
Alberto Antonelli

PhD,

Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica

Università degli studi di Firenze
SOD Microbiologia e Virologia

Azienda Ospedaliero Universitaria Careggi

Disclosures last three years: Speaker’s bureau / Travel grants from Accelerate, Elitech, Menarini, Seegene, Symcel

Caratterizzazione dell’AMR: carbapenemasi nell’uomo 
prospettiva One Health

Workshop Annuale del Laboratorio Nazionale di Riferimento per l’Antibioticoresistenza e del Centro di Referenza 
Nazionale per l’Antibioticoresistenza 2021

Antimicrobicoresistenza (AMR) - L’approccio ONE HEALTH al tempo della pandemia da COVID-19



https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-antibiotics-are-urgently-needed



XDR Pseudomonas aeruginosa

Antibiotico
MIC mg/L

(S/I/R) 

Imipenem >32 R

Meropenem 64 R

Amikacin 32 R

Gentamicin >16 R

Ciprofloxacin >32 R

TMP/SMZ >320 R

Colistin 1 S

CRAB (Carbapenem-R 
Acinetobacter)

CRE (Carbapenem-R 
Klebsiella pneumoniae)

Fenotipi di resistenza complessi:

• MDR: multi-drug resistant
• XDR: extensively-drug resistant
• PDR: pan-drug resistant 

Patogeni MDR/XDR frequentemente isolati nella pratica clinica

Antibiotico
MIC mg/L 

(S/I/R) 

Pip/Tazo >128 R

Ceftazidime 64 R

Cefepime >32 R

Aztreonam >32 R

Imipenem >16 R

Meropenem 16 R

Amikacina 16 I

Gentamicina >8 R

Ciprofloxacina >2 R

Colistina 4 R

Fosfomicina >128

Ceftolozano-tazobactam >32 R

Antibiotico MIC mg/L (S/I/R)

Amoxi/Clav >64 R

Pip/Tazo >256 R

Ceftriaxone >64 R

Ceftazidime >64 R

Cefepime >64 R

Ertapenem >32 R

Imipenem >32 R

Meropenem >32 R

Amikacin >64 R

Gentamicin >8 R

Ciprofloxacin >4 R

Tigecycline 4 R

Colistin >8 R

Fosfomycin >64 R

Chloramphenicol >16 R 

Ceftazidime/avibactam 1 S

Meropenem/vaborbacta

m
0.5 S



Cassini et al. The Lancet Infectious Diseases 2019



Mutazioni cromosomiche 
che causano 

l’impermeabilità della 
membrana esterna

(modificazione/perdita di 
porine) 

+ 
ESBL/AmpC β-lattamasi

overproduzione

• Resistenza a basso livello

• Casi sporadici/ outbreaks

Jacoby et al – AAC 2004
Doumith et al – JAC 2009

Produzione di 
carbapenemasi

Class A (serine)
KPC
GES

Class D (serine)

OXA-48
OXA-23
OXA-24/40
OXA-58

Class B (metallo)
VIM
NDM
IMP

Canton et al – CMI 2012
Logan et al – JID 2017

• Trasferibili (spesso su plasmidi)

• Associazione con cloni ad alto 
rischio

• Outbreaks, diffusione epidemica

Meccanismi di resistenza ai carbapenemi



Brandt et al. Sci Rep. 2017

CLASSE B 
(metallo-enzimi)

CLASSE C 
(serina)

CLASSE A 
(serina)

CLASSE D 
(serina)



KPC-type OXA-48-like Metallo-enzymes
(MBLs)

CARBAPEN.
ACTIVITY

SPECTRUM

INHIBITION

Strong Weak Strong

Extended
(most β-lactams)

Narrow
(penicilllins, 
NS cephems)

Extended

(most β-lactams
exc. monobactams)

• Avibactam

• Relebactam

• Vaborbactam

• Avibactam

Adapted from: Naas T, et al. Current Drug Targets 2016;17:1006–1028. Drawz SM, et al. Antimicrob Agents Chemother 2014;58:1835–1846.
Adapted from: Oueslati S, et al. J Antimicrob Chemother 2015;70:1059–1063. Lahiri SD, et al. ACS Chem Biol 2015;10:591–600.
Adapted from: Bush K, Bradford PA. Cold Spring Harb Perspect Med 2016 ;6; pii: a025247. 

Caratteristiche funzionali diverse delle carbapenemasi acquisite



Antibiotic MIC mg/L (S/I/R)

Amp/Sulb >32 R

Pip/Tazo >128 R

Ceftriaxone >64 R

Ceftazidime >64 R

Ceftazidime-

avibactam
2 S

Cefepime >64 R

Ertapenem >32 R

Imipenem >32 R

Meropenem >32 R

Meropenem-

vaborbactam
2 S

Amikacin >64 R

Gentamicin 2 S

Ciprofloxacin >4 R

Colistin 0.25 S

K. pneumoniae KPC+

Antibiotic MIC mg/L (S/I/R)

Amp/Sulb >256 R

Pip/Tazo >128 R

Cefotaxime >64 R

Ceftazidime 64 R

Ceftazidime-

avibactam
2 S

Cefepime 16 R

Ertapenem 32 R

Imipenem 2 S

Meropenem 4 I

Amikacin 4 I

Gentamicin 1 S

Ciprofloxacin >32 R

Colistin 0.5 S

K. pneumoniae 
OXA-48+CTX-M E. coli NDM+

Antibiotic MIC mg/L (S/I/R)

Amoxi/Clav >64 R

Pip/Tazo >128 R

Cefotaxime >64 R

Ceftazidime >64 R

Cefepime >64 R

Ceftazidime-

avibactam
>64 R

Ertapenem >32 R

Imipenem 8 I

Meropenem 16 R

Meropenem-

vaborbactam
16 R

Amikacin >64 R

Gentamicin >16 R

Levofloxacin >8 R

Tigecycline 0.5 S

Colistin 0.5 SGiani T, et al. J Clin Microbiol 2009;47:3793–3794.
Giani T, et al. J Clin Microbiol 2014;52:2702–2705.
D’Andrea MM, et al. J Clin Microbiol 2011;49:2755–2758.

Opzioni terapeutiche limitate per le 
carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE)





Incidenza enterobatteri produttori di 
carbapenemasi su 10000 ricoveri:

Italia: 5,96

Grecia: 5,78

Spagna 4,1

Germania 0,56

UK 0,19

Nov 2013, Apr 2014 455 ospedali, 36 nazioni



Italia: 95,9% KPC, 1,5% VIM, 
0,5% NDM, 0,5% OXA-48

Grecia: 65,1% KPC, 14% NDM, 
10,5% VIM, 2,3% OXA-48

UK: 29,8% KPC, 14,9% OXA-48, 
6,4% NDM, 2,1% VIM, 

Francia: 37% OXA-48, 3,7% KPC 

Spagna: 69,8% OXA-48, 10,3% 
VIM, 7,8% KPC,  

Germania: 33,3% OXA-48, 22,2% 
KPC, 5,6% NDM  

Portogallo: 59% KPC 



Epidemiologia di Klebsiella pneumoniae resistente ai carbapenemi

Infezioni 
invasive in 

Europa

Surveillance 
Atlas of 
Infectious 
Diseases, 2020

Incremento dal 2009

29,5%



Giani et al – JCM 2009

Santoriello et al – unpublished

fine 2008

Fontana et al – BMC Res Notes 2010

Marchese et al – J Chemother 2010

Ambretti et al – New Microb 2010

Gaibani et al – Eurosurv 2011

Mezzatesta et al – CMI 2011

Agodi et al – JCM 2011

Richter et al – JCM 2011

Di Carlo et al – BMC Gastroenterol 2011

inizio 2011

Giani et al – Eurosurveillance 2013

Aschbacher et al – IJAA 2013

Migliavacca et al – New Microb 
2013

Pulcrano et al – APMIS 2013

Giuffrè et al – JHI 2013

DI Carlo et al – BMC Anesth 2013

ARISS – CoSA survey 2012-2013

Antonelli et al – ECCMID 2015 

fine 2018

KPC+ K. pneumoniae: scenario Italiano

Mammina et al – JCM 2010

2009



17 Ospedali, anni 2012-2013. 

Tra le infezioni invasive da K. 
pneumoniae il 36,2% erano
resistenti ai carbapenemi.

97% produttrici di KPC, 
94% appartenenti al clonal group 
(CG) 258. 



Marzo-Luglio 2016    
24 centri, isolati da emocoltura

96% KPC. Diffusione poli-clonale, 
47,7% CC258 e aumento 
prevalenza di ST307, ST101, ST395, 
ST147



o Da fine 2018: outbreak di K. pneumoniae NDM

o 2009-18: casi sporadici di NDM in Italia (in gran parte 
correlati a viaggiatori)

NDM oubreak in Toscana



Conseguente implementazione di metodologie di screening fenotipico e 
molecolare per CRE in tutta la regione



Epidemiologia di Pseudomonas aeruginosa resistenti ai carbapenemi

Infezioni invasive in 
Europa, 2020

Surveillance Atlas of Infectious Diseases, 2020

Lieve decremento 
della percentuale di 
isolati resistenti in 
Italia nel corso degli 
anni

15,9%

Meccanismi principali:
-Overespressione pompe 
di efflusso (MexAB-
OprM)
-perdita di porine (OprD)
- Overespressione AmpC
cromosomica

Principali carbapenemasi:

VIM
IMP
GES

Bonomo, CID 2007



328 produttori di carbapenemasi 
su 2953 isolati clinici fino a Ottobre 2019

2021



Presenza di cloni ad alto rischio di P. aeruginosa diffusi 
a livello globale



N = 939 isolati non-replicati da BSI o HAP/VAP 

Italian nationwide survey on Pseudomonas aeruginosa from invasive infections: activity of 
ceftolozane/tazobactam and comparators, and molecular epidemiology of carbapenemase 
producers
Tommaso Giani, Fabio Arena, Simona Pollini, Vincenzo Di Pilato, Marco Maria D’Andrea, Lucia Henrici De 
Angelis, Matteo Bassetti, Gian Maria Rossolini, Pseudomonas aeruginosa Working Group JAC 2018
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20 centri 2013-2014 Resistenti a meropenem 21%, produttori di carbapenemasi 5,1%



Giani et al. JAC 2018



Epidemiologia di Acinetobacter baumannii resistenti ai carbapenemi

Infezioni invasive in 
Europa, 2020

Surveillance Atlas of Infectious Diseases, 2020

Percentuale elevata 
costante di isolati 
resistenti in Italia nel 
corso degli anni

80,8%

Principali carbapenemasi

OXA-23
OXA-24/40
OXA-58
(NDM)



154 di 202 
(76,23%) 
sono risultati
essere
produttori di 
OXA-58, 21 
anche
produttori di 
OXA-23, e 27 
(13,3%) 
produttori
solamente di 
OXA-23

2004-2005 e 2009-2010

202 isolati resistenti ai 
carbapenemi

22 ospedali in tutta
ItaliaCMI 2012



25 centri

2011

OXA-23 81,7%

OXA-58 4,5%

OXA-23+OXA-58 2,4%

2014

ST2 clone prevalente



SMART: rete di sorveglianza microbiologica e della
resistenza agli antibiotici in Toscana

Dati di sorveglianza per isolati
batterici invasivi (emocolture)

8 specie sorvegliate: 

- Staphylococcus aureus
- Enterococcus (faecalis e faecium)
- Streptococcus pneumoniae
- Escherichia coli
- Klebsiella peumoniae
- Pseudomonas aeruginosa
- Acinetobacter spp.
- Candida spp.

14 laboratori



Sorveglianza epidemiologica locale
(Laboratorio di Microbiologia e Virologia)

Software 

Elaborazione dati

refertazione (LIS) report semestrale
consultabile in intranet



La storia naturale delle infezioni ospedaliere da CRE

Intestinal
carriage

Infection

Source of 
contamination

I colonizzati rappresentano  la maggiore fonte di contaminazione

Il rischio di infezione è maggiore nei colonizzati

Exposure



Ruolo della sorveglianza nel prevenire e controllare la diffusione di 
patogeni Gram-negativi MDR

WHO, novembre 2017

CRAB (Carbapenem-R Acinetobacter) e CRPsA
(Carbapenem-R Pseudomonas) : evidenze non
sufficienti su impatto sorveglianza pro-attiva

CRE: forte raccomandazione a fare sorveglianza pro-
attiva

CMI, 2014



Screening della colonizzazione da CRE presso AOUC 

Tamponi in fase liquida

ID con 
MALDI-ToF

R mechanism:
multiplex

RT PCR

• Tampone rettale di screening all’ammissione

• terapie intensive, oncoematologia, medicine, altri
reparti a rischio

• Controllo settimanale per i negativi

• ~30,000 tamponi rettali/anno

Terreno selettivo
per CRE

Antibiogramma
(casi selezionati)

Controllo di crescita
(agar sangue)



Screening molecolare diretto dei CPE

pre-COVID-19

Tampone rettale

Semina su piastre selettive e 
+ controllo di crescita (agar 

sangue)

• KPC 
• OXA-48
• VIM
• IMP
• NDM
• CTX-M
• VanA/B

Real Time PCR

Estrazione DNA (in 0,1 ml)

Lisi termica
(15 min a 99°C)

0,2 ml

Sistema ad alto 
throughput

0.03 ml

0.3 ml

Sistema rapido

ID con 
MALDI-ToF

se +

Se positivo 0.03 ml



Impatto dello screening molecolare diretto

2 h

Incubazione
Tampone rettale
all’ammissione Antibiogramma (AB)?

Incubazione

Se positivo per CPE isolamento definitivoIsolamento preventivo

>= 48 h

18±2h

ID+ antibiogramma molecolare
18±2h

1-3h

Antibiogramma molecolare

Antibiogramma (AB)?

>= 48 hID30 m

Isolamento preventivo/definitivo in giornata



Le tecnologie convenzionali in microbiologia clinica diagnostica 



Nuove tecnologie
diagnostiche

+ Maggiore rapidità
+ Maggiore sensibilità
+ Maggiore accuratezza
- Maggiore costo

Nuove tecnologie in diagnostica microbiologica

Sistemi Fenotipici Rapidi 
(emocoltura positiva)

Sistemi Molecolari 
(emocoltura positiva)

UTILIZZO DIRETTO DA CAMPIONE CLINICO

Sistemi Molecolari 
(sangue intero)

Sequenziamento 
genomico



Impatto globale della pandemia da SARS-CoV-2

Aggiornato al 17 Novembre 2021 

➢ Riuscirà la vaccinazione di massa a contenere la pandemia da SARS-CoV-2?



Major consequences of COVID-19 

pandemic on antimicrobial

resistance
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www.ars.toscana.it
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Trend of BSI da NDM-CRE in Toscana: Nov 2018 – Feb 2020

2018 2019

Dec Jan Feb

161 BSI
(Feb 2020)

Iniziale trend di riduzione a fine 2019 e inizio 2020



www.ars.toscana.it

Trend di BSI causate da NDM-CRE in Toscana: Gen 2020 – Mar 2021

x
x

Nuovo incremento durante la prima e seconda ondata COVID-19

Possibile impatto della ridotta attenzione a sorveglianza ed infection control 
derivata dall’emergenza COVID-19?

Cortesia del Prof. Giani T



E per quanto riguarda le acque reflue ospedaliere?

Campioni di acque reflue sono state seminate su terreni

selettivi per la crescita di enterobatteri produttori di 

carbapenemasi

Isolamento delle colonie e identificazione tramite spettrometria di massa

MALDI-TOF MS

Semina su piastre selettive



Identificazione del meccanismo di resistenza: tipologia di carbapenemasi

Screening molecolare

Rilevazione ed amplicazione carbapenemasi

Test fenotipici

Inhibition by boronic acid or EDTA

Meropenem+EDTA Meropenem+Boronic acid

K. pneumoniae and E. coli KPC

K. pneumoniae VIM



blaKPC genes GREEN

blaOXA-48-like genes YELLOW

blaVIM genes ORANGE

blaNDM genes RED

Real Time PCR



Negativo alla PCR 

per VIM, NDM, 

KPC e OXA-48

Negativo ai test 

fenotipici di inibizione 

acido boronico ed 

EDTA

Isolamento di un Citrobacter freundii

Crescita su terreno selettivo

Presenza di attività idrolitica nei confronti 

dell’imipenem

(8.8 nmol/min mg) 



DRAFT WHOLE GENOME SEQUENCING

Illumina Miseq sequencing (2x250bp paired end) 

Una nuova β-lattamasi di classe D OXA-372

Assemblaggio:    ABySS 5,3 Mbp 1732 contigs

RAST (Rapid annotation using subsystem technology)

C. freundii

4 β-lattamasi: AmpC,blaOXA-10, una nuova classe C (blaMOX-9) and…



blaOXA-372 clonaggio su pLBII

Hydrolysis on imipenem (49.4 nmol/min mg)

pLBII-OXA-372
4137 bp

Cam(r)

blaOXA-372

ColE1 origin

f1 (+) origin

Cloning in DH5α pLBII



56% di identità con OXA-198

El Garch et al. AAC 2011



Impatto della blaOXA-372 sul fenotipo di Cfr-FI-07: attività antimicrobica



OXA-372: pGEX-2T clonaggio e purificazione

Strategia difusione con GST in DH5α pGEX-2T

Cromatografia di affinità

Taglio della trombinaRimozione di GST e trombina

pGEX-2T-OXA-372

5667 bp

bla

lacIq

Glutathione S-transferase

blaOXA-372

Thrombin

Resa finale1mg/l con purezza >95%, 27kDa



OXA-372 cinetiche

aKinetic parameters for all antibiotics, except benzylpenicillin (determined in this study) and ticarcillin and aztreonam

(Poirel et al. 2004), are from Docquier et al.2009
bKinetic parameters for all antibiotics are from El Garch et al.
c—, No data available.
dNH, no hydrolysis could be detected with concentrations of enzyme up to 340 nM.
eDetermined as Ki with benzylpenicillin as the substrate.



HOSPITAL

NURSING 
HOME

ARG +  
ARB

PURIFICATION 
PLANT

ENVIRONMENT

AGRICULTURE AND 
ANIMALS  

COMMUNITY

IMPACT to antimicrobial resistance (AMR)

“One Health Approach” WHO, 2015
Cortesia del Dr. M. Coppi





Conclusioni

o Le infezioni da patogeni produttori di carbapenemasi rappresentano un 
problema di sanità pubblica crescente

o Screening per CRE: sempre più importante anche durante la pandemia di 
COVID-19

Azioni da intraprendere

o Necessità di promuovere nuovi studi di sorveglianza nazionale per la caratterizzazione
dei meccanismi di resistenza emergenti in patogeni Gram-negativi

o Implementazione di misure integrate tra microbiologi clinici, ambientali e veterinari per 
limitare la diffusione di patogeni multiresistenti produttori di carbapenemasi 
applicando un approccio One Health

o Utilizzo combinato di metodiche molecolari, fenotipiche e genotipiche per la 
caratterizzazione dei meccanismi di resistenza e della clonalità degli isolati
multiresistenti



alberto.antonelli@unifi.it
albertoanton88@gmail.com

Grazie per l’attenzione
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