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Tipizzazione molecolare 
 

Un po’ di cronistoria: 



Brucella typing 

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

Allardet-Servent, A. et al. (1988): "DNA polymorphism in strains of the 
genus Brucella." Journal of bacteriology 170.10 4603-4607. 

Metodi su base enzimatica: 



Insertion sequence based typing IS711 

Ouahrani, S. et al. (1993). Identification and sequence analysis of 
IS6501, an insertion sequence in Brucella spp.: relationship 
between genomic structure and the number of IS6501 copies. 
Journal of general microbiology, 139(12), 3265-3273. 

Brucella typing 

Metodi su base enzimatica: 



Amos PCR (abortus, melitensis, ovis, suis)  
Possibilità di identificare ceppi vaccinali S19 RB51 

 
 

Bricker, B.J., Halling, S.M., (1994). Differentiation of Brucella abortus bv. 1, 2, and 4, 

Brucella melitensi s, Brucella ovis, and Brucella suis bv. 1 by PCR. J. Clin. Microbiol. 

32, 2660–2666. 

PCR typing: 

Brucella typing 



Bruce ladder PCR  
Identifica le 6 specie classiche, Brucelle marine e ceppi vaccinali S19 RB51 

 
 

García-Yoldi, D. et al.  (2006). Multiplex PCR assay for the identification and differentiation of all 

Brucella species and the vaccine strains Brucella abortus S19 and RB51 and Brucella 

melitensis Rev1. Clinical Chemistry, 52(4), 779-781. 

Brucella typing 

PCR typing: 



Restriction fragment length polymorphism (RFLP)  
Su geni polimorfici 
omp2 
omp25 
omp31 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cloeckaert, A., Verger, J.M., Grayon, M., Grepinet, O., 1995. Restriction site polymorphism 
of the genes encoding the major 25 kDa and 36 kDa outer-membrane 
proteins of Brucella. Microbiology 141, 2111–2121. 
 

Brucella typing 

PCR typing: 



         Tecniche molecolari con target non specifici: 
 

AFLP  (Amplified Fragment Length Polymorphisms) 
ERIC   (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus)  
REP    (Repetitive Extragenic Palindromic) 
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)  
 
 
 
 
 
 
 
 
Whatmore, A. M., Murphy, T. J., Shankster, S., Young, E., Cutler, S. J., & Macmillan, A. P. (2005). Use of amplified fragment length polymorphism to identify and type 
Brucella isolates of medical and veterinary interest. Journal of clinical microbiology, 43(2), 761-769. 
Tcherneva, E., et al. "Repetitive element sequence based polymerase chain reaction for typing of< i> Brucella</i> strains." Veterinary microbiology 51.1 (1996): 169-178. 
Tcherneva, E., Rijpens, N., Naydensky, C., & Herman, L. (1996). Repetitive element sequence based polymerase chain reaction for typing of< i> Brucella</i> strains. 
Veterinary microbiology, 51(1), 169-178. 

 
 

Brucella typing 



Genoma

 Due cromosomi (3,5 Mb) 
 Similarità DNA > 90% 

 
 
 
 

B.suis 

 



Geneticamente 
monomorfica 

Similarità DNA 
> 90% 

Pochi 
polimorfimi 
separano le 

specie  
Brucella  

Difficile 
differenziare a 
livello di sub-

specie 

 

 

Approccio di tipizzazione su intero genoma 

Brucella typing 



MLST 

MLVA 

WGS 

Metodi su base genomica: 
 

Brucella typing 



MLST 
MultiLocus Sequence Typing 

• Caratterizza loci genici multipli 

• Sequenze nucleotidiche di geni (450-500 bp) 

• Per ogni sequenza si definisce un numero 
allelico 

• La combinazione di più alleli determina il ST 

 

 

Whatmore et al. 2007 



Isolato  

DNA 

PCR 

sequenza 

Ricerca nel database 

DATI 

Indagini epidemiologiche per singoli focolai 

Andamento globale e locale 

MLST 

analisi 

MLST 
MultiLocus Sequence Typing 

Analisi evolutive 

Dinamiche di popolazione 

Ceppi atipici 



Variable Number Tandem Repeats  
sono sequenze di DNA che possono variare da 2 fino a 

100 nucleotidi organizzate in domini ripetuti 

 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 

 

ATTCGATTCGATTCG  

ATTCG è ripetuta 3 volte 



MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 



 

 Amplificazione fino a 16 marker molecolari in regioni      
ipervariabili (tandem repeats) 

  Lettura grandezza allele 

  Conversione grandezza allele in unità di ripetizione 

  Database (MLVA-NET for Brucella: http://mlva.u-psud.fr/brucella/) 

Flusso di lavoro: 

Le Flèche et al.,2006; Al Dahouk et al., 2007 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 

http://mlva.u-psud.fr/brucella/
http://mlva.u-psud.fr/brucella/
http://mlva.u-psud.fr/brucella/
http://mlva.u-psud.fr/brucella/


Analisi delle grandezze alleliche: 

 Caliper LabChip90 (Life Sciences) 

 

 QIAxcel (Qiagen) 

 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 



Flusso di lavoro: 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 



Tre pannelli di analisi: 

Le Flèche et al.,2006; Al Dahouk et al., 2007 

MLVA-8 loci 
MLVA-11 loci 

MLVA-16 loci 

Filogenesi 

Variabilità genomica 

 

Global  

epidemiology 

 

Outbreak 
investigation 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 



214 ceppi di B.abortus e B.melitensis 

B.melitensis: 58 genotipi B.abortus: 32 genotipi 

Variabilità genomica: 

MLVA-16: 90 genotipi 

Tipizzazione convenzionale:  B.abortus bv 1,3,6;   

       B.abortus RB51 

                                              B.melitensis bv 1,3   

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 
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Sicilia Calabria Basilicata Campania Puglia Molise Abruzzo Sardegna Emilia Romagna

MLVA-16 B. melitensis 

Spiccata clusterizzazione geografica 
58 genotipi con 45 di questi rappresentati da unico ceppo 
43 ceppi identificati in 13 genotipi con indice di clusterizzazione del 50% 

Sicilia 31 genotipi 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 
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MLVA -16 B. abortus 

Genotipi geograficamente misti 
32 genotipi, 16 dei quali rappresentati da un ceppo unico  
120 ceppi identificati da 17 genotipi con indice di clusterizzazione del 89,3% 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 



Qual è il metodo di discriminazione a più alta risoluzione? 



Flusso di lavoro: wet/dry 

Next Generation Sequencing  
(NGS) 



Next Generation Sequencing  
(NGS) 

 
Flusso di lavoro:  



Flusso di lavoro (dry): 

Next Generation Sequencing  
(NGS) 

 



Filogenesi MLVA-11 loci 

NGS 

SNPs 

Genotipizzazione 

PCR Real-Time 

Clusters clonali  

Work in progress… 
 



214 ceppi di B.abortus e B.melitensis (2011) 

B.melitensis: 12 genotipi 

Filogenesi MLVA-11 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 

Relazioni filogenetiche: algoritmo goeBurst vs 700 profili database MLVA-net for Brucella   

12 MLVA-11 genotypes 98 % strains 
Belong to West Mediterranean 

1 MLVA-11 genotype East Mediterranean 

1 MLVA-11 genotype America 

East Mediterranean 

West Mediterranean 

America 



214 ceppi di B.abortus e B.melitensis (2011) 

B.abortus: 7 genotipi 

Filogenesi MLVA-11  

Biovar. 1 

89% 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 

Relazioni filogenetiche: algoritmo goeBurst vs 700 profili database MLVA-net for Brucella   



Arricchimento database internazionale  
(MLVA-NET for Brucella: http://mlva.u-psud.fr/brucella/) 

MLVA  
Multiple locus VNTR (variable number of tandem repeats) analysis 

http://mlva.u-psud.fr/brucella/
http://mlva.u-psud.fr/brucella/
http://mlva.u-psud.fr/brucella/


MLVA 

Filogenesi: 

 
214 ceppi                 B.abortus: 7 genotipi  

Genotipizzazione di Brucella in Italia 

B.melitensis: 12 genotipi 

NGS 



       Next……….. 

• Sviluppo di un nuovo metodo di tipizzazione molecolare   

• Canonical SNPs + pannello minimo di VNTRs 

• WGS – fast clustering 



        


