
EMIDA Brucmel - Brucella melitensis: biotyping 
and differential diagnostic  

Sacchini Flavio*, Domenica Travaglini, Manuela Tittarelli 
f.sacchini@izs.it; m.tittarelli@izs.it 

CIFIV, Teramo, 3 dicembre 2013 



EMIDA – ERANET 
Coordination of European research on emerging and major infectious 

diseases of livestock 

 Il progetto EMIDA ERA-NET è finanziato da European Commission's Seventh 
Framework Programme (FP7), programma Cooperazione, tema “Knowledge 
based bio-economy – KBBE” 

 Le ERA-Net (rete dello spazio europeo della ricerca) sono azioni di 
coordinamento e supporto, nell'ambito del Programma Quadro di ricerca 
dell'Unione Europea 

 Obiettivo finale delle ERA-Net è favorire la cooperazione e il coordinamento 
di attività di ricerca gestite a livello nazionale e regionale dagli Stati Membri e 
Associati, attraverso lo sviluppo di attività congiunte (bandi e programmi di 
ricerca). (Partner per l’Italia: Min. Salute e Min. Politiche Agricole Alimentari 
e Forestali) 

 EMIDA ERA-Net dal Decembre 2011 è stato sostituito dal progetto ERA-Net 
ANIHWA (http://www.anihwa.eu/) che include attività di ricerca relative sia al 
benessere animale che alla salute umana (outputs disponibili sul sito web del 

Collaborative Working Group for European Animal Health and Welfare Research (CWG) - 

http://www.scar-cwg-ahw.org/index.php/resources/emida) 
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Brucellosi ovi-caprina in Europa, 2010 



B. melitensis nel Mediterraneo 2006 - 2011 

http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/countrymapinteractive 



Partner coinvolti nel progetto Brucmel 

Italia 

 Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del 
Molise ‘G. Caporale’- Teramo (IZSAM) (Project 
coordinator) 

 Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia ‘A. 
Mirri’- Palermo (IZS Sicilia) 

Grecia 

 National Agricultural Research Foundation, Veterinary 
Research Institute of Thessaloniki (NAGREF) 

 Laboratory of Clinical Bacteriology, Parasitology, Zoonoses 
and Geographical Medicine of the University of Crete 

Israele  

 Kimron Veterinary Institute, Bet Dagan (Kimron)  
 



Obiettivi  

Migliorare le strategie di 
controllo della malattia 

Migliorare il programma di 
profilassi nelle aree del 
Mediterraneo ed oltre 

Potenziare gli strumenti 
epidemiologici necessari per le 

indagini di trace-back dei focolai  

Sviluppare nuovi strumenti 
diagnostici in grado di 

discriminare animali infetti, 
animali vaccinati con Rev.1 

e animali portatori di 
patogeni cross-reattivi  

Caratterizzare dal punto 
di vista molecolare il 

ceppo vaccinale Rev. 1 e i 
ceppi di campo di B. 

melitensis 

Screening di 
massa su latte di 
pecora mediante 

Milk test 



Project strategy 
(Materiali e Metodi) 

 3 linee di ricerca: A, B, C 
 4 work packages: WP1, 2, 3 

e 4 



Identificazione di nuovi antigeni proteici 



Identificazione di nuovi antigeni proteici  
studi di proteomica  

Sieri di 
animali 

sani 

Sieri di 
animali 

vaccinati con 
Rev.1 

Sieri di 
animali 
infetti 

2-D elettroforesi + Immunoblotting 

Antigeni 
target proteici 

B .melitensis 
Rev.1 

Cross-reattivi 

Sieri di animali 
cross-reattivi 



Identificazione di nuovi antigeni proteici  
studi di proteomica  



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
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University 
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Analisi bioinformatiche 

Identificazione di nuovi antigeni proteici 



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
analisi bioinformatiche 

Brucella Bioinformatics Portal 

Strains Total Proteins 

Brucella melitensis 256 

Brucella melitensis (strain M28) 3.351 

Brucella melitensis (strain M5-90) 3.347 

Brucella melitensis biotype 1 (strain 16M / ATCC 23456 / NCTC 
10094) 4.966 

Brucella melitensis biotype 2 (strain ATCC 23457) 3.125 

Brucella melitensis bv. 1 str. Rev.1 3.220 

Brucella melitensis bv. 2 str. 63/9 3.207 

Brucella melitensis bv. 3 str. Ether 3.237 

Brucella melitensis NI 3.221 

27.930 



Analisi bioinformatiche: Criteri di selezione 

                    

  Brucella melitensis     Brucella melitensis (strain M28)     Brucella melitensis (strain M5-90)     

  Cytoplasmic 81   Cytoplasmic 1428   Cytoplasmic 1423   

  Cytoplasmic Membrane 102   Cytoplasmic Membrane 748   Cytoplasmic Membrane 755   

  Extracellular 1   Extracellular 21   Extracellular 21   

  Outer Membrane 43   Outer Membrane 34   Outer Membrane 34   

  Periplasmic 6   Periplasmic 105   Periplasmic 105   

  Unknown 23   Unknown 1015   Unknown 1009   

                    

  
Brucella melitensis biotype 1 (strain 16M / 
ATCC 23456 / NCTC 10094)     

Brucella melitensis biotype 2 (strain ATCC 
23457)     

Brucella melitensis bv. 1 str. Rev.1 
    

  Cytoplasmic 2248   Cytoplasmic 1379   Cytoplasmic 1427   

  Cytoplasmic Membrane 1130   Cytoplasmic Membrane 680   Cytoplasmic Membrane 734   

  Extracellular 32   Extracellular 16   Extracellular 19   

  Outer Membrane 60   Outer Membrane 32   Outer Membrane 34   

  Periplasmic 166   Periplasmic 93   Periplasmic 102   

  Unknown 1330   Unknown 925   Unknown 904   

                    

  Brucella melitensis bv. 2 str. 63/9   Brucella melitensis bv. 3 str. Ether   Brucella melitensis NI     

  Cytoplasmic 1424   Cytoplasmic 1431   Cytoplasmic 1442   

  Cytoplasmic Membrane 738   Cytoplasmic Membrane 738   Cytoplasmic Membrane 748   

  Extracellular 19   Extracellular 21   Extracellular 20   

  Outer Membrane 34   Outer Membrane 32   Outer Membrane 35   

  Periplasmic 103   Periplasmic 107   Periplasmic 102   

  Unknown 889   Unknown 908   Unknown 874   

                    

 localizzazione delle proteine 



 Other Brucellae 

 Yersinia enterocolitica O:9 

 Escherichia coli O:157 

 Vibrio cholerae 01 

 Salmonella group N (0:30) 

 

 Pseudomonas spp 

 Francisella tularensis 

 Pasteurella spp 

 Moraxella phenylpyruvica 

 Ochrobactrum anthropii 

 

 Omologia con altri batteri ritenuti responsabili di cross-
reattività (falsi positivi) nei test sierologi per la diagnosi di 

Brucellosi (dati riportati in letteratura) 

15; 0.17 201; 0.17 415; 0.2 

Analisi bioinformatiche: Criteri di selezione 

Antigenicità presunta 



Analisi bioinformatiche: Criteri di selezione 

 Studio 1:  
508 proteine (170 Extracellular + 338 Outer Membrane) 

                    

  Brucella melitensis     Brucella melitensis (strain M28)     Brucella melitensis (strain M5-90)     

  Cytoplasmic 81   Cytoplasmic 1428   Cytoplasmic 1423   

  Cytoplasmic Membrane 102   Cytoplasmic Membrane 748   Cytoplasmic Membrane 755   

  Extracellular 1   Extracellular 21   Extracellular 21   

  Outer Membrane 43   Outer Membrane 34   Outer Membrane 34   

  Periplasmic 6   Periplasmic 105   Periplasmic 105   

  Unknown 23   Unknown 1015   Unknown 1009   

                    

  
Brucella melitensis biotype 1 (strain 16M / 
ATCC 23456 / NCTC 10094)     

Brucella melitensis biotype 2 (strain ATCC 
23457)     

Brucella melitensis bv. 1 str. Rev.1 
    

  Cytoplasmic 2248   Cytoplasmic 1379   Cytoplasmic 1427   

  Cytoplasmic Membrane 1130   CytoplasmicMembrane 680   Cytoplasmic Membrane 734   

  Extracellular 32   Extracellular 16   Extracellular 19   

  Outer Membrane 60   OuterMembrane 32   Outer Membrane 34   

  Periplasmic 166   Periplasmic 93   Periplasmic 102   

  Unknown 1330   Unknown 925   Unknown 904   

                    

  Brucella melitensis bv. 2 str. 63/9   Brucella melitensis bv. 3 str. Ether   Brucella melitensis NI     

  Cytoplasmic 1424   Cytoplasmic 1431   Cytoplasmic 1442   

  Cytoplasmic Membrane 738   Cytoplasmic Membrane 738   Cytoplasmic Membrane 748   

  Extracellular 19   Extracellular 21   Extracellular 20   

  Outer Membrane 34   Outer Membrane 32   Outer Membrane 35   

  Periplasmic 103   Periplasmic 107   Periplasmic 102   

  Unknown 889   Unknown 908   Unknown 874   

                    



Analisi bioinformatiche: Criteri di selezione 

 Studio 2: 
ulteriori 889 proteine (Periplasmic)  

                    

  Brucella melitensis     Brucella melitensis (strain M28)     Brucella melitensis (strain M5-90)     

  Cytoplasmic 81   Cytoplasmic 1428   Cytoplasmic 1423   

  Cytoplasmic Membrane 102   Cytoplasmic Membrane 748   Cytoplasmic Membrane 755   

  Extracellular 1   Extracellular 21   Extracellular 21   

  Outer Membrane 43   Outer Membrane 34   Outer Membrane 34   

  Periplasmic 6   Periplasmic 105   Periplasmic 105   

  Unknown 23   Unknown 1015   Unknown 1009   

                    

  
Brucella melitensis biotype 1 (strain 16M / 
ATCC 23456 / NCTC 10094)     

Brucella melitensis biotype 2 (strain ATCC 
23457)     

Brucella melitensis bv. 1 str. Rev.1 
    

  Cytoplasmic 2248   Cytoplasmic 1379   Cytoplasmic 1427   

  Cytoplasmic Membrane 1130   CytoplasmicMembrane 680   Cytoplasmic Membrane 734   

  Extracellular 32   Extracellular 16   Extracellular 19   

  Outer Membrane 60   OuterMembrane 32   Outer Membrane 34   

  Periplasmic 166   Periplasmic 93   Periplasmic 102   

  Unknown 1330   Unknown 925   Unknown 904   

                    

  Brucella melitensis bv. 2 str. 63/9   Brucella melitensis bv. 3 str. Ether   Brucella melitensis NI     

  Cytoplasmic 1424   Cytoplasmic 1431   Cytoplasmic 1442   

  Cytoplasmic Membrane 738   Cytoplasmic Membrane 738   Cytoplasmic Membrane 748   

  Extracellular 19   Extracellular 21   Extracellular 20   

  Outer Membrane 34   Outer Membrane 32   Outer Membrane 35   

  Periplasmic 103   Periplasmic 107   Periplasmic 102   

  Unknown 889   Unknown 908   Unknown 874   

                    



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
analisi bioinformatiche - risultati 

 7 proteine target identificate: 

 D0B7Y2 - Sugar ABC transporter 

 Q8YIL0 - Periplasmic dipeptide transport protein  

 Q8YCE2 - Probable sugar-binding periplasmic protein (P39) 

 Omp2a  

 DNA-dependent RNA polymerase beta chain – rpoB 

 Copper/Zinc superoxide dismutase IL gene – sodC 

 50S ribomosal proteins L7/L12 - rpIL gene  

Animali vaccinati 
con Rev.1 vs 
animali infetti o 
cross-reattivi  

Animali infetti (non vaccinati con Rev.1) vs animali cross-
reattivi  



Identificazione di nuovi antigeni proteici 

a. PCR 

b. Sequenziamento 

1. Marker dei PM; 2.  B. melitensis 3; 3. B. abortus 1: 4. B. suis 1330; 5. B. ovis; 6. B. ceti; 7. B. melitensis Rev-1; 8. E. coli O:157;  

9. Salmonella O:30; 10. Y. Enterocolitica O:9.  

Analisi di verifica delle proteine target identificate 
con metodi bioinformatici 



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
Antigeni ricombinanti 

St    1      2     3     4      5     6             

St: Novex Sharp pre-Stained Protein Standards 

1: Probable sugar binding periplasmic protein (3.5 μl) 

2: Probable sugar binding periplasmic protein (2 μl) 

3: Periplasmic dipeptide transport protein (5 μl)  

4:Periplasmic dipeptide transport protein (2 μl)  

5: Sugar ABC transporter (6 μl)  

6: Sugar ABC transporter (2 μl)  



Produzione di antigeni ricombinanti: 

•D0B7Y2 - Sugar ABC transporter 

•Q8YIL0 - Periplasmic dipeptide transport protein  

•Q8YCE2 - Probable sugar-binding periplasmic protein (P39) 

St    1      2     3     4      5     6             

St: Novex Sharp pre-Stained Protein Standards 

1: Probable sugar binding periplasmic protein (3.5 

μl) 

2: Probable sugar binding periplasmic protein (2 μl) 

3: Periplasmic dipeptide transport protein (5 μl)  

4:Periplasmic dipeptide transport protein (2 μl)  

5: Sugar ABC transporter (6 μl)  

6: Sugar ABC transporter (2 μl)  

Identificazione di nuovi antigeni proteici 
Antigeni ricombinanti 

E. coli 



>sp|O06875|SP39_BRUAB Probable sugar-binding periplasmic protein 
OS=Brucella abortus biovar 1 (strain 9-941) GN=BruAb2_0537 PE=1 SV=3  

>sp|Q8YCE2|SP39_BRUME Probable sugar-binding periplasmic protein 
OS=Brucella melitensis biotype 1 (strain 16M / ATCC 23456 / NCTC 
10094) GN=BMEII0590 PE=3 SV=2  

Q8YCE2 - Probable sugar-binding periplasmic protein (P39) 



Q8YCE2 - Probable sugar-binding periplasmic protein (P39) 



Possibili limiti delle proteine 
ricombinanti 



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
selezione target immunogenici 



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
Banca sieri 

 Banca sieri 
Raccolta di sieri (bovini e ovi/caprini) 

provenienti da animali vaccinati con Rev.1 e 
animali infettati da B. melitensis: 

  ad oggi oltre 300 sieri 
 

 

      

 Produzione sieri cross-reattivi 

 Infezione sperimentale su pecore, volta alla 
produzione di sieri contro Yersinia 
enterocolitica O:9, E. Coli O:157 e Salmonella 
group N 



Identificazione di nuovi antigeni proteici 
Banca sieri – infezione sperimentale 
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Identificazione di nuovi antigeni  proteici 
outputs and Impact 



Caratterizzazione molecolare 



Caratterizzazione molecolare 



Project strategy 
(Materials and Methods) 



 Raccolta di campioni di latte 
ovino positivi e negativi 

 
 
 
 Ottimizzazione del protocollo di 

separazione della parte grassa 
 
 
 

    Brucella  2.0 test kit (iELISA) 
 
  
 

 Analisi ed interpretazione dei 
risultati 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Diagnosi microbiologica di 
Brucellosi mediante separazione 
immunomagnetica nel latte 
(DynaBeads) 

 

 I risultati ottenuti da prove su 
campioni di latte di campo 
provenienti da allevamenti ovini 
e bovini mostrano una maggiore 
sensibilità del metodo Dyna-Bru 

Valutazione del Brucella 2.0 test kit su latte di pecora (i ELISA) 
 

Materiali e Metodi 

Batteriologia e Igiene delle produzioni lattiero 
casearie/Laboratorio Nazionale di Riferimento 

per Campylobacter – IZSA&M 



Project strategy 
(Materials and Methods) 
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