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Primo genoma completo:

Severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2 isolate Wuhan-Hu-1, 
complete genome
NCBI Reference Sequence: 
NC_045512.2

Numero di sequenze disponibili:
217,673 totali
215,862 genomi completi

Il database GISAID

Koyama T, Platt D, Parida L. Variant analysis of SARS-CoV-2 genomes. 
Bull World Health Organ. 2020;98(7):495-504. doi:10.2471/BLT.20.253591

Obiettivo GISAID:
raccolta dati per favorire condivisione e rapida valutazione
dell'evoluzione e diffiusione dei virus durante pandemie ed
epidemie
Metodo: condivisione dati virus influenzali e del coronavirus
che causa COVID-19.
Dati disponibili: la sequenza genetica, dati clinici ed
epidemiologici associati ai virus umani, dati geografici e specie-
specifici associati ai virus aviari e ad altri virus animali,



UTILIZZO, CONSULTAZIONE E CONTRIBUTO DI GISAID

Interesse nel tempo
I numeri rappresentano l'interesse
di ricerca rispetto al punto più alto
del grafico in relazione alla
regione e al periodo indicati. Il
valore 100 indica la maggiore
frequenza di ricerca del termine,
50 indica la metà delle ricerche.
Un punteggio pari a 0, invece,
indica che non sono stati rilevati
dati sufficienti per il termine.

Fare clic per inserire testo



Classificazione



Next Generation Sequencing (NGS)
GISAID 

NumeroSARS-CoV-2 genomi completi:
Illumina  147,238  
Nanopore  46,186
Ion torrent  3,488 

Tecnologia Metodo Lunghezza 
delle reads

Tasso di errore 
(%) 

Output
(GB/run) 

Illumina Synthesis 100-300 bp 0.1 200-600

Oxford 
Nanopore 
MinION

Nanopore up to 1000 kb 5-20 5-10

Ion Torrent Synthesis 200-600 bp 1 8-80

Vikas Bansal et al.,
Sequencing 
Technologies and 
Analyses: Where 
Have We Been and 
Where Are We 
Going? iScience
2019



Behjati S, Tarpey PS. What is next generation sequencing?. Arch Dis 
Child Educ Pract Ed. 2013;98(6):236-238. doi:10.1136/archdischild-2013-
304340

Criticità del sequenziamento tramite NGS

-le potenzialità e la 
capacità di archiviazione 

del computer

-la competenza 
necessaria per analizzare 

e interpretare in modo 
completo i dati

-il volume dei dati
e la loro gestione

-il costo effettivo del 
sequenziamento di NGS è 

trascurabile



Software commerciali vs open-source

fastv
IRMA
MiCall
StaPH-B ToolKit

Pacchetti aggiuntivi

Installazione
Comandi aggiuntivi

Software commerciali

Open-source

https://github.com/CDCgov/SARS-CoV-2_Sequencing#bioinformatics



Studio:

Obiettivo:

tool per la ricostruzione dei genomi del 
SARS-CoV-2 e l’analisi di risultati
comparabili.

Caratteristiche: user friendly; non è 
necessario essere programmatori

Galaxy è una piattaforma web open source per la 
ricerca biomedica ad alta intensità di dati con 
migliaia di strumenti dal Tool Shed.

https://aries.iss.it



Trimmomatic tool
Quality base
Filter shorter reads 

Metodo: Costruzione della pipeline
Trimming

Reads totali
Bowtie tool
Human genome reference 
sequence

Rimozione sequenze dell’ospite

De novo assembling

Spades 3.12



Sequenze non filtrate

Bowtie tool

SARS-CoV-2 reference genome

Qualimap 2

Analisi del coverage

SAMtools: mpileup tool, freebayes, vcf tool

Ricostruzione della consensus
SnpEff tool 

Analisi delle varianti

Megablast vs SARS-CoV-2 ORFs

Annotazione ORFs



Metodo: comparazione risultati ottenuti con la pipeline RECoVERY
utilizzando sequenze di genomi già disponibili online

Genomi completi ricostruiti (database Sequence Read Archive, SRA) :
- 100 raw data Illumina
- 100 raw data Nanopore
- 50 raw data IonTorrent

RISULTATI
SARS-CoV-2 RECoVERY

REconstruction of COronaVirus gEnomes & Rapid analYsis

Software utilizzati:  
- CLC Genomics Workbench Ver. 9.5 (Qiagen)   
- online tool Genome Detective Virus Tool
- SARS-CoV-2 RECoVERY

Differenze tra genomi ricostruiti in termini di differenza di 
lunghezza rispetto alle sequenze di riferimento GISAID e 
numero di nucleotidi diversi chiamati



RISULTATI: GLI OUTPUT
Report Qualimap



Scaffold:
statistiche e fasta

Genoma Completo
fasta



Open Reading Frames:
nucleotidi

Chiamata delle varianti



Ion Torrent data (n° of analysed runs =50)

GISAID Mean difference* in consensus length
Min-Max of 
difference in 
consensus 

length

% of 
consensus 
sequences 
longer then 

GISAID 
reference

% of 
consensus 
sequences 

with 
different 

nucleotide 
call

Mean** of n°
of different 
nucleotide 

call

CLC -137 -544 +47 2 (4%) 28 (56%) 4

SARS-CoV-2 
RECoVERY 54 -2 +106 48 (96%) 48 (93.7%) 7

Genome Detective -5172 -18454 +11 0 (0%) 49 (99.9%) 41

Comparazione dei risultati



Illumina data (n° of analysed runs =100)

GISAID Mean difference* in consensus length Min-Max of difference 
in consensus length

% of 
consensus 
sequences 
longer then 

GISAID 
reference

% of 
consensus 
sequences 

with different 
nucleotide call

Mean** of n° of 
different 

nucleotide call

CLC -1173 -8345 +643 18 (18%) 20 (20%) 7

SARS-CoV-2 
RECoVERY 135 -1652 +3379 73 (73%) 52 (52%) 5

Genome Detective -167 -8925 +1989 40 (40%) 43 (43%) 16

Nanopore data (n° of analysed runs =100)

SARS-CoV-2 
RECoVERY 569 -169 +2444 97 (97%) 96 (96%) 7

Genome Detective 267 -3816 +2127 91 (91%) 90 (90%) 13



Conclusioni
1. Pipeline con un'interfaccia user-friendly

2. Rapidità di analisi: 10-60 minuti in base al numero di reads della corsa (50mila - 6 milioni di sequenze).

3. Indipendenza delle analisi dalla piattaforma di sequenziamento

4. Prestazioni comparabili se non migliori dei software disponibili.

5. Risultati immediatamente utilizzabili per ulteriori analisi

6. Report con tutte le varianti caratterizzate, fanno di questa pipeline uno strumento prezioso soprattutto per scienziati
con poca o nessuna competenza in bioinformatica

7. Analisi eseguibili indipendentemente dall'hardware degli utenti utilizzando qualsiasi browser da desktop

8. Fornire un servizio alla comunità scientifica per aumentare la conoscenza sull'evoluzione della SARS-CoV-2



CURIOSITÀ: SMARTPHONE

Run workflow Download file Send results



https://aries.iss.it
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