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«Η προάσπιση της Δημόσιας Υγείας, μπορεί να 
επιτευχθεί, κυρίως μέσω: 

• πρόληψης 
• του ελέγχου των περιβαλλοντικών συνθηκών,
γεγονός που θα οδηγήσει και στην πρόληψη των 
νοσημάτων»



 Η ταυτοποίηση και τυποποίηση ενός
μικροοργανισμού είναι σημαντική για την πρόληψη,
τη διάγνωση, και τη θεραπεία των μολυσματικών
ασθενειών.

 Ο προσδιορισμός των διαφορετικών στελεχών ενός
είδους μικροοργανισμού είναι σημαντικός και για
επιδημιολογικούς λόγους.



ΚΡΙΤΗΡΙΑ ΓΙΑ ΤΗΝ ΕΠΙΛΟΓΗ ΤΗΣ ΚΑΤΑΛΛΗΛΗΣ ΤΕΧΝΙΚΗΣ ΓΙΑ ΤΗΝ 
ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΚΑΙ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ  ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ

➢ Ικανότητα τυποποίησης

➢ Ποσοστό των βακτηρίων που μπορούν να τυποποιηθούν

➢ Αναπαραγωγιμότητα

➢ Επαναληψιμότητα του αποτελέσματος

➢ Σταθερότητα

➢ Ικανότητα των οργανισμών να διατηρούν το προφίλ τους

➢ Ικανότητα διαχωρισμού (περίπου 95%)

➢ Επιδημιολογική ταύτιση και συμφωνία

➢ Μεταβλητότητα

➢ Ικανότητα να ταυτοποιούνται οποιαδήποτε παθογόνα με μικρές τροποποιήσεις στη μεθοδολογία

➢ Ευκολία χρήσης

➢ Ευκολία ερμηνείας αποτελεσμάτων

➢ Κόστος



ΤΕΧΝΙΚEΣ ΤΑΥΤΟΠΟIΗΣΗΣ ΚΑΙ ΤΥΠΟΠΟIΗΣΗΣ

Οι μέθοδοι ταυτοποίησης και τυποποίησης των μικροοργανισμών 
διακρίνονται σε δύο κατηγορίες:

Α) Φαινοτυπικές

Β) Γονοτυπικές



ΣΥΓΚΡΙΤΙΚΟΣ ΠΙΝΑΚΑΣ ΜΕΘΟΔΩΝ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗΣ

Μέθοδοι τυποποίησης Ικανότητα 

τυποποίησης

Αναπαρα-

γωγιμότητα

Ευκολία 

εφαρμογής

Φαινοτυπικές μέθοδοι

Βιότυποι

Ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά 

Εύρεση ορότυπου

Τυποποίηση με βακτηριοφάγους

Ηλεκτροφόρηση με Multi-locus Enzyme

Όλα

Όλα

Τα πιο σημαντικά

Ποικίλη 

Τέλεια

Μέτρια

Μέτρια

Καλή

Μέτρια

Καλή

Τέλεια

Τέλεια

Καλή

Μέτρια

Καλή

Γονοτυπικές τεχνικές

➢Plasmid profile analysis

➢Ανάλυση με ένζυμα περιορισμού

➢Ανάλυση ριβότυπου

➢Ηλεκτροφόρηση μεταβαλλόμενου πεδίου

➢PCR-Ribotyping

➢PCR-REA

➢RAPD

➢Sequencing

Καλή

Όλα

Όλα

Όλα

Όλα

Όλα

Όλα

Όλα

Καλή

Καλή

Καλή

Άριστη

Καλή

Καλή

Πολύ καλή

Καλή

Άριστη

Άριστη

Καλή

Καλή

Πολύ καλή

Πολύ καλή

Πολύ καλή

Μέτρια



ΦΑΙΝΟΤΥΠΙΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

Βασίζονται στην ανάλυση των προϊόντων της γονιδιακής 

έκφρασης προκειμένου να διαφοροποιηθούν τα στελέχη μεταξύ 

τους. Ελέγχονται :

➢Βιοχημικά προφίλ (API test)

➢Ανθεκτικότητα σε αντιβιοτικά

➢Αντιγόνα πάνω στην κυτταρική επιφάνεια

➢ Τύποι βακτηριοφάγων



….ΓΙΑΤΙ ΕΙΝΑΙ ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΗ Η 
ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ;

✓ Στo περιβάλλον, (π.χ. νερά, χώμα) οι συνθήκες αλλάζουν
συνεχώς διότι το περιβάλλον αλλάζει συνεχώς.

✓ Είναι πρόκληση η εφαρμογή των μοριακών τεχνικών που έχουν
χρησιμοποιηθεί κυρίως σε κλινικά στελέχη, σε στελέχη που
απομονώνονται από περιβαλλοντικά δείγματα

✓Οι μικροοργανισμοί στο περιβάλλον μπορεί να είναι βιώσιμοι
αλλά μη καλλιεργήσιμοι (viable but not culturable)

✓ Ενώ έχουν αναφερθεί πολλές υδατογενείς και τροφιμογενείς
ασθένειες μόνο στο 40-50% των περιπτώσεων ήταν δυνατόν να
βρεθεί η αιτία λόγω της έλλειψης κατάλληλων τεχνικών
ανίχνευσης και τυποποίησης



ΓΙΑΤΙ ΕΙΝΑΙ ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΗ Η ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ;

✓Οι τεχνικές που χρησιμοποιούνται πολλές φορές είναι
ανεπαρκείς

✓Οι καλλιεργητικές τεχνικές που υπάρχουν σήμερα δεν
έχουν την ακρίβεια και την εξειδίκευση για να
καταμετρήσουν χαμηλά επίπεδα παθογόνων
μικροοργανισμών

✓Οι καλλιεργητικές τεχνικές χρειάζονται χρόνο για την
έκδοση των αποτελεσμάτων

✓Ορισμένοι μικροοργανισμοί δεν καλλιεργούνται



...ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΠΟΥ 
ΒΟΗΘΟΥΝ ΣΕ ΘΕΜΑΤΑ ΔΗΜΟΣΙΑΣ ΥΓΕΙΑΣ

• Ευαισθησία
• Εξειδίκευση 
• Σύντομος χρόνος ανάλυσης
• Μη καλλιεργήσιμες μορφές



✓ Μοριακή ανίχνευση και τυποποίηση μικροοργανισμών σε 
κλινικά και περιβαλλοντικά δείγματα 

✓ Μοριακή συσχέτιση και επιδημιολογία μικροοργανισμών σε 
λοιμώδη νοσήματα

✓ Ποιοτικός έλεγχος δειγμάτων περιβάλλοντος και τροφίμων 

✓ Εκτίμηση κινδύνου από τον καθορισμό της προέλευσης της 
μόλυνσης

✓ Καθορισμός βιολογικών δεικτών σε χρόνια νοσήματα 

….ΓΙΑΤΙ ΕΙΝΑΙ ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΗ Η 
ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ;



ΕΠΙΔΗΜΙΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ 

ΒΙΟΕΠΙΣΤΗΜΕΣ

• Επιδημιολογία τροφιμογενών και υδατογενών 
επιδημιών

• Ανίχνευση παθογόνου μικροοργανισμού σε δείγματα 

• Συσχέτιση του στελέχους που απομονώθηκε από το 
δείγμα και του στελέχους από τους ασθενείς

• Μοριακή επιδημιολογία

• Μοριακή συσχέτιση στελεχών μικροοργανισμών 
που έχουν απομονωθεί από διαφορετικά 
δείγματα



ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ

Βασίζονται στην ανάλυση της μοριακής δομής του οργανισμού.

Η μοριακή τυποποίηση χρησιμοποιεί τη μοριακή ποικιλομορφία
μεταξύ των μικροοργανισμών από το ίδιο είδος.

Ο τυχαίος επανασυνδυασμός και οι μεταλλάξεις του DNA
δημιουργούν τη γενετική ποικιλομορφία μεταξύ των ίδιων
ειδών που συλλέγονται από τις διαφορετικές πηγές, περιοχές,
ή/ και χρόνο.



ΜΕΡΙΚΕΣ ΑΠΟ ΤΙΣ ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΠΟΥ ΕΦΑΡΜΟΖΟΝΤΑΙ
ΣΥΝΗΘΩΣ ΣΕ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑ ΔΗΜΟΣΙΑΣ ΥΓΕΙΑΣ…

• Blot hybridization assay 

• In situ Nucleic acid Hybridization

• PCR, Nested PCR, RT-PCR 

• PCR-restriction enzyme analysis (PCR-REA) ή PCR-RFLP

• Multiplex PCR (Triplex PCR)

• Cell culture-PCR

• PFGE

• Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

• Real-Time PCR



...ΟΙ ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΜΠΟΡΟΥΝ ΝΑ 
ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΟΥΝ ΓΙΑ:

α) Ανίχνευση, ταυτοποίηση και τυποποίηση βακτηρίων και ιών σε
περιβαλλοντικά δείγματα (Θαλασσινό, πόσιμο, εμφιαλωμένα,
λύματα) ή και τρόφιμα

β) Ανίχνευση και ταυτοποίηση παθογόνων που απομονώθηκαν
από περιβαλλοντικά δείγματα και τρόφιμα σε πολύ σύντομο
χρονικό διάστημα σχετικά με τις καλλιεργητικές τεχνικές

γ) Ανίχνευση μη καλλιεργήσιμων μορφών βακτηρίων και ιών

δ) Επιδημιολογική μελέτη της παρουσίας των μικροοργανισμών
καθώς και συσχέτιση της παρουσίας τους



➢ Ιχνηλάτηση της πηγής προέλευσης της μικροβιολογικής μόλυνσης
➢ Ανάπτυξη τεχνικής για τη διάκριση της προέλευσης (ανθρώπινα ή ζωικά

κόπρανα) της E.coli που απομονώνεται από το περιβάλλον.
➢ Ανίχνευση και τυποποίηση των περιβαλλοντικών μυκοβακτηριδίων στο νερό
➢ Ανάπτυξη μεθόδου για την ταυτόχρονη ανίχνευση Salmonella spp. και

Shigella spp. στα μύδια (multiplex PCR)
➢ Ανίχνευση, ταυτοποίηση και τυποποίηση των Entero-ιών, Adeno-ιών, ιού της

ηπατίτιδας Α, Rota-ιών, Noro ιών που απομονώνονται από τα λύματα.
Χρησιμοποιείται PCR και Sequencing

➢ Ανάπτυξη μεθόδου για την ταυτόχρονη ανίχνευση των στελεχών Vibrio και
Salmonella και Ε.coli σε περιβαλλοντικά δείγματα (triplex PCR)

➢ Επιδημιολογική προσέγγιση της παρουσίας ιών σε λύματα

ΜΕΡΙΚΕΣ ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΤΩΝ ΜΟΡΙΑΚΩΝ

ΤΕΧΝΙΚΩΝ ΣΕ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ



Figure 1. PCR product (439 bp) with use of primers by the gene hsp65.

Lane 1: φX174 x HaeIII (1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118,72 bp), Lane 4:
negative control, Lane 2,3,5,6,7 PCR products (439 bp) Lane 2: 102 cfu/ml, Lane 3: 103 cfu/ml,
Lane 5:104 cfu/ml, Lane 6: 10 cfu/ml Lane 7,8,9: PCR products after pre-enrichment of the
sample, 1 cfu/ ml, 10 cfu/ ml and 100 cfu/ ml correspondingly.

ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ 
ΜΥΚΟΒΑΚΤΗΡΙΔΙΩΝ ΣΤΟ ΝΕΡΟ ΜΕ PCR-REA



Περιβαλλοντικά μυκοβακτηρίδια που 
έχουν ανιχνευτεί στο νερό

Upper Gel: PCR products digested by 
BstEII

Bottom Gel: PCR products digested by 
HaeIII

Lane 1: Marker φX174 xHaeIII

Lane 2:  M.chelonae

Lane 3: M. chelonae

Lane 4:  Unidentified 

Lane 5: M. gordonae

Lane 6: M. chelonae

Lane 7: M.gastrii/M. kansasii

Lane 8: M.chelonae

Lane 9: M.gordonae



Αλγόριθμος για την ταυτοποίηση των μυκοβακτηριδίων
(Adapted by Telenti et al.)



ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑΤΑ ΔΗΜΟΣΙΑΣ ΥΓΕΙΑΣ ΠΟΥ 
ΕΦΑΡΜΟΖΕΤΑΙ Η ΜΟΡΙΑΚΗ ΒΙΟΛΟΓΙΑ

Ιχνηλάτηση της πηγής προέλευσης της μόλυνσης 

Microbial Source Tracking



ΠΡΟΛΗΨΗ ΜΕ ΤΗΝ ΕΚΤΙΜΗΣΗ ΚΙΝΔΥΝΟΥ 

Κίνδυνος

Πρόληψη



ΜΕΤΡΗΣΕΙΣ ΚΟΠΡΑΝΩΔΟΥΣ ΜΟΛΥΝΣΗΣ

• Μικροβιακοί “Κοπρανώδεις δείκτες” .
• Αντιπροσωπεύουν το γεγονός κοπρανώδους

μόλυνσης.
• Βακτήρια από το εντερικό περιεχόμενο των ζώων

• Παραδοσιακές τεχνικές
• Παρουσία /Απουσία
• Αριθμός/όγκο νερού



MICROBIAL SOURCE TRACKING _ΣΤΟΧΟΣ

Αντιστοίχιση μικροβίου που απομονώθηκε από το  

νερό με μικρόβιο που απομονώθηκε από μια ζωική 

πηγή για να καθοριστεί η προέλευση της 

περιττωματικής ρύπανσης. 



ΠΟΤΕ ΕΙΝΑΙ ΧΡΗΣΙΜΕΣ ΟΙ ΤΕΧΝΙΚΕΣ MST;

• Για να συμπληρωθούν υγειονομικές έρευνες:

Ταυτοποίηση πηγών μόλυνσης σε αποδέκτες

• Για ανάλυση κινδύνου:

Ανθρώπινη εναντίον μη ανθρώπινης 

Ανθρώπινη εναντίον οικιακών ζώων



“ΔΕΙΚΤΕΣ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗΣ ΠΗΓΩΝ ΜΟΛΥΝΣΗΣ”

Ορισμός

Μικροβιακοί πληθυσμοί που είναι χαρακτηριστικοί σε  ένα 

συγκεκριμένο ζωικό ξενιστή 

Τα ιδανικά μικρόβια

• Δείχνουν εξειδίκευση στο ξενιστή

• Άφθονα στο ξενιστή

• Σταθερότητα στο ξενιστή

• Γεωγραφική συνέχεια



ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΠΟΥ ΑΠΑΙΤΟΥΝ ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ
ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ



ΜΕΘΟΔΟΣ ΠΟΥ ΕΞΑΡΤΑΤΑΙ ΑΠΟ ΤΗ ΔΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ
ΑΝΑΛΥΣΗ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΣΕ ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ (MAR)



LIBRARY DEPENDENT METHOD: REP-PCR DNA FINGERPRINT PATTERNS 
(DOMBEK ET AL.,2000)



RAPD ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΚΡΙΣΗ Ε.COLI ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ Η ΖΩΙΚΗΣ ΠΡΟΕΛΕΥΣΗΣ

Ζωικά στελέχη Ανθρώπινα στελέχη



RAPD ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΚΡΙΣΗ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗΣ Η ΖΩΙΚΗΣ ΠΡΟΕΛΕΥΣΗΣ ΤΗΣ 
Ε.COLI ΠΟΥ ΑΠΟΜΟΝΩΘΗΚΕ ΑΠΟ ΝΕΡΑ

Ανθρώπινα στελέχηΖωικά στελέχη



ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΕΣ ΑΠΟ ΤΗΝ ΠΑΡΟΥΣΙΑ
ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ

• Phage typing 

• Gene specific PCR

• Total community analysis

• Host-specific PCR



ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ HOST-
SPECIFIC PCR

• Ανεξάρτητη από καλλιέργεια
• Δεν απαιτείται βιβλιοθήκη
• Ταχεία
• Ευαίσθητη
• Καθορισμός στόχου
• Απομόνωση στόχου  σε ένα σύνθετο περιβάλον
• Αυτοματοποιημένη ανάλυση 



ΠΕΡΙΟΡΙΣΜΟΙ HOST-SPECIFIC PCR

• Αναστολή PCR . 

• Στόχος ένα γονίδιο. 

• Στόχος μόνο μια βακτηριακή ομάδα . 

• Οι οργανισμοί στόχοι βρίσκονται σε μικρό αριθμό . 

• Περιορισμένος αριθμός παραδειγμάτων

• Μικρές γονιδιακές αλληλουχίες στόχοι . 

• Τα γονίδια δεν έχουν σχέση με την αλληλεπίδραση 
ξενιστών μικροβίων



TO ΜΕΛΛΟΝ ΤΗΣ MST



• Ταυτοποίηση υδατογενών παθογόνων
– Προέλευση πληροφοριών 
– Ασθένεια και αποτέλεσμα που συνδέεται με το 
παθογόνο 
– Αναφορά στις αναδυόμενες μολυσματικές ασθένειες
– Συμπτωματικοί και ασυμπτωματικοί ξενιστές εκκρίνουν 
παθογόνα
– Αριθμός παθογόνων που εκκρίνονται στο χρόνο 
– Πιθανή υδατογενή μετάδοση 
– Παθογόνο που σχετίζεται με υδατογενείς επιδημίες
• Κριτήρια για να ελέγξουμε και να βάλουμε 
προτεραιότητες στα παθογόνα

Ταυτοποίηση κινδύνου-Risk profile



Risk modelling
1. Εκτίμηση κινδύνου 
• Ταυτοποίηση κινδύνου: Ταυτοποίηση τροφιμογενών ιών 
• Χαρακτηρισμός κινδύνων: Μολυσματική δόση σε σχέση με το 
ξενιστή 
• Αξιολόγηση έκθεσης: Κατανάλωση ιών στα τρόφιμα
• Ανάλυση κινδύνου: Υπολογισμός κινδύνου μόλυνσης

2.Διαχείριση κινδύνου
• Ανάλυση κόστους-επίπτωσης: Αξιολόγηση πιθανών παρεμβάσεων
• Εφαρμογή επιλεγμένων παρεμβάσεων
• Επιτήρηση: Αποτελεσματικότητα επιλεγμένων παρεμβάσεων

3. Ενημέρωση κινδύνου 
• Ενημέρωση στα εμπλεκόμενα μέρη



Am J Epidemiol. 2001 Jun 15;153(12):1135-41. Molecular epidemiology: focus on infection. Foxman B, Riley L.

Μοριακή Επιδημιολογία…

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Foxman B"[Author]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Foxman B"[Author]
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term="Riley L"[Author]


Am J Epidemiol. 2001 Jun 15;153(12):1135-41. Molecular epidemiology: focus on infection. Foxman B, Riley L.
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ΜΕΡΙΚΑ ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑΤΑ ΕΡΕΥΝΩΝ ΜΕ 
ΜΟΡΙΑΚΗ ΤΥΠΟΠΟΙΗΣΗ…

• Environmental Surveillance. An Additional/Alternative 
Approach for Virological Surveillance in Greece?

Published in Int. J. Environ. Res. Public Health 2011, 8, 
1914-1922;

• A Gastroenteritis Outbreak Caused by Noroviruses in 
Greece published in IJERH

• REGION-SPECIFIC GENETIC HETEROGENEITY OF HBB 
MUTATION DISTRIBUTION IN SOUTH-WESTERN 
GREECE

http://blog.edu.gr/wp-content/uploads/2009/02/upatras_logo.jpg


Παράδειγμα Μελέτης Επιδημίας Ηπατίτιδας Α …



Παράδειγμα Μελέτης Επιδημίας Ηπατίτιδας Α …



Παράδειγμα Μελέτης Επιδημίας Ηπατίτιδας Α …



Φυλογενετική ανάλυση …



Μοριακή τυποποίηση ιών 
σε δείγματα αστικών 
λυμάτων …



Βιολογικός καθαρισμός Πάτρας

Μοριακή τυποποίηση ιών σε δείγματα αστικών λυμάτων …

έξοδος
είσοδος



Βιολογικός καθαρισμός Αλεξανδρούπολης

Μοριακή τυποποίηση ιών σε δείγματα αστικών λυμάτων …

έξοδος

είσοδος



Μοριακή 
τυποποίηση ιών 
σε δείγματα 
αστικών λυμάτων 
…



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Μοριακή 
τυποποίηση ιών 
ηπατίτιδας Α σε 
περιβαλλοντικά 
και κλινικά 
δείγματα …



Συμπύκνωση ιϊκών σωματιδίων

Ανίχνευση γονιδιώματος τους με τεχνική (RT-nested PCR) 

Επιβεβαίωση θετικών HAV δειγμάτων μέσω αλληλούχησης

Επεξεργασία των αλληλουχιών με πακέτα βιοπληροφορικής 
και κατασκευή φυλογενετικών δέντρων

Μεθοδολογία …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Μοριακή τυποποίηση πολλαπλών ιικών στόχων σε δείγματα ακατέργαστων αστικών λυμάτων … 
Περιβαλλοντική επιτήρηση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Περιβαλλοντική 
επιτήρηση …



Περιβαλλοντική 
επιτήρηση …



Παράδειγμα Μελέτης 
Επιδημίας Νοροϊών …



Παράδειγμα Μελέτης Επιδημίας Νοροϊών …



Παράδειγμα Μελέτης Επιδημίας Νοροϊών …



Παράδειγμα Μελέτης Επιδημίας Νοροϊών …



Φυλογενετική ανάλυση …



Μοριακή τυποποίηση 
Legionella spp. από 
νοσοκομεία και 
ξενοδοχεία της 
Δυτικής Ελλάδας …



Μοριακή τυποποίηση Legionella spp. από νοσοκομεία και ξενοδοχεία της Δυτικής Ελλάδας …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική ανάλυση …



Detection and molecular 
characterization of enteric 
viruses from hospitalized 

childern with acute 
gastroenteritis in Patras, 

Greece.

Identification of Rotavirus 
G12 strains

Μοριακή τυποποίηση εντερικών ιών από παιδιά με οξεία γαστρεντερίτιδα …



Φυλογενετική ανάλυση …



Φυλογενετική 
ανάλυση …



Πρόσφατο Παράδειγμα Μελέτης Υδατογενούς Επιδημίας…



Παράδειγμα ανάλυσης κλινικών και περιβαλλοντικών δειγμάτων για την ανίχνευση και μοριακή 
τυποποίηση ιών …

Excel δεδομένων

Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες

NCBI

BLAST

Genotyping tools

Νουκλεοτιδικές 
αλληλουχίες

alignment

Φυλογενετικό δέντρο



Α MOLECULAR EPIDEMIOLOGICAL ANALYSIS OF ADENOVIRUSES FROM EXCESS 
CONJUNCTIVITIS CASES 

BALASOPOULOU A.1, ΚOKKINOS P.1, PLOTAS P.,1 PAGOULATOS D.2, MAKRI O.E.2, 
GEORGAKOPOULOS CD.2, A.VANTARAKIS1

• Viral conjunctivitis is a common, highly contagious eye disease that occurs worldwide in both sporadic and epidemic forms mainly caused by 
human adenoviruses (HAdV). The objective of the study was to perform a molecular epidemiological analysis of viral conjunctivitis among 
excess conjunctivitis cases recorded to the University Hospital of Patras, Greece for the period March to June 2012 (weeks 9 to 24).

• A structured questionnaire containing demographic and clinical data was developed in order to collect retrospective data on the cases. Eye 
swab specimens were collected and molecular detection of adenoviruses was performed by nested PCR. Positive results were confirmed by 
sequencing. To determine the relatedness between the isolated sequences, a phylogenetic analysis was constructed.

• The epidemiological analysis (including retrospective data) included 231 conjunctivitis cases (47.1% male and 52.8% female) from which 205 
were of viral origin (46.3% male and 53.7% female), 4 bacteriological conjunctivitis (50% male and 50% female) and 22 were undefined

• conjunctivitis. The outbreak excess cases (included 156 cases) affected all age groups regardless gender predilection. For the positive 
samples confirmed by sequencing, 29 samples (72.5%) were typed as AdV17 and 5 (12.5%) as AdV54. Molecular analysis could define the 
cause of viral conjunctivitis, while epidemiological data contributed to the assessment of the risk factors and underlined possible preventive 
measures. This study is one of the very few on viral conjunctivitis in Greece. This outbreak underscores the need for a national surveillance 
system for acute infectious conjunctivis outbreaks.
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 hAdV 36 strain: 275

 hAdV 56 isolate DL06 

 hAdV 46 strain: 1594

 hAdV 45 strain: 1590

 hAdV 44 strain: 1584

 hAdV 39 strain: D335

 hAdV 33 strain: D. J

 hAdV 30 strain: BP-7

 hAdV 29 strain: BP-6

 hAdV 26 strain: BP-2

 hAdV 13 strain A. A

 hAdV 10 strain J. J

 hAdV 9 strain Hicks

 hAdV 48 strain: T85-844

 hAdV 51 strain: Bom

 hAdV 19 isolate: 1996-5363

 hAdV 15 strain CH38

 hAdV 22 strain: AV-2711

 hAdV 23 strain: AV-2732

 hAdV 25 strain: BP-1

 hAdV 28 strain: BP-5

 hAdV 32 strain: HH

 hAdV 38 strain: LJ

 hAdV 42 strain: 54/82

 hAdV 43 strain: 1309

 hAdV 47 strain: 1601

 hAdV 49 strain: T87-677

 hAdV 53 isolate: FS165/Fukui/2004

 hAdV 17 strain CH22

 hAdV 27 strain: BP-4

 hAdV 8 strain Trim

 hAdV 20 strain: AV-931

 hAdV 24 strain: AV-3153

 hAdV 54

 hAdV 37 strain: GW

 A5740

 A5873

 A5874

 A5745

 A5878

 hAdV 40 strain: Dugan

 hAdV 41 strain: Tak
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ΕΠΙΔΗΜΙΑ ΗΠΑΤΙΤΙΔΑΣ A  ΣΤΗΝ ΑΥΣΤΡΑΛΙΑ

• To Μαίο 2009, ο «ΕΦΕΤ» στην Αυστραλία και τη Νέα Ζηλανδία
(OzFoodNet) ανέφερε αύξηση στα περιστατικά Ηπατίτιδας A
στη Victoria, Νότια Αυστραλία, και στη Queensland

• Case-control μελέτες επιβεβαίωσαν ισχυρή συσχέτιση μεταξύ
ασθένειας και κατανάλωσης λιαστής τομάτας.

• Ο αριθμός των περιστατικών επανήλθε στο φυσιολογικό
αριθμό στο τέλος Μαΐου

http://www.google.gr/imgres?imgurl=http://www.naturesdry.com/Resimler/sun-dried-tomato-halves.jpg&imgrefurl=http://www.naturesdry.com/dried-tomatoe-nutrition-values.html&usg=__NQhEMyv3ZtfVHi_V_QqG3pxo3P0=&h=454&w=640&sz=87&hl=el&start=7&um=1&itbs=1&tbnid=ko22jKAaHfGY6M:&tbnh=97&tbnw=137&prev=/images?q%3Dsun%2Bdried%2Btomatoes%26um%3D1%26hl%3Del%26sa%3DN%26tbs%3Disch:1
http://webhosting.web.com/imagelib/sitebuilder/misc/show_image.html?linkedwidth=actual&linkpath=http://www.motoadventures.org/sitebuildercontent/sitebuilderpictures/ArgentinaSanRafaelSunDriedTomatoes.jpg&target=tlx_pic8khf
http://www.google.gr/imgres?imgurl=http://www.cleanfoodconnection.com/catalog/images/Sun-Dried%20Tomatoes.jpg&imgrefurl=http://www.cleanfoodconnection.com/catalog/product_info.php?cPath%3D140%26products_id%3D428%26osCsid%3D0e321b7e5f12fd4979dd8975ffff2688&usg=__msPTGqX9FBiMMk3S7sEP3MrkqNA=&h=480&w=640&sz=65&hl=el&start=3&itbs=1&tbnid=WOKOMa4Ed5UOQM:&tbnh=103&tbnw=137&prev=/images?q%3Dsun%2Bdried%2Btomatoes%26hl%3Del%26gbv%3D2%26tbs%3Disch:1


 Αλληλουχίες  από στελέχη ασθενών στην Αυστραλία ήταν 
πανομοιότυπα με στελέχη ασθενών από την Ολλανδία. Τα Γαλλικά 
στελέχη έδειξαν μια σημαντική διαφορά με αυτά της Αυστραλίας και 
της Ολλανδίας. Όλα τα στελέχη ήταν τύπου 1B, και σχετίζονταν 
σημαντικά με αυτά που είχαν ταυτοποιηθεί στην Τουρκία.



• 65 δείγματα από 08/03/2010 to 13/05/2010

HAV  – Λιαστές τομάτες από Τουρκία

• Επίσημο Ελληνικό Εργαστήριο για την ανάλυση όλων των εισαγόμενων 

δειγμάτων λιαστής τομάτας (Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης).

• Διαπιστευμένο εργαστήριο με VITAL protocol (SOP 006)

http://images.google.gr/imgres?imgurl=http://msdn63.e-academy.com/_images/msdnaa/1044_bd_36ndsm_03smle_logo.jpg&imgrefurl=http://msdn63.e-academy.com/elms/Storefront/StorefrontSearchResults.aspx?campus%3Dupatras_appsci%26np1%3D112%26pn%3DWindows%207%20Professional%20(x86)%20-%20DVD%20(English)&usg=__fTJ4YwceIMYHjoGmegn-SGD1QlY=&h=329&w=329&sz=43&hl=el&start=4&itbs=1&tbnid=ADGiEtzt2wakyM:&tbnh=119&tbnw=119&prev=/images?q%3Duniversity%2Bof%2Bpatras%26hl%3Del%26gbv%3D2%26tbs%3Disch:1
http://www.google.gr/imgres?imgurl=http://www.valleysun.com/images/vsp-powder.jpg&imgrefurl=http://www.valleysun.com/industrial/powder.html&usg=__D-kuahTSvZxUXgkuIKxfz8m9h5s=&h=394&w=510&sz=65&hl=el&start=4&um=1&itbs=1&tbnid=tNBpvyFG2ZoksM:&tbnh=101&tbnw=131&prev=/images?q%3Dsun%2Bdried%2Btomatoes%2Bpowder%2Bform%26um%3D1%26hl%3Del%26tbs%3Disch:1
http://www.google.gr/imgres?imgurl=http://lh4.ggpht.com/cookiejarconfessionals/SPrV8Pxd6OI/AAAAAAAAA4c/B86jTgiIbJg/s400/SundriedTomatoes.jpg&imgrefurl=http://www.geogum.com/explore/tags/TOMATO&usg=__fAwbbH4JYdkuasMz3hl2kqkfjEo=&h=300&w=400&sz=57&hl=el&start=10&um=1&itbs=1&tbnid=IFb6fyCZWVKi4M:&tbnh=93&tbnw=124&prev=/images?q%3Dsun%2Bdried%2Btomatoes%2Bcubes%26um%3D1%26hl%3Del%26tbs%3Disch:1
http://www.google.gr/imgres?imgurl=http://www.jrmushroomsandspecialties.com/images/ZJTOM.jpg&imgrefurl=http://www.jrmushroomsandspecialties.com/product_info.php?products_id%3D302%26osCsid%3D85160e34af89588d62f043a77c3679e3&usg=__JtxHtdtPd_jENtIH2q1S1t6mua8=&h=361&w=500&sz=103&hl=el&start=13&um=1&itbs=1&tbnid=dcBtSiToUTNsUM:&tbnh=94&tbnw=130&prev=/images?q%3Dsun%2Bdried%2Btomatoes%2Bstrips%26um%3D1%26hl%3Del%26tbs%3Disch:1




http://www.eurovital.org/



ΣΤΟΧΟΙ ΤΟΥ ΕΡΓΟΥ 

• Εκτίμηση της παρουσίας ιών (παθογόνων και μη) σε 
αλυσίδες τροφίμων

• HACCP οδηγίες για ιογενή μόλυνση διαφόρων 
αλυσίδων τροφίμων  

• Εκτίμηση κινδύνου για ιογενή μόλυνση των 
αλυσίδων παραγωγής 

• Οδηγίες στο νέο Codex Alimentarius για την 
πρόληψη από ιογενή μόλυνση

• Εκτίμηση μεθόδων απολύμανσης και ικανότητάς 
τους στα διαφορετικά είδη τροφίμων



Π.Ε.2
Παραγωγή

Π.Ε.3
Επεξεργασία

Π.Ε.4
Τελικό προϊόν

Χοιρινό κρέας 450 315 240

Λαχανικά (μαρούλια) 360 360 180

Μαλακά φρούτα 
(φράουλες, βατόμουρα)

480 360 240

Οστρακοειδή
(μύδια, στρείδια, κοχύλια)

- - 180

ΣΥΝΟΛΙΚΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΠΟΥ ΑΝΑΛΥΘΗΚΑΝ ΣΕ ΟΛΕΣ ΤΙΣ 
ΑΛΥΣΙΔΕΣ ΤΡΟΦΙΜΩΝ 











WP2 - Data-gathering: Production
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Impact of climate change on the transport,

fate, and risk management of viral pathogens

in water



• ABERYSTWYTH UNIVERSITY (AU)

• UNIVERSITAT DE BARCELONA (UB)

• VELINDRE NATIONAL HEALTH SERVICE TRUST (NPHS)

• UNIVERSITY OF PATRAS (UPA) 

• UMEA UNIVERSITET (UMU) 

• FUNDACAO OSWALDO CRUZ (FIOCRUZ)

• ORSZAGOS KORNYEZETEGESZSEGUGYI INTEZET (NIEH)

• FUNDACIÓ PRIVADA INSTITUT CATALÀ DE CIÈNCIES DEL CLIMA (IC3)



• Current Routine environmental surveillance for enteric viruses is sporadic, uncoordinated and generally non-
existent    

Progress VIROCLIME will provide SOPs for systematic viral surveillance for emergent pathogens in varying 
aquatic environments, e.g. raw sewage, source waters, recreational waters.

• Current Most virological investigations report qualitative (presence/absence) data 

Progress VIROCLIME will develop QPCR protocols suitable for operational deployment and regulatory use.

• Current Most virological investigations focus on a few viruses, typically enteroviruses or noroviruses

Progress VIROCLIME will focus on a range of viruses, including emergent pathogens reflecting those of interest 
at the Case Study sites

• Current Little work has been done on attribution of viral faecal pollution to human or animal sources

Progress VIROCLIME will develop MST tools to differentiate between human and animal pollution sources, and 
between different types of animal pollution

• Current Models relating to viruses suitable for use in an environmental context do not exist

Progress VIROCLIME will develop environmental/virological models

• Current Data on the effects of climate change on virus levels in aquatic matrices are lacking

Progress VIROCLIME will generate data relating predicted changes in climate to virus levels

• Current Information relating health effects to environmental virus exposure is lacking

Progress VIROCLIME will progress towards the provision of this information



VIROCLIME Principal Project Objectives

1. To report on the performance characterisation of methods developed in EU,

International Cooperation Partner Countries (ICPC) and US laboratories for the

detection of waterborne human pathogenic viruses in environmental 'hot-spots'.

2. To report on the performance characterisation of methods developed in EU,

ICPC and US laboratories for the concentration of human pathogenic viruses in

aquatic environments in environmental 'hot-spots'.

3. To report on the development of improved virological tools for microbial source

tracking

4. To produce an operational model forced by environmental and water

management changes at the target sites which may be calibrated to show

changes in virus levels and to facilitate changes in water management

strategies.

5. To provide a report on 18-months surveillance Case Studies of emergent

potentially pathogenic viruses at five environmentally sensitive sites in Spain,

Hungary, Sweden, Greece and Brazil

6. To report on any relationships linking target virus incidence with that of the

current faecal indicators Escherichia coli (EC) and intestinal enterococci (IE) and

to assess the suitability of current faecal indicators in the face of changing

climate scenarios.







Virus Concentration Methods

Matrices

Sea waterRiver water

10lt X 12 samples 10lt X 11samples

Spiking 10 samples  with 1ml Aden 35

Method: Glass wool filtration Beef extract flocculation Skimmed  milk  flocculation

1 sample with 1 ml Noro GII

1 sample without spiking

9 samples  with 1ml Aden 35

1 sample with 1 ml Noro GII

1 sample without spiking

SOP From Vital Dr R Girones Lab

Final concentrate

10 ml in PBS



NUCLEIC ACID EXTRACTION

Qiamp Viral RNA Qiagen

Initial sample volume

140 μl

extraction volume

100μl

QPCR DetectionSOP – from VITAL

Adenovirus Norovirus GII



QPCR - Adenovirus



Sample ID

A2685

Recovery %

20,2

A2686 29,5

A2687 50,7

A2688 35,5

A2594 15,9

A2595 9,5

A2713 20

A2714 10,8

A2715 37,2

A2716 10,2

23,96

Recovery of Adenoviruses by glass wool filtration and skimmed milk 

flocculation

samle ID

Recovery 

%

A6261 34,3

A6262 9,5

A6263 110,7

A6264 42,1

A2677 24,3

A2678 46,4

A2679 20,7

A2680 47,9

A2592 55,6

43,5

River water –glass wool Sea-water –Skimmed milk



QPCR – Novirus GII

sample ID

Recovery 

%

A2593 10 skimmed milk flocculation sea water

A25996 26,7 glass wool River water



Sampling points

Glaukos river



Sampling points

Glaukos river



Sampling points

domestic wastewater treatment



Glaukos river

Sampling points



Sampling points

Glaukos river



















ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

• Με τις μοριακές τεχνικές, γίνεται πολύ πιο σύντομος, ευαίσθητος και
αξιόπιστος, ο έλεγχος των περιβαλλοντικών δειγμάτων για την παρουσία
παθογόνων μικροοργανισμών. Δίνεται η δυνατότητα να ανιχνευθούν και
οι μη καλλιεργήσιμοι μικροοργανισμοί (Viable But Not Culturable).

• Η PCR, συγκεκριμένα, είναι μια ιδιαίτερα εξειδικευμένη και ευαίσθητη
τεχνική που έχει την ικανότητα να ανιχνεύει τις πολύ μικρές ποσότητες
των μικροοργανισμών στα περιβαλλοντικά δείγματα.

• Στο ίδιο δείγμα, είναι δυνατόν να ανιχνευθούν ταυτόχρονα πολλοί
μικροοργανισμοί (π.χ. multiplex PCR) όπως είναι δυνατόν να
ανιχνευθούν κυρίως οι «ζωντανοί» μικροοργανισμοί (RT-PCR).

• Με το συνδυασμό καλλιεργητικών και μοριακών τεχνικών, μπορούμε να
ανιχνεύσουμε τους παθογόνους και «ζωντανούς» μικροοργανισμούς

• Τα μοριακά εργαλεία μπορούν να αποτελέσουν σημαντικό οπλοστάσιο
στην επιδημιολογική μελέτη τροφιμογενών και υδατογενών επιδημιών

• Οι μοριακές τεχνικές αποτελούν ένα πολύτιμο εργαλείο στον έλεγχο των
υδατογενών και τροφιμογενών επιδημιών και συνεπώς στην προστασία
της Δημ. Υγείας.



Σας ευχαριστώ πολύ 

Απόστολος Βανταράκης (avanta@upatras.gr) 
Αναπλ. Καθηγητής Υγιεινής

Μον. Περιβαλλοντικής Μικροβιολογίας, 
Εργαστήριο Υγιεινής

Τμήμα Ιατρικής, Πανεπιστήμιο Πατρών
http://www.iwaterfood.gr

Τηλ/Fax: 2610969875
E-mail: info@iwaterfood.gr
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