradali et al.
2017).

Globally, P. aeruginosa was identified as responsible for
more than 920 000 deaths attributable to antimicrobial resis-
tance (AMR) and 3.57 million deaths associated with AMR
in 2019 (Antimicrobial Resistance Collaborators 2022). The
World Health Organization (WHO) 2017, during 2017, in-
cluded P. aeruginosa in the list of pathogens for which de-
velopment of new antimicrobial agents was urgently needed,
defining the ESKAPE pathogens, including Enterococcus fae-
cium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acineto-
bacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobac-
ter species with priority De Oliveira et al. 2020). In the latest
WHO Bacterial Priority Pathogens List, P. aeruginosa is in-
cluded in the high group of antimicrobial resistant bacterial
pathogens that could be critical for some populations being

difficult to treat, causing a substantial disease burden (Rello
etal. 2019, European Centre for Disease Prevention and Con-
trol 2023), showing increased trends in resistance, and for
which there are few potential treatments in the development
pipeline (World Health Organization 2024). Therefore, the
ESKAPE pathogens are still a global problem threatening pub-
lic health and continue to represent major therapeutic chal-
lenges (Miller and Arias 2024).

Worldwide, P. aeruginosa in clinical settings is reported as
a leading cause of infections, in both developed and devel-
oping countries. For example, a study conducted in Africa
assessing the distribution of MDR ESKAPE pathogens in a
hospital, reported that P. aeruginosa accounted for 4.77%
of all isolates (Augustine et al. 2023). Moreover, a wor-
rying prevalence of 54% of MDR P. aeruginosa was ob-
served through a case-control surveillance study during the
period 2008-2012 in five tertiary hospitals in Southern China
(Peng et al. 2014).

The latest point prevalence survey in European acute care
hospitals promoted by the European Centre for Disease Pre-
vention and Control (ECDC) in 2022-2023 reported P. aerug-
inosa as the cause of 7.9% of hospital-acquired infections
(HAIs), of which 29.7% of isolates were carbapenem resistant
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(European Centre for Disease Prevention and Control 2024).
Particularly, the highest percentage of P. aeruginosa was ob-
served in Croatia (12.1%), followed by Greece (11.9%), Ser-
bia (11.2%), Bulgaria (11.1%), and Italy 9.1% (European
Centre for Disease Prevention and Control 2024).

As revealed by the European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network, 14% of European countries in 2021
had percentages of carbapenem-resistant P. aeruginosa equal
to or above 50% (European Centre for Disease Prevention
and Control 2023). Furthermore, data from National Institute
of Health in Italy reported an increasing trend of resistance
to carbapenems and high rates of resistance to piperacillin-
tazobactam, ceftazidime, fluoroquinolones, and aminoglyco-
sides (Iacchini et al. 2022).

Together with antibiotic resistance, P. aeruginosa has other
survival mechanisms, including biofilm formation (Maurice et
al. 2018), representing a potential site for the transfer of viru-
lence factors and antibiotic resistance, thereby promoting its
persistence in the environment (Spagnolo et al. 2015).

Indeed, the transmission from environmental sources to pa-
tients and healthcare workers has been previously described
(Chia et al. 2020, Biichler et al. 2023). Because of the severe
clinical manifestations of infections sustained by P. aeruginosa
and the ability to cause outbreaks in the hospital setting, the
use of molecular typing techniques was proven to be rapidly
successful in epidemiological investigations (Selim et al. 2015,
Sawa et al. 2020).

The aim of this study was to describe a molecular epidemi-
ology investigation in order to evaluate the genetic relatedness
between human P. aeruginosa isolates and those recovered
from the hospital environment in the Molise region, central
Italy, during July—August 2022.

Materials and methods

Clinical and environmental P aeruginosa isolates

This was a non-interventional study, and the main findings
were related to strains collected within a surveillance system
established in the examined hospital, hence anonymity for pa-
tient data was assured. Since the study focused on molecular
characterization of bacterial isolates and research did not in-
volve humans, approval from an ethics committee was not re-
quired.

Pseudomonas aeruginosa strains were collected within the
‘alert organism’ system, a sentinel surveillance established for
detecting and reporting the presence of microorganisms of
clinical and epidemiological relevance due to multiple antibi-
otic resistance profiles and capacity for rapid spread isolated
from patients hospitalized or temporarily treated at the Hub
hospital ‘A. Cardarelli’ in Campobasso, the capital city of
Molise region, central Italy.

Four clinical P. aeruginosa were isolated from the neonatal
intensive care (NICU) during July—August 2022, and were col-
lected from ear swab, nasal swab, umbilical catheter culture,
and eye swab. Additional 15 clinical strains were collected in
the same period from patients (53 % male, meanage 69 4 18.1
years, range 21-89 years) in other wards, including intensive
care unit (21.1%), orthopedics and internal medicine (10.5%
each), and urology, nephrology, infectious disease, emergency,
rehabilitation, vascolar surgery, and cardiology (5.3% each).

Following the isolations in NICU, to assess transmission
routes, samplings from environmental sources in this ward
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and in the delivery room were carried out. Before pro-
ceeding with the sampling, inspections were conducted to
identify the pathways followed by patients from the deliv-
ery room to NICU, and hygiene and sanitation procedures
were indicated to be implemented for reduce the risk of
microorganism transmission. Microbiological sampling was
performed using Replicate Organism Direct Agar Contact
and surface swabs, based on the critical points previously
identified.

For microbiological controls, two selective and differen-
tial media were used for P. aeruginosa, including Pseu-
domonas Agar Base CM0559 (OXOID, Milan, Italy) and
Pseudomonas Agar P-King Medium A (Biolife, Milan, Italy),
and one non-selective medium Nutrient Agar (Biolife) for
total microbial count. All media were supplemented with
soy lecithin, a neutralizer for disinfectant residues after
the sanitation treatments. Surface sampling was performed
using the four-quadrant streak technique in accordance
with ISO 18593:2004 (International Standards Organiza-
tion 2004). Plates were immediately transported to the lab-
oratory at refrigerator temperature and incubated at 37°C
overnight.

Fourteen P. aeruginosa strains were collected, of which
10 from NICU and 4 from delivery room (Table 1). All
strains were sub-cultured by streaking on Psendomonas Agar
Base (Biolife) and incubated at 37°C overnight, and DNA
was extracted using Maxwell® 16 Cell DNA Purification Kit
(Promega corporation, Milan, Italy) for the subsequent appli-
cations.

Antimicrobial susceptibility testing

The evaluation of antimicrobial susceptibility of clini-
cal isolates was in collaboration with the Hospital Mi-
crobiology Laboratory, using BD Phoenix™ Automated
Microbiology System (Becton Dickinson Diagnostic Sys-
tems, Sparks, USA). The minimum inhibitory concentra-
tions (MICs) were calculated for the following antibi-
otics: ertapenem, imipenem, and meropenem; piperacillin,
amoxicillin-clavulanate, piperacillin-tazobactam, ceftazidime,
ciprofloxacin, cefalexin, cefepime, cefuroxime, nitrofurantoin,
tigecycline, trimethoprim, and levofloxacin. Results were in-
terpreted (Table 2) according to the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing breakpoints (EUCAST
2023). MDR profile was associated with an isolate showing
resistance to three or four antibiotic classes.

The Kirby-Bauer disk diffusion method was carried out
to test antimicrobial susceptibility among 14 environmen-
tal strains, showing acceptable performance as alternative
to the standard broth microdilution method for P. aerug-
inosa for clinical treatment interpretation (Wang et al.
2020).

The susceptibility of environmental strains was only
evaluated for amoxicillin-clavulanic acid (30 pg, OXOID),
trimethoprim (5 ug, OXOID), ciprofloxacin (5 pg, OXOID),
and ceftazidime (30 pug, OXOID), as these molecules were also
tested for human isolates and were available at time of inves-
tigation. Antibiotic disks were placed onto Mueller-Hinton
Agar plates (Biolife), inoculated with a bacterial suspension
adjusted to 0.5 McFarland’s standard (1.5 x 10% UFC/ml) and
incubated at 37°C for 24 h. The inhibition zone was mea-
sured and interpreted according to the EUCAST guidelines
(EUCAST 2023).
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Table 1. Clinical isolates, patient data, and characteristics of environmental samples.

Clinical isolates

Environmental isolates

Isolation Isolation
Strains dates Ages Genders  Samples Wards Strains dates Samples Wards
PaH1 04/07/2022 71 M Bladder catheter ~ Urology PaEl 21/07/2022 Siphon sink Delivery room
PaH2 02/07/2022 0 M Ear swab NICU PaE2 21/07/2022 faucet NICU
PaH3 21/07/2022 71 M Urine culture Nephrology PaES 21/07/2022 Siphon sink Delivery room
PaH4 18/07/2022 60 M Blood culture ICU PaE7 21/07/2022 Sink NICU
PaH$ 29/07/2022 89 F Bladder catheter  Infectious disease  PaES8 21/07/2022 Siphon sink Delivery room
PaHé 01/08/2022 67 M Bronchial aspirate ICU PaE9 21/07/2022 Sink NICU
PaH7 04/08/2022 21 M Wound culture Orthopedic PaE12 21/07/2022 Changing table NICU
PaH8 08/08/2022 43 F Ulcer swab Emergency PaE13 21/07/2022 Sink Delivery room
PaH9 18/08/2022 66 F Urine culture Rehabilitation PaE14 22/08/2022 Filter faucet NICU
PaH10 18/08/2022 63 F Urine culture Internal medicine  PaE15 12/08/2022 Sink drain NICU
PaH11 19/08/2022 87 F Wound culture Vascolar surgery ~ PaEl6 12/08/2022 Sink drain NICU
PaH12 22/08/2022 0 M Nasal swab NICU PaE17 12/08/2022 Sink drain NICU
PaH13 19/08/2022 @ F Umbilical catheter NICU PaE18 12/08/2022 Sink drain NICU
PaH14 18/08/2022 76 M Bronchial aspirate ICU PaE19 25/08/2022 Sink siphon NICU
PaH15 24/08/2022 0o M Eye swab NICU
PaH16 10/08/2022 83 M Central venous Internal medicine
catheter

PaH17 11/08/2022 83 F Bladder catheter ~ Cardiology
PaH18 12/08/2022 85 F Wound culture Orthopedic
PaH19 16/08/2022 62 M Bronchial aspirate ICU
Table 2. MICs breakpoints for tested antibiotics (EUCAST 2023).
Antibiotics MIC breakpoints (mg/l)

S< R >
Amoxicillin-clavulanic acid - -
Piperacillin 0.001 16
Piperacillin-tazobactam 0.001" 16!
Cefalexin - -
Cefepime 0.001 8
Ceftazidime 0.001 8
Cefuroxime iv - -
Ertapenem - -
Imipenem 0.001 4
Meropenem 2 8
Ciprofloxacin 0.001 0.5
Levofloxacin 0.001 2

Tigecycline
Nitrofurantoin
Trimethoprim

Molecular typing by PFGE, ERIC-PCR, and
RAPD-PCR

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of Spel -digested bac-
terial DNA was carried out to examine the relatedness of
all isolates, based on the standardized protocol (Corona-
Nakamura etal. 2001), with modifications for pulse time from
1to 50 s over 22 h at 6 V/em and at 14°C.

Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC-
PCR) assays were performed in 25 ul final volume contain-
ing 6 pl of DNA template, 1X PCR Master Mix (Promega
corporation), 1 pM of each primer, ERIC1-F, and ERIC2-R
according to the protocol previously described (Stehling et al.
2010, Hematzadeh and Haghkhah 2021) with modifications
for cycling conditions (95°C 5 min, 35 cycles at 95°C for 40 s,
40°C for 1 min, 72°C for 1.5 min, and 72°C for 7 min).

Random amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR) mix-
tures (25 pl) contained 1 pl DNA template, 1X PCR Master
Mix (Promega corporation), 4 pM RAPD-272, or RAPD-208
primer following the procedure previously reported (Emaneini

et al. 2019, Hematzadeh and Haghkhah 2021) with some
modifications (94°C 2 min, 35 cycles at 94°C for 30 s, 30°C
for 30 s, 72°C for 2 min, and 72°C for 10 min).

PFGE, ERIC-PCR, and RAPD-PCR profiles were analysed
under UV light in a gel documentation system (UVITEC Cam-
bridge, Fire Reader). Fingerprints were entered into a database
in BioNumerics version 5.10 (Applied Maths, Sint-Martens-
Latem, Belgium), and dendrograms were built using Dice co-
efficient and unweighted pair group method with arithmetic
mean (UPGMA) (Aditi et al. 2017, Nageeb et al. 2021).

Results and discussion

This work reports a case-study based on a molecular epidemi-
ology investigation for 19 clinical and 14 environmental iso-
lates collected in a hospital setting during July-August 2022 in
Molise region, central Italy. The rationale for this survey was
based upon isolation of four isolates from NICU in the exam-
ined hospitals, therefore, to understand the contaminated en-
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Figure 1. PFGE dendrogram (Dice coefficient) for 33 P aeruginosa isolates. H, human isolate; E, environmental isolate; AMC, Amoxicillin-clavulanate;
CXM, Cefuroxime; TGC, Tigecycline; TMP, Trimethoprim; NFT, Nitrofurantoin; CLX, Cefalexin; FER Cefepime; PIP-TZ, piperacillin-tazobactam; CAZ,
Ceftazidime; PIR Piperacillin; IMR Imipenem; MEM, Meropenem; CIR Ciprofloxacin; LVX, Levofloxacin; R, resistant; |, intermediate; S, sensitive; and /,

untested antibiotic.

vironment sources and the transmission routes. Furthermore,
for a deep interpretation of the results, hospital outbreaks of
P. aeruginosa correlated with environment sources resolved
through a molecular approach in Italy were considered.

In our survey, clinical P. aeruginosa strains were isolated
from patients mostly hospitalized in NICU and ICUs (Table 1),
thus among subjects who are mainly exposed to HAIs for
immunological immaturity, frailty, invasive procedures and
devices, immunosuppression, comorbidity, and increased age
(Blot et al. 2022). Due to the ability of P. aeruginosa to
form biofilm allowing adherence to any surface and persis-
tence (Curran etal. 2018, Maurice et al. 2018, Hadadi-Fishani
et al. 2020), potential environmental sources in the health-
care settings could be responsible for HAI outbreaks (Cristina
etal.2021),and include water, medical devices not thoroughly
cleaned/disinfected or dried, contaminated solutions, and sur-
faces.

Antibiotic resistance in P. aeruginosa represents a global
concern, which could be due to genes acquired by horizontal
gene transfer, overexpression of efflux pumps, and low outer
membrane permeability and the acquisition of chromosomal
(Botelho et al. 2019, Mancuso et al. 2023). In our study, clini-
cal isolates showed high levels of resistance to penicillin, tetra-

cyclines, and cephalosporins, supporting the circulation of
MDR P. aeruginosa in the examined hospital setting. Particu-
larly, all were resistant to ertapenem, amoxicillin-clavulanate,
cefuroxime, tigecycline, trimethoprim, and nitrofurantoin. Six
(31.6%) isolates were resistant to cefalexin, three (15.7%)
to cefepime and to piperacillin-tazobactam, two (10.5%) to
ceftazidime, piperacillin and imipenem, and one each (5.2%)
to meropenem, ciprofloxacin, and levofloxacin. These find-
ings are in agreement with the most recent Italian data (Iac-
chini et al. 2022), showing the highest percentage of re-
sistance for piperacillin-tazobactam (23.4%), followed by
ceftazidime (19.1%), ciprofloxacin and levofloxacin (18.6%
each), imipenem and meropenem (16.4% each), and gentam-
icin and amikacin (5.7% each).

Antimicrobial susceptibility profiles of environmental P.
aeruginosa strains correlated with those from human cases,
showing resistance to trimethoprim (92.9%), amoxicillin-
clavulanate (92.9%), ciprofloxacin (7.14%), and ceftazidime
(7.14%).

Pseudomonas aeruginosa possesses a very complex ecology
with frequent recombination that creates strains with unique
genetic characteristics, in which highly successful epidemic
clones could arise (Magalhaes et al. 2020). In this context,
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Figure 2. ERIC-PCR dendrogram (Dice coefficient) for 33 P aeruginosa isolates. H, human isolate; E, environmental isolate; AMC, amoxicillin-clavulanate;
CXM, Cefuroxime; TGC, Tigecycline; TMP Trimethoprim; NFT, Nitrofurantoin; CLX, Cefalexin; FEP. Cefepime; PIP-TZ, Piperacillin-tazobactam; CAZ,
Ceftazidime; PIP, Piperacillin; IMP, Imipenem; MEM, Meropenem; CIE Ciprofloxacin; LVX, Levofioxacin; R, resistant; |, intermediate; S, sensitive; and /,

untested antibiotic.

molecular epidemiological investigations have become essen-
tial for active surveillance of infections and detection of out-
breaks, providing insights on the relatedness of strains, and
consequently on the routes of colonization and/or infection.
For DNA fingerprinting of P. aeruginosa analysed in the
study, three molecular typing methods were applied, includ-
ing PFGE that has been considered as the ‘gold standard’
although more recently whole genome sequencing (WGS) is
increasingly used. Important clusters were not observed at
cut-off of 70%-80% used for similar analyses (Maroui et al.
2017, Karami et al. 2019, Motevasel et al. 2024), therefore
the group analysis was carried out considering the similarity
level of 60%, according to other reports (Tassios et al. 1998,
Mokhtari and Amini 2019). PFGE revealed 26 clusters with
the cluster 6 and 15 containing each three isolates of inter-
est (Fig. 1). Cluster 6 included one clinical (H16) isolate from
internal medicine ward and two environmental strains from
NICU from sink drain and sink (E16 and E7, respectively),
while cluster 15 grouped two clinical strains from NICU (H12
and H15, 96.6% similarity), and one environmental isolate
from siphon sink of delivery room (E1). Clusters 7, 16, and
20 were represented each by two isolates: one clinical and one
environmental isolate from NICU (H13 and E19), two envi-
ronmental isolates from NICU and delivery room (E2 and E5),

and two clinical strains from nephrology (H3 H4) and ICU
(96%), respectively. Although further epidemiological corre-
lations were not found, these results support that PFGE is a
molecular typing method with high discriminatory power pro-
viding significant insights (Sammarco et al. 2014, Neoh et al.
2019).

Genotyping of P. aeruginosa isolated in the hospital setting
was also explored by ERIC and RAPD-PCR, being cost effec-
tive, readily available, and easy to perform although with dis-
criminatory power, typeability, and reproducibility lower than
those of PFGE (Auda et al. 2017). At 60% similarity level,
ERIC-PCR showed cluster 1 as the most prevalent (# = 11,
33.3%) with seven clinical isolates from NICU and ICU, reha-
bilitation, orthopedics, and emergency, and four environmen-
tal strains from delivery room and NICU (Fig. 2). In addition,
cluster 3 grouped three clinical (from NICU, infectious dis-
ease, and nephrology wards) and two environmental strains
from NICU, and cluster 8 comprised two clinical strains from
urology and vascular surgery, and one environmental isolate
from NICU.

Based on RAPD-272, dendrogram showed 12 groups
(Fig. 3), with cluster 8 as the most common, grouping 17
(51.5%) isolates, of which 94% were clinical with one en-
vironmental strain (E8) grouped with a clinical strain from
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Figure 3. RAPD-PCR dendrogram (Dice coefficient) using primer 272 for 33 P, aeruginosa isolates. H, human isolate; E, environmental isolate; AMC,
Amoxicillin-clavulanate; CXM, Cefuroxime; TGC, Tigecycline; TMR Trimethoprim; NFT, Nitrofurantoin; CLX, Cefalexin; FER Cefepime; PIP-TZ,
Piperacillin-tazobactam; CAZ, Ceftazidime; PIP, Piperacillin; IMP, Imipenem; MEM, Meropenem; CIP, Ciprofloxacin; LVX, Levofloxacin; R, resistant; I,

intermediate; S, sensitive; and /, untested antibiotic.

NICU (H2) (93.8% similarity). Cluster 7 included three en-
vironmental isolates (2 from NICU—E14 and E17-and one
from delivery room, E3), followed by clusters 6 and 10, with
two environmental strains from NICU (E16 and E19), and
two from delivery room and NICU (E1 and E2), respectively.
RAPD-208 dendrogram showed 11 clusters (Fig. 4): cluster
1 grouped 51.5% (n = 17) isolates, including 52.9% from
NICU with four clinical (H15, H13, H2, and H12) and five
environmental strains (E15, E17, E9, E18, and E2), 11.8%
from delivery room (ES and E8 environmental strains) and
ICU (H4 and Hé), respectively. Cluster 4 grouped 15.2%
isolates from different wards (H17, H18 and H16, and E14
and E1), while clusters 2 and 6 with two strains each (H8
and H9, E19 and H19, respectively). RAPD-PCR with both
primers allocated H16 from the internal medicine ward in
the same cluster with two clinical strains (H17 and H18) iso-
lated on 10, 11, and 12 August, respectively, from the wards
of cardiology and orthopaedics. However, this result was not
supported by PFGE, which showed that these isolates be-
longed to distinct genotypes. Indeed, the analysis of the clin-
ical history of the patients revealed that, although the isola-
tion of the strains occurred in the same period, results from
RAPD-PCR did not correlate with their circulation in the
hospital.

Even though different number of clusters were generated,
PFGE, ERIC-PCR, and RAPD-PCR with both primers showed
epidemiological concordance and the clonal relatedness ob-
served through PFGE was supported by ERIC-PCR and
RAPD analyses, since they grouped the H12 and H135 isolates
from NICU in the same cluster, and both PFGE and ERIC
included the environmental strain E1 from delivery room in

the cluster. Moreover, both PFGE and RAPD-208 grouped
together E2 and ES from NICU and delivery room, and H3
and H4 from nephrology and ICU, respectively. The pres-
ence of important environmental sources was also indicated
by RAPD-208 grouping a clinical strain (H16) from inter-
nal medicine ward with the environmental strain (E1) from
siphon of sink in the delivery room. Similarly to RAPD-PCR
but differently from PFGE, ERIC-PCR grouped H17 and H18
(92.8% similarity) in the same cluster. Although the high sim-
ilarity of their antimicrobial susceptibility profiles, the consul-
tation of medical records revealed that patients did not move
among the two wards during the hospitalization, further sup-
ported by PFGE results displaying distinct genotypes for these
isolates. Considering that antimicrobial susceptibility profiles
and restriction profiles were discrepant, the information re-
lated to resistotypes could be only used for an initial screen-
ing for the study of P. aeruginosa isolates (Freitas and Barth
2004).

Our results and other studies report ERIC-PCR as the most
suitable method for P. aeruginosa among PCR-based method-
ologies (Kidd et al.2011). Moreover, RAPD with both primers
could enable successful genotyping (Hafiane and Ravaoari-
noro 2011), with RAPD-208 as more discriminatory than
RAPD-272 (D = 0.98 vs D = 0.97, respectively), as previ-
ously reported (Saitou et al. 2010).

Although with the highest discriminatory power
(D = 0.99), PFGE may not represent the method for typing P.
aeruginosa due to its wide genetic heterogeneity. Thus, a deep
investigation through WGS is needed to conclude about the
relationship between the environmental sources and clinical
strains (Neoh et al. 2019).
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Figure 4. RAPD-PCR dendrogram (Dice coefficient) using primer 208 for 33 P aeruginosa isolates. H, human isolate; E, environmental isolate; AMC,
Amoxicillin-clavulanate; CXM, Cefuroxime; TGC, Tigecycline; TMP, Trimethoprim; NFT, Nitrofurantoin; CLX, Cefalexin; FEP Cefepime; PIP-TZ,
Piperacillin-tazobactam; CAZ, Ceftazidime; PIP, Piperacillin; IMP, Imipenem; MEM, Meropenem; CIP, Ciprofloxacin; LVX, Levofloxacin; R, resistant; I,

intermediate; S, sensitive; and /, untested antibiotic.

The overall results support the transmission of the bacterial
contamination amongst wards, which was likely related to a
low adherence to disinfection programmes effective in con-
trolling pathogen colonization and environmental persistence
(Beggs et al. 2015). The transmission of P. aeruginosa from
environmental sources, including sink, drains, faucet through
the dispersion of contaminated droplets, or aerosols onto sur-
rounding surfaces in the patient environment has been pre-
viously reported (Kotay et al. 2019, Pirzadian et al. 2023).
Furthermore, previous studies conducted in Italy largely de-
scribed the transmission ability of P. aeruginosa through en-
vironmental sources in causing nosocomial human infections
and outbreaks (Orsi et al. 2006, Prospero et al. 2006, Crivaro
et al. 2009). In detail, PFGE was used to investigate nosoco-
mial bloodstream infections caused by P. aeruginosa in nine
patients hospitalized in the neurosurgical intensive care unit
of a hospital in Rome, Italy, and the correlation with envi-
ronmental strains from a plasma-expander solution and tap
water was highlighted (Orsi et al. 2006). Indeed, PFGE re-
solved genomic DNA of seven clinical and six environmen-
tal P. aeruginosa isolates into three major patterns, with the
first including all clinical isolates and isolates from the plasma-
expander solution suggesting its role as reservoir, and the sec-
ond and third patterns in three and two strains, respectively,
from water of two different rooms of the ward. An outbreak of
P. aeruginosa catheter-related bloodstream infection was also
described in a medical ward of a teaching hospital in Ancona,
central Italy (Prospero et al. 2006). Molecular characteriza-
tion by PFGE of four clinical isolated from patient blood and

one environmental strain, from the mixture of heparin and
saline solution was carried out. The five isolates had identi-
cal resistotype and indistinguishable PFGE profile, showing
that outbreak was caused by a single clone of P. aeruginosa.
Molecular epidemiology of P. aeruginosa was also explored in
2005-2007 in the NICU of a University hospital in south Italy
(Crivaro et al. 2009). PFGE of isolates collected from ninety
neonates identified twenty genotypes, with one major pulso-
type being isolated from 48 patients. The analysis focused on
seven environmental strains as well, isolated from the hand of
a nurse and from three sinks, with two PFGE profiles identical
to two clinical isolates.

Pseudomonas aeruginosa, as other ESKAPE pathogens,
is ubiquitous with enormous ability to survive in different
niches, such as humans, plants, animals, soil, and aquatic en-
vironments, due to the genetic diversity present in its chro-
mosome (Morales-Espinosa et al. 2024). Indeed, the envi-
ronment may act as a reservoir for pathogens causing noso-
comial infections and/or outbreaks, especially for P. aerugi-
nosa able to persist on surfaces for long time. It has been
demonstrated that, with the increase in the number of an-
imals testing positive for MDR bacteria, monitoring of ES-
KAPE pathogens is crucial to understand transmission dy-
namics, prevent spread and protect public health through a
One Health approach (Feuer et al. 2024, Mellace et al. 2024).
In this context, biomolecular characterization is essential to
fully recognize the genetic relationships between strains from
various sources, including clinical and non-clinical samples
(Soliman et al. 2024).
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The implementation of hygiene measures and personnel be-
haviors are considered effective control measures for limit-
ing the strains circulation (Rakshit et al. 2023). Indeed, it has
been demonstrated in the effectiveness of hand hygiene using
alcohol-based solutions, patient cohorting, contact precau-
tions, active surveillance, and environmental clearing, includ-
ing water safety, in reducing P. aeruginosa spread and, conse-
quently, in managing outbreaks in hospital settings (Karam-
patakis et al. 2023). After the increasing number of infections
caused by P. aeruginosa in the study period and considering
the molecular epidemiology results, targeted infection control
measures were undertaken in the examined hospital, includ-
ing a review of environmental hygiene procedures with the
implementation of sanitization measures and the replacement
of washbasins for hand and newborns hygiene with models
more technologically suitable for lowering the risk of infec-
tion related to practices. Following these measures, a drastic
reduction of P. aeruginosa isolation was reported.

The study has certain limitations. First, a limited number
of P. aeruginosa were analysed, which, however, were iso-
lated form a small size hospital in a non-metropolitan area
in central Italy. Second, the isolates were collected along a
brief timeframe because of the significant reduction of the
number of isolations after the rapid implementation of saniti-
zation measures. Moreover, WGS-based typing undoubtedly
provides higher discriminatory power, and characterization
of the strains could be limited using PFGE, ERIC-PCR, and
RAPD-PCR. However, these molecular techniques are less ex-
pensive and are still used for the characterization of P. aerug-
inosa isolates with a good typing value (Hematzadeh and
Haghkhah 2021, Dufkova et al. 2023).

Conclusions

In conclusion, the study supports the critical association be-
tween environmental sources and clinical infections by P.
aeruginosa as revealed through a molecular-based investiga-
tion. Although a high genetic heterogeneity was observed,
molecular epidemiology approaches were necessary for the
characterization of circulating strains and for better under-
standing the transmission routes and resistance mechanisms,
to strengthen the surveillance and implement appropriate pre-
vention and control strategies.
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6.1.1 Caratterizzazione mediante MLST

Nell’articolo sopra riportato, ¢ assente 1’analisi dei ceppi di P. aeruginosa mediante MLST, di seguito
descritta. Sono stati identificati 10 diversi ST identificati tra i 33 ceppi esaminati (potere discriminante
D=0,85) (Tabella 10). ST309 (n=7; 21,2%), ST895 (n=7; 21,2%) e ST446 (n=4; 12,1%), caratterizzati
rispettivamente dalla combinazione allelica 13-8-9-3-1-17-15, 11-5-1-11-3-4-7 ¢ 18-4-5-3-1-17-13,
sono risultati tra i piu rappresentati.

Inoltre, sono stati identificati ST253 e ST274 (n=3; 9,1% ciascuno), seguiti da ST1248, ST111,
ST235, ST296 (n=2; 6,1% ciascuno) e ST207 (n=1; 3,0%). In particolare, ST253 ¢ stato isolato
esclusivamente da campioni clinici provenienti da reparti differenti (urologia, riabilitazione e
chirurgia vascolare), mentre ST274 ¢ stato rilevato sia in UTI sia in piu punti della rete idrica della
TIN. ST1248 ¢ stato relativo solo a isolati dalla TIN, in campioni clinici e ambientali, mentre ST296
¢ stato identificato in isolati da ortopedia e cardiologia.

Per quanto riguarda la distribuzione temporale, gli ST hanno mostrato pattern distinti: ST309 ¢ stato
rilevato esclusivamente il 21 luglio 2022, ST895 ¢ stato invece identificato in modo continuativo tra
il 18 luglio e il 14 agosto 2022, mentre ST446 ¢ stato isolato dal 2 luglio al 12 agosto 2022, sia in
campioni clinici sia ambientali. Gli altri ST si riferiscono a finestre temporali piu ristrette (ST253 tra
luglio e agosto, ST111 a luglio, ST296 ad agosto, mentre ST1248, ST274, ST235 e ST207 sono stati

rilevati in date isolate nel mese di agosto).

Tabella 10. ST identificati e pulsotipi di PFGE nei ceppi di P. aeruginosa.

Ceppi  Sede prelievo Reparto ST Pulsotipo  Cluster
PaH1 Urinocoltura da CV Urologia 253 13 10
PaH2  Tampone auricolare TIN 446 11 8
PaH3 Urinocoltura Nefrologia 111 25 20
PaH4 Emocoltura da CVC UTI 895 25 20
PaH5 Urinocoltura da CV Malattie infettive 111 29 24
PaH6  Broncoaspirato UTI 446 12 9
PaH7  Ferita Ortopedia 895 4 4
PaHS8 Ulcera Pronto Soccorso 895 2 2
PaH9 Urinocoltura Riabilitazione 253 14 11
PaH10  Urinocoltura Medicina 895 3 3
PaH11 Deiscenza Chirurgia vascolare 253 24 19
PaH12 Tampone nasale TIN 1248 18 15
PaH13  Catetere ombelicale TIN 895 10 7
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PaH14
PaH15
PaH16
PaH17
PaH18
PaH19
PaEl

PaE2

PaE5

PaE7

PaES8

PaE9

PaE12
PaE13
PaE14
PaE15
PaEl6
PaE17
PaE18
PaE19

Broncoaspirato
Tampone oculare
CcvC
Urinocoltura da CV
Ferita chirurgica
Broncoaspirato
Sifone lavandino
Rubinetto

Sifone lavandino
Lavandino

Sifone lavandino
Lavandino
Fasciatoio
Lavandino

Filtro rubinetto
Scarico lavandino
Scarico lavandino
Scarico lavandino
Scarico lavandino

Sifone lavandino

UTI

TIN
Medicina
Cardiologia
Ortopedia
UTI

Sala parto
TIN

Sala parto
TIN

Sala parto
TIN

TIN

Sala parto
TIN

TIN

TIN

TIN

TIN

TIN

895
1248
895
296
296
274
309
309
309
309
207
309
309
309
274
235
235
446
446
274
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6.2 E. faecium
I risultati dello studio relativo ai ceppi di E. faecium sono riportati nel lavoro di seguito allegato:
Lombardi A, Ripabelli G, Sammarco ML, Tamburro M. Enterococcus faecium as an Emerging
Pathogen: Molecular Epidemiology and Antimicrobial Resistance in Clinical Strains. Pathogens.

2025;14(5):483. doi:10.3390/pathogens14050483.
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Abstract: Vancomycin-resistant Enterococcus faecium represents an emerging threat in health-
care settings. The aim of this study was to investigate biomolecular characteristics of 31 E.
faecium isolates from patients in two hospitals of Molise region, central Italy. Particularly,
antimicrobial resistance profiles and prevalence of resistance and virulence genes were
analyzed, as well as the clonal relationships and sequence types (STs). Antimicrobial suscep-
tibility and genes associated with resistance and virulence were evaluated using automated
system and PCR assays, respectively. Smal-based pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
and multilocus sequence typing were performed following standardized protocols. All
strains exhibited resistance to vancomycin and teicoplanin, and high rates were detected
for other antibiotics, except for linezolid. PFGE identified 18 clusters and 26 pulsotypes
(Simpson’s index, 0.98). ST80, ST1478, and ST2164 were identified, with ST80 as the most
frequent (77.4%). The resistance genes vanA, aac(6’)-le-aph(2")-1a, aph(3')-111a, and ermB
were detected in 90.3%, 93.6%, 93.6%, and 90.3% of the strains, respectively, while the esp
gene was prevalent (61.3%) amongst virulence genes. The study findings highlight the
predominance of multidrug-resistant clones and virulence determinants among E. faecium
strains circulating in the regional hospitals, reinforcing the urgency of implementing tar-
geted molecular surveillance and robust antimicrobial stewardship strategies to contain
their spread.

Keywords: enterococci; multilocus sequence typing; pulsed-field gel electrophoresis;
resistance genes; vancomycin resistance; virulence factors

1. Introduction

The rise of antimicrobial resistance among vancomycin-resistant enterococci (VRE),
particularly in vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VREfm), has become a critical
public health threat worldwide [1]. In recent years, a significant increase in resistance rates
in VREfm was reported, primarily driven by high recombination capacity and extensive
horizontal gene transfer mechanisms [2,3]. Indeed, the World Health Organization (WHO)
has listed VREfm as one of the high-priority pathogens, underlining the urgent need for
the development of new antibiotics and the critical importance of effective infection control
measures and containment strategies to limit its spread in healthcare settings [4,5].

According to the latest European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
report (2024) [6], Enterococcus spp. remains a major contributor to healthcare-associated
infections (HAISs) in Europe, with E. faecium being the second most isolated species among
VRE pathogens in hospital settings, preceded only by Enterococcus faecalis. In the 2022—2023
Point Prevalence Survey of HAIs and antimicrobial use in European hospitals, Enterococcus
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spp. was identified in 10.0% of HAI cases, following Escherichia coli (12.7%) and Klebsiella
spp- (11.7%), and more frequently than Staphylococcus aureus (9.0%) [6]. Furthermore,
VREfm was responsible of 9.6% of HAI cases in Italy (European Centre for Disease Preven-
tion and Control, 2024), contributing to significant morbidity and mortality, particularly
among immunocompromised, elderly, and paediatric patients [7,8].

Current data from the Italian National Institute of Health indicate that the overall
prevalence of VREfm in invasive infections significantly increased in Europe, with resis-
tance rates towards vancomycin rising from 10.2% in 2015 to 32.5% in 2023 and those related
to teicoplanin reaching 31.9% in 2023 [9]. These data highlight the growing difficulty in
managing VREfm infections due to their increasing resistance not only to vancomycin but
towards other critical antibiotics, including ampicillin (89.7%) and high-dose aminoglyco-
sides (63.5% for streptomycin and 56.6% for gentamicin) [9]. This is of concern because
multidrug resistance severely limits treatment options for invasive enterococcal infections,
further complicating patient management.

Although vancomycin resistance genes (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanM,
and vanL) have been identified, the most common in VREfm are vanA associated with
resistance to both vancomycin and teicoplanin, and vanB contributing to resistance to
vancomycin but not teicoplanin [10]. These predominant genes are carried by mobile
genetic elements, such as the transposons Tn1546 and Tn1549/Tn5382, associated with
vanA and vanB, respectively [11].

In addition to vancomycin resistance, VREfm shows significant resistance to 3-lactam
antibiotics, particularly to ampicillin [12], which is mainly attributed to the overproduction
of low-affinity penicillin-binding protein 5 (PBP5) and /or to mutations in the (3-subunit
of this protein that catalyzes the cross-linking of peptidoglycan during cell wall synthe-
sis [13,14]. Furthermore, the acquisition of genes encoding aminoglycoside-modifying
enzymes (AMEs), such as aph, aac, and ant, plays a key role in high-level aminoglycoside
resistance [15]. High-level gentamicin resistance in Enterococci is primarily associated
with the acquisition of the aac (6')-Ie-aph (2" )-1a, aph (3')-I1la, and ant (3")-11I genes through
plasmid-mediated transfer [16]. In addition, ermB (erythromycin ribosome methylase),
which methylates the bacterial 23S rRNA, is a major contributor to erythromycin resis-
tance [17].

Virulence factors have been also identified in VREfm and are involved in various
stages of infection, including aggregation substance (asal) facilitating bacterial adhesion
and biofilm formation, gelatinase (gelE) degrading extracellular matrix proteins to promote
tissue invasion, enterococcal surface protein (esp) enhancing colonization and immune
evasion, and adhesin to collagen (ace) enabling attachment and bacterial dissemination [18].

Since VREfm is one of the most frequently isolated pathogens in nosocomial settings,
rapid identification of outbreaks caused by multidrug-resistant (MDR) strains through
molecular epidemiological approaches is essential for an effective control [19]. Recent
studies emphasize the utility of whole genome sequencing (WGS), providing early detection
and enabling prompt response to outbreaks [20]. However, challenges, including data
complexity, high costs, and the resolution of highly similar strains, hamper widespread
implementation. Nonetheless, molecular methods, such as polymerase chain reaction (PCR)
to detect resistance genes, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) for DNA fingerprinting,
and multilocus sequence typing (MLST) for evaluating genetic relationships among isolates,
continue to play an important role in epidemiological investigations, offering valuable
insights into transmission dynamics [19,21].

In this context, the present study aims to characterize E. faecium isolated from two hos-
pitals in the Molise region, central Italy, through the investigation of resistance pheno-
types to vancomycin, teicoplanin, and other antibiotics; the prevalence of resistance and
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virulence-associated genes; and clonal relationships between isolates and circulating se-
quence types (STs).

2. Materials and Methods
2.1. Strain Selection and Antimicrobial Susceptibility Testing

Thirty-one clinical VREfm isolated between November 2022 and February 2024 were
analyzed, with twenty-six (84%) and five (16%) collected from hub and spoke hospi-
tals, respectively.

The isolates were collected through a surveillance system active in the hospital to
detect, in a timely manner, the “alert organisms” among hospitalized patients, particularly
MDR bacteria, in order to adopt effective containment strategies. The inclusion criteria
for strain selection included the isolation from clinical samples collected for diagnostic
or surveillance purposes; E. faecium species confirmation and antimicrobial susceptibility
profile performed by the Microbiology Laboratory of hub hospital during routine diagnostic
procedures, using the Phoenix Automated Microbiology System (BD Italy, Milan, Italy)
instrument; and non-replicated cultures.

Demographic and clinical data of patients were completely anonymous and were
obtained from clinical records and standardized microbiological data sheets. Information
included patient age, sex, hospital ward, and sample source, along with laboratory findings
such as detailed antimicrobial susceptibility and notes on “alert organisms”.

VREfm strains collected at the hospitals were regenerated at the laboratory of the
Chair of Hygiene, University of Molise, on Tryptic Soy Agar (Biolife, Milan, Italy) and
incubated at 37 °C overnight.

Susceptibility towards vancomycin and teicoplanin was tested for all strains. For nine
strains, the following antibiotics were also tested: ampicillin, fusidic acid, clindamycin,
cefoxitin, ceftaroline, erythromycin, gentamicin, imipenem, linezolid, and trimethoprim-
sulfamethoxazole. Ciprofloxacin was tested for six strains. The minimum inhibitory
concentration (MIC) was interpreted according to the latest threshold or breakpoint values
established by the European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing [22].

2.2. Molecular Typing

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of Smal-digested (Promega Corporation, Milan,
Italy) bacterial DNA was carried out to examine the relatedness among the isolates, based
on the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) standardized protocol [23],
with modifications of pulse time from 5 to 40 s over 24 h and at 14 °C. Interpretation
of restriction patterns was performed by analyzing the dendrogram generated through
the UPGMA algorithm and Dice coefficient (BioNumerics software version 5.10, Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).

Furthermore, a validated multilocus sequence typing (MLST) scheme was used [24] to
identify allelic profiles and assign the ST. Hence, seven housekeeping genes were amplified
by PCR and further sequenced (Eurofins Genomics, Europe Shared Services GmbH, Ebers-
berg, Germany): atpA (ATP synthase alpha subunit), dd! (d-alanine:d-alanine ligase), gdh
(glucose-6-phosphate dehydrogenase), purK (phosphoribosylaminoimidazol carboxylase
ATPase subunit), gyd (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), pstS (phosphate ATP-
binding cassette transporter), and adk (adenylate kinase). The allelic combination was ana-
lyzed on the PubMLST platform (https://pubmlst.org/organisms /enterococcus-faecium,
accessed on 5 March 2025).
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2.3. Detection of Resistance-Associated and Virulence Genes

Total DNA from 31 VREfm strains was extracted using Maxwell® 16 Cell DNA Purifica-
tion Kit (Promega Corporation, Milan, Italy), according to the manufacturer’s instructions,
for the following applications.

The presence of resistance genes was investigated using single PCR assays, including
vanA and vanB (vancomycin resistance) [25], aac(6’)-Ie-aph(2" )-Ia, aph(3')-11la and ant(3")-111
(aminoglycoside resistance) [26], ermB (macrolide resistance) [27], and pbp5 (ampicillin
resistance) [28]. Through PCRs, the virulence genes esp (enterococcus surface protein) [29],
asal (aggregation substance) [30], ace (adhesion to collagen of enterococcus) [26], and gelE
(gelatinase E) [26] were detected.

Amplifications were performed in a 25 uL final volume with 2.5 uL of DN A template,
1X PCR Master Mix (Promega Corporation), and 0.5—-1 uM of each primer. Amplification
conditions were as follows: initial denaturation at 94 °C for 3 min, followed by 30 cycles
of denaturation (94 “C/1 min), annealing (50 “C/45 s for vanA; 55 °C/45 s for vanB;
51 °C/1 min for aac(6’)-Ie-aph(2"' )-1a; 54 °C for 1 min for aph(3’)-111a; 53 °C/1 min for ant(3")-
111, ermB; 48 °C /1 min for pbp5; 50 °C/1 min for asal; 52 °C/1 min for ace; 48 °C /1 min for
gelE), and extension at 72 “C/1 min, with final extension cycle (72 °C/7 min). Amplified
genes were revealed on a 1.0-1.5% agarose gel electrophoresis, using a 100 bp DNA ladder
(Promega) and visualized under UV transillumination (UVITEC Cambridge, Fire Reader).
Negative and positive controls were included in each PCR assay.

3. Results
3.1. Characteristics of Strains and Patients and Antimicrobial Resistance Profiles

In this study, clinical E. faecium strains were isolated from patients with an average
age of 63 & 22 years (median 69 years; range 0—90) mostly hospitalized in ICUs (n = 22,
70.9%). The isolates were mainly from males (n = 20, 64.5%) and rectal swab (n = 22, 71.0%),
followed by urine (n =4, 12.9%) and blood culture (n = 3, 9.7%) (Table 1).

Opverall, all 31 strains tested for teicoplanin and vancomycin were resistant (100%).
Furthermore, all nine isolates tested for fusidic acid, clindamycin, cefoxitin, ceftaroline,
erythromycin, gentamicin, imipenem, and trimethoprim-sulfamethoxazole exhibited resis-
tance (100%). In addition, seven out of nine (77.8%) and five of six strains (83.3%) tested
for ampicillin and ciprofloxacin, respectively, were resistant. Conversely, eight out of
nine strains (88.9%) tested for linezolid showed susceptibility.

The E. faecium isolates exhibited highly similar multidrug resistance profiles, which
were classified into five distinct resistotypes (R1-R5), reflecting consistent patterns of
antimicrobial resistance.

The most prevalent was the resistotype R1, accounting for 22 strains (70.9%), all
exhibiting resistance to teicoplanin and vancomycin (strains: VREfm 26, 45, 52, 56, 58,
71,72,74,78, 84, 86,92, 133, 145, 147, 150, 189, 328, 392, 425, 426, 440) and isolated from
rectal swab. The resistotype R3 was identified in four strains (16.1%), showing resistance
to ampicillin, fusidic acid, ciprofloxacin, clindamycin, cefoxitin, ceftaroline, erythromycin,
gentamicin, imipenem, teicoplanin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and vancomycin. The
strains demonstrated susceptibility to linezolid (strains: VREfm 63, 91, 95, 143) and were
isolated from bladder catheter (n = 2, 50.0%), abdominal fluid culture (n =1, 25.0%), and
orotracheal culture (n = 1, 25.0%).

The resistotype R5 was related to three strains (9.7%), with resistance towards ampi-
cillin, fusidic acid, clindamycin, cefoxitin, ceftaroline, erythromycin, gentamicin, imipenem,
teicoplanin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and vancomycin (strains: VREfm 204, 269,
410), and it was collected from blood culture (n = 2, 66.7%), and bladder catheter (n = 1,
33.3%). The resistotype R4 was linked to one strain (3.2%) from bladder catheter, exhibiting
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resistance to fusidic acid, ciprofloxacin, clindamycin, cefoxitin, ceftaroline, erythromycin,
gentamicin, imipenem, teicoplanin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and vancomycin and
demonstrating susceptibility to both linezolid and ampicillin (strain: VREfm 348). Similarly,
the resistotype R2 was observed in one strain (3.2%) from bladder catheter, displaying
resistance to fusidic acid, clindamycin, cefoxitin, ceftaroline, erythromycin, gentamicin,
imipenem, linezolid, teicoplanin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and vancomycin and
susceptibility to ampicillin and ciprofloxacin (strain: VREfm 12).

Table 1. List of E. faecium strains included in the study, with demographic characteristics (age, sex) of
patients and clinical data (ward, hospital type, sample source, and collection date between November
2022 and February 2024).

Strains Ward Hospital Age Sex Sample Collection Date
VREfm 12 ICU Hub 70 M Bladder catheter November 2022
VREfm 26 ICU Hub 53 M Rectal swab November 2022
VREfm 45 ICU Hub 82 M Rectal swab February 2023
VREfm 52 ICU Spoke 78 F Rectal swab February 2023
VREfm 56 ICU Hub 49 M Rectal swab February 2023
VREfm 58 ICU Spoke 69 F Rectal swab February 2023
VREfm 63 Urology Hub 59 M Abdominal fluid culture February 2023
VREfm 71 ICU Spoke 90 M Rectal swab February 2023
VREfm 72 ICU Hub 67 M Rectal swab February 2023
VREfm 74 ICU Spoke 74 M Rectal swab February 2023
VREfm 78 ICU Hub 41 F Rectal swab March 2023
VREfm 84 ICU Hub 75 F Rectal swab March 2023
VREfm 86 ICU Hub 53 M Rectal swab March 2023
VREfm 91 ICU Hub 41 F Bladder catheter March 2023
VREfm 92 ICU Spoke 64 M Rectal swab March 2023
VREfm 95 ICU Hub 41 E Bladder catheter March 2023
VREfm 133 ICU Hub 80 M Rectal swab April 2023
VREfm 143 NICU Hub 1 F Orotracheal culture May 2023
VREfm 145 Medicine Hub 82 M Rectal swab May 2023
VREfm 147 Medicine Hub 72 M Rectal swab May 2023
VREfm 150 Surgery Hub 74 M Rectal swab May 2023
VREfm 189 Medicine Hub 49 M Rectal swab June 2023
VREfm 204 Medicine Hub 79 E Blood culture July 2023
VREfm 269 NICU Hub 0 F Blood culture August 2023
VREfm 328 ICu Hub 67 M Rectal swab November 2023
VREfm 348 ICU Hub 69 M Bladder catheter November 2023
VREfm 392 ICU Hub 69 M Rectal swab December 2023
VREfm 410 Medicine Hub 89 F Blood culture January 2024
VREfm 425 ICU Hub 83 M Rectal swab February 2024
VREfm 426 ICU Hub 83 E Rectal swab February 2024
VREfm 440 ICU Hub 83 M Rectal swab February 2024

3.2. PFGE Analysis

PFGE revealed 18 clusters at 80% similarity level (Figure 1), with clusters 14, 3, and
12 as the most prevalent.

Cluster 14 included five strains (VREfm 425, 426, 328, 348, 410) mainly isolated from
ICUs (80.0%) in different periods (VREfm 425 and VREfm 426 in February 2024; VREfm
328 and 348 in November 2023; VREfm 410 in January 2024) and mainly isolated from rectal
swab (n =3, 60%) followed by bladder catheter (n = 1; 20%) and blood culture (n = 1, 20%)
(Figure 1). Cluster 3 grouped four strains (VREfm 45, 52, 56, 58) all isolated from rectal swab
in February 2023 from ICUs and spoke hospitals (50%, respectively). Cluster 12 included
three isolates (VREfm 143, 84, 145) from neonatal intensive care units (NICUs), ICUs, and
internal medicine departments, reported in the period of March-May 2023 and isolated
from rectal swab (n = 2, 66.7%) and orotracheal culture (n =1, 33.3%).
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80% cut-off 95% cut-off
2 £ 2 £ 2 z 5 Strains Samples Wards PIs Clusters STs Resistotype
e VREfm 74 Rectal swab cu 1 1 30 1
4{_ R VREfm 78 Rectal swab _— 2 1 20 1
VREfm 150 Rectal swab Susgery 3 2 30 1
28 VREfm 45 Rectal swab ICU 4 3 80 1
’_‘ ,].l VREfm 52 Rectal swab IcU 4 3 80 1
| VREfm 56 Rectal swab cU 4 3 20 1
= VREfm 58 Rectal swab cU 5 3 30 1
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VREfm 63  Abdomuna flwid culture Urology 12 9. 1478 3
gy VREfm 133 Rectal swab cU 13 10 80 1
T L !  VREm47 Rectal swab Medicine 14 10 50 1
——’| VREfm 91 Bladder catheter cU 15 11 80 3
sl “| VREfm 92 Rectal swab cU 15 11 20 1
 — VREfm143 Orotracheal culture NICU 16 1 %0 3
s sl | VREfm 84 Rectal swab 1cU 16 12 30 1
VREfm 145 Rectal swab Medicine 17 12 50 1
VREfm 86 Rectal swab ICU 18 13 80 1
i - VREfm 425 Rectal swab IcU 19 14 80 1
~ i IVREfm426 Rectal swab (ot b 19 14 80 1
3 — VREfm 328 Rinctal by cu 20 14 20 1
e VREfm 348 Bladder catheter ICU 21 14 2164 4
VREfm 410 Blood culture Medicine 22 14 80 5
VREfm 392 Rectal swab cu 23 15 80 1
VREfm 204 Blood culture Medicine 24 16 2164 5.
VREfm 440 Rectal swab feu 25 9 _— .
VREfm 269 Blood culture NICU 26 18 80 5

Figure 1. Smal-based dendrogram for 31 E. faecium isolates, including type of samples, wards, PTs,
clusters, STs, and resistotypes.

Twenty-six pulsotypes (PT1-PT26) were observed at 95% cut-off, and Simpson’s index
was 0.98. The most prevalent was PT4, related to three strains (VREfm45, 52, and 56), all
isolated from the same type of sample (rectal swab) in the same period from ICUs and
spoke hospitals. PT15, PT16, and PT19 were each associated with two strains (VREfm
91 and 92; VREfm143 and 84; VREfm425 and 426, respectively) predominantly isolated
from rectal swab (n =4, 66.7%) and from bladder catheter (n = 1) and orotracheal culture
(n=1), (16.7% each) (Figure 1).

3.3. Typing by MLST

MLST analysis revealed only three STs (Table 2), and Simpson’s index was 0.39. ST80
with the allelic combination 9-1-1-1-12-1-1 was the most prevalent (n = 24, 77.4%), predom-
inantly isolated from rectal swabs (n = 19, 79.2%), followed by pstS-null ST1478 (allelic
combination 9-1-1-1-1-0-1) (n =4, 12.9%), isolated from rectal swab (n = 2, 50.0%%), bladder
catheter (n = 1, 25.0%), and abdominal fluid culture (n = 1, 25.0%) and ST2164 (allelic
combination 9-141-1-1-12-1-1) (n = 3, 9.68%) amongst strains from bladder catheter (n=1,
33.3%), rectal swab (n =1, 33.3%), and blood culture (n = 1, 33.3%). Concerning the isolation
time of strains, ST1478 and ST2164 were detected at opposite ends of the isolation period,
since ST1478 was identified in isolates from November 2022 to February 2023, while ST2164
emerged in strains from July 2023 to February 2024. In contrast, ST80 was consistently
present throughout nearly the entire year analyzed, from February 2023 to February 2024.

Table 3 summarizes the correspondence between STs and the PTs identified for each
strain. Notably, ST80 exhibited a high degree of heterogeneity, being distributed across
19 different PTs. In contrast, the less prevalent ST1478 and ST2164 were each associated
with four and three distinct PTs, respectively.
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Table 2. Allelic designation for atpA, ddl, gdh, purK, gyd, pstS, and adk genes in the MLST scheme and
sequence type (ST) identification among 31 E. faecium strains, including sample type and ward.

R i o s :l?:;le A‘IiI‘iIIe A‘%‘lie};e Apllll :{(e Agllygle Aplslge A'ildel;e ST
VREfm 12  Bladder catheter ICU 9 1 1 1 0 1 1478
VREfm 26 Rectal swab ICU 9 1 1 1 1 0 1 1478
VREfm 45 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 52 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 56 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 58 Rectal swab ICU 9 1 1 uE 12 1 it 80
VREfm 63 fful;gc;’:li;art Urology 9 1 1 1 i 0 1 1478
VREfm 71 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 72 Rectal swab ICU 9 1 1 1 1 0 1 1478
VREfm 74 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 78 Rectal swab ICU 9 1 1 il 12 il 1 80
VREfm 84 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1l 1 80
VREfm 86 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 91 Bladder catheter ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 92 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 95  Bladder catheter ICU 9 1 1 1 12 1 1 80

VREfm 133 Rectal swab ICU 9 1 1 uE 12 1 it 80
VREfm143 ~ Orotracheal ey 9 1 1 1 12 1 1 80
culture
VREfm 145 Rectal swab Medicine 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 147 Rectal swab Medicine 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 150 Rectal swab Surgery 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 189 Rectal swab Medicine 9 1 1 il 12 i 1 80
VREfm 204 Blood culture Medicine 9 141 1 1 12 1] 1 2164
VREfm 269 Blood culture NICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 328 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 348  Bladder catheter ICU 9 141 1 1 12 1 1 2164
3““@?’“ Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 410 Blood culture Medicine 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 425 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 426 Rectal swab ICU 9 1 1 1 12 1 1 80
VREfm 440 Rectal swab ICU 9 141 1 i | 12 3 1 2164

Table 3. Correspondence between sequence types (STs) and pulsotypes (PTs) among 31 Entferococcus

faecium isolates, including the number of strains belonging to each PT.

STs PTs Strains N. of Strains
1 VREfm 74 1
ST80
(identified for 24 strains) 2 VREfm 78 !
VREfm 150 1
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Table 3. Cont.
STs PTs Strains N. of Strains
4 VREfm 45, VREfm 52, VREfm 56 3
5 VREfm 58 1
6 VREfm 189 1
7. VREfm 95 1
8 VREfm 71 1
13 VREfm 133 1
14 VREfm 147 1
ST80 15 VREfm 91, VREfm 92 2
(identified for 24 strains) 16 VREfm 143, VREfm 84 2
17 VREfm 145 1
18 VREfm 86 1
19 VREfm 425, VREfm 426 2
20 VREfm 328 1
22 VREfm 410 1
23 VREfm 392 1
26 VREfm 269 1
9 VREfm 12 1
ST1478 10 VREfm 72 1
(identified for 4 strains) 11 VREfm 26 1
12 VREfm 63 1
21 VREfm 348 1
(identﬁiesg%if‘; strains) 24 i !
25 VREfm 440 1

3.4. Prevalence of Resistance and Virulence-Associated Genes

A total of 28 (90.3%) out of the 31 E. faecium strains carried vanA, while vanB was
not detected.

The genes associated with aminoglycoside resistance, including aac(6')-le-aph(2")-1a
and aph(3')-11la, were observed in 93.6% of the isolates (n = 29), and ermB was present in
90.3% (n = 28). None of the strains harbored ant(3")-III or pbp5.

Amongst virulence genes, esp was identified in a high proportion of isolates (61.3%,
n = 19), while asal, ace, and gelE genes were found in one strain (VREfm 91).

4. Discussion

The present study highlights the prevalence of VREfm strains in hospitalized patients
in the Molise region, central Italy, providing valuable insights into molecular characteristics
and antimicrobial resistance patterns.

The phenotypic profile of the strains strongly correlated with clinical risk factors,
particularly patient age and ICU admission, as reported in a recent study [31]. A signifi-
cant proportion (65%) of isolates were from elderly patients, a demographic population
group often associated with increased susceptibility to infections due to underlying health
conditions and prolonged hospitalization [32]. Additionally, most isolates were from ICUs,
where the combination of invasive procedures, antibiotic pressure, and critical patient
conditions create a favorable environment for the emergence and dissemination of MDR
pathogens [33].
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Of note, the predominance of rectal swabs as the primary sample source suggests that
gastrointestinal colonization must be accurately evaluated, being critical for the dissemina-
tion of E. faecium [34]. This finding underscores the need for rigorous screening to prevent
the spread of resistant strains, particularly in ICUs where vulnerable patients are at greater
risk [35].

The resistance to vancomycin and teicoplanin observed in all isolates is consistent with
data from the Antimicrobial Resistance Surveillance Network from the Italian Institute of
Health [9], highlighting a high prevalence of vancomycin and teicoplanin resistance, 32.5%
and 31.9% respectively, among E. faecium isolates in Italy during 2023. Considering the
most recent European data, Italy ranked among the countries with the highest resistance
rates (40.0%) for E. faecium in Europe, following Greece (72.2%) and Lithuania (73.3%).
This underscores the urgent need for robust antimicrobial stewardship programs in Italian
healthcare facilities.

The resistance was mainly mediated by the vanA gene, although the possible involve-
ment of alternative mechanisms could be related to VREfm isolates lacking this gene. These
may include the presence of genes in the van cluster other than vanB, including vanD, vanE,
or vanG, which confer glycopeptide resistance [36]; mutations in genes involved in cell wall
synthesis and remodeling (dd!, murF) [37]; as well as intrinsic mechanisms of resistance
mediated by efflux pumps [38]. These findings highlight the need for comprehensive
genomic analyses to fully elucidate the role of these possible pathways.

Our result is concordant with previous evidence [39], reporting one of the highest
prevalence rates of the vanA gene among vancomycin resistance determinants. Compared
to other resistance-associated genes—such as vanB, vanD, vanE, and vanG—uvanA stands
out as the dominant mechanism, further reinforcing its key role in vancomycin resistance
in E. faecium.

Indeed, the vanA gene cluster, often located on the transposon Tn1546, can spread
both clonally and horizontally through plasmid dissemination or transposition between
genomic locations [40].

In contrast, the vanB gene was not observed in our study, as supported by previ-
ous reports from Italian hospitals, reporting only sporadic detection of vanB-positive
strains [41,42], compared to other European countries [43].

The resistance found in all isolates towards fusidanes (fusidic acid), lincosamides (clin-
damycin), 3-lactams (cefoxitin, ceftaroline), macrolides (erythromycin), aminoglycosides
(gentamicin), carbapenems (imipenem), and sulfonamides-trimethoprim (trimethoprim-
sulfamethoxazole) highlights the multidrug-resistant phenotype which limits effective
treatment options. This alarming resistance profile is consistent with a previous study [44]
reporting high resistance rates among E. faecium isolates in Italy, with 86.7% resistant to
imipenem. Similarly, significant resistance patterns were observed in E. faecium clinical
isolates, especially against ciprofloxacin (70.9%), followed by high-level resistance against
gentamicin (39.4%) [45]. The resistance rates for ampicillin (77.8%) and ciprofloxacin (83.3%)
are similarly alarming, as these antibiotics are often among the first-line treatments for E.
faecium infections [46]. Ampicillin resistance is strongly associated with alterations in the
pbp5 gene [47], although our findings did not identify this gene, suggesting that this resis-
tance is probably mediated by alternative mechanisms or genetic determinants. Potential
contributing factors include mutations in the pbp5 gene that alter the structural affinity for
[-lactams [48] or mutations in the cell wall synthesis regulatory genes, which can reduce
[3-lactam affinity, or increased expression of {3-lactamases that degrade ampicillin [49].

Further resistance determinants were widely prevalent among the isolates, with
aac(6')le-aph(2")-Ia and aph(3')-1lla genes reflecting aminoglycoside resistance. The ermB
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gene, responsible for macrolide resistance, was also commonly detected, corroborating the
distinct genetic profile exhibited by these isolates.

The susceptibility to linezolid in most strains offers a viable therapeutic alternative
although the emergence of linezolid-resistant E. faecium has already been reported in other
settings [50].

Concerning the virulence factors, a significant proportion of strains carried the esp
gene, which has been associated with enhanced colonization and persistence in hospital
settings [37]. This result was consistent with other findings reporting high prevalence of
this gene in clinical E. faecium isolates and related to biofilm formation, persistence, and
transmission in healthcare settings [51].

In contrast, the lower prevalence of asal, ace, and gelE was consistent with previous
evidence showing that these genes are more commonly associated with Enterococcus faecalis
than E. faecium [52]. Indeed, the pathogenicity in E. faecium mainly depends on the presence
of the esp gene, which is known to play a key role in biofilm formation and colonization of
host tissues [53].

To investigate E. faecium epidemiology, PFGE and MLST were used in this study,
as they are still the preferred methods. PFGE analysis revealed distinct cluster-specific
patterns, with cluster 14 being predominantly associated with an ICU environment. In
detail, three strains (VREfm 425, 426, and 328) were isolated from rectal swabs, one (VREfm
348) from bladder catheter, and one (VREfm 410) from blood culture. This emphasizes
the critical role that ICUs play as focal points for the transmission of VREfm, typically
harboring patients with compromised immune systems or subjected to a high frequency of
invasive medical procedures. Moreover, this clustering raises concerns about environmental
reservoirs, such as equipment or healthcare workers’ contamination [54]. This necessitates
an infection prevention approach including regular decontamination of surfaces, enhanced
training for healthcare staff, and the utilization of advanced diagnostic tools for early
detection and intervention [55].

However, VREfm isolates were isolated from multiple wards, including Internal
Medicine, NICU, Urology, and General Surgery. Notably, cluster-specific patterns observed
in these wards reveal important epidemiological insights and underline the risk posed
by VREfm in non-ICU settings. For example, cluster 12, including the isolates from ICUs
and internal medicine departments, suggests potential cross-ward transmission events or
shared sources of contamination. This underlines the need for targeted infection control
measures [56].

Further epidemiological insights emerged from cluster 3, which grouped four isolates
(VREfm 45, 52, 56, 58), all recovered in February 2023 from ICUs and spoke hospital
(50% each). Although the temporal and spatial clustering might suggest intra-hospital
transmission, these isolates were obtained from rectal swabs collected as part of hospital
admission screening.

Nonetheless, PFGE analysis revealed that three out of four isolates within cluster
3 were clonally related, reinforcing the hypothesis of a common transmission source.
The persistence of clonally identical strains across different locations in the same period
suggests that VREfm spread could have been facilitated by reservoirs within the hospital
environment, implying a focused transmission event.

In contrast, the isolation dates of the strains included in cluster 14 cover a broad period
(from November 2023 to February 2024), suggesting a persistent presence of these strains
within the ICU. However, many isolates were from rectal swabs performed at admission;
thus, patients were colonized.

Furthermore, the high genetic diversity observed across VREfm isolates (Simpson’s
Index, 0.98) and the presence of 26 distinct pulsotypes highlights the complexity of trans-
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mission dynamics, including patient transfers, contaminated medical equipment, and
transient healthcare reservoirs.

In addition, the considerable genetic variability across isolates suggests that VREfm is
undergoing continuous adaptation to selective pressures within the hospital environment.
This variation may be driven by intensive antibiotic use, favoring resistant subpopulations
and accelerating the genetic diversification of strains through mutations and horizontal
gene transfer.

Concerning MLST, ST80 was the predominant ST, consistently identified amongst
strains from various wards. This finding was concordant with other Italian studies [57,58],
which also highlighted the association of ST80 with clonal complex CC17, known for its role
in HAIs and the ability to harbor resistance determinants, thus supporting its significance
in transmission dynamics.

The distinct temporal clustering of ST1478 and ST2164 appearing at opposite ends
of the isolation period suggests possible episodic introductions or localized outbreaks.
These patterns may warrant further epidemiological investigation to identify potential
transmission sources, assess the role of hospital or environmental reservoirs, and determine
whether specific antimicrobial resistance mechanisms contributed to their emergence.

Conversely, the presence of ST80 throughout the study period suggests its sustained
circulation within the hospital environment, potentially indicating endemic persistence or
ongoing transmission dynamics that require continued monitoring. Similar observations
were reported in a recent study [59], identifying ST1478 as a pstS-null ST in Italian hospitals.
This sequence type was associated with vancomycin-variable E. faecium isolates, suggesting
a unique genetic adaptation that may contribute to its sporadic emergence. The identifi-
cation of ST2164 is also in line with findings from other Italian regions, where this ST has
been linked to specific outbreaks in acute care settings [59].

As observed in Table 3, strains with identical PTs were consistently assigned to the
same STs. For example, PT4 was related to three strains, all with ST80, while PT15, PT16,
and PT19 were each linked to two isolates with ST80. Notably, ST80 was the predominant
ST and represented by a wide range of PTs (PT1-PT8, PT13-PT20, PT22-PT23, PT26).

In contrast, ST1478 and ST2164 were associated with a restricted set of pulsotypes.
Indeed, ST1478 corresponded to four PTs (PT9-PT12), while ST2164 corresponded to
three (PT21, PT24, PT25). The presence of these STs suggests the emergence of distinct
clonal types.

The clusters identified through PFGE showed high concordance with MLST results,
because most of them were composed exclusively of isolates belonging to a single ST. This
consistency suggests that both methods reliably capture the clonal structure of E. faecium
populations. For instance, the largest PFGE cluster included several PTs all assigned to
ST80, while others were composed of strains belonging to either ST1478 or ST2164, with no
evidence of mixed STs within the same PFGE cluster.

Overall, findings indicate that these typing methods provide complementary insights
into the molecular epidemiology of E. faecium. While PFGE offers a high-resolution ap-
proach to detect genetic differences between strains, MLST provides a more stable and
reproducible method for identifying major clonal lineages. This is further supported by
the Simpson’s diversity indices, with PFGE showing higher discriminatory power (0.98)
compared to MLST (0.39), reflecting its ability to distinguish closely related isolates within
the same lineage. Indeed, both PFGE and MLST are reliable tools for tracking the spread
and evolution of MDR pathogens in the hospital environment.

These correlations underscore the importance of continuous molecular surveillance to
monitor the dynamics of predominant and emerging STs [60], enabling timely interventions
to prevent the spread of resistant E. faecium strains [61].
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The prevalence of strains in non-ICU settings also highlights the potential role of inter-
ward patient transfers and shared healthcare equipment in facilitating transmission [62].
By addressing both ICU and non-ICU sources of transmission, a more comprehensive
approach to infection control can be achieved, ultimately reducing the burden of VREfm in
healthcare facilities.

This study has limitations, including the relatively small sample size and the focus
on a single geographical area which may not fully reflect the broader epidemiological
trends. Further research should explore the characteristics of a higher number of strains
and include genomic analyses to better understand the resistance mechanisms and trans-
mission pathways.

Based on the study findings, active surveillance programs should be reinforced, espe-
cially in high-risk wards such as ICUs, integrating genomic surveillance and environmental
sampling to elucidate the role of possible reservoirs and transmission routes and adopting
strict infection control measures, such as contact precautions and antimicrobial stewardship,
to prevent the spread of VREfm and that of other MDR pathogens.

5. Conclusions

E. faecium, with its multifaceted resistance profiles and virulence traits, represents a
significant challenge in hospital settings, particularly in ICUs where patients are highly vul-
nerable to nosocomial infections. This study demonstrated that resistance to vancomycin is
highly related to the vanA gene, while vanB strains were irrelevant. Information achieved
through the classical methodologies of PFGE and MLST facilitated the identification of clus-
ters and the characterization of circulating STs linked to clones. However, the integration
in future investigations with WGS-based data could offer more detailed insights into the
genetic landscape and transmission dynamics of these strains.

Despite the relatively small number of isolates tested, the study findings are significant
not only at local level, as could be important in contributing to the description of the epi-
demiological framework. Moreover, as the study is related to an area previously unexplored
in the context of VREfm prevalence and molecular characterization, it provides a valuable
foundation for future research, offering insights that could inform effective interventions
and contribute to the advancement of regional and national healthcare strategies.
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Abbreviations

The following abbreviations are used in this manuscript:

VRE Vancomy cin-resistant enterococci

VREfm Vancomycin-resistant Enterococcus faecium

WHO World Health Organization

HAIs Healthcare-associated infections

ECDC European Centre for Disease Prevention and Control
ICU Intensive care unit

TSA Tryptic Soy Agar

PFGE Pulsed-field gel electrophoresis

CDC Centers for Disease Control and Prevention

UPGMA  Unweighted pair group method with arithmetic mean
MLST Multilocus sequence typing

PCR Polymerase chain reaction
PT Pulsotype
MDR Multidrug resistant
NICU Neonatal intensive care unit
CcC Clonal complex
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6.3 S. aureus
6.3.1 Profili di antibiotico-resistenza

L’analisi dei profili di antibiotico-resistenza dei ceppi di S. aureus ha evidenziato una marcata
associazione con il fenotipo MRSA, caratterizzato da un’elevata resistenza nei confronti degli
antibiotici B-lattamici, in particolare verso penicilline e cefalosporine, nonché verso altre classi
comunemente correlate alla resistenza alla meticillina/oxacillina.
In particolare, una totale resistenza dei ceppi ¢ stata osservata nei confronti della cefoxitina (n=33) e
dell’ampicillina (n=31). La cefoxitina rappresenta un marker fenotipico per 1’identificazione della
resistenza inducibile mediata dai geni mecA4 e mecC.
Un’elevata frequenza di resistenza ¢ stata, inoltre, riscontrata per oxacillina e penicillina (97,1%,
n=33/34), mentre un solo ceppo (2,9%) ¢ risultato sensibile, in accordo con il profilo fenotipico che
lo identificava come MSSA. Sono state anche osservate percentuali di resistenza elevate per
ciprofloxacina (94,1%, n=32/34) e gentamicina (71,9%, n=23/32), seguiti da eritromicina (58,8%,
n=20/34), clindamicina (52,9%, n=18/34) e acido fusidico (5,9%, n=2/34).
La totalita dei ceppi testati per la ceftarolina (n=24) ¢ risultata sensibile.
E stata, inoltre, riscontrata una completa sensibilita dei ceppi testati a linezolid, tigeciclina,
teicoplanina, vancomicina e mupirocina ad alto livello ed ¢ stata rilevata un’elevata sensibilita a
daptomicina (97,1%, n=33/34), tetraciclina (85,3%, n=29/34) e trimetoprim/sulfametossazolo
(91,2%, n=31/34).
Nel complesso, gli isolati MRSA hanno mostrato profili MDR eterogenei, che hanno portato
all’identificazione di 22 resistotipi distinti (R1-R22) su un totale di 34 ceppi (Tabella 11).
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583 | S R{R|S|R|R|R|S|R|S|R|R| S|S R | 17
8| S| R|S|R|S|S|S|R| S| S| S S| R|R| S| S R | 18
71 |R| R| S| R|R|S|R|S|R| S| S S| R|R| S| S R | 19
726 | S | R R{S|S|S|S|S|S|R|S|R|R| S |S R | 20
730 | S| R | S|R|R| S| R | S| S| S| S S| R|R| S| S R | 21
461 | / / S{I|{S|S|S|S|S| S| S S S|{S| S |S /| 22

Tabella 11: Resistotipi identificati per 34 ceppi di S. aureus

Tra questi, i resistotipi R3, R8 e R10 sono risultati i piu frequentemente riscontrati, comprendendo

complessivamente 17 ceppi (50,0%). In particolare, il resistotipo piu rappresentato ¢ stato R3,

identificato in 10 ceppi (29,4%), seguito da R8 (n=4, 11,8%) e da R3 (n=3, &,8 %).
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6.3.2 Caratterizzazione molecolare mediante PFGE

La PFGE ha evidenziato 21 cluster a un livello di similarita del 70%, con i cluster 12 e 4 come 1 piu

prevalenti (Figura 1).

Figura 1: Dendrogramma ottenuto mediante PFGE con Smal nei ceppi di S. aureus
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I1 cluster 12 ha compreso quattro ceppi isolati tra ottobre 2023 e gennaio 2024 da diversi reparti, come
nefrologia, medicina interna, malattie infettive e chirurgia (n=1, 25,0% ciascuno). Nonostante
I’appartenenza allo stesso cluster, i ceppi hanno mostrato profili di resistenza del tutto differenti.

I1 cluster 4 ha raggruppato tre ceppi, principalmente isolati dal reparto di patologia neonatale (n=2,
66,7%) e nefrologia (n=1, 33,3%) nel periodo dicembre 2023—gennaio 2024.

L’analisi del dendrogramma ad un livello di similarita del 90% ha mostrato la presenza di 33 pulsotipi
(PT1-PT33); PT20 ¢ risultato il piu frequente, pur includendo solo due ceppi (MRSA 317 e 331)
isolati dai reparti di malattie infettive e chirurgia. Il potere discriminante D della tecnica ¢ risultato

pari a 0,99.

6.3.3 Prevalenza dei geni di resistenza e virulenza
Tutti i ceppi analizzati, essendo stati definiti come MRSA dagli antibiogrammi, ad eccezione del
ceppo 461 (2,9%), hanno mostrato la presenza del gene mecA (Tabella 12). Al contrario, nessun ceppo
ha evidenziato la presenza del gene mecC. 1l gene PVL ¢ stato identificato in 4 isolati (12,1%) (MRSA
501, 516, 706, 717), provenienti da differenti campioni clinici.
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6.3.4 Spa typing

L’amplificazione e il sequenziamento del gene spa hanno consentito di suddividere i 34 ceppi in 8

spa type distinti, con una distribuzione variabile tra gli isolati (Tabelle 12 e 13).

Tabella 12: Risultati spa typing, e ricerca di mecA, mecC e PVL in S. aureus.

Ceppi Peso spa mecA mecC PVL
317 300-350  t127 + -
331 200-250  t386 + -
335 500-550  t379 + -
353 450-500  t002 + -
358 550-600  t002 + -
375 450-500  t002 + -
385 450-500  t008 + -
387 400-450  t010 + -
390 550-600  t022 + -
391 550-600  t022 + -
405 450-500  t002 + -
409 550-600  t008 + -
422 450-500  t379 + -
437 300-350  t127 + -
444 350-400  t002 + -
458 500-550  t379 + -
461 350-400  t002 - -
477 350-400  t002 + -
481 350-400  t002 + -
501 350-400  t008 + +
516 400-450  t008 + +
527 500-550  t008 + -
540 350-400  t002 + -
554 350-400  t002 + -
559 400-450  t002 + -
564 500-550  t008 + -
583 400-450  t002 + -
585 400-450  t008 + -
590 500-550  t008 + -
705 550-600  t022 + -
706 400-450  t008 + +
77 350-400  t008 + +
726 550-600  t022 + -
730 400-450  t571 + -

100



Tabella 13: Assegnazione spa Type con Ridom Sequence e Krieswith Sequence

Strains  Spa MLST

353 T002 ST5 - ST21
358 T002 ST5 — ST21
375 T002 ST5 — ST21
405 T002 ST5 - ST21
444 T002 ST5 — ST21
461 T002 ST5 — ST21
477 T002 ST5 - ST21
481 T002 ST5 — ST21
540 T002 ST5 — ST21
554 T002 ST5 — ST21
559 T002 ST5 - ST21
583 T002 ST5 — ST21
385 T008 ST8

409 T008 ST8

501 T008 ST8

516 T008 ST8

527 T008 ST8

564 T008 ST8

585 TOOS STS8

590 T008 ST8

706 T008 ST8

717 T008 ST8

390 T022 ST22

391 T022 ST22

705 T022 ST22

726 T022 ST22

335 T379 /

422 T379 /

458 T379 /

317 T127 ST1

437 T127 ST1

331 T386 ST1

387 T010 ST5

730 T571 /
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[ tipi piu rappresentati sono stati t002 e t008, relativia 12 (35,3%) e 10 (29,4%) ceppi rispettivamente,
seguiti da t022, presente in 4 isolati (11,8%), e da t379, associato a 3 ceppi (8,8%). In particolare,
tutti gli isolati PVL-positivi appartenevano allo spa type T00S. L’indice di Simpson ¢ risultato pari a
0,76, indicando un buon livello di eterogeneita tra gli spa type identificati.

Attraverso 'utilizzo del Ridom Spa Server, sono stati determinati anche gli ST piu frequentemente
associati agli spa type osservati (Tabella 13). Gli ST maggiormente riscontrati sono stati STS5 e ST21
per t002, STS5 per t008, ST22 per t022, ST1 per t127 e t386 ¢ STS per t010. Per gli spa type t379 e

t571 non ¢ stato possibile assegnare alcun ST noto.
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7. Discussione

La crescente diffusione della resistenza agli antimicrobici rappresenta una delle principali minacce
emergenti per la salute pubblica a livello globale. Le piu recenti proiezioni indicano che, in assenza
di interventi efficaci, nei prossimi decenni le infezioni sostenute da batteri multiresistenti potrebbero
determinare un numero di decessi paragonabile, se non superiore, a quello associato alle principali
patologie cronico-degenerative, come le neoplasie (GBD 2021 Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2024). Questo fenomeno ¢ particolarmente evidente in ambito ospedaliero, dove la
pressione selettiva esercitata dall’uso intensivo di antibiotici favorisce 1’emergenza e la persistenza
di ceppi resistenti, spesso responsabili di ICA.

In tale contesto, I’identificazione precoce dei microrganismi responsabili di ICA e la comprensione
delle modalita di diffusione rappresentano elementi fondamentali per I’adozione di strategie efficaci
di prevenzione e controllo. L’epidemiologia molecolare ha assunto negli ultimi anni un ruolo sempre
piu centrale, consentendo di analizzare la variabilita genetica delle popolazioni batteriche e di
ricostruire le relazioni clonali tra isolati provenienti da differenti fonti (Tiimmler B, 2020). Questi
approcci permettono non solo di individuare possibili fonti e reservoir di infezione, ma anche di
chiarire i meccanismi di trasmissione all’interno delle strutture sanitarie e nella comunita. L’ impiego
di metodiche di tipizzazione molecolare contribuisce, inoltre, ad approfondire la conoscenza
dell’epidemiologia delle infezioni batteriche, fornendo informazioni utili sulla distribuzione
temporale e spaziale dei ceppi, sulla loro persistenza nel tempo e sulla dinamica dei focolai epidemici
(Sabat AJ et al., 2013). Tali dati risultano essenziali per supportare interventi mirati di infection
prevention and control, per valutare 1’efficacia delle misure di sanificazione e per orientare decisioni

cliniche e gestionali basate sull’evidenza scientifica.
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7.1 Resistenza agli antibiotici ed epidemiologia molecolare di P. aeruginosa
Una parte di questo lavoro di tesi descrive 1 risultati ottenuti dalla caratterizzazione biomolecolare di
ceppi clinici e ambientali di P. aeruginosa isolati tra luglio e agosto 2022 presso il PO Hub della
Regione Molise, riportati nel lavoro sopra citato.
L’approccio integrato, basato sull’analisi dei profili di antibiotico-resistenza e sulla tipizzazione
molecolare mediante PFGE e metodiche basate su PCR, ha consentito di esplorare le dinamiche di
diffusione di P. aeruginosa all’interno dell’ambiente ospedaliero, evidenziando una stretta interazione
tra isolati clinici e ambientali. I risultati hanno mostrato che P. aeruginosa ¢ stato isolato
prevalentemente da pazienti ricoverati in TIN e UTI, caratterizzati da elevata vulnerabilita allo
sviluppo di ICA a causa di vari fattori quali immaturita o compromissione del sistema immunitario,
presenza di comorbidita, utilizzo di dispositivi invasivi e frequente esposizione a terapie antibiotiche
ad ampio spettro (Blot S et al., 2022). Tali reparti rappresentano ambienti ad alta pressione selettiva,
nei quali P. aeruginosa trova condizioni favorevoli per la colonizzazione e la selezione di fenotipi
resistenti.
I profili di suscettibilita antimicrobica hanno evidenziato la presenza di ceppi MDR, resistenti a
diverse classi di antibiotici, inclusi B-lattamici e altri farmaci di largo impiego, in accordo con i piu
recenti dati epidemiologici nazionali (Iacchini S et al., 2023). La totale resistenza osservata verso
ertapenem, amoxicillina-clavulanato, cefuroxime, tigeciclina, trimetoprim e nitrofurantoina riflette 1
meccanismi di resistenza di P. aeruginosa, mediati dalla ridotta permeabilita della membrana esterna,
dall’attivita di pompe di efflusso e dalla produzione di B-lattamasi cromosomiche (Elfadadny A et al.,
2024). La rilevazione di ceppi resistenti anche ad altri carbapenemi (imipenem e meropenem), seppur
in percentuali contenute, rappresenta un dato di particolare rilevanza clinica, considerando il ruolo di
questi antibiotici come opzioni terapeutiche di ultima linea. L’analisi dei profili di resistenza degli
isolati ambientali ha mostrato similitudini con quelli dei ceppi umani supportando I’ipotesi che
superfici, lavandini e sifoni possano fungere da reservoir persistenti di ceppi MDR.
L’analisi mediante PFGE ha evidenziato un’elevata variabilita genetica tra gli isolati, con
I’identificazione di 26 cluster distinti, in linea con la struttura di popolazione non clonale di P.
aeruginosa, caratterizzata da elevata plasticitd genomica e capacita di adattamento alle pressioni
ambientali (Martinez-Gallardo MJ et al., 2024). Tuttavia, alcuni cluster hanno mostrato un rilevante
interesse epidemiologico. In particolare, 1 cluster 6 ¢ 15 hanno incluso isolati umani e ambientali,
suggerendo una possibile trasmissione mediata dall’ambiente ospedaliero. Il cluster 6 ha raggruppato
un isolato clinico proveniente dal reparto di medicina interna e due isolati ambientali dalla TIN,
mentre il cluster 15 ha incluso due isolati clinici dalla TIN con elevata similarita genetica (96,6%) e

un isolato ambientale proveniente dal sifone del lavandino della sala parto. Ulteriori associazioni tra
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isolati clinici e ambientali sono state osservate anche nei cluster 7, 16 e 20, rafforzando I’ipotesi di
una diffusione inter-reparto attraverso circuiti ambientali comuni o il trasferimento dei pazienti. Le
tecniche basate su PCR (ERIC-PCR e RAPD-PCR) sono state utilizzate come strumenti
complementari alla PFGE, in quanto piu rapide ed economicamente sostenibili, sebbene caratterizzate
da una minore capacita discriminante e riproducibilita (Auda IG et al., 2017). ERIC-PCR ha
identificato il cluster 1 come il piu rappresentato, con isolati umani da diversi reparti € ceppi
ambientali da TIN e sala parto, suggerendo una correlazione.

Anche le analisi RAPD-PCR hanno evidenziato cluster con isolati umani e ambientali. L analisi
combinata delle metodiche ha permesso di identificare come alcuni isolati clinici e ambientali siano
stati sempre raggruppati negli stessi cluster, come H3, H4, E2 ed E5. Questa concordanza fornisce
un’evidenza robusta della correlazione genetica tra i suddetti isolati.

L'analisi mediante MLST ha evidenziato una notevole diversita genetica.

Ciononostante, ST309 e ST895 sono stati i piu rappresentati per il 21,2% dei ceppi, seguiti da ST446
(12,1%). Questo andamento ¢ coerente con quanto riportato in un recente studio italiano (Lombardi
A, Cornacchia A et al., 2025), che ha evidenziato la presenza di P. aeruginosa in diversi punti della
rete idrica ospedaliera, nonché la ricorrenza di cloni ambientali come ST309 e la presenza, seppur
variabile, di cloni clinicamente rilevanti quali ST446 e ST895.

Gli ST identificati, inoltre, si collocano in un contesto epidemiologico pit ampio delineato da Valzano
et al. (2024), che in un’indagine multicentrica nel Sud Italia ha evidenziato come ceppi clinici di P.
aeruginosa resistenti siano frequentemente associati a cloni ad alto rischio come ST111 e ST235.

Il riscontro di ST111 e ST235, sebbene con una bassa prevalenza, insieme a ST309, ST895 e ST446,
suggerisce la coesistenza nello stesso ambiente ospedaliero di cloni ambientali persistenti e cloni ad
alto rischio, gia ampiamente riconosciuti a livello internazionale.

I ceppi con ST309 sono stati esclusivamente isolati da campioni ambientali (lavandini, sifoni e
fasciatoi della sala parto e della TIN). Al contrario, ST895 ¢ stato identificato solo in ceppi umani
isolati da diversi reparti, tra cui UTI, medicina, ortopedia, pronto soccorso, chirurgia vascolare e TIN,
che suggerisce una maggiore circolazione di questo ST nell’ambiente ospedaliero. Infine, ST446 ¢
stato identificato sia in ceppi clinici che ambientali, con particolare rilevanza per gli scarichi dei
lavandini della TIN, confermando 1'ambiente come serbatoio per la colonizzazione dei pazienti.
Inoltre, sono stati identificati ST253 e ST274 (n=3; 9,1% ciascuno), seguiti da ST1248, ST111,
ST235, ST296 (n=2; 6,1% ciascuno) e ST207 (n=1; 3,0%), che completano il profilo di diversita
clonale osservato. Questi ST a minore prevalenza presentano una distribuzione eterogenea tra reparti
clinici e superfici ambientali, contribuendo ulteriormente alla complessita del panorama
epidemiologico.
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In particolare, ST253 ¢ stato isolato esclusivamente da campioni clinici provenienti da reparti
differenti (urologia, riabilitazione e chirurgia vascolare), mentre ST274 ¢ stato rilevato sia in UTI sia
in piu punti della rete idrica della TIN, suggerendo un potenziale ruolo dell’ambiente come reservoir.
ST1248 ¢ risultato associato solo a ceppi isolati dalla TIN, in campioni clinici e ambientali, mentre
ST296 ¢ stato identificato in isolati da ortopedia e cardiologia.

ST111 e ST235, sebbene riscontrati in bassa frequenza, sono entrambi definiti come cloni ad alto
rischio a livello internazionale per le ICA e cio evidenzia I'importanza di monitorare questi STs per
potenziali focolai epidemiologici.

L’analisi molecolare ha evidenziato che ST895, riscontrato in isolati provenienti da diversi reparti, ¢
stato raggruppato in piu cluster mediante analisi PFGE. Questa frammentazione suggerisce che, pur
appartenendo allo stesso ST, i ceppi abbiano accumulato differenze genetiche nel tempo,
probabilmente a seguito di una circolazione ospedaliera prolungata. Tale dinamica suggerisce la
possibile comparsa di varianti evolutive all’interno dello stesso /ineage, potenzialmente favoriti dalle
pressioni selettive dell’ambiente ospedaliero.

Per ST446 emerge una coerenza particolarmente forte tra MLST e PFGE: gli isolati clinici e
ambientali si raggruppano negli stessi cluster, suggerendo una stretta correlazione genetica e una
possibile trasmissione attraverso 1’ambiente. ST309, isolato esclusivamente da superfici ambientali,
presenta cluster PFGE geneticamente molto affini, suggerendo che questo ST rappresenti una singola
linea clonale dominante nel contesto ambientale, probabilmente associata alla rete idrica ospedaliera.
Inoltre, una correlazione particolarmente rilevante riguarda ST1248, rilevato esclusivamente in TIN:
entrambi gli isolati (PaH12 e PaH15) ricadono nello stesso cluster PFGE (cluster 15), suggerendo un
legame epidemiologico e la presenza di un clone stabile all’interno del reparto.

Nel complesso, questi dati supportano il ruolo delle fonti ambientali come serbatoi di P. aeruginosa
e come potenziali punti di origine di ICA, in accordo con quanto riportato in numerosi studi condotti
in Italia (Orsi GB et al., 2006; Prospero E et al., 2006; Crivaro V et al., 2009). La trasmissione del
patogeno attraverso aerosol e superfici contaminate ¢ stata ampiamente documentata (Kotay SM et
al., 2019; Pirzadian J et al., 2023). Nel presente contesto, la rilevazione di isolati geneticamente
correlati in lavandini, sifoni e campioni clinici identifica tali strutture come punti critici al fine di
valutare le relazioni clonali tra i ceppi. In seguito all’aumento delle segnalazioni di P. aeruginosa nel
PO, TI’adozione di misure mirate di infection control, tra cui la revisione delle procedure di
sanificazione e la sostituzione dei lavandini, ha determinato una drastica riduzione degli isolamenti,
sottolineando I’efficacia di interventi strutturali e ambientali nel contenimento della diffusione di
questo patogeno (Rakshit P et al., 2023; Karampatakis T et al., 2023). Programmi di sorveglianza

microbiologica attiva, affiancati da adeguate strategie di controllo ambientale, rappresentano
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strumenti fondamentali per la prevenzione delle infezioni da P. aeruginosa, in particolare in contesti

ad alto rischio quali TIN e UTL
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7.2 Resistenza agli antibiotici ed epidemiologia molecolare di E. faecium
Il lavoro di tesi ha anche riguardato la caratterizzazione biomolecolare di 31 ceppi di E. faecium
isolati da pazienti ricoverati presso gli ospedali Hub e Spoke della regione Molise. L’analisi ha
permesso di evidenziare una sostenuta circolazione di ceppi vancomicino-resistenti (VRE) con profili
di multiresistenza e una marcata capacita di persistenza nell’ambiente ospedaliero.
11 profilo fenotipico dei ceppi ha mostrato una forte correlazione con i fattori di rischio, in particolare
con I’eta dei pazienti e il ricovero in UTI (Trautmannsberger I et al., 2022). Una quota significativa
di ceppi ¢ stata isolata da pazienti anziani, con una maggiore suscettibilita alle infezioni, in relazione
a prolungate ospedalizzazioni (Esme M et al., 2019). Cio conferma che E. faecium MDR si comporta
come un patogeno opportunista soprattutto nei pazienti fragili, nei quali la pressione antibiotica e la
compromissione delle barriere fisiologiche favoriscono la colonizzazione e la progressione verso
forme di infezione invasiva (Stege PB et al., 2024).
La maggior parte dei ceppi analizzati ¢ stata isolata da UTL, in cui ’uso intensivo di antibiotici e la
frequente esecuzione di procedure invasive favoriscono la selezione e la diffusione di ceppi MDR
(De Waele JJ et al., 2018). La prevalenza di tamponi rettali come principale fonte di isolamento
evidenzia I’importanza della colonizzazione intestinale come serbatoio critico per la diffusione di E.
faecium (Weisser M et al., 2012; Povoa P et al., 2024), sottolineando la necessita di programmi di
screening rigorosi.
L’analisi dei profili di suscettibilita agli antibiotici ha mostrato totale resistenza a vancomicina e
teicoplanina, confermando 1 piu recenti dati nazionali secondo cui I’Italia ha mostrato uno dei tassi
piu elevati di resistenza per E. faecium in Europa (circa 40%), dopo Grecia e Lituania (Iacchini S et
al., 2023). Inoltre, i ceppi hanno mostrato pattern di multiresistenza altamente sovrapponibili, che
hanno consentito la loro classificazione in cinque distinti resistotipi, suggerendo la presenza di ceppi
caratterizzati da profili di resistenza omogenei e potenzialmente associati a specifiche linee clonali.
La resistenza concomitante a entrambi 1 glicopeptidi ¢ indicativa di un fenotipo VRE ad alto livello,
tipicamente vanA-positivo, rappresenta un serio problema clinico per la gestione delle infezioni
invasive. Negli isolati analizzati, la resistenza ¢ stata prevalentemente mediata dal gene vanA,
coerentemente con altri studi che ne indicano la predominanza rispetto ad altri determinanti di
resistenza (Pan P et al., 2024). Il gene vand, infatti, frequentemente localizzato sul trasposone
Tn1546, pud propagarsi sia clonalmente, sia orizzontalmente attraverso plasmidi o trasposoni
(Arredondo-Alonso S et al., 2020), contribuendo alla diffusione ospedaliera dei ceppi. Tale duplice
modalita di diffusione giustifica la presenza di ceppi vanAd-positivi appartenenti a differenti pulsotipi
e sequence types, come osservato nel presente studio. L’assenza del gene vanB negli isolati conferma

dati italiani precedenti, che riportano la sua presenza sporadica (Fioriti S et al., 2020). Oltre ai
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glicopeptidi, gli isolati hanno mostrato resistenza multipla alle classi di lincosamidi, B-lattamici
(cefoxitina, ceftarolina), macrolidi, aminoglicosidi (gentamicina), carbapenemi (imipenem) e
trimetoprim-sulfametossazolo, confermando la presenza di ceppi MDR, che limitano le opzioni
terapeutiche (Boccella M et al., 2021; Gok SM et al., 2020). La resistenza ad ampicillina (77,8%) e
ciprofloxacina (83,3%) ¢ particolarmente rilevante, considerando che questi antibiotici sono indicati
come trattamenti di prima scelta (Sattari-Maraji A et al., 2019).

La presenza di cinque resistotipi, caratterizzati da pattern sovrapponibili, suggerisce una forte
pressione selettiva esercitata dall’ambiente ospedaliero, che favorisce la convergenza fenotipica verso
profili di multiresistenza stabili nel tempo.

La resistenza agli aminoglicosidi, invece, ¢ supportata dalla presenza dei geni aac(6')le-aph(2")-1a e
aph(3')-1lla, mentre quella ai macrolidi dal gene ermB. La suscettibilita a linezolid in gran parte degli
isolati offre un’opzione terapeutica valida, sebbene la comparsa di ceppi resistenti sia gia stata
segnalata in altri contesti (Suo N et al., 2025).

Relativamente ai fattori di virulenza, un’alta percentuale di isolati ha mostrato la presenza del gene
esp, associato a maggiore colonizzazione e persistenza negli ambienti ospedalieri e alla formazione
di biofilm. Al contrario, 1 geni asal, ace e gelE, sono stati identificati con bassa frequenza negli isolati
analizzati, in accordo con quanto riportato in un precedente studio (Ghazvinian M et al., 2024).

Per I’analisi della diversita genetica, la PFGE ha identificato 26 pulsotipi distinti, con cluster associati
a particolari reparti. L’elevata eterogeneita suggerisce un continuo processo di adattamento alle
pressioni selettive in ambito ospedaliero, quali I’uso di antibiotici e la frequente mobilita dei pazienti
tra reparti. In particolare, il cluster 14 ¢ risultato prevalente per ceppi da UTI, evidenziando la criticita
di tale reparto (Saengsuwan P et al., 2021). Inoltre, la distribuzione temporale dei ceppi all’interno
del cluster 14, isolati in mesi differenti, suggerisce una circolazione persistente piuttosto che un
singolo evento.

Altri cluster, come 12 e 3, hanno incluso ceppi provenienti da reparti diversi, suggerendo possibili
trasmissioni inter-reparto e la presenza di reservoir ambientali.

L’analisi MLST ha mostrato ST80 come #ype predominante, coerentemente con recenti studi italiani,
ed ¢ associato al clonal complex CC17, noto per la sua capacita di trasmissione ospedaliera e di
acquisizione di determinanti di resistenza (Cinthi M et al., 2024; Cinthi M et al., 2025). La persistenza
di ST80 per gli isolati in differenti periodi suggerisce una stabilizzazione di questo /ineage all’interno
della struttura ospedaliera. La concordanza osservata tra PFGE e MLST, con cluster identificati dalla
PFGE perlopiu costituiti da ceppi con medesimo ST, conferma I’affidabilita e la complementarita di

queste metodiche nello studio della struttura delle popolazioni batteriche.
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I risultati confermano I’importanza di programmi di sorveglianza attiva dei ceppi E. faecium,
soprattutto in reparti ad alto rischio come UTI, integrando screening dei pazienti, monitoraggio
ambientale e analisi molecolari per identificare fonti e vie di trasmissione.

Nel complesso, questi risultati evidenziano come E. faecium rappresenti un patogeno altamente
adattato all’ambiente ospedaliero, in grado di combinare multiresistenza, persistenza clonale e
diffusione inter-reparto. Inoltre, evidenziano la necessita di interventi mirati di infection prevention
and control, tra cui misure di decontaminazione, formazione del personale e programmi di

antimicrobial stewardship, per ridurne la diffusione.
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7.3. Resistenza agli antibiotici ed epidemiologia molecolare di S. aureus
I1 lavoro di tesi ha, infine, riguardato la caratterizzazione di 34 ceppi di S. aureus isolati da pazienti
ricoverati presso il PO Hub della Regione Molise, con 1’obiettivo di analizzare i profili di antibiotico-
resistenza, i determinanti genetici associati e le relazioni tra gli isolati.
L’analisi dei profili di suscettibilita agli antibiotici negli isolati analizzati ha evidenziato un fenotipo
MRSA, con una marcata resistenza nei confronti degli antibiotici B-lattamici. In particolare, la totale
resistenza osservata verso ampicillina e cefoxitina, come I’elevata percentuale di resistenza a
oxacillina e penicillina, ¢ indicativa della presenza diffusa di meccanismi di resistenza mediati
dall’alterazione delle proteine leganti la penicillina, in particolare la PBP2a codificata dal gene mecA
(Lade H et al., 2023). L’utilizzo della cefoxitina come marker fenotipico si ¢ dimostrato pienamente
concordante con 1 risultati molecolari, confermando la sua elevata sensibilitd e specificita
nell’identificazione dei ceppi MRSA (Amelia S et al., 2023).
L’elevata resistenza nella maggior parte degli isolati verso i fluorochinoloni, come ciprofloxacina e
moxifloxacina, ¢ coerente con quanto riportato da studi condotti in ambito ospedaliero (Huynh TQ et
al. 2023; Aligholi M et al., 2011). Tale fenomeno ¢ generalmente attribuito all’accumulo di mutazioni
puntiformi nei geni gyr4 e parC, nonché all’attivazione di meccanismi accessori, come pompe di
efflusso, che contribuiscono allo sviluppo di fenotipi MDR (Huynh TQ et al., 2023). Analogamente,
la resistenza agli aminoglicosidi, in particolare alla gentamicina, osservata in una percentuale
significativa di ceppi, suggerisce la possibile presenza di AMEs, frequentemente riscontrati nei cloni
MRSA di origine nosocomiale (Naderi M et al., 2025).
Al contrario, la sensibilitd osservata verso vancomicina, teicoplanina, linezolid, tigeciclina e
mupirocina ad alto livello rappresenta un dato incoraggiante dal punto di vista clinico (Ju G et al.,
2024). In particolare, 1’assenza di ceppi con ridotta suscettibilita o resistenza ai glicopeptidi indica
che, nel contesto ospedaliero analizzato, non si ¢ ancora verificata una selezione significativa di
fenotipi  Vancomycin-Intermediate Staphylococcus aureus (VISA) o Vancomycin-Resistant
Staphylococcus aureus (VRSA), che invece sono stati segnalati in diverse aree del mondo (Cong Y
etal., 2019).
Tuttavia, studi recenti hanno documentato la comparsa di resistenze anche a linezolid e daptomicina
in altri contesti, rafforzando I’importanza di un uso prudente e mirato di questi farmaci (Teoh BS et
al, 2025).
Un dato di particolare interesse ¢ rappresentato dalla totale sensibilita dei ceppi testati alla ceftarolina.
Questo risultato ¢ in linea con la letteratura, che descrive tale molecola come una cefalosporina di
quinta generazione sviluppata specificamente per superare la resistenza mediata da mecA, grazie alla

sua elevata affinita per la PBP2a (Sallam HH et al., 2025). La conservata efficacia di questo
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antibiotico suggerisce un utilizzo ancora limitato nella pratica clinica locale, con conseguente ridotta
pressione selettiva (Alomair SM et al., 2025).

Sebbene siano stati identificati 22 resistotipi, che indicano un’elevata diversita nei pattern di
resistenza antimicrobica, sono risultati predominanti i resistotipi R3, R8 e R10, per oltre la meta degli
isolati, indicando la presenza di pattern di resistenza consolidati, probabilmente selezionati nel tempo
dall’uso prolungato di specifiche classi antibiotiche.

L’elevato numero di cluster identificati con la PFGE, insieme a 33 pulsotipi, evidenzia un’elevata
diversita genetica tra i ceppi. Ciononostante, i cluster 12 e 4, sono stati i piu rappresentati. Il cluster
12, con ceppi isolati da differenti reparti e campioni in un arco temporale di diversi mesi, indica
verosimilmente una circolazione prolungata nella struttura ospedaliera.

I ceppi appartenenti allo stesso cluster hanno, tuttavia, presentato profili di antibiotico-resistenza
differenti, suggerendo una persistenza o trasmissione continua di ceppi geneticamente correlati ma
fenotipicamente distinti, che tuttavia evidenzia la capacita di S. aureus di modulare il proprio
resistoma.

11 cluster 4, che ha incluso isolati provenienti prevalentemente dal reparto di patologia neonatale,
rappresenta un ulteriore elemento di interesse epidemiologico, considerando I’elevata vulnerabilita
dei pazienti. Anche in questo caso, la discordanza tra correlazione genetica e resistotipi suggerisce
che I’evoluzione fenotipica possa avvenire rapidamente, anche all’interno di ceppi strettamente
correlati.

Nel complesso, 1 dati PFGE supportano 1’ipotesi di una circolazione policlonale di MRSA, piuttosto
che la diffusione di un singolo clone dominante, in accordo con quanto riportato in altri studi condotti
in contesti ospedalieri italiani ed europei (Mammina C et al., 2012). Recenti evidenze hanno, inoltre,
documentato la crescente diffusione di cloni comunitari, caratterizzati da elevata trasmissibilita e
presenza del gene PVL, che sempre piu spesso penetrano anche in ambito ospedaliero, complicando
ulteriormente le strategie di prevenzione e controllo delle infezioni (Kaneko H et al., 2023).

La caratterizzazione molecolare ha evidenziato la presenza del gene mecA in tutti i ceppi MRSA,
mentre la totale assenza di mecC ¢ coerente con la sua bassa prevalenza in ambito clinico in Italia,
dove questo determinante € principalmente associato a ceppi di origine zoonotica o ambientale.

La rilevazione del gene PVL in un numero limitato di ceppi conferma una contenuta circolazione di
quelli ad elevata virulenza. Tuttavia, I’associazione esclusiva di PVL con spa type t008 ¢ un dato di
rilevanza epidemiologica, essendo frequentemente associato a cloni comunitari, noti per causare
infezioni cutanee e dei tessuti molli, ma sempre piu spesso implicati anche in infezioni invasive in
ambito ospedaliero, come polmoniti necrotizzanti e sepsi, in particolare nei pazienti

immunocompromessi (Hanawa T et al., 2020; Vittorakis E et al., 2023). La presenza di ceppi PVL-
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positivi in campioni clinici suggerisce una progressiva sovrapposizione tra ceppi comunitari e
ospedalieri, gia documentato in diversi Paesi europei e nordamericani, dove cloni come USA300
hanno mostrato una notevole capacita di diffusione e adattamento all’ambiente ospedaliero
(Navidinia M et al., 2023).

Questo dato sottolinea la necessita di un monitoraggio continuo, poiché I’introduzione di cloni
comunitari ad alta virulenza in contesti ospedalieri pud complicare ulteriormente 1’implementazione
di strategie di controllo delle infezioni e aumentare il rischio di focolai epidemici.

Infine, 1’analisi del gene spa ha permesso di ottenere una suddivisione dei 34 ceppi in otto spa type
distinti, evidenziando una struttura genetica eterogenea ma dominata da pochi tipi prevalenti.

Questa distribuzione riflette la coesistenza, all’interno della struttura ospedaliera, di cloni tipicamente
associati sia all’ambiente nosocomiale sia a quello comunitario.

Lo spa type t002, associato principalmente a ST5 e ST21, ¢ uno dei piu diffusi a livello globale nei
contesti ospedalieri (Mollerup S et al., 2022). ST3, in particolare, rappresenta uno dei cloni MRSA
piu consolidati in ambito clinico, spesso correlato a elevata resistenza antimicrobica e capacita di
persistenza ambientale. Il secondo spa type piu rappresentato, t008, ¢ classicamente associato a STS,
uno dei cloni piu noti a livello internazionale, comprendente anche il /ineage USA300 (Garcia-Cobos
S et al., 2025). La diffusione di t008 in diversi reparti indica che tali ceppi non costituiscono episodi
sporadici, ma potrebbero aver acquisito una certa capacita di adattamento all’ambiente ospedaliero,
come gia documentato in altri Paesi.

Nel complesso, 1 risultati dello spa typing confermano quanto gia emerso dalle analisi PFGE: la
popolazione MRSA circolante nella struttura ospedaliera ¢ risultata fortemente eterogenea, con una
sovrapposizione tra ceppi di origine comunitaria e ospedaliera, fenomeno ormai riconosciuto e

potenzialmente in grado di complicare le strategie di controllo delle infezioni.
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8. Conclusioni

L'antibiotico-resistenza continua ad essere una delle sfide sanitarie piu gravi a livello globale, con
effetti rilevanti soprattutto nelle strutture ospedaliere, dove il rischio di diffusione di ICA da batteri
MDR ¢ amplificato dalla presenza di pazienti vulnerabili e dall'uso di antibiotici. L'emergenza legata
a organismi MDR impone l'adozione di strategie di controllo piu sofisticate. In tale contesto,
I'approccio integrato con metodiche molecolari ¢ ritenuto fondamentale per monitorare e
comprendere l'evoluzione dell' AMR, consentendo l'identificazione tempestiva di ceppi ad alto rischio
e l'implementazione di misure di controllo efficaci.

Il lavoro di tesi si ¢ focalizzato su tre patogeni di particolare importanza per le ICA, quali P.
aeruginosa, E. faecium e S. aureus. 1 risultati evidenziano un panorama epidemiologico complesso e
preoccupante, con la circolazione di ceppi MDR che, in molti casi, sono anche riconducibili a cloni
di interesse internazionale. Cid conferma che, anche a livello locale, la diffusione di patogeni MDR
¢ un fenomeno in crescita che richiede una continua e attenta sorveglianza.

In particolare, 1'analisi dei ceppi di P. aeruginosa ha rivelato che sia gli isolati clinici che quelli
ambientali presentano profili MDR simili, con la presenza di correlazioni clonali significative che
rafforza I’ipotesi di un ruolo attivo delle superfici, dei lavandini e dei sifoni come reservoir persistenti,
coerentemente con quanto riportato in letteratura, dove la trasmissione attraverso aerosol, goccioline
contaminate e biofilm ¢ stata ampiamente documentata.

La rilevazione di resistenze estese verso B-lattamici, fluorochinoloni e carbapenemi, in linea con i
dati epidemiologici nazionali, ha evidenziato la circolazione di ceppi MDR in reparti ad alto rischio,
come TIN e UTI. In questo contesto, la presenza di resistenze multiple anche verso antibiotici di
ultima linea, come i carbapenemi, suggerisce un contributo combinato di meccanismi di resistenza
acquisita, dovuta a integroni e plasmidi, e adattativa, quali I’iper-espressione di pompe di efflusso e
la modulazione della permeabilita della membrana esterna.

Inoltre, I’analisi mediante PFGE ha evidenziato un’elevata variabilita genetica, ma ha anche
individuato cluster composti da isolati clinici e ambientali, indicativi di una circolazione inter-reparto
e di un coinvolgimento diretto delle reti idriche e delle superfici come punti critici di contaminazione.
L’integrazione della PFGE con metodiche PCR-based (ERIC-PCR ¢ RAPD-PCR) ha ulteriormente
rafforzato 1’interpretazione dei dati, mostrando concordanza nella classificazione di diversi isolati e
confermando la presenza di cluster epidemiologicamente rilevanti.

Infine, I’identificazione di ST ad alto rischio (high-risk clones), noti per la loro elevata capacita di
diffusione, persistenza ambientale e associazione con profili di multiresistenza, sottolinea la necessita
di intensificare 1 programmi di sorveglianza, al fine di prevenire I’emergenza e la diffusione di varianti
rilevanti dal punto di vista clinico ed epidemiologico.
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La coesistenza di cloni ambientali persistenti e di cloni ad alto rischio clinicamente rilevanti
evidenzia, inoltre, come I’AMR in P. aeruginosa non sia un fenomeno statico, ma il risultato di una
continua evoluzione guidata dall’interazione tra ambiente, pressione antibiotica e plasticita genomica.
Nel complesso, questi risultati suggeriscono che il contenimento di P. aeruginosa richiede un
approccio integrato, in cui la sorveglianza attiva, il monitoraggio delle reti idriche, la gestione dei
biofilm e gli interventi strutturali mirati, come la sostituzione di lavandini e sifoni, assumono un ruolo
centrale. In particolare, la combinazione di misure ambientali, organizzative e microbiologiche
consentirebbe di limitare la persistenza di tali ceppi e prevenire la loro diffusione nei reparti piu
vulnerabili.

Nel caso di E. faecium, i profili osservati nei ceppi analizzati hanno evidenziato fenotipi MDR, con
resistenze estese a B-lattamici, macrolidi, aminoglicosidi, carbapenemi e sulfamidici. La presenza
diffusa di geni come vanAd, aac(6')-le-aph(2")-1a, aph(3')-Illa ed ermB conferma un background
genetico orientato alla resistenza, mentre 1’assenza del gene pbp5 nei ceppi ampicillino-resistenti
suggerisce il possibile coinvolgimento di meccanismi alternativi, come mutazioni puntiformi o
modificazioni nella regolazione della sintesi della parete cellulare. Nel complesso, questi elementi
delineano un quadro di resistenza sostenuto da una combinazione di meccanismi acquisiti e adattativi
che favoriscono la sopravvivenza del patogeno in contesti ad alta pressione antibiotica.

I risultati hanno delineato una predominanza di ST80, appartenente al complesso clonale CC17, che
si caratterizza per la prolungata capacita di colonizzazione intestinale e frequente associazione con
fenotipi VRE. Inoltre, la presenza di ceppi con ST1478 e ST2164 suggerisce la presenza di cloni
emergenti, caratterizzati da una marcata adattabilita all’ambiente ospedaliero e da profili di
multiresistenza. In particolare, ST1478 ¢ stato descritto come un /ineage ad alto rischio,
frequentemente associato a ceppi VRE vand-positivi e coinvolto nella trasmissione ospedaliera.
Infine, ST2164 condivide molte delle caratteristiche dei cloni ospedalieri del CC17, tra cui la capacita
di persistenza nell’ambiente e di acquisizione di determinanti di resistenza aggiuntivi.

Inoltre, ’analisi mediante PFGE ha fornito un contributo fondamentale per comprendere le dinamiche
di diffusione di E. faecium all’interno dell’ospedale. Sebbene sia stata evidenziata un’elevata
eterogeneita genetica, con la presenza di numerosi pulsotipi distinti, sono stati osservati cluster ben
definiti che hanno raggruppato ceppi isolati in periodi ravvicinati o in specifici reparti, in particolare
in UTL

La presenza di tali cluster suggerisce la possibile persistenza di ceppi clonali nell’ambiente
ospedaliero, verosimilmente sostenuta da reservoir ambientali o da trasferimenti inter-reparto di

pazienti colonizzati.
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In alcuni casi, I’ampia distribuzione temporale di isolati appartenenti allo stesso cluster suggerisce la
presenza di ceppi endemici, capaci di circolare per periodi prolungati nello stesso reparto, mentre in
altri casi la comparsa simultanea di cloni in reparti diversi potrebbe riflettere eventi di trasmissione
crociata.

La concordanza osservata tra PFGE e MLST, con cluster composti da ceppi appartenenti allo stesso
ST, supporta I’importanza dell’approccio combinato e sottolinea come la PFGE, grazie all’elevato
potere discriminante, rappresenti ancora uno strumento essenziale per distinguere varianti clonali
all’interno dello stesso lineage.

La capacita della PFGE di rilevare differenze minime tra ceppi strettamente correlati la rende
particolarmente utile per identificare eventi di trasmissione recente, ricostruire catene
epidemiologiche e individuare potenziali focolai.

Infine, per S. aureus, la presenza di ceppi MRSA e I’eterogeneita genetica confermano la circolazione
di ceppi anche legati a cloni di grande diffusione a livello ospedaliero. L’elevata resistenza ai
B-lattamici, associata alla diffusione ubiquitaria del gene mecA, evidenzia la persistenza di
meccanismi di resistenza consolidati, mentre 1 livelli di multiresistenza osservati verso
fluorochinoloni e aminoglicosidi riflettono la pressione selettiva tipica dei contesti clinici.

Dal punto di vista epidemiologico, i risultati ottenuti delineano un quadro di circolazione policlonale,
caratterizzato dalla coesistenza di cloni sia ospedalieri sia tipicamente comunitari.

Infatti, la rilevazione di ceppi PVL-positivi, esclusivamente all’interno dello spa type t008, conferma
I’ingresso e la progressiva integrazione di ceppi comunitari ad elevata virulenza nell’ambiente
ospedaliero, che ¢ potenzialmente in grado di aumentare la complessita gestionale delle infezioni.
Inoltre, la presenza di cluster persistenti rilevati dalla PFGE indica che ceppi correlati tra loro
continuano a circolare nel tempo e possono modificare rapidamente il loro profilo di resistenza, come
mostrato dalle differenze nei resistotipi all’interno degli stessi cluster. Tale dinamica sottolinea
I’importanza di un monitoraggio continuo, finalizzato ad identificare tempestivamente eventuali
focolai e a comprendere 1’evoluzione dei profili di resistenza e la diffusione dei diversi lineage.

Nel complesso, 1 risultati di questo studio evidenziano l'urgenza di implementare misure di
prevenzione e controllo delle infezioni, tra cui strategie di stewardship antibiotica. Inoltre, 'analisi
integrata della resistenza e dei metodi molecolari ¢ fondamentale per comprendere le dinamiche di
diffusione dei patogeni multiresistenti.

In conclusione, D’approccio adottato, che ha integrato dati di epidemiologia molecolare
all’epidemiologia classica e alla caratterizzazione della resistenza negli isolati, si conferma uno

strumento essenziale per tracciare le vie di trasmissione dei ceppi, nonché rappresenta un contributo
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concreto alla comprensione delle dinamiche locali di diffusione dei principali patogeni ospedalieri.
Tale integrazione consente di supportare decisioni cliniche e gestionali piu consapevoli.

I risultati sottolineano, inoltre, come un approccio che includa sorveglianza continua, monitoraggio
dell’ambiente ospedaliero, ottimizzazione dell’uso degli antibiotici, formazione del personale
sanitario e coinvolgimento attivo dei reparti ad alto rischio, rappresenta la chiave per contrastare
I’AMR.

In prospettiva, le tecniche di sequenziamento di nuova generazione (NGS) e 1’analisi genomica
(WGS) si ritengono fondamentali per una caratterizzazione piu dettagliata delle varianti genetiche,
della loro evoluzione e delle dinamiche di trasmissione. L’impiego del WGS, infatti, consentirebbe
di tracciare le mutazioni associate alla resistenza, identificando meccanismi ancora poco compresi,
come I’acquisizione di determinanti tramite plasmidi, trasposoni o altri elementi mobili. Potrebbe,
inoltre, fornire informazioni utili per chiarire lo sviluppo di varianti adattative in ambiente ospedalieri,
migliorando la capacita di monitorare e prevenire I’emergere di nuove resistenze.

Quindi, I’integrazione dei dati genomici con sistemi di sorveglianza in tempo reale e piattaforme di
epidemiologia digitale permetterebbe una risposta piu tempestiva ai focolai, mentre I’applicazione di
algoritmi di machine learning ¢ intelligenza artificiale potrebbe ottimizzare la predizione delle
varianti emergenti e supportare strategie di controllo sempre piu mirate.

Infine, il rafforzamento della cooperazione tra laboratori nella condivisione dei dati genomici ¢
considerato essenziale per costruire banche dati globali utili a studi di epidemiologia molecolare su

larga scala.
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