
 

 

 

 
Antibiotics 2023, 12, 1551. https://doi.org/10.3390/antibiotics12101551  www.mdpi.com/journal/antibiotics 

Article 

Molecular Typing and Resistance Profile of   

Acinetobacter baumannii Isolates during the COVID-19   

Pandemic: Findings from the “EPIRADIOCLINF” Project 

Antonella Agodi 1,2,*, Arturo Montineri 2, Rosa Manuele 2, Paola Noto 2, Giuseppe Carpinteri 2,   

Giacomo Castiglione 2, Patrizia Grassi 2, Antonio Lazzara 2, Anna Rita Mattaliano 2, Giuseppa Granvillano 2, 

Claudia La Mastra 1, Maria Clara La Rosa 1, Andrea Maugeri 1 and Martina Barchitta 1 

1  Department of Medical and Surgical Sciences and Advanced Technologies “GF Ingrassia”, University of 

Catania, 95123 Catania, Italy; claudia.lamastra@unict.it (C.L.M.); mariaclara.larosa@unict.it (M.C.L.R.);   

andrea.maugeri@unict.it (A.M.); martina.barchitta@unict.it (M.B.) 
2  Azienda Ospedaliero-Universitaria Policlinico AOUP “G. Rodolico-San Marco”, 95123 Catania, Italy; 

a.montineri@libero.it (A.M.); rosimanuele@gmail.com (R.M.); giacomo.castiglione@tin.it (G.C.); 

antonio.lazzara@alice.it (A.L.); anna.matar@gmail.com (A.R.M.) 

*  Correspondence: agodia@unict.it 

Abstract: Due to the COVID-19 pandemic, there has been a shift in focus towards controlling the 

spread  of  SARS-CoV-2,  which  has  resulted  in  the  neglect  of  traditional  programs  aimed  at 

preventing healthcare-associated  infections  and  combating  antimicrobial  resistance. The present 

work aims to characterize the colonization or infection with Acinetobacter baumannii of COVID-19 

patients and  to  identify any clonality between different  isolates. Specifically, data and resistance 

profiles  of  A.  baumannii  isolates  were  prospectively  collected  from  patients  recruited  by  the 

EPIRADIOCLINF project. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and multi-locus sequence typing 

(MLST) were used for molecular typing. Overall, we analyzed 64 isolates of A. baumannii from 48 

COVID-19 patients. According to our analysis, we have identified the spread of a clonally related 

isolate, referred to as B. The PFGE pattern B includes four subtypes: B1 (consisting of 37 strains), B2 

(11), B3  (5),  and B4  (2). Furthermore,  in  the  isolates  that were examined using MLST,  the most 

observed sequence type was ST/281. In terms of resistance profiles, 59 out of the total isolates (92.2%) 

were found to be resistant to gentamicin, carbapenems, ciprofloxacin, and tobramycin. The isolation 

and  identification  of  A.  baumannii  from  COVID-19  patients,  along  with  the  high  levels  of 

transmission observed within the hospital setting, highlight the urgent need for the implementation 

of effective prevention and containment strategies. 
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1. Introduction 

Antimicrobial resistance (AMR) poses a significant public health problem globally, 

given  its  substantial  clinical  and  economic  impact  [1-3].  Recent  estimates  from  the 

European Union/European Economic Area (EU/EEA) indicate that over 670,000 infections 

and nearly 33,000 deaths per year are caused by AMR pathogens [4]. Although antibiotic 

misuse  is  the  primary  contributor  to AMR,  other  factors  play  an  important  role  in 

determining the spread of AMR pathogens and genetic elements of resistance in humans, 

animals, and the environment [5]. Additional contributors include poor infection control 

practices, a lack of access to clean water, sanitation, and hygiene, abuse of antibiotics in 

agriculture  and  food  production,  international  travel  and  trade,  and  horizontal  gene 

transfer in bacteria [6-8]. More recently, some studies have also shown that certain factors 

(such  as  social,  economic, organizational,  educational,  and  environmental  factors)  can 
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account for differences between countries at a global and European level [5,9-14]. Italy has 

one of the highest levels of AMR compared with other European countries, as confirmed 

by a country visit from the European Center for Disease Prevention and Control (ECDC) 

in 2017  [15]. Specifically, during  this country visit, high  levels of carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae  (CRE)  and  Acinetobacter  baumannii,  as well  as methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA), were reported [15]. A comparable scenario has been noted 

on a regional scale, especially within Sicily [16-18], the Mediterranean’s largest island and 

an autonomous region in Southern Italy. Sicily has a population of nearly 5 million people, 

around 51% of which are women and 50% are over the age of 45. In 2019, there were 67 

public hospitals and 59 accredited healthcare facilities in Sicily, with a total of 3.1 beds per 

1000 inhabitants, according to the latest available data [19].   

Strategies  to  reduce  this  risk  of  AMR  include  the  improvement  of  clinical 

management, the prevention of transmission in all healthcare settings, and the prevention 

of  cross-border  transmission.  Other  options  include  timely  laboratory  reporting, 

screening and isolation of patients at higher risk, good infection prevention and control 

(IPC) measures, effective cleaning and disinfection procedures, and  implementation of 

antimicrobial  stewardship  programs  [20].  To  address  the AMR  issue,  in  2017,  Italy 

adopted its first National Action Plan on Antimicrobial Resistance (Piano Nazionale per il 

Contrasto dell’Antimicrobico Resistenza, PNCAR 2017–2020) [21]. The PNCAR 2017–2020 

was a comprehensive  framework  to contrast AMR, with specific objectives and actions 

outlined for both human and animal fields. It utilized a One Health strategy, leveraging 

the  synergy  between  national,  regional,  and  local  levels  [21].  However,  Italy  has  a 

decentralized healthcare system in which regional administrations play an important role 

in IPC strategies. For this reason, the Health Authority of the Sicilian Region implemented 

a Regional Action Plan  for healthcare-associated  infection  (HAI) and AMR prevention, 

which  included  a  surveillance  system  for monitoring,  among  other  things, AMR  and 

antibiotic consumption at hospital and community  level  [22]. The ultimate goal of  the 

regional  surveillance  system  was  to  improve  the  evaluation  of  the  effectiveness  of 

programs aimed at reducing antibiotic misuse and the impact of AMR [22].   

Within this context, A. baumannii warrants specific consideration. Although it is one 

of  the  less  commonly  reported  bacterial  species  in  the EU/EEA,  as per data  from  the 

European Antimicrobial Resistance Surveillance Network (EARS-Net), it also exhibits one 

of the most significant inter-country variations in the prevalence of AMR [4]. In fact, the 

percentage of isolates resistant to at least one antimicrobial group under surveillance (i.e., 

fluoroquinolones, aminoglycosides, or carbapenems) varied significantly in 2020, ranging 

from 0.0% to 98.2%. The highest values were reported in countries located in southern and 

eastern  Europe  [4].  A.  baumannii  isolates  resistant  to  at  least  three  different  class  of 

antimicrobials  (such  as  cephalosporins,  penicillins,  combinations  of  β-lactam  and  β-

lactamase inhibitors, monobactam, fluoroquinolones, and aminoglycosides) are generally 

defined as multidrug-resistant (MDR) [23]. Within healthcare settings, MDR Acinetobacter 

spp. poses a significant threat as it is notoriously challenging to eliminate once it becomes 

established  [24].  According  to  leading  international  organizations,  MDR  poses  a 

significant concern for Acinetobacter spp.—particularly  in countries where AMR  is more 

prevalent  [25]—as  it  restricts  treatment  options  for  patients.  In  particular,  the World 

Health Organization (WHO) has included carbapenem-resistant A. baumannii on its global 

priority  list  of AMR  bacteria  [26], while  the  ECDC  has  encouraged  further  efforts  to 

prevent the spread of carbapenem-resistant A. baumannii in all healthcare settings [27]. 

To this already complex scenario, the potential impact of the COVID-19 pandemic 

has been added. Since  the onset of  the COVID-19 pandemic  in 2020,  there has been a 

special focus on controlling the spread of SARS-CoV-2 infection. This has led to a neglect 

of  traditional programs  aimed  at preventing HAIs  and AMR  [28-30]. Coinfection  and 

secondary infections in COVID-19 patients have been reported globally, with a range of 

0.6% to 45% [31]. Recent studies indicate that bacterial coinfection at admission was found 

in  3.1%  to  3.5%  of COVID-19 patients, while  secondary  bacterial  infections  following 
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hospitalization occurred in up to 15% of patients [31-33]. A study conducted in Wuhan 

(China)  showed  that A.  baumannii was  the predominant bacterial  secondary  infection, 

with 91.2% of isolates exhibiting resistance to carbapenem [34]. Patients who are infected 

or  colonized  with  A.  baumannii  can  act  as  a  significant  source  for  the  horizontal 

transmission in all healthcare facilities [16,35-37]. Moreover, MDR A. baumannii infections 

were found to be among the most prevalent bacterial co-infections in COVID-19 patients 

[38,39]. From a clinical perspective,  infections caused by A. baumannii, especially  those 

caused  by MDR  strains, were  among  the  leading  causes  of  severe  disease  and  poor 

prognosis in COVID-19 patients [40-42].   

To address  this  issue, we launched the EPIRADIOCLINF project  in 2020, with the 

overarching  goal  of  developing  an  integrated  approach  to  evaluate  the  impact  of 

epidemiological, radiological, clinical, and molecular characteristics on the diagnosis and 

management  of COVID-19. The project, which  is  still  ongoing,  focuses  on COVID-19 

patients who have been admitted to the Azienda Ospedaliero Universitaria “G. Rodolico-

San Marco” in Catania (Sicily, Italy). Within the framework of this comprehensive project, 

the  present  study  aimed  to  investigate  the  colonization  and/or  infection  status  of A. 

baumannii among COVID-19 patients who were enrolled between August 2020 and April 

2021.  Specifically, we  conducted molecular  typing  and  tested  resistance profiles  of A. 

baumannii in order to identify any possible clonality between different isolates.   

2. Results 

2.1. Study Population 

The  present  analysis  was  conducted  on  64  A.  baumannii  isolates  that  were 

prospectively collected from 48 COVID-19 patients (resulting in an average of 1.3 isolates 

per patient) of the Azienda Ospedaliero Universitaria “G. Rodolico-San Marco” of Catania 

(Italy). Specifically, these patients were admitted to three different hospital wards from 

August 2020  to April  2021: 36  (75%) patients were admitted  to  the  intensive  care unit 

(ICU), 10 (20.8%) to Infectious and Tropical Diseases, and 2 (4.2%) to the Emergency ward. 

Overall, patients were  aged  from  39  to  90 years, with  a median  age  of  70 years,  and 

approximately 71% of patients were male. Regarding pre-existing comorbidities, 65.7% of 

patients had hypertension, 44.4% had diabetes, and 37.1% had  ischemic heart disease. 

Regarding COVID-19, 52.1% exhibited a severe form of the disease and 64.6% died in the 

hospital.   

Antimicrobial Treatment 

Out  of  the  48  patients  included  in  the  current  analysis,  details  regarding  their 

antibiotic treatment were accessible for 40 individuals (Table 1). Antimicrobial drugs for 

systemic use, categorized under the Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) class J01CR, 

which  encompasses  combinations  of  penicillins  with  beta-lactamase  inhibitors, 

constituted  52.5%  of  the prescribed  antimicrobial  agents.  Specifically, piperacillin  and 

beta-lactamase inhibitor (J01CR05) represented 50% of these agents, while amoxicillin and 

beta-lactamase inhibitor (J01CR02) accounted for 2.5%. Third generation cephalosporins 

(ATC  class  J01DD),  particularly  ceftriaxone  (J01DD04),  represented  17.5%.  Other 

antimicrobial groups were prescribed infrequently, including macrolides (clarithromycin, 

ATC  class  J01FA09,  10%), polymyxins  (colistin, ATC  class  J01XB01,  5%),  carbapenems 

(meropenem, ATC  class  J01DH02, 5%), glycopeptides  (teicoplanin, ATC class  J01XA02, 

2.5%),  tetracyclines  (tigecycline,  ATC  class  J01AA12,  2.5%),  and  other  antibacterials 

(linezolid, ATC class J01XX08, 5%). In addition, 36 patients were receiving therapy with at 

least two antimicrobial agents, with carbapenems being the most commonly administered 

antimicrobial agents, accounting for 22.2% of cases. Tables 2 and 3 show the results among 

patients who received at least two or three antimicrobial agents, respectively.   

Table 1. Antimicrobial treatment in patients with at least one antimicrobial administered. 
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ATC Class  N.  % 

Combinations of penicillins, including beta-lactamase inhibitors J01CR  21  52.5 

Third-generation cephalosporins J01DD  7  17.5 

Macrolides J01FA  4  10.0 

Other antibacterials J01XX  2  5.0 

Polymyxins J01XB  2  5.0 

Carbapenems J01DH  2  5.0 

Glycopeptides J01XA  1  2.5 

Tetracyclines J01A  1  2.5 

Total  40  100 

Table 2. Antimicrobial treatment in patients with at least two antimicrobials administered. 

ATC Class  N.  % 

Carbapenems J01DH  8  22.2 

Combinations of penicillins, including beta-lactamase inhibitors J01CR  7  19.4 

Third-generation cephalosporins J01DD  5  13.9 

Tetracyclines J01A  4  11.1 

Fluoroquinolones J01MA  3  8.3 

Other antibacterials J01XX  3  8.3 

Macrolides J01FA  2  5.6 

Polymyxins J01XB  2  5.6 

Glycopeptides J01XA  1  2.8 

Imidazole derivatives J01XD  1  2.8 

Total  36  100 

Table 3. Antimicrobial treatment in patients with at least three antimicrobials administered. 

ATC Class  N.  % 

Other antibacterials J01XX  8  30.8 

Carbapenems J01DH  5  19.2 

Combinations of penicillins, including beta-lactamase inhibitors J01CR  3  11.5 

Glycopeptides J01XA  3  11.5 

Polymyxins J01XB  3  11.5 

Macrolides J01FA  2  4.2 

Fluoroquinolones J01MA  1  2.1 

Tetracyclines J01A  1  2.1 

Total  26  100 

2.2. Characteristics of Isolates 

Among the 64 A. baumannii isolates, 45 (accounting for 70.3% of the total isolates) 

were linked to patient colonization or infection. Among these isolates, A. baumannii was 

detected  in  16 bronchial  aspirates  (35.6%),  11 urine  samples  (24.4%),  9 blood  samples 

(20%), 8 central venous catheters (17.8%), and 1 wound swab (2.2%) (Figure 1). The re-

maining 19 isolates (29.7% of the total isolates) were identified as carriage. 
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Figure 1. Distribution of samples from which A. baumannii was isolated and associated with patient 

colonization/infection. 

2.2.1. Resistance Profiles 

Regarding the resistance profiles of isolates linked to colonization or infection, 59 out 

of 64 (92.2%) were resistant to gentamicin, carbapenems, ciprofloxacin, and tobramycin. 

Only one isolate was susceptible to the mentioned antibiotic classes, while the remaining 

four were not tested. Additionally, 53 out of 64 (82.8%) isolates were resistant to amikacin, 

while  seven were not  tested, and 56 out of 64  (87.5%)  isolates were  resistant  to  trime-

thoprim with sulfamethoxazole, while four were not tested. 

2.2.2. Clonal Relationships 

The analysis revealed eight distinct pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) patterns, 

labeled A-H, which were not related to each other. With the exception of patterns A, B, 

and F, all remaining patterns were associated with sporadic strains. Patterns A and F were 

detected in two isolates, both originating from the same patient. Pattern B was detected in 

55 isolates (86.0% of all isolates) and collected from 41 patients (85.4% of all patients). Out 

of the entire set of B clones, 39 strains (71% of all B clones) were obtained from patients 

who were hospitalized in the ICU, 14 (25.4%) from the Infectious and Tropical Diseases 

ward, and 2 (3.6%) from the Emergency ward. The B clone comprised 38 (69.1%) coloni-

zation or infection cases, where the bacterium was isolated from bronchial aspirate sam-

ples (n = 15; 27.3%), blood samples (n = 8; 14.5%), central venous catheter (n = 8; 14.5%), 

urine samples (n = 6; 10.9%), and wound swab (n = 1; 1.8%), while the remaining isolates 

were carriage. Pattern B was further classified into subtypes: B1 (37 strains), B2 (11 strains), 

B3 (5 strains), and B4 (2 strains). Subtypes B1, B2, and B3 were predominantly found in 

patients admitted to the ICU and the Infectious and Tropical Diseases ward, with subtype 

B3 also being detected in the Emergency ward. Subtype B4, on the other hand, was exclu-

sively isolated in the Infectious and Tropical Diseases ward. In terms of temporal patterns, 

subtype B1 was  initially  isolated  in September 2020, experienced a gap, and then reap-

peared in November 2020, continuing to be isolated until April 2021. Subtypes B2 and B3 

were identified from October 2020 to February 2021 and from December 2020 to February 

2021, respectively. Subtype B4, however, was only detected in November 2020 and was 

not encountered again (Figure 2). 
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Figure  2. Temporal distribution  and  frequency of  clone B of A.  baumannii  strains  isolated  from 

COVID-19 patients admitted in ICU, Infectious and Tropical Diseases or Emergency wards of the 

Azienda Ospedaliero Universitaria “G. Rodolico-San Marco” of Catania (Sicily, Italy) between Sep-

tember 2020 and April 2021. 

2.2.3. Molecular Typing by Multi-Locus Sequence Typing 

Eleven isolates, exhibiting diverse PFGE patterns (A-H) and representing subtypes 

B1, B2, B3, and B4, were randomly chosen and subjected to multi-locus sequence typing 

(MLST) analysis. The following seven internal housekeeping genes were sequenced: cit-

rate synthase (gltA), DNA gyrase subunit B (gyrB), glucose dehydrogenase B (gdhB), ho-

mologous recombination factor (recA), 60-kDa chaperonin (cpn60), glucose-6-phosphate 

isomerase (gpi), and RNA polymerase sigma factor (rpoD). Using the Oxford scheme, five 

sequence types (STs) were assigned to 11 different PFGE profiles, including sub-types B1, 

B2, B3, and B4. The most common sequence type was ST/281, followed by ST/238. Among 

the eleven isolates, six belonged to ST/281, two to ST/238, and one each to ST/978, ST/782, 

and ST/1893 (Table 4). 

Table 4. Multi-locus sequence typing (MLST) analysis of eleven isolates with unique PFGE patterns. 

Strain num-

ber 
PFGE  ST 

Allele number 

gltA  gyrB  gdhB  recA  cpn60  gpi  rpoD 

1  A  238  1  3  3  2  38  97  3 

2  B1  281  1  17  3  2  2  99  3 

3  B2  281  1  17  3  2  2  99  3 

4  B3  281  1  17  3  2  2  99  3 

5  B4  281  1  17  3  2  2  99  3 

6  C  281  1  17  3  2  2  99  3 

7  D  281  1  17  3  2  2  99  3 

8  E  238  1  3  3  2  38  97  3 

9  F  978  1  17  3  77  2  99  3 

10  G  782  56  104  137  67  55  165  75 

11  H  1893  1  3  3  77  2  96  3 
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3. Discussion 

To our knowledge, this is the first study reporting an analysis of A. baumannii clonal-

ity among COVID-19 patients in Sicily (Italy). As previously highlighted in the introduc-

tion, tackling the challenge of AMR demands regional initiatives, particularly in countries 

like Italy, which have a decentralized healthcare system. Specifically, Sicily bore a sub-

stantial burden during the COVID-19 pandemic. The initial confirmed case of COVID-19 

in Sicily was recorded in late February 2020, swiftly transforming the region into one of 

the most severely affected areas in the country. During the pandemic, Sicily has enacted 

several measures in an attempt to manage the virus’s transmission. These measures en-

compassed lockdowns, travel limitations, and compulsory mask wearing in public spaces 

[43]. Despite significant progress in managing the pandemic globally, it has had notable 

effects on IPC practices as well as on AMR. Firstly, the increased demand for healthcare 

services and the need to prioritize COVID-19 patients has resulted in a reduced focus on 

other HAIs, leading to a potential increase in their incidence [28,44,45]. Secondly, the ex-

tensive and often inappropriate use of antimicrobial agents in COVID-19 patients has led 

to an increase in the prevalence of AMR [28,44]. Furthermore, the pandemic has also dis-

rupted supply chains and global health systems, resulting in  limited access to essential 

drugs and diagnostic tools, which can contribute to the worsening of AMR [28,44,45]. Fi-

nally, the implementation of IPC measures, such as social distancing and reduced contact, 

has resulted in a decreased incidence of some infections, while exacerbating the risks of 

other infections and increasing the need for appropriate prevention measures [28,44,45]. 

More directly, COVID-19 patients are frequently subjected to intensive care and mechan-

ical ventilation [46-54]. Hospitalization rates for COVID-19 patients range from 5% to 15%, 

with some requiring ICU follow-up [44]. Recent reports also suggest  that up  to 80% of 

ICU-admitted COVID-19 patients  require  invasive mechanical ventilation  [55]. Certain 

risk factors, such as invasive and non-invasive mechanical ventilation, industrial oxygen 

administration, invasive procedures, and prolonged hospital stay, were associated with 

increased  incidence of HAIs  infection during  the COVID-19 pandemic  [56]. Not  in  the 

least, it is known that COVID-19 patients often receive a high amount of antibiotics.   

While all patients are susceptible to HAI, COVID-19 patients may be even more vul-

nerable, and any co-infection can exacerbate their clinical presentation and prognosis [57]. 

Irrespective of the pandemic situation, infections caused by A. baumannii—and particu-

larly those sustained by MDR strains—result in a higher risk of adverse outcomes, pro-

longed hospitalization, and increased costs [3,58-60]. In fact, A. baumannii has developed 

various mechanisms of resistance, such as acquiring β-lactamases, up-regulating multi-

drug efflux pumps, modifying aminoglycosides, developing permeability defects, and al-

tering target sites [61]. These mechanisms of resistance primarily involve regulating the 

transport of antibiotics through bacterial membranes, altering the antibiotic target site, and 

enzymatically modifying antibiotics to neutralize their effects [61]. For this reason, among the 

numerous challenges posed by the pandemic, it is particularly important to highlight the oc-

currence of multiple outbreaks of MDR and extensively drug-resistant (XDR) A. baumannii in 

healthcare settings [62,63]. MDR and XDR strains of A. baumannii have been frequently iden-

tified as causative agents of secondary bacterial infections in COVID-19 patients, highlighting 

the urgent need for effective IPC measures [64,65]. During the pandemic, in fact, the incidence 

of infections caused by MDR A. baumannii was higher than in the pre-pandemic period [66]. 

The high incidence of secondary infections caused by MDR A. baumannii has been also associ-

ated with prolonged ICU stay, mechanical ventilation, and higher mortality rates [67]. Infec-

tions caused by MDR A. baumannii worsen the prognosis of critical and immunocompromised 

COVID-19 patients, significantly increasing morbidity and mortality rates [40-42]. Specifically, 

secondary bacterial infection with MDR A. baumannii led to a two-fold increase in COVID-19-

related mortality [64].   

Our initial observation revealed that over half of patients were undergoing treatment 

involving a combination of penicillins, including beta-lactamase inhibitors. Furthermore, 

nearly all patients were receiving therapy involving at least two antimicrobial agents, with 
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carbapenems being the most commonly prescribed among them. It is worth noting that 

the utilization of carbapenems has the potential to disrupt the natural bacterial microbiota 

in patients, potentially elevating the risk of colonization and/or infection by AMR bacteria 

[68,69]. At  the molecular  level, we also detected a prevailing PFGE pattern, which was 

evident in the majority of isolates and COVID-19 patients, with prevalence rates exceeding 

85% in both instances. Furthermore, it was feasible to categorize this PFGE pattern into 

four subtypes (B1, B2, B3, and B4), each exhibiting different distributions across hospital 

wards and throughout the study period. Specifically, our study identified the B1 and B2 

subtypes for a consecutive period of 5 and 4 months, respectively. The isolation of these 

subtypes in multiple wards suggests a potential spread that may have been indirectly me-

diated through contaminated environments and healthcare personnel. Our findings align 

partially with those of Ceparano and colleagues, who conducted a study characterizing 

the clonal spread of A. baumannii among COVID-19 patients admitted to an ICU in Lazio, 

Italy. They reported a cumulative incidence of A. baumannii colonization or infection at 

36.8%, and patients with A. baumannii had increased mortality rates and longer hospital 

stays. Notably, previous carbapenem usage emerged as the primary risk factor linked to 

A. baumannii acquisition. Additionally, the authors documented significant instances of A. 

baumannii  infections and colonization, along with notable  levels of clonal  transmission 

[70]. Other studies have already suggested evidence of possible indirect transmission, re-

sulting in epidemic outbreaks that persist for an extended period of time [71,72]. Thoma 

and colleagues  [73] performed a systematic review of MDR outbreaks,  including  those 

caused by carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB), during the COVID-19 pandemic, 

and identified the factors that contributed to these outbreaks. The study revealed that the 

most common contributing factor was an increase in patient mobility due to hospital over-

crowding and  the need  to  transfer patients  to different  locations  [73]. Other  factors  in-

cluded  a  lack  of  personal  protective  equipment  and  understaffing  due  to  healthcare 

worker infections or redeployment to COVID-19 units. These factors increased the risk of 

transmission of MDR bacteria, including CRAB [73]. 

The surveillance of A. baumannii through molecular characterization is essential not 

only  for outbreak control, but also  in  the context of AMR. To  investigate  this question, 

several  studies have used MLST  and whole-genome  sequencing  (WGS). A  study  con-

ducted by Wareth et al. in Southeast Asia uncovered a broad spectrum of antimicrobial 

resistance  (AMR) genes responsible  for resistance  to various antimicrobial agents. This 

research revealed a high degree of diversity among the strains through the utilization of 

Next Generation Sequencing (NGS) technology [74]. Another study by Hammerum et al. 

in Denmark examined a potential outbreak of CRAB and conducted a comparative anal-

ysis using three distinct typing methods: PFGE, MLST, and WGS. The study also evalu-

ated the resistance gene profiles of the isolates. Interestingly, all methods clearly indicated 

the spread of three different A. baumannii strains [75]. In our study, the resistance profile 

of nearly all  isolates showed resistance  to gentamicin, carbapenems, ciprofloxacin, and 

tobramycin, which accounted  for approximately 92% of all  isolates. Similarly, high  re-

sistance percentages were observed for amikacin and trimethoprim with sulfamethoxa-

zole  (around 83% and 88%, respectively). Among all  isolates, we randomly selected 11 

CRAB and characterized them molecularly using MLST. In particular, the most common 

sequence type was ST/281, which has already been previously isolated in other parts of 

the world [76]. Further studies are therefore necessary to understand the relationship be-

tween different STs and AMR.   

Overall, our study suggests that A. baumannii may have spread across different hos-

pital wards and exhibited a high rate of AMR. This finding is in line with previous studies 

that have shown infected and colonized patients to be a significant reservoir for horizontal 

transmission and the spread of A. baumannii in all healthcare settings [36,37]. A well-rec-

ognized fact is that inadequate implementation of IPC measures fosters cross-contamina-

tion, leading to a heightened prevalence of A. baumannii infections in healthcare environ-

ments  [77,78]. This has been  significantly  exacerbated by  the pandemic,  as healthcare 
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facilities and personnel have been overwhelmed by the increasing pressure caused by the 

admission of COVID-19 patients [28,44]. In addition, our findings confirm the high rate of 

resistance of A. baumannii, as previously reported at European, national, and regional lev-

els [4,15,16,23-25,79-83]. Several studies have examined strategies to control outbreaks of 

CRAB during the COVID-19 pandemic. For instance, Mangioni and colleagues [84] con-

ducted a study on the management of a CRAB outbreak in a large ICU COVID-19 hub 

hospital in Italy. They implemented a tailored IPC strategy that enabled them to contain 

CRAB transmission while avoiding ICU closure during a critical pandemic period. The 

IPC strategy implemented in the study involved various measures, such as prompt iden-

tification and isolation of patients who tested positive for CRAB, grouping of patients with 

similar conditions, improvement of hand hygiene, and more rigorous cleaning and disin-

fection of the environment. In another study, Woon and colleagues [85] conducted an ep-

idemiological investigation of a CRAB outbreak in a neonatal intensive care unit (NICU) 

and identified weaknesses in the existing infection control measures that may have con-

tributed to the outbreak. The authors propose that the implementation of environmental 

surveillance, healthcare worker education, and enhanced IPC measures can be effective in 

controlling CRAB outbreaks in NICUs. 

Although our study is the first from a region with limited existing evidence, it has 

some limitations that need to be discussed. Firstly, it is a descriptive study conducted on 

a small number of COVID-19 patients who also represented a convenience sample. Due 

to  the high demands and pressures experienced during  the  initial months of  the pan-

demic, it was not possible to obtain additional information and also isolates from patients 

who were admitted prior to August 2020. For instance, details regarding antibiotic treat-

ment were not available for all patients, and there was also no information about potential 

resistance to colistin. Moreover, it cannot be entirely ruled out that some strains may not 

have been isolated; thus, information on clonality and temporal distribution may be in-

complete. Therefore, we were not completely certain that we had identified all of the pa-

tients colonized or infected with A. baumannii. For this reason, we were not able to com-

pare the clinical characteristics and outcomes between COVID-19 patients with and with-

out A. baumannii infection. Secondly, we did not distinguish between colonized and in-

fected patients, which prevented us from testing for any differences between colonization 

and infection status. This hindered our ability to determine distinct clinical outcomes and 

to evaluate if colonized and infected patients contributed differently to the spread of A. 

baumannii. Thirdly, the interpretation of PFGE profiles was not performed using specific 

software, but by visual inspection according to Tenover’s criteria [86]. Finally, MLST anal-

ysis was performed on a small number of CRAB isolates, randomly selected from the sam-

ples in the study. 

Despite these limitations, our study suggests some perspectives for the future that 

confirm  the  importance of molecular  typing, especially  in  the current scenario. A. bau‐

mannii is a highly diverse and genetically complex bacterial species, with various strains 

that can cause different types of infections [87]. Molecular typing can provide important 

epidemiological information, allowing researchers to track the spread of A. baumannii in-

fections within and between healthcare facilities [87-89]. This can help identify sources of 

infection and prevent further spread [87-89]. Conventional MLST and PFGE are effective 

methods for characterizing bacterial populations and are considered the gold standard for 

typing. Specifically, molecular typing techniques can help identify specific strains of A. 

baumannii that are associated with COVID-19 and track their spread [87-89]. From a clini-

cal point of view, some strains of A. baumannii may be more resistant to antibiotics than 

others, which can make them more difficult to treat [87]. However, it is important to com-

bine molecular  typing with appropriate assessment of  the resistance profile  to  identify 

whether certain molecular profiles are linked to specific resistance events [87-89]. By iden-

tifying the strain of A. baumannii causing the infection, molecular typing can help guide 

antibiotic therapy, allowing clinicians to choose the most effective treatment options.   
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4. Materials and Methods 

4.1. Study Design and Data Collection 

We analyzed data and isolates from patients recruited by the EPIRADIOCLINF pro-

ject, which aims  to uncover  the main epidemiological, radiological, and clinical  factors 

related to COVID-19 risk and severe prognosis. Since January 2020, the project has been 

conducted at the Azienda Ospedaliero Universitaria “G. Rodolico-San Marco” of Catania 

(Sicily, Italy) and has so far included more than 1,200 patients. The study population in-

cludes all patients  to  the  ICU,  Infectious and Tropical Diseases, and Emergency wards 

with laboratory-confirmed COVID-19 infection. Data are systematically collected through 

a standardized electronic form, including patient demographics (e.g., age, gender, resi-

dential address, etc.), information on hospitalization (e.g., patient origin, dates of admis-

sion and discharge date, status at discharge, etc.), symptoms (e.g., fever, cough, headache, 

myalgia, nausea, vomiting, diarrhea, etc.); pre-existing comorbidities (e.g., hypertension, 

diabetes, heart failure, cancer, autoimmune diseases, etc.), risk factors (e.g., smoking habit, 

obesity, etc.), clinical parameters (e.g., hemoglobin, white cell count, platelet count, creat-

inine, inflammatory markers, etc.), radiological images, exposure to invasive procedures 

(e.g., mechanical ventilation, orotracheal intubation, etc.), and drug therapy (e.g., antibi-

otics, antivirals, monoclonal antibodies, etc.).   

4.2. Definition of Carriage, Colonization and Infection Status 

A. baumannii strains isolated from patients included in the study were classified as 

associated with  carriage  or  colonization/infection.  Specifically,  the  isolation  of A.  bau‐

mannii in surveillance cultures in hospitalized patients was considered a carriage episode. 

Colonization is instead defined as the presence of A. baumannii in a clinical specimen with-

out the presence of clinical criteria that can validate a case of infection [90]. Since it was 

not possible to validate infections according to clinical criteria, we considered isolates as 

colonization/infection. 

4.3. Antimicrobial Susceptibility Testing 

In the current analysis, we included A. baumannii isolates collected from August 2020 

to April 2021. Identification and antimicrobial susceptibility testing of A. baumannii strains 

were  performed  using  an  automatized  Vitek  2  system  (Biomerieux,  Marcy-l’Étoile, 

France). Antimicrobial susceptibility testing included the resistance to gentamicin (mini-

mum  inhibitory  concentration,  MIC  >  4  µg/mL),  carbapenems  (meropenem  and 

imipenem, MIC > 8 µg/mL), ciprofloxacin (MIC > 1 µg/mL), tobramycin (MIC > 4 µg/mL), 

amikacin  (MIC  >  16  µg/mL),  and  trimethoprim  with  sulfamethoxazole  (MIC  >  4/76 

µg/mL). 

4.4. Molecular Typing 

A. baumannii isolates for molecular typing were isolated as pure cultures and stored 

at −80 °C with glycerol until analysis. PFGE of the digested genomic DNA was performed 

to investigate the clonal relationships of the A. baumannii isolates. In brief, pure isolates 

were grown overnight on Muller–Hinton Agar (37 °C overnight). Equal amounts of bac-

terial suspension, represented by an optical density at 2 McF (6 × 108 cell/mL)  in 1× SE 

buffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA [pH 7.4]) were added to 2% low-meting-point agarose 

and mixed to form plugs. The bacteria were lysed within the plugs with a cell lysis buffer 

(0.5 M EDTA [pH 9.5], 1% Sarcosine, 0.015 g of proteinase K per mL) and incubated over-

night at 56 °C. This was followed by 5 washes in 5 mL of TE buffer (10 mM Tris-HCl [pH 

8], 10 mM EDTA) for 1 h with gentle agitation, repeated for two consecutive days. Next, 

genomic DNA was digested with an ApaI restriction enzyme, and the macro-restriction 

fragments were separated using a CHEF-DR III system (Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK) 

at 6 V/cm2 for 20 h at 12 °C, and the pulse time was changed from 5 to 13 s. After that, the 

gels  were  stained  with  GelRed  Nucleid Acid  Gel  Stain,  and  the  DNA  bands  were 
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visualized and photographed under a UV  transilluminator.  Interpretation of DNA  re-

striction patterns was performed by visual inspection and based on the criteria proposed 

by Tenover et al. [86]. Isolates that have the same numbers of bands with the same appar-

ent size are designated genetically indistinguishable. Strains showing one to three frag-

ment differences are considered to represent PFGE pattern subtypes. An isolate showing 

differences  in  two or  three bands  is  considered  closely  related  to  the outbreak  strain. 

Strains showing  four  to six  fragment differences are considered  to be possibly  related. 

Isolates are considered unrelated to the outbreak strain if there are seven or more band 

differences.   

Additionally, we randomly selected one CRAB isolate for each different PFGE pat-

tern (including the subtypes: B1, B2, B3, and B4) for molecular typing using MLST. MLST 

uses sequences of internal fragments typically of seven housekeeping genes. Specifically, 

a genetic region of approximately 450–500 bp is sequenced and assigned an allele number 

that is unique within a species. Each isolate is then characterized by alleles at each of the 

seven loci that make up its allelic profile or sequence type (ST). For genotyping, we per-

formed MLST on the assembled A. baumannii genome using the Oxford scheme. The Ox-

ford method was developed and evaluated by Bartual et al.  [91]. This scheme contains 

2078 different sequence types (ST1 to ST2078, last updated 1 January 2020). In particular, 

it is designed to identify the following seven internal housekeeping genes: citrate synthase 

(gltA), DNA gyrase subunit B (gyrB), glucose dehydrogenase B (gdhB), homologous re-

combination  factor  (recA),  60-kDa  chaperonin  (cpn60),  glucose-6-phosphate  isomerase 

(gpi), and RNA polymerase sigma factor (rpoD). 

4.5. Statistical Analysis 

Descriptive statistics were used to summarize the main characteristics of the study 

population and  isolates.  In particular, we used mean, median, standard deviation, and 

interquartile range for quantitative variables, or frequency and proportion for qualitative 

variables. All  the  statistical analyses were performed using  the SPSS software  (version 

26.0, SPSS, Chicago, IL, USA). 

5. Conclusions 

Overall, molecular typing and resistance profiling of A. baumannii played important 

roles in the management of infections during the COVID-19 pandemic. These strategies 

can aid  in the detection and containment of outbreaks, monitoring the development of 

resistance mechanisms, and facilitating informed treatment decisions to enhance patient 

outcomes. Our results emphasize the importance of these approaches in a region where 

such investigations had not previously been carried out. Our study revealed a predomi-

nant PFGE pattern that was found in the majority of isolates and COVID-19 patients, along 

with two subtypes that were detected across multiple wards and over an extended period 

of time. These findings provide important insights into the transmission dynamics of the 

disease within the hospital setting. Results from the resistance profiling, instead, showed 

high percentages of  resistance  to gentamicin,  carbapenems,  ciprofloxacin,  tobramycin, 

amikacin, and trimethoprim with sulfamethoxazole. This suggested a concerning level of 

MDR among the isolates, which may pose a significant challenge for effective treatment 

of infections caused by these microorganisms. Thus, to enhance IPC practices, as well as 

adherence  to hygiene guidelines among healthcare workers and promote antimicrobial 

stewardship,  it  is  imperative  to  implement evidence-based  interventions. Furthermore, 

additional research is required to establish molecular typing as a routine practice for gen-

erating crucial epidemiological and clinical insights. 

   



Antibiotics 2023, 12, 1551  12  of  16 
 

Author Contributions: Conceptualization, A.A. and M.B.; methodology, A.M.  (Andrea Maugeri) 

and M.B.; software, A.M. (Andrea Maugeri); formal analysis, A.M. (Arturo Montineri), R.M., P.N., 

G.C. (Giuseppe Carpinteri), G.C. (Giacomo Castiglione), P.G., A.L. A.R.M., G.G., C.L.M., M.C.L.R., 

and A.M.  (Andrea Maugeri);  investigation, A.M.  (Arturo Montineri), R.M., P.N., G.C.  (Giuseppe 

Carpinteri), G.C. (Giacomo Castiglione), P.G., A.L., A.R.M., G.G., C.L.M., M.C.L.R., and A.M. (An-

drea Maugeri); data curation, C.L.M., M.C.L.R., and A.M. (Andrea Maugeri); writing—original draft 

preparation, C.L.M., M.C.L.R., and A.M.  (Andrea Maugeri); writing—review and editing, all  the 

authors; supervision, A.A. and M.B. All authors have read and agreed to the published version of 

the manuscript. 

Funding: This research was supported by the Assessorato della Salute, Regione Siciliana – Progetti 
Obiettivo di Piano Sanitario Nazionale (PSN 2016 and PSN 2018-Linee Progettuali 4.9.1, and 4.54). 

Institutional Review Board Statement: This study was conducted in accordance with the Declara-

tion of Helsinki and approved by the Ethics Committee Catania 1 (protocol code 52/2020/PO and 

date of approval 4 June 2020). 

Informed Consent Statement:  Informed consent was obtained  from all  subjects  involved  in  the 

study. 

Data Availability Statement: The data presented  in  this study are available on request  from  the 

corresponding author. 

Acknowledgments: The authors wish to thank all members of the EPIRADIOCLINF network. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest. 

References 

1. WHO. Global Action Plan on Antimicrobial Resistance; WHO: Geneva, Switzerland, 2015. 

2. ECDC. Antimicrobial Resistance Tackling the Burden in the European Union, Briefing Note for EU/EEA Countries; ECDC: Solna, Swe-

den, 2019. 

3. Serra-Burriel, M.; Keys, M.; Campillo-Artero, C.; Agodi, A.; Barchitta, M.; Gikas, A.; Palos, C.; López-Casasnovas, G. Impact of 

multi-drug resistant bacteria on economic and clinical outcomes of healthcare-associated infections in adults: Systematic review 

and meta-analysis. PLoS ONE 2020, 15, e0227139. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227139. 

4. ECDC. Antimicrobial Resistance Surveillance in Europe 2022–2020 Data; ECDC: Solna, Sweden, 2022. 

5. Collignon, P.; Beggs, J.J. Socioeconomic Enablers for Contagion: Factors Impelling the Antimicrobial Resistance Epidemic. An‐

tibiotics 2019, 8, 86. https://doi.org/10.3390/antibiotics8030086. 

6. European Commission. A European One Health Action Plan against Antimicrobial Resistance; European Commission: Bruxelles, 

Belgium, 2017. 

7. Robinson, T.P.; Bu, D.P.; Carrique-Mas, J.; Fèvre, E.M.; Gilbert, M.; Grace, D.; Hay, S.I.; Jiwakanon, J.; Kakkar, M.; Kariuki, S.; et 

al. Antibiotic resistance is the quintessential One Health issue. Trans. R Soc. Trop. Med. Hyg. 2016, 110, 377–380. 

8. WHO. One Health Global Leaders Group on Antimicrobial Resistance; WHO: Geneva, Switzerland, 2020. 

9. Collignon, P.; Athukorala, P.C.; Senanayake, S.; Khan, F. Antimicrobial resistance: The major contribution of poor governance 

and corruption to this growing problem. PLoS ONE 2015, 10, e0116746. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0116746. 

10. Collignon, P.; Beggs, J.J.; Walsh, T.R.; Gandra, S.; Laxminarayan, R. Anthropological and socioeconomic factors contributing to 

global  antimicrobial  resistance:  A  univariate  and  multivariable  analysis.  Lancet  Planet  Health  2018,  2,  e398–e405. 

https://doi.org/10.1016/S2542-5196(18)30186-4. 

11. Magnano San Lio, R.; Favara, G.; Maugeri, A.; Barchitta, M.; Agodi, A. How Antimicrobial Resistance  Is Linked  to Climate 

Change: An Overview of Two Intertwined Global Challenges. Int. J. Environ. Res. Public Health 2023, 20, 1681. 

12. MacFadden, D.R.; McGough, S.F.; Fisman, D.; Santillana, M.; Brownstein, J.S. Antibiotic Resistance Increases with Local Tem-

perature. Nat. Clim. Chang. 2018, 8, 510–514. https://doi.org/10.1038/s41558-018-0161-6. 

13. McGough, S.F.; MacFadden, D.R.; Hattab, M.W.; Mølbak, K.; Santillana, M. Rates of increase of antibiotic resistance and ambient 

temperature  in Europe: A  cross-national  analysis of  28  countries between  2000  and  2016. Euro. Surveill.  2020,  25,  1900414. 

https://doi.org/10.2807/1560-7917.es.2020.25.45.1900414. 

14. Maugeri, A.; Barchitta, M.; Puglisi, F.; Agodi, A. Socio-economic, governance and health indicators shaping antimicrobial re-

sistance: An ecological analysis of 30 european countries. Global Health 2023, 19, 12. https://doi.org/10.1186/s12992-023-00913-0. 

15. ECDC. ECDC Country Visit to Italy to Discuss Antimicrobial Resistance Issues; ECDC: Solna, Sweden, 2017. 

16. Barchitta, M.; Quattrocchi, A.; Maugeri, A.; La Rosa, M.C.; La Mastra, C.; Sessa, L.; Cananzi, P.; Murolo, G.; Oteri, A.; Basile, G.; 

et al. Antibiotic Consumption and Resistance during a 3-Year Period in Sicily, Southern Italy. Int. J. Environ. Res. Public Health 

2019, 16, 2253. https://doi.org/10.3390/ijerph16132253. 



Antibiotics 2023, 12, 1551  13  of  16 
 

17. Barchitta, M.; Maugeri, A.; La Rosa, M.C.; La Mastra, C.; Murolo, G.; Agodi, A. Three-Year Trends of Healthcare-Associated 

Infections and Antibiotic Use in Acute Care Hospitals: Findings from 2016-2018 Point Prevalence Surveys in Sicily, Italy. Anti‐

biotics 2020, 10, 1. https://doi.org/10.3390/antibiotics10010001. 

18. Barchitta, M.; Maugeri, A.; La Rosa, M.C.; La Mastra, C.; Murolo, G.; Corrao, G.; Agodi, A. Burden of Healthcare-Associated 

Infections  in  Sicily,  Italy:  Estimates  from  the  Regional  Point  Prevalence  Surveys  2016–2018.  Antibiotics  2021,  10,  1360. 

https://doi.org/10.3390/antibiotics10111360. 

19. Italian  Ministry  of  Health.  Annuario  Statistico  del  Servizio  Sanitario  Nazionale.  Available  online:  http://www.sa-

lute.gov.it/imgs/C_17_pubblicazioni_2879_allegato.pdf (accessed on 1 May 2023). 

20. Dijkshoorn, L.; Nemec, A.; Seifert, H. An increasing threat in hospitals: Multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. Nat. Rev. 

Microbiol. 2007, 5, 939–951. https://doi.org/10.1038/nrmicro1789. 

21. PNCAR. Piano Nazionale di Contrasto dell’Antimicrobico‐Resistenza 2017–2020; 2017. 

22. Assessorato della Salute Regione Siciliana. Programma Regionale di Sorveglianza e Controllo Delle ICA. 

23. Barchitta,  M.;  Cipresso,  R.;  Giaquinta,  L.;  Romeo,  M.A.;  Denaro,  C.;  Pennisi,  C.;  Agodi, A.  Acquisition  and  spread  of 

Acinetobacter baumannii and Stenotrophomonas maltophilia in intensive care patients. Int. J. Hyg. Environ. Health 2009, 212, 

330–337. https://doi.org/10.1016/j.ijheh.2008.07.001. 

24. Zarrilli, R.; Di Popolo, A.; Bagattini, M.; Giannouli, M.; Martino, D.; Barchitta, M.; Quattrocchi, A.;  Iula, V.D.; de Luca, C.; 

Scarcella, A.; et al. Clonal spread and patient risk factors for acquisition of extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii 

in a neonatal intensive care unit in Italy. J. Hosp. Infect. 2012, 82, 260–265. https://doi.org/10.1016/j.jhin.2012.08.018. 

25. Agodi, A.; Barchitta, M.; Quattrocchi, A.; Maugeri, A.; Aldisio, E.; Marchese, A.E.; Mattaliano, A.R.; Tsakris, A. Antibiotic trends 

of Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii resistance indicators in an intensive care unit of Southern Italy, 2008-

2013. Antimicrob. Resist. Infect. Control. 2015, 4, 43. https://doi.org/10.1186/s13756-015-0087-y. 

26. WHO. WHO Publishes List of Bacteria for Which New Antibiotics Are Urgently Needed; WHO: Geneva, Switzerland, 2017. 

27. Magiorakos, A.P.; Burns, K.; Rodríguez Baño, J.; Borg, M.; Daikos, G.; Dumpis, U.; Lucet, J.C.; Moro, M.L.; Tacconelli, E.; Simon-

sen, G.S.; et al. Infection prevention and control measures and tools for the prevention of entry of carbapenem-resistant. Anti‐

microb. Resist. Infect. Control. 2017, 6, 113. https://doi.org/10.1186/s13756-017-0259-z. 

28. Knight, G.M.; Glover, R.E.; McQuaid, C.F.; Olaru, I.D.; Gallandat, K.; Leclerc, Q.J.; Fuller, N.M.; Willcocks, S.J.; Hasan, R.; van 

Kleef,  E.;  et  al.  Antimicrobial  resistance  and  COVID-19:  Intersections  and  implications.  eLife  2021,  10,  e64139. 

https://doi.org/10.7554/eLife.64139. 

29. Kariyawasam, R.M.; Julien, D.A.; Jelinski, D.C.; Larose, S.L.; Rennert-May, E.; Conly, J.M.; Dingle, T.C.; Chen, J.Z.; Tyrrell, G.J.; 

Ronksley, P.E.; et al. Antimicrobial resistance (AMR) in COVID-19 patients: A systematic review and meta-analysis (November 

2019-June 2021). Antimicrob. Resist. Infect. Control. 2022, 11, 45. https://doi.org/10.1186/s13756-022-01085-z. 

30. Lucien, M.A.B.; Canarie, M.F.; Kilgore, P.E.; Jean-Denis, G.; Fénélon, N.; Pierre, M.; Cerpa, M.; Joseph, G.A.; Maki, G.; Zervos, 

M.J.; et al. Antibiotics and antimicrobial resistance in the COVID-19 era: Perspective from resource-limited settings. Int. J. Infect. 

Dis. 2021, 104, 250–254. https://doi.org/10.1016/j.ijid.2020.12.087. 

31. Li, J.; Wang, J.; Yang, Y.; Cai, P.; Cao, J.; Cai, X.; Zhang, Y. Etiology and antimicrobial resistance of secondary bacterial infections 

in patients hospitalized with COVID-19 in Wuhan, China: A retrospective analysis. Antimicrob. Resist. Infect. Control. 2020, 9, 

153. https://doi.org/10.1186/s13756-020-00819-1. 

32. Garcia-Vidal, C.; Sanjuan, G.; Moreno-García, E.; Puerta-Alcalde, P.; Garcia-Pouton, N.; Chumbita, M.; Fernandez-Pittol, M.; 

Pitart, C.; Inciarte, A.; Bodro, M.; et al. Incidence of co-infections and superinfections in hospitalized patients with COVID-19: 

A retrospective cohort study. Clin. Microbiol. Infect. 2021, 27, 83–88. https://doi.org/10.1016/j.cmi.2020.07.041. 

33. Langford, B.J.; So, M.; Raybardhan, S.; Leung, V.; Westwood, D.; MacFadden, D.R.; Soucy, J.-P.R.; Daneman, N. Bacterial co-

infection and secondary infection in patients with COVID-19: A living rapid review and meta-analysis. Clin. Microbiol. Infect. 

2020, 26, 1622–1629. https://doi.org/10.1016/j.cmi.2020.07.016. 

34. Ellis, R.C.; Roberts, E.K.; Grier, J.T.; Fiester, S.E. Acinetobacter baumannii  infections that are resistant to treatment: Warning 

signs from the COVID-19 pandemic. 2022, 17, 1345–1347. 

35. Stefani,  S.;  Agodi,  A.  Molecular  epidemiology  of  antibiotic  resistance.  Int.  J.  Antimicrob.  Agents  2000,  13,  143–153. 

https://doi.org/10.1016/s0924-8579(99)00103-x. 

36. Moghnieh, R.; Siblani, L.; Ghadban, D.; El Mchad, H.; Zeineddine, R.; Abdallah, D.; Ziade, F.; Sinno, L.; Kiwan, O.; Kerbaj, F.; et 

al. Extensively drug-resistant Acinetobacter baumannii in a Lebanese intensive care unit: Risk factors for acquisition and deter-

mination of a colonization score. J. Hosp. Infect. 2016, 92, 47–53. https://doi.org/10.1016/j.jhin.2015.10.007. 

37. da Silva, K.E.; Maciel, W.G.; Croda, J.; Cayô, R.; Ramos, A.C.; de Sales, R.O.; Kurihara, M.N.L.; Vasconcelos, N.G.; Gales, A.C.; 

Simionatto, S. A high mortality rate associated with multidrug-resistant Acinetobacter baumannii ST79 and ST25 carrying OXA-

23 in a Brazilian intensive care unit. PLoS ONE 2018, 13, e0209367. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209367. 

38. Giannitsioti, E.; Louka, C.; Mamali, V.; Kousouli, E.; Velentza, L.; Papadouli, V.; Loizos, G.; Mavroudis, P.; Kranidiotis, G.; 

Rekleiti, N.; et al. Bloodstream Infections in a COVID-19 Non-ICU Department: Microbial Epidemiology, Resistance Profiles 

and Comparative Analysis of Risk Factors and Patients’ Outcome. Microorganisms 2022, 10, 1314. 

39. Sathyakamala, R.; Peace, A.R.; Shanmugam, P. A Comparative Study on Bacterial Co-Infections and Prevalence of Multidrug 

Resistant Organisms among Patients in COVID and Non-COVID Intensive Care Units. J. Prev. Med. Hyg. 2022, 63, E19. 



Antibiotics 2023, 12, 1551  14  of  16 
 

40. Barbato, D.; Castellani, F.; Angelozzi, A.; Isonne, C.; Baccolini, V.; Migliara, G.; Marzuillo, C.; De Vito, C.; Villari, P.; Romano, 

F.;  et  al.  Prevalence  survey  of  healthcare-associated  infections  in  a  large  teaching  hospital.  Ann.  Ig.  2019,  31,  423–435. 

https://doi.org/10.7416/ai.2019.2304. 

41. Sharifipour, E.; Shams, S.; Esmkhani, M.; Khodadadi, J.; Fotouhi-Ardakani, R.; Koohpaei, A.; Doosti, Z.; Ej Golzari, S. Evaluation 

of  bacterial  co-infections  of  the  respiratory  tract  in  COVID-19  patients  admitted  to  ICU.  BMC  Infect. Dis.  2020,  20,  646. 

https://doi.org/10.1186/s12879-020-05374-z. 

42. Migliara, G.; Baccolini, V.; Isonne, C.; Cianfanelli, S.; Di Paolo, C.; Mele, A.; Lia, L.; Nardi, A.; Salerno, C.; Caminada, S.; et al. 

Prior Antibiotic Therapy and the Onset of Healthcare-Associated Infections Sustained by Multidrug-Resistant. Antibiotics 2021, 

10, 302. https://doi.org/10.3390/antibiotics10030302. 

43. Maugeri, A.; Barchitta, M.; Battiato, S.; Agodi, A. Modeling the Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Outbreak in Sicily, Italy. Int 

J. Environ. Res. Public. Health 2020, 17, 4964. https://doi.org/10.3390/ijerph17144964. 

44. Bengoechea, J.A.; Bamford, C.G. SARS-CoV-2, bacterial co-infections, and AMR: The deadly trio in COVID-19? EMBO Mol. Med. 

2020, 12, e12560. https://doi.org/10.15252/emmm.202012560. 

45. Maugeri, A.; Barchitta, M.; Battiato, S.; Agodi, A. Estimation of Unreported Novel Coronavirus (SARS-CoV-2) Infections from 

Reported  Deaths:  A  Susceptible-Exposed-Infectious-Recovered-Dead  Model.  J.  Clin.  Med.  2020,  9,  1350. 

https://doi.org/10.3390/jcm9051350. 

46. Zahariadis, G.; Gooley, T.A.; Ryall, P.; Hutchinson, C.; Latchford, M.I.; Fearon, M.A.; Jamieson, F.B.; Richardson, S.; Kuschak, 

T.; Mederski, B. Risk of ruling out severe acute respiratory syndrome by ruling  in another diagnosis: Variable  incidence of 

atypical bacteria coinfection based on diagnostic assays. Can. Respir. J. 2006, 13, 17–22. https://doi.org/10.1155/2006/862797. 

47. Lee, N.; Chan, P.K.; Yu, I.T.; Tsoi, K.K.; Lui, G.; Sung, J.J.; Cockram, C.S. Co-circulation of human metapneumovirus and SARS-

associated  coronavirus  during  a  major  nosocomial  SARS  outbreak  in  Hong  Kong.  J.  Clin.  Virol.  2007,  40,  333–337. 

https://doi.org/10.1016/j.jcv.2007.08.015. 

48. Alfaraj, S.H.; Al-Tawfiq, J.A.; Altuwaijri, T.A.; Memish, Z.A. Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus and Pulmonary 

Tuberculosis Coinfection: Implications for Infection Control. Intervirology 2017, 60, 53–55. https://doi.org/10.1159/000477908. 

49. Alfaraj, S.H.; Al-Tawfiq, J.A.; Alzahrani, N.A.; Altwaijri, T.A.; Memish, Z.A. The impact of co-infection of influenza A virus on 

the  severity  of  Middle  East  Respiratory  Syndrome  Coronavirus.  J.  Infect.  2017,  74,  521–523. 

https://doi.org/10.1016/j.jinf.2017.02.001. 

50. Arabi, Y.M.; Al-Omari, A.; Mandourah, Y.; Al-Hameed, F.; Sindi, A.A.; Alraddadi, B.; Shalhoub, S.; Almotairi, A.; Al Khatib, K.; 

Abdulmomen, A.; et al. Critically Ill Patients with the Middle East Respiratory Syndrome: A Multicenter Retrospective Cohort 

Study. Crit. Care Med. 2017, 45, 1683–1695. https://doi.org/10.1097/CCM.0000000000002621. 

51. Wiersinga, W.J.; Rhodes, A.; Cheng, A.C.; Peacock, S.J.; Prescott, H.C. Pathophysiology, Transmission, Diagnosis, and Treatment 

of Coronavirus Disease 2019 (COVID-19): A Review. JAMA 2020, 324, 782–793. https://doi.org/10.1001/jama.2020.12839. 

52. Mirzaei, R.; Goodarzi, P.; Asadi, M.; Soltani, A.; Aljanabi, H.A.A.; Jeda, A.S.; Dashtbin, S.; Jalalifar, S.; Mohammadzadeh, R.; 

Teimoori, A.; et al. Bacterial co-infections with SARS-CoV-2. IUBMB Life 2020, 72, 2097–2111. https://doi.org/10.1002/iub.2356. 

53. Zhou, F.; Yu, T.; Du, R.; Fan, G.; Liu, Y.; Liu, Z.; Xiang, J.; Wang, Y.; Song, B.; Gu, X.; et al. Clinical course and risk factors for 

mortality of  adult  inpatients with COVID-19  in Wuhan, China: A  retrospective  cohort  study. Lancet  2020,  395,  1054–1062. 

https://doi.org/10.1016/S0140-6736(20)30566-3. 

54. Silva, D.L.; Lima, C.M.; Magalhães, V.C.R.; Baltazar, L.M.; Peres, N.T.A.; Caligiorne, R.B.; Moura, A.S.; Fereguetti, T.; Martins, 

J.C.; Rabelo, L.F.; et al. Fungal and bacterial coinfections increase mortality of severely  ill COVID-19 patients. J. Hosp. Infect. 

2021, 113, 145–154. https://doi.org/10.1016/j.jhin.2021.04.001. 

55. Maes, M.; Higginson, E.; Pereira-Dias, J.; Curran, M.D.; Parmar, S.; Khokhar, F.; Cuchet-Lourenço, D.; Lux, J.; Sharma-Hajela, 

S.; Ravenhill, B. Ventilator-associated pneumonia in critically ill patients with COVID-19. Critical Care 2021, 25, 1–11. 

56. Sreenath, K.; Batra, P.; Vinayaraj, E.; Bhatia, R.; SaiKiran, K.; Singh, V.; Singh, S.; Verma, N.; Singh, U.B.; Mohan, A. Coinfections 

with other respiratory pathogens among patients with COVID-19. Microbiol. Spectr. 2021, 9, e00163–e00121. 

57. Khurana, S.; Singh, P.; Sharad, N.; Kiro, V.V.; Rastogi, N.; Lathwal, A.; Malhotra, R.; Trikha, A.; Mathur, P. Profile of co-infections 

& secondary infections in COVID-19 patients at a dedicated COVID-19 facility of a tertiary care Indian hospital: Implication on 

antimicrobial resistance. Indian J. Med. Microbiol. 2021, 39, 147–153. https://doi.org/10.1016/j.ijmmb.2020.10.014. 

58. Lautenbach, E.; Synnestvedt, M.; Weiner, M.G.; Bilker, W.B.; Vo, L.; Schein, J.; Kim, M. Epidemiology and impact of imipenem 

resistance in Acinetobacter baumannii. Infect. Control. Hosp. Epidemiol. 2009, 30, 1186–1192. https://doi.org/10.1086/648450. 

59. Friedman, N.D.; Temkin, E.; Carmeli, Y. The negative impact of antibiotic resistance. Clin. Microbiol. Infect. 2016, 22, 416–422. 

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2015.12.002. 

60. Boinett, C.J.; Cain, A.K.; Hawkey, J.; Do Hoang, N.T.; Khanh, N.N.T.; Thanh, D.P.; Dordel, J.; Campbell, J.I.; Lan, N.P.H.; Mayho, 

M.; et al. Clinical and laboratory-induced colistin-resistance mechanisms in Acinetobacter baumannii. Microb. Genom. 2019, 5, 

e000246. https://doi.org/10.1099/mgen.0.000246. 

61. Lee, C.R.; Lee, J.H.; Park, M.; Park, K.S.; Bae, I.K.; Kim, Y.B.; Cha, C.J.; Jeong, B.C.; Lee, S.H. Biology of Acinetobacter baumannii: 

Pathogenesis, Antibiotic Resistance Mechanisms, and Prospective Treatment Options. Front. Cell. Infect. Microbiol. 2017, 7, 55. 

https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.00055. 



Antibiotics 2023, 12, 1551  15  of  16 
 

62. Clancy, C.J.; Schwartz, I.S.; Kula, B.; Nguyen, M.H. Bacterial superinfections among persons with coronavirus disease 2019: A 

comprehensive review of data from postmortem studies. Open Forum Infect Dis. 2021, 8(3):ofab065. doi: 10.1093/ofid/ofab065. 

63. Vijay, S.; Bansal, N.; Rao, B.K.; Veeraraghavan, B.; Rodrigues, C.; Wattal, C.; Goyal, J.P.; Tadepalli, K.; Mathur, P.; Venkateswaran, 

R. Secondary infections in hospitalized COVID-19 patients: Indian experience. Infect. Drug Resist. 2021, 14, 1893–1903. 

64. Puzniak, L.; Bauer, K.A.; Yu, K.C.; Moise, P.; Finelli, L.; Ye, G.; De Anda, C.; Vankeepuram, L.; Gupta, V. Effect of inadequate 

empiric antibacterial therapy on hospital outcomes in SARS-CoV-2-positive and-negative US patients with a positive bacterial 

culture: A multicenter evaluation from March to November 2020. In Proceedings of the Open Forum Infectious Diseases, 2021; 

p. ofab232. 

65. Pourajam, S.; Kalantari, E.; Talebzadeh, H.; Mellali, H.; Sami, R.; Soltaninejad, F.; Amra, B.; Sajadi, M.; Alenaseri, M.; Kalantari, 

F. Secondary bacterial infection and clinical characteristics in patients with COVID-19 admitted to two intensive care units of 

an academic hospital in Iran during the first wave of the pandemic. Front. Cell. Infect. Microbiol. 2022, 141, 784130. 

66. Boral, J.; Genç, Z.; Pınarlık, F.; Ekinci, G.; Kuskucu, M.A.; İrkören, P.; Kapmaz, M.; Tekin, S.; Çakar, N.; Şentürk, E. The associa-

tion between Acinetobacter baumannii infections and the COVID-19 pandemic in an intensive care unit. Sci. Rep. 2022, 12, 20808. 

67. Costa, R.L.d.; Lamas, C.d.C.; Simvoulidis, L.F.N.; Espanha, C.A.; Moreira, L.P.M.; Bonancim, R.A.B.; Weber, J.V.L.A.; Ramos, 

M.R.F.; Silva, E.C.d.F.; Oliveira, L.P.d. Secondary infections in a cohort of patients with COVID-19 admitted to an intensive care 

unit: Impact of gram-negative bacterial resistance. Revista do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo 2022, 64, e6. 

68. Tsai, H.T.; Wang, J.T.; Chen, C.J.; Chang, S.C. Association between antibiotic usage and subsequent colonization or infection of 

extensive drug-resistant Acinetobacter baumannii: A matched case-control study in intensive care units. Diagn. Microbiol. Infect 

Dis. 2008, 62, 298–305. https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2008.06.017. 

69. Barchitta, M.; Maugeri, A.; La Rosa, M.C.; La Mastra, C.; Murolo, G.; Basile, G.; Agodi, A. Carbapenem Consumption and Rate 

of  carbapenemresistant  gram-negative  bacteria:  Results  from  the  Sicilian  Surveillance  System. Ann.  Ig.  2021,  33,  289–296. 

https://doi.org/10.7416/ai.2020.2402. 

70. Ceparano, M.; Baccolini, V.; Migliara, G.; Isonne, C.; Renzi, E.; Tufi, D.; De Vito, C.; De Giusti, M.; Trancassini, M.; Alessandri, 

F.; et al. Acinetobacter baumannii Isolates from COVID-19 Patients in a Hospital Intensive Care Unit: Molecular Typing and 

Risk Factors. Microorganisms 2022, 10, 722. 

71. Gong, Y.; Shen, X.; Huang, G.; Zhang, C.; Luo, X.; Yin, S.; Wang, J.; Hu, F.; Peng, Y.; Li, M. Epidemiology and resistance features 

of Acinetobacter baumannii isolates from the ward environment and patients in the burn ICU of a Chinese hospital. J. Microbiol. 

2016, 54, 551–558. https://doi.org/10.1007/s12275-016-6146-0. 

72. Uwingabiye, J.; Lemnouer, A.; Roca, I.; Alouane, T.; Frikh, M.; Belefquih, B.; Bssaibis, F.; Maleb, A.; Benlahlou, Y.; Kassouati, J.; 

et al. Clonal diversity and detection of carbapenem resistance encoding genes among multidrug-resistant. Antimicrob. Resist. 

Infect. Control. 2017, 6, 99. https://doi.org/10.1186/s13756-017-0262-4. 

73. Thoma, R.; Seneghini, M.; Seiffert, S.N.; Vuichard Gysin, D.; Scanferla, G.; Haller, S.; Flury, D.; Boggian, K.; Kleger, G.R.; Fil-

ipovic, M.; et al. The challenge of preventing and containing outbreaks of multidrug-resistant organisms and Candida auris 

during the coronavirus disease 2019 pandemic: Report of a carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii outbreak and a sys-

tematic review of the literature. Antimicrob. Resist. Infect. Control. 2022, 11, 12. https://doi.org/10.1186/s13756-022-01052-8. 

74. Wareth, G.; Linde, J.; Nguyen, N.H.; Nguyen, T.N.M.; Sprague, L.D.; Pletz, M.W.; Neubauer, H. WGS-Based Analysis of Car-

bapenem-Resistant Acinetobacter baumannii in Vietnam and Molecular Characterization of Antimicrobial Determinants and 

MLST in Southeast Asia. Antibiotics 2021, 10, 563. https://doi.org/10.3390/antibiotics10050563. 

75. Hammerum, A.M.; Hansen, F.; Skov, M.N.; Stegger, M.; Andersen, P.S.; Holm, A.; Jakobsen, L.; Justesen, U.S. Investigation of a 

possible outbreak of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii in Odense, Denmark using PFGE, MLST and whole-ge-

nome-based SNPs. J. Antimicrob. Chemother. 2015, 70, 1965–1968. https://doi.org/10.1093/jac/dkv072. 

76. PubMLST.  Profile  Information  for  ST-281  (MLST  (Oxford)).  Available  online:  https://pubmlst.org/bigsdb?page=pro-

fileInfo&db=pubmlst_abaumannii_seqdef&scheme_id=1&profile_id=281 (accessed on 1 May 2023). 

77. Ramirez,  M.S.;  Bonomo,  R.A.;  Tolmasky,  M.E.  Carbapenemases:  Transforming.  Biomolecules  2020,  10,  720. 

https://doi.org/10.3390/biom10050720. 

78. Almasaudi,  S.B.  spp.  as  nosocomial pathogens: Epidemiology  and  resistance  features.  Saudi  J. Biol. Sci.  2018,  25,  586–596. 

https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2016.02.009. 

79. ECDC. Assessing the Health Burden of Infections with Antibiotic‐Resistant Bacteria in the EU/EEA, 2016–2020; ECDC: Solna, Sweden, 

2022. 

80. Secondo Studio di Prevalenza Italiano sulle Infezioni Correlate all’assistenza e sull’uso di Antibioticinegli Ospedali per Acuti–Protocollo 
ECDC; Dipartimento Scienze della Salute Pubblica e Pediatriche, Università di Torino: 2018. Available online: https://www.sa-

lute.gov.it/imgs/C_17_pubblicazioni_2791_allegato.pdf (accessed on 1 May 2023). 

81. Agodi, A.; Auxilia, F.; Barchitta, M.; Brusaferro, S.; D’Errico, M.M.; Montagna, M.T.; Pasquarella, C.; Tardivo, S.; Mura, I.; SPIN-

UTI network of  the GISIOWorking Group of  the  Italian Society of Hygiene, P.e.M.a.P.H.S. Antibiotic consumption and  re-

sistance: Results of the SPIN-UTI project of the GISIO-SItI. Epidemiol. Prev. 2015, 39, 94–98. 

82. Alvarez-Uria, G.; Midde, M. Trends and factors associated with antimicrobial resistance of Acinetobacter spp. invasive isolates 

in Europe: A country-level analysis. J. Glob. Antimicrob. Resist. 2018, 14, 29–32. https://doi.org/10.1016/j.jgar.2018.05.024. 



Antibiotics 2023, 12, 1551  16  of  16 
 

83. Antimicrobial Resistance Collaborators. Global burden of bacterial antimicrobial resistance in 2019: A systematic analysis. Lan‐

cet 2022, 399, 629–655. https://doi.org/10.1016/S0140-6736(21)02724-0. 

84. Mangioni, D.; Fox, V.; Chatenoud, L.; Bolis, M.; Bottino, N.; Cariani, L.; Gentiloni Silverj, F.; Matinato, C.; Monti, G.; Muscatello, 

A.;  et al. Genomic Characterization of Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii  (CRAB)  in Mechanically Ventilated 

COVID-19 Patients and Impact of Infection Control Measures on Reducing CRAB Circulation during the Second Wave of the 

SARS-CoV-2 Pandemic in Milan, Italy. Microbiol. Spectr. 2023, 11, e0020923. https://doi.org/10.1128/spectrum.00209-23. 

85. Woon,  J.J.; Ahmad Kamar, A.; Teh, C.S.J.; Idris, N.; Zhazali, R.; Saaibon, S.; Basauhra Singh, H.K.; Charanjeet Singh,  J.K.G.; 

Kamarulzaman, A.; Ponnampalavanar, S. Molecular Epidemiological Investigation and Management of Outbreak Caused by 

Carbapenem-Resistant  Acinetobacter  baumannii  in  a  Neonatal  Intensive  Care  Unit.  Microorganisms  2023,  11,  1073. 

https://doi.org/10.3390/microorganisms11041073. 

86. Tenover, F.C.; Arbeit, R.D.; Goering, R.V.; Mickelsen, P.A.; Murray, B.E.; Persing, D.H.; Swaminathan, B. Interpreting chromo-

somal DNA restriction patterns produced by pulsed-field gel electrophoresis: Criteria for bacterial strain typing. J. Clin. Micro‐

biol. 1995, 33, 2233–2239. https://doi.org/10.1128/jcm.33.9.2233-2239.1995. 

87. Harding, C.M.; Hennon, S.W.; Feldman, M.F. Uncovering the mechanisms of Acinetobacter baumannii virulence. Nat. Rev. Mi‐

crobiol. 2018, 16, 91–102. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2017.148. 

88. Rafei, R.; Osman, M.; Dabboussi, F.; Hamze, M. Update on the epidemiological typing methods for Acinetobacter baumannii. 

Future Microbiol. 2019, 14, 1065–1080. https://doi.org/10.2217/fmb-2019-0134. 

89. Johnson, J.K.; Robinson, G.L.; Zhao, L.; Harris, A.D.; Stine, O.C.; Thom, K.A. Comparison of molecular typing methods for the 

analyses  of  Acinetobacter  baumannii  from  ICU  patients.  Diagn.  Microbiol.  Infect.  Dis.  2016,  86,  345–350. 

https://doi.org/10.1016/j.diagmicrobio.2016.08.024. 

90. Agodi, A.; Barchitta, M.; Cipresso, R.; Giaquinta, L.; Romeo, M.A.; Denaro, C. Pseudomonas aeruginosa carriage, colonization, 

and infection in ICU patients. Intensive Care Med. 2007, 33, 1155–1161. https://doi.org/10.1007/s00134-007-0671-6. 

91. Bartual,  S.G.;  Seifert, H.; Hippler, C.;  Luzon, M.A.; Wisplinghoff, H.; Rodríguez-Valera,  F. Development  of  a 

multilocus  sequence  typing  scheme  for  characterization  of  clinical  isolates  of Acinetobacter  baumannii.  J Clin 

Microbiol 2005, 43, 4382-4390, doi:10.1128/jcm.43.9.4382-4390.2005. 

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual au-

thor(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to 

people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content. 

 


