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BORIA SEQUENZIAMEN TS

Anni /0 Primi metodi di sequenziamento
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Anni ‘90 Progetto genoma umano(
3 miliardi di dollar
Completato il 24 giugno 2003 Egme

Si pensava che la specie umana avesse centinaia di migliaia di geni. Ne sono stati Project
contati circa 30.000, contro i circa 28.000 di una pianta e 1 18.000 di un verme.




PlE T RE MILIARI

* Primo batterio Haemophilus influentiae (1995)

* Primo eucariote Saccharomyces cerevisiae (1996)
* Primo pluricellulare Caenorhabitis elegans (1993)
* Primo Insetto Drosophila melanogaster (2000)

* Prima pianta Arabidopsis thaliana (2000)

* Primo genoma umano (1990-2003)

* Progetto microbioma umano (2008-2013) ‘ 3 Miliardi di dollari ‘
* |.000 genomi umani (2008-2015)
* |00.000 genomi umani (2012-2017)

* Progetto microbioma umano 2 (2014-)
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Break genome into
large fragments and
insert into clones

Order clones

Break individual
clones into
small pieces

Generate thousands
of sequence reads
and assemble
sequence of clone

Assemble sequences
of overlapping clones
to establish
reference sequence
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Human Genome Sequencing

Generating a Reference
Genome Sequence

(e.g., Human Genome Project)

Genomic DNA
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Reference Sequence

Generating a Person’s

Genome Sequence
(e.g., Circa ~2016)
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Reference Sequence

Break genome
into small pieces

Generate millions
of sequence reads

Align sequence reads
to established
reference sequence

Deduce starting
sequence and identify
differences from
reference sequence
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DNA BARCODING

Batteri 165 rRNA
Animals Ccol  (mitochondrial protein-coding gene, ~650 bp)
High resolution - less universality
, [ =\_ (plastid coding region, ~600 bp)
@, gene barcoding Plants

High universality - less species resolution
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Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

Alignments

Description SI\::; :c?otila S:::g va’lsue Ident Accession
Staphylococcus aureus strain 9-2-10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 906 906 100% 0.0 100% gil336443384|JF920001.1
Staphylococcus aureus strain 17-9-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 906 906 100% 0.0 100% gil336443372|JF919989.1
Staphylococcus aureus strain 7-3-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 906 906 100% 0.0 100% qil336443369|JF919986.1
Staphylococcus aureus subsp. aureus strain Se8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 906 906 100% 0.0 100% gil310780862|HQ432815.1
Staphylococcus sp. AKB-2008-4337D partial 16S rRNA gene, strain AKB-2008-4337D 906 906 100% 0.0 100% qil224027481/AM988972.1
Staphylococcus aureus strain 7-11-3-8 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 902 902 99% 0.0 100% qil336443377|JF919994.1
Staphylococcus aureus strain LG523 168S ribosomal RNA gene, partial sequence 902 902 99% 0.0 100% gil161702938|EU280807.1
Staphylococcus aureus strain 2-6-2-9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 900 900 99% 0.0 100% qil336443378|JF919995.1
Staphylococcus aureus strain iZBN11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 896 896 98% 0.0 100% gil89243333|DQ401256.1
Staphylococcus aureus strain IMSN50 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 896 896 98% 0.0 100% gil89243320|DQ401243.1
Staphylococcus aureus strain JE2, complete genome 894 5351 98% 0.0 100% gil1176819000/CP020619.1
Staphylococcus aureus strain BA01611, complete genome 894 4429 98% 0.0 100% gil1169611722|CP019945.1
Alignments
!
Download GenBank Graphics Next Descriptions

Staphylococcus aureus strain 9-2-10 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: gi|336443384|JF920001.1 Length: 495 Number of Matches: 1

Range 1: 5 to 475 GenBank Graphics

Score

906 bits(471)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 471/471(100%) 0/471(0%)
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ACCGTCAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
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ACCGTCAGATGTGCACAGTTACTTACACATATGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGA
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NextSeq System
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HiSeq System
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Partecipa al progetto di ricerca Italiano e

scopri quali batteri fanno parte della tua
flora intestinale!




Microbioma e Microbiota

Cosa sono!
Batteri Uomo
Cellule
(trigliardi) 100 =
Geni (migliaia) 2000 20

99% batteri si trova nell'intestino

3,5 Kg di peso
Pid di 1000 specie di battert
... ma anche funghi, archea, e virus
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Crescrta di malattie autoimmunitarie, infiammatorie e allergiche
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Multiple ,
sclerosis ,/
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Type 1
diabetes

.+ Asthma
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Incidence of Immune Disorders (%)
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DEPRESSION
More than a third of depression
sufferers have “leaky gut,” or
permeability of the gut lining
that allows bacterium to seep
out into the bloodstream.

SCHIZOPHRENIA

Studies in mice have linked a lack of
normal gut bacteria with changes in
brain development, but the genetics
of the disorder are complex and not
fully understood.

OBESITY & DIRBETES ——
A number of studies have linked
instability in the gut microbiome

to obesity and obesity-related
health problems.

¢ ANXIETY

Prebiotics can have anti-anxiety and
antidepressant effects. Consuming
beneficial bacteria can also
positively change the way the brain
responds to the environment.

¢ AUTISM

Autism often co-occurs with
gastrointestinal issues like leaky
gut or irritable bowel syndrome.

COLON CANCER e ;
Sugar-loving microbes in the gut — along
with the carbs that feed them— can fuel ‘
colon cancer. High carb-diets may even be
contributing to the rise of colon cancer. J

B
RHEUMATOID ARTHRITIS

Studies have found a link between

low levels of certain good gut \ \M

bacteria, high levels of unhealthy
Prevotella copri bacteria, and
autoimmune joint disease.

¢ PARKINSON'S DISERSE
People suffering from this disease
have different gut bacteria than
healthy people.

¢ CROHN'S DISERSE
Abnormally high levels of certain
bacteria strains may be present
when Crohn’s Disease develops,
possibly triggering an atypical
immune response.

¢ ULCERATIVE COLITIS
Imbalances in gut flora may
be a main factor in both the
onset and continuing

symptoms of ulcerative colitis.

IRRITABLE BOWEL SYNDROME

There is a definitive link between IBS
and an overgrowth of bacteria in the
small intestines.



FAECALIBACTERIUM PRAUSNITZII DISRUPTED MICROBIOME

When the mucous layer is
reduced, opportunists can move
close to the gut lining, inciting
Outer mucous layer  inflammation. Fermentation of
fiber seems to keep the mucous
Inner mUQOUS layer layer intact. So does the presence
of peacekeeping microbes, such
as F. prausnitzii. Fiber may keep
the peacekeepers healthy, the
mucous layer thick and the
immune system well calibrated. 1

Other benign bacteria

F. PRAUSNITZII
AND/OR FIBER ABSENT

Reduced
mucous layer

D

Epithelial cell

Primed immuno-
suppressive cells (Tregs)

Blocked
inflammatory

I response
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STILE DIVITA MODERNO
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Disbiosi

perdita di biodiversita
|, Antibioticl

2. Dieta

3. Eliminazione degli

enteropatogeni (elminti)
4. Vaccinazione e riduzione

dell’esposizione a malattie
infettive
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ROBIOMA

Oral microbiota:

Viable counts f

Porphyromonas gingivalis T
Aggregatibacter actinomycetemcomitans T
Candida T

Placental microbiota:

Presence of aerobic and
anaerobic bacteria

Gut microbiota:

Actinobacteria T

Proteobacteria T
Faecalibacterium $
a-diversity ¢
B-diversity T

Vaginal microbiota:

Lactobacillus 4

a-diversity |
B-diversity |
Stability 1
b,
", /"-)',q \"; AN
N /) Early
g Newborn _ childhood : Adult Elderly
Y~ x\> e AL —
21 Z
* Initial gut bacteria (founder * New strains (less certain * Highly distinct, + Substantially different
species) depends upon in origin) outcompete old differentiated microbiota gut communities than in
delivery mode ones - Microblal community younger adults
. N + Rapid increase in may continue to change,
Vaginel defivery: (St diversity but at a slower rate than
- % 'Swhyboooeul.. + Early microbiota in childhood
«Vertical Propionibacterium development = high
Inferilance Spp- instability
frommother: mww « Shifts in response to diet,
certain iliness
* Migher risk of
atopic diseases

Dominguez-Bello, MG et al, Gastroenterology 5811, 140;1713
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Mode of nutritional provision Mode of delivery
Cesarean Vaginal
Breast- Diet
feeding b formula
Pre-probiotic ‘
supplement o
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Gestational age
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Maternal infection
Maternal disease

Maternal stress Environmental Antibiotics

Nature Reviews | Microbiology
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NASCITA

Microbioma diverso tra
parto naturale e cesareo

Malattie associate al parto

cesareo
e Asma

*Diabete tipo |

e Obesita
e Celiachia

Maria G Dominguez-Bello
Partial restoration of the microbiota of cesarean-born infants via vaginal microbial transfer.
Nature Medicine (2016)
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el 1O YOYO

Persistent microbiome alterations modulate the rate of
post-dieting weight regain
Nature | 1-2016

COn |e dlete a elcfetto yO—yO Corriere della sera 16-04-2017
va In crisi il nostro metabolismo
E piu che la linea soffre il cuore

on fatica si sono persi i chili di troppo.
Ma ecco che cisirilassa e loro tornano, a
volte piul di prima. E I'effetto yo-yo,
un'esperienza comune a tanti: perché si
scelgono le diete sbagliate o per mille altri mo-
tivi, il peso oscilla (a volte neppure poco) nel-
I'arco degli anni. Fluttuazioni che fanno male,
come spiega una ricerca presentata all'ultimo
congresso dell'American Heart Association da
Somwail Rasla del Memorial Hospital di Provi-
dence, in Rhode Island. Seguendo per oltre un-
dici anni quasi 160 mila donne in post meno-
pausa, Rasla ha scoperto che la tendenza agli
“ondeggiamenti” sulla bilancia aumenta di tre
volte e mezzo la probabilita di morte cardiaca
1mprovvisa rispetto a chi mantiene 1l peso sta-
bile. Come se non bastasse, cresce del 66 per
cento pure il rischio di morte per patologie co-
ronariche e infarto; gli effetti peraltro sono evi-

Conseguenze

|l ripetuto saliscendi del peso
incrementa anche la probabilita
di patologie croniche

come diabete e fegato grasso

denti anche nelle donne senza problemi di li-
nea, per cui parrebbe deleteria proprio l'oscilla-
zione del peso.

Gli autori non sanno spiegare i meccanismi
con cui incida cosi pesantemente sulla salute di
cuore e vasi e serviranno ulteriori indagini per
capire meglio il fenomeno, ma non é la prima
volta che alle diete yo-yo vengono associati dan-
ni ben maggiori del recupero dei chili.

Secondo alcuni studi, il saliscendi del peso
“scardinerebbe” il metabolismo al punto da in-
crementare la probabilita di patologie croniche
come sindrome metabolica, diabete e fegato
grasso, forse perché a ogni variazione di peso
consistente si innescano risposte fisiologiche,
ormonali e comportamentali controproducen-
ti. Il condizionale pero e d'obbligo perché non
c’é ancora certezza sul legame di causa-effetto
fra diete yo-yo e malattie; & sicuro, invece, che

alternare dimagrimento e recupero dei chili
non serve a trovare la forma perduta, anzi favo-
risce la tendenza a ingrassare.

Secondo uno studio pubblicato di recente su
Evolution, Medicine and Public Health sarebbe
tutta colpa dei nostri istinti primordiali: dopo
esserci “affamati” con diete drastiche (le piu
frequenti responsabili dell'effetto yo-yo) ten-
diamo a mangiare di piu perché il cervello per-
cepisce il regime rigido come un periodo di ca-
restia, si accende percio un allarme che porta il
metabolismo a risparmiare energie e noi ad ab-
buffarci appena possibile.

«Quando si ingrassa dopo essere rapida-
mente dimagriti non ¢’¢ nessun malfunziona-
mento nella fisiologia, né insorge un’insana, e
insopprimibile passione per i dolci: entra in
gioco, semplicemente, la corretta risposta evo-
lutiva del cervello», dice I'autore dello studio,
Andrew Higginson. Risultato, i chili persi si ri-
prendono e spesso con gli interessi, come con-
ferma Anne McTiernan del Fred Hutchinson
Cancer Research Center che sulla rivista Meta-
bolism ha riferito i dati di poco meno di 500
donne over 50 seguite nei loro plurimi tentativi
di dimagrire: «Non abbiamo visto differenze
nei profili ormonali, nella pressione arteriosa o
nella sensibilita all'insulina fra chi oscilla col
peso e chi resta stabile, ma le donne vittime
dell’'effetto yo-yo piu consistente, alla fine pesa-
vano in media nove chili piu delle altre». |

Forse, almeno in chi e obeso, la colpa é tutta
della flora batterica intestinale, stando a una ri-
cerca su Nature: pare infatti che il microbioma
mantenga una “memoria” della precedente
obesita e non torni alla normalita per mesi do-
po il dimagrimento. «Cio fa si che appena si
passa a una dieta normale il peso viene ripreso
velocemente: in esperimenti sui topolini, quan-
do abbiamo eliminato il microbioma “obeso” il
recupero non c’e stato», spiegano gli autori.

La soluzione per uscire dal circolo vizioso? La
pit semplice e difficile,come spiega Higginson:
«Perdere peso lentamente, mangiando di me-
no sempre, senza diete estreme, e facendo atti-
vita fisica».

Elena Meli
© RIPRODUZIONE RISERVATA
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| Il microbioma delle popolazioni occidentali ha una minore diversita.

2.1l microbioma perde diversita se la dieta € povera di MAC (carboidrati accessibili dai battert)

3.1l microbioma viene trasferito alle generazioni successive

4.La perdita di specie puo diventare permanente con le generazioni.

High-fibre diet S/ ™ Svs Low-fibre diet s o = o o ~
L S T LTS PR8N Q™N
Generation 1 U {4 S Al S w el e o~
TN N7 0N N\~ GOl N" -
- - RPN RPN = . ALY X P
Reduced diversity

& - - o

-~
‘/C‘-\ o

eneration - -
m A AN w NI
Further reduced diversity

AP o -~

j\/[ SNt NS ]\/l S
-
{

- N ’-
' (2 oduz=d ~ - e lo e
Generation 3 / L 5\.' ~ > 5\4\‘\ > | 5 D - :\\’ :\\’
A AN A AN 'Sl P " ”

Most reduced diversity

Diet-induced extinctions in the gut microbiota compound over generations
Nature 14 January 2016 e

Transfer to
high-fibre diet

I 4

T\ L
N NN

Less recovery

Even less recovery



SHARE EiLike 2 W Tweet fﬁ Share g +1

Happy New Year to you all. We'll start the year off with a nice graph made by Jonathan
Eisen, showing how the microbiome literature has been growing in the past 10 years:

Papers in Pubmed with Keyword "

Microbiome" vs. Year
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2015 the year of microbiomes: despite some overselling,
microbiome research is exciting, important & growing

It’s hard to keep up sometimes with all those new papers ' ~vulaom, stfor youall
in the new year. The year is not even one day old, and al ady 154 papers v e published
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Analisi del microbioma
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La maggior parte del batteri non cresce In vitro
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PROGET TO MICROBIOMA [TALIANO

www.microbiomaitaliano.it
MICROBIOMA

« ITALIANO . | . ) |
}X{ iInfo@microbiomaitaliano.it
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Cosa c'é nel tuo intestino?
WV, 1M e Ik A5
Partecipa al progetto di ricerca Italiano e
scopri quali batteri fanno parte della tua P I'O gEttO S C u O I e

flora intestinale!

Ambiti di apprendimento:

 biologia: microbioma, sequenziamento NGS,
biologia molecolare

 bioinformatica: allineamento, ricerca in DB

* statistica: analisi biostatistica, machine learning
Il Workshop Microbioma

| * marketing e comunicazione: web design,
Padova 9 giugno 2017/ web marketing, social media marketing

https://microbiomaitaliano.it/20 | 7/04/0 | /ii-microbioma-
salute-e-malattia-workshop-09-06-2017// 30


http://www.microbiomaitaliano.it
mailto:info@microbiomaitaliano.it?subject=
http://www.facebook.com/microbiomaitaliano
https://microbiomaitaliano.it/2017/04/01/iii-microbioma-salute-e-malattia-workshop-09-06-2017/

BRA/IE PER LAT T ENZICHES

direzione@bmr-genomics.it

T

m,\mm
Il mito della dieta

Miiid-Gut [l oz xuon GHE FINE
CONNECTION SEGUI LA DAEIL'%R%PMI:FJIPHNAU HANNO FATTO
R PANCIA

FLORA BATTERICA, NUTRIZIONE
E MALATTIE DEL PROGRESSO

® 3
» »

di antibiorici
alimenta le malattie
della nostra epoca

Hidden Conversation
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