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Analisi dei dati NGS: workflow

Racchiude tutti gli step . N . . .
© utili a determinare la g Racchiude tuttii - VI_SuaII_22aZ|0ne_
= sequenza delle basi, & < processi necessari = dei dati prodotti
= tipicame_nte eseguita da! c ad allineare i .g grazie a software
= sequenziatore dopo ogni 8 frammenti o dedi .
Q. — ciclo. O —— o S edicatl
= n sequenziati —
= % (contlg)f | 72
- © .
& | Produce letture (reads) & escludendo i dati Z | |Interpretazione

in formato FastQ < di bassa qualita. dei dati




A. RTA Logs folder— Contains log files that describe each step performed
by RTA for each Read.

B. InterOp folder— Contains binary files used by Sequencing Analysis
Viewer (SAV) to summarize various primary analysis metrics.

C. Logs folder— Contains log files that describe every step performed by
the instrument for each cycle.

D. Runinfo.xml— Contains high-level run information, such as the number
of Reads and cycles in the sequencing run.

E. runParameters.xml— Contains a summary of run parameters and
information about run components.

F. SampleSheet.csv— Provides parameters for the run and subsequent
analysis.

G. Alignment folder— Contains alignment (*.bam) and variant call (*.vcf)
files. This folder is not created if you set up your run with the
GenerateFASTQ workflow.

H. FASTQ files— Provide intermediate analysis data for downstream third-
party analysis. Files are located in Data\Intensities\BaseCalls.
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Sequencing Analysis

Viewer
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- Qscore Heatmap mostra il Q score
per ogni ciclo di sequenziamento.
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Sequencing Analysis
V i e We r Run Folder: Y:\101029_P22 0759_BFC805GRAB W
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Sequencing Analysis
Viewer
Su m ma ry Ta b Run Faolder D \llumina\MiSegAnalysis\160816_M70109_0001_000000000-AJTYO ‘ m m

Analysis | Imaging Summary |Indexing |

- Mostra i dati di qualita grezzi in una CL I . O L 7
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d evia Z i O n i Sta n d a rd d e I Ie Va ri e Ia n e . Lane | Ties Dansity Cluster PF P“Bﬂ.'{::,‘ﬂhﬁ! Reads Reads PF % >= 030 Yield Cycies Alignada Error Rate Emor Rate Error Rate

rmim2) ") ™) ™) G} Err Rated (") (%e) 356 cyche (%) 75 cycie ()
J 28 1078 «-21 9122+-120 0070/0.134 20.54 1a.7e 98.77 225 120 151004 027 <003 0134001 017 +-002

- Cluster Density: 600-1200 K/mm? ——

Lane Toes Density Cluster PF Phas/Prephas Reads Reads PF % >= Q30 Yield Cycles Algned Ermor Ratle Error Rate Ermror Rate
CI USter PaSSin Filter_ >80(y (K/mm2) %) %) (M) o § (G) Err Ratea (%) (%) 35 cycla (%) 75 cycle (W)
g * 0 1 28 1078 «4-21 M 22+-120 000070000 2054 1874 94 61 013 a Q0G+-000 000+40D0D0 0O00+-000 0O00++-000
- % reads >Q30: >90% et

— Lane Tues Density Clustor PF PhasMrephas  Roads Roads PF %% > Q30 Yiela Cycles Angned Error Rate Error Rate Ervor Rate
(Kimimn2) (") {5) ™M) vy (&3] Err Rated %) (%) 35 cycle (%) 75 cycle (%)
1 28 1076 +- 21 9122+ 120 0.000/0000 20 54 1874 a7 4a 0.13 0 000 +-000 O0O00+/-DD0 O00+/-000 OO00+-000

Read 4
Lan T Dansity Cluster PF Phaa/Prephas Reada Reads PF % e O30 Yiela Cycles Alignea Error Rato Ermror Rate Error Rate
e — (K/mumz) () ()} ™) o) 1G) 17 Roted ™) (%) 3% cyche (%) 75 cycle (%)

1 8 1078 =- 21 0122 «-129 Qo076 /0081 20 %54 1274 9414 22% 120 143003 053 +/-008 037 +-023 Daga~r-0N



AIBT XXX Napoli, 10/12 ottobre 2024

Assoclazione Itallana
di I:\‘n\un()( enelica congresso

e Biologia del Tapianti = N\ AZignale
| | fl |e FAS Q numero del tile Paired-end
Nome Stru/mento I?)rsa ID flowcell  lane flowcell Coordinate del c/uste/ N read ha passato il filtro, altrimenti Y
/ d
1@BMOE63444354000000000-CLESR{ 11101} 19311:: 1923 0 : [ g—"1ndice
2 T AGAL A TG TCAGGAG I CTTTGETAG GG T T ATAGAC T T T T ACTCECAGGARATAGT S
3+

41>111111118B3311112AAFGGL1OALI]11000ABGFHBALID211ADGHHE21212A01A//00B11221

Si riferisce all’identificativo della sequenza (inizia con @)
La seconda riga mostra la sequenza grezza
Contiene il simbolo “+"" seguito da spazio

Contiene i parametri di qualita della sequenza codificati come
conversione decimale del codice ASCIlI (American Standard Code
for Information Interchange)

B w N
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| file *.SAM e *.BAM

* [ SAM (Sequence Alignment Map) e un formato di archiviazione di file
di allineamento con le relative coordinate di interpretazione.

* Viene utilizzato in diversi workflow di sequenziamento per allineare le
reads ad una sequenza di riferimento.

* BAM e un file SAM compresso, scritto in codice binario. Non
decifrabile da un operatore, ma solo da software dedicati.

 Alcuni tools permettono di convertire i file *.SAM in *.BAM (es.
Samtools)
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Controllo qualita dei FASTQ nella tipizzazione HLA

* Permette di affiancare i software commerciali per migliorare la qualita
del dato;

* Permette di identificare eventuali problemi sorti durante il
sequenziamento;

 Utile in fase di validazione / monitoraggio continuo per identificare le
caratteristiche intrinseche della metodica;

* Identificazione e miglioramento dell’eventuale errore introdotto
durante le fasi della metodica.
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FastQC

* Tool gratuito di controllo qualita dei dati
NGS

* File input *.fastg, *.bam, *.sam

* Generazione di un report *.html con i
parametri di qualita del file inserito
(visualizzabile tramite browser)

* In caso di sequenziamenti paired-end
vanno inseriti entrambi i files *.fastq
generati e verranno analizzati

separatamente. Andrews, S. (2010). FastQC: A Quality

Control Tool for High Throughput
Sequence Data
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Configuration
Help T adapter list.txt N.B. Questi file *.txt
net contaminant_list.tet possono essere modificati
org limits. b ———— | manualmente
Templates dall’operatore per adattarli
uk alle esigenze specifiche di
| ] cisd-jhdf5.jar analisi.
D fastqc 1 Intreduction

@ fastqc_icon.ico 2 Basic Operations

Ehtsjdk.jar 3 Analysis Modules ;::f o
= INSTALL bt

| jbzip2-0.9.jar

| ] LICENSE

LICEMSE. et - FastQC High ‘lhro:.gr::t:toi:?uonce QC Report
LICENSE_JHDF5.txt Z_Q g DTl bt o
| README.md - s ressemb
README.bat e
RELEASE_MOTES.bdt e B S

run_fastgc.bat
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@FastQC Re port

Summary
_ » @Basm Statistics
Basic Statistics
@Per base sequence quality .
Filename HA-241163-514-786 58 1881 R1 @8l.fastq.gz
@Pertile sequence quality File type Conventional base calls
@PBF sequence quality scores Encoding Sanger / Illumina 1.9
Total Sequences 313531
QPer base sequence content
Total Bases 46.6 Mbp
@Mw Sequences flagged as poor quality @
@PBF base N content Sequence length 35-151
(T 5@

@S_equence Length Distribution
Qﬁq uence Duplication Levels

@Overrepresented sequences

@Adapter Content Per base Sequence qua"ty

QKmer Content 40

. Tﬁﬁﬁfﬁ”ﬁ%ﬁ

Cuality scores across all bases (Sanger | IHlumina 1.9 encoding)
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@Per base sequence quality @Per tile sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger | Ilumina 1.9 encoding) GQuality per tile

& Buona qualita
) Scarsa qualita

1 2 3 4 5 8 7 & 9 15-19 2529 35-39 4549 5559 6569 T5-79 8559 9599 105-109 120-124 135-139 150-151
Pasition in read (bp)

123456789 1519 30-34 4549 6064 7573 90-94 105-109 125-129  145-149  165-169  185-189  205-209 225229 245-249 265-269

Position in read (bp)

- Il box giallo rappresenta la qualita del 25-75% - Nelle librerie di lllumina sono presenti informazioni relative
delle reads in quella posizione, i whiskers sotto il box giallo all’identificativo della sequenza, per cui € possibile ricostruire la
rappresentano il limite del 10% e 90%. Tendenzialmente la qualita associata ai tile per identificare eventuali problemi in una

qualita tende ad abbassarsi per corse molto lunghe. regione della flowcell. Le sfumature di blu indicano buona qualita.
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@Per sequence quality scores

Guality scare distribution over all sequences

150000

160000

140000

120000

100000

0000

GO000

40000

20000

]

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 &7

Mean Sequence Quality (Phred Score)

Average Quality per read

26 29 30 31 32 33 3 35 30 IF 38

- Parametri di qualita medi per read, valori sotto 20 indicano
probabilita di errore dell’ 1% nell’assegnazione delle basi, il

valore ottimale e sopra 27.

@Per base N content

M content across all bases
100

%N
a0
a0
70
60
2]
40

30

20

1 2 3 4 5 8 7 8 9 15-19  25-29 35-39 45-49 5559 6569 7579 85-89 95-99 105-109 120-124 135-139 150-151
Position in read (bp)

- Il valore N viene assegnato in una posizione quando il sequenziamento
non e in grado di assegnare la base. Questo grafico mostra la % di basi
chiamate in ogni posizione, per le quali & stata assegnata una N. Un
aumento di %N puo indicare che un bias della reazione rende il basecaller
instabile.
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QPer base sequence content
Sequence content across all bases
100
a0 o
a0
70
&0

50

40

. /

-_-}ﬁ—-—-——-—-‘—-"-—-___—_‘—-— S ————
z0 //

1 2 3 4 5 86 7 8§ 9 15-19 25-29 35-33 4549 5559 &5-69 7579 85-89 95-99 105-109 120-124 135-139 150-151
Fosition in read (bp)

- Questo parametro mostra la proporzione della presenza di ogni base
nel sequenziamento. In una libreria ottimale le proporzioni
dovrebbero mantenersi costanti. All’inizio della sequenza si puo
verificare sbilanciamento per bias nella frammentazione o random
priming; in questo caso non interferisce con la qualita del dato a valle.

@Kmer Content

120

60

40

20 |-

LogZ Obs/Exp

ACCGGTA
ATCGGAA
GATCGGA

CTAAGCG

{ TAAGCGC
100

80 |-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 15-19 25-29 35-39 45-49 55-59 65-69 75-79 85-89 95-99 105-109 120-124 135-139 145
Position in read (bp)

- I Kmer content parte dal presupposto che piccoli segmenti di
sequenza (Kmeri) dovrebbero essere equamente rappresentati
all'interno di una library. All’inizio della sequenza questo dato puo
aumentare in caso di random priming, ed e correlato al “’Per base
sequence content”’.
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@Per sequence GC content @Per sequence GC content

GC distribution over all sequences GC diskribution over all sequences

14000 GC count per read
Theoretical Distribution 10000

GC count per read

Theoretical Distribution

12000

a000
10000

Contaminazione?

a000 5000

G000

4000

4000

2000
2000

02468 11 14 17 20 23 26 29 32 35 38 41 44 47 50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 83 86 89 92 95 93
Mean GC conkent (%)

0z+4648 11 14 17 20 23 26 29 32 35 35 41 44 47 50 53 56 59 62 65 65 71 74 77 60 63 &6 89 92 95 95
Mean GC content (%)

- Questa sezione mostra il GC content sull’intera distribuzione delle -Uno shift nella curva osservata indica un bias nella rappresentazione
sequenze, viene comparata ad una distribuzione normale teorica del delle basi, che puo essere dato da contaminazione o da problemi della
GC content. La curva relativa al sequenziamento deve essere il piu library. Uno shift sistematico non viene indicato come errore, siccome

possibile sovrapponibile alla distribuzione normale. puo essere una caratteristica intrinseca della library.
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@Sequence Length Distribution

@Ada pter Content
Distribution of sequence lengths over all sequences
- % Adapter
200000 Sequence Length 100
Illumina Universal Adapter
Illumina Small RNA 3" Adapter
an Illumina small RNA 5' Adapter
175000
PolyA
Bl PolyG
150000
7o
125000
&0
100000 s
40
75000
30
S0000
20
25000
10

30-34 40-44 50-54 60-64 70-74 80-54 20-94 100-104  110-114  120-124  130-134  140-144  150-152
Sequence Length (bp)

1 2 3 4 5 & 7 8§ 9 15-19  25-29 35-39 4549 5559 6569 7579 §5-89  95-99 105-109 120-124 135-139
Position in read (bp)

- Le sequenze dovrebbero avere tutte la stessa lunghezza, che - Questo grafico mostra I'eventuale sovra rappresentazione di

dipende dalla metodica utilizzata. adapter nel sequenziamento. Nel software € presente una lista
di adapter di default che puo essere modificata manualmente
dall’'operatore nella sezione Configuration > adapter_list.txt
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@Sequence Duplication Levels

Percent of seqs remaining if deduplicated 44,72%
100

% Total sequences @Overrepresented sequences

:

a0 GATCERAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGACATAGTATCTCGTAT 7459 2.678853612986064

MMPMRNRN NN NN NNNRRNNN SRS NSNS NN NN 2629 2.9441898532969481
70

GECAGACAGTOTERACAAAGAGGCTGETOGTAGGAGAAGAGEEATCAGGACG &7 B.24314635339750834
&0 TAGATACTCACGACGOGEACCCAGTTCTCACTCCCATTGEGTATCGGGTT 588 B.28838340468323516
=0 CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTGCTTGCTATAGTTCAGTCCCTCTA 426 8.15299525938182445

CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTGETTGCTATACTTCAGTCCCTCTA 486 B.14581238327826462
K GCAGATOCCTTTECAGAAACAAARTCAGGETTCT TCAAGTCACAAAGEGA 488 @.14365752847119665
= CTAOGE0AGEAAACACAGETCAGCATOOGAACAGOOATCACAGTGRACACG 294 8.168558827754632956

20

-Nella maggioranza dei sequenziamenti HLA da noi analizzati, sono
presenti sequenze over rappresentate. Il software riporta la
0z s 4 s s 7 8 3 s s si0 ssm sk s sk percentuale delle sequenze piu abbondanti sopra lo 0,1% del totale.
eauence Dupleatonieve Nel software & presente una lista di contaminati di default

-In una library tendenzialmente le sequenze sono diversificate; quando  identificabili, che puo essere modificata manualmente dall'operatore
alcune sequenze sono presenti in duplicato cio pud indicare over- nella cartella Configuration > contaminat_list.txt

amplificazione nella PCR, contaminati a bassa complessita, sequenze

sovra rappresentate.

10
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©0verrepresented sequences

GATCGOAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGTCTATGAATCTCGTAT 5189 1.267398253488808378 TruSeq Adapter, Index 11 (97% over 3Bbp)
PRI NSNS NN NN NSRRI PRNER NN 1483 9.36221618664269886 No Hit
CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTOGCTTGCTATAGTTCAGTCCCTCTA 1148 ©.28@39391926213293 No Hit
CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTACTTTCTATACATCAGCCCCTCTA 466 ©.11381843768991852 No Hit

- Nel sequenziamento HLA la sequenza piu abbondante (sopra I’1%) fa spesso riferimento agli
indici di lllumina
- Sono presenti altre sequenze di origine ignota che si & reso necessario indagare

Ricerca delle sequenze nel database
NCBI BLAST
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@ FastaC — O ®

File Help

225033UCLA1072-512-711_54_L001_R1_001.fastq.gz  225033UCLA1072-512-711_54 L001_R2_001.fastg.qz

@ ) L Overrepresented sequences

Basic Statistics

Sequence Count Percentage Possible Sou...

@ Per base sequence quality |GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGTCTATGAATCTCGTAT 5189 1,267[TruSeq Adapt. ..
Lo T TR TR T TR TR TR T TR TR TR TR TR TR TR TR R 1433 0,362 Mo Hit

@ Per tile sequence gquality CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTGCTTGCTATAGTTCAGTE ( 1148 0,28 Mo Hit
CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTACTTTCTATACATCAGCCCCTCTA 466 0,114 |No Hit

@ Per sequence quality scores
@ Per base sequence content
@ Per sequence GC content
@ Per base M content

@ Sequence Length Distribution

@ Sequence Duplication Levels

e Owerrepresented sequences

a Adapter Content

Homo sapiens, HLA-DRB1 gene for MHC class Il antigen, cell line DKMS-LSL_ID15821130_DRB1_1, allele HLA-DRB1*14:new
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File Help
UCLAHLA1114ANNO2024-241036-513-702_58_1001_R1_001.fastq.gz UCLAHLA1114ANNO2024-241036-513-702_58_L001_R2_001.fastq.qz
Overrepresented sequences
Easic Statistics
Seqguence Count Percentage Possible Sou...
@ Per base sequence quality  |GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGACATAGTATCTCGTAT | 7459 2,679TruSeq Adapt...
L T AV R TR T R TR TR TR T T TR TR TR R TR TR T 2629 0,944|Mo Hit
@ T Ty T Bl GGCAGACAGTGTGACAAAGAGGCTGGETGTAGGAGAAGAGGGATCAGGACG 577 0,243 (Mo Hit
TGGATACTCACGACGCGGACCCAGTTCTCACTCCCATTGGETGTCGGETT) 580 0,208 |Mo Hit
@ Per sequence quality scores |CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTGCTTGCTATAGTTCAGTCCCTCTA | 426 0,153[Mo Hit
CTCATCTTCTGCCTCTCCA CCWGCTFGCT#T#CTFCAGTCCCTCT#I 406 0,146 |Mo Hit
Q Per base sequence content |GCAGGTGCCTTTGCAGAAACAAAGTCAGGGTTCTTCAAGTCACAAAGGEA 400 0,144(No Hit
CTGGGGJ‘-\GGAA#CACAGGTCAGCJ‘-\TGGGMCAGGGGTCACAGTGGAC}.CG 294 0,106 |Mo Hit
@ Per sequence GC content
@ Per base M content
@ Sequence Length Distribution
@ Sequence Duplication Levels
@ Overrepresented sequences
@ Adapter Content
Homo sapiens HLA-B gene for MHC class | antigen, allele HLA-B*13:02:01:new
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HLABS 'UTR
HLAAS'UTR
HLADREIINTRON1
HLADRB1INTRON1
HLAA3'UTR
HLAB3 'UTR
HLADQB1S'UTR
HLADQB1S'UTR
HLADQB13'UTR
HLADRB1S'UTR
HLADPB13'UTR
ALADPB13'UTR
HLADPA13'UTR
HLADQAL1S'UTR
HLADRES3'UTR
HALADRBSINTRON1
HLADRBSINTRON1

HLADRB4 CTGAAGTAGATGAACAGCCCTGTCCCAAGGAAGAGCAGGLC

- E’ stato verificato che nella maggioranza delle sedute analizzate i

@Overrepresented sequences

TGGATACTCACGACGCGGACCCAGTTCTCACTCCCATTGGGTGTCGGGTT

O AT TG T T AT T TP PGC T TGO TATAGTTCAGTCCCTCTA GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGACATAGTATCTCGTAT 7458 2.67885361298664 TruSeq Adapter, Index & (97% owver 37bp)
CGCCTCAGGAAGACAGAGGAGGAGCCCCTGGGCTGCAGGTGGTGGELET L T T T A T T U 2629 ©.94418905329694@81 No Hit
GCAGGTGCCTTTGCAGARACAAAGTCAGGGTTCTTCAAGTCACAAAGGGA GECAGACAGTGTGACAAAGAGECTGGTGTAGGAGAAGAGGGATCAGGACG 677 ©.24314935339750834 HLABS'UTR (180% over S5@bp)
CTGGGGAGGAARACACAGGTCAGCATGGGAACAGGGGTCACAGTGGACACG

TGEATACTCACGACGCGGACCCAGTTCTCACTCCCATTGGGTGTCGGGTT 580 ©.20830340468323516 HLAAS'UTR (180% over 5@bp)
GCCAGGTACATCAGATCCATCAGGTCCGAGCTGTGTTGACTACCACTACT
CGCGGEGECTETTCCACAGCTCCGEECCGEETCAGGGCGECEECTGCGGGEET CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTGCTTGCTATAGTTCAGTCCCTCTA 426 ©.15299525930182445 HLADRB1INTRON1 (1@@% over 5ebp)
GCGTGACAGCCACTGTAGGACTTTGATCTCAGGGGGACAAGCTGACACAG CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTGCTTGCTATACTTCAGTCCCTCTA 406 @.145812383275826462 HLADRB1INTRON1 (98% over Sebp)
TGTCAAGTGGGAAATGAATGCTCTTACAAGGCTCAAACTTGTGAACACAT GCAGGTGCCTTTECAGAAACAAAGTCAGGGTTCTTCAAGTCACAAAGGEA 480 2.14365752047119665 HLAA3'UTR (180% over 58bp)
GGGGTTCATGCCTGAGATTCCCTTCCTGGAGGAGCCTCAGTGTTACAATG CTGGGGAGGAAACACAGGETCAGCATGEGAACAGGGGTCACAGTGGACACG 294 ©.1@558827754632956 HLAB3'UTR (180% over 5@bp)

GGCCTGGAGAGGCTCTGCGACCCGCTTAGGACCACAGAACTCGGTACTAG
GTCCAAGTAGAGACAGTAAGTAGTTACAGGCACCCACCACACTGTGTTGT
AGACATGCACACACCAGAGAAGATTCCGATTTCGTGTCCTCCCTCTATTC
GAACCGGTAGCAACCAGGGCCTGAGAAAGTCCTCTCTTGTGGAAGAATAR
CGGATCCTCCTCCAGCTCCTGCTTGGAGGTCTCCAGAATAGGCTGGAGGC
GCATTTCCTTGCTTGCTCACTTCAGTCCCTCTAGCCTTCTTTCTGTCCCT
AGCACAAA

@Overrepresented sequences

GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCACGTCTATGAATCTCGTAT 5189 1.2673982848880378 TruSeq Adapter, Index 11 (97% over 38bp)

Q
]

TR NNNMNNNRNNANNNENR NN NN NN NN NNNR 1483 ©.362216186642698086 MNo Hit
CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTOGCTTGCTATAGTTCAGTCCCTCTA 1148 ©.28039391926218293 HLADRB1INTRON1 (1@8% over Sebp)

CTCATCTTCTGCCTCTCCATTTCCTTACTTTCTATACATCAGCOCCCTCTA 466 ©.11381843768991@52 HLADRB1INTRON1 (96% over 3@bp)

contaminati facevano riferimento sempre alle stesse sequenze;

E’ emerso come nella metodica in uso siano le regioni 5’ e 3’ UTR

- E stata creata una lista di sequenze contaminanti da inserire nelle della prima classe e I'introne 1 dei loci DRB3/4/5 a creare

o ) G
impostazioni del software per verificare la presenza di questi contaminazione. E’ possibile utilizzare questo strumento nella
contaminati nelle successive sedute. determinazione di un eventuale mix-up.
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Conclusioni

- La metodica descritta si propone come supporto nella valutazione
della qualita dei file FASTQ di sequenza, parametro che riveste
particolare importanza nella routine laboratoristica.

- L’ analisi in oggetto permette inoltre di caratterizzare i propri dati di
sequenziamento in fase di validazione e affiancare i software
commerciali nell’interpretazione del dato nella pratica lavorativa.
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