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Dry Lab

Scaletta

Si parlera di:
1. Unix, un po’ di storia
2. GNU-Linux , concetti introduttivi
3. Esempio di analisi di amplicon sequencing
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Unix

Introduzione e concetti piu importanti

Unix & stato progettato nei Bell Laboratories (AT&T Corp.). Il primo sistema operativo che puo
definirsi a tutti gli effetti come "Unix" fu sviluppato Ken Thompson nel 1969 per poter eseguire
un programma chiamato “Space Travel” che simulava i movimenti del sole e dei pianeti, cosi
come il movimento di una navicella spaziale che poteva atterrare in diversi luoghi
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Uni

Introduzione e concetti piu importanti

UNIX

LINUX
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GNU

Introduzione e concetti piu importanti

«Il mio lavoro sul software libero & motivato da un

GNU appartiene alla famiglia UNIX ed obiettivo idealistico: diffondere liberta e cooperazione.

ideato nel 1984 da Richard Stallman ed
e promosso dalla Free Software
Foundation allo scopo di ottenere un
sistema operativo completo utilizzando
esclusivamente software libero.

Voglio incoraggiare la diffusione del software libero,
rimpiazzando i programmi proprietari che proibiscono
la cooperazione, e quindi rendere |la nostra societa
migliore. Questa e la ragione fondamentale per cui la
GNU General Public License e stata scritta cosi com'e -
come copyleft»

(Richard M. Stallman)
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GNU Linux

Quello che ancora mancava era il kernel. Nel 1990, i
membri del progetto GNU cominciarono lo sviluppo
di un kernel chiamato GNU hurd, che deve ancora
raggiungere il livello di maturita richiesto per l'uso
diffuso. Nel 1991,Linus Torvalds, uno studente
finlandese, uso gli strumenti di sviluppo GNU per
produrre il kernel Linux.
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GNU-Linux

e \

Introduzione e concetti piu importanti

Programming/scripting

Linux-Mint

CentOS
hacking

Ubuntu

Tante Versioni

Command-line e bk
e distribuzioni

Fedora

Filesystem Tanti altri Setion

-
Organizzato

Sistema operativo a cipolla

Open-source

Memoria protetta Prodotto migliorabile dagii utenti stessi

Multiutente
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GNU Li

Introduzione e concetti piu importanti

Cos’e filesystem? (rootmrectory)

In informatica & il meccanismo con cui i file sono * *
posizionati e organizzati sui dispositivi informatici per
| |
hun

I’archiviazione dei dati.

|
| other I

Linux come altri sistemi operativi possiede una struttura ad | local || hin || ucb | mkl
albero o gerarchico.

‘ _n_ly_stiﬂ_l | private I | hisstuﬂl publick
E - directory
@ fl ( stuff , ( stuff )
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crogm@crogm-VirtualBox: ~

Ur_‘a S_he" eun |r.|ter:p.rete dei com:';\ndl. I SU.O L. File Modifica Visualizza Cerca Terminale Aiuto
prlnC|pa|e compito e interpretare | comandi che dlglta crogm@crogm-VirtualBox:~$ for 1 in {1..10};do echo "CIAO AL PARTECIPANTE NUMSi"

I'utente ed eseguire i programmi speciﬁcare nelle ; done; echo "SONO CONTENTO DI VEDERVI, QUI NON CI SONO VESPE";
. . . . . CIAO AL PARTECIPANTE NUM1
righe di comando. Per impostazione predefinita, la CIAD AL PARTECIPANTE NUM2
shell legge i comandi dalla tua tastiera e fa in modo CIAO AL PARTECIPANTE NUM3
: . : . . . CIAO AL PARTECIPANTE NUM4
che altri programmi E)ossano sFrlvere i loro risultati [i. EtAc Al PARTECiraNTE NS
La shell protegge Unix/GNU Linux dall'utente CIAO AL PARTECIPANTE NUM6

CIAO AL PARTECIPANTE NUM7

CIAO AL PARTECIPANTE NUM8

CIAO AL PARTECIPANTE NUM9

CIAO AL PARTECIPANTE NUM1O

SONO CONTENTO DI VEDERVI, QUI NON CI SONO VESPE
crogm@crogm-VirtualBox:~$ a
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GNU Linux

Il kernel (monolitico) e il cuore del sistema operativo Unix/GNU Linux
stesso. Il kernel assegna memoria a ciascuno dei programmi in
esecuzione, partiziona il tempo in modo equo in modo che ogni
programma possa svolgere il proprio lavoro, gestisce tutte le
operazioni di | / O (input / output).
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Come posso collegare tra loro
tutti i programmi che fanno
parte di un determinato
workflow? ? ?
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Unix/

Che cos’e una pipeline?

e Questo termine (in inglese tubatura — composta da piu elementi collegati — o condotto) viene utilizzato per indicare un
insieme di componenti software collegati tra loro in cascata, in modo che il risultato prodotto da uno degli elementi (output)
sia I'ingresso di quello immediatamente successivo (input).

e L'accezione piu comune della parola pipeline indica un comando di shell composito, in cui un programma sorgente genera un
flusso di dati testuali che si propagano attraverso le pipe ("|") tramite una sequenza di filtri, fino ai destinatari (spesso file o
terminale). Questi programmi sono collegati tra loro tramite I'operatore pipe, che in una riga di comando significa che lo
standard output del programma a sinistra dell'operatore va passato allo standard input del programma alla sua destra.
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Analisi dei dati di sequenziamento
Cos’e il formato file fastq?

Un tipo di file che contiene le reads di
sequenziamento
Ogni read e descritta da 4 righe

@M03865:13:000000000-3J3DTD:1:1104:22979:3134

Header GTATGTGAGTACACATGTTGACAAACCOTTCCTATGCCCCATGAAGACGATTTGCTCACAGTOGLCTTGGAACGGCLETT

Prodotto di sequenziamento (la Tf’ﬁ,f’ﬁ,[TTTTGﬁTTG[ﬁMMG[[GT[TETT[[GGTTG[:&GTE[[E[TTTGG[[ETTEEL&TM[[MTTM[MTTGTTT

sequenza) ACCGTAA

Il carattere ‘+’

Una serie di caratteri che descrivono il

Phred score C-BECCGOCFGFGGFGGEGGFFFGF<D: CFGACEE@FFEFGFFA<SE@FCCCESF ,@F<FCFG?EECT7 :DCECFGG+8:
DFESESE<EFD<FDGFGF<=<CFFGG7FF,C=EGGC@FDA=FGFGGGGF ,EDF<84?A5SEEQ@EBFF87F<, ? ?AFFDC(@
D?BCF<:
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Raw Reads

Esempio Analisi dei dati di 1
sequenziamento |
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Qualita di sequenza

Raw Reads

Trimming
adapters and

quality control
———————————

Merging Reads
R1 and R2

Y

Clustering

—

—

Elast search
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Analisi dei dati di sequenziamento:
Qualita di sequenza

E Fri 6 Aug 2021
QFastQC Report LBS-sola_S79_L001_R1.fastq
Summary
Siice @Basic statistics
Basic Statistics
-
rer base sequence quail :
Per base sequence uallty Filanane LBS-soia §79 LA01 Rl.fastg
ePel tlle nce quall Fila type Conventional base calls
Q : Encoding Sanger / lilumina 1.9
0 Total Sequences 99824
rer base sequence content .
Por baze sequence content Sequencer flagged as poor quality 0
Qw Saguence length 2-301
D rerbase  content o o
nggmm

@Adagtet Content Qualty scores across all bam (Sanger / lumina 1.9 cncoqu)
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Trimming adattatori e quality check
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Trimming adattatori e quality check

Esempio :Adattatore Nextera
AGATGTGTATAAGAGACAG

B ogm@bioinfogm: ~/cartella_lavoro/amplicon_project — (s} X

CCAACACAAAACA




i, — e Lacie o 3ot Toncoma VL. Albond
AnaI|S| dei dati di sequenziamento:
Trimming adattatori e quality check

Confronto prima e dopo trimming qualita:
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Sequence quality

0

i

Trimming
adapters an
quality control

o1}
=1

Merging Reads R1 R2

Reads
R1 and R2

Clustering

p L d sl ()
) E

Blast search
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Merging Reads R1 R2

Forward read ==

Mismatch
T T
T b
T T S

<= Reverse read

Merged sequence
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Clustering

Raw Reads

—

quality

Sequence quality

—————————

P
Trimming
adapters and

e E———

control

—

Merging Reads
R1 and R2

—_—

Blast search
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Analisi dei dati di sequenziamento:
Clustering

E’ una tecnica descrittiva del processo di Data Analytics (estrazione di informazioni utili da dati); fa
parte del cosiddetto “unsupervised learning”, ovvero, ci sono dati input ma nessun output
risultante(a differenza del “supervised learning”), (dati non etichettati), percid impariamo le
etichette “latenti”.
Esistono diversi tipi di approcci per il clustering:

e kmeans

e clustering gerarchico

e analisi relazionale

e ecc..
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Clustering

In questo esempio e stato utilizzato un programma che usa un clustering centroid based( che
riprende un algoritmo molto simile ai k means, ovvero I'algoritmo greedy) basato sulla similarita di
sequenza (alle sequenze di input si possono applicare diversi pre-sorting, tra cui quelli sulle
lunghezze, sulle abbondanze o sull’ordine definito dall’utente)

$ awk -E"\t"™ *Lif( = "C") print $0}° cotone_pr rl clus_65.uc head -n 10
:1101:10124:1679 Q .
:1101:12833: i 7 MB58
:1101:11152:1795¢4 B¢ Me5
:1101:11166:
:1101:12917:93
:1161:11383:18887;
:1101:
:1101:10544:16944 ;53 : Me58

z ME 124 :000000000-C94BD:
4D44M Mo 124 :000000000-C94BD:
4D44M e 124 :000000000-C94BD:
4D44M e 124 :000000000-C94BD:
4D44M e 124 :000000000-C94BD:
D44M e 124 :000000000-C94BD:
4D44M e :24:000000000-C94BD:
4D44M e :24:000000000-C94BD:
4D44M e :24:000000000-C94BD:
3D44M e :24:000000000-C94BD:

av]

co

124 :000000000-C94BD:
3:24:000000000-C94BD:
124 :000000000-C94BD:
124 :000000000-C94BD:
124 :000000000-CC
124 :600000000-CC
3:24:000000000-

:1101:
:1101:
:1101:
= 110%:
=110%:
:1101:
:1101:
:1101:
:1101:

5

co C0

(av]

o
co

O

(av]

D
al
o
co
co

D
(%)
o
o
co

» D

|

D
J

co
co
co

(a¥]

[av)
\J

co
co
co

(]

co
co

@

:1101: : MB5888: 24 : 000000000 -
:1101:24417:4486; : MO5888: 24 :0600000000-C94BD:
$

+ o+ 4+ o+ o+ o+

(a¥]
L O = =Y
L N S = =
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®

(
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Analisi dei dati di sequenziamento:
Clustering

/ >M@5888:24:000000000-(948D:1:1101:10124:10793;size=795

centroi d e GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGT TGAAAAGTCTCAATCGGACCATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

pMe5888:24:000000000-C948D:1:1101:12833:17567; size=427
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATCGGACCATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCTACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>M@5888:24:000000000-(948D:1:1101:11152:17954; size=400
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>MO5888:24:000000000-(948D:1:1101:11106:6784;size=392
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>M@5888:24:000000000-(948D:1:1101:12917:9382;size=363
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

Seq uenze d e I >MO5888:24:000000000-C948D:1:1101:11383:18887;size=335
C I uster GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>M@5888:24:000000000-(948D:1:1101:108793:10499;size=310
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATCGGACCATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>M@5888:24:000000000-C948D:1:1101:10544:16944;size=300
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATCGGACCATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>M@5888:24:000000000-C948D:1:1101:11128:9314;5ize~288
GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGATATTACCCTTTGTTGAAAAGTCTCAATCGGACCATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAACGTCTTCTTTTTCCAACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC

>Ma5888:24:000000000-(948D:1:1101:24417:4486;size=254
\_ GCTGGGCAATGGAATCCGAGGAGGTTTCCGGACCAGCCCGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC
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Blast

Raw Reads

Trimming
adapters and

quality control
 ————— ——

Merging Reads
R1 and R2

Clustering

Blast search
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Anali5| dei dati di sequenziamento:

....

Blast search

..........




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
Al del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri

Grazie per l'attenzione
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Next Generation Sequencing (NGS) e bioinformatica:

applicazioni nel campo della sicurezza alimentare
26-27 ottobre 2021

Analisi bioinformatiche per Whole Genome
Sequencing (WGS)
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Il Whole Genome Sequencing ¢ il metodo utilizzato per I'analisi dell'intero DNA genomico
di un organismo.

Si parte da isolato batterico patogeno da alimento o da matrice di origine umana

Isolato L. monocytogenes

Genoma completo

File Fastq
Rmces=x3: 00&“00@-11 '-‘.lxl! Ll 12228 J:Myed lb

SECTARAR T CT CECOTAL CAIATY A“L\-.T Vgl B _ T Y~
;:: S
= OO~-PERNL 112220 41522238 (e | .

[ WeTCTT amw.\'nm*-&m.-n == \

o JA.CUJ'}J«C"M‘MMJ)"‘O .»)G Crryscersroo
AL00116425¢224% 2 IR
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Diagnosi:
Identificazione del batterio a livello di ceppo
Riconoscimento geni antibiotico resistenza e virulenza in silico

Sorveglianza:
Genotipizzazione in silico (MLST, cgMLST)
Quali genotipi/ceppi sono presenti nel territorio

Epidemiologia molecolare:

Riconoscimento tempestivo di focolai

Individuazione dell’'origine della contaminazione (relazioni filogenetiche, SNPs)
Conferma ipotesi e fornisce prove solide
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ACTTGG GTCATA ACCTAC GTATAG CATGCC ATGCAG
CCCGAT GCATGC CGACAT TGCAGT CCAGCA TGCTAA
ATCGAT ATGCAC TGAATC
. ™, . .
Valutazione . . Assemblaggio: Valutazione
s Esclusione basi s .
Raw reads qualita ) i Reference base qualita genoma Analisi
. “ con bassa qualita
sequenziamento De Novo
e FastQC e Trimmomatic * Spades - e QUAST e Fattori resistenza e
=== « Pilon l> virulenza
< * Annotazione
e i 7t
QL g o MLST
@Pilon . cgMLST
* SNPs

o = o ':-\f »
R /\h . '%\
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‘ Raw reads >>

Valutazione

walita Esclusione basi
a con bassa qualita

sequenziamento

Assemblaggio:
Reference base

Valutazione

De Novo >> assemblato

qualita genoma

> =

Qualita reads prodotte

Phred score

BMO3865:32:000000000-JGE3L:1:1101:15515:2235 2:N:0:CGAGGCTG+GTARC
CTGCALCGTGIGCTCGCTGETCTI GAGAR AR AR A GAGTACTARARGEACGGAGATARTGT GGCR
£

<>guallty Chance it's wrong Accuracy Description
10 1in 10 90% Bad
20 1in 100 99% Maybe
30 1in 1000 99.9% OK
40 1in 10,000 99.99% Very good
50 1in 100,000 99.999% Excellent

Q-=-10log,, P

Q « Phred quality score

<=> P=10"9/10

P - probability of base being incorrect

—LCCCFGEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEFEEEEEEEEEEEEEEEFGEFEEEEGLFFFGEEFGEFDGE

|

~ A 32

. L
C 34
Probabilita di errore di |D 35
chiamata di una base . [
F 37

.G i
Scala logaritmica H 39

N

Idealmente Q>30
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Valutazione . . Assemblaggio: Valutazione
P Esclusione basi . -
Raw reads qualita s Reference base qualita genoma Analisi
. con bassa qualita
sequenziamento De Novo assemblato

0’6( base sequence quality

1Ry s mrine o leets (Tarage | Monas | B oesadoy oPorbuluquonuqullly
i > ; P S & 5 5 5 8 &
*La linea rossa centrale € il valore mediano ﬂﬁﬁ T n: il Im]” [
*ll riguadro giallo rappresenta l'intervallo ; ;'3“ A
interquartile (25-75%) | L
*| baffi superiore e inferiore rappresentano 1 " ; _IL el [HHRI[TITHIT
i punti 10% e 90% 4 | -==.=_U11,d._111a-1um__l LA
*La linea blu rappresenta la qualita media 'l
@per sequence GC content
@per sequence GC content - i Gl ot it

RS - ——

Il contenuto in GC del genoma € specie
specifico, utile per capire se ci sono
contaminazioni nel nostro sequenziamento

PO AT DMITTITETPER AT IR P

Wam CC towwer N

1 K<\ Ya—— .
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Valutazione . " Assemblaggio: Valutazione
s Esclusione basi s -
Raw reads qualita - Reference base qualita genoma Analisi
. con bassa qualita
sequenziamento De Novo assemblato

E molto comune che non tutte le metriche di qualita non
siano ottimali.

Bisogna rimuove alcune delle sequenze di bassa qualita per
ridurre la probabilita di errori di sequenziamento

Si utilizza Trimmomatic per filtrare le reads e tagliare le basi

di scarsa qualita dai nostri campioni . ES

In questo passaggio Vengono eliminati anche gli adattatori ....................................................................................................

usati durante il sequenziamento Removed adapter Trimmed Read Discarded nucleotides
@ " —— y

Es. di filtraggio:

«Finestra scorrevole» di una certa ampiezza che scorre nelle

reads e la taglia in caso la media del Phred score sia minore B Uncheckedsequence Bl Validsequence

al valore impostato B Acer

. Trimmed sequence
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Valutazione . . Assemblaggio: Valutazione
s Esclusione basi s -
Raw reads qualita -~ Reference base qualita genoma Analisi
. con bassa qualita
sequenziamento De Novo assemblato

Dopo il filtraggio delle reads, & necessario assemblare le reads in
sequenze piu lunghe o allinearle a un genoma di riferimento.

Next-generation

DNA sequencing l-uAGccmAG,. |

> [omams. ]
[.tataamag . | [ _cetaccrac.. |

Reference base: serve sequenza di riferimento “vicina”, metodo Genomic millions-billions of reads
pil accurato, utilizza solo geni gia presenti in referenza. Come & DNA ~30-1000 nucleotides
piu facile assemblare un puzzle se si conosce I'immagine, e piu
facile assemblare il genomi se si ha una buona idea dell'ordine Resequencing De novo assembly
delle sequenze
Assemblaggio de novo: non richiede sequenza di riferimento, si ZS—
accede a tutto il genoma (possibilita di trovare nuovi plasmidi,
nuovi geni di virulenza e resistenza), limitato dalla lunghezza ;

Align reads to reference Construct genome sequence

delle reads, genera draft genomes

genome and identify variants from overlaps between reads
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A partire da reads trimmate

Utilizza i K-mer: reads frammentate

ulteriormente in sequenze da poche basi - L i
Reads: e e e e e o o e e Reads may contain errors
l ATclalAlela[TIAICIOlA ™ e S s
. ——" 11bp l
Contig (sequenza consenso): " e
A bl io dell d | . alsielT I Reads fragmented
Ssemblagglo aelle reaas bmern < 7x SiITIA K-mers: -_-_:.-_'.'.: N e further into k-mers, to
tramite sovrapposizione k-mer elviale " feee me e maea® ..  Possiblyexclude errors
Tace
l L acea l
COﬂtigS' Construct & traverse de

Bruijn graph of k-mers,

Scaffolds: Assemblaggio e ordinamento dei :
generate contigs

conting

SCBffO'dS' S . = Use read information to

- link contigs and
- te scaffolds

=1
rre—n e
S S wm— 9SNETA

Rifinire gli assemblaggi: Pilon identifica le
incongruenze tra il genoma assemblato e le
informazione delle reads. Riempimento di
gap e correzione errori assemblaggio




Valutazione qualita assemblaggi
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del Lazio e della Toscana M. Alearndyri del genoma . QUAST
‘ >> >> CE;CL“::;’:z:;f;) >> >> >
Numero dl Cont|g All statistics are b“;o on contigs of size >= 500 bp, unless otherwise noted (4.9, *# contigs (»>= 0 bp)" and "Total leny
— | — Show heatmap
Worst Median ost
Lunghezza totale genoma :t::x;- without reference ::ooon:_um_:oxo.n.nu.x.... ::::‘3n«_z_o_zou.u.nno.|....
¥ contips (»= 0 bp) 50 1514
# contigs (»= 1000 bp) 46 616
. . e . # contigs (>= $000 by 24 133
N50: lunghezza (in bp) del contig piu piccolo del ¢ contiga (> 10000 bp) 10 6
. . R # contigs (>= 25000 bp) 15 46
gruppo di contig che coprono meta della lunghezza 4 auslgn (= Soosc ) o 2
Total length 3230956
del genoma assemblato icfcs SR 323 e
Total length (>= 1000 bp) 3230676
Yotal length (> = 5000 bp) 3190472
Total long!h (>w 10000 bp) Jlas 0
Total length (»= 25000 bp) 3100471
. . . . . Total length (>= 50000 bp) 2969007
L50: numero di contig la cui lunghezza € maggiore o o Jaasss
uguale al valore di lunghezza dell’N50 g 4
GC (W) 37.61
Mismatches
# Ns 96
" :'l per 100 kbp 2.96

GC% importante perché specie specifico

Criteri minimi di qualita (POS DIG 039 INT rev 0):
Lunghezza de contig > 500bp

Numero di contig < 300

N50 > 15000 bp
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N50: lunghezza (in bp) del contig piu piccolo del gruppo di contig che coprono meta della lunghezza del genoma
assemblato

L50: numero di contig la cui lunghezza € maggiore o uguale al valore di lunghezza dell’N50

L50
#1 #2 #3  #4 #5  #6  #T #BH#O
10 9 NS 7 N6 5 08y 3 (@

Z X7 N\
X 27 = 50% & 27 = 50% 3
h 54 = 100% i




Caratterizzazione
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Valutazione Esclusione basi Assemblaggio: Valutazione
Raw reads qualita -~ B Reference base qualita genoma Analisi : : :
sequenziamento con bassa qualita De Novo assemblato Center for Genoml( Eplden“OIOgy

Identificazione geni di virulenza:
e Virulence finder

Identificazione di geni per la resistenza agli antibiotici
e ResFinder

Annotazione di tutti geni presenti nel genoma (funzionalita cellula)
e Prokka

Servono dei database di riferimento verificati e curati (in continuo aggiornamento)

Si basano su BLAST, per il riconoscimento delle sequenze tra genoma e database
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EDX -5 5T S identificazione e confronto ceppi

sequenziamento De Novo assemblato

Identificazione sierogruppi e sierotipi molecolari: ricerca di geni correlati a formule somatiche (es. Salmonella, Listeria)
Multi Locus Sequence Type (MLST): mist-finder, analizza un set di geni la cui combinazione allelica assegna MLST

Core Genome MLST: chewbbaca, analizza set di geni «core» (essenziali e funzionali) sempre presenti nella specie considerata (es. 3002 geni in
Salmonella, 1701 Listeria) la loro comparazione ci indica la distanza «allelica» dei ceppi. Soglia specifica per considerare focolaio (es. 7 alleli per
L. monocytogenes)

Genomes Multi Locus Sequence Typing

Single Nucleotide Polymorphism (SNPs): CFSAN
pipeline, CSlphylogeny, indentificano i polimorfismi
a singolo nucleotide, differenze puntiformi tra
genomi. Indica la quantita di distanza genetica tra
ceppi e la relazione filogenetica

J cJ J

Core/Whole Genome MLST Whole genome SNPs

((Source Torsten Seeman, University of Melbourne Australla

Nl (.



Visualizzare le differenze
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Valutazione . " Assemblaggio: Valutazione
s Esclusione basi . -
Raw reads qualita -~ Reference base qualita genoma Analisi
. con bassa qualita
sequenziamento De Novo assemblato

J\)
Minimum Spanning Tree: albero di copertura di
costo minimo, rete che collega i punti che da il valore '
piu piccolo possibile (cgMLST) .// ;

E=

B

Outgroups
— ST15

Alberi filogenetici: rappresentazione grafica delle
relazioni tra gli individui o ceppi, le distanze nell’albero g o e
riflettono le differenze genetiche calcolate tra i campior
(SNPs)
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Iy =
D

’SCX T Doy el i X
‘ o e
= >_ - =
- - — —
— —_— s .
— —_—
ACTTGG GTCATA ACCTAC GTATAG CATGCC ATGCAG
CCCGAT GCATGC CGACAT TGCAGT CCAGCA TGCTAA
ATCGAT ATGCAC TGAATC
Valutazione . . Assemblaggio: Valutazione
s Esclusione basi s .
Raw reads ) qualita » Reference base qualita genoma Analisi

con bassa qualita

sequenziamento De Novo

e FastQC e Trimmomatic * Spades - e QUAST e Fattori resistenza e
= « Pilon l> virulenza
v T——s V * Annotazione
2l g L o MLST
: i @Pilon o cgMLST
sw : ® SNPs
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We are
bioinFormaticians
thats what we do

Sanmple preparation

Gene identification

Vovel genes
Discoveries et

Grazie per I'attenzione!



