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Βακτηριακός Πληθυσμός 

Ένας βακτηριακός πληθυσμός χαρακτηρίζεται από την φαινοτυπική και την 
γενετική του ποικιλομορφία 

κλωνικός μη κλωνικός 

Χαρακτηρίζεται από χαμηλή ή και καθόλου 
γενετική ποικιλομορφία ανάμεσα στα 
επικρατή στελέχη του πληθυσμού σε 

οποιαδήποτε χρονική στιγμή π.χ. Salmonella 
typhi 

Χαρακτηρίζεται από υψηλή γενετική 
ποικιλομορφία ανάμεσα στα επικρατή 

και μη στελέχη του πληθυσμού π.χ. 
Pseudomonas aeruginosa  



Kλωνικός Βακτηριακός Πληθυσμός 



499 typeable Pseudomonas aeruginosa 
isolates (n = 272 sequence types). 

Kidd TJ, Ritchie SR, Ramsay KA, Grimwood K, Bell SC, et al. (2012) Pseudomonas aeruginosa Exhibits Frequent Recombination, but Only a Limited 
Association between Genotype and Ecological Setting. PLOS ONE 7(9): e44199. doi:10.1371/journal.pone.0044199 
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0044199 

Μη Kλωνικός Βακτηριακός Πληθυσμός 

http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0044199


3 major 
(monoclonal) ST’s 

272 sequence types 

high genetic 
diversity 



Κλωνικός                            Μη κλωνικός 



Τυποποίηση 
ορίζεται η διαδικασία κατά την οποία πραγματοποιείται ανάλυση φαινοτυπικών ή/και 

γονοτυπικών χαρακτηριστικών των στελεχών του είδους που μελετάται.  

Μοριακές Μέθοδοι  Φαινοτυπικές Μέθοδοι  

•Μικροβιακή Ευαισθησία 
•Αντιγονική τυποποίηση 

•Pulsed-field gel electrophoresis 
•Multi Locus Sequence Typing 
•Double Locus Sequence Typing 



Φυλογενετική ανάλυση 
ορίζεται η διαδικασία κατά την οποία πραγματοποιείται η μελέτη της εξέλιξης γενετικά 

κοντινών βακτηριακών στελεχών ενός είδους 

Αναλύονται οι γενετικές αλλαγές 
που συμβαίνουν κατά τη διάρκεια 

της εξελικτικής πορείας ενός 
πληθυσμού 

Κατανοούνται οι σχέσεις 
μεταξύ της αρχέγονης 

αλληλουχίας με αυτές των 
απογόνων της 

Γίνεται μία εκτίμηση της χρονικής 
στιγμής/διάρκειας κατά την οποία 

πραγματοποιήθηκε η γενετική 
αλλαγή σε ένα σύνολο στελεχών 

που μοιράζονται τον ίδιο πρόγονο 



ΚΛΙΝΙΚΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ 
ΣΤΕΛΕΧΗ 

•Αναγνωρίζεται ο επιδημικός κλώνος 
•Πλήρης επιδημιολογική μελέτη/επιτήρηση 
•Αντιμετωπίζεται/προλαμβάνεται μια επιδημία 
εν εξελίξει 

•…..αλλά και η πηγή προέλευσης 
•…….και περιβαλλοντική…. 
•…τροφιμογενής, υδατογενής….  



ΚΛΙΝΙΚΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΛΕΧΗ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΙΚΑ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ 
ΣΤΕΛΕΧΗ 

ONE HEALTH!!! 



Outbreaks 
clinical + environmental   



Outbreaks 
clinical + environmental   



ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ 
• Οι σημαντικότερες μοριακές τεχνικές που έχουν χρησιμοποιηθεί 

στην τυποποίηση βακτηρίων και σε διαγνωστικές μελέτες: 

• ➢Τεχνικές PCR και οι εφαρμογές της π.χ. ERIC-pcr, RAPD-pcr, 
AFLP, Real Time pcr 

 

• ➢Ηλεκτροφόρηση μεταβλητού πεδίου (Pulsed Field Gel 

• Electrophoresis) 

• ➢Τυποποίηση μέσω αλληλούχισης (Sequence Based Typing π.χ. 

• MLST, DLST) 



ΜΟΡΙΑΚΕΣ ΤΕΧΝΙΚΕΣ 

Pcr vs sequencing 

Ειδικοί/Τυχαίοι εκκινητές 
•Μικρά τμήματα του γενετικού υλικού 
 
•Δεν ανιχνεύεται επαρκώς η συγγένεια δυο ή 
κ περισσοτέρων στελεχών 
 
•Ελλιπής επιδημιολογική διερεύνηση 

Πλήρης πρόσβαση στο γενετικό υλικό 
•PubMed, MLST 
(http://www.mlst.net/misc/new_schemes.asp) 
 
•Αλλαγές στα γονίδια (insertion, deletions, 
duplications κ.α.) 
 
•Επαρκής επιδημιολογική προσέγγιση 

http://www.mlst.net/misc/new_schemes.asp


Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) 

 Χρησιμοποιείται για την τυποποίηση στελεχών του ιδίου είδους 

 Δημιουργία παλσοτύπων (Pulsotypes) 

 διευκολύνει τη διαδικασία προσδιορισμού «ομοιότητας /συγγένειας» μεταξύ 
καλλιεργημάτων που προέκυψαν: 

•  από τη διερεύνηση μιας επιδημίας 

•  έλεγχος πορείας μετάδοσης ενός βακτηρίου    

 

επιβεβαιώνει ή απορρίπτει την 
υπόθεση ότι τα καλλιεργήματα 
προήλθαν από κοινή εστία 

•  Πληροφορίες για τρόπο μετάδοσης βακτηρίου 

• Εύρεση reservoir (δεξαμενής) ή εστία μόλυνσης 

• Χαρακτηρίζεται από υψηλή τυποποιητική ικανότητα και διακριτική ικανότητα   

• Αποτελεί την ‘gold standard method’ 

 



Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) 

 Αρχή μεθόδου 

• Διαχωρίζονται μεγάλα τμήματα χρωμοσομικού DNA εφαρμόζωντας 
ηλεκτρικό πεδίο, το οποίο περιοδικά αλλάζει κατεύθυνση μέσα στο gel 
(παλλόμενο πεδίο)  



http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocolimages.html#pfge 



Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) 

 Gel Compar 2 

 Δενδρόγραμμα 
Tenover’s κριτήρια (διάκριση σε 
κλώνους/υποτύπους) (Tenover et 
al., 1995) 
CDC/PulseNet 
(http://www.cdc.gov/pulsenet/) 
 

 



Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) 

Advantages of PFGE 
 
•High concordance with epidemiological relatedness 
•Can be applied as a universal generic subtyping method for many different bacteria with only 
the choice of the restriction enzyme and electrophoresis conditions optimized for each 
species 
•Stable and reproducible DNA restriction patterns 
•More discriminating than methods such as ribotyping or multi-locus sequence typing for 
many bacteria 

1. Cholera epidemic associated with consumption of unsafe drinking water and street-vended water--
Eastern Freetown, Sierra Leone, 2012, Nguyen VD et al, 2014 

2. Epidemiological characteristics and molecular typing of Salmonella enterica serovar Typhi during a 
waterborne outbreak in Eastern Anatolia, Bayram Y et al, 2011 

3. A waterborne Campylobacter jejuni outbreak on a Greek island, Karagiannis I et al, 2010 
4. Isolation of Pseudomonas aeruginosa from open ocean and comparison with freshwater, clinical, and 

animal isolates, Khan NH et al, 2008 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17661654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17661654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17661654
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17661654


Human strains, milk, 
baby powder: 
genetically related!!! 

Human strains genetically 
distant from the epidemic 
clone!! 



Pulsed Field Gel Electrophoresis 
(PFGE) 

Limitations of PFGE 
 
•Time consuming (7 days) 
 
•Does not discriminate between ALL unrelated isolates 
 
•DNA restriction patterns can vary slightly between technicians 
 
•Cannot optimize separation in every part of the gel at the same time 
 
•Bands of same size may not come from the same part of the chromosome 
 
•Change in one restriction site can result in more than one band change 
 
•“Relatedness” should be used as a guide, not as a true phylogenetic measure 
 
•Some strains cannot be typed by PFGE 
 
•Clonal bacterial populations do not discriminate by PFGE such as Salmonella typhi 



Multiple-Locus Variable number 
tandem repeat (MLVA) 

• Είναι μια μέθοδος που εκμεταλλεύεται τον πολυμορφισμό και τις διαδοχικά 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες του DNA σε έναν συγκεκριμένο μ.ο. 
 
• "VNTR" σημαίνει "Variable Number of Tandem Repeats" = ποικίλος αριθμός 
επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών 
• μια σειρά από καλά επιλεγμένους και χαρακτηρίσμένους (από άποψη ρυθμού 
μετάλλαξης και της ποικιλομορφίας) γονιδιακούς τόπους πολλαπλασιάζεται με PCR. 
• To καθορισμένο μέγεθος (μήκος της αλληλουχίας) του κάθε γονιδιακού τόπου 
χρησιμοποιείται για να υπολογιστεί ο αριθμός των επαναλαμβανόμενων μονάδων σε 
κάθε γενετικό τόπο 
• Ο αριθμός αυτός αποτελεί το MLVA προφίλ του κάθε στελέχους, το οποίο μπορεί να 
συγκριθεί εύκολα με βάσεις δεδομένων αναφοράς. 



Δύο ‘τόποι’ από διαφορετικά 
στελέχη του ίδιου είδους. Οι 
επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες 
είναι οι χρωματιστές. 

Οι Forward primers είναι σημασμένοι μέ κάποια φθορίζουσα ουσία έτσι 
ώστε το PCR product να μπορεί να ανιχνευθεί χρησιμοποιώντας μια ειδική 
ηλεκτροφόρηση, high resolution capillary electrophoresis (automatic 
sequencer). 



http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocolimages.html#mlva 

http://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol


VNTR peaks 

Standard peaks 



Multiple-Locus Variable number 
tandem repeat (MLVA) 

ΠΛΑΤΦΟΡΜΑ ΤΟΥ ECDC (European Center for Disease 
and Control) 

Πρωτόκολλα τυποποίησης 





Multiple-Locus Variable number 
tandem repeat (MLVA) 

Advantages of MLVA 
 
•MLVA may be able to differentiate suspected, fast-evolving bacterial strains from an outbreak 
even though those strains might look the same using other methods of DNA fingerprinting, 
such as PFGE 
•PulseNet suggests MLVA as a complementary technique to PFGE, allowing microbiologists to 
see more detailed differences between bacteria that have similar PFGE patterns. 

Limitations of MLVA 
 
•Requires a trained and skilled technician 
•Is not a practical routine subtyping method because a specific protocol must be used  for 
each pathogen 
•A few standardized protocols are available, but only the most common pathogens are 
subtyped by this method 











Multiple-Locus Variable number 
tandem repeat (MLVA) 

❖ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ: 
✓Είναι PCR-based μέθοδος, κάτι που την καθιστά απλή, γρήγορη και φτηνή 
✓Υψηλή διακρτική ικανότητα για τυποποίηση μ.ο. 

ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ: 
✓Οι επαναλαμβανόμενες περιοχές γενετικού υλικού υπόκεινται συχνά σε μετταλάξεις, 
οπότε και δεν μπορούν στη συνέχεια να ανιχνευθούν από τους εκκινητές 



Multiple-Locus Variable number 
tandem repeat (MLVA) 

•Wang H. et al, Genotyping of Salmonella Typhi using 8-loci multi locus VNTR analysis, Gut 
Pathog, 2016, doi: 10.1186/s13099-016-0094-4 
 
•Johansson E. et al, Genotyping of Pseudomonas aeruginosa reveals high diversity, 
stability over time and good outcome of eradication, J Cyst Fibros, 2015, doi: 
10.1016/j.jcf.2014.09.016. 
 
•Rodríguez-Martínez S. et al, Spatial distribution of Legionella pneumophila MLVA 
genotypes in a drinking water system, Water Res, 2015, doi: 10.1016/j.watres. 2015.03.010 
 
•Krüger A. et al, Genetic characterization of Shiga toxin-producing Escherichia coli O26:H11 
strains isolated from animal, food, and clinical samples, Front Cell Infect Microbiol, 2015, 
doi: 10.3389/fcimb.2015.00074. 



Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

• Τυποποίηση μέσω αλληλούχισης 

• Αναγνωρίζει άμεσα τις διαφορές σε αλληλουχίες DNA ‘συντηρημένων 
γονιδίων’ (housekeeping genes) που εντοπίζονται σε στελέχη του ιδίου είδους 

• Έτσι χαρακτηρίζει τα στελέχη απο το μοναδικό τους ‘γονιδιακό προφίλ’ (allelic 
profile) (http://pubmlst.org/paeruginosa) 

• περιλαμβάνει 1707(1686) αλληλουχίες με 2342 (2265) διαφορετικά προφίλ 
(STs)  

• Yψηλή τυποποιητική ικανότητα και αναπαραγωγιμότητα, αλλά σχετικά χαμηλή 
διακριτική ικανότητα  

• Δύκολη στην εφαρμογή της με υψηλό κόστος και απαιτεί πολύ χρόνο!! 

 

http://pubmlst.org/paeruginosa
http://pubmlst.org/paeruginosa
http://pubmlst.org/paeruginosa
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Multi Locus Sequence Typing (MLST) 



Multi Locus Sequence Typing (MLST) 



Multi Locus Sequence Typing (MLST) 



Multi Locus Sequence Typing (MLST) 



Multi Locus Sequence Typing (MLST) 





Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

•Νέους STs 
•Αλλαγές στο αρχικό πρωτόκολλο                           αύξηση χρόνου και κόστους 
•Το πρόβλημα ενισχύθηκε καθώς η μέθοδος βρήκε εφαρμογή και σε P. 
aeruginosa στελέχη προερχόμενα από περιβαλλοντικά ενδιαιτήματα όπως 
υδάτινα οικοσυστήματα, χώμα, φυτά κ.λ.π.  
 
 

•η διακριτική ικανότητα της 
μεθόδου δεν εξαρτάται από 
τον αριθμό των γονιδίων που 
χρησιμοποιούνται 
•ανάλυση λιγότερων γονιδίων 
•μείωση κόστους και χρόνου  
•αύξηση  αριθμού των υπό 
μελέτη στελεχών  







Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

•Molecular Typing of CTX-M-producing Escherichia coli Isolated from Environmental Water, 
Swine Feces, Healthy Human Specimens and Human Patients, Hu Y.Y. et al, 2013 
 
•High Prevalence of ESBL-Producing Klebsiella pneumoniae Causing Community-Onset 
Infections in China, Zhang et al, 2016 
 
•Clonal Dissemination of Pseudomonas aeruginosa Sequence Type 235 Isolates Carrying 
blaIMP-6 and Emergence of blaGES-24 and blaIMP-10 on Novel Genomic Islands PAGI-15 
and -16 in South Korea, Hong et al, 2016 
 
•Phenotyping and genetic characterization of Salmonella enterica isolates from Turkey 
revealing arise of different features specific to geography, , Acar et al, 2017 
 



Double Locus Sequence Typing (DLST) 

ΣΥΝΔΥΑΣΜΟΣ MLVA+MLST 

Τυποποίηση μέσω αλληλούχισης 
• Αναγνωρίζει άμεσα τις διαφορές σε αλληλουχίες DNA επαναλαμβανόμενων 
γενετικών τόπων (VNTR) που εντοπίζονται σε στελέχη του ιδίου είδους 
• Χρησιμοποιούνται εκκινητές που ‘πιάνουν’ μεγάλα τμήματα του DNA (>1000bp) 
• Χαρακτηρίζει τα στελέχη απο το μοναδικό τους ‘γονιδιακό προφίλ’ (allelic profile) 
• Yψηλή τυποποιητική ικανότητα και διακριτική ικανότητα, αλλά χαμηλή 
αναπαραγωγιμότητα 
• Γρήγορη, εύκολη στην εφαρμογή της με ΧΑΜΗΛΟ κόστος 



Double Locus Sequence Typing (DLST) 





Double Locus Sequence Typing (DLST)  



Double Locus Sequence Typing (DLST)  

ms172, ms217 και oprD  



Double Locus Sequence Typing (DLST)  

[http://www.dlst.org/Paeruginosa/] 
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Double Locus Sequence Typing (DLST)  

[http://www.dlst.org/Paeruginosa/] 
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[http://www.dlst.org/Paeruginosa/] 
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Double Locus Sequence Typing (DLST)  



DLST vs MLST 

1. χρησιμοποιούνται δυο γονίδια αντί για 7 (μείωση χρόνου και κόστους)  
2. απαιτείται αλληλούχιση μόνο στη μία κατεύθυνση του γονιδιώματος 

(μονό διάβασμα, Reverse/μείωση χρόνου και κόστους) 
3. η βιβλιογραφία έχει δείξει οτι η διακριτική ικανότητα και η 

αναπαραγωγιμότητα της μεθόδου είναι ίδια με αυτή της MLST [Cholley P. et 

al, 2015]  

4. η χρήση γενετικών τόπων όχι τόσο συντηρημένων λειτουργιών ίσως 
αντικατοπτρίζει καλύτερα και πιο αξιόπιστα τη γενετική ποικιλομορφία 
του βακτηριακού πληθυσμού 



Whole Genome Sequencing (WGS) 

Είναι μια εργαστηριακή διαδικασία που καθορίζει την πλήρη αλληλουχία του 
γονιδιώματος ενός οργανισμού. Πραγματοποιείται πλήρης αλληλούχιση του 
χρωμοσωμικού DNA ενός οργανισμού, καθώς και του DNA που περιέχεται στα 
μιτοχόνδρια 

Βρίσκει εφαρμογή τόσο στην έρευνα όσο και στη 
κλινική πράξη 

Χρησιμοποιείται επίσης για την ανίχνευση σημειακών μεταλλαγών σε ένα γονιδίωμα 
(SNPs) βελτιώνοντας έτσι τη πληροφορία (μέγεθος + ποιότητα) που λαμβάνεται σε 
εξελικτικές μελέτες ενώ παράλληλα θέτει τις βάσεις για την πρόβλεψη της ευαισθησίας 
μιας νόσου και την ανταπόκριση στα διαθέσιμα φάρμακα. 







Whole Genome Sequencing (WGS) 



Whole Genome Sequencing (WGS) 
Το πρώτο βακτηριακό 

γονιδίωμα που 
αλληλουχίθηκε πλήρως 

ήταν αυτό του Haemophilus 
influenzae 



Whole Genome Sequencing (WGS) 



Whole Genome Sequencing (WGS) 



Whole Genome Sequencing (WGS) 

“Bermuda Principles” drafted for Human Genome Project free data access 
At a 1996 summit in Bermuda, leaders of the Human Genome Project agreed that all human genomic 
sequence information generated by centers funded for large-scale human sequencing should be made 
freely available and in the public domain within 24 hours after generation. The “Bermuda Principles” were 
drafted to encourage research and development and to maximize the Human Genome Project’s benefits to 
society – in contrast to the standard practice in scientific research of making experimental data available 
only after its publication. These principles reshaped the practices of an entire industry and have 
established rapid prepublication data release as the norm in genomics and other fields.  

http://www.genome.gov/glossary/index.cfm?id=106
http://www.genome.gov/glossary/index.cfm?id=106
http://www.genome.gov/glossary/index.cfm?id=106
http://www.genome.gov/glossary/index.cfm?id=106
http://www.genome.gov/glossary/index.cfm?id=106
http://www.genome.gov/glossary/index.cfm?id=532


Whole Genome Sequencing (WGS) 





Whole Genome Sequencing (WGS) 
ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ 
• Η μελέτη μιας ασθένειας δεν βασίζεται πια μόνο στην ανίχνευση του μεταλλαγμένου γονιδίου που 
προκαλεί την ασθένεια, αλλά και σε άλλα γονίδια του ασθενή. 
 
• Η τυποποίηση των καρκινικών κυττάρων επιτρέπει πια στους γιατρούς να επιλέξουν την αποδοτικότερη 
χημειοθεραπεία και ακόμη και να μειώσουν την έκθεση του ασθενή σε τοξικές θεραπείες 
 
• Γονίδια άγνωστα έως τώρα, πλέον αναγνωρίζονται και ίσως να συμβάλλουν στην εμφάνιση και τη 
πορεία μιας ασθένειας. Οι παραδοσιακές τεχνικές βασίζονται στην ανίχνευση μόνο του προβληματικού 
γονιδίου. 

•Περιβαλλοντικοί παράγοντες που μπορεί να 
επηρεάζουν ή ακόμη και να ενισχύουν την 
εμφάνιση και τη πορεία μιας νόσου είναι 
δυνατόν πλέον να αναγνωρίζονται και να 
τροποποιούνται 







the Pseudomonas aeruginosa serotyper (PAst) program 

https://github.com/Sandramses/PAst 





Whole Genome Sequencing (WGS) 

ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ 
• Η λειτουργία του μεγαλύτερου αριθμού των γονιδίων του ανθρώπινου γονιδιώματος είναι 
ακόμη άγνωστη 
 
• Απαιτείται ιδιαίτερα εξειδικευμένο προσωπικό 
 
• Το κόστος είναι πολύ υψηλό 
 
• Το γονιδίωμα ενός ατόμου μπορεί να περιέχει πληροφορίες τις οποίες δε θέλει να 
γνωρίζει!!!! 
 
• Ο όγκος της πληροφορίας που λαμβάνεται είναι τεράστιος! Θέματα ηθικά, ασφάλειας και 
προστασίας προσωπικών δεδομένων δεν έχουν ακόμη διαχειριστεί. 




