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Next Generation Sequencing
Metodo di sequenziamento parallelo ad alta 
produttività, che produce migliaia o milioni 
di sequenze contemporaneamente.

Deep Sequencing
Tecniche di analisi della sequenza 
nucleotidica in grado di aumentare: portata, 
complessità, sensibilità e precisione dei 
risultati.

Adattatori
Brevi oligonucleotidi, fusi alle estremità del 
DNA da sequenziare. A seconda della 
tecnologia utilizzata gli adattatori possono 
essere accoppiati ad oligonucleotidi 
complementari su biglie o possono essere 
legati a flow cell e differiscono tra le 
piattaforme di sequenziamento.

Library
Insieme di frammenti di DNA con 
adattatori legati ad ogni estremità.

Bridge PCR
Amplificazione in situ di una molecola di 
DNA specifico su un supporto solido.

Paired-End Sequencing.
Sequenza di entrambe le estremità dello 
stesso frammento di DNA targer e tenere 
traccia dei dati appaiati.

PCR in emulsione
Amplificazione di library basato 
sull’utilizzo di biglie. Un singolo 
frammento viene attaccato alla superficie 
di una biglia che si trova in un'emulsione 
contenente i reagenti di amplificazione, 
che avviene in parallelo in milioni di biglie 
con milioni di frammenti a singolo 
filamento.

Read
Dati ottenuti dal sequenziamento, nella 
forma di una stringa di basi 
nucleotidiche.

Assembly
Un processo computazionale per 
trovare sovrapposizioni di stringhe 
identiche di lettere tra un insieme di 
frammenti di sequenza, per formare 
sequenze più lunghe.

Sequenziamento di terza 
generazione
Metodo di sequenziamento che 
funziona leggendo la sequenza 
nucleotidica a livello di singola 
molecola.

GLOSSIARIO MINIMO DI SOPRAVVIVENZA



1° PacBio RS Systems                                              
1° Ion Torrent Next Generation Sequencer                          

1° Applied Biosystems Next Generation Sequencer                   

Viene sviluppata la PCR  

Premio Nobel per la chimica assegnato a Wally Gilbert e Fred Sanger

Watson e Crick scoprono la struttura del DNA                    

Pubblicazione del metodo di sequenziamento di Sanger

Nasce Genbank       

1° sequenziatore automatizzato: ABiPrism 373                      

1° sequenziatore capillare: ABI 310                               

Sequenziato il genoma umano (3,2 bilioni bp)                    

1° 454 Life Sciences Next Generation Sequencing system  (ROCHE)   
1° Solexa Next Generation Sequencer: Genome Analyzer (Illumina)   

1° Helicos Genetic Analyzer System                                

1° Oxford Nanopore Technologie sequencer: MinION                  







ION PGM

200 o 400 bp read
5.5 milioni di read (differenti chip)

4/7 h di corsa

ION Proton

Fino a 200 bp read

60-80 milioni di read
2/4 h di corsa

Ion S5

200 o 400 bp read
3-80 milioni di read (differenti chip)

2/8 h di corsa



MiSeq

Fino a 2x300 bp read

1/25 milioni di read
5/55 ore di corsa

HiSeq

Fino a 2x 125 bp read

2,5/5 bilioni di read

1/3,5 giorni di corsa

MiniSeq

Fino a 2x150 bp read
14/50 milioni di read

7/24 ore di corsa



Sequencing by synthesisSemiconductor sequencing

Frammentazione DNA 
e preparazione Library

PCR in emulsione Bridge PCR



Tecnologia Illumina

Sample  Prep

Cluster  Generation

Sequencing

Data Analysis



Ha lo scopo di produrre frammenti di 
dsDNA che contengano ad entrambe  le 
estremità gli

ADATTATORI

Sample  Prep



Cluster  Generation



- Ibridazione library DNA e estensione

- Denaturazione dsDNA e clivaggio templato

- Bridge PCR con formazione di dsDNA bridge

- Denaturazione dsDNA bridge

- Ripetizione bridge PCR

- Denaturazione dsDNA bridge

- Clivaggio della sequenza reverse

- Bloccate estremità 3’

- Ibridazione dei primer di sequenza

Cluster  Generation



Sequencing







Sequenziamento di 

terza generazione



Sequenziamento di terza generazione

Limiti delle precedenti Limiti delle precedenti ““ generazionigenerazioni ””

Metodo Sanger
� Sequenziamento di un solo frammento
� Dipendente da amplificazione (ed eventuali errori correlati)
� Elevato costo per base

Metodi di seconda generazione
� Altissimo numero di read, ma di poche centinaia di bp
� Parzialmente dipendente da amplificazione
� Poca risoluzione nelle sequenze ripetute
� Difficoltà ad assemblare de novo i genomi completi



Sequenziamento di terza generazione

CosCos ’è’è il sequenziamento di terza generazioneil sequenziamento di terza generazione

Single - molecule  Sequencing

Sequenze di >10,000 bp
Alcune anche di ~100,000 bp

Sequenziamento di genomi virali (2-
200 Kbp)e batterici (0.5-10 Mbp)

DNA di ottima qualità



Strumenti in commercioStrumenti in commercio

Pacific Bioscience Sequel e RS II Oxford Nanopore MinION

Illumina Moleculo
Protocollo per HiSeq 
2000 e HiSeq 2500

Sequenziamento di terza generazione



Sequenziamento di terza generazione

La tecnologia PacBio in breveLa tecnologia PacBio in breve

Rilevazione di segnale 
luminoso 

esclusivamente al 
fondo del pozzetto 

DNA Polimerasi 
immobilizzata in un 

pozzetto (zero-mode 
waveguides)

Incorporazione 
nucleotidi marcati 

durante la sintesi del 
filamento

Single Molecule, Real-Time (SMRT) 
Sequencing technology



Sequenziamento di terza generazione



Sequenziamento di terza generazione



La doppia elica di DNA  viene separata e la molecola a singolo 
filamento passa in un nanoporo con un rilevatore di corrente.

Ogni nucleotide dà un segnale diverso, che viene rilevato e tradotto in 
sequenza nucelotidica

Sequenziamento di terza generazione

La tecnologia Oxford Nanopore in breveLa tecnologia Oxford Nanopore in breve



Sequenziamento di terza generazione

La tecnologia Oxford Nanopore in breveLa tecnologia Oxford Nanopore in breve

PacBio Sequel

� Lunghezza read: 10-20Kb

� ~ 365,000 read per SMRT cell

� 85% accuratezza, ma correggibile 
fino al 99%

� Utile per assemblaggio di genomi e 
per identificazione di geni

� Meno utile per RNA-Seq

Oxford Nanopore MinION

� Lunghezza read: ~10Kb

� Output: 5-10Gb

� 85% accuratezza, ma correggibile 
fino al 98-99%

� Utile per scaffold di genomi batterici 
e identificazione di patogeni

� Usato durante l’outbreak di Ebola



Sequenziamento di terza generazione

La tecnologia Oxford Nanopore in breveLa tecnologia Oxford Nanopore in breve

PacBio Sequel

� Lunghezza read: 10-20Kb

� ~ 365,000 read per SMRT cell

� 85% accuratezza, ma correggibile 
fino al 99%

� Utile per assemblaggio di genomi e 
per identificazione di geni

� Meno utile per RNA-Seq

Oxford Nanopore MinION

� Lunghezza read: ~10Kb

� Output: 5-10Gb

� 85% accuratezza, ma correggibile 
fino al 98-99%

� Utile per scaffold di genomi batterici 
e identificazione di patogeni

� Usato durante l’outbreak di Ebola

� Sequenziatore USB che sta in una 
mano per 1000$

� Richiede un PC/laptop con porta 
USB 3.0



Sequenziamento di terza generazione

Pro

� Read più lunghe

� Copertura delle regioni ripetute

� Minore copertura richiesta

Contro

� Alto tasso di errore

� Costi elevati

� Resa minore in numero di basi



NGS
16S rRNA gene 
metabarcoding

microbiota

Amplicon 
sequencing

Geni target

Genomica

gDNA

Metabarcoding

eDNA, ecologia, 
alimenti

Trascrittomica

mRNA
Metagenomica

microbioma

miRNomica

sRNA, miRNA

RNA-Seq

RNA totale





Caratterizzazione «tradizionale»

Utilizzo di differenti metodi per ciascun ceppo:

- Sierotipizzazione

- Ricerca fattori virulenza

- Antibiotico resistenza

- Metodi di tipizzazione biomolecolare (PFGE, spa Type)

Caratterizzazione isolati batterici

Next-generation sequencing:

- «one lab method» non organismo specifico

- possibilità di analisi differenti 

Mix di tecniche

Serotyping, ATB Res, PCR, PFGE, MLST, MLVA, SNPs

Whole Genome Sequencing

- Analisi di sequenza per fini differenti
- Comparabilità a ritroso



Antibiotico 
resistenza

Analisi del 
Rischio

Trattamento, 
intervento

MLST Sierotipizzazione

Analisi SNPs

Risoluzione 
focolaio

Geni di 
virulenza

Whole Genome Sequencing Workflow

Fattori di 
patogenicità



Data Analysis



Data Analysis

Risorse online “Web Based”



Data Analysis

Server GalaxyCentri di ricerca 

Sviluppo tool di  analisi genomica dedicati 

Risorsa disponibile  precompilata



ResFinder 2.1

spaTyper 1.0

MLST 1.8

CSI Phylogeny 1.4 (Call SNPs & Infer Phylogeny)

PathogenFinder 1.1

Data Analysis



Risorse online “Web Based”

Pipeline analisi 

genomiche dedicate

Comunità di utenti molto 

attiva e sviluppatori

Data Analysis



Analisi bioinformatica

Software commerciali con 
GUI

Che
approccio?

Software free sviluppati in 
ambiente linux

Piattaforme web (gratuite e a pagamento)



Analisi bioinformatica

CLC Genomics Workbench



Analisi bioinformatica

CLC Genomics Workbench



Analisi bioinformatica

CLC Genomics Workbench



Analisi bioinformatica

Geneious



Analisi bioinformatica

Geneious



Analisi bioinformatica

Partek Genomics Suite



Analisi bioinformatica

SeqMan Pro



Analisi bioinformatica

Galaxy



Analisi bioinformatica

BaseSpace (Illumina)



Analisi bioinformatica

Software per linux

De-novo Assembly
� Spades
� Abyss
� Trinity RNAseq
� MIRA
� Megahit
� Velvet
� ...

Reference mapping
� BWA
� Bowtie
� BBMap
� ...

Metabarcoding
� QIIME
� Mothur
� R/Bioconductor

Qualità
� FastQC
� Cutadapt
� Trimmomatic
� ...



Analisi bioinformatica

Software commerciali 
con GUI

�Interfaccia grafica
�Facili da usare
�Workflow completo

�Costo elevato
�Non tutti i tool 
disponibili

Software free sviluppati 
in ambiente linux

�Molti tool disponibili e 
gratuiti
�Massima 
personalizzazione 
dell’analisi

�Non facili da usare
�Personale formato

Piattaforme web 

�Interfaccia grafica
�Facili da usare
�Workflow completo
�Gratuiti (Galaxy) o poco 
costosi (BaseSpace)

�Non tutti i tool 
disponibili
�Lunghi tempi di attesa 
per tempi di 
elaborazione



Analisi bioinformatica


