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® Obiettivi

Sviluppo di una metodica di Next Generation Sequencing basata
sulllamplificazione target del genoma di SARS-CoV-2

FASE 1 FASE 2
» Messa a punto e ottimizzazione della » Verifica delle performance della
metodica metodica in campioni di riferimento e

campioni clinici considerando: i) diverse
concentrazioni virali e ii) diverse matrici

» Comparazione della metodica basata su
seguenziamento target con la metodica
basata su approccio metagenomico
(SISPA: Sequence-independent, single-
primer amplification)



@ FASE 1 - Sviluppo di un protocollo di sequenziamento target
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@® FASE 2 - verifica delle performance della metodica — campioni di riferimento
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Ct ottenuti mediante Real-time RT-PCR per gene E utilizzando gli oligonucleotidi sviluppati da Corman et al. (Eurosurveillance, 2020).
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Created with BioRender.com Ct ottenuti mediante Real-time RT-PCR per gene E utilizzando gli oligonucleotidi sviluppati da Corman et al. (Eurosurveillance, 2020).
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@ FASE 2 - Verifica delle performance della metodica — campioni clinici ==~
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* Ct ottenuti mediante Real-time RT-PCR per gene E utilizzando gli oligonucleotidi sviluppati da Corman et al. (Eurosurveillance, 2020).




FASE 2 - Verifica delle performance della metodica — analisi bioinformatica

Controllo qualita e filtraggio delle reads
- scythe
- cutadapt

"

Allineamento reference-based
- BWA

"

Chiamata delle varianti
- LoFreq

"

Generazione della sequenza consenso
- in house perl script

"

Analisi dei dati
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@ Campioni di riferimento - output

TARGET Read virali > 99%
S ct26 S ct29 MIX L/S ct26 MIX L/S ct26 MIX L/S ct29 MIX L/S ct29
TOT read = 856.320 TOT read = 795.020 TOT read =727.718 TOT read = 697.416 TOT read = 607.010 TOT read = 825.856

e =
5 £
SISPA Read virali< 1%
S ct26 S ct29 MIX L/S ct26 MIX L/S ct26 MIX L/S ct29 MIX L/S ct29
TOT read = 2.161.746 TOT read = 2.620.220 TOT read = 3.275.158 TOT read = 2.635.654 TOT read = 3.179.302 TOT read = 2.798.862

1 % read virali 1 % read NON virali
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-~ @  Campioni clinici — output

ctl8 ct25 ct26 ct27
TOT read = 1.057.968 TOT read = 440.666 TOT read = 375.214 TOT read = 504.340
! | ‘ ! ‘ E|
ctl8 ct25 ct26 ct27
TOT read = 2.161.746 TOT read = 2.062.868 TOT read = 2.676.728 TOT read = 2.816.676

1 % read virali 1 % read NON virali

énm H».
énm H-.

ct29

TOT read = 421.482

ct29

TOT read = 2.576.268

Read virali > 99%

ct30

TOT read = 553.398

énm llﬂ.

Read virali< 1%

ct30

TOT read = 2.850.042
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Cov minima = 469-2065 reads
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Cov media = 12-34 reads

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN



——
B o —
p—
e ¢
e —
.ulnnnnnunlllurl
L .ﬂ"l
(
|
—_— ‘
9% (%))
® T 4
Sm ed
o) Sr%
o MM T N o
0 R T
= ) L
NN ol
— © i
I o — __a__
© -_— ©
£ Et o
g e E g
> - > >
O O O O O
c— O o O OO
4 o
=
o
m ——a—
nm | g
S = - _
3 —
(&)
I - — <
Q L — {
o = %
7] <L (7
g = A
(o) {
9
— A
. o o
8
~

8000

5000 -

4000 -

3000 -

2000

1000

€056¢
9506¢
6098¢
¢918¢
STLLT
89¢LT
T¢89¢
£€9¢
£765C
08rSc
£€209¢
98S1¢
6€TVC
769¢C
Steet
86LTC
15€ce
706T¢
LSYTe
0TOTC
€950¢
9TT0C
69961
[444)"
SLL8T
8781
18841
vevLT
£869T
0orsot
€609T
9rosT
66TST
[ATA AN
S0t
8G8¢cT
TIrET
796¢T
LTSTT
040TT
€911
9LTTT
6CL0T
¢8C0T
5€86
88¢6
168
678
Lv08
0094
€STL
9049
6579
18s
S9€S
816Y
Tivy
oy
LLSE
0eTe
£€89¢
9edl
6841
el
568

8ty



b

!

i

SN
[ -q!l'\.'

i

YL

.l
A g

A\

»

RSN A 4
4 o

f’/w;', QA

’

\
.

7
o [0 ,.’ \ }‘

4

Al

/

N

y LR Al A ‘!1
gy J : H

d

N I
\1#.'

ALY
¢

'y — R
gy J-—"\“
N

@ Matrice- saliva VS tampone
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@ Caricavirale
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Sequenza consenso — campioni di riferimento
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Sequenza consenso — campioni clini
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@ Sequenza consenso — campioni di riferimento
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@ Varianti minoritarie
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@ Conclusioni

IL PROTOCOLLO TARGET:

» Permette di sequenziare in modo accurato il genoma completo di SARS-CoV-2 da campioni clinici provenienti da
diverse matrici, anche con una limitata carica virale (campioni con valori di ct fino a 30*)

» Grazie al processo di amplificazione del genoma virale, piu del 99% delle reads ottenute appartengono a SARS-CoV-
2. Cio permette di aumentare il numero di campioni per corsa, riducendo i costi

» Llelevata profondita di lettura in ciascuna posizione e la coverage omogenea lungo I'intero genoma permettono di
studiare la variabilita intra-ospite della popolazione virale

IL PROTOCOLLO SISPA:

» E’ fondamentale aumentare il numero di reads per campione al fine di garantire una profondita di lettura sufficiente
per ottenere una sequenza consenso completa e corretta.

» Permette di ottenere il genoma completo solo a partire da campioni con elevata carica virale (ct <18)

* Ct ottenuti mediante Real-time RT-PCR per gene E utilizzando gli oligonucleotidi sviluppati da Corman et al. (Eurosurveillance, 2020).



‘ Ste p fu t u ri Sherimentae dorts Venesie

» Verificare mediante sequenziamento Sanger le differenze nucleotidiche identificate tra le
sequenze consenso dei campioni clinici ottenute mediante 'applicazione del protocollo TARGET
e SISPA.

» Effettuare una prova di ripetibilita del protocollo target

» Verificare le performance del protocollo target in una piattaforma di sequenziamento
alternativa (MinlON — Oxford Nanopore) - in collaborazione con IZSAM (Teramo)
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