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Brucellosi

• È la Zoonosi più importante a livello mondiale

• Ma rimane uno dei microrganismi meno caratterizzati

• Probabilmente perchè è raramente letale anche se non curata è 
una patologia cronica e debilitante

Pappas et al. 2006



Brucellosi

Mediterraneo

Viene definita una patologia negletta nei paesi 
in via di sviluppo.
EUROPA è negletta nelle le fasce di povertà

Pappas et al. 2006



Status Quo

La brucellosi è una patologia riemergente in 

EUROPA?

In ITALIA?

Le origini, la trasmissione e la dinamica di 

una malattia si possono interpretare con 

l’uso combinato della epidemiologia 

tradizionale e della epidemiologia molecolare



• L’epidemiologia tradizionale cerca le 

relazioni che ci sono tra gente, animali, 

posti e oggetti che possono aver 

contribuito alla diffusione di una malattia



• Ma non si possono intervistare solo le 

persone!



si possono intervistare

I PATOGENI!!!!!!



• Epidemiologia molecolare cerca relazioni fenotipiche e 

genetiche degli agenti responsabili di malattie infettive  per 

suggerire la loro sorgente, le loro relazioni biologiche, le vie di 

trasmissione



Epidemiologia molecolare

• La capacità di differenziare isolati batterici 

anche di una stessa specie è essenziale per una 

sorveglianza epidemiologica. Questa necessità 

è vecchia come la batteriologia stessa.
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Fagotipo



Fenotipo



Problemi della fenotipizzazione

• Alcuni ceppi che reagiscono in maniera non 

canonica

• Eventuale necessità di aumentare il

pannello

• Reagenti non facilmente reperibili

• Difficoltà nella standardizzazione

• Espressione variabile



Fenotipizzazione

• Anche se utile non è il metodo adatto per capire la

struttura della popolazione e la sua dinamica

• il fenotipo non riflette il genotipo del microrganismo e

di conseguenza può non essere un marker affidabile.



Metodi molecolari Brucella

• Le 6 specie classiche di Brucella presentano
un’omologia nucleotidica ≥90%

• PFGE (pochi studi e poca variabilità)

• Insertion sequence based typing (IS711)

• PCR typing (AMOS – Bruceladder)

• PCR RFLP Omp2 e Omp25



Metodi molecolari Caratterizzazione Brucella

• Sono necessari per Ia sorveglianza e 

l’epidemiologia

• ma è importante

- accurati

- riproducibili



MLVA/MLST

• Approccio di tipizzazione su intero genoma



MultiLocus Sequence Typing MLST

• Caratterizza la brucella

• Definisce la dinamica della popolazione

Whatmore et al. 2007



MLST

• Sequenze nucleotidiche di geni(450-500 bp)

• Per ogni sequenza si definisce un numero allelico

• La combinazione di più alleli determina il ST
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B. ceti isolato Italia

Cluster stenella delfino

Marquat et al. 2009



Variable Number Tandem Repeats
sono sequenze di DNA che possono 
variare da 2 fino a 100 nucleotidi 
organizzate in domini ripetuti

MLVA

ATTCGATTCGATTCG
ATTCG è ripetuta 3 volte



Non per tutte le specie batteriche è

sviluppabile un sistema di tipizzazione MLVA,

perchè la presenza di VNTRs è variabile

all’interno del genoma.

B. anthracis, Y. pestis, M. tuberculosis, Brucella, E. coli O157:H7,
Legionella pneumophila, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Borrelia burgdorferi, Francisella tularensis tularensis, Coxiella burnetii, Neisseria
meningitidis, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei
•

• semplice per i laboratori che usano metodi di pcr

• il costo delle analisi è molto contenuto

• I dati possono essere riprodotti e analizzati da diversi

laboratori permettendo di creare facilmente una banca

dati condivisa



Brucella MLVA 16 loci

Al Dahouk et al., 2007, Bricker et al., 2003, Whatmore et al., 2006



Marquat et al. 2009



MLVA 16 B. melitensis

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

3
3

3
4

3
5

3
6

3
7

3
8

3
9

4
0

4
1

4
2

4
3

4
4

4
5

4
6

4
7

4
8

4
9

5
0

5
1

5
2

5
3

5
4

5
5

5
6

5
7

5
8

5
9

6
0

6
1

6
2

6
3

6
4

6
5

6
6

6
7

6
8

6
9

7
0

7
1

7
2

7
3

7
4

7
5

7
6

7
7

7
8

7
9

8
0

8
1

8
2

8
3

8
4

8
5

8
6

8
7

8
8

8
9

9
0

Gt B. melitensis

Sicilia Calabria Basilicata Campania Puglia Molise Abruzzo Sardegna Emilia Romagna

58 genotipi, con 45 che identificano un solo ceppo

Indice di clusterizzazione 50% con 43 ceppi identificati da 13 genotipi

31 genotipi in Sicilia



MLVA 16 B. abortus
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Gt B. abortus

Sicilia Calabria Basilicata Campania Puglia Molise Abruzzo Sardegna Emilia Romagna

32 genotipi, con 16 che identificano un solo ceppo

Indice di clusterizzazione 89,3% con 120 ceppi identificati da 17 genotipi



Epidemiologia molecolare

• 7 B. abortus biovar 1

• 128 abortus biovar 3

• 1 abortus RB 51

• 87 B. melitensis biovar 3

• 1 B. melitensis biovar 1

32 Gt MLVA-16

58 Gt MLVA-16 



Epidemiologia molecolare

• 1 isolato Ospedale Reggio Emilia

B. melitensis biovar. 3 

Risultato MLVA:

MLVA 11 – Gruppo East Mediterranean

MLVA 16 – omologia inferiore al 50% con i ceppi Italiani.

Anamnesi carente!!! 

(isolato da cittadino extracomunitario)



Epidemiologia molecolare

• 1 isolato Ospedale di Salerno

B. melitensis biovar 3

Risultato MLVA

MLVA 11 – Gruppo West Mediterranean

MLVA 16 – Omologia 100% con 2 isolati da 

allevamento provincia di Salerno

Forte sospetto di collegamento tra il caso 

umano e il focolaio di brucellosi ovi-

caprina.



Epidemiologia Molecolare

• 1 isolato Sardegna (regione indenne)

B. melitensis biovar 1 

Focolaio di introduzione con capre infette 

importate dalla Spagna.

Risultato MLVA -11 = Gruppo America

Gruppo America è circolante in Spagna, 

Portogallo e America Latina.

Concordanza con la caratterizzazione 

fenotipica



Prospettive future!!

• Creare una banca dati OPEN SOURCE

• Analisi MLVA da affiancare a tipizzazione 

fenotipica

• Studio retrospettivo 

Andamento del piano di eradicazione

Prima e dopo Ordinanza Ministeriale

Studi focalizzati su provincie e o comuni 

Studi su singoli allevamenti

Indagine sul ruolo dei selvatici



Prospettive future!!

• Ricerca SNPs attraverso whole genome 

sequencing

Identificazione SNPs dei cluster genetici circolanti in Italia

Studio della struttura della popolazione di Brucelle in Italia 

eventuali relazione con i territori circostanti

Ricerca dei polimorfismi che indichino l’adattamento alle singole specie

Ricerca meccanismi di attenuazione dei ceppi vaccinali

Acquisizione di un nuovo strumento di epidemiologia molecolare 

Utilizzabile anche su altre specie batteriche
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