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Genoma e sequenziamento

Il genoma  è il materiale  genetico  di un organismo . Nel caso  
di virus a RNA, come il Coronavirus, è composto  da RNA. 

Il sequenziamento dellõintero genoma ¯ il processo usato 

per ricavare la sequenza di un genoma.

Una sequenza genomica è quindi una successione ordinata 

delle basi azotate presenti nel genoma. 

Nel caso del Coronavirus, la dimensione genomica è pari a 

circa 30k basi

(credit:https://www.scientificanimations.com/wiki-images/).

https://www.scientificanimations.com/wiki-images/


I virus «mutano»

Tutti i virus accumulano mutazioni nei geni durante la 
replicazione a causa di meccanismi di duplicazione degli acidi 
nucleici che commettono errori di copiatura 

La velocità della replicazione virale (in 24 ore si può avere il 
cambiamento del 50-90% della popolazione virale in un singolo 
ospite) 

La intensità della replicazione (entità della progenie >100,000 
volte per RNA virus) 

Giustificano una variabilità che è di almeno 4 o 5 logaritmi 
ǎǳǇŜǊƛƻǊŜ ŀ ǉǳŜƭƭŀ ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜ ǳƳŀƴƻ

Molte mutazioni non hanno alcun impatto sulle caratteristiche 
fenotipiche del virus https://www.news-

medical.net/news/20200812/SARS-CoV-2-a-
swarm-of-mutant-viruses.aspx



Epidemiologia e 
sorveglianza 
genomica

Å Quando una o più mutazioni sono in grado di 
modificare la capacità del virus 

ï di trasmettersi (più efficientemente) o 

ï Řƛ ǎŦǳƎƎƛǊŜ ŀƭƭŜ ŘƛŦŜǎŜ ŘŜƭƭΩƻǎǇƛǘŜ 
(immunescape) 

ï di determinare una patologia più severa 

ï Di alterarne la sensibilità ai trattamenti

Å Il mutante può acquisire un vantaggio 
rispetto alle altre varianti e diffondersi più 
rapidamente o causare infezioni più severe

Å In queste condizioni la nuova variante, il suo 
rinvenimento e monitoraggio (sorveglianza), 
hanno un peso rilevante per la Sanità 
Pubblica 



Anche i batteri 
«mutano»

Å Anche i batteri, pur avendo un tasso di 
mutazione più basso della maggior 
parte dei virus, sono soggetti a 
variazione anche attraverso 
meccanismi genetici più complessi

Å La caratterizzazione del genoma 
batterico permette: 

ï Individuare e delimitare i focolai 
epidemici in comunità o in ambito 
nosocomiale (assistenziale)

ï Identificare i ceppi resistenti ai 
farmaci, in particolare i ceppi 
multi-resistenti (MDR)

ï Identificare i fattori di virulenza e i 
ceppi dotati di aumentata 
patogenicità



Next generation 
sequencing (NGS)

Å Fino a 10 anni fa il sequenziamento 
completo di 3-4 milioni di nucleotidi 
di un genoma batterico richiedeva 
mesi e migliaia di euro per essere 
completato

Å Le piattaforme di Next Generation 
Sequencing (NGS) oggi consentono il 
sequenziamento di diecine di genomi 
batterici (centinaia di genomi virali) al 
giorno a un costo ridotto 



Big-data

Å Questo approccio produce una gran quantità di dati 
complessi, difficili da analizzare (Big data)
ïMolto spesso occorrono una serie di analisi in cui il 
ǇǊƻŘƻǘǘƻ Řƛ ǳƴŀ ŀƴŀƭƛǎƛ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ ƭΩƛƴǇǳǘ ŘŜƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ 
ǎǳŎŎŜǎǎƛǾŀΣ Ŧƛƴƻ ŀƭƭΩƻǘǘŜƴƛƳŜƴǘƻ ŘŜƭ Řŀǘƻ ƴŜŎŜǎǎŀǊƛƻ 
(pipelines)

Å Da qui i laboratori di microbiologia e di Sanità Pubblica, 
devono dotarsi di competenze bioinformatiche e di strumenti 
informatici avanzati 
ïtŜǊ ƭΩŀǊŎƘƛǾƛŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ Řŀǘƛ Ŝ ƭΩƛƴǘŜǊǊƻƎŀȊƛƻƴŜ όƛƴǘŜƭƭƛƎŜƴǘŜύ 
ŘŜƛ ŘŀǘŀōŀǎŜ ό.ƛƻƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎŀύ Ŝ ǇŜǊ ƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƎƭƛ ǎǘŜǎǎƛ 
dati



BIOINFORMATICA

Å ¦ǎƻ ŘŜƭƭΩŀǇǇǊƻŎŎƛƻ ƛƴŦƻǊƳŀǘƛŎƻ όŎƻƳǇǳǘŜǊύ ǇŜǊ 
risolvere problemi biologici

Å bŀǘŀ ŀƭƭŀ ŦƛƴŜ ŘŜƎƭƛ ŀƴƴƛ тл ǇŜǊ ƭΩƛƴǘŜǊǊƻƎŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ 
banche di sequenze (proteine e acidi nucleici)

Å Successivamente ha sviluppato competenze nel 
ŎŀƳǇƻ ŘŜƭƭΩŀƴŀƭƛǎƛ ŘŜƭƭŜ ǎǘŜǎǎŜΥ 

Å Per esempio:

ÅIdentificazione della funzione di geni

ÅStudio della struttura 3D(molecular
modeling)

ÅConfronto tra organismi simili (filogenesi)



Advanced Molecular 
detection

ÅIl riconoscimento di queste problematiche 
Ŝ ŘŜƛ ǾŀƴǘŀƎƎƛ ŘŜƭƭΩǳǎƻ ŘŜƭƭΩbD{ 
ƴŜƭƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ ƳƛŎǊƻōƛŎŀ Ƙŀ ǎǇƛƴǘƻ ƛƭ 
/5/ ŀŘ ŀǾǾƛŀǊŜ ƭΩƛƴƛȊƛŀǘƛǾŀ ŘŜǘǘŀ !ŘǾŀƴŎŜŘ 
Molecular Detection (AMD)

ÅFinalizzata a integrare i nuovi strumenti di 
NGS e bioinformatici con le metodiche 
epidemiologiche nel campo delle malattie 
infettive



La Sorveglianza 
Genomica

Å Sorveglianza Epidemiologica: 

ï consiste in una attività di continuo
monitoraggio e vigilanza sulla distribuzione e 
diffusione nella popolazione di 
malattie/infezioni, che consent a la 
prevenzione, il controllo e la rapida 
individuazione delle modificazioni nelle 
caratteristiche clinico -epidemiologiche delle 
stesse

ï Genomica: 

Å Caratterizzazione e analisi di geni/genomi 
interi di patogeni attraverso approcci di 
sequenziamento ad alta resa



ζ/Ƙƛ ŘŜǾŜ ŦŀǊŜ ŎƻǎŀΧη ƛƴ Ŏŀǎƻ Řƛ ŜƳŜǊƎŜƴȊŀ

Ha lo scopo di ridurre i rischi dovuti alle malattie 
ǘǊŀǎƳƛǎǎƛōƛƭƛ Ŝ ƳƛǘƛƎŀǊŜ ƭΩƛƳǇŀǘǘƻ ƛƴ 
emergenze 

9Ω ǳƴ ǇǊƻŎŜǎǎƻ Ŏƻƴǘƛƴǳƻ ŎƘŜ ŎƻƛƴǾƻƭƎŜ ƳƻƭǘŜǇƭƛŎƛ 
settori sociali (non solo la sanità pubblica) 

Richiede coordinamento e comunicazione.

Pianificazionedi misure comuni

Determinazione dei livelli di rischioe delle priorità di 
intervento

Valutazione post-emergenza 

Supporto a RICERCA, FORMAZIONE e INFORMAZIONE

La 
preparedness



WHO-Global genomic 
surveillance strategy

[ΩhǊƎŀƴƛȊȊŀȊƛƻƴŜ aƻƴŘƛŀƭŜ ŘŜƭƭŀ {ŀƴƛǘŁ Ƙŀ ƛƴŀǳƎǳǊŀǘƻ ƴŜƭ ƎƛǳƎƴƻ нлнм ǳƴ Ǉƛŀƴƻ ǇŜǊ 
promuovere una strategia comune globale per la sorveglianza genomica

Coinvolgendo esperti nel settore non solo di COVID-19 ma anche di Polio, Ebola, HIV, 
ceppi microbici resistenti

Obiettivo generale: potenziare la sorveglianza genomica a livello locale e globale



Sorveglianza genomica e COVID-19
ÅLa pandemia da COVID-мф Ƙŀ ƳƻǎǘǊŀǘƻ Ŧƛƴ ŘŀƭƭΩƛƴƛȊƛƻ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴȊŀ 

della sorveglianza genomica

ÅNel monitoraggio delle varianti (di interesse o di preoccupazione) 
di SARS-CoV-2 in grado di influenzare la diffusione nella 
ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴŜ Ŝ ƭΩƛƳǇŀǘǘƻ ǎǳƭƭŀ ŎƭƛƴƛŎŀ ƴƻƴŎƘŞ ƭŀ ŎŀǇŀŎƛǘŁ Řƛ ŦǳƎŀ 
dalle difese indotte da vaccino o da anticorpi monoclonali



Banche dati di SARS-
CoV-2: GISAID

ÅLa prima sequenzadi genomacompletodi SARS-CoV-2 
depositatasullapiattaformaGlobal Initiativeon Sharing 
All InfluenzaData (GISAID) risaleal 10 gennaio2020 

ÅAttualmente(febbraio2024) sonopiù di 16 milioni e mezzo i
genomicompletidi SARS-COV-2 disponibili

Å Il database garantisceƭΩŀŎŎŜǎǎƻlibero ai dati in modo 
gratuito, siaper il download cheper ƭΩǳǇƭƻŀŘ

Å[ΩŜƭŜǾŀǘŀdisponibilitàdi sequenzegenomichecomplete 
collezionatein tutto il mondo permette

Å lo studio ŘŜƭƭΩŜǇƛŘŜƳƛƻƭƻƎƛŀmolecolare/genomicadel 
virus nel mondo

Å[ΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜdi nuovevarianti(sorveglianza
molecolare)

ÅLo studio delleproprietàclinichee di fugadalledifese
immunio resistenzaai farmacidei mutanti

ÅLo sviluppodi farmacie/o vaccini



Capacità di sequenziamento 
globale al 12/2021

ÅMarcataeterogeneitàgeografica

ÅGlobalmenteil livellodi sorveglianzagenomicaè

ÅAlto nel 38.1% dei paesi(45)

ÅSconosciutonel 64% (76)

Å In particolarei paesihigh-income (HIC)sequenzianomolto di più
(mediamente4.36% dei casi) dei paesinon-high-income (lower-
middle-income-LMIC)(0.27%)

ÅMa ƭΩincomelevel non è ƭΩǳƴƛŎƻfattore chelimita il 
sequenziamento(diversapoliticadi sorveglianza, non 
condivisionedei dati, alta incidenzaCOVID-19)

ÅDiversacapacitàdi sequenziamentopuò influenzarela pronta
individuazionedi unanuovavariante

ÅZhiyuanChen, Nature Genetics, 2022



Diverso tempismo a livello globale

ÅDurante i primi 2 anni di pandemia: da Marzo 
2020 a Febbraio 2022 (Brito, Nat Comm 
2022)

ÅIl 25% dei genomi ottenuti da HICs sono stati 
pubblicati  in banche dati <21 giorni dopo il 
campionamento (Turnaround Time )

ÅSolo il 5% dei genomi caratterizzati da Paesi a 
basso-medio reddito vengono pubblicati con 
la stessa rapidità 

ÅLa rapidità con cui vengono sequenziate e 
pubblicati i genomi influenza la capacità di 
individuare per tempo le varianti (settimane 
o mesi per diffondersi e divenire prevalenti) 



Capacità di sequenziamento in Europa

Dati ECDC delle settimane 35 e 36 del 2022

Proporzione di campioni SARS-CoV-2 sequenziati in 27 

Paesi Europei 

Media 10.0%

Minimo 0.4% (Grecia Italia)

Max 62.4% (Danimarca)



Capacitàdi 
sequenziamentoin UK

ÅThe COG-UK Consortium is an innovative partnership of NHS 
organisations, the four Public Health Agencies of the UK, the 
WellcomeSanger Institute and more than 12 academic 
institutions providing sequencing and analysis capacity. 

ÅIt is led byProfessor Sharon Peacock, Director of the COVID-19 
Genomics UK (COG-UK) Consortium.

ÅIt is supported by £20 million funding from the UK Department 
of Health and Social Care (DHSC), UK Research and Innovation 
(UKRI) and the WellcomeSanger Institute.

ÅIl Consorzioè statochiusoil 31 marzo2023

ÅA marzo2023 più di 3 milioni di sequenzesu15 milioni (1:3) 
depositatesuGISAID, provenivanodal Regno Unito



Numero campioni sequenziati in Italia 
tra gennaio 2022 e gennaio 2023

Tra gennaio 2022 e gennaio 2023

Mediana c.ca 1,000 seq a settimana 

Min 476

Max 3223

Percentuale positivi sequenziati 

Mediana 0.4%

Min   0.2%

Max   2.2%

Tempi relativamente lunghi per il 
consolidamento del dato?

Dopo gennaio 2023 il dato diventa irrealistico 
a causa della riduzione del numero di tamponi 0
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Intelligenza 
artificiale

Å [ΩLƴǘŜƭƭƛƎŜƴȊŀ !ǊǘƛŦƛŎƛŀƭŜ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀ 
ǳƴΩƻǇǇƻǊǘǳƴƛǘŁ ŦƻƴŘŀƳŜƴǘŀƭŜ ǇŜǊ ƭŀ ƎŜǎǘƛƻƴŜ 
di una gran numero di dati (Big-data) 
ƎŜƴƻƳƛŎƛ όƳŀ ŀƴŎƘŜ ŜǇƛŘŜƳƛƻƭƻƎƛŎƛύ Ŝ ƭΩǳǎƻ Řƛ 
modelli (bioinformatici e statistici) sempre 
più complessi, in tempi brevi.

Å Fondamentale nella sorveglianza genomica

ï Identificazione pronta di nuove varianti 
o emergenza di mutazioni di impatto

ï /ƻƳǇǊŜƴǎƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŜŦŦŜǘǘƻ ŘŜƭƭŜ 
mutazioni sulla clinica e sulla capacità di 
fuga dalle difese

ï Valutazione dei rischi di emergenza 

Å Disegno di nuovi farmaci e/o di nuovi vaccini

Å Determinare la resistenza agli antibiotici nei 
batteri



Importanza delle 
reti di competenze

Å Per fare tutto questo è fondamentale la 
costituzione di reti di competenze e 
ƭΩƛƴǘŜǊŀȊƛƻƴŜ ǇǳōōƭƛŎƻκǇǊƛǾŀǘƻ

ïBiomedicina umana, animale e 
ambiente (approccio One Health)

ïCompetenze bioinformatiche 

ïReti informatiche

ï/ƻƳǇŜǘŜƴȊŜ ƴŜƭƭΩƛƴǘŜƭƭƛƎŜƴȊŀ 
artificiale

ï Infrastruttura informatica e gestione 
Dati 



FINE



Alessia Lai

Dipartimento di Scienze Biomediche e Cliniche

Università degli Studi di Milano

Il ruolo delle banche dati nello studio 
ŘŜƭƭΩŜǇƛŘŜƳƛƻƭƻƎƛŀ ƎŜƴƻƳƛŎŀ



V Nextstrain è un progetto open
sourceper sfruttare la disponibilità
di genomidei patogenia beneficio
della ricerca scientifica e della
sanitàpubblica

V Attinge i dati genomicida database
pubblici, tra cui principalmente
GISAID

V Costruisce un albero filogenetico
datato

V Combinadati relativi al tempo, allo
spazio(mappa)e alla classificazione
dei genotipi

V Fornisceuna visionecostantemente
aggiornatadei lignaggidi SARS-CoV-
2 circolantiin tutto il mondo

Enabledby data from   

https://www.gisaid.org/


V Fornisce anche una visione
completa delle mutazioni
osservate e della loro
frequenza nel genoma del
virus

V Nonchéun quadroaggiornato
delle varianti (clades)
circolantinegliultimi mesi

V [ΩƻōƛŜǘǘƛǾƻè fornire uno
strumento potente per la
sorveglianzagenomica

V Aiutare la comprensione
epidemiologica/evolutiva

V Contribuire alla risposta
contro le epidemie/pandemie

Enabledby data from   

https://www.gisaid.org/


NextstrainSARS-CoV-2 
resources



SARS-CoV-2 evoluzione

Å SARS-CoV-2 haun grandegenoma(29kb)ed evolverapidamente,mamenodeglialtri RNAvirus

Å Variabilitàlimitata dalpossessodi unaESONUCLEASIad attività proofreading

Å !ƭƭΩƛƴƛȊƛƻ(spillover)non avevapraticamentediversitàgenetica

Å DuranteƭΩŜǎǇŀƴǎƛƻƴŜƴŜƭƭΩǳƻƳƻsiè diversificatoproducendonumerosilignaggivirali distinti

Å Ad unavelocitàevolutivastimata tra a 0.4 e 2 sostituzioniogni1000sitiŀƭƭΩŀƴƴƻ

ï unafrequenzadi circa1-2 mutazionimese

Å Molti lignaggisonoora estinti e sostituiti da altri concaratteristichediverse

Å Primocasola varianteD614G

Å Il tassodi trasmissionedi SARS-CoV-2 è più elevatodel suotassoevolutivo, quindimolti genomiidenticisi diffondono
rapidamentee possonoesserepresentiovunque!



SARS-CoV-2 lineages(Pangolin)

RadiceŘŜƭƭΩŀƭōŜǊƻ: lineageA (EPI_ISL_406801-il più vicinoal pipistrello) e B
(Wuhan-Hu-1 AN MN908947)

V Lineagesdiscendentidai primi sononumerati (A.1, B.1, B.2,
ecccon almeno1 nucleotidedi differenza)e possonoessere
progenitori di altri lineage che vengono nominati
aggiungendounanumerazione(B.1.1, A.1.1Χ.). Questofino al
3° livello (es. B.1.1.1), quindicambialettera

V 19Ae 19Bgli originari di Wuhan
V 20Aemerso in Europa in Marzo da 19A
V 20Be 20Cemersi successivamente nel 2020 dal 20A
V 20D-20IŜƳŜǊǎƛ ŘƻǇƻ ƭΩŜǎǘŀǘŜ нлнл

SARS-CoV-2 clades(Nextstrain)

Assegna ad ogni clade una lettera sulla base della diversificazione dal 
ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊŜ Ŝ ǳƴ ƴǳƳŜǊƻ ŎƻǊǊƛǎǇƻƴŘŜƴǘŜ ŀƭƭΩŀƴƴƻ Řƛ ŎƻƳǇŀǊǎŀΦ

https://clades.nextstrain.org/ https://pangolin.cog-uk.io/



B. Korberet al.,Cell 2020

ÅD614G: sostituzione nucleotidica da A a G in posizione 23403
ÅLa sostituzione potrebbe aver indotto un cambiamento conformazionale nella proteina S
Å9Ω ŘƛǾŜƴǘŀǘŀ ƭŀ ŦƻǊƳŀ ŘƻƳƛƴŀƴǘŜ ƴŜƭƭŀ ǇŀƴŘŜƳƛŀ
ÅLa variante G614 è associata a una maggiore infettività e a cariche virali più elevate, ma non ad un aumento della 
severità

M U TA Z I O N E  D 6 1 4 G



La storia delle varianti
V Alla fine del 2020 iniziano a emergere le varianti «di preoccupazione» 

(VOC)
V Evidente dinamica di sostituzione di un lignaggio con quello successivo 
V Dovuta ad una maggiore trasmissibilità o capacità di immune escape

(reinfezioni e infezione vaccinati)
Alpha (lineageB.1.1.7, clade 20B):
Prima identificazione: in Europa (GB), settembre-ottobre 2020
Prevalente da aprile 2021 (6m dopo)
6 mutazioni e 2 delezioni nella proteina spike; aumento della trasmissibilità 

del 50% rispetto ai ceppi circolanti precedentemente
Delta (lineageB.1.617.2, clade 21A, 21I, 21J):
Prima identificazione: India, ottobre 2020
Prevalente da agosto 2021 (8m dopo)
Numerosi sotto-lignaggi (AY.x)
10 mutazioni nella proteina spike; aumento della trasmissibilità del 40-60% 

rispetto alla variante Alpha

Omicron (lineageB.1.529, clade 21K, 21L e 21M, 22B): 
Africa, novembre 2021
Prevalente da gennaio 2022 (3m dopo)
Numerosi sotto-lignaggi (BA.1-5)
Oltre 30 mutazioni nella proteina spike; aumento della 
trasmissibilità di circa 3 volte rispetto alla variante Delta



Omicron soup

La comparsa della variante Omicron, dotata di caratteristiche uniche e 
ƭΩŜǎǘŜǎŀ ǾŀŎŎƛƴŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŀ ǇƻǇƻƭŀȊƛƻƴŜ ŜǳǊƻǇŜŀ ƴŜƭ ŎƻǊǎƻ ŘŜƭ нлннΣ Ƙŀ 
ŎŀƳōƛŀǘƻ ǊŀŘƛŎŀƭƳŜƴǘŜ ƭΩŜǇƛŘŜƳƛƻƭƻƎƛŀ ŘŜƭƭΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴŘƻ Řƛ 

ŘƛǎǘƛƴƎǳŜǊŜ ǳƴΩŜǊŀ pre-Omicron e una Omicron.
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BACKGROUND

Å Ottobre 2020: ingresso del clade20E.EU1;

Å Dicembre 2020: ingresso della variante Alpha(B.1.1.7)

Å Maggio 2021: primi casi di varianteDelta (B.1.617.2);

Å Novembre 2021: primi casi di variante Omicron (B.1.1.529)

Å       Gennaio 2022: circolazione Omicron BA.1, e primi casi BA.2 e BA.5  

Å       Febbraio-luglio 2022: circolazione Omicron BA.2

Å       Luglio- novembre 2022: prevalenza Omicron BA.5



Nextstrain-maintainedpathogenanalyses

V Data la rilevanzaepidemiologicadi RSV(ogni anno 64
milioni di infezionie 160.000 decessi),gli attuali sistemi
di sorveglianzaintegratalo includono

V Estesa diffusione del sequenziamento ŘŜƭƭΩƛƴǘŜǊƻ
genomae integrazionedei dati su RSVnella bancadati
GISAIDe nellapiattaformaNextstrain

V RSVè diffusoa livelloglobale
V Virusa RNA(circa15.2Kb)conun tassodi mutazionedi

10-3/10-4 sostituzioniper sito/anno
V Duesottotipi (A e B), suddivisiin ulteriori genotipi
V I sottotipi co-circolano,anchese normalmenteprevale

un solosottotipo



63 countries and territories shared 
16.825 viral sequences from human 
cases of RSV via GISAID

128 genomi interi, 88 
sequenze depositate della 
stagione 2021-2022 dal 
nostro Laboratorio


