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Costi associati al sequenziamento di DNA 

80-100 $ per 

genoma batterico! 
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Massive sequence output & low cost/base 

Ability to generate large quantity of 

starting material 

Multiple resistance determinants 

Virulence factors 

Epidemiological markers 

Small microbial genomes 

Didelot X et al. Nat Rev Genet. 2012 Aug 14;13(9):601-12. Su Z. et al Expert Rev Mol Diagn. 2011 Apr;11(3):333-43.  

NGS in Microbiology 

Particularly attractive: Application in microbiology: 

Benefits from NGS 

Typing based on the SNPs in the WGS 
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Metodi classici VS NGS 

Isolamento del patogeno 

Identificazione della specie 

Determinazione del potenziale patogeno 

Sensibilità agli antimicrobici 

Correlazione con altri ceppi patogeni 

della sua specie (PFGE, MLST, MLVA…) 

Processo 

multistep 

giorni 

---- 

settimane 

Possibilità di ottenere tutti i 

risultati con un solo 

esperimento di 

sequenziamento! 
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Convenzionale 

NGS 

Sequenziamento convenzionale & NGS 
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MiSeq 

Next generation sequencing 

Cattura dell’immagine 

Registrazione della fluorescenza 

Variazione di pH per incorporazione 

di nt nel filamento crescente 

200bp-400bp short 

reads 
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Illumina Sequencing by Synthesis/1 

Flow cell ibridization Cluster amplification in one position 

+ - + + - 

Cluster amplification 

throughout the flow cell 
Read 1 sequencing (+); the 

sequenced strand is washed out  

1 2 

3 4 

+ 
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Illumina Sequencing by Synthesis/2 

Synthesis of strand -. The 

strand + is cleaved and 

washed out 

Read 2 sequencing (-) FastQ files compiling 

5 

6 7 

- + 

- 

strainname_R1.fastq strainname_R2.fastq 
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Ion Torrent semiconductor sequencing/1 

Shearing and adapter ligation Equimolar emulsion PCR 
Magnetic enrichment 

step for loaded spheres 

Chip loading 

1 2 3 

4 
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Ion Torrent semiconductor sequencing/2 

Flow diagram interpretation and fastQ file compiling 

dNTPs flow and pH monitoring 5 

6 
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MinION - Oxford Nanopore Technologies 
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Pacific Biosciences 
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NGS equipments adoption 

on: Omicsmap.com June, 17, 2015 
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Data Analysis: A new syntax 
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.fastq files 

from 0 to 93 using ASCII 

characters 33 to 126 

Q= -10 log10P 

Phred quality score  

Each .fastq file covering 

a 5 Mb genome at 30X 

weights about 300 MB 
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.fastq files 
@ 

@ 

@ 

@ 

@ 

…and so on 
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Coverage 

Reads mapped on a reference genome  

Ref seq 

Mapped 

reads 

C
O

V
E

R
A

G
E
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Throughput of benchtop sequencers 

Illumina 

MiSeq 

Ion Torrent 

PGM 

2 x 300bp ~56 hrs 13.2-15 Gb 44-50 M 

400bp ~19 hrs 4-5.5 M 1.6-2.2 Gb 

e.g. E. coli multiplex genomes sequencing 

Average length 5 Mb 150 Mb/strain 

Read lenght Total time Total reads Output 

Desired coverage 30X 
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Assembly 

.fasta file .fastq file 

FastqSize ≈ GenomeSize x Coverage x 2 

At least 300 MB per genome 

FastaSize for E. coli contigs 

~10 MB 

Short sequencing reads Partially assembled genome (contigs) 

Need for long contigs to investigate the presence of interesting 

genetic features by blast analysis 



Istituto Superiore di Sanità, Dip. Sanità Pubblica Veterinaria e Sicurezza Alimentare, 

Laboratorio Europeo e Nazionale di Riferimento per E. coli 

7-genes MLST 

Conventional Sanger sequencing NGS-derived 

PCR, sequencing, electropherograms 

analysis 

Uploading sequences on a 

webserver to obtain the 

corresponding alleles and STs 

Direct upload of WGS contigs on a 

webserver 

(e.g. ARIES or CGE) 

Alleles are directly retrieved through 

blastn comparison with pre-installed 

database of alleles from University of 

Warwick with pre-compiled pipelines 
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Whole genome SNPs typing 

Ref-based 

Ref-free (kmers) 
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Escherichia coli 

Ubiquitous 

Commensal 

Some cause infections 

Urinary tract infections 

Sepsis/meningitis 

Diarrhoea-associated infections 

EPEC 
ETEC 
EIEC 
EAEC 
DAEC 
STEC 

Enteropathogenic E. coli 
Enterotoxigenic E. coli 
Enteroinvasive E. coli 
Enteroaggregative E. coli 
Diffusely-Adherent E. coli 
Shiga-toxin producing E. coli 

• Factors involved in colonization 

• Toxins 

Virulence determinants 

Kaper, Nataro Nature Reviews 2004 
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Van Elsas J.D. et al., 2011 

Pangenome Whole genome Core genome Accessory 

genome Housekeeping 

The E. coli pangenome 

Huge pangenome Genomic plasticity 
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ARIES: A Galaxy-based workspace for intensive data 

analyses 
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ARIES geographical spread 

Total 76 

users 

Australia, China, 

India, Iran, USA 

Including National 

Reference 

Laboratories from 13 

Member States in EU 

Belgium 

Denmark 

Finland 

Germany 

Ireland 

Italy 

Latvia 

The Netherlands 

Poland (2 NRLs) 

Portugal 

Slovenia 

United Kingdom 

Users from 

outside Europe: 

Other users from 

Europe: 
France, Luxemburgh, 

Romania, Spain 
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NGS data analysis vision: user - friendly user 

interface 
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Esempi 

• Caratterizzazione del ceppo STEC-EAEC O104:H4 responsabile 

dell’epidemia in Germania nel 2011 

• Utilizzo dell’NGS in metagenomica 

• Caratterizzazione di un clone di Escherichia coli entoeroinvasivi 

(EIEC) circolante in Europa 



Istituto Superiore di Sanità, Dip. Sanità Pubblica Veterinaria e Sicurezza Alimentare, 

Laboratorio Europeo e Nazionale di Riferimento per E. coli 

Analisi di un patogeno ri-emergente 

Aumento di casi di infezioni da Escherichia coli entoeroinvasivi 

in Europa 

• Epidemia in Italia nel 2012 

• Epidemia in UK nel 2014 

• Caso isolato in Spagna nel 2012 

Sequenza genomica di un 

isolato mediante Illumina 

presso il PHE 

Sequenza genomica di due 

isolati mediante Ion Torrent 

presso l’ISS 
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Analisi del contenuto genico 

• Geni associati al sierotipo 

• Geni di virulenza 

• Geni parte degli schemi MLST 

Ricerca di determinanti genetici di interesse attraverso 

allineamenti blast 

• Presenza di isole di patogenicità 

Esistono database di riferimento per i geni di interesse? 

Se non esistono: compilazione di databases ad hoc come liste di 

sequenze geniche in formato fasta 
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Bibliografia EIEC O96:H19 
Characterization of an emergent clone of enteroinvasive Escherichia coli circulating in 

Europe. 

Michelacci V, Prosseda G, Maugliani A, Tozzoli R, Sanchez S, Herrera-León S, Dallman T, 

Jenkins C, Caprioli A, Morabito S. 

Clin Microbiol Infect. 2016 Mar;22(3):287.e11-9. doi: 10.1016/j.cmi.2015.10.025. 

PMID: 26551840 
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Escherichia coli produttori di Shiga-tossina 

Patogeni zoonotici 

Trasmissione attraverso ingestione 

di alimenti contaminati 

Più di 180 sierogruppi circolanti. Solo alcuni sono associati frequentemente con casi 

di malattia grave (TOP 5: O157, O26, O111, O103, O145) 

Manifestazioni cliniche intestinali:   Assenza di sintomi – Diarrea - Colite emorragica  

Manifestazioni cliniche sistemiche: Sindrome Emolitico Uremica (10%): causa 

principale di danno renale nell’infanzia. Richiede 

dialisi 

Grande variabilità dovuta alla grande plasticità genomica: geni stx veicolati da 

batteriofagi e fattori di colonizzazione fanno parte del genoma accessorio 

La Shiga-tossina è anche detta Verocitotossina, quindi i geni stx sono 

anche detti vtx e gli STEC sono anche detti VTEC 

http://www.google.it/imgres?imgurl=http://www.claudiocaprara.it/mediamanager/sys.user/38949/hamburger.jpg&imgrefurl=http://www.claudiocaprara.it/?TAG=texas&usg=__1yIB8vT00O4kKWaeTgSwTxDUFa0=&h=1156&w=1040&sz=81&hl=it&start=27&zoom=1&itbs=1&tbnid=HwxVQc0dTorI2M:&tbnh=150&tbnw=135&prev=/images?q=hamburger&start=20&hl=it&sa=N&gbv=2&ndsp=20&tbs=isch:1
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•  Sierotipo O104:H4 (raro) 

•  Adesione a pila di mattoni (typical of EAEC) 

Attaching/Effacing E. coli Enteroaggregative E. coli 

Maggio 2011: epidemia da STEC-EAEC O104:H4 

4033 casi 

901 SEU 

50 decessi 
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Sequenziamento del genoma del ceppo O104:H4 

• Rapido sviluppo di metodi molecolari per 

identificarne la presenza (geni target: stx, 

wzxO104, fliCH4) 

• Studio delle dinamiche evolutive che ne 

hanno permesso l’emergenza 

Rohde H et al. N Engl J Med 2011;365:718-724 
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Fagi veicolanti geni stx in ceppi EAEC 

1992 
France 

O111:H2  8 HUS 

2011 
Germany, 

France 

O104:H4  900 HUS 

2012 
Nort. 

Ireland 

O111:H21  1 HUS 

Almeno DUE fagi stx2 

sono in grado di infettare 

stabilmente ceppi EAEC 

Un frammento genico 

codificante le fibre 

caudali è conservato in 

tutti i fagi stx2 da EAEC 

Sorgente degli STEC e dei fagi stx Sorgente degli 

EAEC 
Sovrapposizione delle due sorgenti 

Ipotesi sull’emergenza di ceppo STEC-EAEC 

Stesso fago stx2 

conservato in due ceppi 

isolati a 20 anni di 

distanza 
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Bibliografia STEC-EAEC O104:H4 

Whole genome sequence comparison of vtx2-converting phages from Enteroaggregative 

Haemorrhagic Escherichia coli strains. 

Grande L, Michelacci V, Tozzoli R, Ranieri P, Maugliani A, Caprioli A, Morabito S. 

BMC Genomics. 2014 Jul 8;15:574. doi: 10.1186/1471-2164-15-574 

PMID: 25001858 
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Abbondanza tassonomica 

relativa (MG-RAST) 

Applicazioni dell’NGS in Metagenomica 

Resistenza agli antimicrobici (Diamond) 
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Bibliografia Metagenomica/1 
Comparative analysis of metagenomes of Italian top soil improvers. 

Gigliucci F, Brambilla G, Tozzoli R, Michelacci V, Morabito S. 

Environ Res. 2017 May;155:108-115. doi: 10.1016/j.envres.2017.02.004. 

PMID: 28214713 
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Clostridi 

Bacilli 

Clostridi 

Bacilli 

Casi Controlli 

Confronto con database di sequenze di geni di 

virulenza: conferma della presenza di STEC 

O26 eae stx2a nei campioni prelevati dai casi 

Studio della composizione tassonomica 

del microbiota intestinale nei casi VS i 

controlli 

Studio del microbiota in un focolaio epidemico da STEC O26 

Identificazione di differenze nella rappresentatività di alcune 

classi di microrganismi che potrebbero svolgere un ruolo 

protettivo durante l’infezione 

A. 9 A. 4 A. 30 A. 40 A. 8 A. 16 A. 14 481-5 A. 32 A. 41

cif epeA senB ehxA cif cba cif katP mhcF

eae espP espP eae cma eae lpfA tsh

efa1 gad katP efa1 gad efa1

ehxA iha mhcC ehxA ireA ehxA

espA pic espA iss espA

espB senB espB lpfA espB

espJ toxB espF pic espF

espP espJ vat espJ

gad espP espP

iha gad gad

iss iha iha

katP iss iroN

lpfA katp iss

nleA lpfA katP

nleB nleA lpfA

nleC nleB nleA

stx2a nleC nleB

tir stx2a nleC

toxB tir stx2a

toxB tir

toxB
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Bibliografia Metagenomica/2 

Metagenomic Characterization of the Human Intestinal Microbiota in Fecal Samples from 

STEC-Infected Patients 

Gigliucci F, von Meijenfeldt FAB, Knijn A, Michelacci V, Scavia G, Minelli F, Dutilh BE, Ahmad HM, 

Raangs GC, Friedrich AW, Rossen JWA, Morabito S.Front Cell Infect Microbiol. 2018 Feb 6;8:25. 

PMID: 29468143 
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Conclusioni e prospettive 

Il sequenziamento del genoma completo permette di ottenere dati utili alla 

caratterizzazione e tipizzazione dei microrganismi patogeni 

• Base per lo sviluppo di metodi per l’identificazione di un patogeno 

• Possibilità di estrarre informazioni utili per capire l’origine e 

l’emergenza di sottotipi patogeni 

• Possibilità di confrontare ceppi patogeni ed identificarne le relazioni 

filogenetiche 

- attraverso studio degli SNPs nel genoma totale 

- per confronto del contenuto genico – necessità di database di geni e 

alleli 

• Possibile applicazione della metagenomica nella diagnosi delle 

infezioni e nello studio di campioni complessi per investigare nuove 

possibili sorgenti di infezione 
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