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 Una delle zoonosi piu diffuse al mondo (500,000 casi I’lanno)
e [Infezioni nell’'uomo non sono letali

e Zoonosi sottovalutata “negletta” che crea problemi di sanita
pubblica

 Brucella e un patogeno poco studiato

Y

Annwal incidence of brucellosis
per 1000 000 population
=500

[ 50-500 cases

N 10-50

[ 2-10

- <2

[ Possibily endemic, no data
[ ] Mon-endemic/no data

Figure 1: Worldwide incidence of human brucellosis Pappas et al. 2006
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Mediterraneo

Neglected disease in the
developing countries
“neglected disease of the
poverty” in Europe
(Hotez and Gurwith 2011)

Y

Pappas et al. 2006
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1200 \ —=&— incidenza notifiche

numero casi notificati
incidenza casi notificati

1998 1882 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2009 2007 2008 2009 2010

Negli anni ‘70 incidenza di 5 casi per 100000
mentre attualmente si registra incidenza 0,2
L'89% dei casi notificati tra il 1998 e il 2010 sone

. . .. . . . Incidenza brucellosi umana
stati registrati in Campania, Puglia, Calabria e ne 2008
e Siclilia. Wo042al12 (4)
Wo0,13 a 0,42 (5
[10,04 a 0,13 (2) *

10,00 a 0,04 (9)

Graziani, C., Mancini, F.R., Adone, R., Marianelli, C., Pasquali, P., Rizzo, C., Bella, A:; De Massis, F., Danzetta,M.L., Calistri, P.,
Primavera, A., Ruocco, L., Busani, L., 2013. La brucellosi in Italia dal 1998 al 2011. Rapporti ISTISIAN 13/45, 75 p.



e  Brucella evoluzione

Rapet™

e Brucella e geneticamente monomorfica
e Ricombinazione omologa e assente

Ancestrale
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Mutati , '
Gli SNPs possono essere presenti sull'intero genoma quindi
se esaminiamo e compariamo pil genomi Si POSSONO

identificare mutazioni anche in contesti temporali ristretti.

6066

 Bassa diversita genomica
» Selezione pertbottlenecking
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 Epidemiologia molecolare cerca relazioni fenotipiche
e genetiche degli agenti responsabili di malattie
Infettive per suggerire laloro sorgente, le loro
relazioni biologiche, le vie di trasmissione
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Paamont Emilla. Bomagne.

8 obartus blovar 1 . & Opoims biouor &
B obartus blovy & Y & metens: blavar 3
B maltenss tiovar 3

Abouzzn
Catte
& aberfus biover 3
Lazio
Sarte & aberfus biover &

wiater butfalo i Moltse

1 & aberfus biover 3
B aborfus biover &
& meenz: blovar 3

Fuglic
& aorns blavar |
& abortus blavar 3

B. abortus (biovar 1,2,3,4,5,6,9)
B. melitensis (biovar 1,2,3)

B. suis (biovar 1-5)

B. ovis — fEtst

Sy B abartss blavar &
B obartus blovr 3 N B maitencs siovar 3

Baslicala
£ abartus biowar 3

B. canis

Figure |
@eographic distribution of Brvcelia strains isolated from cattie and water buffalc in Iraly betwesn 2001

B. neotomae
B. ceti
B. pinnipedialis

B. microti

Campania
& mettenst blovar 3

Catabia
Sy . & meltenss blovar 2
& melfenss blovar 3 & oborfus blovor 3

Typing of Brucella field strains isolated from livestock it

Geographic distribution of Srucelia strains isolated from sheep and goatsin haly between 2001 and 2006

populations in Italy between 2001 and 2006

B. abortus biovar 1, 3, 6
Elisabetta Di Giannatale', Fabrizio De Massis® *, Massimo Ancora', . . .
Katiuscia Zilli™" & Alessandra Alessiani'™ B . m EI Ite n S I S b I Ova r 3
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%ee  Obiettivi del progetto di ricerca

* Tipizzazione molecolare degli isolati di Brucella
provenienti dal territorio italiano

* Analisi del genoma completo dei ceppi
rappresentativi di cluster circolanti in Italia

e Sviluppo di un sistema di tipizzazione per la
sorveglianza epidemiologica

Y
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Metodi su base genomica:

Diventati disponibili dal momento

che sono state disponibili le prime

Sequenze complete di Brucella

1. dati generati da tali approcci
sono facilmente conservabili e
comparabili laboratori

2. Approccio multi locus mitiga gli
errori che potrebbero generarsi
con le metodiche a locus
singolo

3. Vantaggiosi perché utilizzano
marker a diversa velocita di
mutazione

RFLF PEGE Ribotyping

L /

I
PATTERM-BASED
UsIMNG
RESTRICTION

i

Brucella typing

RAPD rep-PCR AFLP
]

I
PATTERMN-BASED
USING PCR |

1982 1984 1988 1%8% 1591 1995 1997 1998 20
F1 ! \

MLVA MLST SHP

]

T
SEQUENMCE-BASED
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B. Abortus
6 Gt 6 Gt

B. Melitensis

MLST

B. Suis B. Marinae
6 Gt 5 Gt

Bl E.meliensis
I B.csiaceas
B.ows
B pinnipediag
B E.canis
Bl C.nectomae
Bl G.abortus
Bl B.suis

b&

b2

Whatmore et al.:2007
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Variable Number Tandem Repeats _ o
sono sequenze di DNA che possono variare da 2 fino a 100 nucleotidi
organizzate in domini ripetuti

ATTCGATTCGATTCG
ATTCG e ripetuta 3 volte
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Z M LVAban k for Microbes Genotyping

Public Databases

HOOF-Prints

Brucella v4
MLVA8-MLVA10-MLVA11-MLVA15-MLVA16 Orsay

Owned by public_databases

MLVA21 Weybridge
MLVA15 Flagstaff
MLVA10 Ames

Bricker et al. 2003, Le Fleche et al. 2006 Whatmore et al (2006), Tiller et al (2010) LSEVII journal homapage: wivw.elsevier com/iocate /jmicmeth

Journal of Microbislogical Methods 92 (2013) 103-107

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Journal of Microbiological Methods

MNote

MLVA-16 loci panel on Brucella spp. using multiplex PCR and multicolor @L.mm_
M LVA - 1 capillary electrophoresis

Giuliano Garofolo *, Massimo Ancora, Elisabetta Di Giannatale

Istinuro Zooprofilamica Sperimentale delfAbrizzo ¢ del Molise °C. Caporale” — Narional and Off Reference Laboratory for Bruceilosis, iraly

Esistenza di un database online

Article history: The Multi Locus Variable Number Tandem Repeat Analysis 16 loci panel {MLVA-16), involving singlep lex
Received 24 August 2012 PCRs and agarose gel electrop horesis, is the standard genotyping method for Bruceda spp. used also for the
Ruceiyal ki-vevisad Forn & Noveober 3003 Brucells intern aional online database. We describe an alternative, reliable, high-throughput MLVA-16 proocol

Accepted & November 2012 : color-& "
oo ot rorke MR using multiplex PCRs and multicolor capillary electrophoresis.

© 2012 Elsevier BV, All rights reserved.

Keywords:

MLVA

Capillary electrophoresis
Bruceli spp

Cenoeyping

Infection, Genetics and Evolution 19 {2013 55-70

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect T
and Evclution

Infection, Genetics and Evolution

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/meegid

Investigating genetic diversity of Brucella abortus and Brucella melitensis @Cmmk
in Italy with MLVA-16

Giuliano Garofolo*#*, Elisabetta Di Giannatale®, Fabrizio De Massis®, Katiuscia Zilli®, Massimo Ancora®,
Cesare Camma®, Paolo Calistri?, Jeffrey T. Foster®

*stituro Zooprofilattico Sperimentale del’Abruzzo e Molise “G. Caporaie”, Narional and OIE Reference Laborawry for Brucellosis. Via Campo Boario, 64100 Teramo, iraly
" Center for Micrabial Genetics & Genomics, Northern Arizona University, Flagstaff, AZ 86011-4073, USA
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WGS
Reference assisted — SNPs

Sequenze con lllumina NextSegq™ 500
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Variant calling di alta qualita ’7

AGT AGG TGT TGT



Metodo di analisi

» FASTQC per controllo qualita

» BWAmMem per mappare le sequenze

» SNVs usando GATK con metodo UnifiedGenotyper
» |SG per estrarre gli SNVs da tutti | genomi
>
,
,
,
m

Ispezione dei SNV usando un BAM viewer

SNPs coverage > 30X
SNPs proporzione > 90%
SNPs da regioni duplicate vengono rimossi come quelli definiti ambigui e

ancanti in tutti gli altri genomi



Costruire albero fillogenetico

> Sl puo costruire un albero filogentico usando il metodo
Neighbour-Joining (NJ) methods

» Ma si preferisce il metodi di massima verosimiglianza:
RaxML e FastTree

» Verifica della filogenesi con metodo di massima parsimonia
» Bootstrap viene utilizzato per verificare la filogenesi



IZSAM c.caporaLE
“,:\ TERAMO

San Benedetto g
del Tronto

Termali
7

I Campomaring:
A

-- ﬂ'l"-v‘""‘ r_ﬂ LﬂﬂI.'ID .-...-: J .
?l‘r]hrEnm '-_,==|r'“"’" & FLr 7 j
0 e e R
ol ‘Santa Croce . di Civil

e 3 di aglF&nu J."I.t'
- j'. X h“{\‘p "ﬂ.".".:"‘i.

oo Sover Y
t$ernm o,

||'| _ a .;..

I.HI'H:I £ a e !E ol T ) :_- . iy
Sessaﬂ%rﬁ # rff," Rt M
\ . elEEe ¥ PiEtrElC’éEl d m i gy
J ; i 1
i \ | 557 | l_t-Jm 4 L= rFamﬂm:: mnﬁfmi'-" e ‘ 4 1



mas
Ié“'-‘ IZSAM c.caporaLE
-e% TERAMO
‘\
S
n SaN
oSt
Snnu

Tianla :l:l
|
|

32015
4/2015
L/20ls
AI2015
T/2015

Epi Curve
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19 aziende
41 isolati

Focolaio
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MLVA

Genotipo 87
West Mediterranean

MLVA11l

Isolato Italiano I I

@ Viest Mediteranean
@ italia

® East Mediterranean
@ Costa Rica

® America

@ fsia

Infeeticn, Geeetics and Bwshaion 19 [2013) 5570
Contents lists available ot SciVierse ScienceDirect

Infection, Genetics and Evolution

journal hamepage: www, alsovi

Investigating genetic diversity of Brucella abortus and Brucella melitensis @mm
in Italy with MLVA-16

Giuliane Garofolo®*, Elisabetta Di Giannatale®, Fabrizio De Massis®, Katiuscia Zilli*, Massimo Ancora®,
Cesare Camma®, Paolo Calistri®, Jeffrey T. Foster®

 stir Mallse "G Caporale”, Nafional and OFF Reference Laboraiory for Bruceiisis, Via Campo Boario, 4100 Terania, italy
*Center Jor Microbisd Genesics Br Geamics, Morthern Arizana Univerity, Flagatafl AZ 850118073, UEA




Genotipo MLVA11 identico o

Mutazioni per 3 dei cinque loci ipervariabilil!!! )
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WGS B. melitensis approccio globale
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B. melitensis from Italy
maes®
Brucella melitensis bv. 3 str. Ether
Strain also known as NCTC10509: ATCC
23458;: BCCN R3. This is the Brucella
melitensis biovar 3 reference strain
ke sl originally isolated by Prof. G. Gargani
B N Cni (Univ. di Firenze, Italy) from a goat in Italy
T %m-w“mm in 1961 (Meyer and Morgan 1973).

F. rrrieferrnsy BT 2
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RESEARCH ARTICLE

A repfrenrn 35

FIG 2 Phydogenetic traz showing the position of the medieval Geridu- | sirain
within the Ether clade. Only those S5 Ps which correlaied with sofficient cow. - ; ; ;
erage in the Geridu.1 alignment were included in the construction of the tee Recovery of a Medieval Brucella melitensis Genome Using Shotgun

Metagenomics

Gemma L. Kay»s Martin J. Sargeant.= Valentina Gluffrat= Pasquale Bandleras Marco Milanesed Barbara Bramantl=
Raffaglla Blanuccl®"8 Mark 1. Pallen®

Divisian of Microbiadogy and Infaction, WanwickMedical School, University of Wanwick, Coveriny, Unibed Kingoorr?: Diviion of Paleopathology, Daparcmeni: of
Transkrtional Rassachon Maw Techrologies in Medicing and Suigary, Unkarsity of Pea, P, kaby®; Dopatmert of Bliomedical Sdances® and Depanment of Histom?
Uinkarsity of Sasaar), Sassar, kaly; Daparoment of Biosclancas, Cant e for Ecological and Evolbatiorany Symthads, University of Oirko, Dslo, Moways: Department: of Public
Hzakh and Pediatric Sciances, Labontory of Physical Amthropolegy, Lnivarsiy of Tunin, Tunin, kake &mthrepologie Bioodbonslks, Dict, Ethiguae ot Samté, Ax Marsalle
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SNPs analysis

2 clusters

41 isolati separati da
> 200 SNPs
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Epi Curve
Grouped by column “Epi Info”
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Whole Genome Sequencing
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O Sample collection and @ Sequencing Data reduction Downstream

Experimental experimental design [ Data management [ analyses
e design
collection

100% _

| Mappedreads |
|____l'_BAM, CRAM, MRF}___:

management

‘Data reduction

High-level summaries
(VCF, Peaks, RPKM)

Downstream analyses

(differential expression, 0% =
novel TARs, regulatory Pre-NGS Now Future
NeLNOTS: ol (Approximately 2000)  (Approximately 2010)  (Approximately 2020)

Sboner, Andrea, et al. "The real cost of sequencing: higher
than you think!." Genome biology 12.8 (2011): 125.
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Guerra e Pace in 140 caratteri
Finiranno nel 2138 (non abbiamo mica fretta)
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Guerra e pace




4
J

e
Sy !
& ““__‘s‘k

S5
g
- n
wa

9y

(/

[

O IZSAM c.caporaLE
“\‘\ TERAMO

[ [
Conclusioni
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¢ MLVA e un’alternativa valida ed economica

 WGS tramite NGS non puo essere utilizzato per
ottenere MLVA

 SNP analysis e estremamente risolutiva ma male
interpreta i fenomeni di riombinazione

e Nessun metodo genomico puo rimpiazzare
'epidemiologia tradizionale )‘
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Next

Who infected whom

Verificare la data di introduzione della
Brucellosi

Brucellosi e metagenomica

Genomica comparativa per testare I'evoluzione
della virulenza di Brucella )‘
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