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Βιοπληροφορική: τι είναι 
•  Η ανάπτυξη και χρήση τεχνικών και εργαλείων πληροφορικής/µαθηµατικών/

στατιστικής για την ανάλυση βιολογικών δεδοµένων (κυρίως µοριακής βιολογίας) 

•  Σήµερα γίνεται διάκριση µεταξύ της βιοπληροφορικής και της υπολογιστικής 
βιολογίας 

–  Βιοπληροφορική: Η ανάπτυξη µεθόδων και προγραµµάτων. 
–  Υπολογιστική Βιολογία:Η χρήση των παραπάνω µεθόδων και 
προγραµµάτων για την ανάλυση βιολογικών δεδοµένων. 

•  Συχνά συµβαίνουν και τα δύο ταυτόχρονα και τα σύνορα δεν είναι πάντα 
ευδιάκριτα 

•  Πολλές και συµπληρωµατικές µεταξύ τους ειδικότητες (από Βιολογία, Βιοχηµεία, 
χηµεία, χηµική µηχανική, µηχανική, υπολογιστές, µαθηµατικά, στατιστική κ.α.) 
συνεργάζονται σήµερα στο χώρο της βιοπληροφορικής 

 

Εισαγωγή 



Βιοπληροφορική: βασικοί τοµείς 
•  Βάσεις δεδοµένων (Databases) 

–  Οργάνωση, αποθήκευση, αναζήτηση των δεδοµένων. 
 

•  Ανάλυση ακολουθιών DNA, RNA, πρωτεϊνών. (Sequence analysis) 
–  Στοίχιση ακολουθιών:Σύγκριση των αντίστοιχων περιοχών, µεταξύ δύο ή περισσοτέρων 

ακολουθειών. 
–  Φυλογενετική ανάλυση: Οι εξελικτικές σχέσεις µεταξύ οµοειδών αντικειµένων (γονίδια, πρωτεΐνες, 

οργανισµοί). 

•  Γονιδιακή ρύθµιση/έκφραση (Gene expression) 
Ανάλυση δεδοµένων από µικροσυστοιχίες. 
 

•  Δοµή RNA/πρωτεϊνών (structural biology): 
 Πρόβλεψη δευτεροταγούς και τριτοταγούς δοµής. Ανάλυση πρωτεϊνικών επιφανειών που 
αλληλεπιδρούν µεταξύ τους. 

 
•  Εξόρυξη δεδοµένων από βιβλιογραφία (text mining). 

•  Βιολογικά δίκτυα/µονοπάτια, Βιολογία Συστηµάτων. 
 
•  Οντολογίες (Ontologies) 

Η χρήση ενός ελεγχόµενου λεξιλογίου (µε ιεραρχική δόµηση), για την περιγραφή των ιδιοτήτων και 
των λειτουργιών οµοειδών αντικειµένων (π.χ πρωτεϊνών). 

Εισαγωγή 



Bioinformatics Market - Advanced 
Technologies, Global Forecast and 
Winning Imperatives (2009 - 2014) 

•  Απόσπασµα από: 
–  http://www.marketsandmarkets.com/Market-Reports/bioinformatics-39.html 

•  The market for bioinformatics platforms is growing at a significant pace with the 
increasing demand from U.S. and Europe.  

•  This trend is supported by the increasing demand for sequencing platforms with 
increasing life science research using techniques such as gene expression analysis, 
sequence analysis, and protein expression analysis. 

•  The global bioinformatics market is expected to reach $8.3 billion by 2014 at a high 
CAGR of 24.8% from 2009-2014. While knowledge management formed the largest 
submarket is 2009 at $1.3 billion, the bioinformatics platforms market is expected to 
have greatest market share in 2014 at an estimated $3.9 billion, due to rising demand 
from the U.S. and Europe. 

•  Συµβουλευτική (δουλειά από το σπίτι)?  



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές. 

•  Κόστος αλληλούχισης πέφτει διαρκώς. 
–  Illumina -> 1 lane: 19GBp, ~ €3000, 10 βακτηριακά γενώµατα. 

•  Τα δείγµατα αποστέλλονται σε κέντρα µε µεγάλες εγκαταστάσεις και 
χαµηλό κόστος λειτουργίας (οικονοµία κλίµακας). Η ανάλυση των 
δεδοµένων όµως δεν υπόκειται σε όρους οικονοµίας κλίµακας. 

•  Πλέον, ένα σηµαντικό µέρος του ολικού κόστους είναι η 
βιοπληροφορική ανάλυση. 

•  Μηχανήµατα αλληλούχισης ακριβά (Illumina ~ €600.000) - service 
φτηνό. 

•  Mισθός ακριβός (ίσως ένα νέο µοντέλο συµβουλευτικής?) 
•  Yπολογιστής φτηνός (€3-5.000), εφόσον πρόκειται για µικρά 
γονιδιώµατα (de novo assembly), ή για re-sequencing. 



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές  

•  Κόστος αλληλούχισης 
–  http://www.genome.gov/sequencingcosts/ 

•  Ο νόµος του Moore προβλέπει διπλασιασµό της υπολογιστικής ισχύς 
κάθε δύο χρόνια. 



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές  

•  Κόστος αλληλούχισης 
–  http://www.genome.gov/sequencingcosts/ 



Οι τεχνολογίες αλληλούχισης 



Κυριότερες τεχνολογίες 
•  Sanger 

•  454 pyrosequencing 
•  Solid 
•  Illumina 
•  Pacific Biosciences 
 
•  Ion torrent / Ion proton 
•  Oxford Nanopore 



Shotgun sequencing 



•  http://www.nature.com/nature/journal/v470/n7333/pdf/nature09796.pdf 
•  A decade’s perspective on DNA sequencing technology 
•  Elaine R. Mardis 



Sequencing technologies 

•  Illumina:
–  χαμηλότερη ακρίβεια στην αναγνώριση βάσεων

•  Solid:
–  πολλά reads δεν ταιριάζουν πουθενά στο γονιδίωμα!

•  Roche 454 pyrosequencing
–  λάθη στον αριθμό των βάσεων εντός μιας περιοχής ομοπολυμερών 

(π.χ. AAAAAAAAAAAAAAAAA)
•  Sanger:

–  χρειάζεται σχετικά μεγάλες ποσότητες DNA



Reads 
•  Sanger: μήκος: 1000-2000 bp
•  454: 450Mbp/run - μήκος: ~330bp
•  Illumina: 18-35 Gbp/run - μήκος: ~75-100bp
•  SOLID: 30-50 Gbp/run - μήκος: 50bp



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21612267 

Reviews στο Next Generation Sequencing 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



Pacific Biosciences 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21612267 

http://www.youtube.com/watch?v=NHCJ8PtYCFc 
http://www.youtube.com/watch?v=GX6RSKh4J7E 
SMRT techonology – real time single molecule sequencing 



Pacific Biosciences 



Illumina 
http://www.youtube.com/watch?v=77r5p8IBwJk&feature=related 
 
http://www.youtube.com/watch?v=l99aKKHcxC4 
 
 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19997069 





Ion Proton 
http://www.lifetechnologies.com/global/en/home/about-us/news-gallery/press-releases/2012/life-techologies-itroduces-the-bechtop-io-proto.html 



Ion Proton 

Ion torrent chemistry 
 
http://www.youtube.com/watch?v=yVf2295JqUg 
 
 
Ουσιαστικά είναι ένα πολύ µικρό pH-meter 
Δεν βασίζεται σε ανίχνευση φωτός! 



Εικόνα Από Elaine Mardis 



http://www.nanoporetech.com/technology/minion-a-
miniaturised-sensing-instrument 

Oxford Nanopore 
(Στο εγγύς µέλλον;) 

Nanopore 
http://www.youtube.com/watch?v=UWcCbIRPzvs 



http://www.nanoporetech.com/technology/introduction-to-nanopore-sensing/introduction-to-nanopore-sensing 

Biological Nanopore 
(Στο εγγύς µέλλον;) 



http://www.nanoporetech.com/technology/introduction-to-nanopore-sensing/solid-state-
nanopores 

Solid state (Graphene) Nanopore 
(Στο εγγύς µέλλον;) 



The sequence read archive: 
explosive growth of 

sequencing data 
•  http://nar.oxfordjournals.org/content/40/D1/D54.full 

•  Illumina™ platform comprises 84% of sequenced bases, with 
SOLiD™ and Roche/454™ platforms accounting for 12% and 
2%, respectively.  

•  The most active SRA submitters in terms of submitted bases are 
the Broad Institute, the Wellcome Trust Sanger Institute and 
Baylor College of Medicine with 31, 13 and 11%, respectively. 
The largest individual global project generating next-generation 
sequence is the 1000 Genomes project which has contributed 
nearly one third of all bases. 



http://omicsmaps.com/ 



http://omicsmaps.com/ 



Χαµηλό κόστος γενωµικών τεχνολογιών θα 
οδηγήσει σε καθηµερινές εφαρµογές. 

•  Κόστος αλληλούχισης πέφτει διαρκώς. 
–  Illumina -> 1 lane: 19GBp, ~ €3000, 10 βακτηριακά γενώµατα. 

•  Τα δείγµατα αποστέλλονται σε κέντρα µε µεγάλες εγκαταστάσεις και 
χαµηλό κόστος λειτουργίας (οικονοµία κλίµακας). Η ανάλυση των 
δεδοµένων όµως δεν υπόκειται σε όρους οικονοµίας κλίµακας. 

•  Πλέον, ένα σηµαντικό µέρος του ολικού κόστους είναι η 
βιοπληροφορική ανάλυση. 

•  Μηχανήµατα αλληλούχισης ακριβά (Illumina ~ €600.000) - service 
φτηνό. 

•  Mισθός ακριβός (ίσως ένα νέο µοντέλο συµβουλευτικής?) 
•  Yπολογιστής φτηνός (€3-5.000), εφόσον πρόκειται για µικρά 
γονιδιώµατα (de novo assembly), ή για re-sequencing. 



http://genomebiology.com/content/pdf/gb-2011-12-8-125.pdf 



Συναρµολόγιση Γονιδιωµάτων 
Με Βιοπληροφορική  



Shotgun sequencing 



Sequence read – Fastq format 

Τα σύμβολα στην τελευταία γραμμή αντιστοιχούν σε τιμές Q, 
για την κάθε μια βάση που αλληλουχίθηκε.

To Q-score είναι μια ακέραια τιμή που προκύπτει από την 
πιθανότητα να έχει γίνει λάθος στην αλληλούχιση μιας 
συγκεκριμένης βάσης.
Αν p = πιθανότητα να έχει γίνει λάθος στην αλληλούχιση της 
συγκεκριμένης βάσης, τότε:
Q=-10log10(p)

Q=30 -> p=0.001    (πολύ καλής ποιότητας αλληλούχιση)
Q=13 -> p=0.05



Ποιότητα των Reads 

SOLID: ~50% reads δεν 
στοιχίζονται στο γονιδίωμα, 
από το οποίο έγινε το 
Sequencing!

Πρόβλημα στις χημικές 
αντιδράσεις μάλλον.

•  454
•  Illumina
•  SOLID

Εδώ, το πρόβλημα εντοπίζεται στην 
συσσώρευση λαθών κατά την 
ενσωμάτωση φθοριζόντων dNTPs.



Sequence reads – Έλεγχος ποιότητας 
δεδοµένων (quality control) 

Πολύ υψηλής ποιότητας 
δεδομένα.

Χαμηλής ποιότητας 
δεδομένα.



Sequence reads – Φιλτράρισµα/trimming 

Είτε θα αποφασίσουμε να κόψουμε όλα τα sequence reads σε μια 
συγκεκριμένη θέση, μετά την οποία η ποιότητα αλληλούχισης 
πέφτει σημαντικά στα περισσότερα

Είτε θα κόψουμε τα προβληματικά κομμάτια για το κάθε sequence 
read χωριστά. Μετά θα απορριφθούν όλες τα κομμένα sequence 
reads που έχουν πολύ μικρό μήκος.



Road map 



De novo Sequencing 
assembly workflow 



Sequencing 
•  Single end reads
•  Paired end reads



Sequencing - paired end reads 



Lander - Waterman 
•  Πόσο sequencing coverage απαιτείται για να μπορεί να 

συναρμολογηθεί ένα γονιδίωμα?
•  Τουλάχιστον 8-10Χ

•  Το παράδειγμα δείχνει πόσα 
contigs θα δημιουργηθούν 
θεωρητικά, ανάλογα με την 
κάλυψη (coverage) του 
χρωμοσώματος.

•  Όσο μεγαλύτερη η κάλυψη, σε 
τόσο λιγότερα κομμάτια θα είναι 
σπασμένο το ανακατασκευασμένο 
χρωμόσωμα

•  Στην πράξη, ο αριθμός των contigs 
είναι μεγαλύτερος από το 
αναμενόμενο.



Lander - Waterman 

•  Στην πράξη, ο αριθμός των contigs 
είναι μεγαλύτερος από το 
αναμενόμενο, γιατί:

•  Πάντα υπάρχει μια πιθανότητα για 
μια περιοχή να μην αλληλουχιθεί

•  Κάποια κομμάτια σπασμένου DNA 
είναι τοξικά σε φορείς 
κλωνοποίησης (π.χ. στην E.coli).

•  Επαναλήψεις 



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - contigs 



Προβλήµατα συναρµολόγισης 
από επαναλήψεις - scaffolds 

Αφού έχουν γίνει τα scaffolds, όποια κενά υπάρχουν καλύπτονται 
με στοχευμένη αλληλούχιση - gap closure



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

•  Οι επαναλήψεις μπορεί να 
εμποδίσουν την πλήρη 
συναρμολόγιση του 
γονιδιώματος

θεωρητικό 

Reference 
alignment 

De novo 



Κενά µετά την συναρµολόγιση 
•  Το επιλεγμένο μήκος 

του sequence read 
καθορίζει αν θα 
μπορέσει να 
συναρμολογηθεί μια 
επανάληψη



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Μεγαλύτερο μήκος sequence read = λιγότερα κενά



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Κάλυψη αλληλούχισης 
100Χ για 6 
οργανισμούς



Κενά µετά την συναρµολόγιση 

Τα κενά δεν 
εξαρτώνται μόνο 
από το βάθος 
κάλυψης 
αλληλούχισης και το 
μήκος των sequence 
reads, αλλά και από 
τον ίδιο τον 
οργανισμό

36nt reads 

125nt reads 

500nt reads 



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

•  Μικρού μήκους reads 
μπορούν να 
συναρμολογήσουν 
τα περισσότερα 
γονίδια, αλλά σπάνε 
το γονιδίωμα σε 
πολλά μικρά 
κομμάτια (contigs)



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

Μικρού μήκους reads μπορούν να συναρμολογήσουν τα περισσότερα 
γονίδια, αλλά σπάνε το γονιδίωμα σε πολλά μικρά κομμάτια (contigs)



Τα περισσότερα βακτηριακά γονίδια µπορούν 
να συναρµολογηθούν 

Γονιδιωματικά στοιχεία που προκαλούν προβλήματα στην 
συναρμολόγιση:

Μεταθετά στοιχεία
transposons
Intergenic repeats
Insertion sequences
prophages

Γονίδια που συνήθως δεν μπορούν να συναρμολογηθούν:
Transposases
Phages
Ιntegrases
Γονίδια που σχετίζονται με την αποφυγή του ανοσοποιητικού 

συστήματος (έχουν επαναλήψεις) 



De novo Sequence assembly 

•  http://www.cbcb.umd.edu/research/assembly_primer.shtml

•  De novo assembly
–  Greedy extention
–  OLC
–  De Bruijn graph
–  Hybrid



Greedy assemblers 



Overlap - layout - consensus 
(OLC) 



Γραφήµατα De Bruijn 



De bruijn graph 



Comparative assembly 



BAC-by-BAC sequencing 



Short read alignment 



Τιµή Ν50 

•  Η τιμή αυτή αντιστοιχεί σε εκείνο το μήκος contigs, ώστε το 
50% του γονιδιώματος (μετά από de novo assembly) να 
εντοπίζεται σε contigs αυτού το μήκους ή μεγαλύτερου.

•  Μεγάλη τιμή του Ν50 σημαίνει ότι το μεγαλύτερο μέρος του 
γονιδιώματος βρίσκεται σε λίγα και μεγάλα contigs.

•  Δηλαδή, τόσο καλύτερη η συναρμολόγιση.

•  Μικρή τιμή σημαίνει ότι το γονιδίωμα δεν έχει 
συναρμολογηθεί καλά.



Κάλυψη του γονιδιώµατος και κορεσµός 

•  Δεν έχει νόημα να 
αλληλουχίσουμε ένα 
γονιδίωμα με 
υπερβολικά μεγάλη 
κάλυψη (coverage), 
για μια συγκεκριμένη 
τεχνολογία και 
μήκος sequence 
reads, γιατί από ένα 
σημείο και μετά έχει 
επέλθει κορεσμός.



Εφαρµογές της Γονιδιωµατικής 



Μέγεθος µικροβιακού γονιδιώµατος 



Μέγεθος γονιδιώµατος και 
τρόπος διαβίωσης 



Στους προκαρυώτες, ο αριθµός γονιδίων 
συσχετίζεται µε το µέγεθος του γονιδιώµατος 

Μικρές διαγονιδιακές περιοχές 
(intergenic regions). 
 
Ίσως το πολύ υψηλό effective 
population size στους 
προκαρυώτες επιτρέπει να 
διατηρούν τόσο συµπυκνωµένο 
γονιδίωµα. 
 
Πολυπλοκότητα των 
οργανισµών και παράδοξο της 
τιµής C. 



Προφάγοι στο γονιδίωµα 



Πόσο σταθερή είναι η αρχιτεκτονική ενός 
γονιδιώµατος. 

Dotplot για ορθόλογα γονίδια 
µεταξύ δύο προκαρυωτών του 
ίδιου είδους. 
 
Κάθε κουκίδα στο Dotplot είναι 
η θέση του ορθόλογου γονιδίου 
σε δύο διαφορετικά 
γονιδιώµατα. 
 
Κάποιοι οργανισµοί έχουν 
σταθερή γονιδιωµατική 
αρχιτεκτονική και κάποιοι άλλοι 
όχι. 



Η γονιδιωµατική στην κλινική 
µικροβιολογία 



Οι τεχνολογίες αλληλούχισης νέας γενιάς στην κλινική 
µικροβιολογία 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22868263 
 
Transforming clinical microbiology with bacterial genome sequencing. 
Didelot X1, Bowden R, Wilson DJ, Peto TE, Crook DW. 
 
Nat Rev Genet. 2012 Sep;13(9):601-12. doi: 10.1038/nrg3226. Epub 2012 Aug 7. 
 
Σκοπός της κλινικής µικροβιολογίας είναι  
•  η γρήγορη ταυτοποίηση παθογόνων µικροοργανισµών σε κλινικά δείγµατα, για την 

αποτελεσµατικότερη αντιµετώπιση του ασθενούς (διαγνωστική µικροβιολογία) 
•  η παρακολούθηση της εξάπλωσης µια επιδηµίας (µικροβιολογία δηµόσιας υγειινής) 
 
Τρείς βασικές χρησιµότητες της αλληλούχισης µικροβιακών γονιδιωµάτων: 
•  Ταυτοποίηση του είδους. 
•  Έλεγχος ιδιοτήτων, όπως ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά ή ένταση παθογένεσης 
•  Παρακολούθηση της εµφάνισης και εξάπλωσης µιας επιδηµίας. 

Σύντοµα, η τεχνολογία θα είναι γρήγορη, ακριβής, και φτηνή για κλινική ρουτίνα σε όλους τους 
παθογόνους µικροοργανισµούς, όπως: 
•  Ιούς 
•  Βακτήρια 
•  Μήκυτες 
•  Παράσιτα 



Οι τεχνολογίες νέας γενιάς αλληλούχισης στην κλινική 
µικροβιολογία 

Η διαδικασία της ταυτοποίησης βακτηρίων µε κλασικές µεθόδους µπορεί να 
αποτελείται από πολλές, χρονοβόρες και εξειδικευµένες αναλύσεις. 
 
Το βακτήριο πρέπει πρώτα να καλλιεργηθεί από το δείγµα. 
Να ταυτοποιηθεί το είδος. 
Να καθοριστεί η παθογένειά του. 
Να ελεγχθεί για ανθεκτικότητα/ευαισθησία σε αντιβιοτικά. 
 
Η διαδικασία αυτή µπορεί να διαρκέσει από µέρες έως και εβδοµάδες ή σε κάποιες 
περιπτώσεις (αργά αναπτυσσόµενα βακτήρια - Mycobacterium tuberculosis) µέχρι 
και µήνες. 
 
Οι περισσότερες βακτηριακές µολύνσεις οφείλονται σε ~20 είδη. 
 



Οι περισσότερες 
βακτηριακές µολύνσεις 
οφείλονται σε ~20 είδη. 

 
http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/
pubmed/22868263 

 
Μέχρι και 1000 είδη 
βακτηρίων είναι 
παθογόνα. 

 
Ένα µικρό ποσοστο ~10% 
ή είναι αδύνατο ή είναι 

δύσκολο να 
καλλιεργηθούν. 

 
Σε κάποια δείγµατα όπως 
εγκεφαλονωτιαίο υγρό 

είναι εύκολη η 
ταυτοποίηση όλων των 
µικροβίων, ενώ σε άλλα 
πιο πολύπλοκα δείγµατα 
όπως τα κόπρανα η 
ταυτοποίηση των 

παθογόνων δεν είναι 
εύκολη. 



Πλατφόρµες αλληλούχισης 



Ρυθµοί µετάλλαξης για φυλογενετική ανάλυση και επιδηµιολογία 



Ταυτοποίηση του είδους 

Κλασσικές µέθοδοι: 
•  Χρώση κατά Gram 
•  Ανάπτυξη και µορφολογία καλλιέργειας 
•  Γρήγορες βιοχηµικές αντιδράσεις 
•  Άλλα συµπληρωµατικά τεστ. 
Μπορεί να διαρκέσουν µέχρι και 24 ώρες. 
 
Όλο και περισσότερο χρησιµοποιείται το 16S rRNA, αλλά µπορεί να χρειαστεί 2 επιπλέον 
µέρες. 
 
Η φασµατοσκοπία µάζας MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization– 
time of flight) επίσης χρησιµοποιείται σε κάποια εργαστήρια. Γίνεται εντοπισµός βιοµορίων στο 
δείγµα και το προφίλ αυτό συγκρίνεται µε το προφίλ γνωστών παθογόνων που βρίσκονται σε 
µια βάση δεδοµένων. 
Πολύ ακριβό µηχάνηµα (εκατοντάδες χιλιάδες ευρώ) αλλά φτηνή εξέταση (~1 ευρώ ανά 
δείγµα). 
Η διαδικασία διαρκεί µερικά λεπτά. 
Η µέθοδος αυτή δεν έχει µεγάλη ευκρίνεια σε ότι αφορά κοντινά είδη βακτηρίων (π.χ. 
Mycobacterium bovis & M. tuberculosis). Δεν δίνει άλλες ζωτικές πληροφορίες όπως 
ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά ή παθογένεια. 
 
 



Ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά 

Είναι το πιο κρίσιµο στάδιο, γιατί αν γίνει λάθος, ο ασθενής θα αντιµετωπιστεί µε ένα 
αντιβιοτικό που δεν έχει δράση και εποµένως θα χαθεί πολύτιµος χρόνος στην 
αντιµετώπιση του παθογόνου. 
 
Χρειάζεται χρόνος για να αναπτυχθεί το βακτήριο. 
 
Με µοριακές µεθόδους µπορεί να ελεγχθεί αν ένα βακτήριο φέρει γονίδιο που του δίνει 
ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά. Πχ. Η παρουσία του γονιδίου mecA δείχνει αν ο 
Staphylococcus aureus είναι ανθεκτικός ή όχι στην methicillin. 
 
 



Εντοπισµός τοξικών ουσιών που παράγουν τα βακτήρια 

Σε κάποιες περιπτώσεις, είναι σηµαντικό να µπορούµε να εντοπίσουµε αν το παθογόνο 
φέρει µια τοξίνη, ώστε να χορηγήσουµε το αντίδοτο. 
 
Π.χ σε µολύνσεις µε Corynebacterium diphtheriae ή Clostridium 
difficile ο εντοπισµός της τοξίνης καθορίζει αν θα χορηγηθεί αντίδοτο και ποιά θα είναι η 
αντιµετώπιση του ασθενούς. 
 
Σήµερα, ο εντοπισµός της τοξίνης γίνεται µε µεθόδους PCR που εντοπίζουν το γονίδιο 
που την παράγει. Αυτή η µέθοδος όµως δεν αποτελεί εργαστηριακή ρουτίνα και συνήθως 
γίνεται σε εργαστήρια αναφοράς. 
 



Ταυτοποίηση είδους στην Γενωµική εποχή 

Το βακτηριακό γονιδίωµα αποτελείται από πολλά γονίδια που µετακινούνται (accessory 
genome). Άρα, δεν είναι καλοί δείκτες για φυλογένεση. 
Χρειαζόµαστε γονίδια δείκτες που δεν µετακινούνται (core genome). 
Ταυτοποίηση µε 53 ριβοσωµικές πρωτεΐνες που είναι παρούσες σε όλα τα βακτήρια. 
 
Με βάση το γενωµικό κριτήριο, δύο βακτήρια θεωρούνται διαφορετικά είδη αν η ταύτιση 
σε επίπεδο νουκλεοτιδικών αλληλουχιών είναι κάτω από 95%. 
 



Ταυτοποίηση είδους στη Γενωµική εποχή 

MLST revisited: the gene-by-gene approach to bacterial genomics. 
Maiden MC1, Jansen van Rensburg MJ, Bray JE, Earle SG, Ford SA, Jolley KA, McCarthy ND. 
Nat Rev Microbiol. 2013 Oct;11(10):728-36. doi: 10.1038/nrmicro3093. Epub 2013 Sep 2. 
 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23979428 
 
Όλα τα βακτήρια έχουν 16S rRNA γονίδια, τα οποία χρησιµοποιούνται στη φυλογένεση για να 
γίνει η εξελικτική οµαδοποίηση των οργανισµών. 
Ωστόσο, το 16S rRNA δεν έχει αρκετή πληροφορία (µεταλλάξεις) για να διαχωριστούν 2 κοντινά 
είδη ή στελέχη του ίδιου είδους, γιατί η ακολουθία µπορεί να εµφανίζεται ολόϊδια µεταξύ τους. 
 
Το πρόβληµα αυτό ξεπερνιέται µε αλληλούχιση πολλών διαφορετικών house-keeping γονιδίων 
(multilocus sequence typing - MLST) τα οποία κατά κανόνα δεν υφίστανται οριζόντια µεταφορά 
και είναι αρκετά πολυµορφικά. 



MLST revisited: the gene-by-gene approach to bacterial genomics. 
Maiden MC1, Jansen van Rensburg MJ, Bray JE, Earle SG, Ford SA, Jolley KA, McCarthy ND. 
Nat Rev Microbiol. 2013 Oct;11(10):728-36. doi: 10.1038/nrmicro3093. Epub 2013 Sep 2. 
 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23979428 
 
Μία ιεραρχική προσέγγιση είναι η βέλτιστη λύση. 

Ταυτοποίηση είδους στη Γενωµική εποχή 



Το µέλλον - Μεταγενωµική ανάλυση 

Στο µέλλον θα θέλουµε να αναλύσουµε τα δείγµατα για παθογόνους µικροοργανισµούς 
δίχως να χρειάζεται καλλιέργεια. Με αυτό τον τρόπο µπορούµε να επιταχύνουµε τη 
διαδικασία, η ακόµα και να µελετήσουµε µικροοργανισµούς που δεν είναι εύκολη η 
καλλιέργειά τους. 
 
Αυτό µπορεί να γίνει µε τη µεταγενωµική, όπου παίρνουµε το ολικό DNA από ένα δείγµα 
και το αλληλουχούµε. Θα υπάρχει και ανθρώπινο DNA, στις αλληλουχίες µας, όµως θα  
µπορούµε να το αφαιρέσουµε από τη βιοπληροφορική ανάλυση και να επικεντρωθούµε 
στους µικροοργανισµούς. Έτσι, η πολυπλοκότητα του δείγµατος µειώνεται σηµαντικά και 
διευκολύνεται/επιταχύνεται η ανάλυση των δεδοµένων. 
 



Εφαρµογές Γονιδιωµατικής 
 

‘Ελεγχος εξελικτικών υποθέσεων -  
 

Προέλευση -  
 

Επιδηµιολογία 



Επιδηµία χολέρας στην Αϊτή 2010 
• Μετά τον σεισµό στην Αϊτή (Ιανουαριος 2010), ξέσπασε επιδηµία χολέρας (Οκτώβριος 
2010). 
• Το βακτήριο Vibrio cholerae ελευθερώνει µια τοξίνη που προκαλεί έντονες διάρροιες 
και αφυδάτωση, έως και θάνατο, εντός ολίγων ωρών, αν δεν αντιµετωπιστεί! 
• Η µετάδοση γίνεται όταν τα κόπρανα ενός µολυσµένου ατόµου έρθουν σε επαφή µε 
πόσιµο νερό ή τροφή. 
• Τα άτοµα που δεν παράγουν αρκετό γαστρικό υγρό στο στοµάχι τους, ή τα άτοµα µε 
οµάδα αίµατος Ο είναι πιο ευάλωτα. 
• Το Vibrio cholerae υπάρχει σε υδάτινα περιβάλλοντα ανά την υφήλιο και εάν οι 
συνθήκες είναι ευνοϊκές, µπορεί να ξεσπάσει επιδηµία.  
• Η χολέρα είναι διαδεδοµένη στην Ασία. 
• Τα πρώτα κρούσµατα παρατηρήθηκαν σε κεντρικές περιοχές του νησιού, στην κοιλάδα  
Artibonite, µια εβδοµάδα µετά την έλευση Νεπαλέζων κυανόκρανων, κοντά στο 
στρατόπεδό τους. 
• Λύµµατα από το στρατόπεδο κατέληγαν σε γειτονικό ποταµό.   
• Οι κάτοικοι κατηγόρησαν τον ΟΗΕ ότι  

• οι κυανόκρανοι που ήρθαν να βοηθήσουν ευθύνονται για το ξέσπασµα της 
επιδηµίας. 
• ότι ο ΟΗΕ προσπάθησε να αποκρύψει το γεγονός και να µην αναλάβει τις ευθύνες 
του 

Ξέσπασαν ταραχές. 



Επιδηµία χολέρας στην Αϊτή 2010 Επιδηµία χολέρας στην Αϊτή 2010 

• Αλληλούχιση του γονιδιώµατος: 
• 2 κλινικών στελεχών από την τωρινή επιδηµία στην Αϊτή. 
• 1 κλινικό στέλεχος από την  επιδηµία του 1991 στη Νότια Αµερική. 
• 2 στέλεχη που αποµονώθηκαν στη Νότια Ασία το 2002 και 2008. 

• Επίσης χρησιµοποιήθηκαν οι µερικές αλληλουχίες από 23 άλλα στελέχη ανά την 
υφήλιο (τα τελευταία 98 χρόνια). 
• 1588 συντηρηµένα ορθόλογα γονίδια χρησιµοποιήθηκαν από το κάθε στέλεχος, 
για να γίνει το φυλογενετικό δένδρο. 
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