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Abstract 

Background. Le infezioni correlate all’assistenza sanitaria (ICA), causate da microbi che 

acquisiscono resistenza antimicrobica (AMR), rappresentano una minaccia globale crescente 

per la salute umana. L’elevato utilizzo di disinfettanti chimici volti a ridurre la presenza di 
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agenti patogeni nell’ambiente ospedaliero può allo stesso tempo favorire la selezione di ceppi 

resistenti, aggravando potenzialmente i problemi di resistenza antimicrobica. Nella ricerca di 

metodi sostenibili per controllare la contaminazione microbica senza incidere su questo 

aspetto, è stata proposta la sanificazione a base di probiotici (PBS) che utilizza ceppi di Bacillus 

spp. per ottenere una riduzione stabile di patogeni, resistenza antimicrobica e infezioni 

ospedaliere associate. Sebbene i probiotici del genere Bacillus siano classificati come non 

patogeni, non sono ancora disponibili dati completi sulle potenziali alterazioni genetiche di 

questi probiotici a seguito di un contatto prolungato con agenti patogeni circostanti. Questo 

studio propone quindi di analizzare in modo approfondito il contenuto genetico degli isolati 

PBS-Bacillus per valutare eventuali variazioni verificatesi durante il loro utilizzo. 

Risultati. L’analisi WGS è stata utilizzata per l’identificazione accurata delle specie di PBS-

Bacillus e per la caratterizzazione dettagliata dei loro SNP, resistoma, viruloma e mobiloma. 

Sono state condotte analisi sia sul detergente PBS originale sia su 172 isolati ambientali 

provenienti da otto ospedali sanificati con PBS in un periodo totale di 30 mesi. Le due specie 

B. subtilis e B. velezensis sono state identificate sia nel prodotto originale sia nell’ambiente 

ospedaliero e l’analisi degli SNP ha rivelato la presenza di due cluster in ciascuna specie. Non 

sono stati rilevati geni di virulenza/resistenza o plasmidi coniugativi mobili né nei ceppi PBS-

Bacillus originali né in nessuno degli isolati ambientali analizzati, il che conferma la loro 

elevata stabilità genetica e la loro bassa/nulla tendenza a essere coinvolti in eventi di 

trasferimento genico orizzontale. 

Conclusioni. I dati ottenuti dall’analisi metagenomica hanno rivelato l’assenza di sequenze 

genetiche mutate associate a PBS-Bacillus e la mancanza di alterazioni in tutti gli isolati 

ambientali analizzati, nonostante il loro continuo contatto con i patogeni circostanti. Questi 

risultati supportano la sicurezza delle specie di Bacillus analizzate. Ulteriori studi 

metagenomici volti a caratterizzate l’intero genoma di queste e di altre specie di Bacillus, 

possibilmente durante periodi più lunghi e in condizioni di stress, sarebbero di interesse poiché 

potrebbero fornire un’ulteriore conferma della loro stabilità e sicurezza. 
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Background 

La contaminazione microbica persistente dell’ambiente ospedaliero è stata associata a un 

aumento del rischio di contrarre infezioni correlate all’assistenza sanitaria (ICA), che 

rappresentano una preoccupazione globale crescente [1, 2]. Le ICA colpiscono oltre 4,3 milioni 



di persone all'anno solo nella Comunità Europea, causando circa 91.000 decessi attribuibili in 

gran parte a sei principali tipi di ICA (polmonite associata all’assistenza sanitaria, infezione 

del tratto urinario, infezione del sito chirurgico, infezione da C. difficile, sepsi neonatale e 

infezione primaria del torrente ematico), secondo uno studio basato sull’indagine Point 

Prevalence Survey (PPS) del 2011-2012 effettuata dall’European Centre for Disease Control 

(ECDC) [3, 4]. Inoltre, secondo l’ECDC PPS-2024, le infezioni ospedaliere rappresentano un 

importante problema di salute pubblica in Italia, colpendo il 9,8% dei pazienti ricoverati, 

mentre la prevalenza mediana nei paesi UE/SEE è del 6,8% [3]. 

Il controllo della contaminazione microbica ospedaliera, essenziale per prevenire il rischio di 

ICA, è stato effettuato attraverso l’uso di disinfettanti chimici, il cui utilizzo è ulteriormente 

aumentato durante la pandemia di COVID-19 nel tentativo di prevenire la trasmissione di 

SARS-CoV-2 attraverso superfici contaminate [5, 6]. Sebbene i disinfettanti siano rapidamente 

efficaci, presentano diverse limitazioni importanti, tra cui l’azione temporanea [7, 8], l’elevato 

impatto ambientale e la tendenza ad aumentare il grado di resistenza antimicrobica (AMR) nei 

potenziali patogeni umani [9]. Il fenomeno della resistenza crociata tra disinfettanti e 

antimicrobici è stato segnalato per diversi disinfettanti ed è associato a un ulteriore aumento 

dell’AMR durante il periodo pandemico [5, 10, 11]. D’altro canto, secondo i dati dell’ECDC, 

le infezioni ospedaliere sono sempre più causate da patogeni difficili da trattare, che possono 

diventare potenzialmente fatali per i pazienti ricoverati in ospedale a causa dei loro elevati 

livelli di resistenza antimicrobica [3, 12–15]. Infatti, la resistenza antimicrobica è diventata una 

delle principali minacce per la salute umana, emergendo e diffondendosi, in particolare negli 

ambienti ospedalieri, a seguito delle pressioni selettive esercitate dall’uso diffuso di 

disinfettanti e antibiotici in questi contesti [16]. Di conseguenza, i microrganismi che 

contaminano persistentemente l’ambiente ospedaliero sono spesso drug, multidrug (MDR) o 

totally drug resistant (TDR), i quali rappresentano una minaccia significativa per la salute 

pubblica, in quanto possono causare infezioni gravi/letali e diffondersi in altri contesti sanitari 

e non sanitari, compresi gli ambienti comunitari e i trasporti di massa [17–20]. 

Sulla base dell’attuale diffusione dell’AMR, l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS) 

ha lanciato l’allarme sul rischio di future pandemie di AMR [21] e ha stimato che entro il 2050 

potrebbero verificarsi almeno 10 milioni di decessi all’anno se non verranno adottate misure 

concrete e urgenti a livello globale [22]. In linea con ciò, molti paesi hanno adottato misure 

proattive per combattere la resistenza antimicrobica, introducendo politiche volte a ridurre 

l’uso generale di antibiotici negli ambienti sanitari e non sanitari, secondo l’approccio “One 

Health” [23], supportando programmi di sorveglianza e introducendo procedure per prevenire 



la diffusione di microrganismi resistenti [24, 25]. I principi “One Health” si basano sulla 

consapevolezza che per preservare la salute umana è necessario tenere conto sia della salute 

degli animali sia di quella dell’ambiente. Il controllo di tutti questi fattori può essere necessario 

per raggiungere efficacemente gli obiettivi sanitari, poiché microrganismi, resistenza 

antimicrobica e inquinanti si diffondono circolarmente all’interno di queste aree. In particolare, 

affrontare la resistenza antimicrobica e il controllo del rischio infettivo attraverso approcci 

ambientalmente sostenibili può prevenire un ulteriore inquinamento del suolo e dell’acqua, 

preservare la salute degli animali e delle piante e, in ultima analisi, la salute umana stessa. 

Questi principi sono stati ampiamente riconosciuti dall’OMS nell’ultimo decennio, diventando 

un riferimento chiave per il controllo dell’AMR e delle infezioni [26]. 

Poiché il controllo della contaminazione microbica negli ambienti sanitari è una pratica 

essenziale per prevenire le infezioni ospedaliere e garantire la sicurezza dei pazienti [3, 27], 

diversi studi recenti si sono concentrati sulla ricerca di nuovi potenziali approcci igienico-

sanitari a lungo termine, progettati con l’idea di non peggiorare l’inquinamento di suolo e acqua 

e le preoccupazioni relative alla resistenza antimicrobica. 

Per raggiungere questo obiettivo, sono stati messi a punto e testati metodi di sanificazione 

basati sull’utilizzo di probiotici (PBS), che hanno dimostrato la loro capacità di ridurre 

stabilmente i patogeni ospedalieri negli ambienti trattati, senza la conseguente selezione di 

ceppi resistenti. In particolare, il Probiotic Cleaning Hygiene System (PCHS®) è un sistema 

brevettato basato sull’uso di un detergente completamente ecologico contenente spore di 

probiotici selezionati appartenenti al genere Bacillus (nello specifico, le specie B. subtilis, B. 

pumilus e B. megaterium). Dopo la diluizione in acqua e la distribuzione sulle superfici durante 

la procedura di pulizia, le spore germinano, generando batteri vegetativi, in grado di rimuovere 

lo sporco organico mediante digestione enzimatica, dislocando al contempo i patogeni 

circostanti tramite meccanismi competitivi [28]. È stato dimostrato che questo tipo di 

igienizzazione riduce i patogeni superficiali dell’80% in più rispetto ai disinfettanti chimici, 

senza selezionare ceppi resistenti, ma piuttosto riducendo la prevalenza di AMR preesistente 

fino al 99,9%, con conseguente riduzione di oltre il 50% dell’incidenza delle infezioni 

ospedaliere [8, 29–35]. È stato inoltre dimostrato che il PCHS fornisce in vitro una 

decontaminazione di lunga durata dai virus dotati di envelope [8] e il suo utilizzo è stato altresì 

testato durante la pandemia di COVID-19, mostrando un’efficacia significativa contro SARS-

CoV-2 sia in ambienti sanitari che non sanitari [20, 36]. 

Risultati analoghi sono stati osservati anche con l’impiego di altre formulazioni di PBS, inclusi 

i probiotici del genere Bacillus, evidenziando una superiore efficacia generale nel controllo dei 



patogeni nosocomiali e dell’AMR [37] rispetto ai disinfettanti o ad altri detergenti 

convenzionali [38]. Sulla base di questi dati, una raccomandazione recentemente pubblicata 

dalla Commissione per l’igiene ospedaliera e la prevenzione delle infezioni del Robert Koch 

Institute ha incluso la pulizia probiotica come un metodo sostenibile per fornire un microbioma 

stabile a lungo termine senza favorire lo sviluppo di resistenza crociata agli antibiotici [39]. 

Tuttavia, data l’elevata suscettibilità e fragilità dei pazienti ricoverati, un aspetto importante da 

considerare per qualsiasi procedura di igienizzazione ospedaliera è la sicurezza d’uso, per 

garantire che non rappresenti alcun rischio per i pazienti ricoverati. Poiché si utilizzano 

microrganismi vivi, la sicurezza dell’uso del PBS rappresenta un punto critico da valutare. 

I probiotici Bacillus sono classificati “Generally Regarded As Safe” (GRAS) dalla Food and 

Drug Administration (FDA) [40] e dalla European Food Safety Authority (EFSA) [41]. 

Secondo il recente documento dell'EFSA, i requisiti per essere inclusi nel gruppo “Qualified 

Presumpion of Safety” (QPS) includono la mancanza di patogenicità e l’assenza di geni di 

resistenza acquisiti [42]. La maggior parte delle specie di Bacillus, incluso il gruppo B. subtilis, 

B. pumilus, B. megaterium, B. velezensis e altre specie di Bacillus, soddisfano questi requisiti 

[43]. I probiotici Bacillus spp. sono stati utilizzati in modo sicuro per decenni in numerose 

applicazioni volte a preservare la salute umana, animale e vegetale [28, 31], e gli studi sulla 

sorveglianza microbiologica durante il loro utilizzo come agenti di sanificazione in strutture 

che hanno implementato l’utilizzo del PCHS hanno evidenziato l’assenza sia di infezioni 

causate da Bacillus sia di campioni clinici positivi a Bacillus in più di 30.000 test, 

corrispondenti a circa 90.000 pazienti ospedalizzati [32]. Inoltre, le analisi PCR non hanno 

rivelato alcun gene R di nuova acquisizione in circa 500 ceppi PCHS-Bacillus derivati dagli 

ospedali trattati [32, 35]. 

Tuttavia, mancava ancora una caratterizzazione approfondita dell’intero contenuto genetico dei 

PCHS-Bacillus prima e dopo il contatto prolungato con agenti patogeni sulle superfici trattate. 

È invece essenziale indagare la stabilità genetica dei Bacillus per escludere potenziali 

alterazioni dannose legate allo scambio genetico con batteri vicini, soprattutto quando i 

Bacillus vengono utilizzati per il PBS in ambito ospedaliero. Ciò è dovuto alla presenza in 

questo contesto di numerosi microbi resistenti e virulenti, che possono trasferire geni di 

resistenza o virulenza ai probiotici Bacillus. Inoltre, il genere Bacillus comprende numerose 

specie con caratteristiche diverse [44], e vi è una crescente necessità di valutare le singole 

specie e ceppi di Bacillus caso per caso e secondo necessità [45]. D’altro canto, i pazienti 

ospedalizzati sono particolarmente suscettibili alle infezioni causate da ogni tipo di 

microrganismo, pertanto la valutazione della stabilità genetica dei Bacillus appare ancora più 



necessaria in questo contesto. Inoltre, studi sulla sicurezza sono stati condotti principalmente 

per l’uso dei probiotici Bacillus come additivi alimentari negli esseri umani, anche di recente 

[46], ma sono invece carenti gli studi riguardanti il loro utilizzo come agenti di sanificazione 

nel PBS. Colmare questa lacuna nella letteratura e fornire prove della stabilità a lungo termine 

dei Bacillus inclusi nel PBS ne supporterebbe l’utilizzo sicuro negli ospedali e di conseguenza 

in molti ambienti non sanitari e meno complessi. 

Pertanto, questo studio si propone di valutare la loro stabilità rispetto all’acquisizione di geni 

di resistenza e virulenza durante il loro utilizzo come agenti di sanificazione, di caratterizzare 

il loro intero resistoma e viruloma e di identificare le loro caratteristiche originali e qualsiasi 

potenziale cambiamento che potrebbe essersi verificato a seguito del contatto con agenti 

patogeni ospedalieri. A questo scopo, abbiamo eseguito il sequenziamento dell’intero genoma 

(WGS) di ceppi di PCHS-Bacillus isolati da otto diversi ospedali italiani in un periodo di 30 

mesi per verificarne la stabilità genetica, convalidandone così la sicurezza per l’utilizzo nei 

sistemi di igienizzazione associati. 

 

Metodi 

Progettazione dello studio 

L’analisi è stata eseguita su un totale di circa 200 isolati di Bacillus raccolti in otto strutture 

sanitarie (HS) italiane, originariamente arruolate in studi precedenti volti a testare l’efficacia 

del PCHS, dal 20 gennaio 2015 al 28 giugno 2017, per un periodo totale di 30 mesi [34, 35]. 

Gli ospedali erano localizzati in diverse aree geografiche d’Italia, tra cui le seguenti città: 

Ferrara (due ospedali: HS-1, un ospedale universitario pubblico, e HS-2, un ospedale privato), 

Feltre (HS-3), Foggia (HS-4), Pavia (HS-5), Roma (HS-6), Tolmezzo (HS-7) e Vigevano (HS-

8). Durante il periodo di studio, il PCHS è stato utilizzato quotidianamente nei reparti di 

medicina generale di tutti gli ospedali arruolati, in sostituzione della disinfezione chimica 

convenzionale basata su prodotti a base di cloro e disinfettanti a base di alcol. Il prodotto 

utilizzato nel PCHS era costituito da un detergente con marchio ecologico contenente 

detergenti anionici e non ionici con pH neutro e comprendente 5x107 spore di probiotici per ml 

(Copma Scpa, Ferrara, Italia). 

Come parte degli studi PCHS, ogni HS arruolata è stata monitorata eseguendo regolari 

campionamenti ambientali microbici raccogliendo campioni di superficie sette ore dopo la 

sanificazione [7, 34, 35]. Sono state eseguite campagne di campionamento da 3 a 24 mesi dopo 

l’introduzione del PCHS, con intervalli di tempo dipendenti dal tipo di studio, che includevano 



due studi monocentrici (in entrambi gli ospedali di Ferrara) e uno studio multicentrico 

comprendente tutti gli altri ospedali. In breve, da 3 a 24 mesi in HS-1, da 2 a 6 mesi in HS-2, 

a 3, 9 e 12 mesi in HS-3 e a 3 e 6 mesi in tutte le restanti HS. Per tutte le HS arruolate, i 

campioni sono stati raccolti in duplice copia mediante l’utilizzo di piastre da contatto RODAC 

per il rilevamento e la conta di microrganismi da lavandini, pavimenti e pediere dei letti delle 

stanze dei reparti [34]. 

Le colonie di Bacillus sono state isolate su piastre RODAC contenenti terreno di coltura Baird-

Parker, come precedentemente descritto [20, 34]. Le singole colonie di Bacillus spp. sono state 

quindi amplificate tramite incubazione di 24 ore in 5 ml di brodo di coltura Tryptic Soy Broth 

a 37°C sotto leggera agitazione. Le cellule microbiche sono state quindi raccolte mediante 

centrifugazione a 14.000 × g per 5 minuti e conservate a -80°C fino al momento dell’utilizzo. 

Allo stesso modo, singole colonie di Bacillus provenienti dal detergente PCHS originale sono 

state isolate su piastre Baird-Parker RODAC [35]. Sono state eseguite analisi molecolari sia 

sugli isolati ambientali di PCHS-Bacillus sia sui ceppi originali di PCHS-Bacillus. 

 

Estrazione del DNA 

Il DNA totale è stato estratto dai pellet microbici mediante il kit QIAmp UCP Pathogen Mini 

(Qiagen, Hilden, Germania) seguendo le istruzioni del produttore [33, 34]. La purezza del DNA 

degli isolati di Bacillus è stata stimata mediante letture spettrofotometriche a lunghezze d’onda 

di 260/280 nm tramite uno spettrofotometro NanoDrop (Nanodrop Technologies Inc., USA). 

La concentrazione è stata ulteriormente determinata utilizzando un fluorimetro Qubit 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Prima delle analisi successive, l’amplificabilità di ciascun 

campione di DNA estratto è stata verificata mediante una PCR panbatterica disegnata per 

amplificare la regione conservata del gene 16S rRNA, come descritto in precedenza [35]. 

 

Identificazione delle specie di Bacillus 

Ogni isolato di Bacillus, sia proveniente dal detergente PCHS che dall’ambiente ospedaliero, 

è stato inizialmente identificato tramite PCR e sequenziamento dell’amplicone, come 

precedentemente descritto [35]. In breve, 10 ng di DNA estratto sono stati amplificati mediante 

PCR del gene codificante l’rRNA 16S e gli ampliconi risultanti lunghi 400 bp sono stati 

sequenziati e confrontati mediante l’utilizzo del database BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) [35]. Sulla base di questi risultati, solo gli isolati 

ambientali riconosciuti come specie di Bacillus derivati dal detergente PCHS sono stati inclusi 

nelle analisi successive mediante WGS. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


 

Analisi di sequenziamento dell’intero genoma (WGS) 

Ogni isolato di Bacillus, sia dal detergente PCHS che dall’ambiente ospedaliero, è stato 

successivamente analizzato mediante WGS presso l’Oxford Genomics Centre (Università di 

Oxford, Regno Unito). Tutti i campioni raccolti sono stati analizzati simultaneamente. In breve, 

per il sequenziamento sono stati utilizzati 1000 ng di DNA, la costruzione della libreria è stata 

eseguita mediante utilizzo del kit NEBNext Ultra (NEB, Ipswich, MA, USA) seguendo un 

protocollo di automazione personalizzato per l’uso di Biomek FX (Beckman Coulter, 

Indianapolis, IN, USA) e la frammentazione del DNA è stata eseguita con un sonicatore 

Episonic (Epigentek, Farmingdale, NY, USA). Il sequenziamento è stato eseguito su una SP 

flow cell lane di Illumina NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, CA, USA). Le letture delle 

sequenze per le successive analisi sono state emesse in formato fastq. 

 

Controllo qualità del sequenziamento e analisi bioinformatica 

Tutti i dati relativi alle sequenze dei genomi sono stati elaborati mediante pipeline specializzate   

che includevano l’assemblaggio de novo, metodi per l’analisi filogenetica basati sulla 

mappatura degli SNP e il rilevamento di AMR e determinanti di virulenza, come spiegato 

successivamente. Ciascuna pipeline utilizzata in questo studio è stata eseguita e gestita 

attraverso il Biomedical Research Cluster dell’Università di Oxford ed è stata implementata in 

Nextflow v21.10.6 e monitorata tramite l’interfaccia Nf-tower [47]. La struttura del flusso di 

lavoro è riassunta nella Figura 1. 

 

 



 

Figura 1. Panoramica del flusso di lavoro bioinformatico utilizzato per analizzare i genomi di Bacillus. I cerchi 

viola rappresentano gli input/output. Le caselle blu rappresentano le attività che forniscono una determinata 

funzionalità (indicata in grassetto). I riquadri tratteggiati rappresentano le pipeline. I principali pacchetti software 

utilizzati sono indicati in corsivo. 

 

I genomi sono stati inizialmente assemblati per ottenere informazioni sulla loro qualità 

mediante l’utilizzo della pipeline “Assembly and Quality Control (QC)” [48] sviluppata dalla 

Global Health Research Unit (GHRU) come parte della Genomic Surveillance of Antimicrobial 

Resistance [49]. L’input della pipeline di assemblaggio e controllo qualità era una cartella 

contenente coppie corrispondenti di letture fastq, ottenute come output dal sequenziatore. La 

dimensione del genoma è stata stimata tramite Mash v2.1 [50] e, successivamente, le letture 

sono state tagliate per rimuovere gli adattatori tramite Trimmomatic v0.39 [51]. La pipeline di 

assemblaggio e controllo qualità ha utilizzato FastQC v0.11.9 per riassumere le metriche di 

qualità prima e dopo sia il taglio degli adattatori che il controllo di qualità delle letture [52]. Le 

letture sono state successivamente utilizzate per identificare le specie con Bactinspector v0.1.3 

[53] e la potenziale contaminazione è stata valutata tramite Confindr v0.7.2 [54]. Le letture 

risultanti sono state utilizzate con SPAdes v3.15.3 per l’assemblaggio [55], e quindi Quast 

v5.0.2 è stato utilizzato per riassumere le metriche di assemblaggio di ciascun genoma [56]. 

Infine, tutte le metriche di qualità sono state combinate tramite MultiQC v1.11 e Qualifyr 

v1.4.6 per generare un report con i risultati di tutti i passaggi della pipeline di assemblaggio 



per tutti i genomi [57, 58]. Gli assemblaggi dei genomi dei Bacillus sono stati successivamente 

caricati e analizzati tramite PathogenWatch [59] per valutare l’ID della specie e l’MLST 

(tipizzazione sequenziale multilocus) e per selezionare il ceppo di riferimento più appropriato 

per generare successivi allineamenti. A tal fine, è stata utilizzata la pipeline “SNP phylogeny” 

[60] per mappare le letture di sequenza sui genomi di riferimento selezionati mediante BWA-

MEM v0.7.17 [61]. Nello specifico, sono stati utilizzati due genomi di riferimento per 

l’identificazione delle specie PCHS-Bacillus: B. subtilis subsp. inaquosorum ceppo DE111 

[numero di accesso GenBank: CP013984.1] [62] e B. velezensis ceppo BT2.4 [numero di 

accesso NCBI RefSeq: NZ_CP085505.1] [63]. SAMtools v1.9 e SNP sites v2.4.1 sono stati 

utilizzati per identificare gli SNP [64, 65], che sono stati successivamente utilizzati per 

generare alberi filogenetici di massima verosimiglianza con 1000 bootstrap tramite IQ-Tree 

v1.6.8 [66]. 

Durante l’analisi PathogenWatch, sono state anche identificate le sequenze dei repliconi 

plasmidici mediante Inctyper, uno strumento implementato in PathogenWatch che utilizza 

PlasmidFinder v2.0.1 per identificare i contig contenenti i geni Inc. del plasmide [67, 68]. 

La ricerca dei determinanti di AMR e virulenza è stata eseguita utilizzando sia lo strumento 

AMRFinderPlus v3.10.45, che utilizza un database di riferimento in grado di utilizzare gli 

assemblaggi come input per il rilevamento, sia lo strumento ARIBA v2.14.4, che invece 

consente di mappare le letture delle sequenze su diversi database di geni di riferimento [69, 

70]. Lo strumento AMRFinderPlus v3.10.45 che utilizza la versione 2022-10-11.2 del database 

AMRFinder ha identificato i geni AMR e classi di geni aggiuntive, inclusi i fattori di virulenza, 

mentre lo strumento ARIBA v2.14.4 è stato implementato tramite la pipeline “AMR 

prediction” utilizzando la versione 2022-01-31 del database AMRFinder e la versione 2021-

02-17 del database PointFinder in parallelo per determinare la presenza di geni AMR [71]. 

Inoltre, lo strumento ARIBA v2.14.4 è stato utilizzato con la versione VFDB 2020-01-06 per 

l’identificazione dei fattori di virulenza [72]. 

Infine, le differenze a livello degli SNP sono state calcolate per tutti gli isolati di Bacillus 

utilizzando lo strumento Pairsnp v.0.0.7 [73] per identificare possibili cambiamenti nei genomi 

di Bacillus. 

L’analisi statistica dei dati ottenuti per le analisi filogenetiche e di resistenza/virulenza è stata 

effettuata utilizzando metriche di qualità implementate in ciascuno dei pacchetti software 

utilizzati, similmente a quanto precedentemente riportato [74, 75]. 

 

 



Visualizzazione dei dati 

Per ottenere informazioni fruibili, era necessario integrare i dati epidemiologici e genomici 

nella visualizzazione finale. A questo scopo, abbiamo utilizzato Data-flo [76] per combinare i 

dati genomici e i metadati dei Bacillus, compresi i dati geografici, con le informazioni ottenute 

dall’analisi delle AMR. L’insieme dei dati è stato caricato nello strumento di visualizzazione 

Microreact [77] insieme agli alberi filogenetici per B. subtilis e B. velezensis. 

 

Risultati 

Isolati di Bacillus 

Circa 200 isolati di Bacillus precedentemente raccolti in un periodo di 30 mesi da otto ospedali 

italiani regolarmente sanificati dal PCHS [7, 34, 35, 78] sono stati inclusi nell’analisi 

molecolare. Sono state inoltre analizzate singole colonie di Bacillus raccolte direttamente dal 

detergente PCHS originale. L’identificazione iniziale di ciascun isolato di Bacillus è stata 

effettuata tramite PCR e sequenziamento di ampliconi per stabilirne la specie presunta. Nel 

detergente originale sono state identificate due specie, B. subtilis e B. pumilus, anche se sulla 

base dell’etichetta di composizione del prodotto ci si aspettava che contenesse anche la specie 

B. megaterium. Allo stesso modo, le due specie B. subtilis e B. pumilus sono state riconosciute 

in tutti gli isolati ambientali, come dimostrato dai risultati del sequenziamento degli ampliconi. 

Il successivo sequenziamento de novo ha inoltre rivelato che 172/200 isolati derivavano 

effettivamente dal detergente PCHS e sono stati quindi arruolati per la successiva analisi WGS, 

insieme ai due ceppi originali PCHS-Bacillus. Complessivamente, 69 isolati derivavano da HS-

1, 19 da HS-2, 36 da HS-3, 11 da HS-4, 9 da HS-5, 10 da HS-6, 10 da HS-7 e 8 da HS-8. La 

Tabella 1 riassume il numero di campagne di campionamento e il numero totale di Bacillus 

isolati da ciascuna delle HS arruolate, nonché il tipo di superficie da cui sono stati raccolti. 

 

Tabella 1. Suddivisione dei 172 campioni di Bacillus in base a: struttura sanitaria, città, campagne di 

campionamento, mesi dopo l’applicazione del PCHS e superfici ospedaliere campionate. 

Strutture 

sanitarie (HS) 

N. di  

campionamenti 

Campagne di 

campionamento1 

N. di isolati di Bacillus 

   Lavandino Pavimento Pediera del letto Totale 

HS-1 8 3,6,9,12,15,18,21,24 24 22 23 69 

HS-2 4 2,4,5,6 6 7 6 19 

HS-3 3 3,9,12 11 14 11 36 

HS-4 2 3,6 3 4 4 11 



HS-5 2 3,6 3 3 3 9 

HS-6 2 3,6 2 5 3 10 

HS-7 2 3,6 3 4 3 10 

HS-8 2 3,6 2 4 2 8 

1 Le campagne di campionamento sono espresse in numero di mesi dopo la prima applicazione del PCHS. 

 

Assemblaggio del genoma e controllo qualità 

Tra i 172 genomi derivati da isolati PCHS-Bacillus, 23 (23/172, 13%) non hanno superato il 

controllo qualità (QC) dell’assemblaggio a causa della presenza di più ceppi di Bacillus o della 

contaminazione da parte di materiale genetico di altre specie, tra cui Enterobacter hormaechei 

e Bacillus licheniformis. Di conseguenza, solo i 149 genomi che hanno superato il controllo 

qualità, insieme ai due genomi derivanti dal detergente, sono stati inclusi nelle analisi 

successive. 

In primo luogo, l’assegnazione delle specie è stata effettuata tramite il software Bactinspector, 

basato sull’assemblaggio delle sequenze. I risultati hanno rivelato che gli isolati raccolti 

includevano due specie di Bacillus spp., B. subtilis (105/149, 70,5%) e B. velezensis (44/149, 

29,5%). Questi dati sono stati confermati tramite l’applicazione web Pathogenwatch, che ha 

permesso di distinguere ulteriormente i genomi di B. subtilis in due diversi tipi di sequenza 

(ST), ST13 (101/105, 96,2%) e ST47 (4/105, 3,8%). Inoltre, i ceppi derivanti direttamente dal 

detergente PCHS, analizzati in parallelo, sono stati identificati come B. subtilis e B. velezensis, 

il che indica che la precedente identificazione della specie B. pumilus tramite sequenziamento 

dell’amplicone non era precisa. 

 

Diversità genetica tra gli isolati di Bacillus 

Per indagare la presenza di eventuali variazioni genetiche tra i genomi della stessa specie, 

abbiamo prodotto due allineamenti basati su genomi di riferimento comprendenti solo i genomi 

di B. subtilis e B. velezensis, inclusi i ceppi di B. subtilis e B. velezensis ottenuti dal detergente, 

e abbiamo dedotto due alberi filogenetici (Figura 2 e Figura 3). L’analisi filogenetica ha 

confermato la presenza di due diversi genotipi identificati con MLST per B. subtilis, 

raggruppando i genomi nei due gruppi ST13 (101/105 genomi) e ST47 (4/105 genomi). Tra 

questi, il gruppo principale ST13 comprendeva campioni raccolti da tutte le superfici di otto 

HS in più punti temporali diversi nel periodo di 30 mesi, mentre il gruppo ST47 è stato ricavato 

interamente da HS-3 (pavimenti e pediere del letto) tra marzo e giugno 2017. Il genoma di B. 

subtilis derivato direttamente dal detergente apparteneva al gruppo ST13 (102 campioni totali). 



Allo stesso modo, nonostante la mancanza di uno schema MLST, l’albero filogenetico ha anche 

rivelato due gruppi distinti tra i genomi di B. velezensis, un gruppo principale (35/45, 77,8%) 

e un gruppo minore (10/45, 22,2%), come mostrato nella Figura 3. Il clade principale di B. 

velezensis (34/44 genomi) derivava da HS-1 in un periodo di 22 mesi totali, mentre il clade 

minore (10/44 genomi) derivava da campioni raccolti da HS-7 (4 campioni) tra marzo e giugno 

2017, da HS-3 (1 campione, settembre 2016) e da HS-2 (5 campioni) tra gennaio e marzo 2015. 

Il genoma di B. velezensis derivato direttamente dal detergente apparteneva al gruppo 

principale (35 campioni totali). 

 

 

Figura 2. Visualizzazione ottenuta con Microreact dei genomi di B. subtilis collegati ai relativi dati geografici e 

temporali. L’albero filogenetico è stato dedotto mediante confronto tra gli SNP ottenuti mappando ciascun 

genoma sul genoma di riferimento B. subtilis DE111. I nodi dell’albero sono colorati a seconda dell’ospedale 

(mappa) e annotati con la distribuzione delle ST e delle AMR. Le frecce indicano il genoma di riferimento e il 

ceppo originale PCHS-Bacillus isolato direttamente dal detergente. 

 



 

Figura 3. Visualizzazione ottenuta con Microreact dei genomi di B. velezensis collegati ai relativi dati geografici 

e temporali. L’albero filogenetico è stato dedotto mediante confronto tra dagli SNP ottenuti mappando ciascun 

genoma sul genoma di riferimento B. velezensis BT2.4. I nodi dell’albero sono colorati a seconda dell’ospedale 

(mappa) e annotati con la distribuzione delle AMR. Le frecce indicano il genoma di riferimento e il ceppo originale 

PCHS-Bacillus isolato direttamente dal detergente. 

 

Rilevamento di differenze tra gli SNP 

Poiché i genomi di Bacillus sono lunghi circa 5 Mbp e sono caratterizzati da un’omologia >90% 

tra le diverse specie, per comprendere meglio la diversità genomica di ciascun gruppo abbiamo 

quantificato le differenze a livello degli SNP presenti in seguito ad allineamento con il genoma 

di riferimento. I 102 genomi B. subtilis ST13 (101 isolati ambientali e 1 ceppo da detergente) 

differivano in media per 1 SNP (intervallo 0−2) (Tabella 2), mentre i quattro genomi B. subtilis 

ST47 erano identici (0 SNP). Come previsto, le differenze tra i genomi di questi due ST 

riflettevano l’elevata distanza filogenetica (media di 227.295 SNP; intervallo 

227.158−227.486). Lo stesso è stato osservato per B. velezensis, dove i 10 genomi appartenenti 

al cluster minore differivano da quelli del cluster principale (34 isolati ambientali e 1 ceppo 

detergente) per una media di 35.950 SNP (intervallo 35.822 – 36.019). Al contrario, i genomi 

all’interno di ciascun cluster principale non presentavano alcuna differenza in termini di SNP 

(0 SNP). 

 

 



 

Tabella 2. Riepilogo dei siti SNP diversi trovati nei genomi ST13 di B. subtilis, indicati riferendosi alla loro 

posizione sul genoma di riferimento DE111 (numero di accesso CP013984.1). 

Posizione 1 Mutazione2 
N. di 

genomi3 

Locus tag/ 

intergenico 
Prodotto genico 

Codone  

mutato 

Sin/ 

non-sin 

Cambiamento 

amminoacidico 

6385 C→T 1 AN935_00110 Proteina xpaC CGA→GTA NS Ala→Val 

279482 Sol→La 2 AN935_01515 Trasportatore MFS GCG→GCA S Ala 

660533 C→T 3 AN935_03395 
ATP-dipendente 

DNA elicasi PcrA 
ACG→ATG NS Gio→Met 

1104980 A→G 17 AN935_05450 
Soluto di sodio  

simportatore 
TGT→TGC S Cys 

1975881 T→C 3 Intergenico N / A N / A N / A N / A 

1 Genoma di riferimento DE111 CP013984.1 

2 Allele maggioritario → allele minoritario 

3 Numero di genomi con allele minoritario 

 

Concentrandoci sulle differenze a livello degli SNP tra i due ceppi originali e gli altri genomi 

dei rispettivi cluster, abbiamo scoperto che il ceppo originale B. subtilis ST13 (derivato 

direttamente dal detergente) differiva dai 101 isolati B. subtilis ST13 per una media di 1 SNP 

(intervallo 0–2), mentre il ceppo originale B. velezensis non ha mostrato alcuna differenza in 

termini di SNP rispetto ai 34 isolati B. velezensis (0 SNP). 

La minore variabilità genetica rilevata nei genomi ST13 di B. subtilis è stata ulteriormente 

studiata identificando i loci contenenti le posizioni variabili evidenziate. Sono state identificate 

cinque posizioni variabili, quattro delle quali si trovano all’interno di regioni codificanti e una 

all’interno di una regione intergenica, rilevate in un totale di 23 genomi sui 102 analizzati, 

poiché tre genomi risultavano mutati in entrambi i geni AN935_05450 e AN935_03395 

(Tabella 2). 

Combinando le informazioni riguardo agli SNP ottenute dai 102 genomi ST13 di B. subtilis 

(101 isolati e 1 ceppo originale) con i relativi dati geografici, i risultati hanno mostrato che 

quattro genomi con mutazioni nel gene AN935_00110 sono stati raccolti dagli ospedali HS-6 

e HS-7, due genomi con mutazioni nel gene AN935_01515 sono stati raccolti da HS-7 e HS-4 

e 17 genomi con mutazioni nel gene AN935_05450 sono stati raccolti da cinque HS diversi. 

Tra i 17 genomi con mutazioni nel gene AN935_05450, tre genomi dell’HS-5 presentavano 

anche mutazioni nel gene AN935_03395. Tutti i campioni sono stati raccolti da diverse 

tipologie di superfici, tra cui pavimenti, lavandini e pediere del letto (Figura 4). 

 



 

Figura 4. Visualizzazione ottenuta con Microreact dei genomi ST13 di B. subtilis collegati ai relativi dati 

geografici e temporali. I nodi dell’albero sono colorati a seconda dell’ospedale (mappa) e annotati con gli SNP 

condivisi dai genomi indicati dalle frecce. Le frecce indicano anche il genoma di riferimento e il ceppo originale 

PCHS-Bacillus isolato direttamente dal detergente. 

 

Rilevamento di geni di resistenza antimicrobica e fattori di virulenza 

L’identificazione dei geni AMR mediante gli strumenti AMRFinderPlus v3.10.45 e ARIBA 

v2.14.4 ha prodotto risultati concordanti, dimostrando che tutti gli isolati B. subtilis ST13, 

incluso il ceppo originale B. subtilis ST13, possedevano due geni di resistenza, blaBSU-1 e 

vmlR, che codificano le beta-lattamasi di classe D,  le quali conferiscono resistenza ai beta-

lattamici [79], e una proteina ATPasi di protezione ribosomiale che conferisce resistenza agli 

antibiotici streptogramina A e lincosamidi [80]. I quattro genomi B. subtilis ST47 ospitavano 

anche vmlR ma erano privi di blaBSU-1, mentre presentavano invece il gene aadK, che 

conferisce resistenza agli aminoglicosidi [81], e il gene tetL, che conferisce resistenza alla 

tetraciclina [82]. Tutti i geni AMR rilevati sono risultati intrinseci ai ceppi di B. subtilis (Figura 

2 e Figura 3). 

Tutti i genomi di B. velezensis analizzati, compresi quelli del ceppo originale di B. velezensis, 

contenevano unicamente il gene clbA, che conferisce resistenza ad alcune classi di antibiotici, 

tra cui streptogramine, cloramfenicolo e clindamicina, attraverso la metilazione dell’rRNA 23S 

[83]. Non sono stati rilevati altri ARG in nessuno dei 45 genomi di B. velezensis. 



Gli strumenti AMRFinderPlus v3.10.45 e ARIBA v2.14.4 hanno prodotto risultati diversi per 

quanto riguarda altri due geni di resistenza, mphK, che codifica la resistenza ai macrolidi 

attraverso l’espressione di una fosfotransferasi macrolidica [84], e satA, che codifica una 

streptotricina acetiltransferasi che conferisce resistenza all’antibiotico streptotricina [85]. Nello 

specifico, tutti i genomi di B. subtilis analizzati, incluso il ceppo originale di B. subtilis ST13, 

presentavano mphK secondo lo strumento AMRFinderPlus v3.10.45, ma un’analisi più attenta 

dei risultati ha rivelato che l’identità di corrispondenza era inferiore (80,72%) nel ceppo ST13 

(102 genomi) e superiore (97,71%) nei quattro genomi appartenenti a ST47. D’altro canto, lo 

strumento ARIBA v2.14.4 ha rilevato un gene mphK completo solo nei quattro genomi ST47, 

con una corrispondenza di identità del 97,72%. 

Per quanto riguarda satA, entrambi gli strumenti AMRFinderPlus v3.10.45 e ARIBA v2.14.4 

hanno rilevato questo gene nei quattro genomi ST47 ma con identità corrispondenti diverse 

(rispettivamente il 90,17% e il 94,44% con i due strumenti), mentre nei genomi ST13, lo 

strumento AMRFinderPlus v3.10.45 non ha segnalato alcuna corrispondenza e lo strumento 

ARIBA v2.14.4 ha rilevato solo il gene satA assente, parziale o incompleto. 

Gli stessi strumenti utilizzati con il database VFDB, AMRFinderPlus v3.10.45 e ARIBA 

v2.14.4, hanno consentito l’analisi dell’intero viruloma di tutti i genomi di Bacillus raccolti. I 

risultati non hanno evidenziato geni di virulenza con nessuno dei due strumenti, confermando 

l’assenza di fattori potenzialmente dannosi nei ceppi di Bacillus esaminati. 

Allo stesso modo, la presenza di eventuali sequenze di repliconi plasmidici, potenzialmente 

portatrici di geni AMR o di virulenza, è stata valutata tramite Inctyper implementato in 

PathogenWatch e non sono state rilevate sequenze plasmidiche mobili in nessuno dei genomi 

analizzati. 

 

Discussione 

Il controllo della contaminazione microbica nell’ambiente sanitario è fondamentale per 

prevenire il rischio di contrarre ICA, le quali rappresentano una preoccupazione globale [3, 

86]. I disinfettanti chimici sono stati utilizzati per decenni per ottenere tale controllo, ma 

nonostante la loro efficacia immediata, è stato riconosciuto che consentono una rapida 

ricontaminazione delle superfici igienizzate, portando in ultima analisi alla persistenza della 

contaminazione nell’ambiente ospedaliero [8]. Inoltre, hanno dimostrato un elevato impatto 

ambientale e di avere la capacità di favorire la selezione di ceppi tolleranti/resistenti ai 

disinfettanti e ai farmaci [5]. In linea con ciò, durante la pandemia di COVID-19, quando la 



disinfezione chimica è stata significativamente aumentata sia in contesti sanitari che non 

sanitari, è stato registrato un aumento significativo dell’AMR [5, 10, 11, 21]. 

Nella ricerca di sistemi sostenibili in grado di fornire un controllo efficace della 

contaminazione e delle infezioni ospedaliere senza impattare sulla resistenza antimicrobica e 

sull’inquinamento, sono stati recentemente proposti sistemi basati sull’uso di probiotici come 

agenti di sanificazione (PBS) sulla base di studi che mostrano la capacità del PBS di fornire 

una diminuzione stabile di patogeni e della resistenza antimicrobica, accompagnata nella 

maggior parte dei casi da una significativa riduzione delle ICA [29, 33, 34, 37, 38, 87–92]. 

L’utilizzo dei probiotici in ambiente ospedaliero si basa sul fatto che sono considerati sicuri 

per gli esseri umani [41, 43], inoltre alcuni studi specifici sono stati condotti su uno di questi 

sistemi (Probiotic Cleaning Hygiene System, PCHS®), non segnalando effetti avversi o 

infezioni ospedaliere sostenute dai Bacillus derivanti dal PCHS nei pazienti ospedalizzati [32] 

e evidenziando la buona stabilità genetica dei PCHS-Bacillus, come confermato dall’assenza 

di ARG di nuova acquisizione nel tempo, mediante analisi microarray PCR [34, 35]. 

Tuttavia, non sono stati condotti studi per valutare in dettaglio le eventuali alterazioni genetiche 

dei probiotici Bacillus a seguito di un contatto prolungato con i patogeni ospedalieri circostanti. 

Trattandosi di microrganismi viventi che entrano in contatto con soggetti altamente suscettibili, 

abbiamo voluto indagare questo aspetto utilizzando un approccio metagenomico in grado di 

caratterizzare l’intero resistoma, viruloma e mobiloma prima e dopo l’applicazione sulle 

superfici ospedaliere. 

A tal fine, sono stati analizzati tramite WGS 200 isolati di Bacillus raccolti da otto strutture 

sanitarie italiane (HS) in precedenti studi sull’applicazione del PCHS® tra gennaio 2015 e 

giugno 2017. Durante quel periodo di studio, il PCHS è stato applicato quotidianamente nei 

reparti di medicina generale di tutte le HS arruolate, in sostituzione della disinfezione chimica 

convenzionale. Sono stati raccolti campioni ambientali da 3 a 24 mesi dopo l’applicazione del 

PCHS e le singole colonie dei PCHS-Bacillus sono state isolate dopo il campionamento con 

piastre da contatto RODAC [34, 35]. Le singole colonie sono state identificate per la prima 

volta tramite PCR e sequenziamento dell’amplicone [35], consentendo l’identificazione di 172 

colonie di Bacillus derivate dal detergente PCHS. Ogni isolato PCHS-Bacillus è stato poi 

analizzato mediante WGS per la conferma della specie e la caratterizzazione completa del 

genoma. Sono stati inclusi nell’analisi anche due ceppi isolati direttamente dal detergente 

PCHS originale. 

Tra i 172 isolati, 149 hanno superato il controllo qualità dell’assemblaggio, insieme ai due 

genomi derivanti dal mix originale PCHS-Bacillus. L’assegnazione delle specie mediante 



sequenziamento de novo ha rivelato la presenza di due specie, sia a livello ambientale che nel 

detergente originale, la prevalente B. subtilis (70,5%) e la minore B. velezensis (29,5%). In 

particolare, sebbene sia stata rilevata una terza specie, B. megaterium, anche sulla base 

dell’etichetta di composizione del prodotto, questa specie non è stata trovata mediante 

sequenziamento né nel detergente originale né nelle aree ospedaliere trattate. Ciò potrebbe 

essere dovuto alla difficoltà di isolare una specie che è probabilmente presente in una 

percentuale molto bassa rispetto agli altri due ceppi. Sono tuttavia necessari ulteriori studi per 

comprendere se il B. megaterium fosse effettivamente presente nel prodotto al momento dello 

studio. È importante notare che gli isolati inizialmente classificati tramite PCR come B. 

pumilus [35] sono stati invece identificati come B. velezensis, grazie alla caratterizzazione più 

approfondita dei genomi ottenuta tramite sequenziamento de novo. Poiché B. pumilus e B. 

velezensis mostrano un grado molto elevato di omologia, come riportato negli studi riguardanti 

la riorganizzazione dell’albero filogenetico di Bacillus [93], questi risultati evidenziano 

l’importanza di utilizzare procedure di sequenziamento di nuova generazione per ottenere 

un’assegnazione tassonomica precisa delle specie di Bacillus. 

Utilizzando tale procedura è stato anche possibile identificare differenze genetiche tra gli isolati 

delle due specie di Bacillus. Nello specifico, i genotipi di B. subtilis sono distinguibili in due 

cluster diversi: ST13, che rappresenta la maggior parte degli isolati (101/105, 96,2%), e ST47, 

che rappresenta la percentuale minore (4/105, 3,8%). Allo stesso modo, gli isolati di B. 

velezensis sono stati divisi in un gruppo principale (34/44, 77,3%) e un gruppo minore (10/44, 

22,7%). La presenza di diversi sottogruppi di isolati PCHS-Bacillus, sebbene non prevista, 

potrebbe essere attribuibile alla loro presenza simultanea nella miscela originale, il che sarebbe 

compatibile con l’elevato grado di omologia dei sottoceppi nelle due specie di Bacillus 

selezionate. Sebbene questa ipotesi non sia stata esplicitamente testata, i ceppi originali 

derivanti direttamente dal detergente sembrano supportare tale supposizione, poiché risultano 

appartenere entrambi al gruppo più rappresentato delle due specie, B. subtilis ST13 e B. 

velezensis (gruppo principale). 

L’analisi degli SNP non ha rivelato differenze nei genomi appartenenti né nel cluster minore 

di B. subtilis ST47 (0 SNP) né in nessuno dei due cluster di B. velezensis (0 SNP). Invece, i 

102 genomi classificati come B. subtilis ST13 (incluso il ceppo PCHS originale) differivano 

tra loro per una media di 1 SNP (intervallo 0−2). Identificando i loci contenenti SNP, sono 

state trovate cinque posizioni variabili in un totale di 23 genomi B. subtilis ST13 isolati da 

diverse HS, il che suggerisce che erano probabilmente presenti nella miscela originale piuttosto 

che rappresentare mutazioni verificatesi all’interno degli ospedali stessi. Una mutazione è stata 



rilevata in una regione intergenica, mentre le altre si sono verificate in regioni codificanti. Tra 

queste, le mutazioni nel gene AN935_00110 e nel gene AN935_03395 sono sostituzioni non 

sinonime, le quali potrebbero potenzialmente determinare un’alterazione della struttura della 

proteina prodotta, compromettendone la funzione. Poiché il gene AN935_00110 codifica la 

proteina xpaC, una proteina con attività idrolasica, questa mutazione potrebbe influenzare 

diverse attività, incluso il processo di sporulazione [94]. Il gene AN935_03395 codifica invece 

l’elicasi PcrA del DNA ATP-dipendente, un’elicasi batterica specifica che appartiene alla 

famiglia delle elicasi UvrD/Rep con doppia attività, traslocazione del ssDNA e 

destabilizzazione dei duplex; la sua mutazione potrebbe quindi potenzialmente portare ad una 

perdita di funzione proteica, con un’incapacità di idrolizzare l’ATP e quindi di apportare 

cambiamenti conformazionali essenziali per il legame al ssDNA [95]. La validazione 

sperimentale consentirebbe di rafforzare queste ipotesi. 

Considerando il periodo di raccolta dei campioni e i tassi di mutazione naturale di Bacillus [96, 

97], ci si aspettava l’assenza di una variabilità genetica sostanziale tra i genomi appartenenti 

allo stesso cluster. I risultati hanno inoltre suggerito che i cluster evidenziati rappresentavano 

due sottogruppi diversi appartenenti alla stessa specie batterica, piuttosto che mutazioni 

progressive avvenute nel tempo all’interno di ciascuna specie. 

La ricerca di ARG nei genomi analizzati, eseguita con due strumenti diversi (AMRFinderPlus 

e ARIBA), ha rivelato la presenza dei geni blaBSU-1, vmlR, aadK e tetL nei genomi di B. 

subtilis, rivelando che questa specie può essere resistente ai beta-lattamici, alla streptogramina 

A/lincosamide, agli aminoglicosidi e alla tetraciclina [79, 80, 83, 84]. Per quanto riguarda 

invece i genomi di B. velezensis, è stato scoperto che tutti contengono un ARG intrinseco unico, 

il gene clbA, che conferisce resistenza alla streptogramina, al cloramfenicolo e alla 

clindamicina [83]. Altri due ARG sono stati rilevati con diversa efficienza dagli strumenti 

AMRFinderPlus v3.10.45 e ARIBA v2.14.4 nei genomi analizzati: mphK, che codifica la 

resistenza ai macrolidi [84], e satA, che conferisce resistenza alla streptotricina [85]. Il gene 

mphK è stato rilevato in tutti i genomi di B. subtilis, compreso il ceppo originale PCHS-Bacillus 

subtilis, mentre solo ARIBA ha rilevato i geni mphK e satA nel gruppo ST47. La differenza 

potrebbe essere dovuta alle diverse versioni del database utilizzate dai due strumenti, poiché lo 

strumento AMRFinderPlus v3.10.45 è stato utilizzato con la versione del database 2022-10-

11.2, mentre lo strumento ARIBA v2.14.4 è stato utilizzato con la versione 2022-01-31. 

Questo, insieme ai diversi input utilizzati per l’analisi, potrebbe spiegare le differenze osservate 

per i geni mphK e satA. In ogni caso, tutti gli ARG rilevati erano intrinseci a Bacillus [98, 99], 

localizzati sul cromosoma batterico e non sui plasmidi mobili, suggerendo che non potevano 



essere facilmente trasferiti ad altri batteri tramite trasferimento genico orizzontale (HGT). 

Ancora più importante, i risultati hanno rivelato la presenza degli stessi ARG rilevati nei ceppi 

originali in tutti gli isolati ospedalieri di Bacillus, supportando la conclusione che i ceppi 

PCHS-Bacillus isolati dagli ambienti trattati non avevano acquisito nuovi ARG da altri batteri 

circostanti presenti sulle superfici ospedaliere. 

Allo stesso modo, sono stati analizzati sia i ceppi originali di PCHS-Bacillus sia gli isolati di 

Bacillus per verificare la presenza di geni di virulenza. Il database VFDB utilizzato include 

diversi fattori di virulenza che possono essere trovati sia nella specie B. subtilis che in quella 

B. velezensis, come capBCA (che codifica enzimi associati alla membrana che facilitano 

l’invasione sistemica) e l’emolisina A (hlyA, una tossina formante pori che possiede attività 

emolitiche, citotossiche, dermonecrotiche e di permeabilità vascolare) [100, 101]. I risultati 

hanno rivelato l’assenza di questi e di altri geni di virulenza in tutti i genomi analizzati, 

confermando così l’assenza di potenziale patogeno delle specie PCHS-Bacillus di per sé, 

nonché l’assenza di nuovi geni di virulenza acquisiti dai patogeni circostanti. 

Infine, poiché la presenza di plasmidi mobili è associata all’AMR e alla capacità generale di 

mobilitare e scambiare materiale genetico tra cellule batteriche [68, 102], sono stati analizzati 

per questo aspetto sia i PCHS-Bacillus originali che quelli isolati. Da notare che i plasmidi 

sono stati evidenziati in altri ceppi di B. subtilis [103], il che dimostra la presenza di differenze 

tra ceppi di Bacillus anche all’interno di una singola specie, e la conseguente necessità di 

controllare attentamente ogni ceppo destinato a scopi igienico-sanitari poiché i risultati relativi 

ad alcuni ceppi non sono generalizzabili all’intera specie. I risultati ottenuti da PlasmidFinder 

non hanno evidenziato alcuna sequenza plasmidica in nessuna delle sequenze di Bacillus 

analizzate, confermando che l’HGT potrebbe essere improbabile nei ceppi PCHS-Bacillus. In 

effetti, l’HGT in Bacillus può verificarsi anche attraverso altri meccanismi, compresi i processi 

mediati dalla trasformazione [96, 104, 105]. Tuttavia, l’assenza di nuovi geni di 

resistenza/virulenza acquisiti nella totalità degli isolati PCHS-Bacillus, nonostante il loro 

continuo contatto con agenti patogeni, supporta la conclusione che gli eventi HGT sono 

improbabili su superfici colonizzate, sebbene l’HGT interspecie sia stato segnalato in ambienti 

naturali [106]. 

Uno dei limiti del nostro studio è legato alla dimensione del pool di campioni, che potrebbe 

essere ampliato e includere campioni provenienti da contesti sanitari e non sanitari diversi o da 

paesi diversi, al fine di fornire prove più solide. Inoltre, la durata dello studio di circa due anni 

potrebbe non essere sufficiente per escludere possibili cambiamenti a lungo termine nei 

Bacillus. Studi simili condotti in ambienti sanitari fornirebbero un contesto prezioso, che oggi 



manca. Pertanto, eseguire analisi su un periodo di tempo più lungo può essere utile per 

confermare la loro sicurezza a lungo termine. Inoltre, sarebbe importante monitorare 

regolarmente il contenuto genetico dei Bacillus (in particolare quando utilizzati in ambienti 

sanitari ad alto rischio) per escludere qualsiasi possibile variazione che potrebbe verificarsi a 

seguito del contatto con agenti patogeni MDR. Un altro limite importante del nostro studio 

riguarda la solidità delle conclusioni filogenetiche, che dovrebbero essere supportate 

dall’analisi dei gruppi esterni, assenti nelle nostre analisi. Sono inoltre necessari studi 

longitudinali, che includano diversi contesti, condizioni ambientali e applicazioni in aree non 

ospedaliere, per approfondire le conoscenze e spianare la strada all’uso sicuro ed efficace dei 

Bacillus in molti campi.  

Inoltre, potrebbe essere interessante ripetere le analisi utilizzando diversi strumenti 

bioinformatici e uno strumento per l’analisi pan-genomica per verificare la presenza di altri 

eventuali geni, non codificanti fattori di resistenza o virulenza, per escludere l’acquisizione di 

qualsiasi tipo di sequenza. 

 

Conclusioni 

In conclusione, per la prima volta, l’analisi WGS approfondita ha fornito una caratterizzazione 

completa delle specie di Bacillus utilizzate per scopi igienico-sanitari in un sistema PBS 

(PCHS®), supportando la loro elevata stabilità genetica e l’assenza di geni potenzialmente 

pericolosi sia nei genomi PCHS-Bacillus originali sia in quelli ottenuti dalle superfici dopo un 

contatto prolungato con i patogeni ospedalieri circostanti. Data l’assenza di ARG di nuova 

acquisizione, geni di virulenza o sequenze plasmidiche in qualsiasi isolato PCHS-Bacillus, 

questi dati supportano la sicurezza del loro utilizzo in ambito sanitario, evidenziando 

ulteriormente il loro potenziale utilizzo in ogni ambiente comunitario o persino nelle aziende 

agricole per ridurre il rischio infettivo e la diffusione dell’AMR in una prospettiva “One 

Health”. Sarebbero auspicabili ulteriori studi approfonditi su altri ceppi di Bacillus utilizzati 

per scopi e indicazioni simili. 
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