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B. melitensis in Europa 

European Food Safety Authority. Trends and Sources of Zoonoses, 

Zoonotic Agents and Food-borne Outbreaks in 2010, EFSA Journal, 

10(3), 2012, 2597 



B. suis biovar 2 in Europa 

Presente nella popolazione di Lepri e Cinghiali in tutta Europa 

The EFSA Journal (2009) 1144, 73-112 

Spagna 

Portogallo 

Svizzera 

Danimarca 

Austria 

Germania 
Belgio 

Croazia 

Romania 

Serbia Montenegro 

Rep. Ceca Scandinavia 

Balcani 

Francia 



Francia - Spagna B. suis biovar 2 

Muñoz PM, et al.Spatial distribution and risk factors of Brucellosis in 

Iberian wildungulates., BMC Infect Dis. , 10, 2010, 46 

The EFSA Journal (2009) 1144, 73-112 

Francia - Prevalenza sierologica nel cinghiale 30% 

Spagna - Prevalenza sierologica nel cinghiale 

 25% to 46% 



ITALIA B. suis biovar 2 

Quaranta V., Farina R., Poli A., Cerri D. & Palazzo L.1995. Sulla presenza di Brucella suis biovar 2 

nella lepre in Italia. Selezione Vet, 36, 953-958 

 

Presenza B. suis biovar 2 

Assenza B. suis biovar 2 



Problemi RIemergenti in Europa 

2012-2013 Brucellosi in Belgio – 7 casi 

 (6 B. abortus- 1 B. suis biovar 2) 

2012 Brucellosi in Francia – 1 casi (1 B. melitensis) 

2012 Brucellosi in Svezia –  13 casi  (B. melitensis) 

Garofolo G., Fasanella A., Platone I., Boskani T. Wahab T. 2013. Brucellosis 

in Europe is still a threat? Reports from Italy and Sweden. Medical Biodefense 

Conference 2013 Bundeswehr Medical Academy Munich (Germany) 22-25 

ottobre 2013 



BruEPIDA 2013 (ITA-FRA-SPA) 

• Sviluppare un nuovo metodo di diagnosi 

diretto 

• Sviluppare nuovi metodi molecolari PCR 

• Sviluppare e perfezionare un metodo di 

genotipizzazione  



BruEPIDA 2013 (ITA-FRA-SPA) 



BruEPIDA 2013 (ITA-FRA-SPA) 



Diagnosi diretta 
WP1 e WP2 

• I terreni selettivi di elezione per l’isolamento di 
Brucella sono il Farrel e il Thayer-Martin 
modificato. 

1. Farrel è spesso inibitore della flora microbica 
contaminante ma inibisce la crescita di B. ovis, 
alcune B. melitensis  e B. abortus 

2. Thayer-Martin modificato permette la crescita 
di gran parte delle specie di Brucella ma al 
contempo inibisce meno la flora 
contaminante 

 



 

Marín CM, Alabart JL, Blasco JM Effect of Antibiotics Contained in 

Two Brucella Selective Media On Growth of Brucella Abortus, BMelitensis, 

and B-Ovis. , J Clin Microbiol , 34, 1996, 426-428 

Diagnosi diretta 
WP1 e WP2 



Studio sviluppo brodo selettivo 

• Piccole quantità di brucella possono essere 
amplificate in brodocoltura limitando la 
crescita dei contaminanti 

• Uso degli antibiotici secondo gli studi 
precedentemente eseguiti (Ba, Bm e Bs biovar 
2) 

• La fermentazione degli zuccheri da parte dei 
contaminanti 

  Discesa ph inibizione della crescita di Brucella 
 
 



• Testare fonti di carbonio alternativi agli esosi 

1. Carbone 

2. Glicerolo 

3. Glutammato 

Effettuare prove di sensibilità tra i 3 laboratori 

 
Brodo selettivo 

PCR diretta 

WP4 

Dynabeads sensibilizzate con LPS 

Diagnosi diretta 
WP1 e WP2 



Caratterizzazione molecolare 
WP3 

• 90% di identità nucletidica tra le sei specie classiche 
(Hoyer e McCullough, 1968).  

• Relativamente pochi polimorfismi separano le specie, in 
particolare all'interno delle specie, i ceppi sono spesso 
difficili da distinguere. 
Uno dei metodi molecolari migliori per ricercare preziose 
discriminazioni in Brucella è Multi Locus Variable Number 
Tandem Repeat (VNTR) Analisi (MLVA) 



Il protocollo MLVA-16 impiega normalmente singleplex PCR e AE. 

L'uso di elettroforesi capillare (CE) in MLVA-16 non era mai stato 

provato. Nello studio, un sistema di PCR multiplex con CE 

multicolor per il pannello MLVA-16 è stato progettato, testato e 
dimostrato di migliorare l'affidabilità. 

WP3-MLVA-16 

Scelta del pannello di loci 

 

Scelta dei materiali di riferimento 

 

Scelta degli algoritmi di analisi 

 

Gentipizzazione Bm e Bs2 



Workflow 



Brucella MLVA 16 loci 

  

 

 Locus Primer sequences (5′ to 3′) PCR mix 

concentration 

Allele size range  

Multiplex 

1 

Bruce 30 

 

F: PET- TGACCGCAAAACCATATCCTTC  

R: TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG 
0,2 μM 119-199 

Bruce 08 

 

F: PET- ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC  

R: ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC 
0,2 μM 312-384 

Bruce 11 

 

F:6FAM- CTGTTGATCTGACCTTGCAACC 

R:CCAGACAACAACCTACGTCCTG 
0,2 μM 257-1076 

Bruce 45 

 

F: 6FAM- ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG  

R: CGGGTAAATATCAATGGCTTGG 
0,2 μM 133-187 

Bruce 19 

 

F: NED - GACGACCCGGACCATGTCT  

R: ACTTCACCGTAACGTCGTGGAT 
0,2 μM 79-205 

Multiplex 

2 

Bruce 06  F: NED - GATTGCGGAACGTCTGAACT  

R: TAACCGCCTTCCACATAATCG 
0,2 μM 312-714 

Bruce 42 F: VIC- CATCGCCTCAACTATACCGTCA  

R: ACCGCAAAATTTACGCATCG 
0,12 μM 164-914 

Multiplex 

3 

Bruce 12  F: NED- CGGTAAATCAATTGTCCCATGA  

R: GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC 
0,2 μM 302-452 

Bruce 18  F: PET - TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT  

R: GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG 
0,2 μM 130-186  

Bruce 55  F: PET - TCAGGCTGTTTCGTCATGTCTT  

R: AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT 
0,2 μM 193-553 

Bruce 21  F: 6FAM - CTCATGCGCAACCAAAACA 

R: GTGGATACGCTCATTCTCGTTG 
0,2 μM                      431-463  

Bruce 04  F: VIC - CTGACGAAGGGAAGGCAATAAG  

R: TGGTTTTCGCCAATATCAACAA 
0,2 μM                      313-473  

Multiplex 

4  

Bruce 07  F: NED - GCTGACGGGGAAGAACATCTAT  

R: ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAA 
0,2 μM 134-246  

Bruce 09  F: VIC - GCGGATTCGTTCTTCAGTTATC  

R: GGGAGTATGTTTTGGTTGTACATAG 
0,2 μM 124-292  

Bruce 43  F: 6FAM - TCTCAAGCCCGATATGGAGAAT  

R: TATTTTCCGCCTGCCCATAAAC 
0,2 μM 170-194  

 Bruce 16  F: 6FAM - ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT  

R: GGCCATATCCTTCCGCAATA 
0,2 μM 227-353 



GoeBURST alghorithm PHYLOVIZ 1.0 

Per rappresentare le possibili relazioni 

evolutive tra  i vari ceppi identificati da 

profili allelici utilizzando l'algoritmo 

goeBURST, che è un perfezionamento 

dell’algoritmo eBURST, che E la sua 

espapermette di generare Minimun 

spanning tree(MST). 
Il software è free. 

Francisco AP, Vaz C, Monteiro PT, Melo-Cristino J, Ramirez M, Carrico 
JA. PHYLOViZ: phylogenetic inference and data visualization for 
sequence based typing methods. BMC Bioinformatics 2012;13:87 



Analisi Cluster NJ or UPGMA 

PAUP 

 

Profili allelici 



GeneMapper 4.1 

Panel manager 

Stabilire bin per tutti i loci 

http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/ 



WP4 
         Ricerca SNPs da Whole Genome               
Sequencing 

- Identificare i polimorfismi dei cluster circolanti in 
Francia, Spagna e Italia 

- Delucidare la storia evolutiva di B. suis biovar 2 

- Sviluppare saggi di PCR per l’identificazione rapida 
dei diversi genotipi circolanti 

MLST   MLVA    RFLP 



B. melitensis MLVA vs MLST 

ST 11 

ST nuovo 

ST nuovo 

= 250 isolati 

99% 



WP4 
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B. melitensis B. abortus B. suis biovar 2 

500 isolati 

MLVA-16 

MLST 



B. melitensis e B. suis biovar 2 

? 



WP4 

WGS B. melitensis 

WGS B. suis biovar 2 

Standardizzazione nuovi metodi di genotipizzazione 

Individuazione SNPs 

Utilizzo di SNPs in saggi PCR  

WP2 



 WP5-MALDI-TOF MS 
 

È una spettrometria di massa comunemente indicato con l'acronimo MALDI 

(dall'inglese Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization). La tecnica MALDI è 

indicata per l'analisi di composti di origine biologica quali proteine, zuccheri etc.). 

In microbiologia MALDI-TOF MS si basa sulla caratterizzazione dei profili proteici 

del microorganismo e loro successivo confronto un database di riferimento.  

http://it.wikipedia.org/wiki/Spettrometria_di_massa
http://it.wikipedia.org/wiki/Spettrometria_di_massa
http://it.wikipedia.org/wiki/Acronimo
http://it.wikipedia.org/wiki/Lingua_inglese
http://it.wikipedia.org/wiki/Proteine
http://it.wikipedia.org/wiki/Zuccheri


WP5 MALDI-TOF 

• Verificare il possibile utilizzo 

1. Strumento diagnostico  - WP2 

2. Metodo di genotipizzazione – WP3/4 



WP5 MALDI-TOF 

Africa 

Libano 

Portogallo 

Turchia 

800 isolati 

02004006008001000

Brucella melitensis clinical isolate SMI R82_11 SMI

Brucella melitensis SMI R12_209 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R13_15 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R60_09 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R26_10 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R15_08 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R12_87 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R4&5_10 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R67_08 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R12_95 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R95_11 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R14_08 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R47_08 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R13_06 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R12_65 SMI

Brucella melitensis SMI clinical isolate R13_35 SMI

Brucella melitensis clinical isolate SMI R68-11 SMI

MSP Dendrogram

Distance Level

MLVA vs MALDI-TOF 

SMI-  

Swedish Institute for Communicable Disease Control 

 

13 casi brucellosi 
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