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Introduzione: 1 Concetti chiave

Microbiota Microbioma
Insieme di tutti i 

microrganismi colonizzanti il 
nostro corpo

Insieme dei microorganismi simbionti, 
delle loro informazioni genetiche e delle 
loro interazioni con l’organismo ospite
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Introduzione: 1 Approccio di Sequenziamento
Diversi approcci di sequenziamento 

per investigare il microbioma umano
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Introduzione: 1 Approccio di Sequenziamento
Microbiota Microbioma
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Introduzione: 1 Approccio di Sequenziamento

Microbiota Microbioma
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Introduzione: 1 Approccio di Sequenziamento

Nature Biotechnology DOIdoi:10.1038/nbt.3983

I metodi  genomici per il 
sequenziamento  di intere 

comunità  presentano molte sfide 
tecniche e analitiche implicite 

nella metodica ma che  possono 
anche variare  ampiamente tra i 

diversi laboratori



8

Prima del sequenziamento: 2 Disegno sperimentale

https://github.com/biocore/Evident

E’ stato sviluppato per aiutare 

a stimare le dimensioni del 

campione richieste in base 

alla dimensione dell'effetto 

previsto utilizzando studi 

simili precedenti 

Gli studi sul microbiota dipendono in maniera importante dal sample size
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Prima del sequenziamento: 2 Disegno sperimentale

https://github.com/biocore/Evident

L'interfaccia di Evident fornisce :
(1) la selezione dei parametri;
(2) la selezione del tipo di

visualizzazioni;
(3) la visualizzazione del grafico

WebGL.

Gli studi sul microbiota dipendono in maniera importante dal sample size
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Prima del sequenziamento: 2 Disegno sperimentale

https://github.com/biocore/Evident

L'interfaccia di Evident fornisce :
(1) la selezione dei parametri;
(2) la selezione del tipo di

visualizzazioni;
(3) la visualizzazione del grafico

WebGL.

 Non c‘è un metodo
standardizzato per  riportare
le dimensioni degli effetti 

 studi simili potrebbe non
esistere

Gli studi sul microbiota dipendono in maniera importante dal sample size
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Prima del sequenziamento : 2 Disegno sperimentale

Studio pilota 
per definire 

l'effetto sul sample size

Campionamento ripetuto 
degli individui

Ricampionare  gli stessi individui 
nel tempo o valutare  più 
individui solo una volta? 

(Caporaso et al., 2011)

Tuttavia, il campionamento ripetuto nel tempo 
fornirà una visione più completa della diversità.

Non è definibile uno approccio 
analitico standard
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Prima del sequenziamento : 2 Dettagliati Metadata

Petraten Hoopen, European Nucleotide Archive
https://slideplayer.com/slide/12726805/?fbclid=IwAR1JKi-iDYe-qSyZimvS42osGLOpsqkcNiCkBlbm40VbtXRSra5H8CCHyQE#.W-G_tpd88jw.facebook

Analisi e annotazione
delle sequenze (analisi),
file dei dati grezzi
(esecuzione)

Informazioni associate alle
sequenze, compresa la
provenienza del campione
biologico ( e tipologia
campione)

Informazioni tecniche sullo 
studio (nome del progetto, tipo di 
indagine, ambito dello studio, metodo di 
sequenziamento)

Informazioni associate ai
soggetti in studio, tra cui
dati antropometrici e clinici

Informazioni ambientali circa lo 
svolgimento dello studio 
(Posizione geografica (latitudine e 
longitudine), Data di raccolta, Ambiente 
(bioma), Ambiente (materiale))
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Prima del sequenziamento : 2 Dettagliati Metadata

https://www.ebi.ac.uk/ena/submit/metadata-model

Perché condividere i 
tuoi dati e metadata in 

archivi pubblici?

 I dati senza metadati sono inutili;
 descrivere i propri dati in modo così 

dettagliato come vorreste trovare i dati 
di altri;

 usare descrittori standardizzati;
 gli archivi che presentando i dati danno 

credito ;
 tenere aggiornati i dati: allo stesso 

modo tenendo aggiornati i dati questi 
daranno valore alla ricerca e credito al 
ricercatore.
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Come sequenziare: 3 Selezione dei primer
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Come sequenziare: 3 Quali strumenti di analisi preferire

Hu Huang (huan0764@umn.edu)

 Consente diverse modalità di data mininig tra cui:
il demultiplexing e il filtraggio di qualità, la
selezione OTU, l'assegnazione tassonomica e la
ricostruzione filogenetica, e analisi e
visualizzazioni di diversità.

 Raccolta di molti programmi elaborazione dei dati
grezzi mediante input da riga di comando.
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Come sequenziare: 3 Quali strumenti di analisi preferire

https://qiime2.org/

Monitora automaticamente le tue 
analisi con la provenienza dei dati 

decentralizzata - non è più 
necessario fare ipotesi su  quali 

comandi sono stati eseguiti!

Esplora in modo 
interattivo i tuoi dati con 
bellissime visualizzazioni 

che offrono nuove 
prospettive.

Facile condivisione dei 
risultati con il tuo 
team, anche quelli 

senza QIIME 2 
installato.

Sistema basato su plugin: 
i tuoi metodi di analisi 

preferiti in un unico 
posto.

Core concept semplicato
Implementato di una interfaccia grafica



17

Come sequenziare: 3 Quali strumenti di analisi preferire

 Consente l'analisi dei dati del gene16S rRNA;

 Consente di analizzare i dati utilizzando una pipeline

molto simile a QIIME;

 Ha il vantaggio di essere un singolo programma da

eseguire;

 Diversamente da QIIME manca un po’ di una facile

personalizzazione.
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Analisi della diversità microbica: 4 Misure numeriche
Diversità αMetriche utilizzate per descrivere l’ alfa diversità:

Shannon:
misura la probabilità  di predire  l’estrazione  di una specie batterica tra quelle presenti nell’elenco

delle  specie identificate;

 utile a stimare la ricchezza di  specie batteriche presenti nel campione.

Chao1: 
 stima il numero di OTU che non sono rilevati dal sequenziamento in base al numero di taxa batterici

rappresentati da una singola lettura,  definita singletons;

 utile ad avere  una stima indiretta  dell’abbondanza dei taxa più rari.

Simpson:
 assume valore 0 nel caso di una popolazione perfettamente omogenea e valore 1 nel caso di una

popolazione eterogenea al massimo (ogni specie rappresentata nella stessa proporzione) ;

 rappresenta l’eterogeneità di distribuzione delle specie all’interno di un habitat.
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Analisi della diversità microbica: 4 Misure numeriche
Diversità β

 E’ la misura della diversità tra i campioni.
 Le metriche di diversità beta possono essere

raggruppate in diversi modi :
1. possono essere quantitativi (usando 

abbondanza di sequenza, ad es. Bray-Curtis o 
ponderata UniFrac);

2. qualitativo (considerando solo la presenza-
assenza di sequenze, ad esempio, Jaccard
binario o UniFrac non pesato);

3. possono essere basati sulla filogenia (le 
metriche di UniFrac) o meno (Bray-Curtis, 
ecc.).

 Le metriche basate su filogenia  possono risultare
più potenti delle altre metriche nei confronti
delle comunità.
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Analisi della diversità microbica: 4 Misure descrittive
PCA e PCoA HeatMap

Riduzione di dati   

Clustering
per capire quale sia l'impatto 
delle nostre OTU e della loro 
organizzazione nei campioni

per organizzare le features
costituenti il mio set di dati
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Analisi della diversità microbica: 4 Altri tipi di analisi

Le reti di correlazione sono:
 un modo per 

visualizzare quanto 
differenti specie 
batteriche o altri fattori 
(es. acidi grassi, fattori 
dell’ ospite, metaboliti, 
ecc.)  interagiscono tra 
di loro .

 un metodo utile  per 
confrontare  i diversi  
gruppi, evidenziando 
quali batteri / fattori 
coesistono e quale no

Networking

Drago et al. ISME J. 2017 Apr;11(4):875-884.
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Analisi della diversità microbica: 4 Esempio di interpretazione 
computazionale dei dati

Microbes Infect. 2018. pii: S1286-4579(18)30164-3. doi: 10.1016/j.micinf.2018.10.002. 
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Analisi della diversità microbica: 4 Altri tipi di analisi
Dedurre l'impatto funzionale di una  comunità batterica

Langille MG et al. Nat Biotechnol. 2013 Sep;31(9):814-21.
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5 Annotazione e condivisione dei risultati:

https://ena-docs.readthedocs.io/en/latest/mod_02.htmlhttps://www.ebi.ac.uk/ena/submit/metadata-model
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5 Riproducibilità dei risultati

Björn Grüning et al., Cell Systems, 6(6): P631-635, 2018

Annotazione e condivisione dei risultati:
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 Indipendentemente dalle metodologie utilizzate per investigare il microbioma umano,
alcune linee guida sono fondamentali per la realizzazione di studi che contribuiscano
efficacemente al conseguimento di un’ approfondita caratterizzazione delle comunità
batteriche associate a differenti condizioni fisio-patologiche.

 Queste raccomandazioni interessano principalmente:
• un’attenta progettazione dello studio;
• la raccolta e conservazione di dettagliati metadati;
• l’applicazione di metodi sperimentali e analitici che siamo tra loro coerenti;
• la conservazione di buona parte della documentazione raccolta perché possa essere

utilizzata per la progettazione di modelli statistici;
• l’utilizzo di software e strumenti statistici che consentano di generare registri di

analisi e  tengano conto delle versioni degli strumenti bioinformatici applicati;
• il deposito in database pubblici di tutti i dati raccolti attraverso l’utilizzo di formati

standard fruibili anche per ulteriori indagini.
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