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Πεξίιεςε 

Η ξαγδαία πξφνδνο ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρηζεο λέαο γεληάο έρεη επηηξέςεη ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε πιεζψξαο εξεπλψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ πηζαλή ζπζρέηηζε ηνπ 

αλζξψπηλνπ κηθξνβηψκαηνο κε λεπξνςπρηαηξηθέο δηαηαξαρέο, φπσο απηή ηεο ζρηδνθξέλεηαο. 

Η κεηαγνληδησκαηηθή αιιεινχρηζε ακπιηθνλίσλ πνπ πξνέξρνληαη απφ θπινγελεηηθνχο 

δείθηεο, ηδηαίηεξα ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, επηηξέπεη ηελ ηαμηλνκηθή αλάιπζε θαη ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηινκνξθίαο βηνινγηθψλ δεηγκάησλ ρσξίο ηελ αλάγθε 

κεζφδσλ θαιιηέξγεηαο. Η βηνπιεξνθνξηθή επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο 

ακπιηθνλίσλ, ε νπνία είλαη απαξαίηεηε ιφγσ ηνπ φγθνπ, ηεο πνιππινθφηεηαο θαη ησλ 

ζθαικάησλ πνπ παξέρνπλ, πεξηιακβάλεη θπξίσο κεζφδνπο νκαδνπνίεζεο (OTUs) ή 

απνζνξπβνπνίεζεο (ASVs). Παξά ηνλ θνηλφ ηνπο ζηφρν, νη ζπγθεθξηκέλεο κέζνδνη 

δηαθέξνπλ σο πξνο ηε ινγηθή θαη ηελ εθαξκνγή ηνπο, απαηηψληαο ηελ επηθχξσζε ηεο 

ζπκβαηφηεηαο ηεο βηνινγηθήο εξκελείαο ησλ απνηειεζκάησλ ηνπο γηα ηελ έγθπξε θαη 

αμηφπηζηε δηεξεχλεζε βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο βηνινγηθψλ δεηγκάησλ. 

Η παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία απνζθνπεί ζηε βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ πνπ πξνέξρνληαη απφ δείγκαηα αίκαηνο 

αηφκσλ κε ζρηδνθξέλεηα εθαξκφδνληαο κεζφδνπο βαζηζκέλεο ζε ASVs θαη OTUs 

πξνθεηκέλνπ λα εξεπλεζνχλ ηπρφλ δηαθνξέο ζηελ βηνινγηθή εξκελεία ησλ απνηειεζκάησλ 

ηνπο. Σα δηαζέζηκα δεδνκέλα έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ δεηγκαηνιεςία αίκαηνο είθνζη 

αζζελψλ κε ζρηδνθξέλεηα ζε δχν ρξνληθέο ζηηγκέο: i) θαηά ηελ εθκάληζε ηνπ πξψηνπ 

ςπρσζηθνχ επεηζνδίνπ θαη ii) κεηά απφ έλα κήλα αληηςπρσζηθήο θαξκαθεπηηθήο ρνξήγεζεο. 

Δπηπιένλ, ζηελ αλάιπζε ζπκπεξηιήθζεθαλ θαη ηξία δείγκαηα αξλεηηθνχ ειέγρνπ. Σα 

δείγκαηα επεμεξγαζηήθαλ γηα ηελ αιιεινχρηζε ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

θαη ηελ εηζαγσγή ηνπο ζηελ πιαηθφξκα Illumina, απφ ηελ νπνία παξάρζεθαλ fastq αξρεία κε 

paired-end 2 x 250 bp αλαγλψζκαηα. Η βηνπιεξνθνξηθή επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ πιαηθφξκα QIIME2, απφ ηελ νπνία θαηαζθεπάζηεθαλ δχν ξνέο 

επεμεξγαζίαο βαζηδφκελεο ζε ASV κεζφδνπο (DADA2 θαη Deblur) θαη κία αληίζηνηρε ζε 

OTU θιεηζηήο αλαθνξάο (VSEARCH) κε ηνπιάρηζηνλ 97% νκνηφηεηα κε ηε βάζε 

δεδνκέλσλ SILVA. Σν ζηάδην πξνεπεμεξγαζίαο ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ πεξηιακβάλεη ηελ 

αθαίξεζε κε βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ, ηελ επηινγή απνθνπήο ησλ ηειηθψλ αιιεινπρηψλ ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ (κφλν γηα DADA2), ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ, ην θηιηξάξηζκα ησλ paired-end (γηα DADA2) θαη ζπγρσλεπκέλσλ (γηα 

Deblur/VSEARCH) αλαγλσζκάησλ κε βάζε ηελ πνηφηεηα, ηελ πεξηθνπή ησλ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζε ίζν κήθνο (κφλν γηα Deblur), ηελ αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ θαζψο θαη ηελ παξαγσγή ASVs/OTUs. Σα δεδνκέλα νδεγήζεθαλ ζηελ 

δηαδηθαζία ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ πξν-εθπαηδεπκέλν ηαμηλνκεηή Naïve 

Bayes κε ηε βάζε δεδνκέλσλ SILVA. ΢ηελ ζπλέρεηα, αθαηξέζεθαλ νη επηκνιχλζεηο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ησλ κε-ζηνρεπφκελσλ, ησλ ζεκαληηθά ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο 

(<0,002%) θαη ησλ βηνινγηθά κε αλακελφκελσλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ αληίζηνηρα. Οη 

ξνέο επεμεξγαζίαο νινθιεξψζεθαλ κε ηελ αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο, θαηά ηελ νπνία 

θαηαζθεπάζηεθαλ θακπχιεο αξαίσζεο γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ βάζνπο αιιεινχρηζεο θαη 

ππνινγίζηεθαλ δείθηεο εληξνπίαο Shannon γηα ηελ εθηίκεζε ηεο α-πνηθηινκνξθίαο ησλ 

δεηγκάησλ. Δπίζεο, επηρεηξήζεθε ε βέιηηζηε επηινγή ηηκψλ βαζηθψλ παξακέηξσλ πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ ζπγρψλεπζε, ην θηιηξάξηζκα βάζε πνηφηεηαο θαη ηα ζεκεία απνθνπήο 

αλαγλσζκάησλ, εμεηάδνληαο ηε ζπκπεξηθνξά ησλ δεδνκέλσλ έσο θαη ηελ ηαμηλνκηθή 

αλάζεζε ζηα δηάθνξα παξακεηξηθά ζελάξηα. 
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Σα απνηειέζκαηα θαλέξσζαλ φηη νη δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin=10, 20 θαη 30) θαηά ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ επέθεξαλ παξφκνην αληίθηππν ζηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο θαη ζηηο 

ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο ηνπο. Η αθαίξεζε ησλ ηειηθψλ αιιεινπρηψλ ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ ζηνλ DADA2 (trim@=f:220 r:225) έλαληη ηεο επηινγήο κε-απνθνπήο απηψλ 

(no-trim) θαη ε δηαηήξεζε κεγαιχηεξν κήθνπο αλαγλσζκάησλ ζηνλ Deblur (trim@=380 

έλαληη ηνπ trim@=250) βειηίσζαλ ηελ απνδνηηθφηεηα ησλ ASVs. Οη δηαθνξεηηθέο 

πξνζεγγίζεηο πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο, κε ηνλ DADA2 λα αμηνινγεί ηα paired-end 

αλαγλψζκαηα κε βάζε ην κέγηζην πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ (e.emax=0.5, 1.5 θαη 

2.5) θαη ν Deblur/VSEARCH αληίζηνηρα ηελ ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο PHRED αλά 

βάζε ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ (Qmin= 20, 22 θαη 26), νδήγηζαλ ζε παξφκνηα 

απνηειέζκαηα, κε ηελ αχμεζε ηεο αμηνπηζηίαο ησλ ηειηθψλ απνηειεζκάησλ λα επηθέξεη ηελ 

απψιεηα φγθνπ αλαγλσζκάησλ θαη ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ. Η επηινγή ησλ ηειηθψλ ηηκψλ 

παξακέηξσλ (DADA2:[Overlapmin=10, e.emax=1.5, no-trim], Deblur:[Overlapmin=10, Qmin= 22, 

trim@=380] θαη VSEARCH:[Overlapmin=10, Qmin= 22]) βαζίζηεθε θπξίσο ζηελ βέιηηζηε 

απνθφκηζε αμηφπηζησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαη ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ φζν αθνξά 

ηελ πνηφηεηα θαη ηνλ αξηζκφ ηνπο. Δπίζεο, θαηά ηελ επηινγή απηή, έγηλε ε πξνζπάζεηα 

εθαξκνγήο παξφκνησλ παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ κεηαμχ ησλ ξνψλ επεμεξγαζίαο γηα ηελ 

απνηειεζκαηηθφηεξε ζχγθξηζή ηνπο.  

Καηά ηελ ζχγθξηζε ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ, αλαδείρζεθε ε ζεκαληηθή απψιεηα 

πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ απφ ηελ απνζνξπβνπνίεζε Deblur, εληνπίζηεθε ελφο ζεκαληηθφο 

φγθνο κε-ηαμηλνκεκέλσλ ASVs απφ ηελ απνζνξπβνπνίεζε DADA2, θαη πξνζδηνξίζηεθε 

πνιχ κεγάινο αξηζκφο OTUs απφ ηελ νκαδνπνίεζε VSEARCH. Η ζπγθξηηηθή ηαμηλνκηθή 

αλάιπζε ησλ κεζφδσλ ASVs/OTUs θαλέξσζε απμεκέλε ηαμηλνκηθή νκνηφηεηα κέρξη θαη ζε 

επίπεδν γέλνπο κεηαμχ ησλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ, κε ην θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο 

αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ λα νδεγεί ζε αθφκα πην παξφκνηα απνηειέζκαηα, θαη 

αλέδεημε ηελ αδπλακία ησλ ASVs/OTUs ζηελ ηαμηλφκεζε ζε επίπεδν είδνπο. Η αθαίξεζε 

ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ γέλνπο Lactobacillus, ησλ νπνίσλ ε παξνπζία ηνπο 

ζηα βηνινγηθά δείγκαηα ραξαθηεξίζηεθε σο απνηέιεζκα επηκφιπλζεο, είρε έληνλν αληίθηππν 

ζηνλ φγθν ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, ην νπνίν ήηαλ παξφκνην κεηαμχ ησλ ηξηψλ 

δηαθνξεηηθψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ. Οη ηαμηλνκηθέο ζρεηηθέο αθζνλίεο ησλ δεηγκάησλ δελ 

έδεημαλ δηαθνξέο κεηαμχ ησλ κεζφδσλ. Δπίζεο, ε βαθηεξηαθή ζχλζεζε ζε επίπεδν θπιήο ηνπ 

αίκαηνο ζρηδνθξελψλ παξνπζίαζε αχμεζε ησλ Firmicutes ζε ζχγθξηζε κε πγηή άηνκα βάζεη 

βηβιηνγξαθίαο. Οη θακπχιεο αξαίσζεο ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ θαλέξσζαλ 

δηαθνξέο, κε ηνλ VSEARCH λα δείρλεη ζπλερή αχμεζε ησλ παξαηεξνχκελσλ OTUs 

ζπλαξηήζεη ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο. Όζν αλαθνξά ζηελ α-πνηθηινκνξθίαο, θαη ζηηο ηξεηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο δελ παξαηεξήζεθαλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηα δείγκαηα 

αίκαηνο θαη αξλεηηθνχ ειέγρνπ. Ο VSEARCH νδήγεζε ζε πςειφηεξεο ηηκέο δείθηε Shannon, 

ππνδεηθλχνληαο κηα πηζαλή ππεξεθηίκεζε ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηινκνξθίαο.  

Η παξνχζα εξγαζία, ζε ζπκθσλία κε ηελ ππάξρνπζα ζρεηηθή βηβιηνγξαθία, 

ππνζηεξίδεη ηελ πξνηίκεζε ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο, θαη πην ζπγθεθξηκέλα ηνπ 

DADA2, έλαληη ηεο νκαδνπνίεζεο γηα ηελ αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ιφγσ ηεο 

ππνινγηζηηθήο απνδνηηθφηεηαο, ηεο αλεμαξηεζίαο ηνπ απφ βάζε δεδνκέλσλ θαη ηεο επειημίαο 

ηεο επηινγήο ηνπ κήθνπο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ.  

Λέμεηο θιεηδί: 16S rRNA γνλίδην, νκαδνπνίεζε, απνζνξπβνπνίεζε, ASVs, OTUs, DADA2, 

Deblur, VSEARCH, QIIME2, κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο, ζρηδνθξέλεηα 
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Abstract 

Development of bioinformatic tools for the analysis of metagenomic data 

Σhe advances in next-generation sequencing technology have led to an great number 

of studies related to the investigation of the human microbiome and its potential association 

with neuropsychiatric disorders, such as schizophrenia. The amplicon metagenomic 

sequencing of phylogenetic markers, particularly the 16S rRNA gene, allows for the 

taxonomic analysis and identification of bacterial diversity of biological samples without the 

need for culture methods. The bioinformatic analysis of amplicon sequencing data that is 

required due to the volume, complexity and errors that they provide, mainly involves 

clustering (OTUs) or denoising (ASVs) methods. Despite their common goal, these methods 

differ in their logic and application, requiring validation of the compatibility in the biological 

interpretation of the results obtained by both methods for valid and reliable investigation of 

bacterial composition in biological samples. 

This Diploma Thesis aims in the bioinformatic analysis of 16S rRNA gene 

sequencing data from blood samples of individuals with schizophrenia using both ASV and 

OTU based methods, in order to investigate any differences in the biological interpretation of 

the results. The available data have been obtained from blood sampling of twenty patients 

with schizophrenia at two timepoints: i) at the presentation of the first episode psychosis and 

ii) after one month of antipsychotic medication. In addition, three negative control samples 

were included in the analysis. The samples were processed for the V3-V4 region sequencing 

of the 16S rRNA gene and were imported into an Illumina platform, from which fastq files 

with paired-end 2 x 250 bp reads were generated. The bioinformatic processing of these data 

was performed on the QIIME2 platform, from which three workflows were constructed: two 

workflows based on ASV methods (DADA2 and Deblur) and one workflow based on OTU 

closed reference method (VSEARCH) with at least 97% similarity threshold to the SILVA 

database. The preprocessing stage of the workflows includes removing non-biological 

sequences, trimming the final sequences of paired-end reads (for DADA2 only), merging 

paired-end reads, quality filtering of paired-end (for DADA2) and merged (for 

Deblur/VSEARCH) reads, truncation of merged reads to equal length (for Deblur only), 

removing chimeric sequences and generating ASVs/OTUs. The data were taken through the 

process of taxonomic assignment using the pre-trained Naïve Bayes classifier with the SILVA 

database. Then, contaminants were removed, including non-targeted, significantly low 

relative abundance (<0.002%) and biologically unexpected taxa. The workflows were 

completed with diversity analysis, during which rarefaction curves were constructed to 

determine sequencing depth and Shannon entropy indices were calculated to estimate the a-

diversity of the samples. An attempt was also made to optimally select values of key 

parameters related to merging, quality filtering and read cut-off points, by examining the 

behaviour of the data up to the taxonomic assignment on the different parametric scenarios. 

The results revealed that different values of minimum overlap length (Overlapmin=10, 

20 and 30) when merging paired-end reads had a similar impact on the sequencing data and 

their taxonomic information. Trimming the final sequences of paired-end reads in DADA2 

(trim@=f:220 r:225) versus choosing not to trim them (no-trim) and retaining longer read 

lengths in Deblur (trim@=380 versus trim@=250) improved the efficiency of ASVs. The 

different quality filtering approaches, with DADA2 evaluating paired-end reads based on the 

maximum expected error rate (e.emax=0.5, 1.5 and 2.5) and Deblur/VSEARCH on the 
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minimum quality PHRED score per base of merged reads (Qmin= 20, 22 and 26), led to 

similar results, with the increase in reliability of the final results led in a loss of read volume 

and taxonomic information. The choice of final parameter values (DADA2:[Overlapmin=10, 

e.emax=1.5, no-trim], Deblur:[Overlapmin=10, Qmin= 22, trim@=380] and 

VSEARCH:[Overlapmin=10, Qmin= 22]) was mainly based on the optimal obtaining of reliable 

retained reads and taxa, in terms of their quality and number. Also, during this choice, an 

attempt was made to apply similar parametric scenarios between the workflows, for their 

more effective comparison. 

When comparing the workflows, a significant loss of raw-data was highlighted by 

Deblur denoising, a significant volume of unclassified ASVs was identified by DADA2 

denoising, and a very large number of OTUs was produced by VSEARCH clustering. 

Comparative taxonomic analysis of the ASVs/OTUs based methods revealed increased 

taxonomic similarity up to genus level between the compared datasets, with low relative 

abundance taxa filtering leading to even more similar results, and highlighted the weakness of 

ASVs/OTUs taxonomic classification at species-level. The removal of bacterial taxa of the 

genus Lactobacillus, whose presence in biological samples was characterized as a result of 

contamination, had a strong impact on the volume of retained reads, which was similar 

between the three different workflows. The relative taxonomic compositions of the samples 

showed no differences between methods. Also, in this study the blood bacterial composition 

at phylum level of schizophrenic patients showed an increase in Firmicutes compared to 

blood bacterial composition of healthy subjects reported in the literature. Rarefaction curves 

of the three workflows revealed differences, with VSEARCH showing a consistent increase in 

observed OTUs in correlation to the sequencing depth. Conserning a-diversity analysis, in all 

three workflows no statistically significant differences were observed in the blood and 

negative control samples. Additionally, VSEARCH resulted in higher Shannon index values, 

indicating a possible overestimation of bacterial diversity. 

This work, in agreement with the existing relevant literature, supports the preference 

of denoising methods, and more specifically of DADA2, over clustering methods for 16S 

rRNA gene analysis due to its computational efficiency, database independency and 

flexibility in choosing the length of paired-end reads.  

Key words: 16S rRNA gene, clustering, denoising, ASVs, OTUs, DADA2, Deblur, 

VSEARCH, QIIME2, blood microbiome, schizophrenia 
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Σρήκα 1.4 Δπίδξαζε ελφο πγηνχο θαη δπζκελνχο κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ ζηνλ άμνλα 

εληέξνπ-εγθεθάινπ. (Doré et al., 2013) .................................................................................. 30 
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Σρήκα 1.6 Γηαγξάκκαηα πίηαο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηε δηαθχκαλζε ηεο βαθηεξηαθήο 

πνηθηιφηεηαο ζε επίπεδν θχισλ ζην έληεξν θαη ην αίκα πγηψλ αηφκσλ. (Velmurugan et al., 
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ζηνηβάδα, ην πιάζκα θαη ηα εξπζξνθχηηαξα.(Païssé et al., 2016) .......................................... 35 

Σρήκα 1.8 Σα ζπκπηψκαηα, νη εκπιεθφκελνη παξάγνληεο θαη νη ηξέρνπζεο ζεξαπείεο ζηε 

ζρηδνθξέλεηα. Ο ζπλδπαζκφο γελεηηθψλ, πεξηβαιινληηθψλ παξαγφλησλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ, έρεη σο απνηέιεζκα ηελ εθδήισζε 

ηεο λφζνπ. Η ζρηδνθξέλεηα πεξηιακβάλεη πνηθίια ζπκπηψκαηα κε πεξηνξηζκέλεο 

ζεξαπεπηηθέο επηινγέο. ΢ηελ αξηζηεξή πιεπξά ηνπ ζρήκαηνο, ηα ζπκπαγή βέιε ππνδεηθλχνπλ 

ηελ πηζαλή αηηία ηεο ζρηδνθξέλεηαο θαη ηα δηαθεθνκκέλα βέιε αληηπξνζσπεχνπλ ηελ 

ακθίδξνκε ζρέζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ ηφζν ζε πγηέο εληεξηθφ κηθξνβίσκα φζν 

θαη ζε θαηάζηαζε δπζβίσζεο.(Munawar et al., 2021) ............................................................ 37 

Σρήκα 1.9 Η δηαθνξά κεηαμχ ηεο καδηθήο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο θαη 

ζηνρεπκέλεο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίνπ. (Α) Έμη γνληδηψκαηα, 

εκθαληδφκελα κε δηαθνξεηηθά ρξψκαηα, πξνέξρνληαη απφ 6 δηαθνξεηηθνχο 

κηθξννξγαληζκνχο. Σα 5 απφ απηά (1 θαη 3-6) πεξηέρνπλ κία θνηλή πεξηνρή ζηελ αξηζηεξή 

πιεπξά, εηθνληδφκελε κε κία θφθθηλε ηειεία, εθ ησλ νπνίσλ ηα 4 απφ απηά παξέρνπλ θαη κία 

αθφκα θνηλή πεξηνρή ζηελ δεμηά πιεπξά, εηθνληδφκελε κε θίηξηλε ηειεία. (Β) ΢ηελ καδηθή 

κεηαγνληδησκαηηθή αιιεινχρηζε, πξνθχπηνπλ ζξαχζκαηα αιιεινπρηψλ απφ ηα 6 

γνληδηψκαηα κε ηπραίν κνηίβν. (C) Σα ζξαχζκαηα αιιεινπρηψλ ηεο ζηνρεπκέλεο 

κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο πεξηνρέο ησλ 

γνληδησκάησλ πνπ νξηνζεηνχληαη απφ έλα ζπληεξεκέλν αξηζηεξφ θαη δεμηφ κνηίβν (θφθθηλεο 

θαη θίηξηλεο ηειείεο). (Sekse et al., 2017) ................................................................................ 41 

Σρήκα 1.10 Μέζνδνο αιιεινχρηζεο Solexa/Illumina. (Α) Η πνζνηηθή ελίζρπζε ζξαπζκάησλ 

ζηεξεάο θάζεο (solid-phase amplification), ε νπνία απνηειείηαη απφ δχν ζηάδηα. Σν πξψην 

ζηάδην αθνξά ηελ αθηλεηνπνίεζε ησλ κνλφθισλσλ ζξαπζκάησλ (γθξη ρξψκα) ζε ζηεξεφ 

ππφζηξσκα ράξηο ηηο αιιεινπρίεο-πξνζαξκνγείο (θφθθηλν θαη κπιε ρξψκα) πνπ έρνπλ 

ζπλδεζεί ζηα άθξα ηνπο θαη δξνπλ θαη σο εθθηλεηέο. Η αθηλεηνπνίεζε ησλ ζξαπζκάησλ 

γίλεηαη παξάιιεια κε ηελ πξνζζήθε DNA πνιπκεξάζεο θαη dNTPs ψζηε λα αξρίζεη ε 

αληίδξαζε πνιπκεξηζκνχ ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ηνπο θιψλσλ. ΢ην δεχηεξν ζηάδην γίλεηαη 
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πνζνηηθή ελίζρπζε γέθπξαο (bridge amplification) ηνπ θάζε ζξαχζκαηνο κε ηελ θάζε 

αιπζίδα-θιψλν λα πξνζθνιιάηαη ζε θάπνην γεηηνληθφ νιηγνλνπθιενηίδην-πξνζαξκνγέα θαηά 

ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο πνιπκεξηζκνχ. Καηά απηφλ ηνλ ηξφπν δεκηνπξγνχληαη 

ζπζζσκαηψκαηα (clusters) θιψλσλ απφ θάζε ζξαχζκα πάλσ ζην ζηεξεφ ππφζηξσκα πνπ 

δίλνπλ ηζρπξφηεξν ζήκα θαηά ηελ αληίδξαζε αιιεινχρηζεο. (Β) Η αληίδξαζε επηκήθπλζεο 

ζπκπιεξσκαηηθψλ αιπζίδσλ ρξεζηκνπνηεί εηδηθά θαηαζθεπαζκέλα dNTPs ζπλδεδεκέλα κε 

κία νκάδα -Ο-αδηδνκεζπιίνπ (-Ο- Ν3) ζην άθξν ηνπο θαζψο θαη ηρλεζεηεκέλα κε ηέζζεξηο 

δηαθνξεηηθέο θσζθνξίδνπζεο νκάδεο F. Η νκάδα αδηδνκεζπιίνπ ζηακαηά ηελ αληίδξαζε 

πνιπκεξηζκνχ κεηά ηελ πξνζζήθε ηνπο θαη ε θσζθνξίδνπζεο νκάδεο επηηξέπνπλ ηελ 

θαηαγξαθή ζήκαηνο εηθφλαο γηα θάζε ζπζζσκάησκα ζξαπζκάησλ-θιψλσλ. Σελ θαηαγξαθή 

αθνινπζεί ελδπκηθφ θφςηκν θαη απνκάθξπλζε ησλ θσζθνξηδνπζψλ νκάδσλ θαη ησλ 

αδηδνκεζπιίσλ αθήλνληαο κία νκάδα -ΟΗ ζηελ 3' ζέζε ησλ ειεχζεξσλ λνπθιενηηδίσλ, ψζηε 

λα κπνξέζεη λα ζπλερηζηεί ε αληίδξαζε πνιπκεξηζκνχ κε ηελ πξνζζήθε dNTPs ζηνλ 

επφκελν θχθιν αληηδξάζεσλ. (Γ) Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ βάζεσλ ησλ ζξαπζκάησλ γίλεηαη κε 

δηαδνρηθή θαηαγξαθή εηθφλσλ γηα θάζε ζπζζσκάησκα. Σα ζπζζσκαηψκαηα ησλ νπνίσλ ε 

αιιεινπρία εμεηάδεηαη παξαπάλσ είλαη ζεκεησκέλα κε άζπξν θχθιν. (Metzker, 2010) ...... 44 
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δηαρσξηζκφο κεηαμχ ησλ γνληδίσλ rRNA 16S θαη 23S πεξηέρεη έλα γνλίδην tRNA. ΢ε άιιεο 

κεηαγξαθηθέο κνλάδεο απηή ε πεξηνρή κπνξεί λα πεξηέρεη πεξηζζφηεξα απφ έλα γνλίδηα 
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θαη (Γ) ηα παξαγφκελα OTUs. (Wei et al., 2021) .................................................................... 68 

Σρήκα 1.19 Απεηθφληζε 4 δηαθνξεηηθψλ δηαδξαζηηθψλ δηαγξακκάησλ πνπ πξνζθέξνληαη απφ 

ην QIIME 2. (A) Γηάγξακκα δηαζπνξάο 37.680 δεηγκάησλ κε ηα ρξψκαηα λα 

αληηπξνζσπεχνπλ ηνλ ηχπν δείγκαηνο, δείρλνληαο ηελ επεθηαζηκφηεηα ηνπ QIIME 2. (B) 

Γηαδξαζηηθφ δηάγξακκα ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο πνπ επηηξέπεη ηελ νπηηθνπνίεζε ηεο 

κηθξνβηαθήο ζχλζεζεο δεηγκάησλ ζε δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα. (Γ) Γξαθηθή παξάζηαζε 

κεηαβιεηφηεηαο αθζνλίαο ελφο ζπγθεθξηκέλνπ κηθξνβίνπ ζε βηνινγηθά δείγκαηα κε ηελ 

πάξνδν ηνπ ρξφλνπ. Σα γξαθήκαηα ξάβδσλ θαηαηάζζνπλ ηε ζεκαληηθφηεηα (πξνγλσζηηθή 

ηζρχο γηα ην ρξνληθφ ζεκείν) θαη ηε κέζε αθζνλία φισλ ησλ κηθξνβηαθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ, 

πξνζθέξνληαο κηα απεηθφληζε γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε κεηαβιεηφηεηαο. (Γ) Μνξηαθή 

ραξηνγξάθεζε ηεο επηθάλεηαο ηνπ αλζξψπηλνπ δέξκαηνο. Οη έγρξσκεο θειίδεο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηελ αθζνλία ηνπ κηθξνκνξίνπ ζπζηαηηθνχ (sodium laureth sulfate) ζην 

αλζξψπηλν δέξκα. Σα δείγκαηα δεδνκέλσλ κπνξνχλ λα νπηηθνπνηεζνχλ ζε ηξηζδηάζηαηα 

κνληέια, ππνζηεξίδνληαο έηζη ηελ αλαθάιπςε ρσξηθψλ κνηίβσλ. (Bolyen et al., 2019, p. 2)85 

Σρήκα 1.20 Η δηεμαγσγή κίαο θιηληθήο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο απαηηεί ηδηαίηεξε πξνζνρή ζε 

πνιινχο παξάγνληεο. (Α) Η δηαζηξσκάησζε απφ πηζαλνχο ζπγρπηηθνχο παξάγνληεο (π.ρ. 

ειηθία, θχιν, δηαηξνθή, παξάγνληεο ηξφπνπ δσήο θαη θάξκαθα) κπνξεί λα βνεζήζεη ζηελ 

επίιπζε δηαθνξψλ ζηε κηθξνρισξίδα κεηαμχ νκάδσλ ελδηαθέξνληνο πνπ δηαθνξεηηθά ζα 

κπνξνχζαλ λα θαιπθζνχλ απφ έλα ζπγρπηηθφ απνηέιεζκα. (Β) Οη δηαρξνληθέο κειέηεο είλαη 

ηδηαίηεξα ηζρπξά επεηδή ειέγρνπλ ζπγρπηηθνχο παξάγνληεο θαη επηηξέπνπλ ηελ αμηνιφγεζε 

ηεο ζηαζεξφηεηαο ηεο θνηλφηεηαο. (C) Γηα φιεο ηηο κειέηεο, ε ηππνπνίεζε ησλ ηερληθψλ 

παξαγφλησλ θαη ε επεμεξγαζία δεηγκάησλ είλαη νπζηαζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηνλ έιεγρν ηεο 

δηαθνξνπνίεζεο πνπ εηζάγεηαη ζε θάζε βήκα ηεο δηαδηθαζίαο: θηη αληηδξαζηεξίσλ, 

εθθηλεηψλ, απνζήθεπζε δεηγκάησλ θαη άιινη παξάγνληεο. (Allaband et al., 2019) ............... 86 

Σρήκα 1.21 (Α) Κακπχιεο βαθηεξηαθήο ηαμηλνκηθήο αθζνλίαο ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ 

κνλάδσλ (OTUs, αξηζηεξά) θαη παξαιιαγψλ αιιεινπρίαο ακπιηθνλίνπ (ASVs, δεμηά) γηα 

δχν δείγκαηα ζαιάζζησλ ηδεκάησλ ηφζν ζηνλ πιήξε αξηζκφ ησλ αιιεινπρηψλ ηνπο φζν θαη 

ζε έλα ππνδεηγκαηνιεπηηθφ ζχλνιν δεδνκέλσλ 10.000 αιιεινπρηψλ. (Kerrigan & D’Hondt, 

2022) (Β) Οη δείθηεο πνηθηινκνξθίαο Shannon (a) θαη ν πινχηνο έλαληη ηνπ βάζνπο 

αιιεινχρηζεο (b) ησλ κεζφδσλ παξαγσγήο ASVs θαη ΟΣUs ζε ζχλνιν δεδνκέλσλ 

βαθηεξηαθνχ ρψκαηνο. Σα δείγκαηα (n=16) έρνπλ ππνζηεί ζε δχν δηαθνξεηηθέο επεμεξγαζίεο. 

(Joos et al., 2020) (Γ) Ο ζπλνιηθφο αξηζκφο ASVs/OTUs πνπ πξνέθπςε απφ δηάθνξεο 

κεζφδνπο νκαδνπνίεζεο θαη απνζνξπβνπνίεζεο ζε δεδνκέλα (α) ρψκαηνο, (b) πνληηθψλ θαη 

(c) αλζξψπηλνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο. (Nearing et al., 2018) .......................................... 87 

Σρήκα 2.1 Γηάγξακκα ξνήο ηεο πξνέιεπζεο ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ. .......................... 89 

Σρήκα 2.2 Γηάγξακκα ξνήο ηεο ππνινγηζηηθήο δηαδηθαζίαο ησλ ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ 

επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ πνπ εθηεινχληαη ζηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία ζηελ πιαηθφξκα 

QIIME2. .................................................................................................................................. 93 

Σρήκα 2.3 Ρνή δηαδηθαζίαο πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο ηεο q-score κεζφδνπ, φπνπ (p) ην 

ειάρηζην κήθνο αλάγλσζεο πςειήο πνηφηεηαο, (r) ν κέγηζηνο αξηζκφο δηαδνρηθψλ βάζεσλ 

ρακειήο πνηφηεηαο, (n) ν κέγηζηνο αξηζκφο δηθνξνχκελσλ βάζεσλ, πνπ ζπλήζσο 

θσδηθνπνηνχληαη σο N, θαη (q) ε ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred. (Bokulich et al., 

2013) ........................................................................................................................................ 97 



 

 

11 

 

Σρήκα 3.2 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ πξσηνγελψλ (Α) 

εκπξφζζησλ θαη (Β) αλάζηξνθσλ αλαγλσζκάησλ αληίζηνηρα. ............................................. 107 

Σρήκα 3.3 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ (Α) εκπξφζζησλ θαη 

(Β) αλάζηξνθσλ αλαγλσζκάησλ κεηά ηελ απνθνπή ησλ κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ. 

Παξαηεξείηαη βειηίσζε ηεο πνηφηεηαο ζην αξηζηεξφ άθξν ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ.

 ............................................................................................................................................... 108 

Σρήκα 3.4 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ γηα ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, φπνπ 

(Α) Overlapmin=10, (B) Overlapmin=20 θαη (Γ) Overlapmin=30. Γελ παξαηεξνχληαη ζεκαληηθέο 

αιιαγέο ηεο πνηφηεηαο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηαθνξεηηθέο ηηκέο 

Overlapmin. ............................................................................................................................. 110 

Σρήκα 3.5 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ θαη 

πνηνηηθά θηιηξαξηζκέλσλ αλαγλσζκάησλ γηα ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (B) 

Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26. ...................................................................................................... 112 

Σρήκα 3.9 Γηαγξάκκαηα Venn θνηλψλ θαη κνλαδηθψλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ 

(taxa) ζηα 3 ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ παξάρζεθαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, 

Deblur, VSEARCH ζε δηαθνξεηηθά ηαμηλνκηθά επίπεδα. Σα ζπλνιηθά taxa αλά επίπεδν 

εκθαλίδνληαη θάησ απφ ηνλ ηίηιν ηνπ επηπέδνπ ηαμηλφκεζεο. ............................................. 132 

Σρήκα 3.11 Γηάγξακκα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδεη ηελ επίδξαζε ηνπ αξηζκνχ ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο 

αθζνλίαο απνηειέζκαηα. Οη ζθνπξφρξσκεο ξάβδνη δείρλνπλ ηα ζηνηρεία πνπ απνκέλνπλ κεηά 

ηα θίιηξα αθζνλίαο θαη νη αληίζηνηρεο αλνηρηφρξσκεο ηα ζηνηρεία πνπ θηιηξαξίζηεθαλ. ... 135 

Σρήκα 3.13 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν γέλνπο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ DADA2. .................. 138 

Σρήκα 3.14 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν γελνπο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ Deblur. .................... 139 

Σρήκα 3.15 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν γέλνπο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ VSEARCH. ............. 140 

Σρήκα 3.17 Γηαγξάκκαηα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδνπλ (Α) ηνλ αξηζκφ ησλ αξρηθψλ θαη ηελ 

επίδξαζε ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη (Β) ηελ επίδξαζε ηνπ αξηζκνχ ησλ 

παξαγφκελσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ 

κνλάδσλ (OTUs) πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα δεδνκέλσλ ρακειήο αθζνλίαο θαη πηζαλήο επηκφιπλζεο. 144 

Σρήκα 3.18 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ DADA2 κεηά ηελ 

αθαίξεζε ηεο πηζαλήο επηκφιπλζεο. ..................................................................................... 145 

Σρήκα 3.19 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ Deblur κεηά ηελ 

αθαίξεζε ηεο πηζαλήο επηκφιπλζεο ...................................................................................... 146 



 

 

12 

 

Σρήκα 3.20 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ VSEARCH κεηά ηελ 

αθαίξεζε ηεο πηζαλήο επηκφιπλζεο ...................................................................................... 147 

Σρήκα 3.21 Γηαγξάκκαηα πίηαο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηηο κέζεο ζρεηηθέο αλαινγίεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θχισλ ζην αίκα ζρηδνθξελψλ νη νπνίνη παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσηηθφ 

επεηζφδην (t1) πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH . .......................................................................................................................... 148 

Σρήκα 3.22 Κακπχιεο αξαίσζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, 

Deblur θαη VSEARCH πνπ απεηθνλίδνπλ ηνλ αξηζκφ ησλ ηαμηλνκηθψλ εηδψλ πνπ παξέρεη ην 

θάζε δείγκα έλαληη ηεο ηηκήο ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο. Παξαηεξείηαη φηη ζηνλ DADA2 θαη 

ζηνλ Deblur νη θακπχιεο θηάλνπλ ζε μεθάζαξν πιαηφ ζην δηάζηεκα βάζνπο αιιεινχρηζεο 

1600-1800 (θφθθηλε γξακκή), ελψ ζηνλ VSEARCH παξνπζηάδεηαη λα έρνπλ κηθξή αιιά 

ζπλερή άλνδν αθφκα θαη κεηά ηελ ηηκή βάζνπο αιιεινχρηζεο 25000 μεπεξλψληαο έηζη ην 

δείγκα κε ηνλ ειάρηζην αξηζκφ αλαγλσζκάησλ (θφθθηλνο θχθινο)...................................... 150 

Σρήκα 3.23 Θεθνγξάκκαηα άιθα πνηθηινκνξθίαο ρξεζηκνπνηψληαο δείθηεο εληξνπίαο 

Shannon πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH, 

γηα ηηο ηξεηο βαζηθέο νκάδεο δεηγκάησλ, ηα δείγκαηα αίκαηνο πξηλ ηελ αληηςπρσζηθή 

ζεξαπεία (before_treatment), ηα δείγκαηα αίκαηνο κέηα απφ έλαλ κήλα αληηςπρσζηθήο 

ζεξαπείαο (after_treatment) θαη ηα δείγκαηα ειέγρνπ (controls). Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο 

Kruskal-Wallis κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ δεηγκάησλ δελ παξνπζίαζε ζεκαληηθή 

ζηαηηζηηθή δηαθνξά σο πξνο ηελ άιθα πνηθηινκνξθία ηνπο θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ.

 ............................................................................................................................................... 153 

Παξάξηεκα 2. Ιζηνγξάκκαηα ζπρλφηεηαο δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ηηκή 

αξηζκνχ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, φπνπ (Α) Overlapmin=10, (Β) Overlapmin=20 θαη (Γ) 

Overlapmin=30. ....................................................................................................................... 180 

Παξάξηεκα 4. Ιζηνγξάκκαηα ζπρλφηεηαο δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ηηκή 

αξηζκνχ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (Β) 

Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26. ...................................................................................................... 182 

Παξάξηεκα 13. Ιζηφγξακκα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηειηθψλ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, φπνπ (Α) e.e.max=2.5, (Β) e.e.max=1.5 θαη (Γ) e.e.max=0.5, θαη 

ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ 

ειάρηζηεο επηθάιπςεο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη 

επηπξφζζεηα. .......................................................................................................................... 190 

Παξάξηεκα 15. Ιζηφγξακκα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ παξέρνπλ κία 

δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζηνλ ζπλνιηθφ φγθν απνηειεζκάησλ ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο 

κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, φπνπ (Α) e.e.max=2.5, (Β) e.e.max=1.5 θαη (Γ) 

e.e.max=0.5, θαη ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά 

ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη επηπξφζζεηα. ......................................................... 191 

Παξάξηεκα 18. Ιζηφγξακκα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηειηθψλ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο 



 

 

13 

 

πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (Β) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26, θαη ζπλζήθεο απνθνπήο 
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Πξόινγνο – Δπραξηζηίεο 

Η παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία εθπνλήζεθε ζηα πιαίζηα ηεο νινθιήξσζεο ηνπ 

θχθινπ ζπνπδψλ κνπ ζηε ΢ρνιή Υεκηθψλ Μεραληθψλ ΔΜΠ, ππφ ηελ επίβιεςε ηεο 

θαζεγήηξηαο ΔΜΠ Γηνκή Μακκά, θαη απνηειεί κία αλάιπζε πνπ ππνζηεξίρζεθε απφ ην 

ηκήκα ηεο Βηνπιεξνθνξηθήο ηνπ ηνκέα ηεο ΢χλζεζεο θαη Αλάπηπμεο Βηνκεραληθψλ 

Γηαδηθαζηψλ.  

΢ην εθηεηακέλν βαζίιεην ηεο επηζηεκνληθήο έξεπλαο, ην πεδίν ηεο αλάιπζεο 

κηθξνβηψκαηνο θαηαιακβάλεη έλαλ ηεξάζηην ρψξν, νπνίνο έρεη αλαδείμεη ηελ πνιππινθφηεηα 

ησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ θαη ηνλ ηξφπν κε ηνλ νπνίν δηακνξθψλνπλ θαη ζπκβάιινπλ 

απηέο ηνλ πεξίπινθν θφζκν καο. Καηά ηελ πινήγεζε ζε απηήλ ηελ αραξηνγξάθεηε πεξηνρή, 

θαλεξψζεθε ε ζπκβνιή ηνπ θιάδνπ ηεο Βηνπιεξνθνξηθήο, θαζψο κέζσ απηνχ πξνζθέξεηαη 

ε δπλαηφηεηα ηεο απνθάιπςεο ηνπ αφξαηνπ θαη ηνπ μεηπιίγκαηνο ησλ κπζηεξίσλ πνπ 

θσδηθνπνηνχληαη ζην κηθξνβηαθφ DNA, θαη φρη κφλν. Απηφο ν θιάδνο απνηειεί ηνλ γάκν ηεο 

Βηνινγίαο θαη ηεο Πιεξνθνξηθήο, έλαο ζπλδπαζκφο πνπ επεθηείλεη ηα φξηα ηεο 

παξαδνζηαθήο Βηνινγίαο, εγθαηληάδνληαο κηα επνρή φπνπ ε ππνινγηζηηθή ηθαλφηεηα ησλ 

αιγνξίζκσλ θαη ηεο κεραληθήο κάζεζεο θσηίδεη ηηο ζθηέο ηεο βηνινγηθήο πνιππινθφηεηαο. Η 

γνεηεία ηεο Βηνπιεξνθνξηθήο δελ έγθεηηαη κφλν ζην γλσζηαθφ πεξηερφκελν θαη ελδηαθέξνλ, 

αιιά θαη ζηελ αληδηνηειή ππνζηήξημε πνπ πξνζθέξεηαη απφ ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα πνπ 

ηελ απαξηίδνπλ. Μηα θνηλφηεηα πνπ δεζκεχεηαη φρη κφλν απφ θνηλή γλψζε αιιά θαη απφ έλα 

ήζνο ζπλεξγαζίαο, φπνπ νη εξσηήζεηο βξίζθνπλ απαληήζεηο, νη ζπκβνπιέο πξνζθέξνληαη 

γελλαηφδσξα θαη ην πλεχκα ηεο αλνηρηήο επηζηήκεο θπξηαξρεί. Η ζπκβίσζε κεηαμχ 

βηνπιεξνθνξηθήο θαη αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο μεηπιίγεηαη σο αθήγεζε ζπιινγηθήο 

αλάπηπμεο, φπνπ ηα δσξεάλ δεκνζηεπκέλα εξγαιεία θαη κεζνδνινγίεο δίλνπλ ηε δπλαηφηεηα 

ζηνπο εξεπλεηέο λα πεξηεγεζνχλ ζηελ πνιππινθφηεηα ησλ κηθξνβησκάησλ κε επηδεμηφηεηα 

θαη αθξίβεηα. Χζηφζν, ζηνλ θαηάινγν ηεο ειιεληθήο βηβιηνγξαθίαο, νη αλαθνξέο ζε απηφλ 

ηνλ δπλακηθφ θιάδν ήηαλ ζπγθξηηηθά ειιηπείο. Έηζη, εθηφο απφ ηελ δηεθπεξαίσζε ηνπ 

βαζηθνχ ζηφρνπ ηεο παξνχζαο εξγαζίαο, δεκηνπξγήζεθε κηα επθαηξία λα εμεξεπλήζσ, λα 

δηαιεπθάλσ θαη λα γεθπξψζσ απηφ ην ράζκα κέζσ ηεο εμνηθείσζεο νξνινγηψλ θαη ηεο 

θαηαλφεζεο κεζφδσλ ζε φηη αθνξά ην πεδίν ηνπ κηθξνβηψκαηνο, ηεο ηερλνινγίαο 

αιιεινχρηζεο θαη εμεηδηθεπκέλα ηεο αλάιπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ. Πξνηείλσ αλεπηθχιαθηα ηελ ελζσκάησζε φιν θαη πεξηζζφηεξσλ βηνπιεξνθνξηθψλ 

γλψζεσλ θαη πξαθηηθψλ ζε φπνηνλ ζπνπδάδεη θαη εληξηβεί ζηελ θιάδν ηεο Βηνηερλνινγίαο, 

δηφηη νη δπλαηφηεηεο πνπ πξνζθέξνπλ ζηελ έξεπλα ππφζρνληαη φρη κφλν ηελ επηζηεκνληθή, 

αιιά θαη ηελ πξνζσπηθή πξφνδν. 

Καζψο ζθέθηνκαη ηελ αθαδεκατθή κνπ πνξεία ζηελ ΢ρνιή Υεκηθψλ Μεραληθψλ, ε 

νπνία δελ ζα κπνξνχζε λα νινθιεξσζεί κε πην νιηζηηθφ θαη εθπαηδεπηηθφ ηξφπν, ληψζσ 

ππνρξεσκέλε λα εθθξάζσ ηε βαζχηαηε επγλσκνζχλε κνπ ζε φζνπο έπαημαλ θνκβηθνχο 

ξφινπο ζε απηφ ην ηαμίδη. Η δηεθπεξαίσζε ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο δελ είλαη 

κφλν έλα πξνζσπηθφ επίηεπγκα αιιά κηα ζπιινγηθή πξνζπάζεηα πνπ θαηέζηε δπλαηή κε ηελ 

ππνζηήξημε θαη ηε ζπκβνιή πνιιψλ αλζξψπσλ. Αλαγλσξίδνληαο ηνπο αλεθηίκεηνπο ξφινπο 

ηνπο, εθθξάδσ ηηο εηιηθξηλείο επραξηζηίεο κνπ ζηνπο αθφινπζνπο αλζξψπνπο πνπ ζπλέβαιαλ 

θαζνξηζηηθά ζηελ πξαγκαηνπνίεζε απηήο ηεο πξνζπάζεηαο.  

Πξσηίζησο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηελ Γξ. Διέλε Λνπηξάξε (Ίδξπκα Δληαηηθήο 

Θεξαπείαο θαη Δπείγνπζαο Ιαηξηθήο Θψξαθνο ηνπ Ννζνθνκείνπ Δπαγγειηζκνχ) θαη ηελ 

Μεηαδηδάθηνξα Μαξηάλζε Λνγνζέηε πνπ κνπ εκπηζηεχηεθαλ επαίζζεηα δεδνκέλα θαη πιηθφ, 
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φπνπ ρσξίο απηά, δελ ζα κπνξνχζε λα ππνζηεξηρηεί ε παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία. 

Φπζηθά, είκαη βαζηά επγλψκσλ θαη γηα ηελ επηζηεκνληθή νμπδέξθεηα θαη ηερλνγλσζία πνπ 

κνπ παξείραλ. Δπηπιένλ, ε θαζνδήγεζε θαη ε ακέξηζηε ππνζηήξημή ηεο Μαξηάλζεο θαζφιε 

ηε δηάξθεηα δηεθπεξαίσζεο ηεο παξνχζαο κειέηεο απνηέιεζε χςηζηεο ζεκαζίαο γηα ηελ 

νινθιήξσζε ηεο εξγαζίαο, θαη γηα απηφλ ηνλ ιφγν ηελ επραξηζηψ ηδηαηηέξσο απφ ηα βάζε ηεο 

θαξδηάο κνπ. 

Φπζηθά, ζα ήζεια λα εθθξάζσ ηελ εγθάξδηα επγλσκνζχλε κνπ θαη ζηελ 

επηβιέπνπζα θαζεγήηξηά κνπ, ηελ θ. Μακκά, πνπ φρη κφλν κνπ εκπηζηεχηεθε ηελ επθαηξία 

λα δηεμαγάγσ ην ζπγθεθξηκέλν ζέκα Γηπισκαηηθήο Δξγαζίαο, αιιά θαη πνπ κνπ ζηάζεθε σο 

θάηη πεξηζζφηεξν απφ κέληνξαο θαηά ηελ νινθιήξσζε ησλ ζπνπδψλ κνπ. Η αθιφλεηε 

δέζκεπζή ηεο λα κεηαδψζεη γλψζεηο ππήξμε αλεθηίκεηε, αιιά εμίζνπ ζεκαληηθή ήηαλ ε 

ελζπλαίζζεζε θαη ε πξνζσπηθή ππνζηήξημή ηεο. Η θαζνδήγεζή ηεο επεθηάζεθε πέξα απφ ην 

αθαδεκατθφ πεδίν, πξνζθέξνληαο γλψζεηο γηα ηελ πινήγεζε ζηηο πξνθιήζεηο θαη ηελ 

πξνψζεζε ηεο πξνζσπηθήο αλάπηπμεο. Δίκαη εηιηθξηλά επγλψκσλ γηα ηελ εκπηζηνζχλε, ηελ 

ελζάξξπλζε θαη ηε θξνληίδα πνπ κνπ παξείρε.  

Δπηπιένλ, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ βαζχηαηα ηνλ Τπνςήθην Γηδάθηνξα Θσκά 

Γθέθα, γηα ηελ γελλαηνδσξία ηνπ λα κνηξαζηεί ηηο γλψζεηο ηνπο, εηδηθά ζην θιάδν ηεο 

Πιεξνθνξηθήο, νη νπνίεο εκπινχηηζαλ ζεκαληηθά ηελ θαηαλφεζή πνιχπινθσλ, θαη ίζσο θαη 

απιψλ, ππνινγηζηηθψλ πηπρψλ, ζπκβάιινληαο εμαηξεηηθά ζηελ πνηφηεηα ηεο δνπιεηάο κνπ. 

Αθφκε, επραξηζηψ ζεξκά ηνλ Τπνςήθην Γηδάθηνξα Παλαγηψηε Αγηνπηάληε γηα ηηο ρξήζηκεο 

ζπκβνπιέο ηνπ, νη νπνίεο έπαημαλ θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηελ επηηπρία ηεο παξνχζαο 

Γηπισκαηηθήο Δξγαζίαο.  

Οινθιεξψλνληαο, δελ ζα κπνξνχζα λα παξαιείςσ ηνλ πξνζσπηθφ κνπ θχθιν ζηηο 

επραξηζηίεο κνπ, πνπ φκσο ιφγσ πξαθηηθφηεηαο δελ ζα αλαθέξσ νλφκαηα, δηφηη αλ 

μεθηλνχζα ηελ απαξίζκεζε ηνπ αληίθηππνπ ηνπ θάζε αηφκνπ, ε ιίζηα ζα ήηαλ εθηελήο θαη 

βαζηά πξνζσπηθή. Άιισζηε, πνηνο ζα κπνξνχζε λα κε ζηακαηήζεη ζην λα γξάςσ άιιεο 200 

ζειίδεο αθφκε; Καλέλαο είλαη ε απάληεζε. Γηα απηφ ινηπφλ, ελ ζπληνκία, ζα ήζεια λα 

εθθξάζσ ηελ εηιηθξηλήο επγλσκνζχλε κνπ ζηηο ζηελέο παηδηθέο θαη αθαδεκατθέο θηιίεο κνπ, 

θαη θπζηθά ζηελ νηθνγέλεηά κνπ γηα ηελ ακέξηζηε ππνζηήξημή ηνπο ζε φιε απηή ηελ 

αθαδεκατθή δηαδξνκή. Η ελζάξξπλζε, ε θαηαλφεζε θαη ε ππνκνλή ηνπο ήηαλ θαη ζα είλαη νη 

ππιψλεο ηεο δσήο κνπ. Νηψζσ πξαγκαηηθά ηπρεξή πνπ έρσ έλα ηέηνην ππνζηεξηθηηθφ δίθηπν 

θαη πνπ κνπ ζπκπαξαζηέθεηαη δίπια κνπ θαζεκεξηλά, θαη ζηηο επηηπρίεο αιιά θαη ζηηο 

πξνθιήζεηο. Η πίζηε ηνπο ζε κέλα ππήξμε θηλεηήξηνο δχλακε θαη είκαη βαζηά επγλψκσλ γηα 

ηελ αληδηνηειή αγάπε ηνπο. 

Έιελα Σδάλνπ 

Ινχιηνο, 2024 
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1 Θεσξεηηθό Υπόβαζξν 

1.1 Μηθξνβίσκα 

1.1.1 Δηζαγσγή - Από ηνλ κηθξννξγαληζκό ζην κηθξνβίσκα 

Μέρξη θαη ηνλ 17ν αηψλα, ε αλζξσπφηεηα ρξεζηκνπνηνχζε βηνηερλνινγηθέο κεζφδνπο 

ζηνλ ηνκέα ησλ ηξνθίκσλ, αμηνπνηψληαο κηθξννξγαληζκνχο, ρσξίο φκσο λα γλσξίδεη ηελ 

χπαξμή ηνπο,, θαζψο ν κηθξφθνζκνο δελ είλαη νξαηφο κε ην γπκλφ κάηη. Η αλάπηπμε ησλ 

κηθξνζθνπίσλ ήηαλ απηή πνπ επέηξεςε ηελ αλαθάιπςε ελφο λένπ, άγλσζηνπ θφζκνπ θαη 

νδήγεζε ζηελ ηαπηνπνίεζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ. ΢πγθεθξηκέλα, ν Οιιαλδφο επηζηήκνλαο 

Άληνλη βαλ Λέβελρνπθ (Antony van Leeuwenhoek), παγθνζκίσο αλαγλσξηζκέλνο σο ν 

παηέξαο ηεο κηθξνβηνινγίαο, είλαη ν πξψηνο άλζξσπνο πνπ αλαθάιπςε ηνλ αζχιιεπην θφζκν 

ησλ «κηθξφδσσλ» (animalcules), ρξεζηκνπνηψληαο έλα απηνδεκηνχξγεην κηθξνζθφπην (N. 

Lane, 2015). ΢ηελ δεκνζίεπζή ηνπ ην 1677 κ.Υ., αλέθεξε ραξαθηεξηζηηθά φηη παξαηήξεζε 

«κηθξά δσάθηα λα θηλνχληαη πνιχ φκνξθα» ζε δείγκαηα λεξνχ πνπ πξνέξρνληαη απφ ηηο 

βξνρέο, ην ρηφλη, ηα πεγάδηα θαη ηε ζάιαζζα. Γηεμάγνληαο δεκηνπξγηθά πεηξάκαηα, 

εμεξεπλψληαο θαη ρεηξαγσγψληαο ην κηθξνζθνπηθφ ηνπ ζχκπαλ κε νδεγφ κφλν ηελ 

επηζηεκνληθή ηνπ πεξηέξγεηα, αλαθάιπςε ηφζν ηα πξψηηζηα φζν θαη ηα βαθηήξηα. 

Όκσο, κέρξη θαη ην 1882 κ.Υ., ν επηζηεκνληθφο θφζκνο δελ ήηαλ έηνηκνο λα 

απνδερηεί ηελ πξσηνπφξα έλλνηα ησλ κηθξννξγαληζκψλ. Δθείλε ηελ επνρή, ν Γεξκαλφο 

γηαηξφο Ρφκπεξη Κνρ (Robert Koch), αλαθαιχπηνληαο ηνλ βάθηιν ηεο θπκαηίσζεο ηνπ 

αλζξψπνπ θαη ην κηθξφβην ηεο ρνιέξαο, θαηάθεξε λα ζπζρεηίζεη ηελ πξνέιεπζε πνιιψλ 

αζζελεηψλ ζηνλ άλζξσπν θαη ζηα δψα κε κηθξνβηαθέο επηκνιχλζεηο (Lakhtakia, 2014). Η 

ζπζρέηηζε απηή νδήγεζε ζηελ επηζεκνπνίεζε ηνπ φξνπ ―κηθξννξγαληζκφο‖.  

Παξφηη ε αλάπηπμε ηεο έλλνηαο ηεο παζνγέλεηαο ήηαλ έλα ζεκαληηθφ νξφζεκν ζηε 

κηθξνβηνινγία, έξεπλεο ηνλ πεξαζκέλν αηψλα έδεημαλ φηη νη κηθξννξγαληζκνί δελ  

ζρεηίδνληαη κφλν κε αζζέλεηεο ή παζνγέλεηα. Μάιηζηα, ζηηο αξρέο ηνπ 20
νπ

 αηψλα, 

δηαπηζηψζεθε φηη ε ζπληξηπηηθή πιεηνςεθία ησλ κηθξνβίσλ είλαη απαξαίηεηε γηα ηε 

ιεηηνπξγία ηνπ νηθνζπζηήκαηνο. Γηα πξψηε θνξά, αλαθέξεηαη φηη νη κηθξννξγαληζκνί 

ππάξρνπλ παληνχ ζην θπζηθφ πεξηβάιινλ, θαη φηη ζπζρεηίδνληαη κε μεληζηέο έρνληαο 

επεξγεηηθέο επηδξάζεηο ζε απηνχο (Berg et al., 2020). Έηζη, ζηελ νηθνινγία, θαζψο θαη ζηελ 

κηθξνβηνινγία, εηζήρζεθε γηα πξψηε θνξά ε έλλνηα ηεο κηθξνρισξίδαο. 

Πιεζηάδνληαο ζηελ ζχγρξνλε επνρή, ε ηδέα φηη νη κηθξννξγαληζκνί ππάξρνπλ σο 

κεκνλσκέλα θχηηαξα αξρίδεη λα αιιάδεη, θαζψο γίλεηαη νινέλα θαη πην πξνθαλέο φηη ηα 

κηθξφβηα εκθαλίδνληαη κέζα ζε πνιχπινθα ζπγθξνηήκαηα, ζηα νπνία νη αιιειεπηδξάζεηο θαη 

ε επηθνηλσλία απηψλ είλαη θξίζηκεο γηα ηε δπλακηθή ησλ πιεζπζκψλ ηνπο θαη γηα ηηο 

ιεηηνπξγηθέο ηνπο δξαζηεξηφηεηεο. Η αλαθάιπςε ηνπ DNA, ν νξηζκφο ηνπ θεληξηθνχ 

δφγκαηνο ηεο βηνινγίαο, ε αλάπηπμε βηνηερλνινγηθψλ εθαξκνγψλ θαη ε ππνινγηζηηθή ηζρχο 

επέηξεςαλ ζηηο αξρέο ηνπ 21
νπ

 αηψλα ηελ αλάπηπμε ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρηζεο, ε νπνία 

εμειίζζεηαη αθφκα κέρξη θαη ζήκεξα, κε απνηέιεζκα λα πξνθχςνπλ δεδνκέλα ηα νπνία 

έρνπλ επηζεκάλεη ηφζν ηελ παληαρνχ παξνπζία κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ ζε ζπλδπαζκφ κε 

αλψηεξνπο νξγαληζκνχο φζν θαη ηνπο θξίζηκνπο ξφινπο ησλ κηθξνβίσλ ζηελ πγεία ηνπ 

αλζξψπνπ, ησλ δψσλ θαη ησλ θπηψλ. 

Απηέο νη λέεο δπλαηφηεηεο έρνπλ θέξεη ηελ επαλάζηαζε ζηε κηθξνβηαθή νηθνινγία, 

ιφγσ ηνπ φηη ε αλάιπζε πςειήο απφδνζεο γνληδησκάησλ θαη κεηαγνληδησκάησλ πνπ έρεη 
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πξνζθέξεη ε ηερλνινγία αιιεινχρηζεο επφκελεο γεληάο (Next Generation Sequencing, ε 

αιιηψο NGS) παξέρεη απνηειεζκαηηθέο κεζφδνπο γηα ηελ δηεξεχλεζε ηνπ ιεηηνπξγηθνχ 

δπλακηθνχ κεκνλσκέλσλ κηθξννξγαληζκψλ θαζψο θαη νιφθιεξσλ θνηλνηήησλ ζην θπζηθφ 

ηνπο πεξηβάιινλ. Όκσο, νη βαζηθνί νξηζκνί ησλ κηθξννξγαληζκψλ θαη ηεο κηθξνβηαθήο 

θνηλφηεηαο δελ επαξθνχλ ζηελ πεξηγξαθή ηεο πνιππινθφηεηαο απηψλ ησλ λέσλ δεδνκέλσλ 

πνπ αθνξνχλ άκεζα απηά ηα ζπζηήκαηα, εηζάγνληαο ηηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο έλαλ λέν φξν 

ζηνλ θιάδν ηεο κηθξνβηνινγίαο, απηφλ ηνπ κηθξνβηψκαηνο. 

 

1.1.2 Οξηζκόο κηθξνβηώκαηνο 

Η αλαγθαηφηεηα ηεο δεκηνπξγίαο ελφο λένπ φξνπ θαη ε ηαρεία αλάπηπμε ηνπ 

ελδηαθέξνληνο απηνχ, πνπ θαιχπηεη πνιινχο δηαθνξεηηθνχο ηνκείο ηα ηειεπηαία 30 ρξφληα, 

έρεη θέξεη σο απνηέιεζκα ηελ έιιεηςε ηεο ζαθήλεηαο ελφο θνηλνχ απνδεθηνχ νξηζκνχ ηνπ 

φξνπ κηθξνβηψκαηνο. Μφιηο ην 2019 πξαγκαηνπνηήζεθε κηα δηεζλήο ζπλάληεζε ζηα πιαίζηα 

ηνπ έξγνπ Microbiome Support κε ζηφρν ηε ζέζπηζε δηεζλψλ εξεπλεηηθψλ πξνηχπσλ ζε φηη 

αθνξά κε απηφ ην ζέκα (Berg et al., 2020). ΢ην ζπγθεθξηκέλν ζπλέδξην πξνηάζεθε έλαο 

νξηζκφο ηνπ κηθξνβηψκαηνο, φπνπ ζχκθσλα κε απηήλ ηελ πξφηαζε, ην κηθξνβίσκα 

(microbiome) νξίδεηαη σο κηα ραξαθηεξηζηηθή κηθξνβηαθή θνηλφηεηα πνπ θαηαιακβάλεη έλα 

θαιά θαζνξηζκέλν νηθνινγηθφ ρψξν θαη έρεη μερσξηζηέο θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο. Σν 

κηθξνβίσκα δελ αλαθέξεηαη κφλν ζηνπο κηθξννξγαληζκνχο πνπ εκπιέθνληαη αιιά 

πεξηιακβάλεη θαη ηελ «ζθελή δξαζηεξηφηεηάο» ηνπο (theatre of activity) (Σρήκα 1.1), πνπ 

νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ζπγθεθξηκέλσλ νηθνινγηθψλ ζψθσλ (ecological niche). Πην 

αλαιπηηθά, ε κηθξνρισξίδα (microflora/microbiota) νξίδεηαη σο ε νκάδα δσληαλψλ 

κηθξννξγαληζκψλ πνπ αλήθνπλ ζε δηαθνξεηηθά βαζίιεηα, φπσο ηα βαθηήξηα, ηα αξραία, νη 

κχθεηεο, ηα θχθηα θαη ηα πξψηηζηα. Οη θάγνη, νη ηνί, ηα πιαζκίδηα, θαη ην ειεχζεξν DNA 

ζπλήζσο δελ ζεσξνχληαη δσληαλνί κηθξννξγαληζκνί θαη ζπλεπψο δελ αλήθνπλ ζηε 

κηθξνρισξίδα. Παξφια απηά, ηα παξαπάλσ ζηνηρεία έρνπλ ηελ δπλαηφηεηα λα επεξεάζνπλ 

κηα κηθξνβηαθή θνηλφηεηα, κε απνηέιεζκα λα απνηεινχλ κέξνο ελφο κηθξνβηψκαηνο. Η 

θαηεγνξία ζηελ νπνία αλήθνπλ ηα ζηνηρεία απηά νλνκάδεηαη «ζθελή δξαζηεξηφηεηαο», ην 

νπνίν πεξηιακβάλεη θαη ηα κηθξνβηαθά δνκηθά ζηνηρεία (πξσηεΐλεο, ιηπίδηα, πνιπζαθραξίηεο, 

DNA), ηνπο κεηαβνιίηεο (ηνμίλεο, άιια νξγαληθά θαη αλφξγαλα κφξηα), ηα θηλεηά γελεηηθά 

ζηνηρεία θαη ην λεθξφ DNA ελζσκαησκέλν ζηηο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο ηνπ βηφηνπνπ.  

Σν κηθξνβίσκα απνηειεί έλα δπλακηθφ θαη δηαδξαζηηθφ κηθξν-νηθνζχζηεκα, πνπ 

είλαη επηξξεπέο ζε αιιαγέο ζηνλ ρξφλν θαη ζηνλ ρψξν, θαη είλαη πάληα ελζσκαησκέλν ζε έλα 

καθξν-νηθνζχζηεκα (πρ. επθαξησηηθνί μεληζηέο). Οη κηθξνβηαθέο αιιειεπηδξάζεηο ζε έλα 

ηέηνην ζχζηεκα απνηεινχλ βάζε γηα ηελ ιεηηνπξγία θαη ηελ εμειηθηηθή δπλακηθή 

κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ απφ ηηο νπνίεο απνηειείηαη. Δπίζεο, νη αιιειεπηδξάζεηο μεληζηή-

κηθξνβηψκαηνο δηακνξθψλνπλ ηελ ακνηβαία θπζηθή θαηάζηαζε, ηνλ θαηλφηππν θαη ηνλ 

κεηαβνιηζκφ ηνπο, εληζρχνληαο ηε ζεσξία ηεο ζπλεμέιημεο ησλ κηθξνβίσλ θαη ηνπ μεληζηή. 

΢ε κηα θαηάζηαζε αζζέλεηαο, ην νινβίσκα ραξαθηεξίδεηαη σο δπζβίσζε (παζνβίσκα), ζε 

αληίζεζε κε ηελ ελβίσζε πνπ αλαθέξεηαη ζε κηα θαηάζηαζε ηζνξξνπεκέλεο αιιειεπίδξαζεο 

μεληζηή-κηθξνβηψκαηνο. Ο δηαρσξηζκφο ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζε επεξγεηηθνχο, παζνγφλνπο 

θαη νπδέηεξνπο, ζχκθσλα κε ηεο αιιειεπηδξάζεηο ησλ κηθξνβίσλ κε ηνλ μεληζηή, βαζίδεηαη 

ζε κηα θαζαξά αλζξσπνθεληξηθή νπηηθή (Berg et al., 2020). 
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Σρήκα 1.1 Απεηθφληζε ηεο ζχλζεζεο ηνπ φξνπ «κηθξνβίσκα», ην νπνίν πεξηέρεη ηφζν ηε 

κηθξνρισξίδα (θνηλφηεηα κηθξννξγαληζκψλ) φζν θαη ηε «ζθελή δξαζηεξηφηεηάο» ηνπο (δνκηθά 

ζηνηρεία, κεηαβνιίηεο θαη ηηο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο). (Berg et al., 2020) 

 

1.1.3 Μηθξνβηνινγία ζπζηεκάησλ 

Πξνθεηκέλνπ λα αλαιπζεί ζθαηξηθά έλα κηθξνβίσκα, ε δηεξεχλεζε θαη ε πεξηγξαθή 

ησλ δσληαλψλ κηθξννξγαληζκψλ πνπ ην απαξηίδνπλ απνηειεί ζεκαληηθφ ζηάδην γηα ηελ 

επίηεπμε απηνχ. Η ζπζηεκαηηθή κηθξνβηνινγία, έλα πεδίν πνπ πεξηιακβάλεη ηελ ηαμηλφκεζε 

θαη ηελ θπινγέλεζε, παίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν ζηελ δηαθάλεηα ηελ ηαπηνηήησλ ησλ 

κηθξννξγαληζκψλ. Η ζπζηεκηθή βηνινγία πεξηιακβάλεη ηε κειέηε ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ 

νξγαληζκψλ θαη ησλ ζρέζεσλ κεηαμχ ηνπο. ΢πλδέεη ηε θπινγέλεζε κε ηελ ηαμηλφκεζε, ηελ 

επηζηήκε ζηελ νπνία νη νξγαληζκνί ραξαθηεξίδνληαη, νλνκάδνληαη θαη ηαμηλνκνχληαη 

ζχκθσλα κε θαζνξηζκέλα θξηηήξηα. Η κηθξνβηνινγία ζπζηεκάησλ είλαη ν θιάδνο ηεο 

κηθξνβηνινγίαο πνπ αζρνιείηαη κε ηελ πεξηγξαθή κηθξννξγαληζκψλ ρξεζηκνπνηψληαο κηα 

πνιχπιεπξε πξνζέγγηζε πνπ αμηνινγεί θαηλνηππηθέο, γνλνηππηθέο θαη θπινγελεηηθέο 

πιεξνθνξίεο, κε ζθνπφ ηελ πεξηγξαθή ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηνπο θαη ηε δηεξεχλεζε ηεο 

εμειηθηηθήο ηνπο ηζηνξίαο. Οη θαηλνηππηθέο αλαιχζεηο εμεηάδνπλ ηα κνξθνινγηθά, 

κεηαβνιηθά, θπζηνινγηθά θαη ρεκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θπηηάξνπ, ελψ νη γνλνηππηθέο 

αλαιχζεηο ιακβάλνπλ ππφςε ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ γνληδηψκαηφο ηνπ. Απηά ηα δχν είδε 

αλαιχζεσλ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ θαηεγνξηνπνίεζε κηθξννξγαληζκψλ κε βάζε ηηο 

νκνηφηεηεο ηνπο θαη ζπκπιεξψλνληαη απφ θπινγελεηηθέο αλαιχζεηο, νη νπνίεο επηδηψθνπλ 

ηελ ηνπνζέηεζε κηθξννξγαληζκψλ ζε έλα εμειηθηηθφ πιαίζην (Madigan et al., 2021). 

Αλ θαη ε πξνζπάζεηα πεξηγξαθήο ελφο κηθξννξγαληζκνχ ζηελ ζχγρξνλε επνρή 

μεπεξλά ηελ απιή αλαγλψξηζή ηνπ κε ην φλνκα θαη απαηηεί ηελ ηνπνζέηεζή ηνπ ζε έλα 

επξχηεξν πεδίν, ε νλνκαζία ησλ κηθξννξγαληζκψλ είλαη ην ζεκέιην ηεο ζπζηεκαηηθήο 

κηθξνβηνινγίαο. Η νλνκαηνινγία ησλ κηθξννξγαληζκψλ, αιιά θαη ησλ νξγαληζκψλ γεληθά, 

αθνινπζεί ην δησλπκηθφ ζχζηεκα πνπ επηλφεζε ν ΢νπεδφο γηαηξφο θαη βνηαλνιφγνο Carl 

Linnaeus, ζην νπνίν δίλνληαη ζηα είδε νλφκαηα γέλνπο θαη επίζεηα εηδψλ. Σα νλφκαηα είλαη 

ζηα ιαηηληθά ή ιαηηλνπνηεκέλα ειιεληθά, αλαγξαθφκελα κε πεδνχο πιάγηνπο ραξαθηήξεο, 

φπνπ ην φλνκα γέλνπο είλαη νπζηαζηηθφ θαη ην επίζεην είδνπο είλαη έλα επίζεην πνπ 

πεξηγξάθεη θάπνηα βαζηθή ηδηφηεηα ηνπ κηθξννξγαληζκνχ ή ηνπ βηφηνπνπ απφ ηνλ νπνίν 
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πξνήιζε. Σα νλφκαηα πνιιέο θνξέο πξνέξρνληαη απφ ην επίζεην ελφο επηζηήκνλα πνπ έρεη 

θάλεη ζεκαληηθέο ζπλεηζθνξέο ζηε κειέηε κηαο ζπγθεθξηκέλεο νκάδαο κηθξννξγαληζκψλ. 

Έλα θιαζζηθφ παξάδεηγκα νλνκαηνινγίαο κηθξννξγαληζκνχ απνηειεί ηνπ βαθηεξίνπ 

Escherichia coli. ΢ε απηήλ ηελ πεξίπησζε, ε νλνκαζία ηνπ γέλνπο είλαη ηηκεηηθή γηα ηνλ 

παηδίαηξν θαη βαθηεξηνιφγν Theodor Eshcerich, ν νπνίνο αλαθάιπςε ην βαθηήξην (Shulman 

et al., 2007). Σν δεχηεξν ζπλζεηηθφ πεξηγξάθεη ηελ πεξηνρή πνπ ζπλήζσο απνηθίδεηαη απφ ην 

ζπγθεθξηκέλν βαθηήξην, δειαδή ην έληεξν.  

Η ηαμηλφκεζε απνηειεί ηελ θαηεγνξηνπνίεζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζε νκάδεο 

παξφκνησλ κηθξννξγαληζκψλ. Σα κεκνλσκέλα κηθξνβηαθά ζηειέρε ηαμηλνκνχληαη ζε είδε, ηα 

είδε ηαμηλνκνχληαη ζε γέλε, ηα γέλε ζε νηθνγέλεηεο, νη νηθνγέλεηεο ζε ηάμεηο, νη ηάμεηο ζε 

νκνηαμίεο, νη νκνηαμίεο ζε θχια θαη ηα θχια ζε ηνκείο (Σρήκα 1.2). Σαμηλνκψληαο ηνπο 

κηθξννξγαληζκνχο ζε νκάδεο, νξίδεηαη ζπλνιηθά ν θπζηθφο κηθξνβηαθφο θφζκνο θαη 

θαζίζηαηαη δπλαηή ε απνηειεζκαηηθή επηθνηλσλία γηα ηε κειέηε φισλ ησλ πηπρψλ 

ζπγθεθξηκέλσλ κηθξννξγαληζκψλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο ζπκπεξηθνξάο, ηεο νηθνινγίαο, 

ηεο θπζηνινγίαο θαη ηεο παζνγέλεηαο ηνπο (Madigan et al., 2021). Σα είδε είλαη νη 

ζεκειηψδεηο κνλάδεο ηεο βηνινγηθήο πνηθηινκνξθίαο θαη ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν δηαθξίλνληαη 

θαη ηαμηλνκνχληαη ηα είδε ζηε κηθξνβηνινγία επεξεάδεη ζε κεγάιν βαζκφ ηελ ηθαλφηεηα 

πεξηγξαθήο θαη αμηνιφγεζεο ηεο πνηθηιφηεηαο ηνπ κηθξνβηαθνχ θφζκνπ ή, αθφκα πην 

ζπγθεθξηκέλα, ελφο κηθξνβηψκαηνο. Παξφια απηά, ε πεξηγξαθή ελφο κηθξνβηψκαηνο ζε πην 

ςειά ηαμηλνκηθά επίπεδα κπνξεί λα απνδεηρζεί επίζεο ρξήζηκε, εηδηθά ζε νκάδεο 

κηθξνβησκάησλ πνπ έρνπλ κεγάιν αξηζκφ εηδψλ (Wakita et al., 2018). 

 

Σρήκα 1.2 Οη βαζκίδεο ηνπ ηεξαξρηθνχ ζπζηήκαηνο ηαμηλφκεζεο ηνπ Ληλλαίνπ. Με έληνλα γξάκκαηα 

νη ζπλεζέζηεξα ρξεζηκνπνηνχκελεο. (Kostopoulos, 2015) 

Η θπινγέλεζε, κία έλλνηα πνπ εηζήιζε γεληθά ζηελ ζπζηεκαηηθή κηθξνβηνινγία πην 

πξφζθαηα ζε ζχγθξηζε κε ηελ ηαμηλφκεζε, επηηξέπεη ηελ αλίρλεπζε ηεο εμειηθηηθήο ηζηνξίαο 

ησλ κηθξννξγαληζκψλ. Μέζσ ηεο θπινγελεηηθήο αλάιπζεο, ε νπνία εθαξκφδεηαη θαηά 

θφξσλ ζε δεδνκέλα κνξηαθήο αιιεινχρηζεο, πξνζθέξεηαη ε δπλαηφηεηα θαηαζθεπήο 

θπινγελεηηθψλ δέληξσλ θαη θαηά επέθηαζε απεηθφληζεο ησλ πξφηππσλ δηαθιάδσζεο ηεο 
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δσήο (Σρήκα 1.3). Έηζη, παξέρνληαη γλψζεηο γηα ηελ θνηλή θαηαγσγή θαη ηηο γελεηηθέο 

ζπλδέζεηο κεηαμχ δηάθνξσλ κηθξννξγαληζκψλ.  

 

Σρήκα 1.3 Απεηθφληζε θπινγέλεζεο κεγάιεο θιίκαθαο, πνπ ππνδεηθλχεη ηηο ζρέζεηο κεηαμχ κεγάισλ 

νκάδσλ νξγαληζκψλ. (Thanukos, 2009) 

Σα ηειεπηαία ρξφληα, ε δηαδηθαζία ηαμηλφκεζεο κηθξννξγαληζκψλ έρεη ελζσκαηψζεη 

ζε κεγάιν βαζκφ ηα θπινγελεηηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ παξέρνπλ απηά. Δπηπιένλ, αλ θαη 

είλαη δηαθξηηά πεδία, ε ηαμηλφκεζε θαη ε θπινγέλεζε ζπκπιέθνληαη ζηελ πξνζπάζεηα 

δηαιεχθαλζεο πεξίπινθσλ κηθξνβησκάησλ. ΢ε ζπλδπαζκφ, ηα δχν πεδία πξνζθέξνπλ κηα 

νιηζηηθή άπνςε ηεο κηθξνβηαθήο πνηθηινκνξθίαο, ππεξβαίλνληαο ηελ απιή 

θαηαινγνγξάθεζε ησλ εηδψλ. 

1.1.4 Αλζξώπηλν κηθξνβίσκα 

Σν αλζξψπηλν ζψκα πεξηέρεη έλαλ ηεξάζηην αξηζκφ κηθξνβίσλ, πνπ πεξηιακβάλεη 

βαθηήξηα, αξραία, ηνχο θαη επθαξπψηεο, απφ ηα νπνία εμαξηάηαη άκεζα ε ίδηα ε χπαξμή ηνπ. 

Γεληθά, εθηηκάηαη φηη ν αξηζκφο ησλ αλζξψπηλσλ θπηηάξσλ ζε έλα κφλν άηνκν είλαη ηεο 

ηάμεσο ησλ 10 ηξηζεθαηνκκπξίσλ (10
13

), ελψ ζχκθσλα κε κηα εθηίκεζε ηνπ αξηζκνχ 

βαθηεξίσλ πνπ θέξεη έλα αλζξψπηλν ζψκα θαηαιήγεη ζε κηα αλαινγία 1,3:1, πνπ ζεκαίλεη 

φηη γηα θάζε ηξία αλζξψπηλα θχηηαξα ππάξρνπλ πεξίπνπ ηέζζεξα αληίζηνηρα βαθηεξηαθά. 

Χζηφζν, απηέο νη εθηηκήζεηο δελ ιακβάλνπλ ππφςε ηνπο κχθεηεο, ηνπο ηνχο θαη ηνπο θάγνπο 

πνπ ππάξρνπλ ζε δηάθνξα ζεκεία ηνπ ζψκαηνο, νη νπνίνη, ζηελ πεξίπησζε ησλ ηψλ θαη ησλ 

θάγσλ, ζα κπνξνχζαλ λα ηζνδπλακνχλ κε ηηο βαθηεξηαθέο εθηηκήζεηο ή, πην πηζαλφ, ζα 

κπνξνχζαλ λα ππεξβαίλνπλ ηνλ αξηζκφ ηνπο ηνπιάρηζηνλ θαηά κηα ηάμε κεγέζνπο (Gilbert et 

al., 2018). Παξά ην γεγνλφο φηη είλαη 1.000 θνξέο κηθξφηεξα απφ ηα αλζξψπηλα θχηηαξα, ηα 

βαθηήξηα απνηεινχλ πεξίπνπ ην 2% ηεο κάδαο ελφο ελήιηθνπ αλζξψπηλνπ ζψκαηνο (1,5 kg), 

δειαδή πεξίπνπ ηζνδχλακν κε ην κέγεζνο ελφο αλζξψπηλνπ εγθεθάινπ (Moeller et al., 2016). 

Δπηπιένλ, έρνπλ δεκνζηεπηεί έξεπλεο ζηηο νπνίεο ην αλζξψπηλν κηθξνβίσκα έρεη ζεσξεζεί σο 

ην «ηειεπηαίν αλζξψπηλν φξγαλν», δηφηη εθηφο ηνπ φηη θιεξνλνκείηαη εχθνια ζην 

λενγέλλεην, φπσο θάζε άιιν φξγαλν, ην κηθξνβίσκα έρεη ραξαθηεξηζηηθά θπζηνινγίαο θαη 

παζνινγίαο. Δπίζεο, ε ζπιινγηθή πγεία ηνπ κηθξνβηψκαηνο κπνξεί λα θαηαζηξαθεί φηαλ 

αιινησζεί ε πιεζπζκηαθή δνκή ηνπ, νδεγψληαο ζε δηάθνξεο αιιαγέο ζηνλ άλζξσπν απφ ηε 

ζχιιεςε κέρξη θαη ην ζάλαην (Baquero & Nombela, 2012). 

΢πλεμειηζζφκελν κε ηνλ μεληζηή, ην κηθξνβίσκα έρεη ζπκβάιεη ζηελ δηακφξθσζε 

ησλ θαηλφηππσλ ησλ πξνγφλσλ ηνπ αλζξψπνπ. Η αληηζηνηρία ησλ θπινγελεηηθψλ δέληξσλ 



 

 

28 

 

ηεο εληεξηθήο βαθηεξηαθήο κηθξνρισξίδαο θαη ηνπ αλζξψπνπ (Ochman et al., 2010) 

απνδεηθλχεη ηε ζπλεμέιημε μεληζηή-κηθξνβηψκαηνο θαη ζπλεπάγεηαη κε ηε κεηάδνζε 

κηθξνβίσλ εληφο ηνπ είδνπο θαη κεηαμχ ησλ γελεψλ. Μέζσ ηεο δηαδηθαζίαο ηεο θπζηθήο 

επηινγήο, νη κεηαιιάμεηο νδεγνχλ ζε εμειηθηηθέο πξνζαξκνγέο ζηηο πεξηβαιινληηθέο 

ζπλζήθεο, θαη γλσξίδνληαο φηη ηα αλζξψπηλα πεξηβάιινληα έρνπλ αιιάμεη δξακαηηθά θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο αλζξψπηλεο εμέιημεο, νη δηαηξνθηθέο αιιαγέο θαη ε έθζεζε ζηνλ ιηκφ ππήξμαλ 

ζεκαληηθέο πηέζεηο. Όκσο, ελψ ππάξρνπλ ζηνηρεία πξνζαξκνζηηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ 

επηβίσζεο ζηελ πείλα ζην αλζξψπηλν γνληδίσκα (Hancock et al., 2010), νη πξνζαξκνγέο ηνπ 

αλζξψπηλνπ κηθξνβηψκαηνο πνπ πξνζθέξνπλ ραξαθηεξηζηηθά εμνηθνλφκεζεο ελέξγεηαο γηα 

ηνλ μεληζηή παξακέλνπλ αθφκα άγλσζηεο (Dominguez-Bello et al., 2019). 

Θεσξεηηθά, καδί κε ηα κηθξνβηαθά ηνπ κέιε, ν άλζξσπνο αλέπηπμε έλα 

αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ηνπ νπνίνπ έλαο απφ ηνπο πνιινχο βαζηθνχο ξφινπο απνηειεί ε 

πξνζπάζεηα θαηαπνιέκεζεο ηνπ κηθξνβηαθνχ απνηθηζκνχ ζην εζσηεξηθφ ηνπ ζψκαηφο ηνπ. 

Απνηειεί δεδνκέλν φηη ην αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ηνπ αλζξψπνπ εμειίρζεθε κε 

πνιχπινθνπο κεραληζκνχο αλαγλψξηζεο θαη θαηαζηξνθήο εηζβαιφλησλ παζνγφλσλ ή κε 

κηθξνβίσλ ζε «απαγνξεπκέλα» ζεκεία ηνπ ζψκαηνο, πεξηνξίδνληαο ηε κηθξνρισξίδα θπξίσο 

ζηα θπζηθά εμσηεξηθά άθξα θαη θνηιφηεηεο ηνπ ζψκαηνο ηνπ. Σα ζεκεία απηά 

πεξηιακβάλνπλ ην ζηφκα, ηηο ξηληθέο θνηιφηεηεο, ην ιαηκφ, ην ζηνκάρη, ην έληεξν, ηηο 

νπξνγελλεηηθέο νδνχο θαη ην δέξκα. Έηζη, ην ζχλνιν ησλ κηθξννξγαληζκψλ απνηειεί ε 

δηεπαθή ηνπ αλζξψπηλνπ ζψκαηνο θαη ηνπ εμσηεξηθνχ πεξηβάιινληνο. Απηφ ζεκαίλεη φηη ζε 

φιεο ηηο αιιειεπηδξάζεηο κεηαμχ ηνπ ζψκαηνο θαη ησλ δηάθνξσλ πεξηβαιινληηθψλ 

ζπλζεθψλ, φπσο ε δηαηξνθή θαη ην ειηαθφ θσο, ππάξρεη έλα πξνζηαηεπηηθφ πέπιν 

κηθξννξγαληζκψλ, ησλ νπνίσλ νη ιεηηνπξγίεο παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δηαηήξεζε ηεο 

γεληθήο πγείαο θαη επεμίαο ηνπ αλζξψπνπ (Dominguez-Bello et al., 2019). Βέβαηα, ν 

απνηθηζκφο θαη ε πξνζαξκνγή κηθξνβίσλ πάλσ ζηα δηάθνξα ζεκεία ηνπ αλζξψπηλνπ 

ζψκαηνο εμαξηψληαη επίζεο θαη απφ ηηο ραξαθηεξηζηηθέο πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο ησλ 

ζεκείσλ απηψλ. Γηα παξάδεηγκα, ηα πξναηξεηηθά αλαεξφβηα είλαη πεξηζζφηεξν θπξίαξρα ζηε 

γαζηξεληεξηθή νδφ, ελψ ηα απζηεξά αεξφβηα θαηνηθνχλ ζηελ αλαπλεπζηηθή νδφ, ηε ξηληθή 

θνηιφηεηα θαη ηελ επηθάλεηα ηνπ δέξκαηνο. Δπηπιένλ, ην αλζξψπηλν κηθξνβίσκα εμειίζζεηαη 

ζπλερψο σο απφθξηζε ζηνπο παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηνλ μεληζηή. Παξάγνληεο φπσο ε 

ειηθία, ε δηαηξνθή, ν ηξφπνο δσήο, ε γεσγξαθηθή ηνπνζεζία, νη νξκνληθέο αιιαγέο, ηα 

θιεξνλνκηθά γνλίδηα θαη ε ππνθείκελε λφζνο είλαη ζεκαληηθνί θαζνξηζηηθνί παξάγνληεο ηνπ 

αλζξψπηλνπ κηθξνβηψκαηνο ζε θάζε δεδνκέλε ρξνληθή ζηηγκή (Aggarwal et al., 2023). 

Χζηφζν, ε αλάπηπμε ηεο ηερλνινγίαο αλίρλεπζεο κηθξνβηαθνχ DNA επέηξεςε ηελ 

θαηάξξηςε ηνπ ηνπνγξαθηθνχ πεξηνξηζκνχ, αλαθαιχπηνληαο φηη θαη ην εζσηεξηθφ ηνπ 

αλζξψπηλνπ ζψκαηνο πεξηέρεη κηθξνβηαθέο θνηλφηεηεο, νη νπνίεο δελ επηθέξνπλ απαξαίηεηα 

παζνγέλεηα. Ιζηνί πνπ θάπνηε ζεσξνχληαλ ζηείξνη, φπσο ν εγθέθαινο, ν καζηφο, ν 

πιαθνχληαο θαη ην νπξνπνηεηηθφ ζχζηεκα, θηινμελνχλ επίζεο κνλαδηθέο βαθηεξηαθέο 

θνηλφηεηεο (Aagaard et al., 2014; Branton et al., 2013; Urbaniak et al., 2014; Wolfe et al., 

2012). Μάιηζηα, κηα πξφζθαηε κειέηε έδεημε ζε πεξηζζφηεξα απφ 1500 δείγκαηα φγθνπ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ παξαθείκελσλ θπζηνινγηθψλ ηζηψλ, έλα πινχζην κηθξνβίσκα 

πνπ απνηειείηαη απφ 528 δηαθνξεηηθά βαθηεξηαθά είδε (Nejman et al., 2020). Παξφια απηά, 

ελψ ν ξφινο ησλ κηθξνβησκάησλ πνπ βξίζθνληαη ζηελ δηεπαθή ηνπ αλζξψπηλνπ ζψκαηνο κε 

ην εμσηεξηθφ πεξηβάιινλ έρεη εξκελεπηεί θαη απνδεηρζεί, ν ξφινο ηνπ κηθξνβηψκαηνο ζην 

εζσηεξηθφ ηνπ ζψκαηνο παξακέλεη αθφκα αηληγκαηηθφο. 
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1.1.4.1 Μικροβίωμα ηοσ ενηέροσ 

Αμηνζεκείσηε είλαη ε αλαθνξά ηνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο, θαζψο θαη ηεο 

ιεηηνπξγίαο ηνπ, εθφζνλ απνηειεί ηε κηθξνβηαθή θνηλφηεηα κε ηε κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε 

ζηνλ άλζξσπν θαη πεξηιακβάλεη πεξηζζφηεξα απφ 1.000 δηαθνξεηηθά βαθηεξηαθά είδε 

(Lloyd-Price et al., 2016). Χζηφζν, θπξηαξρνχλ ηέζζεξα είδε ζε επίπεδν θπιψλ: νη 

Bacteroidetes, νη Firmicutes, ηα Actinobacteria θαη ηα Proteobacteria, κε ηνπο Bacteroidetes 

θαη Firmicutes λα απνηεινχλ ηα πην άθζνλα είδε ζε έλα θπζηνινγηθφ πγηέο έληεξν. Έλαο 

ηεξάζηηνο αξηζκφο εηδψλ θπξηαξρεί γεληθά ζηα ρακειφηεξα ηαμηλνκηθά επίπεδα, σζηφζν ε 

ζχλζεζε απηψλ ησλ κηθξνβίσλ πνηθίιιεη ζεκαληηθά, νδεγψληαο ζε έληνλε δηαθχκαλζε 

κεηαμχ ησλ αηφκσλ. 

Η ζπκβησηηθή κηθξνβηαθή θνηλφηεηα ηνπ εληέξνπ έρεη απνδεηρζεί εμαηξεηηθά θξίζηκε 

γηα ηελ εθπαίδεπζε, ξχζκηζε θαη αλάπηπμε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ ζπζηήκαηνο, γηα ηνλ 

κεηαβνιηζκφ νξκνλψλ, ηελ πξφζιεςε ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη γηα ηελ πξνζηαζία απφ ηελ 

εηζβνιή παζνγφλσλ κηθξννξγαληζκψλ (Valdes et al., 2018), ε νπνία απνηειεί κηα βαζηθή 

ππφζεζε σο πξνο ην γηαηί νη κεηακνζρεχζεηο θνπξάλσλ είλαη ηφζν απνηειεζκαηηθέο ζηε 

ζεξαπεία ινηκψμεσλ κε Clostridium difficile (Bagdasarian et al., 2015). Η αλαγλψξηζε ηεο 

ζεκαζίαο ηνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο έρεη ζπκβάιεη ζηε δεκηνπξγία πνιιψλ εζληθψλ θαη 

δηεζλψλ εξεπλεηηθψλ πξνγξακκάησλ πνπ είλαη αθηεξσκέλα ζηελ εμέηαζε ηνπ αλζξψπηλνπ 

κηθξνβηψκαηνο κε κεγάιε ιεπηνκέξεηα (Madigan et al., 2021). Όκσο, κειέηεο έρνπλ δείμεη 

φηη νη αιιαγέο ζην αλνζνπνηεηηθφ κπνξεί λα ζπλδένληαη άκεζα κε κηα δπζβηνηηθή ρισξίδα 

ηνπ εληέξνπ. Δπίζεο, απεηιεηηθέο γηα ηε δσή αζζέλεηεο, φπσο ν θαξθίλνο, νη θαξδηαγγεηαθέο 

παζήζεηο, ε θιεγκνλψδεο λφζνο ηνπ εληέξνπ θαη βαθηεξηαθέο ινηκψμεηο πνπ δχζθνια 

ζεξαπεχνληαη ιφγσ αληνρήο ζηα αληηβηνηηθά, έρνπλ επίζεο ζπλδεζεί κε ηελ εληεξηθή 

δπζβίσζε (Morgan & Huttenhower, 2012; Pascal et al., 2018). ΢πιινγηθά, απηέο νη έξεπλεο, 

εθηφο ηνπ φηη θαλεξψλνπλ ηνλ θξίζηκν ξφιν ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ σο πξνο ηνλ 

επεμία ηνπ αλζξψπηλνπ ζψκαηνο, έρνπλ δείμεη φηη αθελφο ε κηθξνβηαθή πνηθηινκνξθία 

κεηαμχ ησλ αηφκσλ είλαη ηφζν κεγάιε πνπ δελ ππάξρεη ην ίδην κηθξνβηαθφ είδνο ζε φια ηα 

άηνκα, αιιά αθεηέξνπ, ε αθζνλία ελφο βαθηεξίνπ δελ αληηθαηνπηξίδεη απαξαίηεηα ηε 

ιεηηνπξγηθή ηνπ ζεκαζία, θαζψο νη παξαιιαγέο ηφζν ζηα θνηλά φζν θαη ζηα ζπάληα 

ηαμηλνκηθά είδε ζπλδένληαη φιν θαη πεξηζζφηεξν κε ηελ πγεία θαη ηε ιεηηνπξγία ηνπ μεληζηή 

(Lloyd-Price et al., 2016). 

Σαπηφρξνλα, ε εξεπλεηηθή έληαζε ζηνλ ηνκέα απηφλ έρεη θέξεη ζηελ επηθάλεηα 

δεδνκέλα πνπ ζπζρεηίδνπλ ην εληεξηθφ κηθξνβίσκα φρη κφλν κε ηελ ζσκαηηθή, αιιά θαη ηελ 

ςπρηθή επεμία ηνπ αλζξψπνπ. ΢πγθεθξηκέλα, ππάξρνπλ ζνβαξέο ελδείμεηο φηη ε εληεξηθή 

κηθξνβηαθή θνηλφηεηα κπνξεί λα επεξεάζεη ηε θπζηνινγηθή αλάπηπμε θαη ιεηηνπξγία ηνπ 

εγθεθάινπ, θαη θαη’επέθηαζε ηελ λεπξνθπζηνινγία θαη ζπκπεξηθνξά ηνπ αλζξψπνπ (Σρήκα 

1.4) (Mayer et al., 2014; Socała et al., 2021). Απηφ ην θαηλφκελν ππνζηεξίδεηαη απφ ηελ 

ζεσξία ηεο χπαξμεο ηνπ «άμνλα εγθεθάινπ-εληέξνπ» (ή αιιηψο «άμνλαο εληέξνπ-

εγθεθάινπ»), έλαο φξνο ηνπ νπνίνπ ε πξψηε επίζεκε εκθάληζε γίλεηαη ηε δεθαεηία ηνπ 1980, 

κε ηελ αλάπηπμε ηεο ηερλνινγίαο απεηθφληζεο ηνπ εγθεθάινπ (Cryan et al., 2019).  
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Σρήκα 1.4 Δπίδξαζε ελφο πγηνχο θαη δπζκελνχο κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ ζηνλ άμνλα εληέξνπ -

εγθεθάινπ. (Doré et al., 2013) 

Ο φξνο απηφο, πνπ απνηειεί ηελ ακθίδξνκε βηνρεκηθή επηθνηλσλία κεηαμχ ηεο 

γαζηξεληεξηθήο νδνχ θαη ηνπ θεληξηθνχ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο, έγηλε πην μεθάζαξνο ην 2004 

κε ηελ αλαθάιπςε ηεο εμαζζελεκέλεο απφθξηζεο ζην ζηξεο ζε πνληίθηα ρσξίο κηθξνβηαθφ 

θνξηίν ζην έληεξν (Sudo et al., 2004), σζψληαο ηελ εξεπλεηηθή θνηλφηεηα λα ζηξαθεί ζηε 

κειέηε ηεο επηξξνήο ηνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο ζηνλ άμνλα εγθεθάινπ-εληέξνπ θαη ζηνλ 

ζπκπεξηθνξηθφ θαη ςπρηαηξηθφ αληίθηππν απηνχ ζηνλ μεληζηή. Έξεπλεο έρνπλ θέξεη ζηελ 

επηθάλεηα ηηο παξαιιαγέο ζην εληεξηθφ κηθξνβίσκα θαη ηελ επίδξαζε ζε δηάθνξεο 

δηαηαξαρέο ηνπ θεληξηθνχ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ, ελδεηθηηθά, ηνπ 

άγρνπο, ησλ θαηαζιηπηηθψλ δηαηαξαρψλ, ηεο ζρηδνθξέλεηαο, ηνπ απηηζκνχ, ηεο λφζνπ 

Alzheimer θαη ηνπ Parkinson (Cryan et al., 2019). Δπίζεο, έρνπλ έξζεη πξφζθαηα ζην 

πξνζθήλην ζεξαπεπηηθέο παξεκβάζεηο γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηεο δπζβίσζεο ή ηεο δηαηαξαρήο 

ηνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο θαη ηνλ κεηξηαζκφ ησλ επηπηψζεψλ ηεο ζηνλ άμνλα 

εγθεθάινπ-εληέξνπ, θαζψο δηαιεπθαίλεηαη φιν θαη πεξηζζφηεξν απηή ε κνλαδηθή ζρέζε. Χο 

απνηέιεζκα, έρνπλ γίλεη έξεπλεο ζρεηηθά κε ηε ρξήζε πξνβηνηηθψλ ζηε ζεξαπεία ηνπ άγρνπο 

θαη ηεο θαηάζιηςεο ηφζν σο απηφλνκε ζεξαπεία φζν θαη σο ζπκπιήξσκα ζε θνηλά 

ζπληαγνγξαθνχκελα θάξκαθα (Clapp et al., 2017). Δπηπιένλ, ππάξρεη έλα απμαλφκελν 

ελδηαθέξνλ γηα ηελ ηθαλφηεηα ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ λα επεξεάδεη ηνλ κεηαβνιηζκφ 

ησλ θαξκάθσλ, επεξεάδνληαο έηζη ηελ πνζφηεηα ηνπ ελεξγνχ θαξκάθνπ πνπ δηαηίζεηαη ζηνλ 

μεληζηή (Swanson, 2015). 

΢πλεπψο, είλαη πξνθαλήο ν ιφγνο πνπ ε ακθίδξνκε ζχλδεζε κεηαμχ ηνπ εγθεθάινπ, 

ηνπ εληέξνπ θαη ηνπ κηθξνβηψκαηνο έρεη έξζεη ζην πξνζθήλην ηεο ηαηξηθήο εξεπλεηηθήο 

θνηλφηεηαο ηα ηειεπηαία ρξφληα. Ο απμαλφκελνο φγθνο απνδεηθηηθψλ ζηνηρείσλ πνπ 

ηεθκεξηψλνπλ απηή ηε ζχλδεζε ππνδειψλεη φηη είλαη έλαο πνιχηηκνο ηνκέαο γηα κειινληηθή 

ηαηξηθή θαη δηαηξνθηθή πξαθηηθή θαη έξεπλα (Gebrayel et al., 2022). Παξφια απηά, ην 

κηθξνβίσκα ηνπ εληέξνπ δελ απνηειεί ην κνλαδηθφ ζέκα κειέηεο ζηνλ ηνκέα απηφλ, δηφηη ε 

εμεηδηθεπκέλε εζηίαζε δελ απαληά ζε φια ηα εξσηήκαηα πνπ δεκηνπξγνχληαη γχξσ απφ ην 

κηθξνβίσκα θαη ηνλ ηξφπν πνπ επεξεάδεη ηνλ άλζξσπν, κε απνηέιεζκα λα ζηξαθεί ε έξεπλα 

ζε κηθξνβηαθέο θνηλφηεηεο ησλ νπνίσλ ν ξφινο είλαη κέρξη θαη ζήκεξα ζε κεγάιν βαζκφ 

αζαθήο. 
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1.1.4.2 Μικροβίωμα ηοσ αίμαηος 

΢ηνλ άλζξσπν θαη ζε πνιιά δψα, ε κεηαθνξά ησλ ζξεπηηθψλ νπζηψλ ζηα θχηηαξα 

ησλ ηζηψλ θαη ε απνκάθξπλζε ησλ αρξήζησλ απφ απηά γίλεηαη απφ ην θπθινθνξηθφ 

ζχζηεκα, ην νπνίν απνηειείηαη απφ ηελ θαξδηά, ηα αηκνθφξα αγγεία θαη ην αίκα πνπ 

θπθινθνξεί κέζα ζ' απηά (Saladin, 2011). Δζηηάδνληαο ζην αλζξψπηλν αίκα, απηφ απνηειεί 

έλα πγξφ ην νπνίν πεξηιακβάλεη ην πιάζκα (54%), ηα εξπζξά αηκνζθαίξηα (45%), ηα ιεπθά 

αηκνζθαίξηα (<1%) θαη έλαλ κεηαβιεηφ αξηζκφ αηκνπεηαιίσλ (<1%), αλάινγα κε ηελ 

θαηάζηαζε ηεο πγείαο ηνπ αηφκνπ. Δλψ ηα εξπζξά αηκνζθαίξηα είλαη ππεχζπλα θπξίσο γηα ηε 

κεηαθνξά νμπγφλνπ, ηα ιεπθά αηκνζθαίξηα ρξεζηκεχνπλ σο έλα εμαηξεηηθά απνηειεζκαηηθφ 

ζχζηεκα επηηήξεζεο εηζβαιιφλησλ κηθξνβίσλ ζην αίκα. Η θχξηα ιεηηνπξγία ησλ 

αηκνπεηαιίσλ είλαη λα αληηδξνχλ ζηελ αηκνξξαγία απφ ηξαπκαηηζκφ αηκνθφξσλ αγγείσλ 

κέζσ ηεο πήμεο (Castillo et al., 2019). ΢πλεπψο, ην αίκα είλαη έλα ξεπζηφ κέζν πνπ 

κεηαθέξεη θαη δηαηεξεί ηα πην βαζηθά, αιιά αλακθηζβήηεηα πην νπζηαζηηθά, ζηνηρεία ηεο 

δσήο. Υξεηάζηεθε πνιχ θαηξφ θαη έληνλε δηακάρε γηα λα θαηαξξηθζεί ε πξνθαηάιεςε ηεο 

ζχλδεζεο επεμίαο θαη απνζηεηξσκέλνπ αίκαηνο θαη λα πξαγκαηνπνηεζεί ε απνδνρή ηνπ φξνπ 

«πγηέο κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο». Βέβαηα, αλ θαη ε θπινγελεηηθή πνηθηινκνξθία ησλ 

βαθηεξίσλ πνπ εληνπίδεηαη ζην πγηέο αίκα απνηειεί πεξηνξηζκέλε γλψζε, νη ζχγρξνλεο 

έξεπλεο ππνζηεξίδνπλ ηελ χπαξμε απηνχ ηνπ είδνπο κηθξνβηψκαηνο, ρσξίο πεξηζψξηα 

ακθηζβήηεζεο. Δλψ ν ξφινο πνπ απνηειεί είλαη αθφκα θαη ζήκεξα αηληγκαηηθφο, κειέηεο 

εληζρχνπλ φιν θαη πεξηζζφηεξν ηελ ηδέα φηη ην πγηέο κηθξνβίσκα ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο 

είλαη απνηέιεζκα ζπλερήο κηθξνβηαθήο κεηαλάζηεπζεο απφ εκπινπηηζκέλα κηθξνβηψκαηα 

ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο ζην θπθινθνξηθφ ζχζηεκα (Castillo et al., 2019). 

Δμέιημε θαη  δηακφξθσζε ηεο έλλνηαο «πγηέο κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο» 

Γηα πνιιά ρξφληα, θαη κέρξη ηα κέζα ηνπ 20νπ αηψλα, ην αίκα ζεσξνχληαλ φηη είλαη 

έλα απνζηεηξσκέλν πεξηβάιινλ θαη φηη ε εηζβνιή ή παξνπζία κηθξνβίσλ ζε απηφ ζρεηηδφηαλ 

κφλν κε ινηκψδε λνζήκαηα (Velmurugan et al., 2020), κε ην ζπλεζέζηεξν λα είλαη ε ζήςε 

ηνπ αίκαηνο (Hajj et al., 2018). Σα επξήκαηα ηνπ Ρφκπεξη Κνρ ζπλέβαιαλ ζεκαληηθά ζε 

απηήλ ηελ ζεσξία, κε έλα απφ απηά λα απνηειεί ε δηαπίζησζε φηη ην αίκα βννεηδψλ πνπ είραλ 

κνιπλζεί κε ηελ λφζν ηνπ άλζξαθα (anthrax) πεξηείρε κεγάιν αξηζκφ θπηηάξσλ ηνπ είδνπο 

Bacillus anthracis θαη ε απφδεημε ηεο κεηάδνζεο ηεο λφζνπ απφ ην έλα δψν ζην άιιν κε ηελ 

έγρπζε κηθξνχ φγθνπ αίκαηνο απφ ην κνιπζκέλν δψν ζε έλα πγηέο (Blevins & Bronze, 2010). 

Πιεζηάδνληαο ηελ ζχγρξνλε επνρή, γίλεηαη απνδερηή απφ ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα ε 

παξνδηθή χπαξμε κηθξνβηαθνχ θνξηίνπ ζην αίκα ζε «πγηή» (δειαδή απαιιαγκέλα απφ 

ινηκψδεο λφζεκα) άηνκα ιφγσ κηθξνβηαθήο κεηαθνξάο απφ ηνλ ζπλήζε ηφπν απνηθηζκνχ 

ηνπο, φπσο ε γαζηξεληεξηθή νδφο, ε ζηνκαηηθή θνηιφηεηα θαη ην δέξκα, ζην θπθινθνξηθφ 

ζχζηεκα (Potgieter et al., 2015). Άιισζηε, πνιιέο κειέηεο αλαθέξνπλ θαη απνδεηθλχνπλ ηελ 

παξνπζία κηθξνβηαθνχ θνξηίνπ θαη κηθξνβηαθψλ κεηαβνιηηψλ (παξάγσγα κηθξνβηαθνχ 

κεηαβνιηζκνχ) ζην αίκα, ρσξίο ηελ ζχλδεζε παζνγέλεηαο ή παξνδηθήο επηκφιπλζεο, κε 

απνηέιεζκα λα έρεη πξνθαιέζεη κεγάιν ελδηαθέξνλ ε πξννπηηθή χπαξμεο ελφο «πγηνχο» 

κηθξνβηψκαηνο ζην αίκα (Castillo et al., 2019). Παξάιιεια, δελ πξνθαιεί έθπιεμε ην 

γεγνλφο φηη ε ηδέα απηή έρεη δερηεί, θαη αθφκα δέρεηαη, έληνλε θξηηηθή θαη ακθηζβήηεζε 

ιφγσ ηεο παξαδνζηαθήο αληίιεςεο ηνπ απνζηεηξσκέλνπ πεξηβάιινληνο, πφζν κάιινλ φηαλ ε 

παξνπζία αθφκε θαη ελφο βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ αλά ρηιηνζηφιηηξν αίκαηνο ζηελ 

βαθηεξηαηκία ή ζεςαηκία κπνξεί λα απνηειέζεη απεηιεηηθή γηα ηε δσή (Murray & Witebsky, 

2014). 
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Η δηακάρε ζρεηηθά κε ηελ θπζηνινγηθή χπαξμε «μέλσλ» θπηηάξσλ ζην αλζξψπηλν 

αίκα εθηείλεηαη πίζσ ζηα ηέιε ηεο δεθαεηίαο ηνπ 1960, φπνπ αλαθέξεηαη γηα πξψηε θνξά ε 

πηζαλή παξνπζία κεηαβνιηθά ελεξγψλ βαθηεξίσλ ζην αίκα πγηψλ αλζξψπσλ (Tedeschi et al., 

1969) θαη, ζρεδφλ κηα δεθαεηία αξγφηεξα, δηαπηζηψλεηαη βαθηεξηαθή αλάπηπμε κε ηερληθέο 

θαιιηέξγεηαο ζε αληίζηνηρα δείγκαηα (Domingue & Schlegel, 1977). Σν 2001 εληνπίδεηαη γηα 

πξψηε θνξά βαθηεξηαθφ γελεηηθφ πιηθφ ζην αίκα πγηψλ αηφκσλ κε ηελ κέζνδν PCR (Nikkari 

et al., 2001), θαη έλα ρξφλν κεηά επηηπγράλεηαη ε απεηθφληζε ελφο βαθηεξίνπ κε ηδηαίηεξν 

ζρεκαηηζκφ ζην κηθξνζθφπην (McLaughlin et al., 2002), γεγνλφο πνπ δέρηεθε έληνλε θξηηηθή, 

κε ηνλ ηζρπξηζκφ φηη ζηελ πξαγκαηηθφηεηα ην κηθξνζθφπην δελ παξνπζίαζε ηίπνηα 

πεξηζζφηεξν απφ ζσκαηίδηα πνπ πξνέξρνληαη απφ ηελ απνζχλζεζε εξπζξνθπηηάξσλ (Martel 

et al., 2017; Mitchell et al., 2016).  Μέζα ζηα επφκελα ρξφληα, φπνπ εγθαηαιείπεηαη ζηγά ζηγά 

ε θιαζζηθή κέζνδνο θαιιηέξγεηαο θαη εθαξκφδνληαη φιν θαη πεξηζζφηεξν θαηλνηφκεο 

αλαιπηηθέο ηερλνινγίεο, αθνινπζνχλ δεθάδεο έξεπλεο πνπ εληζρχνπλ ηελ ηδέα ηεο χπαξμεο 

ελφο πγηνχο κηθξνβηψκαηνο ζην αίκα (Castillo et al., 2019), ζηηο νπνίεο εθηφο απφ 

βαθηεξηαθφ, εληνπίδεηαη γελεηηθφ πιηθφ ηψλ (Moustafa et al., 2017), αξραίσλ (Dinakaran et 

al., 2014) θαη κπθήησλ (Panaiotov et al., 2018). Δπηπιένλ, κειέηεο πνπ ραξαθηεξίδνπλ ην 

κηθξνβηαθφ πξνθίι ηνπ αίκαηνο ζε άηνκα κε αζζέλεηα, έρνπλ επίζεο αληρλεχζεη γελεηηθφ 

πιηθφ ζηηο πγηείο νκάδεο ειέγρνπ ηνπο (Q. Li et al., 2018; Qiu et al., 2019). 

Δθηφο απφ ην status quo ηεο ηδενινγίαο ηνπ απνζηεηξσκέλνπ αίκαηνο, κεζνδνινγηθέο 

ηερληθέο έρνπλ παξεκπνδίζεη ηελ έξεπλα ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο. 

Πνιινί κηθξννξγαληζκνί πνπ βξίζθνληαη θπζηθά ζην αλζξψπηλν αίκα κπνξεί ζηελ 

πξαγκαηηθφηεηα λα βξίζθνληαη ζε αδξαλή θαηάζηαζε, κε απνηέιεζκα νη κέζνδνη πνπ 

βαζίδνληαη ζηελ θαιιηέξγεηα απηψλ λα κελ κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ αμηφπηζηα γηα ηελ 

ππνζηήξημε ηεο χπαξμεο ηνπ κηθξνβηψκαηνο (Potgieter et al., 2015). Δπηπιένλ, ε 

ζπγθέληξσζε βαθηεξηαθνχ γελεηηθνχ πιηθνχ ζην αίκα είλαη ηππηθά πνιχ ρακειή, 

πεξηπιέθνληαο έηζη δξακαηηθά ηελ εμαγσγή θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ απηνχ θαηά ηελ εθαξκνγή 

επαίζζεησλ ηερληθψλ, φπσο απηή ηεο PCR θαη ηεο αιιεινχρηζεο (Païssé et al., 2016). 

Παξάιιεια, παξαηεξείηαη κεησκέλε ε εθαξκνγή απζηεξψλ πεηξακαηηθψλ ειέγρσλ ζηηο 

έξεπλεο, φπσο ρξήζε δεηγκάησλ ειέγρνπ (controls), ηα νπνία είλαη απαξαίηεηα θαηά ηε 

κειέηε κηθξνβησκάησλ ρακειήο βηνκάδαο πνπ είλαη επηξξεπή ζε κφιπλζε απφ εμσηεξηθέο 

πεγέο. Σν γεγνλφο απηφ έρεη πξνβιεκαηίζεη πνιχ ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα, δηφηη έξεπλεο 

έρνπλ θέξεη ζην πξνζθήλην ηελ επίδξαζε πνπ αζθνχλ νη επηκνιχλζεηο πνπ πξνέξρνληαη απφ 

αληηδξαζηήξηα θαη εξγαζηαθά πεξηβάιινληα θαηά ηελ εθαξκνγή ηερληθψλ αιιεινχρηζεο. 

Βέβαηα, παξφηη έρνπλ αληρλεπζεί πάλσ απφ 90 δηαθνξεηηθά κηθξφβηα ζε επίπεδν γέλνπο ζε 

αληηδξαζηήξηα απνκφλσζεο DNA θαη πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ πξνο αιιεινχρηζε (Lauder 

et al., 2016; Salter et al., 2014), νη κειέηεο πνπ έρνπλ ζπκπεξηιάβεη δείγκαηα πεηξακαηηθνχ 

ειέγρνπ παξνπζηάδνπλ έληνλεο δηαθνξέο κεηαμχ απηψλ θαη δεηγκάησλ αίκαηνο απφ πγηή 

άηνκα, ηφζν ζηελ πνζφηεηα ηνπ κηθξνβηαθνχ γελεηηθνχ πιηθνχ φζν θαη ζηε κηθξνβηαθή 

ηαμηλνκηθή ζχλζεζε (Dinakaran et al., 2014; Moriyama et al., 2008; Païssé et al., 2016; 

Traykova et al., 2017). Παξφια απηά, επί ηνπ παξφληνο δελ ππάξρεη ζπγθεθξηκέλν θαη 

αμηφπηζην κέζν δηαπίζησζεο γηα ην εάλ ην κηθξνβηαθφ DNA θαη ην RNA πνπ εληνπίδνληαη 

ζην πγηέο αλζξψπηλν αίκα αληηπξνζσπεχνπλ είηε δσληαλά, είηε λεθξά, είηε ελεξγά ή κε 

βαθηήξηα (Castillo et al., 2019). 

Πξνέιεπζε θαη πχιεο εηζφδνπ βαθηεξίσλ ζην αίκα 

Μέρξη ζήκεξα, παξακέλεη ακθηιεγφκελν εάλ ηα βαθηήξηα πνπ βξίζθνληαη ζην αίκα 

εθκεηαιιεχνληαη κηα βηψζηκε νηθνινγηθά ζέζε ή αλ απιψο εγθαζίζηαληαη παξνδηθά ζην 
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αίκα. Οξηζκέλνη εξεπλεηέο πξνηείλνπλ φηη ε παξνπζία βαθηεξίσλ ζην αίκα απνδίδεηαη ζε 

κεγάιν βαζκφ ζηε κεηαηφπηζε ηνπο απφ άιια ζεκεία ηνπ ζψκαηνο (Σρήκα 1.5). Δπίζεο, 

εθφζνλ ε θιεξνλνκηθή κεηάδνζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο είλαη έλα ζρεδφλ θαζνιηθφ θαηλφκελν 

ζην δσηθφ βαζίιεην (Funkhouser & Bordenstein, 2013), φπσο γηα ηνλ αλζξψπηλν εληεξηθφ 

κηθξνβίσκα, έηζη θαη ηα βαθηήξηα ηνπ αίκαηνο ζα κπνξνχζαλ επίζεο λα έρνπλ κεηξηθή 

πξνέιεπζε.  

 
Σρήκα 1.5 Πξνέιεπζε θαη πχιεο εηζφδνπ κηθξνβίσλ ζην αίκα. (Velmurugan et al., 2020) 

Αλ θαη ην εκβξπτθφ θαη ην κεηξηθφ αίκα δελ αλακηγλχεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

θχεζεο, ηα βαθηήξηα ζα κπνξνχζαλ λα απνηθίζνπλ ζην θπθινθνξηθφ ζχζηεκα ηνπ εκβξχνπ 

αθφκε θαη πξηλ ηνλ ηνθεηφ. Η εθαξκνγή ηεο ηερλνινγίαο αιιεινχρηζεο ζε δείγκαηα αίκαηνο 

πγηψλ λενγλψλ πνπ γελλήζεθαλ κε θαηζαξηθή ηνκή θαλέξσζε ηελ έληνλε παξνπζία 

κηθξννξγαληζκψλ, ελψ ζηελ ίδηα έξεπλα πξαγκαηνπνηήζεθε θαη ε απνκφλσζε βαθηεξηαθνχ 

DNA απφ ηνπο νκθάιηνπο ιψξνπο απηψλ ησλ λενγέλλεησλ (Jiménez et al., 2005). Έηζη, ελψ 

πηζηεχεηαη επξέσο φηη ην πξψην εκβφιην ελφο λενγλνχ πξνέξρεηαη απφ ηελ επαθή κε ην 

κηθξνβίσκα ηνπ θφιπνπ, ησλ θνπξάλσλ ή ηνπ δέξκαηνο ηεο κεηέξαο θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ 

ηνθεηνχ θαη φηη απηφ ην κηθξνβίσκα ηνπ βξέθνπο ζηε ζπλέρεηα εκπινπηίδεηαη κέζσ ηνπ 

ζειαζκνχ (Azad et al., 2013; Biasucci et al., 2008; Dominguez-Bello et al., 2010; Penders et 

al., 2006), νξηζκέλα ζηνηρεία ππνδεηθλχνπλ ηελ χπαξμε ελφο εκβξπτθνχ κηθξνβηψκαηνο ζηε 

κήηξα θαη ηνλ εκπινπηηζκφ απηνχ ηνπ αξρηθνχ ζπλφινπ κηθξννξγαληζκψλ κεηά ηε γέλλεζε 

(Romano-Keeler & Weitkamp, 2015). Γηάθνξεο εξεπλεηηθέο νκάδεο έρνπλ πξνηείλεη ηελ 

παξνπζία βαθηεξίσλ ζηνλ πιαθνχληα, ζηνλ ακληαθφ ζάθν, ζηηο εκβξπτθέο κεκβξάλεο θαη ζην 



 

 

34 

 

κεθψλην, επλνψληαο απηή ηελ ππφζεζε (Castillo et al., 2019). Η παξνπζία κηθξννξγαληζκψλ 

ζην αίκα λενγέλλεησλ ζα κπνξνχζε λα πξνέξρεηαη απφ άιια ζεκεία ηνπ ζψκαηνο ηνπ 

εκβξχνπ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο θχεζεο, φπσο ην έληεξν θαη ηελ ζηνκαηηθή θνηιφηεηα. Η 

ππφζεζε απηή ππνζηεξίδεηαη κφλν απφ επξήκαηα πνπ πξαγκαηεχνληαη ηελ κεηαηφπηζε 

βαθηεξίσλ ζην αίκα απφ άιια ζεκεία ηνπ ζψκαηνο κεηά ηελ γέλλα ηνπ αλζξψπνπ, ηα νπνία 

ζα αλαιπζνχλ ζηελ ζπλέρεηα. Δλψ νη κεραληζκνί πνπ εκπιέθνληαη ζηελ επαθφινπζε 

κεηάδνζε βαθηεξίσλ απφ άιια ζεκεία ηνπ ζψκαηνο ζην έκβξπν είλαη άγλσζηνη, κηα πηζαλή 

νδφο εηζφδνπ ησλ βαθηεξίσλ ζην έκβξπν ζα κπνξνχζε λα πεξηιακβάλεη ηελ θαηάπνζε 

ακληαθνχ πγξνχ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θχεζεο (Romano-Keeler & Weitkamp, 2015). 

Μία άιιε πηζαλή πεγή κηθξννξγαληζκψλ ζην αλζξψπηλν αίκα είλαη κέζσ 

κεηαηφπηζεο απφ πεγέο κε εκπινπηηζκέλν κηθξνβίσκα σο απνηέιεζκα ηξαπκαηηζκψλ, 

ινηκψμεσλ θαη ραιάξσζεο θξαγκψλ. Πξάγκαηη, δηάθνξεο κειέηεο έρνπλ θαηαιήμεη ζε 

ζπζρέηηζε ηνπ δηαβήηε (Sato et al., 2014), ηεο θίξξσζεο (Traykova et al., 2017), δηάθνξσλ 

θαξδηαγγεηαθψλ παζήζεσλ (Amar et al., 2013; Dinakaran et al., 2014) θαη αηκαηνινγηθψλ 

δηαηαξαρψλ (Manzo & Bhatt, 2015) κε ηε κεηαηφπηζε βαθηεξίσλ απφ ηελ εληεξηθή νδφ, 

θπξίσο κέζσ ηνπ εληεξηθνχ επηζειηαθνχ βιελλνγφλνπ. Αθφκα θη αλ ε επηζειηαθή κεκβξάλε 

ηνπ εληέξνπ δελ βξίζθεηαη ζε θίλδπλν, άιινη κεραληζκνί ζα κπνξνχζαλ λα δηεπθνιχλνπλ ηελ 

είζνδν ησλ εληεξηθψλ βαθηεξίσλ ζην θπθινθνξηθφ ζχζηεκα. Σα δελδξηηηθά θχηηαξα, ηα 

θπιηθνεηδή θχηηαξα πνπ εθθξίλνπλ εληεξηθή βιέλλα θαη ηα ιεκθνεηδή θχηηαξα πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηνλ εληεξηθφ βιελλνγφλν δξνπλ σο κεηαβηβαζηέο βαθηεξίσλ απφ ην έληεξν 

ζην αίκα ππφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο (Castillo et al., 2019). Αληίζηνηρα, έρεη πξνηαζεί φηη 

βαθηήξηα πνπ πξνέξρνληαη απφ κηθξνβίσκα ηνπ δέξκαηνο (Cogen et al., 2008; Kowarsky et 

al., 2017) θαη ηνπ ζηφκαηνο (Bahrani-Mougeot et al., 2008; Forner et al., 2006) ζα κπνξνχζαλ 

επίζεο λα δηαρένληαη ζην αίκα φηαλ δηαηαξάζζνληαη ηα θξάγκαηα κεηαμχ απηψλ ησλ 

πεξηβαιιφλησλ θαη ηνπ θπθινθνξηθνχ ζπζηήκαηνο. Η ζχγθξηζε δεδνκέλσλ κηθξνβηψκαηνο 

απφ πγηέο αίκα κε δεδνκέλα πνπ πξνέξρνληαη απφ δηάθνξα πγηή ζεκεία ηνπ αλζξψπηλνπ 

ζψκαηνο έδεημε φηη ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο κνηάδεη πνιχ κε ην κηθξνβίσκα ηνπ δέξκαηνο 

θαη ηνπ ζηφκαηνο, ελψ δηαθέξεη νπζηαζηηθά απφ ην εληεξηθφ κηθξνβίσκα (Whittle et al., 

2018). 

Δίλαη πξνθαλέο φηη ε αθξηβήο πξνέιεπζε ηνπ πγηνχο κηθξνβηψκαηνο ηνπ αίκαηνο δελ 

έρεη δηεπθξηληζηεί πιήξσο. Θα κπνξνχζε, ππνζεηηθά, λα πξνέξρεηαη απφ ηε κεηέξα πξηλ απφ 

ηε γέλλεζε ή απφ ηε κεηαηφπηζε κηθξννξγαληζκψλ πνπ πξνέξρνληαη απφ άιιεο πεγέο κεηά ηε 

γέλλεζε θαη θαηά ηε δηάξθεηα ηνπ θαλνληθνχ θχθινπ δσήο ηνπ αλζξψπνπ. Όπσο ην 

αλζξψπηλν εληεξηθφ κηθξνβίσκα, έηζη θαη ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο κπνξεί λα επεξεαζηεί 

απφ ηελ ειηθία, ηηο δηαηξνθηθέο θαη άιιεο θαζεκεξηλέο ζπλήζεηεο (πρ. θάπληζκα), θαη ην 

αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα ηνπ μεληζηή. Δπίζεο, κπνξεί θάιιηζηα λα πεξηιακβάλεη έλα 

πξνζαξκνζηηθφ κηθξννηθνινγηθφ ζχζηεκα πνπ είλαη επηξξεπέο ζε πεξηβαιινληηθέο επηξξνέο 

θαη έθζεζε ζε λέα κηθξνβηαθά είδε (Castillo et al., 2019). 

Βαθηεξηαθή ζχλζεζε ζην πγηέο αίκα 

Παξά ην γεγνλφο φηη ε χπαξμε κηθξνβηψκαηνο ζην αίκα ζε πγηή άηνκα θαίλεηαη λα 

ππνζηεξίδεηαη απφ πξφζθαηεο κειέηεο, ε γλψζε ηεο θπινγελεηηθήο πνηθηινκνξθίαο ησλ 

βαθηεξίσλ ζην αίκα παξακέλεη πεξηνξηζκέλε. ΢ε αληίζεζε κε ηνλ θπξίαξρν βαθηεξηαθφ θχιν 

πνπ παξαηεξείηαη ηππηθά ζην αλζξψπηλν κηθξνβίσκα ηνπ εληέξνπ (δειαδή, Firmicutes θαη 

Bacteroidetes), ην πγηέο αλζξψπηλν κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο θαίλεηαη λα θπξηαξρείηαη απφ 

Proteobacteria, θαη ζηελ ζπλέρεηα απφ Actinobacteria, Firmicutes θαη Bacteroidetes (Σρήκα 

1.6) (Castillo et al., 2019; Panaiotov et al., 2021).  
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Σρήκα 1.6 Γηαγξάκκαηα πίηαο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηε δηαθχκαλζε ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηιφηεηαο 

ζε επίπεδν θχισλ ζην έληεξν θαη ην αίκα πγηψλ αηφκσλ. (Velmurugan et al., 2020) 

Μάιηζηα, κία πξφζθαηε κειέηε, ζηελ νπνία απνκνλψζεθαλ ηα 3 βαζηθά ζηνηρεία 

ηνπ αίκαηνο απφ δείγκαηα πνπ πξνήιζαλ απφ πγηήο αλζξψπνπο, θαλέξσζε κεγάιε 

βαθηεξηαθή πνηθηινκνξθία ζηα εξπζξνθχηηαξα, ελψ πνιχ ιηγφηεξε αληίζηνηρα ζην πιάζκα 

θαη ζηελ ιεπθνθπηηαξηθή ζηνηβάδα, ε νπνία νπζηαζηηθά απνηειεί ην ξεπζηφ πνπ πεξηέρεη 

µεγάιν πνζνζηφ ησλ αηµνπεηαιίσλ θαη ιεπθψλ αηµνζθαηξίσλ (Σρήκα 1.7). Όκσο, 

αμηνζεκείσηεο απνηεινχλ νη πνζνζηηαίεο θαηαλνκέο ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA ζε επίπεδν 

θχισλ ζηα ηξία θιάζκαηα ηνπ αίκαηνο, νη νπνίεο απνθαιχπηνπλ παξφκνηα απνηειέζκαηα. 

΢πγθεθξηκέλα, ηα Proteobacteria παξνπζηάδνληαη θαηά κέζν φξν κεηαμχ 80,4 θαη 87,4% θαη 

ζηα 3 θιάζκαηα, ελψ αθνινπζνχλ ηα Actinobacteria κεηαμχ 6,7 θαη 10,0%, νη Firmicutes 

κεηαμχ 3,0 θαη 6,4% θαη ηα Bacteroidetes κεηαμχ 2,5 θαη 3,4%. ΢ε επίπεδν νκνηαμίαο, ηα 

Fusobacteria θαη ηα Flavobacteria παξαηεξνχληαη ζε κεγάιε αθζνλία, ηα νπνία εληνπίδνληαη 

θπξίσο ζηα εξπζξνθχηηαξα, ελψ επίζεο αλαθέξνληαη πνιιά κέιε ηεο νκνηαμίαο Clostridia 

λα θπξηαξρνχλ ζην πιάζκα (Païssé et al., 2016).  

 

Σρήκα 1.7 Γηαγξάκκαηα πίηαο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηηο κέζεο ζρεηηθέο αλαινγίεο ησλ βαθηεξηαθψλ 

θχισλ ζηα ηξία δηαθνξεηηθά θιάζκαηα ηνπ αίκαηνο: ηελ ιεπθνθπηηαξηθή ζηνηβάδα, ην πιάζκα θαη 

ηα εξπζξνθχηηαξα.(Païssé et al., 2016) 

 

1.1.5 Σπζρέηηζε κηθξνβηώκαηνο θαη ζρηδνθξέληαο 

Η ζρηδνθξέλεηα είλαη κηα ζχλζεηε θαη εηεξνγελήο λεπξνςπρηαηξηθή δηαηαξαρή, ε 

νπνία απνηειεί κηα απφ ηηο πην δχζθνια αληηκεησπίζηκεο ςπρηαηξηθέο λφζνπο. Σα 
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ζπκπηψκαηα πνπ ραξαθηεξίδνπλ ηελ αζζέλεηα θαηεγνξηνπνηνχληαη ζε δχν είδε, ζηα ζεηηθά 

θαη ζηα αξλεηηθά ζπκπηψκαηα αληίζηνηρα (McCutcheon et al., 2020). Σα ζεηηθά ζπκπηψκαηα 

αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ παξακφξθσζε ηεο θπζηνινγηθήο ιεηηνπξγίαο ηνπ εγθεθάινπ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ελδεηθηηθά ησλ παξαιεξεηηθψλ ηδεψλ, ςεπδαηζζήζεσλ θαη 

απνδηνξγαλσκέλσλ ζθέςεσλ θαη νκηιηψλ, ελψ ηα αξλεηηθά ζπκπηψκαηα αλαθέξνληαη ζηε 

κείσζε ή απνπζία θπζηνινγηθψλ ζπκπεξηθνξψλ. Παξαδείγκαηα αξλεηηθψλ ζπκπησκάησλ 

είλαη ε απάζεηα, ε αλεδνλία, ε αινγία θαη ε θνηλσληθή απφζπξζε. Η δηάγλσζε ηεο 

δηαηαξαρήο βαζίδεηαη ζε θιηληθή εθηίκεζε ησλ πξναλαθεξφκελσλ ζπκπησκάησλ, ηα νπνία 

εκθαλίδνληαη ζπλήζσο ζηελ λεαξή ελήιηθε δσή, ελψ ζπρλά κηα πξφδξνκε πεξίνδνο 

πξνεγείηαη ηνπ πξψηνπ ςπρσζηθνχ επεηζνδίνπ. Η ζρηδνθξέλεηα έρεη επηπνιαζκφ πεξίπνπ 1% 

παγθνζκίσο θαη αληηπξνζσπεχεη κηα ηεξάζηηα επηβάξπλζε γηα ηελ  πγεηνλνκηθή πεξίζαιςε, 

κε ην εηήζην ζρεηηθφ θφζηνο ζηηο Ηλσκέλεο Πνιηηείεο λα ππνινγίδεηαη ζε πεξηζζφηεξα απφ 

150 δηζεθαηνκκχξηα δνιάξηα (Cloutier et al., 2016). Η δηαηαξαρή ζρεηίδεηαη επίζεο κε 

κεησκέλν πξνζδφθηκν δσήο, ζπγθεθξηκέλα πεξίπνπ 15 ρξφληα ιηγφηεξα απφ ηνλ γεληθφ 

πιεζπζκφ, ελψ παξάιιεια εθηηκάηαη έλα πνζνζηφ θηλδχλνπ ζαλάηνπ απφ απηνθηνλία ηεο 

ηάμεσο 5-10% θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δσήο ελφο αζζελή (Hjorthøj et al., 2017).  

Η κέζνδνο ζεξαπείαο γηα ηελ αληηκεηψπηζε ηεο ζρηδνθξέλεηαο ζηελ ζεκεξηλή επνρή 

είλαη ε ρνξήγεζε αληηςπρσζηθψλ θαξκάθσλ ζε ζπλδπαζκφ ζπλήζσο κε ςπρηαηξηθή 

παξαθνινχζεζε (McCutcheon et al., 2020). Η βαζηθή ιεηηνπξγία πνιιψλ αληηςπρσζηθψλ 

θαξκάθσλ είλαη λα εκπνδίδνπλ νξηζκέλνπο ππνδνρείο ληνπακίλεο ζηνλ εγθέθαιν, δεδνκέλνπ 

φηη έρεη παξαηεξεζεί κία ζπζρέηηζε κεηαμχ ησλ ςπρσζηθψλ επεηζνδίσλ θαη ηεο απμεκέλεο 

απειεπζέξσζεο ληνπακίλεο. Πξάιιεια, νη ςπρνινγηθέο ζεξαπείεο βνεζνχλ ηνλ αζζελή ζηελ 

αληηκεηψπηζε ηνπ πξνθαηεηιεκκέλνπ γλσζηαθνχ ζρήκαηνο ηεο δηαηαξαρήο ηνπ θαη ζηελ 

επαλεθηίκεζε ησλ ςπρσζηθψλ ζπκπησκάησλ ηνπ. Η ρνξήγεζε θαξκάθσλ θαζψο θαη ε 

ςπρνινγηθή ππνζηήξημε έρνπλ απνδεηρζεί εμαηξεηηθά απνηειεζκαηηθέο κέζνδνη γηα ηελ 

ζεκαληηθή κείσζε εκθάληζεο ζεηηθψλ ζπκπησκάησλ, δειαδή ησλ παξαιεξεκαηηθψλ ηδεψλ 

θαη ςεπδαηζζήζεσλ.  

Ο βαζηθφο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν ε ζρηδνθξέλεηα απνηειεί κία απφ ηηο πην δχζθνια 

αληηκεησπίζηκεο δηαηαξαρέο ηνπ λεπξηθνχ ζπζηήκαηνο είλαη ε έιιεηςε θαηαλφεζεο ηεο αηηίαο 

εκθάληζεο ηεο (McCutcheon et al., 2020). Η πξψηε εξεπλεηηθή πξνζπάζεηα γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ησλ αηηηψλ εθδήισζεο ηεο αζζέλεηαο ήηαλ επηθεληξσκέλε ζηελ κειέηε 

γελεηηθψλ παξαγφλησλ. Σα βαζηθά επξήκαηα ηεο πξνζέγγηζεο απηήο απνηεινχλ ην απμεκέλν 

πνζνζηφ θηλδχλνπ θιεξνλνκηθφηεηαο ηεο δηαηαξαρήο ζηνπο απνγφλνπο (6.5%) θαη νη 

γελεηηθέο παξαιιαγέο, νη νπνίεο ζρεηίδνληαη κε πνιχ απμεκέλν θίλδπλν ζρηδνθξέλεηαο (30-

40%) θαη πεξηιακβάλνπλ ηε δηαγξαθή ή ηνλ δηπιαζηαζκφ ζπγθεθξηκέλσλ ηκεκάησλ ηνπ 

γνληδηψκαηνο. Χζηφζν, ηα πξναλαθεξφκελα δεδνκέλα εξκελεχνπλ έλα πνιχ κηθξφ πνζνζηφ 

πεξηπηψζεσλ ζρηδνθξέλεηαο (4%), νδεγψληαο ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα ζηελ αλαγλψξηζε 

ηνπ ξφινπ κε-γελεηηθψλ παξαγφλησλ. Αλ θαη ε ζρηδνθξέλεηα εκθαλίδεηαη ζπλήζσο ζηελ 

κεηεθεβεία, πνιιά απνδεηθηηθά ζηνηρεία θαλεξψλνπλ φηη ε παζνγέλεηά ηεο μεθηλά πνιχ πην 

λσξίο ζηε λεπξναλάπηπμε. Απηά ηα ζηνηρεία πεξηιακβάλνπλ απμεκέλα πνζνζηά 

πξνγελλεηηθψλ αληημννηήησλ, φπσο νη κεηξηθέο ινηκψμεηο, ν ιηκφο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

εγθπκνζχλεο θαη νη καηεπηηθέο επηπινθέο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ πξφσξνπ ηνθεηνχ θαη 

ηεο πξνεθιακςίαο. Τπάξρνπλ επίζεο ζηνηρεία πνπ ζπλάδνπλ κε ηελ δηαηαξαγκέλε πξψηκε 

λεπξναλάπηπμε, φπσο ε αιινησκέλε αλάπηπμε θαη νη ήπηεο γλσζηηθέο θαη θηλεηηθέο βιάβεο 

ζηελ παηδηθή ειηθία. Παξφιν πνπ ηα δεδνκέλα απηά δελ δίλνπλ αθξηβήο απάληεζε ζε φηη 

αθνξά γηα ηελ βαζηθή αηηία ηα ζρηδνθξέλεηαο, ε ζπλνιηθή εηθφλα ππνδεηθλχεη φηη νη πξψηκνη 
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πεξηβαιινληηθνί παξάγνληεο, ζε ζπλδπαζκφ, ελδερνκέλσο, κε απηψλ ησλ γελεηηθψλ, κπνξνχλ 

λα δηαηαξάμνπλ ηελ αλάπηπμε ηνπ εγθεθάινπ. 

Με ηελ αλεξρφκελε ζεσξία ηνπ άμνλα εγθεθάινπ-εληέξνπ θαη ηνλ θξίζηκν ξφιν ηνπ 

αλζξψπηλνπ κηθξνβηψκαηνο, ηα ηειεπηαία 20 ρξφληα ε επηζηεκνληθή θνηλφηεηα ζηξέθεη ηελ 

πξνζνρή ηεο ζηελ ζπζρέηηζε ηεο ζρηδνθξέλεηαο θαη ηνπ κηθξνβηψκαηνο, κε έκθαζε απηφ ηνπ 

εληέξνπ (Munawar et al., 2021). Σα επξήκαηα απηήο ηεο ζπζρέηηζεο έρνπλ θαλεξψζεη ηηο 

παξαιιαγέο ζηελ ζχλζεζε θαη ζηελ ιεηηνπξγία ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ αζζελψλ κε 

ζρηδνθξέλεηα ζε ζχγθξηζε κε απηφ πγεηψλ, νη νπνίεο δηαθνξνπνηνχλ αληίζηνηρα ηελ 

επηθνηλσλία κεηαμχ εληέξνπ θαη εγθεθάινπ κέζσ ηνπ άμνλα εγθεθάινπ-εληέξν (Σρήκα 1.8). 

Μειέηεο ζε πεηξακαηφδσα, έρνπλ δείμεη φηη ην κηθξνβίσκα ηνπ εληέξνπ είλαη δσηηθήο 

ζεκαζίαο γηα ηελ αλάπηπμε θαη ιεηηνπξγία ησλ λεπξηθψλ, αλνζνινγηθψλ θαη ελδνθξηληθψλ 

ζπζηεκάησλ, ηα νπνία ζπρλά εκθαλίδνπλ δπζιεηηνπξγίεο ζε αζζελείο κε ζρηδνθξέλεηα. 

Μάιηζηα, κία αλάιπζε ηνπ βαθηεξηαθνχ πξνθίι ηνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο ζε δείγκαηα 

απφ θφπξαλα 58 ζρηδνθξελψλ, ζηνπο νπνίνπο είρε ρνξεγεζεί έλα ή πεξηζζφηεξα 

αληηςπρσζηθά θάξκαθα, πέληε αζζελψλ ρσξίο θακία θαξκαθεπηηθή αγσγή θαη 69 πγηψλ, 

ππέδεημε φηη ην κηθξνβίσκα κπνξεί λα κεηαβάιεη ηε λεπξηθή βηνρεκεία θαη ηε λεπξηθή 

ιεηηνπξγία κε ηξφπνπο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ παζνθπζηνινγία ηεο ζρηδνθξέλεηαο (Zheng et 

al., 2019).  

 

Σρήκα 1.8 Σα ζπκπηψκαηα, νη εκπιεθφκελνη παξάγνληεο θαη νη ηξέρνπζεο ζεξαπείεο ζηε 

ζρηδνθξέλεηα. Ο ζπλδπαζκφο γελεηηθψλ, πεξηβαιινληηθψλ παξαγφλησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ 

κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ, έρεη σο απνηέιεζκα ηελ εθδήισζε ηεο λφζνπ. Η ζρηδνθξέλεηα 

πεξηιακβάλεη πνηθίια ζπκπηψκαηα κε πεξηνξηζκέλεο ζεξαπεπηηθέο επηινγέο. ΢ηελ αξηζηεξή πιεπξά 

ηνπ ζρήκαηνο, ηα ζπκπαγή βέιε ππνδεηθλχνπλ ηελ πηζαλή αηηία ηεο ζρηδνθξέλεηαο θαη ηα 

δηαθεθνκκέλα βέιε αληηπξνζσπεχνπλ ηελ ακθίδξνκε ζρέζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ εληέξνπ ηφζν ζε 

πγηέο εληεξηθφ κηθξνβίσκα φζν θαη ζε θαηάζηαζε δπζβίσζεο. (Munawar et al., 2021) 

Παξφια απηά, ηα απνηειέζκαηα ελφο ζεκαληηθνχ αξηζκνχ εξεπλψλ πάλσ ζηελ 

ζρηδνθξέλεηα σο πξνο ηελ βαθηεξηαθή ζχλζεζε ηνπ εληέξνπ είλαη αληηθξνπφκελα 

(Szeligowski et al., 2020). ΢ε επίπεδν θχισλ, ηα Proteobacteria θαη ηα Firmicutes βξέζεθαλ 

ηφζν ζεκαληηθά απμεκέλα φζν θαη κεησκέλα ζηε ζρηδνθξέλεηα, έλα θαηλφκελν πνπ 

παξνπζηάδεηαη θαη ζηα βαθηήξηα ηεο νκνηαμίαο Clostridia. Ίζσο έλα απφ ηα ζηαζεξά 

επξήκαηα είλαη κηα ζεκαληηθή αχμεζε ησλ Lactobacilli ζηε ζρηδνθξέλεηα θαη ζε άηνκα κε 

απμεκέλν θίλδπλν ζρηδνθξέλεηαο, ε νπνία ζπζρεηίζηεθε αθφκε θαη κε ηε ζνβαξφηεηα ησλ 
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ζπκπησκάησλ. Βέβαηα, ην γεγνλφο απηφ έρεη κπεξδέςεη ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα, 

δεδνκέλνπ φηη νη γαιαθηνβάθηιινη είλαη θνηλά ζπζηαηηθά ησλ πξνβηνηηθψλ θαη ζεσξείηαη φηη 

πξνζθέξνπλ ζεκαληηθφ φθεινο ζηελ ςπρηθή πγεία. Δπηπιένλ, ζεκαληηθή εχξεζε απνηειεί ε 

αχμεζε ησλ Firmicutes θαη ε κείσζε Bacteroidetes ζε εληεξηθφ κηθξνβίσκα πεηξακαηφδσσλ 

θαη αλζξψπσλ κεηά απφ ηελ ρνξήγεζε αληηςπρσζηθψλ θαξκάθσλ. Δμεξεπλψληαο θαη άιια 

ζεκεία ηνπ ζψκαηνο, κέζσ ηεο ζχγθξηζεο ηνπ κηθξνβηψκαηνο απφ ηνλ ζηνκαηνθάξπγγα 

κεηαμχ αζζελψλ κε ζρηδνθξέλεηα θαη πγηψλ αηφκσλ, δηαπηζηψζεθε ζηνπο αζζελείο απμεκέλε 

ζπγθέληξσζε γαιαθηνβαθίιισλ, έλα θαηλφκελν πνπ ζπλάδεη κε απηφ ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ 

εληέξνπ. 

Έλα απφ ηα πην ραξαθηεξηζηηθά θαηλφκελα ηεο δπζβίσζεο ηνπ άμνλα εληέξνπ-

εγθεθάινπ απνηειεί ε βαθηεξηαθή κεηαηφπηζε ηεο κηθξνρισξίδαο απφ ην έληεξν ζην 

θπθινθνξηθφ ζχζηεκα (Munawar et al., 2021). ΢πγθεθξηκέλα, ζε κειέηεο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη δσηθά κνληέια, ε αιινησκέλε κηθξνβηαθή πνηθηινκνξθία ηνπ εληέξνπ 

(δπζβίσζε ηνπ εληέξνπ) έρεη ζπζρεηηζηεί έληνλα κε ηελ απμεκέλε δηαπεξαηφηεηα ηνπ 

θξαγκνχ ηνπ εληέξνπ (δηαξξένλ έληεξν – leaky gut) θαη ηε κεηαηφπηζε βαθηεξηαθψλ 

αληηγφλσλ φπσο νη ιηπνπνιπζαθραξίηεο ελδνηνμίλεο (LPS) ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο, ε 

νπνία είλαη γλσζηή σο «ελδνηνμαηκία». Η κηθξνβηαθή κεηαηφπηζε έρεη σο απνηέιεζκα 

λεπξνινγηθή απφπησζε, πηζαλψο νδεγψληαο ζε αλνζνδηακεζνιαβνχκελε αλάπηπμε 

ζρηδνθξέλεηαο. Δπηπιένλ, νη LPS πξνθαινχλ απηναλνζία ζηνπο πεξηθεξεηαθνχο κεραληζκνχο 

αλνρήο. Απηνί νη κεραληζκνί είλαη ηα ζεκεία ειέγρνπ γηα ηε ξχζκηζε ησλ Σ-θπηηάξσλ θαη ηεο 

αλνζνθαηαζηνιήο πνπ πξνθαιείηαη απφ απηά. Με ηελ παξνπζία ηέηνησλ κεηαβνιηηψλ, ν 

αηκαηνεγθεθαιηθφο θξαγκφο (BBB) πηζαλψο θαηαζηξέθεηαη, κε απνηέιεζκα λα 

παξνπζηάδεηαη λεπξνθιεγκνλή. 

Δλψ ππάξρνπλ έληνλεο ελδείμεηο φηη ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο παίδεη ζεκαληηθφ 

ξφιν θαη ελδερνκέλσο είλαη ν ζπλδεηηθφο θξίθνο ηνπ άμνλα εγθεθάινπ-εληέξνπ, ν αξηζκφο 

εξεπλψλ πνπ ζρεηίδνπλ ην κηθξνβηαθφ πξνθίι ηνπ αίκαηνο κε ηελ ζρηδνθξέλεηα είλαη 

δξακαηηθά κηθξφο. Απφ απηέο ηηο κειέηεο, αμηνζεκείσην απνηειεί ην εχξεκα ηνπ απμεκέλνπ 

δείθηε βαθηεξηαθήο κεηαηφπηζεο CD14 ζην πιάζκα ζηα άηνκα κε ζρηδνθξέλεηα ζε ζχγθξηζε 

κε πγηή άηνκα (Severance et al., 2013). Δπηπιένλ, κία αλάιπζε ηεο κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο 

ζε νιηθφ αίκα, έδεημε απμεκέλε κηθξνβηαθή πνηθηινκνξθία ζηε ζρηδνθξέλεηα, γεγνλφο πνπ 

κπνξεί λα απνηειεί θνκκάηη ηεο αηηηνινγίαο ηεο αζζέλεηαο, ή έλα δεπηεξνγελέο επαθφινπζν 

ηεο θαηάζηαζεο ηεο αζζέλεηαο (Olde Loohuis et al., 2018). ΢πγθεθξηκέλα, παξαηεξήζεθαλ 

δχν θαηεγνξίεο βαθηεξίσλ, νη Planctomycetes θαη ηα Thermotogae, ηα νπνία ήηαλ παξφληα 

ζε ζεκαληηθά πεξηζζφηεξα δείγκαηα ζρηδνθξέλεηαο ζε ζχγθξηζε κε ηηο άιιεο εμεηαδφκελεο 

νκάδεο αηφκσλ (πάζρνληεο δηπνιηθήο δηαηαξαρήο, ακπαηξνθηθήο πιεπξηθήο ζθιήξπλζεο 

θαζψο θαη πγηή άηνκα). ΢ηελ ίδηα κειέηε, παξαηεξήζεθε αληίζηξνθε ζπζρέηηζε κεηαμχ ηεο 

απμεκέλεο κηθξνβηαθήο πνηθηινκνξθίαο θαη ηνπ πιεζπζκνχ ησλ Σ-θπηηάξσλ ζηελ νκάδα 

ειέγρνπ, έλα εχξεκα ην νπνίν κπνξεί λα ζπλδέεηαη κε ηε ζπζρέηηζε ηνπ αλνζνπνηεηηθνχ 

ζπζηήκαηνο κε ην κηθξνβίσκα ζην αίκα φπσο έρεη πξναλαθεξζεί.  

΢πλεπψο, είλαη πξνθαλήο ε αλάγθε πεξαηηέξσ εμέηαζεο θαη αλάιπζεο ηεο 

ζπζρέηηζεο ηνπ κηθξνβηψκαηνο ζην αίκα θαη ηεο ζρηδνθξέλεηαο, φρη κφλν γηα ηελ θαιχηεξε 

θαηαλφεζε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ άμνλα εγθεθάινπ-εληέξνπ ζηελ λφζν, αιιά θαη ηελ 

ελδερνκέλσο αλαθάιπςε ελφο βηνδείθηε ζην αίκα πνπ ζπζρεηίδεηαη κε ηελ εκθάληζε απηήο 

ηεο λεπξηθήο δηαηαξαρήο. Μία ηέηνηα αλαθάιπςε ζα ήηαλ κεγάιεο αμίαο, δηφηη ηα πην 

αμηνπνηήζηκα κνληέια γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ βηνδεηθηψλ θαη γηα ηε κειέηε ησλ 

αληηδξάζεσλ θαξκαθναπφθξηζεο in vitro είλαη ηα πεξηθεξηθά δείγκαηα αίκαηνο, θαζψο έρνπλ 
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παξαηεξεζεί κεηαβνιέο πνπ αθνξνχλ ην θεληξηθφ λεπξηθφ ζχζηεκα λα αληαλαθιψληαη ζην 

αίκα (Reay et al., 2022). Δπίζεο, έρεη εληνπηζηεί έλαο κεγάινο αξηζκφο γνληδίσλ πνπ 

εθθξάδνληαη ηφζν ζην αίκα φζν θαη ζηνλ πξνκεησπηαίν θινηφ ηνπ εγθεθάινπ, ελψ, 

παξάιιεια, έρεη απνδεηρζεί φηη πεξίπνπ ηα κηζά απφ ηα γνλίδηα πνπ έρνπλ ζπζρεηηζηεί κε ηε 

ζρηδνθξέλεηα εθθξάδνληαη θαη ζην αίκα (Wagh et al., 2021). Δπηπιένλ, ηα θχηηαξα ηνπ 

αίκαηνο είλαη θαζηεξσκέλν θπηηαξηθφ κνληέιν ζηηο ςπρηαηξηθέο αζζέλεηεο, επεηδή 

παξνπζηάδνπλ νκνηφηεηεο κε ηα θχηηαξα ηνπ εγθεθάινπ (π.ρ. πξσηέσκα, νξκνλνινγηθέο 

νκνηφηεηεο, ζεκαηνδφηηθά κνλνπάηηα) θαη έρνπλ ηα πιενλεθηήκαηα ηεο εχθνιεο 

πξνζβαζηκφηεηαο θαη θαιιηέξγεηαο, ζε αληίζεζε κε ηελ βηνςία εγθέθαινπ δσληαλψλ 

αζζελψλ (Reay et al., 2022). Άξα, ε ζπιινγή πιεξνθνξηψλ πνπ ζπζρεηίδνπλ ην αίκα κε ηελ 

ζρηδνθξέλεηα, φπσο ην κηθξνβηαθφ ηνπο θνξηίν θαη δηάθνξεο πεξηερφκελεο πξσηεΐλεο, κπνξεί 

λα απνδεηρηεί ρξήζηκε γηα ηελ εμαγσγή κνξηαθψλ ππνγξαθψλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ 

ζπγθεθξηκέλν ηχπν αζζέλεηαο, ή πνπ ζρεηίδνληαη κε ηηο δηαθνξνπνηήζεηο ζηελ απφθξηζε 

αληηςπρσζηθνχ θαξκάθνπ. 

 

1.2 Μεηαγνληδησκαηηθή 

1.2.1 Δηζαγσγή 

Δίλαη επξέσο απνδεθηφ φηη ε κηθξνβηαθή πνηθηινκνξθία είλαη ηεξάζηηα. H 

ζπληξηπηηθή πιεηνλφηεηα απηψλ ησλ νξγαληζκψλ, πεξίπνπ ην 99%, δελ κπνξνχλ εχθνια λα 

θαιιηεξγεζνχλ θαη επνκέλσο δελ κπνξνχλ λα κειεηεζνχλ ρξεζηκνπνηψληαο παξαδνζηαθέο 

πξνζεγγίζεηο. Η θαηαλφεζε νξηζκέλσλ βαζηθψλ αξρψλ ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο, αξρέο πνπ 

δηέπνπλ ηηο δξαζηεξηφηεηεο φισλ ησλ θπηηάξσλ αλεμαξηήησο ηνπ ηνκέα ζηνλ νπνίν αλήθνπλ, 

απνηειεί αλαγθαία πξνυπφζεζε πξνθεηκέλνπ λα κειεηεζεί επηηπρψο έλα κηθξνβίσκα.  

Η θάζε βηνινγηθή ιεηηνπξγία ελφο δσληαλνχ νξγαληζκνχ (κνλνθχηηαξνπ ή 

πνιπθχηηαξνπ, πξνθαξπσηηθνχ ε επθαξπσηηθνχ) θαζνξίδεηαη απφ ηελ γελεηηθή πιεξνθνξία, 

δειαδή απφ έλα πιήζνο «νδεγηψλ», ην νπνίν είλαη απνζεθεπκέλν κέζα ζην θχηηαξν πνπ ηνλ 

αξπαηίδεη. Η ιεηηνπξγηθή κνλάδα ηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο είλαη ην γνλίδην, θαη ηα γνλίδηα 

απνηεινχλ κέξε ρξσκνζσκάησλ ή άιισλ κεγάισλ κνξίσλ, γλσζηά σο γελεηηθά ζηνηρεία. Σν 

ζπλνιηθφ άζξνηζκα ησλ γελεηηθψλ ζηνηρείσλ πνπ θαζνξίδεη έλαλ νξγαληζκφ νλνκάδεηαη 

γελεηηθφ πιηθφ ή γνληδίσκα. Η γελεηηθή πιεξνθνξία είλαη ελζσκαησκέλε ζε βηνινγηθά 

καθξνκφξηα , ην δενμπξηβνλνπθιετθφ νμχ (DeoxyriboNucleic Acid - DNA) θαη ην 

ξηβνλνπθιετθφ νμχ (RiboNucleic Acid - RNA), φπνπ ην DNA κεηαθέξεη ην γελεηηθφ 

πξνζρέδην ηνπ θπηηάξνπ ελψ ην RNA, πνπ παξάγεηαη ζην ζηάδην ηεο κεηαγξαθήο, θέξεη έλα 

αληίγξαθν απηνχ ηνπ πξνζρέδηνπ. Μηα ζπγθεθξηκέλε κνξθή RNA, πνπ νλνκάδεηαη 

αγγειηαθφξν RNA ή mRNA, κεηαηξέπεηαη θαηά ηελ δηαδηθαζία ηεο κεηάθξαζεο ζε 

θαζνξηζκέλεο αιιεινπρίεο ακηλνμέσλ, ηηο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο απνηεινχλ ηα δνκηθά κέξε 

θαη ιεηηνπξγηθά ζηνηρεία ηνπ θπηηάξνπ. ΢πιινγηθά, ηα λνπθιετθά νμέα (DNA θαη RNA) θαη 

νη πξσηεΐλεο νλνκάδνληαη πιεξνθνξηθά καθξνκφξηα, θαη απνηεινχλ φια ηα ραξαθηεξηζηηθά 

πνπ θαζηζηνχλ έλα θχηηαξν ηθαλφ λα επηβηψλεη ζην πεξηβάιινλ ηνπ. Η επηβίσζε κπνξεί λα 

πεξηιακβάλεη απφ ηελ ζχλζεζε κεκνλσκέλσλ ρεκηθψλ ελψζεσλ πνπ ρξεηάδεηαη ην ίδην ην 

θχηηαξν έσο ηελ νξγάλσζε πνιχπινθσλ δηθηχσλ αιιειεπίδξαζεο ησλ ελψζεσλ απηψλ, ηα 

νπνία ελεξγνπνηνχληαη γηα ηελ εχξπζκε θπηηαξηθή ιεηηνπξγία, ηελ απφθξηζή ζε εμσηεξηθά 

εξεζίζκαηα θαη ηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ (Madigan et al., 2021). 
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Η νιηθή απνθξππηνγξάθεζε ησλ κνξίσλ πνπ απνηεινχλ έλα θχηηαξν, ηζηφ ή 

νξγαληζκφ επηηπγράλεηαη κε ηελ εθαξκνγή «-νκηθψλ» ηερλνινγηψλ, νη νπνίεο απνζθνπνχλ 

θπξίσο ζηελ θαζνιηθή αλίρλεπζε γνληδίσλ, mRNA, πξσηετλψλ θαη κεηαβνιηηψλ ελφο 

κεκνλσκέλνπ νξγαληζκνχ. Αληίζηνηρα, νη ηερλνινγίεο πνπ ζηνρεχνπλ ηελ δηεμνδηθή κειέηε 

ησλ πξναλαθεξφκελσλ κνξίσλ νλνκάδνληαη γελσκηθή, κεηαγξαθσκηθή, πξσηεσκηθή θαη 

κεηαβνινκηθή. ΢πλεπψο, ηα ζεκέιηα ησλ «-νκηθψλ» ηερλνινγηψλ ππάγνληαη ζηελ κειέηε ησλ 

δηαδνρηθψλ αιιεινπρηψλ ησλ αδσηνχρσλ βάζεσλ ζηα λνπθιετθά νμέα θαη ησλ ακηλνμέσλ 

ζηηο πξσηεΐλεο, δειαδή ησλ ραξαθηεξηζηηθψλ πνπ ειέγρνπλ ηελ δνκή θαη ιεηηνπξγία ελφο 

θπηηάξνπ. Όκσο, ην βαζηθφ πφξηζκα ηεο ξνήο ηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο είλαη φηη ηα 

ραξαθηεξηζηηθά απηά εμαξηψληαη απνθιεηζηηθά απφ ην γνληδίσκα ηνπ θπηηαξηθνχ 

νξγαληζκνχ, θαζηζηψληαο, έηζη, ηνλ θιάδν ηεο γελσκηθήο κία χςηζηεο ζεκαζίαο ηερλνινγία 

γηα ηελ θαηαλφεζε ηεο ηαπηφηεηαο, ιεηηνπξγίαο θαη εμειηθηηθήο πνξείαο ελφο νξγαληζκνχ. 

΢πγθεθξηκέλα, ε γελσκηθή, ή αιιηψο γνληδησκαηηθή, νξίδεηαη σο ε αλάιπζε ηνπ 

γνληδηψκαηνο ή ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ ελφο δσληαλνχ νξγαληζκνχ. Η επέθηαζε ηνπ 

νξηζκνχ απηνχ ζε έλαλ κηθξνβηαθφ πιεζπζκφ νλνκάδεηαη κεηαγελσκηθή (metagenomics) ή 

αιιηψο κεηαγνληδησκαηηθή, θαη αλαθέξεηαη ζηε κειέηε ηνπ ζχλνιν ησλ γνληδησκάησλ ή 

ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ δηαθνξεηηθψλ κηθξννξγαληζκψλ, αλεμαξηήησο κε ην αλ βξίζθνληαη 

ζε αθζνλία κέζα ζην εμεηαδφκελν δείγκα ή φρη.  Αληίζηνηρα, ε κεηαγνληδησκαηηθή πξνζθέξεη 

ηελ δπλαηφηεηα αλάιπζεο ηνπ DNA ησλ κηθξνβηαθψλ πιεζπζκψλ ελφο κηθξνβηψκαηνο, 

ιακβάλνληαο ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηελ ηαπηφηεηα, ηελ αθζνλία θαη ηελ γελεηηθή 

πιεξνθνξία ησλ νξγαληζκψλ πνπ πεξηέρεη. Η κεηαγνληδησκαηηθή κειέηε ελφο κηθξνβηψκαηνο 

επηηπγράλεηαη κε ηελ πιήξε απνθσδηθνπνίεζε ηνπ κεηαγνληδηψκαηφο ηνπ, δειαδή ηελ 

θαηαγξαθή ηεο αιιεινπρίαο θαη ησλ γνληδίσλ πνπ πεξηέρεη, κία δηαδηθαζία πνπ νλνκάδεηαη 

αιιεινχρηζε. 

Η κεηαγνληδησκαηηθή πεξηιακβάλεη φιν ην θάζκα ηερληθψλ θαη ηερλνινγηψλ πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλάιπζε ηνπ ζπλνιηθνχ γνληδησκαηηθνχ πεξηερνκέλνπ, ή αιιηψο 

κεηαγνληδηψκαηνο, ησλ κηθξννξγαληζκψλ πνπ δνπλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν πεξηβάιινλ, ρσξίο 

ηελ θαιιηέξγεηα απηψλ (Madigan et al., 2021). Οη ηερληθέο απηέο, πνπ πξνέξρνληαη απφ κία 

πιεζψξα δηαθνξεηηθψλ επηζηεκνληθψλ ηνκέσλ φπσο ε ρεκεία, ε ζπλζεηηθή βηνινγία, ε 

βηνηερλνινγία θαη ε βηνπιεξνθνξηθή, έρνπλ γλσξίζεη ξαγδαία εμέιημε ηα ηειεπηαία ρξφληα 

θαη νη εθαξκνγέο ηνπο πιεζαίλνπλ ηφζν ζηελ βηνκεραλία (Coughlan et al., 2015) φζν θαη 

ζηνπο θιάδνπο πγείαο (Chiu & Miller, 2019). Η θηλεηήξηα δχλακε πίζσ απφ απηήλ ηελ 

εμέιημε είλαη ε αλάπηπμε θαηλνχξησλ ηερλνινγηψλ γνληδηαθήο αιιεινχρηζεο (αιιεινχρηζε 

λέαο γεληάο - next generation sequencing) νη νπνίεο επηηξέπνπλ ηελ ςεθηαθή θαηαγξαθή ησλ 

γελεηηθψλ πιεξνθνξηψλ κε πνιχ κεγαιχηεξε απφδνζε απφ φηη ζην παξειζφλ. Σαπηφρξνλα, 

ιφγνπ ηνπ ππεξαπμεκέλνπ φγθνπ δεδνκέλσλ πνπ παξάγνπλ απηέο νη ηερλνινγίεο θαη ηεο 

αλαγθαίαο ππνινγηζηηθήο αλάιπζεο απηψλ, έρνπλ αλαπηπρζεί θαη δηαδνζεί δηάθνξα 

βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία, ηα νπνία πξνζθέξνπλ ππνινγηζηηθά θαη ζηαηηζηηθά κνληέια κε 

ζθνπφ ηελ κειέηε κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ (Almeida & De Martinis, 2019). 

 

1.2.2 Μεζνδνινγίεο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινύρηζεο 

Oη πξνζεγγίζεηο ηεο κεηαγνληδησκαηηθήο ηαμηλνκνχληαη ζε δχν νκάδεο - ζηελ νιηθή 

κεηαγνληδησκαηηθή θαη ζηελ ζηνρεπκέλε κεηαγνληδησκαηηθή, νη νπνίεο βαζίδνληαη ζε 

ζηξαηεγηθέο ηπραίαο θαη επηιεθηηθήο αιιεινχρηζεο, αληίζηνηρα (Σρήκα 1.9). Ο φξνο νιηθή 

κεηαγνληδησκαηηθή αλαθέξεηαη θπξίσο ζηελ καδηθή αιιεινχρηζε κεηαγνληδησκάησλ 

(shotgun metagenomics), ελψ ε ζηνρεπκέλε κεηαγνληδησκαηηθή αλαθέξεηαη ζηελ 
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αιιεινχρηζε κεκνλσκέλσλ γνληδίσλ ή ραξαθηεξηζηηθψλ αιιεινπρηψλ (amplicon 

metagenomics) γηα θάζε είδνο κηθξννξγαληζκνχ πνπ εκπεξηέρεηαη ζην εμεηαδφκελν δείγκα 

(Bharti & Grimm, 2021). Καη νη δχν πξνζεγγίζεηο απνηεινχλ ηερληθέο κειέηεο 

κηθξνβησκάησλ, νη νπνίεο βνεζνχλ ζηνλ πνηνηηθφ θαη πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ κηθξννξγαληζκψλ ζε ηέηνηεο θνηλφηεηεο, μεπεξλψληαο ηελ αλάγθε ηεο 

απνκφλσζεο θαη θαιιηέξγεηαο απηψλ. Παξφια απηά, ε θάζε πξνζέγγηζε έρεη ηα δηθά ηεο 

πξνηεξήκαηα, ελψ παξάιιεια θαη νη δχν έρνπλ ηδηαηηεξφηεηεο, νη νπνίεο παίδνπλ πνιχ 

κεγάιν ξφιν ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα ηεο εθάζηνηε αλάιπζεο. 

 

Σρήκα 1.9 Η δηαθνξά κεηαμχ ηεο καδηθήο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο θαη ζηνρεπκέλεο 

κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίνπ. (Α) Έμη γνληδηψκαηα, εκθαληδφκελα κε δηαθνξεηηθά 

ρξψκαηα, πξνέξρνληαη απφ 6 δηαθνξεηηθνχο κηθξννξγαληζκνχο. Σα 5 απφ απηά (1 θαη 3 -6) πεξηέρνπλ 

κία θνηλή πεξηνρή ζηελ αξηζηεξή πιεπξά, εηθνληδφκελε κε κία θφθθηλε ηειεία, εθ ησλ νπνίσλ ηα 4 

απφ απηά παξέρνπλ θαη κία αθφκα θνηλή πεξηνρή ζηελ δεμηά πιεπξά, εηθνληδφκελε κ ε θίηξηλε ηειεία. 

(Β) ΢ηελ καδηθή κεηαγνληδησκαηηθή αιιεινχρηζε, πξνθχπηνπλ ζξαχζκαηα αιιεινπρηψλ απφ ηα 6 

γνληδηψκαηα κε ηπραίν κνηίβν. (C) Σα ζξαχζκαηα αιιεινπρηψλ ηεο ζηνρεπκέλεο 

κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο πεξηνρέο ησ λ γνληδησκάησλ πνπ 

νξηνζεηνχληαη απφ έλα ζπληεξεκέλν αξηζηεξφ θαη δεμηφ  κνηίβν (θφθθηλεο θαη θίηξηλεο ηειείεο).  

(Sekse et al., 2017) 

 

1.2.2.1 Shotgun metagenomics 

΢ηελ κέζνδν καδηθήο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο, ην DNA εμάγεηαη απφ φια 

ηα θχηηαξα πνπ εκπεξηέρνληαη ζην εμεηαδφκελν δείγκα, ηεκαρίδεηαη ζε κηθξά ζξαχζκαηα, ηα 

νπνία είηε εληζρχνληαη κε ηελ κέζνδν PCR, ή εηζάγνληαη θαηεπζείαλ ζε κεράλεκα 

αιιεινχρηζεο. Με απηφλ ηνλ ηξφπν, θαηαγξάθεηαη φιν ην κεηαγνληδίσκα, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ελδερνκέλσο θαη ην γνληδηψκαηνο ηνπ μεληζηή, παξέρνληαο γελεηηθέο 

πιεξνθνξίεο πνπ αθνξνχλ ηνπο γνληδησκαηηθνχο δεζκνχο κεηαμχ ιεηηνπξγίαο θαη 

θπινγέλεζεο ησλ θαιιηεξγεζίκσλ θαη κε νξγαληζκψλ, ην εμειηθηηθφ πξνθίι ηεο ιεηηνπξγίαο 

θαη δνκήο ηεο ζπλνιηθήο θνηλφηεηαο, θαζψο θαη ηνπο δπλεηηθά λένπο βηνθαηαιχηεο ή έλδπκα 

(Bharti & Grimm, 2021). Οη πιεξνθνξίεο απηέο κπνξνχλ επίζεο λα ζπκπιεξσζνχλ κε κέηα-

κεηαγξαθηθέο ή κεηα-πξσηεσκηθέο πξνζεγγίζεηο γηα ηελ πεξηγξαθή εθθξαδφκελσλ 

ιεηηνπξγηψλ. Η κεηαγνληδησκαηηθή απνηειεί, επίζεο, έλα ηζρπξφ εξγαιείν γηα ηε δεκηνπξγία 

λέσλ ππνζέζεσλ ηεο κηθξνβηαθήο ιεηηνπξγίαο ή γηα ηνλ εληνπηζκφ εκπιεθφκελσλ 
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κεηαβνιηθψλ κηθξνβηαθψλ ιεηηνπξγηψλ (Thomas et al., 2012). Παξά απηά ηα πιενλεθηήκαηα, 

ηα δεδνκέλα κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο παξνπζηάδνπλ αξθεηέο πξνθιήζεηο, κε ηηο 

βαζηθφηεξεο λα απνηεινχλ ην κεγάιν θφζηνο ηεο κεζφδνπ θαη ε εθηεηακέλε αλάιπζε ησλ 

παξαγφκελσλ δεδνκέλσλ (Ranjan et al., 2016). 

1.2.2.2 Amplicon metagenomics 

΢ηελ κέζνδν ηεο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ, εμάγεηαη φιν ην 

DNA ηνπ εμεηαδφκελνπ δείγκαηνο θαη εληζρχεηαη ε ζηνρεπφκελε πεξηνρή αιιεινπρίαο κε ηελ 

κέζνδν PCR ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο θαηάιιεινπο εθθηλεηέο (Liu et al., 2021), ΢ηελ ζπλέρεηα, 

ηα παξαγφκελα ακπιηθφληα πξνεπεμεξγάδνληαη θαηάιιεια γηα ηελ αιιεινχρηζή ηνπο ζε 

πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο. ΢πλήζσο, ε ζηνρεπφκελε πεξηνρή αιιεινπρίαο απνηειεί πεξηνρή 

γλσζηνχ γνληδίνπ, ηνπ νπνίνπ ην πεξηερφκελν απνηειείηαη απφ πνιιαπιέο ζπληεξεκέλεο θαη 

κεηαβιεηέο πεξηνρέο αιιεινπρηψλ κεηαμχ ησλ κηθξνβηαθψλ εηδψλ. ΢πλεπψο, ε αιιεινχρηζε 

κίαο πεξηνρήο πνπ πεξηέρεη ζπληεξεκέλεο θαη κεηαβιεηέο αιιεινπρίεο παξέρεη εμαηξεηηθφ 

γελεηηθφ πιηθφ γηα ηαμηλνκηθφ θαη θπινγελεηηθφ πξνθίι ηνπ ακπιηθνλίνπ, κε απνηέιεζκα ηελ 

ηαπηνπνίεζε ηνπ θπηηάξνπ απφ ην νπνίν πξνήιζε.  

Σα γνλίδηα πνπ παξέρνπλ ραξαθηεξηζηηθά θπινγελεηηθψλ δεηθηψλ είλαη απηά πνπ 

εθθξάδνπλ ην ξηβνζσκηθφ RNA, κε ηηο πεξηνρέο 16S, 18S θαη ITS λα απνηεινχλ ηηο πην 

κειεηεκέλεο θαη ζπρλά ζηνρεπφκελεο πεξηνρέο γηα ηελ εθαξκνγή κεηαγνληδησκαηηθήο 

αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίνπ. Η αιιεινχρηζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο 

ζε θπινγελεηηθέο θαη ηαμηλνκηθέο κειέηεο βαθηεξίσλ θαη αξραίσλ. Η αιιεινχρηζε ηνπ 18S 

rRNA γνληδίνπ κπνξεί λα εθαξκνζηεί ζε αλάιπζε κηθξνβηαθψλ επθαξπσηηθψλ θπηηάξσλ, 

φπσο ηνπο κχθεηεο θαη ηα πξψηηζηα. Η αιιεινχρηζε ησλ εζσηεξηθψλ κεηαγξαθφκελσλ 

δηαρσξηζηψλ (internal transcribed spacers – ITS) είλαη επίζεο κηα πξνηηκψκελε κέζνδνο 

κειέηεο πιεζπζκνχ κπθήησλ, ε νπνία έρεη κεγάιε ζεκαζία γηα ηε κνξηαθή θπινγελεηηθή 

αλάιπζε ησλ κπθήησλ ζε επίπεδν γέλνπο θαη είδνπο. 

Η εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ ηεο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ 

παξνπζηάδεηαη ζπρλφηεξα ζε κειέηεο κηθξνβηψκαηνο ζε ζρέζε κε απηή ηεο καδηθήο 

αιιεινχρηζεο κεηαγνληδησκάησλ (Bharti & Grimm, 2021). Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ε 

κέζνδνο κπνξεί λα ειέγμεη απνηειεζκαηηθά ηελ παξνπζία ζπγθεθξηκέλνπ κηθξννξγαληζκνχ ή 

παξαιιαγέο απηνχ ζην εμεηαδφκελν δείγκα θαη λα πεξηγξάςεη, θαζψο θαη λα ζπγθξίλεη ηελ 

πνηθηινκνξθία πνιιψλ πνιχπινθσλ πεξηβαιιφλησλ. Δπίζεο, ε επειημία ησλ ακπιηθνλίσλ 

παξέρεη γξήγνξεο, έγθπξεο θαη νηθνλνκηθά απνδνηηθέο ιχζεηο γηα ηελ θάιπςε ησλ αλαγθψλ 

δηαθνξεηηθψλ εξεπλεηηθψλ έξγσλ. Δπηπιένλ, απνθεχγνληαο ηελ αιιεινχρηζε ηνπ 

γνληδηψκαηνο ηνπ μεληζηή, ε νπνία είλαη αλαπφθεπθηή δηαδηθαζία ζηελ πεξίπησζε ηεο 

καδηθήο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο, ε ζηνρεπκέλε αιιεινχρηζε απνηειεί ηδαληθή 

κέζνδνο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο κε ρακειή βηνκάδα. Παξάιιεια, παξάγεηαη κηθξφηεξνο 

φγθνο δεδνκέλσλ, κε απνηέιεζκα ηελ ιηγφηεξν επηβαξπληηθή αλάιπζή ηνπο. Η κεγαιχηεξε 

αδπλακία ηεο ζηνρεπκέλεο αιιεινχρηζεο απνηειεί ην βάζνο ηεο αλάιπζεο, θαζψο εθηφο ηνπ 

φηη νη θπινγελεηηθνί δείθηεο πεξηνξίδνληαη ζηελ ηαμηλφκεζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ θπξίσο 

κέρξη θαη ζε επίπεδν γέλνπο, δελ πξνζθέξνπλ επίζεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ 

ιεηηνπξγηθφηεηά ηνπο κεηαμχ απηψλ θαη ηνπ πεξηβάιινληνο απφ ην νπνίν πξνέξρνληαη. 

Βέβαηα, ππάξρνπλ δηαζέζηκα βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία ηα νπνία ρξεζηκνπνηνχλ ηαμηλνκηθά 

δεδνκέλα γηα ηελ πξφβιεςε κεηαβνιηθήο ιεηηνπξγίαο (Langille et al., 2013), μεπεξλψληαο ελ 

κέξεη έλα απφ ηα βαζηθά κεηνλεθηήκαηα. 
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1.2.3 Τερληθέο Αιιεινύρηζεο Νέαο Γεληάο (Next Generation Sequencing – NGS) 

Με ηα έκπξαθηα απνηειέζκαηα ηνπ Πξνγξάκκαηνο Υαξηνγξάθεζεο ηνπ 

Αλζξψπηλνπ Γνληδηψκαηνο, ηνπ ζεκειηψδνπο πξνγξάκκαηνο απφ δηεζλείο εξεπλεηηθέο νκάδεο 

πνπ θξάηεζε απφ ην 1990 έσο ην 2003, ε επηζηεκνληθή θνηλφηεηα εθάξκνζε γηα πξψηε θνξά 

αλαιχζεηο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο ζηελ αξρή ηεο ρηιηεηίαο (Jünemann et al., 

2017). Αλ θαη απνηέιεζαλ πξσηνπφξα έξγα, ζθνπφο ησλ νπνίσλ ήηαλ ε δηεξεχλεζε 

ελδηαηηεκάησλ πνπ πξνεγνπκέλσο ζεσξνχληαλ ζρεδφλ απξφζηηα ιφγσ ησλ αθξαίσλ 

ζπλζεθψλ ή ηεο πινχζηαο πνηθηινκνξθίαο ηνπο, ε δηεμαγσγή ηνπο ήηαλ αθφκα δαπαλεξή θαη 

ρξνλνβφξα εθείλε ηελ επνρή. Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη, κέρξη ηφηε, ν πξνζδηνξηζκφο 

ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ DNA βαζηδφηαλ ζηηο θιαζζηθέο κεζφδνπο αιιεινχρηζεο Sanger, 

δειαδή ζηελ άκεζε θισλνπνίεζε ηνπ πεξηβαιινληηθνχ DNΑ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ ηξηρνεηδή 

ειεθηξνθφξεζε.  

Χζηφζν, ε έιεπζε ησλ ηερλνινγηψλ Αιιεινχρηζεο Νέαο Γεληάο (NGS) ιίγν 

αξγφηεξα έθεξε επαλάζηαζε ζηελ αγνξά θαη ζηελ έξεπλα κε βάζε ηελ αιιεινχρηζε, 

νδεγψληαο έηζη ζε δξακαηηθή πηψζε ζην θφζηνο πξνζδηνξηζκνχ αιιεινπρηψλ ελψ 

ηαπηφρξνλα απινπνηνχζε φιε ηελ δηαδηθαζία, απφ ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο κέρξη θαη 

ηα παξαγφκελα απνηειέζκαηα. Σν πξαγκαηηθφ πιενλέθηεκα ζε ζρέζε κε ηελ παξαδνζηαθή 

αιιεινχρηζεο Sanger είλαη φηη ηα φξγαλα NGS κπνξνχλ λα πξαγκαηνπνηήζνπλ παξάιιεια 

εθαηνκκχξηα αληηδξάζεηο πξνζδηνξηζκνχ αιιεινπρίαο κε πνιχ πςειή απφδνζε θαη είλαη ζε 

ζέζε λα απνθξππηνγξαθήζνπλ φιν ην DNA πνπ πεξηέρεηαη ζε έλα κείγκα ζε κία πξνζπάζεηα 

πξνζδηνξηζκνχ αιιεινπρίαο. Απηφ άλνημε ην δξφκν γηα ηελ έξεπλα κε βάζε ηελ 

αιιεινχρηζε φισλ ησλ πεξηβαιιφλησλ θαη εηδψλ κηθξννξγαληζκψλ, θπξίσο εθείλσλ πνπ 

είλαη αδχλαην λα αλαπηπρζνχλ ζε θαζαξή θαιιηέξγεηα, φπσο γηα παξάδεηγκα ησλ 

ζπκβησηηθψλ  ή ησλ απνιηζσκέλσλ ππνιεηκκάησλ αξραίσλ νξγαληζκψλ. 

 Η κέζνδνο NGS απνηειεί έλα απφ ηα κεγαιχηεξα άικαηα ηεο κνξηαθήο βηνινγίαο 

ησλ ηειεπηαίσλ 20 εηψλ θαη έρεη βξεη εθαξκνγή ζε πνιπάξηζκνπο θιάδνπο, φπσο απηνί ηεο 

πγείαο, ηεο κηθξνβηνινγίαο, ηεο βνηαληθήο θαη ηεο βηνκεραλίαο ηξνθίκσλ. Με ηε δξακαηηθή 

πηψζε ηνπ θφζηνπο θαη ηνπ ρξφλνπ αιιεινχρηζεο, πιένλ ε NGS είλαη κηα πξνζηηή αιιά θαη 

πξαθηηθή κέζνδνο γηα ηελ δηεξεχλεζε κηθξνβησκάησλ.  

Γεληθά, ε κεηαγνληδησκαηηθή αιιεινχρηζε κε ηελ κέζνδν NGS πεξηιακβάλεη 3 

βαζηθά βήκαηα: (1) ηνλ θαηαθεξκαηηζκφ ή ηελ ελίζρπζε ηνπ ζηνρεπφκελνπ DNA, αλάινγα 

πνηα κεηαγνληδησκαηηθή κέζνδν εθαξκφδεηαη (shotgun θαη amplicon αληίζηνηρα), (2) ηελ 

πξνεηνηκαζία κεηαγνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο, κηα δηαδηθαζία ζηελ νπνία ηα δηάθνξα 

ηκήκαηα ηνπ DNA ηξνπνπνηνχληαη έηζη ψζηε θάζε ηκήκα DNA λα εμεηδηθεχεηαη θαη λα 

κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ εηζαγσγή ηνπ ζε πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο, ηελ 

παξάιιειε αιιεινχρηζή ηνπ κε άιια ζξαχζκαηα DNA θαη ηελ αλαγλψξηζε ηνπ αληίζηνηρνπ 

δείγκαηνο απφ ην νπνίν πξνήιζε, θαη (3) ηελ αιιεινχρηζε, ζηελ νπνία ε κεηαγνληδησκαηηθή 

βηβιηνζήθε θνξηψλεηαη ζε κηα πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο θαη επηηπγράλεηαη έηζη ν 

πξνζδηνξηζκφο ησλ αιιεινπρηψλ ησλ ζξαπζκάησλ DNA, κε ηα παξαγφκελα δεδνκέλα πνπ 

πξνθχπηνπλ λα νλνκάδνληαη αλαγλψζεηο αιιεινπρηψλ ή αλαγλψζκαηα (reads).  

΢ην δηάζηεκα ηεο εηθνζαεηίαο, νη πην δηαδεδνκέλεο πιαηθφξκεο NGS πνπ 

αλαπηχρζεθαλ απνηεινχλ απηέο ηηο δεχηεξεο γεληάο, δειαδή νη Roche/454 Pyrosequencing 

(Margulies et al., 2005), SOLiD (Pandey et al., 2008), Ion Torrent (Rothberg et al., 2011) θαη 

Illumina/Solexa (Bentley et al., 2008) ησλ νπνίσλ ε δηαθνξά βαζίδεηαη ζηελ ηερληθή 

αιιεινχρηζεο πνπ εθαξκφδνπλ. ΢ηελ πξνζπάζεηα αλάπηπμεο πην ζχγρξνλσλ πιαηθφξκσλ, 
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αλαπηχρζεθαλ νη κεζνδνινγίεο κνλνκνξηαθήο αιιεινχρηζεο (single-molecule DNA 

sequencing) (Gupta, 2008) κε πξσηεξγάηεο ηηο εηαηξείεο Helicos (Check Hayden, 2009) θαη 

PacBio (Au et al., 2012). Απηέο νη ηερλνινγίεο νλνκάζηεθαλ ηερλνινγίεο αιιεινχρηζεο 

ηξίηεο γεληάο, αιιά ε αμηνπνίεζή ηνπο απφ ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα ήηαλ ζρεηηθά 

πεξηνξηζκέλε έσο πξφζθαηα εμ' αηηίαο ηεο κεγαιχηεξεο πξνδηάζεζεο πνπ έρνπλ ζε ιάζε θαηά 

ηελ θαηαγξαθή ησλ βάζεσλ ζε ζρέζε κε ηηο ηερλνινγίεο δεχηεξεο γεληάο (Bleidorn, 2016). 

 

1.2.3.1 Illumina/Solexa 

Η πην επηηπρεκέλε ηερληθή αιιεινχρηζεο λέαο γεληάο είλαη απηή ηεο εηαηξίαο 

Illumina, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ηερλνινγία πνπ αλαπηχρζεθε γηα πξψηε θνξά απφ ηε Solexa 

θαη ηε Lynx Therapeutics (Slatko et al., 2018). Η Illumina εθαξκφδεη εληειψο λέεο κεζφδνπο, 

ηφζν γηα ην ζηάδην πνζνηηθήο ελίζρπζεο ησλ ζξαπζκάησλ DNA, φζν θαη γηα ηνλ ηειηθφ 

πξνζδηνξηζκφ ησλ βάζεσλ πνπ πξνζηίζεληαη θαηά ηελ αληίδξαζε αιιεινχρηζεο. Η κέζνδνο 

απηή ρξεζηκνπνηεί ηελ αθηλεηνπνίεζε φισλ ησλ ζξαπζκάησλ ζε ζηεξεφ ππφζηξσκα, φπνπ 

αθνινπζεί πνζνηηθή ελίζρπζε γέθπξαο (bridge amplification) (Σρήκα 1.10). Καηά ηελ 

αληίδξαζε απηή ν πνιπκεξηζκφο ζπκβαίλεη κε ηαπηφρξνλε ζχλδεζε θαη ησλ δχν άθξσλ θάζε 

ζξαχζκαηνο ζε γεηηνληθέο αιιεινπρίεο-πξνζαξκνγείο κε ηειηθφ απνηέιεζκα ηνλ ζρεκαηηζκφ 

ελφο ζπζζσκαηψκαηνο αιιεινπρηψλ-θιψλσλ αλά ζξαχζκα. Ο εληνπηζκφο ησλ βάζεσλ ησλ 

ζξαπζκάησλ αλά ζπζζσκάησκα γίλεηαη κε ηε ρξήζε εηδηθά θαηαζθεπαζκέλσλ 

ηξηθσζθνξηθψλ δενμπλνπθιενηηδίσλ (dNTPs), ψζηε λα ζηακαηάλε ηελ αληίδξαζε 

πνιπκεξηζκνχ ζε θάζε θχθιν, θαζψο θαη ηε ρξήζε ηρλεζεηεκέλσλ κε ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο 

θσζθνξίδνπζεο νκάδσλ ψζηε λα είλαη δπλαηή ε ηαπηφρξνλε θαηαγξαθή ηνπο. Οη αληηδξάζεηο 

επαλαιακβάλνληαη γηα N+1 γχξνπο, φπνπ Ν είλαη ν αξηζκφο ηνπ κήθνπο ηεο αιιεινπρίαο πνπ 

επηζπκείηαη λα πξνζδηνξηζηεί , θαη ε πξνζζήθε κίαο αθφκα βάζεο νθείιεηαη ζηνλ θαιχηεξν 

πξνζδηνξηζκφ ηεο βάζεο ζηελ ζέζε Ν. 

 

Σρήκα 1.10 Μέζνδνο αιιεινχρηζεο Solexa/Illumina. (Α) Η πνζνηηθή ελίζρπζε ζξαπζκάησλ ζηεξεάο 

θάζεο (solid-phase amplification), ε νπνία απνηειείηαη απφ δχν ζηάδηα. Σν πξψην ζηάδην αθνξά ηελ  

αθηλεηνπνίεζε ησλ κνλφθισλσλ ζξαπζκάησλ (γθξη ρξψκα) ζε ζηεξεφ ππφζηξσκα ράξηο ηηο 

αιιεινπρίεο-πξνζαξκνγείο (θφθθηλν θαη κπιε ρξψκα) πνπ έρνπλ ζπλδεζεί ζηα άθξα ηνπο θαη δξνπλ 

θαη σο εθθηλεηέο. Η αθηλεηνπνίεζε ησλ ζξαπζκάησλ γίλεηαη παξάιιεια κε ηελ πξνζζήθε DNA 

πνιπκεξάζεο θαη dNTPs ψζηε λα αξρίζεη ε αληίδξαζε πνιπκεξηζκνχ ησλ  ζπκπιεξσκαηηθψλ ηνπο 

θιψλσλ. ΢ην δεχηεξν ζηάδην γίλεηαη πνζνηηθή ελίζρπζε γέθπξαο (bridge amplification) ηνπ θάζε  

ζξαχζκαηνο κε ηελ θάζε αιπζίδα-θιψλν λα πξνζθνιιάηαη ζε θάπνην γεηηνληθφ νιηγνλνπθιενηίδην -
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πξνζαξκνγέα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αληίδξαζεο πνιπκεξηζκνχ. Καηά απηφλ ηνλ ηξφπν 

δεκηνπξγνχληαη ζπζζσκαηψκαηα (clusters) θιψλσλ απφ θάζε ζξαχζκα πάλσ ζην ζηεξεφ ππφζηξσκα 

πνπ δίλνπλ ηζρπξφηεξν ζήκα θαηά ηελ αληίδξαζε αιιεινχρηζεο . (Β) Η αληίδξαζε επηκήθπλζεο 

ζπκπιεξσκαηηθψλ αιπζίδσλ ρξεζηκνπνηεί εηδηθά θαηαζθεπαζκέλα dNTPs ζπλδεδεκέλα κε κία 

νκάδα -Ο-αδηδνκεζπιίνπ (-Ο- Ν3) ζην άθξν ηνπο θαζψο θαη ηρλεζεηεκέλα κε ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο 

θσζθνξίδνπζεο νκάδεο F. Η νκάδα αδηδνκεζπιίνπ ζηακαηά ηελ αληίδξαζε πνιπκεξηζκνχ κεηά ηελ 

πξνζζήθε ηνπο θαη ε θσζθνξίδνπζεο νκάδεο επηηξέπνπλ ηελ θαηαγξαθή ζήκαηνο εηθφλαο γη α θάζε 

ζπζζσκάησκα ζξαπζκάησλ-θιψλσλ. Σελ θαηαγξαθή αθνινπζεί ελδπκηθφ θφςηκν θαη απνκάθξπλζε 

ησλ θσζθνξηδνπζψλ νκάδσλ θαη ησλ αδηδνκεζπιίσλ αθήλνληαο κία νκάδα -ΟΗ ζηελ 3' ζέζε ησλ 

ειεχζεξσλ λνπθιενηηδίσλ, ψζηε λα κπνξέζεη λα ζπλερηζηεί ε αληίδξαζε πνιπκε ξηζκνχ κε ηελ 

πξνζζήθε dNTPs ζηνλ επφκελν θχθιν αληηδξάζεσλ. (Γ) Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ βάζεσλ ησλ 

ζξαπζκάησλ γίλεηαη κε δηαδνρηθή θαηαγξαθή εηθφλσλ γηα θάζε ζπζζσκάησκα. Σα ζπζζσκαηψκαηα 

ησλ νπνίσλ ε αιιεινπρία εμεηάδεηαη παξαπάλσ είλαη ζεκεησκέλα κε άζπξν θ χθιν. (Metzker, 2010) 

΢ήκεξα, ε Illumina ππνζηεξίδεη κηα ηεξάζηηα πνηθηιία πξσηνθφιισλ αιιεινχρηζεο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ κεζφδσλ ηεο κεηαγνληδησκαηηθήο αιιεινχρηζεο (Slatko et al., 

2018). Οη δηάθνξεο πιαηθφξκεο αιιεινχρηζεο πνπ πξνζθέξεη ε Illumina, φπσο ηα κνληέια 

MiniSeq, MiSeq, NextSeq, NovaSeq θαη HiSeq, παξέρνπλ δηαθνξεηηθά επίπεδα απφδνζεο θαη 

κήθε αλαγλσζκάησλ. Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη νη πιαηθφξκεο είλαη ηθαλέο γηα ηελ 

αιιεινχρηζε κνλνχ άθξνπ (single-end) ή δεχγνπο άθξσλ (paired-end). Καηά ηελ 

αιιεινχρηζε single-end, ε αιιεινπρία πξνζδηνξίδεηαη απφ ην έλα ηεο άθξν, ελψ ζηελ paired-

end αιιεινχρηζε πξνζδηνξίδεηαη θαη απφ ηα δχν άθξα ηεο, κε απνηέιεζκα λα πξνθχπηνπλ 

δπν αλαγλψζκαηα ηνπ ίδην ζξαχζκαηνο DNA. Απφ ηελ κέζνδν single-end πξνθχπηεη κεγάινο 

φγθνο δεδνκέλσλ γξήγνξα θαη κε ρακειφ, ζρεηηθά, νηθνλνκηθφ θφζηνο, ελψ ζηελ κέζνδν 

paired-end δεκηνπξγνχληαη πςειφηεξεο πνηφηεηαο δεδνκέλα αιιεινχρηζεο θαη παξάιιεια 

πξνζδηνξίδεηαη κεγαιχηεξν κήθνο αιιεινπρηψλ.  

΢πλνιηθά, νη πιαηθφξκεο Illumina παξέρνπλ εμαηξεηηθά θαιά ραξαθηεξηζηηθά, φζνλ 

αθνξά ηελ θάιπςε κήθνπο αιιεινπρηψλ (150 έσο 600 bp), ηελ παξαγσγή κεγάινπ φγθνπ 

δεδνκέλσλ (1 έσο 3000 Gb), ηελ ηαρχηεηα εθηέιεζεο αιιεινχρηζεο (4 έσο 56 ψξεο) θαζψο 

θαη ην ρακειφηεξν θφζηνο εθαξκνγήο ζηελ αγνξά (Hu et al., 2021). Σαπηφρξνλα, ε ρξήζε 

βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ γηα ηελ επεμεξγαζία ησλ παξαγφκελσλ δεδνκέλσλ ηνπο είλαη 

εχθνια πξνζβάζηκε κέζσ ηνπ δηαδηθηχνπ. Σν βαζηθφηεξν πιενλέθηεκα ηεο ηερλνινγίαο 

Illumina είλαη ην ρακειφ πνζνζηφ ζθάικαηνο ππνθαηάζηαζεο (0.1%), ην νπνίν ηελ θαζηζηά 

ηελ πην αμηφπηζηε ηερλνινγία αιιεινχρηζεο αλά βάζε ζηελ αγνξά. Έλα απφ ηα θχξηα 

κεηνλεθηήκαηα ησλ πιαηθφξκσλ είλαη ν απζηεξφο έιεγρνο θφξησζεο ησλ δεηγκάησλ, επεηδή 

ε ππεξθφξησζε κπνξεί λα νδεγήζεη ζε επηθαιππηφκελεο ζπζηάδεο θαη θαηά επέθηαζε ζηελ 

θαθή πνηφηεηα δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο 

 

1.2.4 Βηνπιεξνθνξηθή  

Σα πιενλεθηήκαηα ησλ λέσλ ηερλνινγηψλ έγηλαλ εκθαλή εμ' αξρήο, θαζψο νη πνιχ 

πςειέο απνδφζεηο ηνπο ζπλδπάδνληαλ κε ζεκαληηθή κείσζε ηνπ θφζηνπο θάζε πεηξάκαηνο. 

Παξ' φια απηά, ε εμέιημε ησλ ηερληθψλ αιιεινχρηζεο ζε επίπεδν πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο, 

δελ ζήκαηλε ηελ βειηηζηνπνίεζε εμ νινθιήξνπ ηεο αλαιπηηθήο κεζφδνπ (Y. Li & Chen, 

2014). Σα κεραλήκαηα αιιεινχρηζεο δεχηεξεο γεληάο παξήγαγαλ δεδνκέλα πνπ 

πεξηειάκβαλαλ αλαγλσζκέλεο αιιεινπρίεο κηθξφηεξνπ κεγέζνπο ζε ζρέζε κε ηηο θιαζζηθέο 

ηερληθέο. Οη αλαγλσζκέλεο αιιεινπρίεο ησλ ~1000 βάζεσλ πνπ πξνέθππηαλ απφ ηελ 

αιιεινχρηζε Sanger είραλ πιένλ αληηθαηαζηαζεί απφ αληίζηνηρεο αιιεινπρίεο κηθξφηεξεο 

ησλ θαηά κέζν φξν 100 βάζεσλ. Σαπηφρξνλα, ε ππεξθάιπςε ηνπ κεηνλεθηήκαηνο απηνχ, 

κέζσ ηεο πςειήο απφδνζεο ησλ ζπζθεπψλ αιιεινχρηζεο λέαο γεληάο, νδήγεζε ζηελ αχμεζε 

ηνπ πιήζνπο ησλ αλαγλσζκέλσλ αιιεινπρηψλ θαηά πνιιέο ηάμεηο κεγέζνπο κε ηνλ ηειηθφ 
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ηνπο αξηζκφ λα αγγίδεη πιένλ δεθάδεο εθαηνκκχξηα αλά πείξακα. Απηφ είρε σο απνηέιεζκα 

ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο πνπ πξνθχπηνπλ λα είλαη πνιχ κεγαιχηεξνπ φγθνπ θαη 

πνιππινθφηεηαο, θαζηζηψληαο έηζη ηελ αλάιπζή ηνπο έλα εμαηξεηηθά δπζεπίιπην πξφβιεκα. 

Ο δηεπηζηεκνληθφο ηνκέαο πνπ αλαπηχζζεη κεζφδνπο θαη εξγαιεία ινγηζκηθνχ γηα 

ηελ δηαρείξηζε θαη ηελ θαηαλφεζε βηνινγηθψλ δεδνκέλσλ, ηδίσο φηαλ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ 

είλαη κεγάια θαη πνιχπινθα, είλαη ε βηνπιεξνθνξηθή (Gauthier et al., 2019). Ο ηνκέαο απηφο 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηηο in silico
1
 αλαιχζεηο βηνινγηθψλ εξσηεκάησλ θαη πεξηιακβάλεη ηελ 

απφθηεζε, απνζήθεπζε, επεμεξγαζία θαη εηθνλνπνίεζε βηνινγηθψλ δεδνκέλσλ κε ηε ρξήζε 

ππνινγηζηηθψλ θαη ζηαηηζηηθψλ ηερληθψλ (Mirzaei, 2020). ΢ηελ κεηαγνληδησκαηηθή, ηα δχν 

πεδία βηνπιεξνθνξηθήο πνπ εθαξκφδνληαη είλαη ε ζπγθξηηηθή θαη ε ιεηηνπξγηθή 

βηνπιεξνθνξηθή (Alves et al., 2018). Η ζπγθξηηηθή βηνπιεξνθνξηθή δίλεη έκθαζε ζηηο 

πιεξνθνξίεο πνπ κπνξνχλ λα ζπιιερζνχλ ζπγθξίλνληαο ηα κεηαγνληδηψκαηα κεηαμχ ηνπο θαη 

αμηνπνηψληαο ηηο εμειηθηηθέο πιεξνθνξίεο. Η ιεηηνπξγηθή βηνπιεξνθνξηθή ρξεζηκνπνηεί 

πιεξνθνξίεο γηα λα βγάιεη ζπκπεξάζκαηα ζρεηηθά κε ηε ιεηηνπξγία ησλ ζπζηαηηθψλ ελφο 

δεδνκέλνπ κεηαγνληδηψκαηνο. Γλσξίδνληαο ηεο δχν κεζφδνπο κεηαγνληδησκαηηθήο 

αιιεινχρηζεο (shotgun θαη amplicon), απηά ηα δχν πεδία κπνξεί είλαη ζπκπιεξσκαηηθά θαη 

ζε θάπνην βαζκφ λα αιιεινθαιχπηνληαη, επνκέλσο ε κεηαμχ ηνπο δηάθξηζε δελ είλαη πνιχ 

απζηεξή. 

Ο θνξκφο ηεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο δεδνκέλσλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ 

shotgun ή amplicon κεηαγνληδησκαηηθή αιιεινχρηζε θαζηεξψζεθε ηελ πξνεγνχκελε 

δεθαεηία (Liu et al., 2021). Μαθξνζθνπηθά, νη ξνέο εξγαζίαο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο θαη 

ησλ δχν κεζφδσλ έρνπλ θνηλή ινγηθή. Αξρηθά, ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ππφθεηληαη ζε κία 

δηαδηθαζία πξνεπεμεξγαζίαο, ζηελ νπνία ηα δεδνκέλα νξγαλψλνληαη θαη «θαζαξίδνληαη» απφ 

αιιεινπρίεο ρακειήο πνηφηεηαο. ΢ηελ ζπλέρεηα, ηα αλαγλψζκαηα επεμεξγάδνληαη θαηάιιεια 

κε ζθνπφ λα πξνθχςνπλ λέα δεδνκέλα, ησλ νπνίσλ ην πεξηερφκελν ηνπο αληηπξνζσπεχνπλ 

φζν πην θνληά γίλεηαη ηελ αξρηθή κεηαγνληδησκαηηθή κνξθήο ηνπ. Έπεηηα, αθνινπζεί ε 

έθθξαζε ησλ δεδνκέλσλ ζε βηνινγηθέο πιεξνθνξίεο, φπσο ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο 

θπινγελεηηθήο θαη ιεηηνπξγηθήο ζεκαζίαο ηνπο, ρξεζηκνπνηψληαο θπξίσο ελεκεξσκέλεο 

βάζεηο δεδνκέλσλ. Σέινο, εθαξκφδνληαη ζηαηηζηηθέο αλαιχζεηο, κε ζθνπφ ηελ εηο βάζνο 

δηεξεχλεζε ηεο ζπλνιηθήο εηθφλαο ησλ δεδνκέλσλ. 

Όκσο, ζε κηθξνζθνπηθφ επίπεδν, νη βηνπιεξνθνξηθέο αλαιχζεηο ησλ δχν κεζφδσλ 

δηαθέξνπλ ζεκαληηθά, εηδηθά ζην ζηάδην επεμεξγαζίαο πνπ αθνξά ηελ πξνζπάζεηα ηεο 

κεηάθξαζεο ησλ δεδνκέλσλ ζηελ αξρηθή βηνινγηθή ηνπ πιεξνθνξία (Oulas et al., 2015). 

΢πγθεθξηκέλα, ζηελ αλάιπζε ακπιηθνλίσλ, ε κεηαηξνπή ησλ θαζαξψλ δεδνκέλσλ ζε 

βηνινγηθέο πιεξνθνξίεο απαηηεί ηελ επηινγή ησλ αλαγλσζκάησλ σο αληηπξνζσπεπηηθέο 

αιιεινπρίεο ελφο είδνπο. Αληίζηνηρα, ζηελ shotgun κεηαγνληδησκαηηθή απαηηείηαη ε 

δηεξεχλεζε ησλ θπινγελεηηθψλ δεηθηψλ ζηα δεδνκέλα θαζψο θαη ε ζπλαξκνιφγεζε ησλ 

θαζαξψλ αλαγλσζκάησλ ζε κεγάια, πνιχπινθα ζχλνια δεδνκέλσλ κεηαγνληδηψκαηνο, 

νλνκαδφκελα σο contigs. ΢ε ζχγθξηζε κε απηή ηνπ ακπιηθνλίνπ, ε shotgun 

κεηαγνληδησκαηηθή αλάιπζε κπνξεί λα παξέρεη άκεζα ιεηηνπξγηθά πξνθίι γνληδίσλ θαη λα 

θηάζεη ζε πνιχ κεγαιχηεξεο επθξίλεηαο ηαμηλνκηθή αλάιπζε. Χζηφζν, ιφγσ ηνπ κεγάινπ 

φγθνπ δεδνκέλσλ απαηηείηαη κεγάινο φγθνο ππνινγηζηηθψλ πφξσλ γηα ηελ εθηέιεζε ηεο 

αλάιπζεο. 

                                                      

1
 Πείξακα πνπ εθηειείηαη ζε ππνινγηζηή ή κέζσ ππνινγηζηηθήο πξνζνκνίσζεο 

2
 Tν S αλαθέξεηαη ζε κνλάδεο Svedberg, έλαο ζπληειεζηήο θαζίδεζεο πνπ παξέρεη έλα κέηξν ηνπ 
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΢πλεπψο, αλεμαξηήησο ηεο κεζφδνπ, ε κεηαγνληδησκαηηθή αλάιπζε απαηηεί ηελ 

δηαδνρηθή επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ θαηά ηελ νπνία πξέπεη λα ιεθζνχλ απνθάζεηο  γηα ηελ 

επηινγή θαηάιιεισλ βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ. Η ρξήζε ελφο ζπγθεθξηκέλνπ εξγαιείνπ 

βαζίδεηαη ζηνλ ζηφρν ηνπ εθάζηνηε επεμεξγαζηηθνχ βήκαηνο θαη πάληα πξέπεη λα 

ιακβάλνληαη ππφςε νη δπλαηφηεηεο θαη νη ηδηαηηεξφηεηεο απηνχ. Γηα ηελ απινπνίεζε ηεο 

πεξηπινθφηεηαο ηνπ ζρεδηαζκνχ ηεο ππνινγηζηηθήο δηαδηθαζίαο έρνπλ αλαπηπρζεί 

απηνκαηνπνηεκέλεο ξνέο δηεξγαζίαο (pipelines) (Liu et al., 2021). ΢ε κία ηππηθή 

κεηαγνληδησκαηηθή αλάιπζε, ρξεζηκνπνηνχληαη πνιιά pipelines ελσκέλα ζε ζεηξά, 

δεκηνπξγψληαο έηζη κία ζπλνιηθή ξνή επεμεξγαζηηθήο αλάιπζεο (workflow). Έηζη, ε έμνδνο 

ελφο pipeline γίλεηαη είζνδνο ηνπ επφκελνπ ζηελ αιιεινπρία επεμεξγαζίαο ησλ δεδνκέλσλ. 

Χο απνηέιεζκα απηνχ, ν ρξήζηεο ελφο pipeline ιακβάλεη ηα ηειηθά απνηειέζκαηα έρνληαο 

κφλν εηζάγεη ηα αξρηθά δεδνκέλα απφ ηε δηαδηθαζία αιιεινχρηζεο θαη επηιέμεη ηηο 

θαηάιιειεο παξακέηξνπο ιεηηνπξγίαο ησλ επί κέξνπο εξγαιείσλ. ΢πλήζσο, ηα pipelines 

έρνπλ αλαπηπρζεί ζε έλα πξνγξακκαηηζηηθφ πεξηβάιινλ, φπσο ε R (Calle, 2019), αιιά έρνπλ 

δεκηνπξγεζεί επίζεο εηδηθέο πιαηθφξκεο κεηαγνληδησκαηηθήο αλάιπζεο, φπσο ην Mothur 

(Schloss et al., 2009) θαη ην QIIME 2 (Bolyen et al., 2019), ζηηο νπνίεο έρνπλ ζπιιερζεί θαη 

ελζσκαησζεί δηάθνξα δηαζέζηκα pipelines κε ζθνπφ ηελ απινπνίεζε θαη ηελ ηαρχηεξε 

αλάιπζε δεδνκέλσλ. 

Χζηφζν, νη κέζνδνη θαη ηα πξφηππα βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο 

εμειίζζνληαη ξαγδαία ηα ηειεπηαία ρξφληα, πξνζθέξνληαο ηελ δπλαηφηεηα λέσλ επξεκάησλ 

πνπ αθνξνχλ ηηο δνκέο θαη ηηο ιεηηνπξγίεο κηαο κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο. Παξάιιεια, απηέο 

νη λέεο εμειίμεηο έρνπλ θαηαζηήζεη δχζθνιε ηελ επηινγή ησλ θαηάιιεισλ ινγηζκηθψλ θαη  

pipelines γηα ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα, εηδηθά γηα ηα άηνκα πνπ δελ δηαζέηνπλ ην 

απαξαίηεην ππφβαζξν βαζηθψλ βηνπιεξνθνξηθψλ γλψζεσλ. ΢πλεπψο, ζε κία 

κεηαγνληδσκαηηθή αλάιπζε απαηηείηαη ε θαιή θαηαλφεζε ηεο πξνέιεπζεο θαη κνξθνινγίαο 

ησλ δεδνκέλσλ πξνο επεμεξγαζία, ηελ έξεπλα αλαβαζκηζκέλσλ πξσηνθφιισλ αλάιπζεο 

ηέηνησλ δεδνκέλσλ, ηελ κειέηε ησλ δπλαηνηήησλ θαη ηνλ ηξφπν ρξήζεο ησλ δηαζέζηκσλ 

pipelines, ηελ επηινγή ησλ θαηάιιεισλ pipelines θαη ηελ κεηαμχ ηνπο ζχλδεζε, κε 

απνηέιεζκα λα νξγαλσζεί θαη θαηαζθεπαζηεί έλα ππνινγηζηηθφ workflow (Galloway-Peña & 

Hanson, 2020). 

 

1.3 Αιιεινύρηζε ηνπ 16S rRNA Γνληδίνπ 

1.3.1 Δηζαγσγή 

Μεηαμχ ησλ δηάθνξσλ κεζφδσλ αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο πνπ βαζίδνληαη ζηηο 

ηερλνινγίεο αιιεινχρηζεο λέαο γεληαο, ε αιιεινχρηζε ακπιηθνλίσλ ηνπ 16S ξηβνζσκηθνχ 

RNA γνληδίνπ έρεη απνδεηρζεί κία αμηφπηζηε θαη απνηειεζκαηηθή κέζνδνο γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο ελφο κηθξνβηψκαηνο (Matsuo et al., 2021). Σν 

βαθηεξηαθφ γνλίδην 16S rRNA πεξηέρεη ελλέα κεηαβιεηέο πεξηνρέο (V1 έσο V9) πνπ 

δηαρσξίδνληαη απφ εμαηξεηηθά δηαηεξεκέλεο αιιεινπρίεο εληφο ησλ δηαθνξεηηθψλ εηδψλ 

βαθηεξίσλ. Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ βαθηεξίσλ, ην γνλίδην 16S rRNA εληζρχεηαη πξψηα κε 

αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (PCR) κε εθθηλεηέο πνπ πξνζδέλνληαη ζηηο δηαηεξεκέλεο 

πεξηνρέο θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζδηνξίδεηαη ε αιιεινπρία ηνπο κέζσ ηεο ρξήζεο ηεο 

ηερλνινγίαο αιιεινχρηζεο. Σα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ππνβάιινληαη ζε βηνπιεξνθνξηθή 

αλάιπζε, ζηελ νπνία ρξεζηκνπνηνχληαη νη κεηαβιεηέο πεξηνρέο γηα ηε δηάθξηζε κεηαμχ ησλ 

βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκήζεσλ. ΢ηηο παξαθάησ ελφηεηεο αλαθέξνληαη αλαιπηηθά ηα ζηάδηα κηαο 
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ηέηνηαο αλάιπζεο, μεθηλψληαο απφ ηελ θαηαλφεζε ηνπ ξφινπ ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA θαη ηηο 

θπινγελεηηθέο ηνπ πιεξνθνξίεο θαζψο θαη ηελ αμηνπνίεζε απηνχ ζηνλ ζρεδηαζκφ κηαο 

έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο. 

 

1.3.2 Τν 16S rRNA γνλίδην θαη νη εθαξκνγέο/πεξηνξηζκνί ηεο αιιεινύρηζήο ηνπ 

Σα ξηβνζψκαηα είλαη κεγάια ζχκπινθα πξσηετλψλ θαη RNA ζηα νπνία 

πξαγκαηνπνηείηαη ε βηνζχλζεζε ησλ πξσηετλψλ ηνπ θπηηάξνπ. Έλα θχηηαξν κπνξεί λα έρεη 

πνιιέο ρηιηάδεο ξηβνζψκαηα θαη ν αξηζκφο ηνπο απμάλεηαη κε πςειφηεξνπο ξπζκνχο 

αλάπηπμεο. Σν ξηβφζσκα είλαη κηα εμαηξεηηθά δπλακηθή κνξηαθή δνκή απνηεινχκελν απφ 

δχν ππνκνλάδεο, νη νπνίεο ελαιιάζζνληαη θαη δηαρσξίδνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

κεηαθξαζηηθήο δηαδηθαζίαο θαη παξάιιεια αιιειεπηδξνχλ κε πνιιέο άιιεο πξσηεΐλεο.  

Σα ξηβνζψκαηα ησλ βαθηεξίσλ θαη ησλ αξραίσλ απνηεινχληαη απφ ηηο ξηβνζσκηθέο 

ππνκνλάδεο 30S θαη 50S, νη νπνίεο παξάγνπλ αλέπαθα ηα ξηβνζψκαηα 70S
2

. Κάζε 

ξηβνζσκηθή ππνκνλάδα πεξηέρεη ζπγθεθξηκέλα ξηβνζσκηθά RNA (rRNAs) θαη 

ξηβνζσκαηηθέο πξσηεΐλεο. Η ππνκνλάδα 30S πεξηέρεη ην 16S rRNA θαη 21 πξσηεΐλεο θαη ε 

ππνκνλάδα 50S πεξηέρεη ηα 5S θαη 23S rRNAs θαη 31 πξσηεΐλεο. ΢ηα βαθηήξηα, ε γελεηηθή 

πιεξνθνξία πνπ θσδηθνπνηεί ηα rRNAs είλαη νξγαλσκέλε ζε κεηαγξαθηθέο κνλάδεο, δειαδή 

ζε ηκήκαηα DNA πνπ ην θαζέλα νξηνζεηείηαη απφ κία ζέζε έλαξμεο θαη κία ζέζε 

ηεξκαηηζκνχ θαη κεηαγξάθεηαη ζε έλα RNA. ΢ε κία εληαία κεηαγξαθηθή κνλάδα 

πεξηιακβάλνληαη ηα γνλίδηα πνπ κεηαγξάθνπλ ηα 16S, 23S θαη 5S rRNA θαζψο θαη έλα 

tRNA (Σρήκα 1.11). Μεηά ηελ δηαδηθαζία ηεο κεηαγξαθήο, ην εληαίν ηκήκα RNA 

επεμεξγάδεηαη απφ εηδηθέο πξσηεΐλεο, νη νπνίεο ηεκαρίδνπλ ην ηκήκα γηα λα ζρεκαηίζνπλ ηα 

κεκνλσκέλα rRNA θαη tRNA. ΢ην γνληδίσκα ησλ βαθηεξίσλ, ν αξηζκφο ησλ κεηαγξαθηθψλ 

κνλάδσλ πνπ θσδηθνπνηνχλ ηα rRNA ηνπ θπηηάξνπ θπκαίλεηαη απφ 5 έσο 10. Παξαδείγκαηνο 

ράξε, ε Escherichia coli πεξηέρεη επηά κεηαγξαθηθέο κνλάδεο rRNA (Madigan et al., 2021). 

Όζνλ αθνξά γηα ην 16S rRNA, νη βηνινγηθέο ηνπ ιεηηνπξγίεο παίδνπλ πνιχ 

ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ δνκή ηνπ ξηβνζψκαηνο ησλ βαθηεξίσλ θαη ζηελ δηαδηθαζία ηεο 

πξσηετλνζχλζεζεο (Church et al., 2020). Γνκηθά, ην 16S έρεη ην ξφιν ηεο ζθαισζηάο ζηελ 

ππνκνλάδα 30S ηνπ ξηβνζψκαηνο, αθηλεηνπνηψληαο έηζη ηηο ξηβνζσκηθέο πξσηεΐλεο πνπ 

εκπεξηέρνληαη ζε απηήλ. Δπηπιένλ, ην 16S αιιειεπηδξά κε ην 23S rRNA, ζπκβάιινληαο 

ζηελ ελνπνίεζε ησλ  δχν ππνκνλάδσλ 50S θαη 30S  ηνπ ξηβνζψκαηνο. Έλαο αθφκα βαζηθφο 

ξφινο ηνπ 16S rRNA είλαη ε ρξήζε ηνπ 3’ άθξνπ ηνπ γηα ηελ ζχλδεζε ηνπ κε ην θσδηθφλην 

έλαξμεο AUG ηνπ mRNA, κε απνηέιεζκα λα ζρεηίδεηαη κε ηελ έλαξμε ηεο πξσηετληθήο 

ζχλζεζεο. 

                                                      

2
 Tν S αλαθέξεηαη ζε κνλάδεο Svedberg, έλαο ζπληειεζηήο θαζίδεζεο πνπ παξέρεη έλα κέηξν ηνπ 

κεγέζνπο ησλ ζσκαηηδίσλ κε βάζε ηνλ ξπζκφ θαζίδεζήο ηνπο. 
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Σρήκα 1.11 Μηα κεηαγξαθηθή κνλάδα ξηβνζσκηθνχ RNA απφ βαθηήξηα θαη ε επαθφινπζε 

επεμεξγαζία ηνπ. ΢ηα βαθηήξηα, φιεο νη κεηαγξαθηθέο κνλάδεο rRNA έρνπλ ηα γνλίδηα ησλ 16S 

rRNA, 23S rRNA θαη 5S rRNA ζε ζεηξά. ΢ηε ζπγθεθξηκέλε κεηαγξαθηθή κνλάδα, ν δηαρσξηζκφο 

κεηαμχ ησλ γνληδίσλ rRNA 16S θαη 23S πεξηέρεη έλα γνλίδην tRNA. ΢ε άιιεο κεηαγξαθηθέο κνλάδεο 

απηή ε πεξηνρή κπνξεί λα πεξηέρεη πεξηζζφηεξα απφ έλα γνλίδηα tRNA. ΢πρλά έλα ή πεξηζζφηεξα 

γνλίδηα tRNA αθνινπζνχλ επίζεο ην γνλίδην 5S rRNA θαη κεηαγξάθνληαη. (Madigan et al., 2021) 

Λφγσ ηεο ιεηηνπξγηθήο ζηαζεξφηεηάο ηνπ 16S rRNA, ην γνλίδην πνπ ην θσδηθνπνηεί 

έρεη ζπληεξεζεί θαηά έλα κεγάιν βαζκφ ζηελ εμειηθηηθή πνξεία ησλ βαθηεξίσλ. Έηζη, ην 

1985 πξνηάζεθε γηα πξψηε θνξά ε ζπζηεκαηηθή ζχγθξηζε ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 16S rRNA 

γηα πξνθαξπψηεο, θαζψο θαη ηνπ 18S rRNA γηα επθαξπψηεο, απφ δηαθνξεηηθνχο 

κηθξννξγαληζκνχο κε ζθνπφ ηελ εθηίκεζε ησλ εμειηθηηθψλ ζρέζεσλ κεηαμχ ησλ 

κηθξννξγαληζκψλ θαη ηελ θαηαζθεπή ησλ θπινγελεηηθψλ ηνπο δέληξσλ (D. J. Lane et al., 

1985). Πξάγκαηη, έρεη απνδεηρηεί φηη νη αιιεινπρίεο γνληδίνπ 16S rRNA πεξηέρνπλ 

ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο πνπ κπνξνχλ λα παξέρνπλ εηδηθέο ραξαθηεξηζηηθέο αιιεινπρίεο 

γηα θάζε είδνο, κε απνηέιεζκα λα θαλνχλ ρξήζηκεο γηα ηελ ηαπηνπνίεζε βαθηεξίσλ θαη θαηά 

επέθηαζε ηελ εμειηθηηθή ηνπ πνξεία. Καηά κήθνο ηνπ γνληδίνπ ηνπ 16S, πνπ είλαη θαηά κέζν 

φξν 1500 bp, πεξηιακβάλνληαη 9 ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο (V1-V9), πνπ θπκαίλνληαη απφ 

πεξίπνπ 30 έσο 100 bp (Σρήκα 1.12) (Vargas-Albores et al., 2017). Ο βαζκφο δηαηήξεζεο 

πνηθίιιεη επξέσο κεηαμχ ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ, κε ηηο πην δηαηεξεκέλεο πεξηνρέο λα 

ζπζρεηίδνληαη κε ηαμηλνκηθά πςειφηεξα επίπεδα θαη ηηο ιηγφηεξν δηαηεξεκέλεο πεξηνρέο ζε 

ρακειφηεξα επίπεδα, φπσο ην γέλνο θαη ην είδνο (B. Yang et al., 2016).  

΢πλεπψο, ην γνλίδην 16S rRNA παξέρεη ηξία βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά: (i) Σν γνλίδην 

ππάξρεη ζε φια ηα βαθηήξηα. (ii) Σν γνλίδην έρεη δηαηεξεζεί επαξθψο ψζηε λα είλαη εχθνια 

αλαγλσξίζηκν, ελψ ηαπηφρξνλα είλαη αξθεηά δηαθνξεηηθφ ψζηε λα επηηξέπεη ηελ αλαγλψξηζε 

δηαθνξεηηθψλ βαθηεξηαθψλ εηδψλ (iii) Σέινο, ην γνλίδην απνηειείηαη απφ ζπλπθαζκέλα 

ζπληεξεκέλα θαη κεηαβιεηά πεδία. Απηά ηα ραξαθηεξηζηηθά θαζηζηνχλ ην γνλίδην έλαλ 

ηζρπξφ θπινγελεηηθφ δείθηε γηα ηελ ηαμηλνκηθή αλάιπζε βαθηεξίσλ (Gołębiewski & Tretyn, 

2020). Δπίζεο, ιφγσ ησλ ζπλπθαζκέλσλ ζπληεξεκέλσλ πεξηνρψλ, επηηξέπεηαη ν ζρεδηαζκφο 

θαζνιηθψλ εθθηλεηψλ γηα ηελ εθαξκνγή PCR, θαη θαηά επέθηαζε ε κεηαγνληδησκαηηθε 

αιιεινχρηζε ακπιηθνλίνπ ηνπ γνληδίνπ απηνχ γηα ηελ κειέηε ηνπ βαθηεξηαθνχ πιεζπζκνχ 

ελφο εμεηαδφκελνπ δείγκαηνο (Matsuo et al., 2021). Γεδνκέλνπ φηη ν κεγαιχηεξνο 

κηθξνβηαθφο πιεζπζκφο πνπ απνηθίδεη ζην αλζξψπηλν ζψκα είλαη απηφο ησλ βαθηεξίσλ, ε 

εθαξκνγή ηεο αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ έρεη απνηειέζεη ηελ πην δηαδεδνκέλε 
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κέζνδν αλάιπζεο κηθξνβησκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ  δηάθνξα ζεκεία ηνπ ζψκαηνο (Ames 

et al., 2017). 

 

Σρήκα 1.12 Ρηβνζσκηθφ RNA (rRNA). Πξσηνγελήο θαη δεπηεξνγελήο δνκή ηνπ 16S rRNA απφ 

Escherichia coli. ΢ηα βαθηήξηα, ην κφξην απνηειείηαη απφ δηαηεξεκέλεο θαη κεηαβιεηέο πεξηνρέο 

(V1–V9). Οη θαηά πξνζέγγηζε ζέζεηο ησλ κεηαβιεηψλ πεξηνρψλ ππνδεηθλχνληαη κε ρξψκα. Η δνκή 

ηνπ ξηβνζψκαηνο  ησλ βαθηεξίσλ 70S απνηειείηαη απφ ππνκνλάδεο 30S θαη 50S.  Σν 16S rRNA είλαη 

κέξνο ηεο ππνκνλάδαο 30S ελψ ηα 5S θαη 23S rRNA είλαη κέξε ηεο ππνκνλάδαο 50S.  (Madigan et 

al., 2021) 

Καηά ηε δηεμαγσγή κηαο κειέηεο πξνζδηνξηζκνχ ηεο αιιεινπρίαο ηνπ γνληδίνπ 16S 

rRNA, κία ή πεξηζζφηεξεο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο εληζρχνληαη κε ηελ κέζνδν PCR 

ρξεζηκνπνηψληαο εθθηλεηέο επξείαο πεξηνρήο πνπ ν θαζέλαο ζπλδέεηαη ζε κηα δηαηεξεκέλε 

πεξηνρή. ΢ηε ζπλέρεηα, ηα παξαγφκελα ακπιηθφληα εηζάγνληαη ζε κηα πιαηθφξκα 

αιιεινχρηζεο γηα ηελ θαηαγξαθή ησλ αιιεινπρηψλ απηψλ ησλ πεξηνρψλ. Οη πιεξνθνξίεο ζε 

απηέο ηηο πεξηνρέο ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηε κειέηε ηεο ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο θαη 
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πνηθηινκνξθίαο πνπ ππάξρεη ζην δείγκα. Αλάινγα κε ηελ εθαξκνγή, κεξηθέο θνξέο κπνξνχλ 

λα γίλνπλ θαηάιιειεο ηαμηλνκηθέο αλαιχζεηο απφ κεηαβιεηά ζξαχζκαηα ηνπ 16S rRNA ηφζν 

κηθξά φζν 100 bp, θαζηζηψληαο ηηο δεκνθηιείο θαη πξνζηηέο πιαηθφξκεο ζχληνκεο 

αιιεινχρηζεο (π.ρ. Illumina) θαηάιιειεο γηα αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο. Δλψ είλαη δπλαηφο ν 

πξνζδηνξηζκφο ηεο αιιεινπρίαο νιφθιεξνπ ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA, απηφ απαηηεί 

κεγαιχηεξεο ρξνληθέο θαη θνζηνινγηθέο επελδχζεηο, γεγνλφο πνπ κπνξεί λα ππνλνκεχζεη ηα 

πιενλεθηήκαηα απηήο ηεο πξνζέγγηζεο. Όκσο, ν πξνζδηνξηζκφο αιιεινπρίαο κεηαμχ ησλ 

νιφθιεξσλ γνληδίσλ rRNA, έρεη απνδεηρζεί ρξήζηκνο γηα ηνλ ηαπηνπνίεζε βαθηεξηαθψλ 

εηδψλ θαη ζηειερψλ (Johnson et al., 2019).  

Όηαλ επηιέγεηαη ε αιιεινχρηζε ζπγθεθξηκέλσλ πεξηνρψλ ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA 

γηα ηελ αλάιπζε ελφο κηθξνβηψκαηνο, είλαη αλαγθαία ε αλαθνξά θαη ε θαηαλφεζε ησλ 

πεξηνξηζκψλ απηήο ηεο πξνζέγγηζεο. Αξρηθά, απηή ε κέζνδνο δελ κπνξεί λα πεξηγξάςεη ην 

κεηαβνιηθφ δπλακηθφ, ηε δξαζηεξηφηεηα κηαο κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο θαζψο θαη ην αλ ηα 

βαθηήξηα είλαη δσληαλά ε λεθξά (Weinroth et al., 2022). Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ην 

γνλίδην 16S rRNA είλαη έλα γνλίδην πνπ βξίζθεηαη ζε φια ηα πξνθαξπσηηθά θαη νπνηαδήπνηε 

κεηαβιεηφηεηα αιιεινπρίαο ππνδειψλεη κφλν θπινγελεηηθή απφθιηζε, ε νπνία δελ 

ζπζρεηίδεηαη αλαγθαζηηθά κε ηα κεηαβνιηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ βαθηεξίσλ, ηελ επηξξνή 

ηνπο ζε λνζήκαηα θαη ηελ αληίζηαζε ηνπο ζηα αληηβηνηηθά. Δπίζεο, ε παξνπζία ηνπ γνληδίνπ 

δελ ππνδειψλεη ηελ θαηάζηαζε ζηελ νπνία βξίζθεηαη ν κηθξννξγαληζκφο, δηφηη αθφκα θαη 

κεηά ηνλ ζάλαηφ ηνπ ππάξρεη πεξίπησζε ην γνληδίσκά ηνπ λα έρεη παξακείλεη άζηθην. 

Δπηπιένλ, ε αιιεινχρηζε κίαο ζπγθεθξηκέλεο  πεξηνρήο ηνπ 16S rRNA κπνξεί λα κελ 

πεξηέρεη επαξθή κεηαβιεηφηεηα ζηηο αιιεινπρίεο ηεο γηα ηε δηάθξηζε εηδψλ ή ζηειερψλ 

(Johnson et al., 2019). 

Έλαο πεξαηηέξσ πεξηνξηζκφο απηήο ηεο πξνζέγγηζεο είλαη ν απζαίξεηνο αξηζκφο 

ακπιηθνλίσλ πνπ πξνζδηνξίδεηαη απφ ηελ αιιεινχρηζε, κε απνηέιεζκα λα κελ αλαθιάηαη  ην 

ζπλνιηθφ απφιπην κηθξνβηαθφ θνξηίν ή ε απφιπηε αθζνλία (Gloor et al., 2017). Η κέηξεζε 

ηνπ ζπλνιηθνχ βαθηεξηαθνχ θνξηίνπ ζα απαηηνχζε πνζνηηθέο κεζφδνπο, φπσο ε πνζνηηθή 

αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (qPCR), θαη δελ κπνξεί λα ιεθζεί κφλν κε ηελ 

αιιεινχρηζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Όκσο, ηα δεδνκέλα πνπ παξάγνληαη κπνξνχλ λα 

παξέρνπλ ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηα παξφληα κηθξφβηα θαη ηελ ζρεηηθή αθζνλία 

ηνπο. Απηφ επηηξέπεη ηελ εθηίκεζε ηεο πνηθηινκνξθίαο ελφο κφλν δείγκαηνο, αιιά θαη ηε 

ζχγθξηζε νκνηνηήησλ θαη δηαθνξψλ κεηαμχ πνιιψλ δεηγκάησλ.  

Σέινο, έλα γλσζηφ κεηνλέθηεκα απηήο ηεο πξνζέγγηζεο είλαη φηη νη δηαθνξεηηθνί 

κηθξννξγαληζκνί έρνπλ δηαθνξεηηθνχο αξηζκνχο αληηγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA ζην 

γνληδίσκά ηνπο, επνκέλσο ε ζρεηηθή αθζνλία επεξεάδεηαη απφ απηνχο πνπ έρνπλ  

πςειφηεξνπο αξηζκνχο αληηγξάθσλ ησλ γνληδίσλ 16S rRNA ζην γνληδίσκά ηνπο. Δλψ απηφο 

είλαη έλαο γλσζηφο πεξηνξηζκφο, ηα εξγαιεία γηα ηε δηφξζσζε απηνχ ηνπ δεηήκαηνο δελ 

έρνπλ παξάγεη ζπλεπή απνηειέζκαηα θαη ε θνηλή πξαθηηθή είλαη λα κελ πξνζαξκφδεηαη ν 

αξηζκφο αληηγξάθσλ ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA αλά βαθηήξην (Louca et al., 2018). 

 

1.3.3 Σρεδηαζκόο έξεπλαο, δεηγκαηνιεςία θαη ζπιινγή κεηαδεδνκέλσλ  

 Όηαλ πξφθεηηαη γηα ηελ αλάιπζε κηθξνβησκάησλ, έλαο ζρνιαζηηθφο ζρεδηαζκφο 

ηεο έξεπλαο είλαη απαξαίηεηνο γηα ηελ απφθηεζε εγθχξσλ θαη νπζηαζηηθψλ απνηειεζκάησλ. 

Αλ θαη δελ ππάξρεη κία ηειηθή άπνςε ζρεηηθά κε ην πνηεο είλαη νη βέιηηζηεο πξαθηηθέο κηαο 

έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο (Berg et al., 2020), ππάξρνπλ θάπνηεο εξεπλεηηθέο πξνζεγγίζεηο πνπ 
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ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ θιηληθή έξεπλα κηθξνβησκάησλ. Οη πην δεκνθηιείο πξνζεγγίζεηο 

πεξηιακβάλνπλ ηηο ζπγρξνληθέο έξεπλεο (cross-sectional studies), ηηο έξεπλεο θνφξηεο (case-

control studies), ηηο δηαρξνληθέο έξεπλεο (longitudinal studies) θαη ηηο ηπραηνπνηεκέλεο 

δνθηκέο ειέγρνπ (randomized controlled trials, RCT) (Πίλαθαο 1.1) (Qian et al., 2020). 

Φπζηθά, ε επηινγή ηεο εξεπλεηηθήο πξνζέγγηζεο, ή αθφκα θαη ν ζπλδπαζκφο απηψλ, 

εμαξηάηαη απνθιεηζηηθά απφ ην εξεπλεηηθφ εξψηεκα πνπ επηζπκείηαη λα ιπζεί.  

Πίλαθαο 1.1 Οη πην δεκνθηιείο εξεπλεηηθέο πξνζεγγίζε ηο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο θαη ε θχξηα 

κεζνδνινγία ηνπο. 

Τύπνο Δξεπλεηηθήο 

Πξνζέγγηζεο 
Μεζνδνινγία 

Σπγρξνληθή έξεπλα 
Αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο ελφο πιεζπζκνχ ή αληηπξνζσπεπηηθνχ ππνζπλφινπ ζε κία 

ζπγθεθξηκέλε ρξνληθή ζηηγκή 

Έξεπλα θνόξηεο 
Αλάιπζε θαη ζχγθξηζε κηθξνβησκάησλ απφ δχν νκάδεο αλζξψπσλ πνπ δηαθέξνπλ σο πξνο 

κία έθβαζε, ε νπνία ζπλήζσο είλαη ε παξνπζία ή απνπζία κίαο λφζνπ ή πάζεζεο 

Γηαρξνληθή έξεπλα 
Δπαλαιακβαλφκελε αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο ελφο πιεζπζκνχ ή αληηπξνζσπεπηηθνχ 

ππνζπλφινπ ζε ζχληνκεο ή κεγάιεο ρξνληθέο πεξηφδνπ 

Τπραηνπνηεκέλε 

δνθηκή ειέγρνπ 

Αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο ελφο πιεζπζκνχ γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο απνηειεζκαηηθφηεηαο 

κίαο ζπγθεθξηκέλεο παξέκβαζεο 

Αξρηθά, ιακβάλνληαο ππφςε ην είδνο ηνπ κηθξνβηψκαηνο πξνο αλάιπζε, ηελ νκάδα 

ή ηηο πνιιαπιέο νκάδεο αλζξψπσλ θαη ηελ επηζπκεηή ζπζρέηηζε απηψλ ησλ δχν 

αληηθεηκέλσλ, ην πξψην βήκα ηεο έξεπλαο είλαη ε ζπιινγή ησλ ζπκκεηερφλησλ. Ο 

θαζνξηζκφο ζπγθεθξηκέλσλ θξηηεξίσλ έληαμεο θαη απνθιεηζκνχ (inclusive and exclusive 

criteria) επηηξέπεη ηελ θαιχηεξε αληηζηνίρηζε δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ θαη πεξηνξίδεη 

παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ θαηάζηαζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο, φπσο ε ειηθία, ην θχιν, ην 

BMI, ε δηαηξνθή, ε θαξκαθεπηηθή αγσγή, ε εζληθφηεηα θαη ε γεσγξαθηθή πεξηνρή (Qian et 

al., 2020). Δπηπιένλ, φηαλ έλαο εξεπλεηήο ζρεδηάδεη έλα πείξακα, είλαη ζεκαληηθφ λα 

εθηηκήζεη ην κέγεζνο ηνπ δείγκαηνο, θαη θαηά επέθηαζε ηνλ αξηζκφ ησλ εζεινληψλ. Έλα 

θαηάιιειν κέγεζνο δείγκαηνο επηηξέπεη ζε κηα έξεπλα κηθξνβηψκαηνο λα δηαθξίλεη ηηο 

δηαθνξέο κεηαμχ ησλ νκάδσλ θαη λα εμνηθνλνκήζεη πφξνπο θαη ρξφλν.  

΢ηελ ζπλέρεηα, αθνινπζεί ε δηαδηθαζία ηεο δεηγκαηνιεςίαο, ε ζπληήξεζε ησλ 

δεηγκάησλ θαη ε απνζήθεπζε ηνπο. Γεληθά, ε επηινγή ηνπ θαηάιιεινπ ζεκείνπ απφ ην νπνίν 

ζα πξαγκαηνπνηεζεί ε δεηγκαηνιεςία ζηηο κειέηεο κηθξνβηψκαηνο είλαη έλα νπζηαζηηθφ, θαη 

ζπλήζσο πνιχπινθν, βήκα ηεο έξεπλαο θαη ηνπ πεηξακαηηθνχ ζρεδηαζκνχ (Weinroth et al., 

2022). Ο πξνζδηνξηζκφο ηνπ ζεκείνπ δεηγκαηνιεςίαο πξέπεη λα βαζίδεηαη ζηελ ππφζεζε 

ή/θαη ζηνπο ζηφρνπο ηεο έξεπλαο, θαζψο θαη ζηε γλψζε ζρεηηθά κε ηε θπζηνινγία ηνπ 

μεληζηή ή/θαη ηνπ ηζηνχ-ζηφρνπ. Σαπηφρξνλα, πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε θαη ν ρξφλνο ζηνλ 

νπνίν πξαγκαηνπνηείηαη ε δεηγκαηνιεςία, εηδηθά φηαλ πξφθεηηαη γηα ηνλ ζρεδηαζκφ κίαο 

δηαρξνληθήο έξεπλαο. Η ζπιινγή ησλ δεηγκάησλ απαηηεί ηε δηαηήξεζε ηεο ζηεηξφηεηαο, 

επνκέλσο, φια ηα δνρεία θαη ηα εξγαιεία ζα πξέπεη λα απνζηεηξψλνληαη πξηλ απφ ηε ρξήζε ή 

λα είλαη απνζηεηξσκέλα θαη κηαο ρξήζεο (Gołębiewski & Tretyn, 2020). 

Φπζηθφ επαθφινπζν ηεο δεηγκαηνιεςίαο είλαη ε δηαδηθαζία ζπληήξεζεο θαη 

απνζήθεπζεο ησλ δεηγκάησλ, εθφζνλ ε ζπιινγή δεηγκάησλ ζρεδφλ πνηέ δελ γίλεηαη 

ηαπηφρξνλα απφ φινπο ηνπο ζπκκεηέρνληεο. Οη κέζνδνη δηαηήξεζεο θαη απνζήθεπζεο 

δεηγκάησλ ζπλήζσο πξνζαξκφδνληαη ζηελ πεηξακαηηθή κέζνδν θαη ηνλ ηχπν ηνπ δείγκαηνο, 

ελψ ε πην επέιηθηε κέζνδνο είλαη ε απεπζείαο θαηάςπμε ησλ δεηγκάησλ (Qian et al., 2020). 
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Χζηφζν, πνιιέο θνξέο ηα δείγκαηα ζπιιέγνληαη εθηφο θιηληθψλ/εξεπλεηηθψλ εγθαηαζηάζεσλ 

(π.ρ. ζηελ θαηνηθία ησλ ζπκκεηερφλησλ) φπνπ ππφ απηέο ηηο ζπλζήθεο, ε ρξήζε εηδηθψλ θηη 

ζπληήξεζεο είλαη κηα ελαιιαθηηθή ιχζε. Δίλαη πνιχ ζεκαληηθφ νη κέζνδνη δηαηήξεζεο θαη 

απνζήθεπζεο ησλ δεηγκάησλ λα είλαη ζπλεπείο ζε φια ηα δείγκαηα γηα λα ειαρηζηνπνηεζνχλ 

νη πηζαλέο παξαιιαγέο πνπ ζα κπνξνχζαλ λα πξνθαιέζνπλ εζθαικέλα απνηειέζκαηα. 

Έλα απφ ηα θξίζηκα βήκαηα ηνπ αξρηθνχ ζηαδίνπ κίαο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο είλαη 

ε ζπιινγή θαη ε θαηαγξαθή κεηαδεδνκέλσλ. Ο φξνο «κεηαδεδνκέλα» (metadata) 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα ππνδείμεη φια ηα πεξηγξαθηθά δεδνκέλα πνπ ραξαθηεξίδνπλ ηα 

βηνινγηθά δείγκαηα πνπ ζπιιέγνληαη (Weinroth et al., 2022). Απφ ηελ αξρή έσο θαη ηελ 

νινθιήξσζε ηεο έξεπλαο, είλαη πνιχ ζεκαληηθφ λα ζπιιερζνχλ φζν ην δπλαηφλ 

πεξηζζφηεξεο πιεξνθνξίεο θαη ιεπηνκέξεηεο πνπ πεξηγξάθνπλ ηα δείγκαηα. Οη πιεξνθνξίεο 

ζπκπεξηιακβάλνπλ ραξαθηεξηζηηθά πνπ αθνξνχλ ηελ πξνέιεπζε θαη ηνλ ηξφπν ζπιινγήο 

ησλ δεηγκάησλ, ηελ πξνεηνηκαζία απηψλ, θαζψο θαη άιιεο παξαηεξήζεηο πνπ έγηλαλ ζε φιε 

ηε κειέηε. ΢ηελ ηδαληθή πεξίπησζε, ηα κεηαδεδνκέλα ζα πξέπεη λα παξέρνπλ φιεο ηηο 

απαξαίηεηεο πιεξνθνξίεο γηα ηελ επαλάιεςε κηαο έξεπλαο ή γηα ηελ εθ λένπ δεηγκαηνιεςία 

ζε κεηαγελέζηεξα ζηάδηα, αθελφο, θαη ζα πξέπεη λα επηηξέπνπλ ζηνπο εξεπλεηέο λα 

επαλαρξεζηκνπνηνχλ ηα δεδνκέλα ζε έλα επξχηεξν πιαίζην αθεηέξνπ (Cernava et al., 2022). 

Μφιηο ζπιιερζνχλ ηα κεηαδεδνκέλα, νη πιεξνθνξίεο ζα πξέπεη λα απνζεθεχνληαη 

θαηάιιεια ζε ςεθηαθή κνξθή. 

Ο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν ε ζπιινγή έγθπξσλ κεηαδεδνκέλσλ απνηειεί ζεκαληηθφ 

αξρηθφ ζηάδην ηεο έξεπλαο είλαη ε βειηίσζε ησλ κεηαγελέζηεξσλ βηνπιεξνθνξηθψλ 

αλαιχζεσλ. Οη αλαιχζεηο απηέο πεξηιακβάλνπλ ηελ ρξήζε ησλ βηνπιεξνθνξηθψλ 

εξγαιεηψλ/pipelines γηα ηελ επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο, ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ, ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε θαζψο θαη ηηο ζηαηηζηηθέο 

αλαιχζεηο. ΢πγθεθξηκέλα, ε ρξήζε βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ απαηηεί ηελ ζπλέπεηα ησλ 

πιεξνθνξηψλ πνπ ζπκπεξηιακβάλνληαη ζηα κεηαδεδνκέλα, θαζψο θαη ηελ κνξθή απηψλ, γηα 

ηελ θαηάιιειε εηζαγσγή δεδνκέλσλ, θαζηζηψληαο έηζη ηα αθξηβή κεηαδεδνκέλα ζεκαληηθά 

γηα ηηο αλαιχζεηο. Δπηπιένλ, ηα pipelines ελζσκαηψλνπλ ζπρλά ζηαηηζηηθέο αλαιχζεηο, 

γεγνλφο πνπ θαζηζηά ηελ νξγάλσζε κεηαδεδνκέλσλ αλαπφζπαζην βήκα γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε πνιιαπιψλ ζπγθξίζεσλ κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ κεηαβιεηψλ. ΢πλεπψο, ηα 

αθξηβή κεηαδεδνκέλα κπνξνχλ λα βειηηψζνπλ ηηο παξαηεξήζεηο ησλ δεδνκέλσλ ή 

ζπγθεθξηκέλεο νκάδεο απηψλ (Weinroth et al., 2022). 

 

1.3.4 Απνκόλσζε DNA, επηινγή ππεξκεηαβιεηήο πεξηνρήο θαη ελίζρπζε κε PCR 

Γηα λα ιεθζεί αληηπξνζσπεπηηθφ θαη πνηνηηθφ κεηαγνληδίσκα γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ 

γνληδίνπ 16S rRNA θαη ζηε ζπλέρεηα γηα ηελ αιιεινχρηζή ηνπ, είλαη αλαγθαία ε 

απνηειεζκαηηθή δηάζπαζε ησλ θπηηαξηθψλ ηνηρσκάησλ ή κεκβξαλψλ φισλ ησλ βαθηεξίσλ 

πνπ εκπεξηέρνληαη ζηα εμεηαδφκελα δείγκαηα. Απηφ επηηπγράλεηαη κε ηελ δηαδηθαζία ηεο 

θπηηαξηθήο ιχζεο, θαηά ηελ νπνία ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα θαη/ή ε κεκβξάλε δηαζπάηαη ή 

θαηαζηξέθεηαη γηα ηελ απειεπζέξσζε ηνπ εζσηεξηθνχ θπηηαξηθνχ πιηθνχ, φπσο ην DNA, ην 

RNA, νη πξσηεΐλεο ή ηα νξγαλίδηα ηνπ θπηηάξνπ. Δπί ηνπ παξφληνο, ππάξρνπλ πνιιέο 

κεζφδνη θπηηαξηθήο ιχζεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο κεραληθήο, θπζηθήο, ρεκηθήο θαη 

ελδπκηθήο (Shehadul Islam et al., 2017). Γηα ηελ επηινγή ηεο βέιηηζηεο κεζφδνπ θπηηαξηθήο 

ιχζεο, πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε ην θαηά πφζν ζα είλαη απνηειεζκαηηθή ζε φινπο ηνπο ηχπνπο 

θπηηάξσλ εληφο ηνπ δείγκαηνο αιιά θαη ην θαηά πφζν είλαη εθαξκφζηκε ζε φινπο ηνπο 
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ηχπνπο δεηγκάησλ ηεο ηξέρνπζαο έξεπλαο. Δπεηδή νξηζκέλα θχηηαξα είλαη πην αλζεθηηθά 

ζηελ θπηηαξηθή ιχζε, φπσο ηα ζεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα θαη ηα βαθηεξηαθά ελδνζπφξηα, 

κία επηιεγκέλε ηερληθή ιχζεο ζα κπνξνχζε λα νδεγήζεη ζε απνκνλσκέλν κεηαγνληδησκαηηθφ 

DNA πνπ δελ αληηπξνζσπεχεη ηελ πξαγκαηηθή πνηθηινκνξθία ή ζχλζεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο. 

Χο εθ ηνχηνπ, ε κεραληθή ιχζε έρεη απνδεηρζεί φηη βειηηψλεη ηελ απφδνζε απνκφλσζεο 

DNA, απμάλεη ηελ παξαηεξνχκελε βαθηεξηαθή πνηθηινκνξθία θαη βειηηψλεη ηελ αλάθηεζε 

ηνπ κεηαγνληδησκαηηθνχ DNA απφ ζεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα θαη ελδνζπφξηα. Δπηπιένλ, 

γηα λα ππάξρεη αληηθεηκεληθή ζχγθξηζε δηάθνξσλ ηχπσλ δεηγκάησλ, είλαη ζεκαληηθφ λα 

θαζνξηζηεί κία κεζνδνινγία θπηηαξηθήο ιχζεο, είηε πξφθεηηαη γηα κία κφλν κέζνδν είηε γηα 

ηνλ ζπλδπαζκφ απηψλ, ε νπνία λα είλαη απνηειεζκαηηθή ζε φινπο ηνπο ηχπνπο δεηγκάησλ. 

Με ηελ νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο θπηηαξηθήο ιχζεο, ρξεζηκνπνηνχληαη εηδηθά θηη 

απνκφλσζεο λνπθιετθψλ νμέσλ γηα ηνλ δηαρσξηζκφ ηνπ DNA απφ ηα ππφινηπα ζπζηαηηθά 

ησλ θπηηάξσλ. 

Σν επφκελν βήκα ηεο έξεπλαο απνηειεί ηελ ελίζρπζε κίαο ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρήο 

ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA κε ηελ κέζνδν PCR. ΢ε απηφ ην ζηάδην, πξέπεη λα παξζεί ε απφθαζε 

γηα ην πνηα ή πνηεο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο απφ ηηο ζπλνιηθά ελληά ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα 

ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ βαθηεξίσλ. Η επηινγή κηαο ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρήο εμαξηάηαη 

απφ δχν βαζηθνχο παξάγνληεο, ην βάζνο ηεο ηαμηλνκηθήο αλάιπζεο θαη ηελ δηαζέζηκε 

νηθνλνκηθή ππνζηήξημε. Καηά θαλφλα, νη πην ζπληεξεηηθέο πεξηνρέο είλαη ρξήζηκεο γηα ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πςειφηεξνπ επηπέδνπ, ελψ νη πην 

κεηαβαιιφκελεο κπνξνχλ λα βνεζήζνπλ ζηελ αλαγλψξηζε γέλνπο ή είδνπο (Bukin et al., 

2019). Δπηπιένλ, ε επηινγή ελφο ζπλδπαζκνχ ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ, δειαδή ε ηάζε 

ελίζρπζεο κεγαιχηεξνπ κήθνπο ηνπ γνληδίνπ, επηηξέπεη επίζεο ηελ θαιχηεξε θαη πην πνηνηηθή 

ηαμηλνκηθή αλάιπζε (Fuks et al., 2018). Βέβαηα, ε αχμεζε ηνπ κήθνπο ηνπ ακπιηθνλίνπ πνπ 

επηζπκείηαη λα αιιεινπρηζεί ζπλεπάγεηαη κε ηελ αχμεζε ηνπ θφζηνπο ησλ αλαιψζηκσλ θαη 

ηεο πιαηθφξκαο αιιεινχρηζεο πξνο ρξήζε.  

Αμηνζεκείσην είλαη ην γεγνλφο φηη έξεπλεο έρνπλ δείμεη ηελ ζεκαληηθή αιιαγή ηεο 

αληηιεπηήο δνκήο κηαο κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο ζπλαξηήζεη κηαο ζπγθεθξηκέλεο 

ζηνρεπφκελεο ππεξκεηαβιεηήο πεξηνρήο (Teng et al., 2018). Χο εθ ηνχηνπ, πξέπεη λα δνζεί 

βάζε ζηελ αμηνιφγεζε ηεο επηινγήο ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ, έηζη ψζηε λα 

ειαρηζηνπνηεζνχλ νη παξακνξθψζεηο θαη νη αληηθξνχζεηο ζηελ αλάιπζε θαη ζχγθξηζε 

κηθξνβησκάησλ. Πνιιέο θνξέο, ε αμηνιφγεζε ησλ βέιηηζησλ πεξηνρψλ είλαη αζαθήο. ΢ε 

απηέο ηηο πεξηπηψζεηο πξνηείλεηαη ε επηινγή κίαο ππεξκεηαβιεηήο πεξηνρήο πνπ έρεη 

ρξεζηκνπνηεζεί ζε παξφκνηεο δεκνζηεπκέλεο έξεπλεο, πξνζθέξνληαο ηελ δπλαηφηεηα 

ζχγθξηζεο ησλ απνηειεζκάησλ (Weinroth et al., 2022). Μέρξη θαη ζήκεξα, νη πην ζπρλέο 

επηινγέο ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ είλαη ε πεξηνρή V1-V3, ε V3-V4, ε V4 θαη ε V4-V5 

(Σρήκα 1.13). 

Δθφζνλ απνθαζηζηεί ε πεξηνρή ζηελ νπνία ζα πξαγκαηνπνηεζεί ε αλάιπζε, 

αθνινπζεί ν ζρεδηαζκφο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR). Η εθαξκνγή 

απηήο ηεο αληίδξαζεο επηηξέπεη ηελ πνιιαπιή αληηγξαθή ηεο ελδηαθεξφκελεο γελεηηθήο 

πεξηνρήο απφ φιν ην κεηαγνληδίσκα θαη ηελ απνθιεηζηηθή αιιεινχρηζή ηεο ζε 

κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο. ΢ε κία ηέηνηα αληίδξαζε, εθηφο απφ ην πξφηππν DNA (template), 

ηα ζπζηαηηθά πνπ έρνπλ πξσηαγσληζηηθφ ξφιν είλαη ην δεχγνο εθθηλεηψλ θαη ε DNA 

πνιπκεξάζε (Kadri, 2019). Όπσο θαη ζην πξψην ζηάδην ηεο ξνήο ηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο, 

έηζη θαη ζηελ PCR ν ξφινο ηνπ ελδχκνπ DNA πνιπκεξάζε είλαη ε ζχλζεζε λέσλ θιψλσλ 

DNA κε βάζε ηελ ζπκπιεξσκαηηθφηεηα. Όκσο, αθφκα θαη κεηά ηνλ δηαρσξηζκφ ηνπ 
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δίθισλνπ DNA πνπ εθαξκφδεηαη ζηελ αξρή ηεο αληίδξαζεο, ην έλδπκν είλαη αλίθαλν λα 

μεθηλήζεη απφ κφλν ηνπ ηελ αληηγξαθή. Δπεηδή ε DNA πνιπκεξάζε κπνξεί λα πξνζζέζεη έλα 

λνπθιενηίδην κφλν ζε κηα πξνυπάξρνπζα νκάδα 3'-ΟΗ, ρξεηάδεηαη έλαλ εθθηλεηή, δειαδή 

έλα ζπλζεηηθφ DNA νιηγνλνπθιενηίδην πνπ είλαη ζπκπιεξσκαηηθφ κε κία απφ ηηο αιπζίδεο 

ηνπ δίθισλνπ DNA, ζηνλ νπνίν κπνξεί λα πξνζδεζεί θαη λα πξνζζέζεη ην πξψην 

λνπθιενηίδην. Απηή ε απαίηεζε θαζηζηά δπλαηή ηελ νξηνζέηεζε κηαο ζπγθεθξηκέλεο 

πεξηνρήο αιιεινπρίαο ηνπ πξνηχπνπ DNA γηα ηελ ελίζρπζή ηεο. 

 

Σρήκα 1.13 Απεηθφληζε ζπληεξεκέλσλ θαη ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Οη 

ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο επηζεκαίλνληαη κε κπιε ρξψκα θαη νη δηαηεξεκέλεο πεξηνρέο 

ππνδεηθλχνληαη κε ρακειή εληξνπία. Με θφθθηλν ρξψκα, επηζεκαίλνληαη ηα ηέζζεξα ζπλεζέζηεξα 

ρξεζηκνπνηνχκελα δεχγε εθθηλεηψλ. (Weinroth et al., 2022) 

΢πλεπψο, ν ζρεδηαζκφο ησλ θαηάιιεισλ εθθηλεηψλ απνηειεί ην θιεηδί γηα ηελ 

αληηγξαθή ησλ πεξηνρψλ πξνο ελδηαθέξνληνο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA θαη ε αθξίβεηα ηεο 

αιιεινχρηζήο ηνπο εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ηελ επηινγή απηψλ (Sambo et al., 2018). 

Καηά βάζεη, ρξεζηκνπνηψληαο ηηο ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο, ζρεδηάδνληαη δεχγε εθθηλεηψλ 

επξέσο θάζκαηνο, νη νπνίνη κε ηε ζεηξά ηνπο κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ. Έλα δεχγνο εθθηλεηψλ απνηειείηαη απφ έλαλ 

εκπξφζζην (forward) θαη έλαλ αλάζηξνθν (reverse) εθθηλεηή, φπνπ ν πξψηνο πξννξίδεηαη λα 

ηαηξηάδεη κε ηελ αξρή ηεο θχξηαο αιιεινπρίαο ηνπ βαθηεξηαθνχ 16S, ελψ ν δεχηεξνο πξέπεη 

λα ηαηξηάδεη κε ηελ αληηπαξάιιειε αιιεινπρία. Γεδνκέλνπ φηη νη αιιεινπρίεο ησλ 

ζπληεξεκέλσλ πεξηνρψλ ηνπ γνληδίνπ 16S δελ είλαη παλνκνηφηππεο ζε δηαθνξεηηθά είδε 

βαθηεξίσλ, ρξεζηκνπνηνχληαη εθθπιηζκέλνη εθθηλεηέο. Έλα ζχλνιν εθθηλεηψλ νλνκάδεηαη 

εθθπιηζκέλν φηαλ ρξεζηκνπνηείηαη σο κείγκα νιηγνλνπθιενηηδηθψλ κνξίσλ πνπ πεξηέρνπλ 

δηαθνξεηηθά λνπθιενηίδηα ζε θαζνξηζκέλεο ζέζεηο. Έλα δεχγνο εθθπιηζκέλσλ εθθηλεηψλ 

κπνξεί θπζηθά λα επεθηαζεί ζε έλα ζχλνιν κε εθθπιηζκέλσλ δεπγψλ εθθηλεηψλ, ησλ νπνίσλ 

ηα ζηνηρεία ιακβάλνληαη κε ηελ αλάζεζε φισλ ησλ πηζαλψλ ζπλδπαζκψλ βάζεσλ ζηα 

εθθπιηζκέλα λνπθιενηίδηα ηνπ αξρηθνχ δεχγνπο. 

Η αλάπηπμε ησλ δεπγψλ εθθηλεηψλ γηα ηελ ελίζρπζε ησλ γνληδίσλ 16S rRNA 

δηεμάγεηαη in silico ρξεζηκνπνηψληαο βάζεηο δεδνκέλσλ σο ζεκεία αλαθνξάο. Σα βαζηθα 

ραξαθηεξηζηηθά ελφο δεχγνπο εθθηλεηψλ γηα ηελ ελίζρπζε ηεο επηζπκεηήο πεξηνρήο ηνπ 

γνληδίνπ 16S rRNA είλαη: (i) ε κέγηζηε πεηξακαηηθή απνηειεζκαηηθφηεηα θαη 

απνθιεηζηηθφηεηα, φζνλ αθνξά ηελ ελίζρπζε ηεο επηιεγκέλεο πεξηνρήο αιιεινπρίαο θαη φρη 

άιιεο, (ii) ε κέγηζηε θάιπςε, δειαδή ην δεχγνο εθθηλεηψλ λα ηαηξηάδεη κε φια ηα ζξαχζκαηα 

φισλ ησλ βαθηεξηαθψλ αιιεινπρηψλ 16S απφ δηαθνξεηηθά είδε, θαη (iii) ε ειάρηζηε 

κεηαβιεηφηεηα, φζνλ αθνξά ηνλ αξηζκνχ ζπλδπαζκψλ πνπ κπνξνχλ λα πξνζθέξνπλ νη 
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εθθπιηζκέλνη εθθηλεηέο (Sambo et al., 2018). Σν ηειεπηαίν ραξαθηεξηζηηθφ αλαθέξεηαη ζηελ 

ειαρηζηνπνίεζε ηεο πηζαλφηεηαο λα εληζρπζνχλ πεξηζζφηεξν θάπνηεο βαθηεξηαθέο 

αιιεινπρίεο ζε ζρέζε κε άιιεο ιφγσ ηνπ φηη θαιχπηνληαη απφ πεξηζζφηεξνπο ζπλδπαζκνχο 

εθθηλεηψλ, παξαπνηψληαο έηζη ηελ πξαγκαηηθή ζρεηηθή αθζνλία ησλ δηαθνξεηηθψλ εηδψλ. 

΢ην πέξαζκα ησλ πξνεγνχκελσλ ρξφλσλ, έρνπλ ζρεδηαζηεί πνιιά δεχγε εθθηλεηψλ 

γηα ηελ κειέηε ηηο πνηθηινκνξθίαο ζπγθεθξηκέλσλ ηαμηλνκηθψλ νκάδσλ θαη έρνπλ γίλεη 

πνιιέο πξνζπάζεηεο λα αλαπηπρζνχλ «θαζνιηθά» δεχγε ηνπ γνληδίνπ 16S γηα ηελ θάιπςε 

ζρεδφλ νιφθιεξεο ηεο πνηθηινκνξθίαο κίαο θπζηθήο κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο (Fadeev et al., 

2021). Έλα απφ ηα πην επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελα δεχγε εθθηλεηψλ γηα ηε δηεξεχλεζε ηεο 

βαθηεξηαθήο πνηθηιφηεηαο ζε δηάθνξα πεξηβάιινληα είλαη ην 341F/785R, νη νπνίνη 

ζηνρεχνπλ ηηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο V3-V4 ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Έλα ελαιιαθηηθφ 

δεχγνο εθθηλεηψλ είλαη ην 515F-Y/926R πνπ ζηνρεχνπλ ηηο ππεξκεηαβιεηέο πεξηνρέο V4-V5, 

ην νπνίν είλαη επίζεο ζε ζέζε λα ζπιιάβεη ηελ πνηθηινκνξθία ησλ αξραίσλ θνηλνηήησλ. 

Αθφκα θαη αλ έρνπλ εθεπξεζεί εμαηξεηηθέο ηερληθέο θπηηαξηθήο ιχζεο, απνκφλσζεο 

DNA θαη ηερληθέο PCR γηα ηελ κεηαγελέζηεξε αιιεινχρηζε ηνπ γνληδίνπ 16S, απηέο νη 

βαζηθέο εθαξκνγέο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο εκπεξηέρνπλ πνιινχο παξάγνληεο πνπ κπνξνχλ 

λα εηζάγνπλ ζεκαληηθά ζθάικαηα ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα (Dos Santos et al., 2019), εηδηθά 

φηαλ ηα αξρηθά δείγκαηα έρνπλ ρακειή βηνκάδα. Η αληθαλφηεηα ηεο πιήξεο απνκφλσζεο ηνπ 

κεηαγνληδηψκαηνο, νη επηκνιχλζεηο, ε εμεηδίθεπζε ησλ εθθηλεηψλ, ε παξέκβαζε κε-

ζηνρεπκέλνπ DNA θαη ε πξνηηκψκελε ελίζρπζε νξηζκέλσλ αιιεινπρηψλ είλαη θάπνηνη απφ 

απηνχο ηνπο παξάγνληεο. 

Έλα απφ ηα κεγαιχηεξα ζθάικαηα ηεο PCR πνπ ζπκβαίλεη ζε δείγκαηα κε κεηθηά 

πξφηππα DNA είλαη ν ζρεκαηηζκφο ρηκαηξηθψλ, δειαδή ηερληθψλ αιιεινπρηψλ πνπ 

ζρεκαηίδνληαη απφ ηελ εζθαικέλε έλσζε δχν ή πεξηζζφηεξσλ βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ 

(Haas et al., 2011). Απηφ νθείιεηαη ζηηο ειιηπείο αληηγξαθέο ελφο θιψλνπ θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο PCR νη νπνίεο επηηξέπνπλ ζηνπο επφκελνπο θχθινπο λα ρξεζηκνπνηνχλ έλαλ κεξηθψο 

εθηεηακέλν θιψλν γηα λα ζπλδεζνχλ κε ην πξφηππν κηαο δηαθνξεηηθήο, αιιά παξφκνηαο 

αιιεινπρίαο (Σρήκα 1.14). Ο κεξηθψο εθηεηλφκελνο θιψλνο δξα ζηε ζπλέρεηα σο εθθηλεηήο 

γηα λα επεθηαζεί θαη λα ζρεκαηίζεη κηα ρηκαηξηθή αιιεινπρία. Μφιηο δεκηνπξγεζεί, ε 

ρηκαηξηθή αιιεινπρία ζηε ζπλέρεηα εληζρχεηαη πεξαηηέξσ ζε επφκελνπο θχθινπο. Σν ηειηθφ 

απνηέιεζκα είλαη έλα ηερλνχξγεκα ηεο PCR πνπ δελ αληηπξνζσπεχεη κηα αιιεινπρία πνπ 

ππάξρεη ζηε θχζε. Αλ θαη ππάξρνπλ βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία πνπ εληνπίδνπλ θαη αθαηξνχλ 

ηέηνηεο αιιεινπρίεο, είλαη πξνθαλέο φηη ηα ρηκαηξηθά επηθέξνπλ ζεκαληηθφ ζθάικα ζηελ 

πνηφηεηα θαη ζηελ ζρεηηθή αθζνλία ησλ αλαγλσζκάησλ κεηά ηελ δηαδηθαζία αιιεινχρηζεο. 

 

Σρήκα 1.14 ΢ρεκαηηζκφο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαηά ηελ ελίζρπζε PCR. Έλα πξντφλ επέθηαζεο 

πνπ έρεη απνξξηθζεί απφ έλαλ πξνεγνχκελν θχθιν PCR κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη σο εθθηλεηήο ζε 
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έλαλ επφκελν θχθιν PCR. Δάλ απηφ ην πξντφλ επέθηαζεο πνπ έρεη απνξξηθζεί ρξεζηκνπνηεζεί σο 

εθθηλεηήο γηα ηελ ζχλζεζε δηαθνξεηηθνχ ζξαπζκάηνο DNA απφ ην αξρηθφ, ζρεκαηίδεηαη κηα 

ρηκαηξηθή αιιεινπρία. (Haas et al., 2011) 

 

1.3.5 Δπηινγή πιαηθόξκαο αιιεινύρηζεο λέαο γεληάο θαη πξνεηνηκαζία βηβιηνζήθεο 

Οη πξφζθαηεο εμειίμεηο ζηελ ηερλνινγίαο αιιεινχρηζεο Illumina, νη νπνίεο 

επέηξεςαλ ηελ αχμεζε ηνπ κήθνπο αλαγλψζκαηνο εψο θαη 300 bp γηα single-end ή 500 bp γηα 

paired-end αλαγλψζκαηα, έρνπλ παξαθηλήζεη ηελ επηζηεκνληθή θνηλφηεηα λα ρξεζηκνπνηεί 

φιν θαη πεξηζζφηεξν ηηο δηαζέζηκεο πιαηθφξκεο ηεο. Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη γίλεηαη 

δπλαηή ε αιιεινχρηζε ζε παξαπάλσ απφ κία ππεξκεηαβιεηή πεξηνρή, πξνζζέηνληαο έηζη 

πεξηζζφηεξεο θπινγελεηηθέο πιεξνθνξίεο ζηελ έξεπλα, νη νπνίεο νδεγνπλ ζηελ επίιπζε 

ηαμηλνκηθψλ αζαθεηψλ.  

Όζνλ αθνξά ηνλ αξηζκφ ησλ παξαγφκελσλ αλαγλσζκάησλ, έξεπλεο έρνπλ ππνδείμεη 

φηη 10,000 κε 15,000 αλαγλψζκαηα αλά δείγκα επηηξέπνπλ έλαλ ηθαλνπνηεηηθφ ραξαθηεξηζκφ 

κίαο βαθηεξηαθήο θνηλφηεηαο (Bukin et al., 2019). Σν θφζηνο ηεο αιιεινχρηζεο πνηθίιιεη 

ζεκαληηθά θαη εμαξηάηαη απφ ηελ ηερλνινγία θαη ηελ πιαηθφξκα. Γεληθά, ην θφζηνο αλά 

βάζε ηεο Illumina είλαη ειαθξψο ρακειφηεξν απφ απηφ ηεο IonTorrent, ελψ ηα πνζνζηά 

ζθάικαηνο κεηαμχ απηψλ ησλ δχν είλαη πεξίπνπ 0,1% θαη 0,5% αληίζηνηρα. Βέβαηα, θαη ζηηο 

δχν ηερλνινγίεο ππάξρεη αξλεηηθή ζπζρέηηζε πνζφηεηαο θαη πνηφηεηαο δεδνκέλσλ, φπνπ 

θαηά κήθνο ηνπ αλαγλψζκαηνο ε πνηφηεηα κεηψλεηαη ιφγσ ηεο αζπγθξάηεηεο θάζεο (not 

keeping phase), ζηελ νπνία ε ζχλζεζε νξηζκέλσλ κνξίσλ θαζπζηεξεί ή μεπεξλά ηελ 

πιεηνςεθία (Tan et al., 2019). Δπηπιένλ, γηα ηελ Illumina παξαηεξείηαη κηα αξλεηηθή 

ζπζρέηηζε κεηαμχ ηεο ππθλφηεηαο ησλ ζπζηάδσλ θαη ηεο κέζεο πνηφηεηαο ησλ 

αλαγλσζκάησλ, ε νπνία είλαη ηδηαίηεξα έληνλε φηαλ είλαη ρακειή ε πνηθηινκνξθία ησλ 

εηζαγφκελσλ ακπιηθνλίσλ.  

Η δεκηνπξγία βηβιηνζήθεο ζηηο NGS ηερλνινγίεο, δειαδή ε θαηάιιειε επεμεξγαζία 

ησλ δεηγκάησλ γηα ηελ εηζαγσγή ηνπο ζηηο πιαηθφξκεο, απαηηεί ηελ πξνζζήθε 

πξνζαξκνγέσλ (adapters) ζηα άθξα ησλ πξφηππσλ DNA γηα ηελ αλάγλσζή ηνπ. ΢ηελ 

πεξίπησζε ηεο Illumina, ηα δχν δεχγε πξνζαξκνγέσλ νλνκάδνληαη P5 θαη P7 (Gołębiewski & 

Tretyn, 2020). Ο βαζηθφο ξφινο απηψλ είλαη ε αθηλεηνπνίεζε ησλ ζξαπζκάησλ DNA εληφο 

ηεο πιαηθφξκαο, ε νπνία επηηξέπεη ηελ αιιεινχρηζή ηνπο. Δπηπιένλ, ε αιιεινχρηζε 

πεξηζζφηεξσλ ηνπ ελφο δεηγκάησλ ζε κία εθηέιεζε απαηηεί ηελ πξνζζήθε κηθξψλ εηηθεηψλ 

κε αιιεινπρίεο ζηα ζξαχζκαηα, νη νπνίεο επηηξέπνπλ ηελ αληηζηνίρηζε απηψλ κε ηα δείγκαηα 

απφ ηα νπνία πξνήιζαλ. Οη εηηθέηεο απηέο νλνκάδνληαη Μνξηαθέο Σαπηφηεηεο (Molecular 

IDentifiers, MIDs) ή ξαβδνθψδηθεο (barcodes). Αλάινγα κε ηελ ηερλνινγία, νη εηηθέηεο 

κπνξνχλ λα αιιεινπρεζνχλ καδί κε ηα ζξαχζκαηα DNA (IonTorrent) ή λα αλαγλσξηζηνχλ 

μερσξηζηά (Illumina), γεγνλφο πνπ πξνηηκάηαη θαζψο επηηξέπεη ηελ αιιεινχρηζε 

κεγαιχηεξσλ ζξαπζκάησλ.  

Καη ζηηο δχν ηερλνινγίεο αιιεινχρηζεο, ε πξνζζήθε ησλ πξνζαξκνγέσλ θαη 

εηηθεηψλ επηηπγράλεηαη κε ηελ ζχληεμή ηνπο κε ηνπο επηιεγκέλνπο εθθηλεηέο κέζσ ελφο ή δχν 

θχθισλ PCR (Σρήκα 1.15) (Gołębiewski & Tretyn, 2020). Η πξνεηνηκαζία ηεο βηβιηνζήθεο 

ελφο θχθινπ PCR απαηηεί ηνλ ζρεδηαζκφ εθθηλεηψλ πνπ απνηεινχληαη, μεθηλψληαο απφ ην 5' 

άθξν, απφ ηνλ πξνζαξκνγέα, ηνλ barcode, κηα θαζνιηθή αιιεινπρία θαη ηνλ εηδηθφ εθθηλεηή 

γηα ηελ ζηνρνπνίεζε ηεο επηζπκεηήο πεξηνρήο ηνπ γνληδίνπ. ΢ηελ πξνζέγγηζε ησλ δχν 

θχθισλ PCR, ρξεηάδνληαη δχν ζεη εθθηλεηψλ: έλαλ γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ ην νπνίν 

πεξηιακβάλεη ηελ θαζνιηθή αιιεινπρία θαη ηνλ εηδηθφ επηιεγκέλν εθθηλεηή, θαζψο θαη έλαλ 
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γηα ηελ πξνζζήθε ησλ πξνζαξκνγέσλ θαη barcodes, πνπ πεξηιακβάλεη ηνλ πξνζαξκνγέα, ηνλ 

barcode θαη ηελ θαζνιηθή αιιεινπρία. Ο ξφινο ηεο θαζνιηθήο αιιεινπρίαο θαη ζηηο δχν 

πεξηπηψζεηο είλαη λα γεθπξψζεη ην επηζπκεηφ βηνινγηθά γνλίδην κε ηηο απαξαίηεηεο ηερληθέο 

αιιεινπρίεο γηα ηελ αιιεινχρηζή ηνπ. ΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα, ινηπφλ, αλεμαξηήησο ηεο 

πξνζέγγηζεο, ε πξνεηνηκαζία ηεο βηβιηνζήθεο μεθηλάεη πξηλ νπνηαζδήπνηε εθαξκνγή PCR, 

κε ην δεχγνο εθθηλεηψλ λα ζρεδηάδνληαη κε ηέηνην ηξφπν, ψζηε λα απνηειείηαη θαη απφ ηηο 

θαζνιηθέο αιιεινπρίεο θαη απφ ηηο αιιεινπρίεο γηα ηελ πξφζδεζή ηνπο ζηελ επηζπκεηή 

πεξηνρή ηνπο γνληδίνπ. Γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ ζθαικάησλ ηεο PCR, είλαη πξνηηκεηέα ε 

πξνζέγγηζε ζηελ νπνία εθαξκφδεηαη έλαο θχθινο. 

 

Σρήκα 1.15 Οη πξνζεγγίζεηο πξνεηνηκαζίαο βηβιηνζήθεο, φπνπ (A) ε κέζνδνο δχν θχθισλ PCR θαη 

(Β) ε κέζνδνο ελφο θχθινπ PCR. Οη ρξσκαηηθέο ελδείμεηο γηα ηνπο εθθηλεηέο είλαη νη εμήο: καχξν – 

θαζνιηθνί εθθηλεηέο γηα ηελ ελίζρπζε ηεο επηζπκεηήο πεξηνρήο ηνπ γνληδίνπ, πξάζηλν – θαζνιηθέο 

αιιεινπρίεο, κπιε – barcodes/MID θαη Πνξηνθαιί – αιιεινπρία πξνζαξκνγέσλ. (Gołębiewski & 

Tretyn, 2020) 

Αθνχ νινθιεξσζεί ε θαηαζθεπή ηεο βηβιηνζήθεο γηα θάζε δείγκα, αμηνινγείηαη ε 

πνζφηεηά ηεο θαη ππνβάιινληαη φιεο νη βηβιηνζήθεο ζε θαλνληθνπνίεζε (Hussing et al., 

2018). Η πνζνηηθνπνίεζε κηαο βηβιηνζήθεο είλαη έλα απφ ηα βαζηθά βήκαηα πνπ 

δηαζθαιίδνπλ θαιά απνηειέζκαηα αιιεινχρηζεο θαη ζηηο δχν ηερλνινγίεο. Όζν κεγαιχηεξε 

ε πνζφηεηα ησλ ακπιηθνλίσλ, ηφζν κεηψλεηαη ε πηζαλφηεηα ζθάικαηνο θαηά ηελ δηάξθεηα 

ηεο αιιεινχρηζεο. Δπηπξφζζεηα, είλαη πνιχ ζεκαληηθή θαη ε αξαίσζε ησλ βηβιηνζεθψλ ζε 

ίζε κνξηαθή ζπγθέληξσζε, κηα δηαδηθαζία ε νπνία νλνκάδεηαη θαλνληθνπνίεζε. Με απηφλ 

ηνλ ηξφπν δηαζθαιίδεηαη ε νκνηφκνξθε αιιεινχρηζε φισλ ησλ ζξαπζκάησλ DNA. 

 

1.3.6 Δπηκνιύλζεηο θαη δείγκαηα ειέγρνπ 

Όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί, ηα απνηειέζκαηα κίαο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο κε ηελ 

αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ζα κπνξνχζαλ λα επεξεαζηνχλ απφ δηάθνξνπο παξάγνληεο, 

φπσο νη κέζνδνη δεηγκαηνιεςίαο, ηα θηη απνκφλσζεο DNA θαη νη κέζνδνη αιιεινχρηζεο. 

Έλαο αθφκα ζεκαληηθφο παξάγνληαο πνπ είλαη παξφλ ζε θάζε πεηξακαηηθή εθαξκνγή ηεο 

αλάιπζεο θαη πνπ κπνξεί λα επηθέξεη πξνβιήκαηα ζηελ αμηνιφγεζε ησλ απνηειεζκάησλ 

ακπιηθνλίσλ είλαη νη επηκνιχλζεηο (Hornung et al., 2019). Τπάξρνπλ δχν είδε επηκνιχλζεσλ 

πνπ πξέπεη λα ιεθζνχλ ππφςε, ε δηαζηαπξνχκελε επηκφιπλζε κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ θαη ε 

εμσγελήο επηκφιπλζε απφ ην πεξηβάιινλ. Γηα ηελ κέγηζηε απνθπγή επηκφιπλζεο, πνπ κπνξεί 

λα ζπκβεί ζε φια ηα πεηξακαηηθά ζηάδηα, πξέπεη λα παξζνχλ δηαθνξεηηθά κέηξα 

αληηκεηψπηζεο γηα ην θάζε ζηάδην. 
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 Αξρηθά, ε δεηγκαηνιεςία θαη ε κεηαθνξά ησλ δεηγκάησλ εγθπκνλνχλ αλαπφθεπθηα 

θίλδπλνπο επηκφιπλζεο, είηε δηαζηαπξνχκελεο κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ είηε εμσγελνχο θχζεσο 

απφ ηνλ εμνπιηζκφ δεηγκαηνιεςίαο θαη ηα θηαιίδηα απνζήθεπζεο. Η αληηκεηψπηζε απηψλ ησλ 

θίλδπλσλ πεξηιακβάλεη ηελ ρξήζε απνζηεηξσκέλνπ εμνπιηζκνχ κηαο ρξήζεο ή ηελ 

ζρνιαζηηθή απνζηείξσζε (π.ρ. θιφγα) κε αλαιψζηκσλ εξγαιείσλ. ΢ηελ δηαδηθαζία ηεο 

απνκφλσζεο ηνπ DNA θαη ηεο δεκηνπξγίαο κεηαγνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο ν έιεγρνο 

επηκφιπλζεο γίλεηαη φιν θαη πην δχζθνινο. Τπάξρεη πεξίπησζε ηα θηη απνκφλσζεο ηνπ DNA 

λα είλαη κνιπζκέλα, ελψ θαηά ηελ θαηαζθεπή ηεο βηβιηνζήθεο, εθηφο απφ ηνλ θίλδπλν 

κνιπζκέλσλ αληηδξαζηεξίσλ, ε πηζαλφηεηα δηαζηαπξνχκελεο επηκφιπλζεο είλαη κεγάιε 

θαηά ηελ ξχζκηζε ησλ αληηδξάζεσλ (Salter et al., 2014). Δπηπιένλ, νη αλαπεδήζεηο εηηθεηψλ, 

νη κεηαιιάμεηο ησλ barcodes θαη νη ππνιεηπφκελεο αιιεινπρίεο απφ πξνεγνχκελεο εθηειέζεηο 

κπνξνχλ λα πξνθαιέζνπλ εμίζνπ δηαζηαπξνχκελεο επηκνιχλζεηο θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο 

αιιεινχρηζεο (Gołębiewski & Tretyn, 2020). ΢ε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο, πξέπεη λα δνζεί 

έκθαζε ζηνλ ζρεδηαζκφ ησλ barcodes γηα λα ειαρηζηνπνηεζεί ν θίλδπλνο αλαπήδεζεο ησλ 

εηηθεηψλ, ελψ ππνζχζηεκα ηεο πιαηθφξκαο αιιεινχρηζεο πξέπεη λα απνιπκαίλεηαη 

ζπζηεκαηηθά κε ρξήζε δηαιχκαηνο ππνρισξηψδνπο λαηξίνπ γηα λα απνηξαπεί ε αιιεινχρηζε 

πξνεγνχκελσλ αιιεινπρηψλ. 

΢ε θάζε πεξίπησζε, ν βέιηηζηνο ηξφπνο αληηκεηψπηζεο επηκνιχλζεσλ θαη 

αμηνιφγεζεο απνηειεζκάησλ είλαη ε ζπκπεξίιεςε αξλεηηθψλ θαη ζεηηθψλ δεηγκάησλ 

ειέγρνπ θαηά ηελ πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ γηα αιιεινχρηζε (Eisenhofer et al., 2019). Με 

απηφλ ηνλ ηξφπν, παξέρεηαη ε δπλαηφηεηα εληνπηζκνχ νπνηαζδήπνηε επηκφιπλζεο ζηε ξνή 

ησλ πεηξακαηηθψλ εθαξκνγψλ, θαζψο θαη βειηίσζεο ηεο κεηαγελέζηεξεο βηνπιεξνθνξηθήο 

αλάιπζεο. Τπάξρνπλ δχν είδε αξλεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζπρλά 

ζε αλαιχζεηο κηθξνβηψκαηνο: ηα δείγκαηα ειέγρνπ απνκφλσζεο DNA θαη βηβιηνζήθεο 

αληίζηνηρα. Σν πξψην είδνο ρξεζηκνπνηείηαη θαηά ηελ απνκφλσζε ηνπ λνπθιετθνχ νμένο θαη 

ηππηθά απνηειείηαη απφ έλα ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ιχζεο, απνπζία νπνηνπδήπνηε βηνινγηθνχ 

πιηθνχ. Σα δείγκαηα ειέγρνπ βηβιηνζήθεο, νλνκαδφκελα επίζεο σο δείγκαηα ειέγρνπ 

απνπζίαο πξφηππνπ DNA (no-template controls, NTCs) ρξεζηκνπνηνχληαη θαηά ηελ ελίζρπζε 

PCR ησλ επηιεγκέλσλ ππεξκεηαβιεηψλ πεξηνρψλ θαη απνηεινχληαη απφ ππεξθαζαξφ λεξφ, 

αληί γηα πξφηππν DNA. Καη ηα δχν είδε δεηγκάησλ ειέγρνπ ζα πξέπεη λα πεξηιακβάλνληαη ζε 

φιε ηελ πεηξακαηηθή ξνή θαη λα αθνινπζνχληαη καδί κε ηα βηνινγηθά δείγκαηα πξνο 

αλάιπζε. Λφγσ ηνπ φηη δελ ππάξρεη ζαθήλεηα σο πξνο ηνλ θαηάιιειν αξηζκφ θαη ηχπν 

αξλεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ, είλαη ζην ρέξη ηνπ εξεπλεηή λα απνθαζίζεη ηα θαηαιιειφηεξα 

κέηξα γηα ηε δηαζθάιηζε ηεο εζσηεξηθήο εγθπξφηεηαο θαη εκπηζηνζχλεο ησλ επξεκάησλ ηεο 

κειέηεο (Gołębiewski & Tretyn, 2020). 

Σα ζεηηθά δείγκαηα ειέγρνπ είλαη ηα δείγκαηα πνπ πεξηέρνπλ βαθηεξηαθέο θνηλφηεηεο 

απφ ηηο νπνίεο είλαη γλσζηή ε ηαμηλνκηθή πεξηεθηηθφηεηα ηεο, θαζψο θαη ε ζπγθέληξσζή ηεο 

(Weinroth et al., 2022). Σα δείγκαηα απηά, νλνκαδφκελα επίζεο σο πιαζηέο θνηλφηεηεο 

(mock communities), κπνξνχλ λα θαηαζθεπαζηνχλ ζην εξγαζηήξην ή λα πξνκεζεπηνχλ απφ 

ην εκπφξην. Η ρξήζε απηψλ εμππεξεηεί ζηνλ εζσηεξηθφ ηερληθφ έιεγρν δηαηήξεζεο θαη 

επεμεξγαζίαο δεηγκάησλ, ζηνλ έιεγρν ηεο απφδνζε ηεο απνκφλσζεο DNA θαη ζηελ 

απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο αιιεινχρηζεο. Με απηφλ ηνλ ηξφπν, επηηξέπεηαη ε αμηνιφγεζε 

κεξνιεπηηθψλ θαη πνζνζηηαίσλ ζθαικάησλ θαζψο θαη ηεο ζπλνιηθήο πνηφηεηαο, ηφζν ησλ 

πεηξακαηηθψλ φζν θαη ησλ βηνπιεξνθνξηθψλ δηαδηθαζηψλ. 

΢πλεπψο, ε ρξήζε δεηγκάησλ ειέγρνπ είλαη ζεκαληηθή γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ 

κηθξνβησκάησλ, εηδηθά φηαλ ηα δείγκαηα έρνπλ ρακειή βαθηεξηαθή βηνκάδα. Γπζηπρψο, 
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κφλν ην 30% ησλ ππαξρφλησλ εξεπλψλ έρεη αλαθέξεη ηελ ρξήζε αξλεηηθψλ δεηγκάησλ 

ειέγρνπ, θαη ην 10% ηελ ρξήζε ζεηηθψλ αληίζηνηρα (Hussing et al., 2018). Πνιιέο έξεπλεο 

έρνπλ δηαπηζηψζεη ηνλ ελδερφκελν βαθηεξηαθφ απνηθηζκφ ζε δείγκαηα πνπ έσο ηφηε είραλ 

αλαγλσξηζηεί σο ζηείξα (Eisenhofer et al., 2019). Χζηφζν, απηά ηα ζεηηθά απνηειέζκαηα 

κπνξεί λα έρνπλ πξνθιεζεί ιφγσ επηκνιχλζεσλ, θαη ε απνπζία δεηγκάησλ ειέγρνπ ζε απηέο 

ηηο έξεπλεο δελ βνεζάεη ζηελ εγθπξφηεηά ηνπο. Δπνκέλσο, ζπληζηάηαη πνιχ έληνλα ε ρξήζε 

αξλεηηθψλ θαη ζεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ ζε αλαιχζεηο κηθξνβηψκαηνο απφ δείγκαηα 

ρακειήο βηνκάδαο, φπσο ην αίκα, ην ακληαθφ πγξφ, ην εγθεθαινλσηηαίν πγξφ θαη ν 

πιαθνχληαο (Karstens et al., 2019). 

 

1.4 Βηνπιεξνθνξηθή Aλάιπζε ηνπ 16S rRNA Γνληδίνπ 

1.4.1 Δηζαγσγή 

Σα δεδνκέλα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο πιαηθφξκεο αιιεινχρηζεο πεξηιακβάλνπλ 

εθαηνληάδεο ρηιηάδεο, ή αθφκα θαη εθαηνκκχξηα αλαγλψζκαηα, απνζεθεπκέλα ζε εηδηθά 

δηακνξθσκέλα αξρεία. Η βηνπιεξνθνξηθή επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο κίαο 

ππεξκεηαβιεηήο πεξηνρήο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ κπνξεί λα δψζεη ηηο αξρηθέο αιιεινπρίεο 

απφ ηηο νπνίεο πξνήιζαλ θαζψο θαη ηηο ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο γηα ηνλ κηθξνβηαθφ 

πιεζπζκφ ηνπ δείγκαηνο. Σα ζηάδηα απηήο ηεο επεμεξγαζίαο πεξηιακβάλνπλ ηελ 

πξνεπεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ, απφ ηελ νπνία ηα αλαγλψζκαηα ζπγρσλεχνληαη ζηελ 

πεξίπησζε πνπ είλαη paired-end θαη θαζαξίδνληαη απφ ρακειήο πνηφηεηαο αιιεινπρίεο θαη 

αιιεινπρίεο κε-βηνινγηθήο πξνέιεπζεο, θαη ηελ παξαγσγή αληηπξνζσπεπηηθψλ 

αιιεινπρηψλ ησλ ακπιηθνλίσλ, θαηά ηελ νπνία ηα αλαγλψζκαηα νξγαλψλνληαη ζε νκάδεο 

είηε κε ηελ κέζνδν νκαδνπνίεζεο είηε κε απηήλ ηεο απνζνξπβνπνίεζεο (Σρήκα 1.16). 

Δπηπιένλ, πεξηιακβάλεηαη θαη ε δηαρείξηζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαζψο θαη απηψλ πνπ 

έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ επηκφιπλζε ησλ δεηγκάησλ. Σέινο, αθνινπζεί ε ηαμηλνκηθή 

αλάιπζε θαη ηελ θπινγελεηηθή ζπζρέηηζε ησλ ηειηθψλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αιιεινπρηψλ. Οη 

δηαδηθαζίεο απηέο δίλνπλ ζεκαληηθέο πιεξνθνξίεο ηφζν γηα ηελ κηθξνβηαθή ζχλζεζε ησλ 

δεηγκάησλ φζν θαη γηα ηελ ζχγθξηζε ηεο πνηθηινκνξθίαο απηψλ κέζσ ζηαηηζηηθψλ 

αλαιχζεσλ. Γεδνκέλεο ηεο πνιππινθφηεηαο θαη ηεο άκεζεο εμάξηεζεο ηνπ θάζε 

πξναλαθεξφκελνπ ζηαδίνπ αλάιπζεο απφ ηα αξρηθά δεδνκέλα αιιεινχρηζεο, γίλεηαη 

εκθαλήο ε ζεκαληηθφηεηα ηεο εμαζθάιηζεο ηεο νξζφηεηαο θάζε ζηαδίνπ ζηηο παξαθάησ 

ππνελφηεηεο. 
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Σρήκα 1.16 Σα βαζηθά ζηάδηα ηεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο 

ακπιηθνλίσλ γηα ηελ εχξεζε ησλ ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ ηνπο. (Qian et al., 2020) 

 

1.4.2 Πξσηνγελή δεδνκέλα θαη πξνεπεμεξγαζία 

Σα δεδνκέλα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο πιαηθφξκεο αιιεινχρηζεο είλαη ζπλήζσο 

αξρεία θεηκέλνπ ηεο κνξθήο FASTQ ή FASTA (Hosseini et al., 2016). ΢ε έλα αξρείν 

FASTQ, ε θαηαρψξεζε ελφο αλαγλψζκαηνο πεξηιακβάλεη ηέζζεξα πεδία, ηνλ ηίηιν ηνπ 

αλαγλψζκαηνο, ηελ αιιεινπρία ηνπ, κηα πξναηξεηηθή επαλάιεςε ηνπ ηίηινπ θαη ηηο 

πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ πνηφηεηά ηνπ (Σρήκα 1.17). Η κνξθνινγία ηνπ αξρείνπ FASTA 

είλαη παλνκνηφηππε κε απηήο ηνπ FASTQ, κε ηελ βαζηθά δηαθνξά ηνπο λα έγθεηηαη ζην φηη 

ζηα αξρεία FASTA δελ πεξηιακβάλεηαη ε πξναηξεηηθή επαλάιεςε ηνπ ηίηινπ θαη θπξίσο νη 

πιεξνθνξίεο πνηφηεηαο. 

 

Σρήκα 1.17 Παξάδεηγκα κνξθνινγίαο ελφο αξρείνπ FASTQ πνπ πεξηιακβάλεη ηελ θαηαρψξεζε δχν 

αλαγλσζκάησλ.(Hosseini et al., 2016) 

Ο ηίηινο αξρίδεη κε ην ζχκβνιν @ θαη αθνινπζείηαη απφ έλα αλαγλσξηζηηθφ 

αιιεινπρίαο θαη κία πξναηξεηηθή πεξηγξαθή, φπσο ην φλνκα νξγάλνπ αιιεινχρηζεο, ην 

κήθνο ηνπ αλαγλψζκαηνο θ.ιπ. Η αιιεινπρία ηνπ αλαγλψζκαηνο πεξηέρεη ηελ αιιεινπρία 

ησλ βάζεσλ πνπ πξνέθπςε απφ ηελ αιιεινχρηζε ηνπ ζξαχζκαηνο DNA, ησλ νπνίσλ ν 

ζπκβνιηζκφο ηνπο είλαη A, C, G θαη T. ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ε πιαηθφξκα απνηχρεη λα 

πξνζδηνξίζεη κία βάζε, ε θαηνρχξσζε ηεο γίλεηαη κε δηθνξνχκελα ζχκβνια, φπσο ην N. Η 

ηξίηε γξακκή θεηκέλνπ μεθηλά κε ην ζχκβνιν + θαη ζηελ ζπλέρεηα ππάξρεη είηε θελφ είηε ε 

επαλάιεςε ηνπ ηίηινπ αλαγλψζκαηνο, κε ην @ λα απνπζηάδεη. ΢ην ηειεπηαίν πεδίν 



 

 

62 

 

παξαζέηνληαη νη βαζκνινγίεο πνηφηεηαο ζε θσδηθνπνηεκέλε κνξθή ASCII
3

 γηα θάζε 

λνπθιενηηδηθή βάζε. Η δηαβάζκηζε αθνινπζεί ην κνληέιν βαζκνινγίαο πνηφηεηαο PHRED, 

ζχκθσλα κε ην νπνίν κία βαζκνινγία πνηφηεηαο PHRED Q ζρεηίδεηαη ινγαξηζκηθά κε ηελ 

πηζαλφηεηα εζθαικέλεο θαηαγξαθήο ηεο βάζεο P σο εμήο: 

            

Σα ζχλνια ζπκβφισλ ASCII πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ θσδηθνπνίεζε ηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο είλαη ηα [33:73] ή [64:104], φπνπ νη ηηκέο ησλ ζπκβφισλ είλαη ίζεο κε Q+33 ή 

Q+64 αληίζηνηρα (Malysa et al., 2015). 

Όηαλ ζε κία αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ρξεζηκνπνηνχληαη πεξηζζφηεξα απφ 

έλα δείγκαηα πξνο κειέηε, εηζάγνληαη φια καδί γηα αιιεινχρηζε κε ζθνπφ ηελ εμνηθνλφκεζε 

ρξεκάησλ. Έηζη, φια ηα ακπιηθφληα αιιεινπρνχληαη ηαπηφρξνλα θαη ε θαηαρψξεζε ησλ 

αλαγλσζκάησλ γίλεηαη ηπραία. Μεξηθέο πιαηθφξκεο αιιεινχρηζεο παξέρνπλ ελζσκαησκέλα 

ινγηζκηθά ηα νπνία απηφκαηα δηαρσξίδνπλ θαη νξγαλψλνπλ ηα πξσηνγελή αλαγλψζκαηα κε 

βάζε ηα barcodes πνπ πεξηέρνπλ, ηα αθαηξνχλ απφ ηα αλαγλψζκαηα θαη ζηελ ζπλέρεηα ηα 

απνζεθεχνληαη ζε μερσξηζηά γηα ην θάζε δείγκα FASTQ αξρεία (Wilkins et al., 2021). 

Τπάξρνπλ φκσο πεξηπηψζεηο πνπ δελ είλαη δπλαηή ε εθαξκνγή απηνχ ηνπ ινγηζκηθνχ ή ε ίδηα 

ε πιαηθφξκα λα κελ δηαζέηεη απηφ ην εξγαιείν. Σα δεδνκέλα πνπ πξνθχπηνπλ ζε απηέο ηηο 

πεξηπηψζεηο είλαη πνιππιεγκέλα (multiplexed) θαη είλαη αλαγθαία ε εθαξκνγή ελφο 

εμσηεξηθνχ ινγηζκηθνχ ή pipeline πνπ λα παξέρεη ηελ δπλαηφηεηα δηαρσξηζκνχ ησλ 

αλαγλσζκάησλ. Η δηαδηθαζία δηαρσξηζκνχ, νλνκαδφκελε επίζεο σο απνπνιππιεμία 

(demultiplex), επηηπγράλεηαη κε βάζε ηεο αιιεινπρίεο ησλ barcode πνπ πεξηέρνπλ ηα 

αλαγλψζκαηα ζε ζπλδπαζκφ κε έλα αξρείν κεηαδεδνκέλσλ, γηα ηελ αληηζηνίρηζε ησλ 

barcodes κε ηα αξρηθά δείγκαηα. Αθνχ δηαρσξηζηνχλ θαη νξγαλσζνχλ ζε ζπζηάδεο ηα 

αλαγλψζκαηα κε βάζε ηα barcodes, απνζεθεχνληαη μερσξηζηά θαη θαηάιιεια ζε κνξθή 

FASTQ ή FASTA. Μφλν εάλ ηα δεδνκέλα είλαη απνπνιππιεγκέλα κπνξεί λα εθαξκνζηεί 

νπνηαδήπνηε πεξεηαίξσ επεμεξγαζία θαη αλάιπζε ζηα αλαγλψζκαηα. 

Η πξψηε παξεκβαηηθή ελέξγεηα πνπ εθαξκφδεηαη ζηα αλαγλψζκαηα πνπ πξνέξρνληαη 

απφ δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ηνπ 16S γνληδίνπ είλαη ε απνθνπή θαη αθαίξεζε αιιεινπρηψλ 

κε-βηνινγηθήο πξνέιεπζεο. Οη αιιεινπρίεο απηέο κπνξνχλ λα πξνέξρνληαη απφ ηνλ 

πξνζαξκνγέα, απφ ηα barcodes ή απφ ηνπ θαζνιηθνχο εθθηλεηέο. Οη πιαηθφξκεο 

αιιεινχρηζεο πνπ παξάγνπλ απηφκαηα απνπνιππιεγκέλα δεδνκέλα ινγηθά νη πξνζαζκνγείο 

θαη ηα barcodes δελ πεξηέρνληαη ζηα αλαγλψζκαηα γηαηί αθαηξνχληαη επίζεο απηφκαηα. 

Όκσο, αθφκα θαη ζε απηήλ ηελ πεξίπησζε, είλαη αλαγθαία ε αθαίξεζε ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 

εθθηλεηή. Έρνπλ αλαπηπρζεί θαηάιιεια επεμεξγαζηηθά εξγαιεία γηα ηνλ απνθιεηζηηθφ 

εληνπηζκφ αλεπηζχκεησλ αιιεινπρηψλ θαη ηελ απνθνπή ηνπο, κε ηελ ζπλνδεία θπζηθά ησλ 

θαηάιιεια δηακνξθσκέλσλ κεηαδεδνκέλσλ. Σν cutadapt (Martin, 2011) είλαη έλα απφ πην 

δεκνθηιέο εξγαιεία γηα απηφλ ην ζθνπφ, ην νπνίν ππνζηεξίδεη επίζεο θαη ηελ δηαδηθαζία ηεο 

απνπνιππιεμίαο. 

Δπηπιένλ, εάλ ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ ηερληθή paired-

end ηεο πιαηθφξκαο Illumina, ηα παξαγφκελα αλαγλψζκαηα είλαη ππφ ηελ κνξθή κηθξν -

αλαγλσζκάησλ. Σα κηθξν-αλαγλψζκαηα έρνπλ πξνέιζεη απφ ηελ αιιεινχρηζε ησλ 

                                                      

3
 Ο «Ακεξηθάληθνο Πξφηππνο Κψδηθαο γηα Αληαιιαγή Πιεξνθνξηψλ» (American Standard Code for 

Information Interchange, ASCII) είλαη έλα θσδηθνπνηεκέλν ζχλνιν ιαηηληθψλ ραξαθηήξσλ γηα ηελ 

αλαπαξάζηαζε θεηκέλνπ θπξίσο ζηνπο ππνινγηζηέο θαη ζε ζπζθεπέο ηειεπηθνηλσλίαο. 
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εκπξφζζηαο θαη αλάζηξνθεο πεξηνρήο ηνπ θάζε ζηνρεπκέλνπ ζξαχζκαηνο DNA. Ιδαληθά, 

θαηά ηνλ ζρεδηαζκφ ηεο έξεπλαο φηαλ απνθαζίδεηαη ε ρξήζε απηήο ηεο ηερληθήο, ην κήθνο 

ηεο ζηνρεπφκελεο πεξηνρήο ηνπ 16S γνληδίνπ πξνηηκάηαη λα είλαη πξνζεγγηζηηθά κηθξφηεξν 

απφ ην ζπλνιηθφ κήθνο ησλ παξαγφκελσλ κηθξν-αλαγλσζκάησλ. Δάλ ην κέγεζνο ηνπ 

ζηνρεπφκελνπ ζξαχζκαηνο DNA είλαη κηθξφηεξν απφ ην δηπιάζην ηνπ κήθνπο ηνπ κηθξν-

αλαγλψζκαηνο ελφο άθξνπ, δειαδή εάλ ππάξρεη επηθάιπςε, ηα αληίζηνηρα δεχγε κηθξν-

αλαγλσζκάησλ κπνξνχλ λα ζπγρσλεπζνχλ ζε έλα ζξαχζκα/αλάγλσζκα. Με ηε ζπγρψλεπζε 

paired-end αλαγλσζκάησλ, ε επηθαιππηφκελε πεξηνρή κεηαμχ ηνπο κπνξεί επίζεο λα 

αλαπηπρζεί γηα ηε δηφξζσζε ζθαικάησλ αιιεινπρίαο θαη πηζαλψο λα απνδψζεη αιιεινπρίεο 

πςειφηεξεο πνηφηεηαο.  

Η έλσζε paired-end αλαγλσζκάησλ απνηειεί εμίζνπ έλα απφ ηα ζεκαληηθά πξψηα 

βήκαηα επεμεξγαζίαο. Χο εθ ηνχηνπ, ε αθξίβεηά ηεο είλαη θξίζηκε γηα φιεο ηηο 

κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο. ΢πλήζσο, ηα εκπξφζζηα (forward) θαη αλάζηξνθα (reverse) 

αλαγλψζκαηα είλαη απνζεθεπκέλα ζε μερσξηζηά αξρεία ζε έλα θάθειν πνπ αληηζηνηρεί ζην 

δείγκα απφ ηα νπνία πξνήιζαλ. Φπζηθά, ε θαηνρχξσζε ησλ δεδνκέλσλ κπνξεί λα έρεη 

πξνθχςεη είηε απφ ηελ ίδηα ηελ πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο είηε απφ ηελ δηαδηθαζία 

dimultiplex. Ο αιγφξηζκφο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζπρλά γηα ηελ ζπγρψλεπζε paired-end 

αλαγλσζκάησλ είλαη ν PEAR (Zhang et al., 2014), ν νπνίνο έρεη ελζσκαησζεί ζε πνιιά 

βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία θαη ινγηζκηθά γηα ηνλ ίδηα ζθνπφ. Η ζεηξά κε ηελ νπνία πξέπεη λα 

γίλεη ε αθαίξεζε κε βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ θαη ε ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ δελ είλαη απζηεξή, αλ θαη πξνηηκάηαη γεληθά ηα δεδνκέλα λα απαιιάζζνληαη 

απφ κε βηνινγηθέο πιεξνθνξίεο φζν πην λσξίο γίλεηαη (Dacey & Chain, 2021), ελδερνκέλσο 

γηα ηελ ειάθξπλζε ηνπ φγθνπ δεδνκέλσλ ζηηο κεηαγελέζηεξεο επεμεξγαζίεο.  

Μία ζεκαληηθή δηαδηθαζία ζηε βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε ηνπ 16S είλαη ν πνηνηηθφο 

έιεγρνο ησλ αλαγλσζκάησλ. Δθηφο απφ ην πνζνζηηαίν ζθάικα αιιεινχρηζεο κίαο βάζεο, 

πνπ γηα ηηο πιαηθφξκεο Illumina είλαη 0,1%, ε πνηφηεηα ησλ βάζεσλ είλαη ζπλήζσο ιίγν πην 

ρακειή ζηηο πξψηεο βάζεηο θάζε αλαγλψζκαηνο θαη αξθεηά πην ρακειή ζηηο ηειεπηαίεο 

βάζεηο (Tan et al., 2019). Η παξάβιεςε ηεο χπαξμεο απηψλ κπνξεί λα είλαη δεκηνγφλα γηα 

νπνηαδήπνηε κεηαγνληδησκαηηθή αλάιπζε, θαζψο κπνξεί λα πξνζζέζεη αλαμηφπηζηεο θαη 

δπλεηηθά ηπραίεο αιιεινπρίεο ζην ζχλνιν δεδνκέλσλ θαη λα νδεγήζεη ζηελ εζθαικέλε 

εξκελεία απηψλ (Del Fabbro et al., 2013). ΢πλεπψο, ε εμέηαζε ηεο γεληθήο πνηφηεηαο ησλ 

δεδνκέλσλ απνηειεί απαξαίηεην βήκα γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο αμηνπηζηίαο ησλ 

αλαγλσζκάησλ, θαη θαηά επέθηαζε ηελ εμαζθάιηζε έγθπξσλ κεηαγελέζηεξσλ 

απνηειεζκάησλ (Bokulich et al., 2013). Γεδνκέλνπ απηνχ, ε αλάπηπμε ηερληθψλ θαη 

επεμεξγαζηηθψλ εξγαιείσλ γηα ηελ αληηκεηψπηζε ζθαικάησλ αιιεινχρηζεο ήηαλ 

αλαπφθεπθηε. Γεληθά, νη ηερληθέο βειηίσζεο πνηφηεηαο αλαγλσζκάησλ πεξηιακβάλνπλ ηελ 

κεξηθή απνθνπή ελφο ή θαη ησλ δχν άθξσλ ηνπο, ηελ αμηνιφγεζε ηεο γεληθήο πνηφηεηαο ηνπο 

γηα ηελ επηινγή δηαηήξεζεο ή απφξξηςήο ηνπο θαη ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end. 

Η ινγηθή ηεο κεξηθήο απνθνπήο ησλ άθξσλ θάζε αλαγλψζκαηνο είλαη αξθεηά απιή. 

Αθαηξψληαο ηα άθξα ηνπ αλαγλψζκαηνο πνπ ηείλνπλ λα πεξηέρνπλ βάζεηο κε ρακειφηεξε 

πνηφηεηα ζε ζρέζε κε ην θεληξηθφ ηνπ θνκκάηη, απηνκάησο απμάλεηαη ε γεληθή πνηφηεηά ηνπ. 

Η δηαδηθαζία ηεο αθαίξεζεο ησλ αιιεινπρηψλ ησλ εθθηλεηψλ απφ ηα αλαγλψζκαηα ζπλήζσο 

εμαζθαιίδεη ηαπηφρξνλα θαη ηελ απνθνπή ηεο ρακειήο πνηφηεηαο βάζεσλ ηνπ αξρηθνχ 

άθξνπ. ΢ηελ αθαίξεζε ηνπ ηειηθνχ άθξνπ ηνπ αλαγλψζκαηνο πξέπεη λα ιεθζνχλ ππφςε 

θάπνηα ζεκαληηθά ραξαθηεξηζηηθά. Αξρηθά, ζηελ πεξίπησζε ησλ single-end αλαγλσζκάησλ, 

ε απνθνπή είλαη αξθεηά ειαζηηθή θαη ε κφλε παξάκεηξνο πνπ πξέπεη λα ιεθζεί ππφςε είλαη  
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ην ηειηθφ κήθνπο ηνπ αλαγλψζκαηνο. Απηφ νθείιεηαη ζην φηη ε δηαηήξεζε ηνπ φζν ηνλ 

δπλαηφλ γίλεηαη κέγηζηνπ κήθνπο αλαγλψζκαηνο ηζνδπλακεί κε ηελ απνθφκηζε πεξηζζφηεξσλ 

ηαμηλνκηθψλ θαη θπινγελεηηθψλ πιεξνθνξηψλ ζηηο πεξαηηέξσ αλαιχζεηο (Del Fabbro et al., 

2013).  

Η ίδηα ινγηθή εκπίπηεη θαη ζηα paired-end αλαγλψζκαηα, αιιά ν εξεπλεηήο θαιείηαη 

λα απνθαζίζεη εάλ ζα απνθφςεη πξηλ ή κεηά ηελ ζπγρψλεπζε ησλ κηθξν-αλαγλσζκάησλ. 

΢ηελ πεξίπησζε ηεο πξν-ζπγρψλεπζή ηνπο, ε κεξηθή απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ 

κηθξν-αλαγλσζκάησλ απνδεδεηγκέλα βειηηψλεη ζεκαληηθά ηα κεηαγελέζηεξα απνηειέζκαηα 

σο πξνο ηελ αμηνπηζηίαο ηνπο (Mohsen et al., 2019). Όκσο, ν κφλνο ηξφπνο γηα λα ζπκβεί 

απηφ είλαη ε εμαζθάιηζε ηνπ επαξθνχο κήθνπο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, έηζη ψζηε ηα 

paired-end αλαγλψζκαηα λα ελσζνχλ απνηειεζκαηηθά ζηελ ζπλέρεηα. Η απνπζία απηήο ηεο 

εμαζθάιηζεο επηθέξεη ηελ απνηπρία ηεο ζπγρψλεπζεο ησλ αλαγλσζκάησλ θαη, θαηά 

ζπλέπεηα, ηελ απψιεηα κεγάινπ φγθνπ αλαγλσζκάησλ απφ ηα αξρηθά ζηάδηα ηεο αλάιπζεο. 

Μία πνιχ θαιή ιχζε απηνχ ηνπ πξνβιήκαηνο είλαη ε ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ πξηλ ηελ εμέηαζε ηεο πνηφηεηαο ηνπο. Με απηφλ ηνλ ηξφπν εμαζθαιίδεηαη ε 

απαξαίηεηε επηθαιππηφκελε πεξηνρή θαη ηαπηφρξνλα βειηηψλεηαη ε αμηνπηζηία θαη πνηφηεηά 

απηήο ηεο πεξηνρήο (Zhang et al., 2014). Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη νη ηηκέο πνηφηεηαο 

ησλ βάζεσλ ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ππνβάιινληαη ζε επεμεξγαζία θαηά ηελ 

ζπγρψλεπζε, ζηελ νπνία πξνζδηνξίδνληαη θαη πξνβιέπνληαη βειηησκέλεο ηειηθέο ηηκέο 

πνηφηεηαο ιφγσ επηηπρήο αληηζηνηρίαο. Χζηφζν, ε παξνπζία ρακειήο πνηφηεηαο βάζεσλ ζην 

ηειηθφ άθξσλ ησλ κηθξν-αλαγλσζκάησλ, πνπ ηζνδπλακεί κε ηελ παξνπζία ελδερφκελσλ 

εζθαικέλσλ βάζεσλ ζηελ επηθαιππηφκελε πεξηνρή, κπνξεί λα επηθέξεη εμίζνπ ηελ απνηπρία 

ζπγρψλεπζεο, νδεγψληαο θαη πάιη ζηελ απψιεηα αλαγλσζκάησλ (Mohsen et al., 2019).  

Μηα εμίζνπ θαιή ηερληθή ειέγρνπ πνηφηεηαο είλαη ε αμηνιφγεζε ηεο ζπλνιηθήο 

πνηφηεηαο ηνπ θάζε αλαγλψζκαηνο. Η απνθνπή ησλ δχν άθξσλ θαη ε ζπγρψλεπζε ησλ 

αλαγλσζκάησλ πξνζθέξνπλ ζίγνπξα ηελ βειηίσζε ηεο πνηφηεηάο ηνπ, αιιά δελ 

εμαζθαιίδνπλ ηελ γεληθή θαιή πνηφηεηα ηνπ ηειηθνχ αλαγλψζκαηνο. Η απιή κέζνδνο 

αμηνιφγεζεο πνηφηεηαο ηνπ ζπλνιηθνχ αλαγλψζκαηνο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ αξηζκνχ 

βάζεσλ πνπ έρνπλ κηθξφηεξε απφ κηα επηζπκεηή ηηκή βαζκνινγία πνηφηεηαο Q, θαη ε 

αθαίξεζε ηνπ αλαγλψζκαηνο απφ ηα δεδνκέλα αλ ν αξηζκφο απηψλ ησλ βάζεσλ ζεσξείηαη 

κεγάινο (Bokulich et al., 2013). Γεληθά, είλαη θνηλψο απνδεθηφ φηη νη ηηκέο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο Q ≥ 20 ραξαθηεξίδνπλ ηηο βάζεηο επαξθψο αμηφπηζηεο γηα ηελ δηαηήξεζή ηνπο 

(Pfeifer, 2017). ΢πλεπψο, ζέηνληαο ηελ ειάρηζηε ηηκή πνηφηεηαο βάζεο Qmin=20 είλαη κία 

θαιή ζηξαηεγηθή γηα λα πξνζδηνξηζηεί πφζεο θαθήο πνηφηεηαο βάζεηο πεξηέρεη έλα 

αλάγλσζκα. Δάλ είλαη ζεκαληηθά κεγάινο απηφο ν αξηζκφο, αθφκα θαη κεηά ηελ απνθνπή ησλ 

άθξσλ ηνπ, πξνηείλεηαη ε εμ νινθιήξνπ αθαίξεζε απηνχ ηνπ αλαγλψζκαηνο. 

Μία πην απνηειεζκαηηθή, θαη ελδερνκέλσο αληηθεηκεληθή, πξνζέγγηζε αμηνιφγεζεο 

γεληθήο πνηφηεηαο αλαγλψζκαηνο είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ηνπ αλακελφκελνπ αξηζκνχ 

ζθαικάησλ (expected errors) ζε θάζε αλάγλσζκα (Edgar & Flyvbjerg, 2015). Με ηελ 

ππφζεζε φηη ηα ζθάικαηα ζε δηαθνξεηηθέο ζέζεηο ζπκβαίλνπλ αλεμάξηεηα, ν αλακελφκελνο 

αξηζκφο ζθαικάησλ e.e. νξίδεηαη σο ν κέζνο αξηζκφο ζθαικάησλ E πνπ ζα παξαηεξνχληαλ 

ζε κηα κεγάιε ζπιινγή αιιεινπρηψλ  , φπνπ ην πνζνζηφ ζθάικαηνο ζε θάζε ζέζε pi δίλεηαη 

απφ ηε βαζκνινγία πνηφηεηάο ηεο Qi, θαη πξνζδηνξίδεηαη σο εμήο: 
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Ο ηξφπνο θηιηξαξίζκαηνο ρακειήο πνηφηεηαο αλαγλσζκάησλ είλαη ε επηβνιή κίαο κέγηζηεο 

ηηκήο e.e.max ζηνλ κέζν αλακελφκελν αξηζκφ ζθαικάησλ, έηζη ψζηε ηα αλαγλψζκαηα κε 

πςειφ e.e. λα απνξξηθζνχλ. Γεληθά, νη ηηκέο e.e. ≤ 3% πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ ηεο πνηφηεηαο ηνπ αλαγλψζκαηνο ζεσξνχληαη θαιέο θαη, θαηά ζπλέπεηα, 

εμαζθαιίδνπλ ηελ αμηνπηζηία ηνπ αλαγλψζκαηνο. 

Δλ’ νιίγνηο, ν πνηνηηθφο έιεγρνο είλαη έλα αξθεηά πεξίπινθν ζηάδην ηεο αλάιπζεο 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ζην νπνίν πξέπεη λα παξζνχλ πνιιέο 

απνθάζεηο γηα ηελ κεγηζηνπνίεζε ηεο αμηνπηζηίαο ησλ απνηειεζκάησλ. Η απνπζία ελφο 

θαζνιηθνχ πξσηφθνιινπ δελ επλνεί ηελ θαηάζηαζε, αιιά ηνπιάρηζηνλ θάπνηεο βαζηθέο 

πξνζεγγίζεηο, φπσο ε απνθνπή ησλ άθξσλ θαη ε εθηίκεζε ηεο ζπλνιηθήο πνηφηεηαο 

αλαγλσζκάησλ, αδηακθηζβήηεηα ζα πξέπεη λα εθαξκφδνληαη ζηελ ξνή επεμεξγαζίαο. Η 

επηινγή βαζηθψλ παξακέηξσλ, δειαδή ην κήθνο απνθνπήο θαη ην φξην πνηφηεηαο, εμαξηάηαη 

απφ ηα δεδνκέλα πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ αιιεινχρηζε, φπσο ην κήθνο αλαγλσζκάησλ 

θαη ην πνζνζηφ ζθάικαηνο ηεο πιαηθφξκαο, θαζψο θαη ηελ ειαζηηθφηεηα ηεο έξεπλαο, φπνπ 

αλ είλαη θιηληθήο ζεκαζίαο ζα πξέπεη λα επηβιεζνχλ πνιχ πην απζηεξά φξηα πνηφηεηαο. Σα 

πην δεκνθηιή εξγαιεία γηα ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν δεδνκέλσλ είλαη ηα ινγηζκηθά FastQC 

(Andrews, 2010)  θαη Trimmomanic (Bolger et al., 2014), θαζψο θαη ν αιγφξηζκνο q-score 

(Bokulich et al., 2013) ν νπνίνο είλαη δηαζέζηκνο ζην ινγηζκηθφ QIIME2 (Bolyen et al., 

2019). 

Σέινο, γηα ηελ κείσζε ηνπ φγθνπ ηνπο, ηα δεδνκέλα ππνβάιινληαη ζε δηαδηθαζία 

δηαγξαθήο παλνκνηνηήησλ αλαγλσζκάησλ θαη ζηελ αληηζηνίρηζε φισλ έλα κνλαδηθφ 

αλάγλσζκα ζπλνδεπφκελν απφ ηελ ζπρλφηεηα κε ηελ νπνία παξνπζηαδφηαλ πξηλ ηελ 

δεδνκέλε επεμεξγαζία (dereplication). Με απηφλ ηνλ ηξφπν, κεηψλεηαη ε απαηηνχκελε κλήκε 

θαη ν ρξφλνο επεμεξγαζίαο ησλ δεδνκέλσλ ζηηο κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο. Ο αιγφξηζκνο 

VSEARCH (Rognes et al., 2016) παξέρεη ηελ ζπλάξηεζε derep_ γηα απηφλ ηνλ ζθνπφ. Όκσο, 

είλαη ζεκαληηθφ απηφ ην βήκα λα εθαξκνζηεί αθνχ νινθιεξσζεί ν πνηνηηθφο έιεγρνο ησλ 

κεκνλσκέλσλ αλαγλσζκάησλ, δηφηη εμαιείθνληαη νη βαζκνινγίεο πνηφηεηαο βάζεσλ κε 

απηφλ ηνλ ηξφπν.  

 

1.4.3 Μέζνδνη παξαζθεπήο αληηπξνζσπεπηηθώλ παξαιιαγώλ ακπιηθνλίσλ – 

Οκαδνπνίεζε θαη Απνζνξπβνπνίεζε 

΢ηελ αλάιπζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA, ν πξνζδηνξηζκφο ηεο πξνέιεπζεο κίαο 

ζπγθεθξηκέλεο πεξηνρήο αιιεινπρηψλ πξνθχπηεη απφ ηελ αληηζηνίρεζε γλσζηήο πξνέιεπζεο  

αιιεινπρηψλ θαη ν ζηφρνο είλαη λα πξνζδηνξηζηεί ε ηαμηλνκηθή πξνέιεπζή ηεο κε βάζε έλαλ 

δπλεηηθά κηθξφ αξηζκφ παξαιιαγψλ ζε ζρέζε κε παξφκνηα είδε. Όκσο, κε ηελ ελίζρπζε PCR 

θαη ηελ αιιεινχρηζε ζηνρεπκέλεο πεξηνρήο, ηα παξαγφκελα δεδνκέλα ζπλνδεχνληαη απφ 

ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο θαζψο θαη απφ ςεπδέο κνλαδηθέο παξαιιαγέο λνπθιενηηδίσλ (single 

nucleotide variants, SNVs) ζηα αλαγλψζκαηα πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ εζθαικέλε 

αιιεινχρηζε. Δλψ ην ζηάδην ηνπ πνηνηηθνχ ειέγρνπ βνεζάεη ζε έλα βαζκφ ζηελ απνθφκηζε 

θαζαξψλ δεδνκέλσλ, δελ επαξθεί γηα ηελ δηφξζσζε ζθαικάησλ θαη ηελ απνκάθξπλζε κε-

βηνινγηθψλ αλαγλσζκάησλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ απηέο ηηο εθαξκνγέο. Απηφ κπνξεί λα 

νδεγήζεη ζηελ εζθαικέλε απφδνζε ηεο αλάιπζεο, πνπ ζεκαίλεη είηε ζηελ αλίρλεπζε ελφο 

παξφκνηνπ, αιιά εζθαικέλνπ βαθηεξίνπ, είηε ζηελ ςεπδή αλαθάιπςε ελφο λένπ.  

Γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ πξναλαθεξφκελσλ επηπηψζεσλ, έρνπλ αλαπηπρηεί 

πνιιά βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία ηα νπνία ζηνρεχνπλ ζηελ εχξεζε ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ 



 

 

66 

 

παξαιιαγψλ ακπιηθνλίσλ (representative amplicon sequences), δειαδή αιιεινπρηψλ  

βηνινγηθήο πξνέιεπζεο (Liu et al., 2021). Σα εξγαιεία απηά θαηεγνξηνπνηνχληαη ζε δχν 

κεζφδνπο, ζε απηήλ ηεο ζπζηαδνπνίεζεο/νκαδνπνίεζεο (clustering) θαη ηεο 

απνζνξπβνπνίεζεο (denoising). Αλ θαη νη ιεηηνπξγίεο απηψλ έρνπλ θνηλφ ζθνπφ, ε ινγηθή 

ηνπο, ν ηξφπνο εθαξκνγήο ηνπο θαζψο θαη ηα παξαγφκελα δεδνκέλα πνπ πξνθχπηνπλ απφ 

απηέο ηηο κεζφδνπο δηαθέξνπλ ζεκαληηθά. Η θάζε ηερληθή επεμεξγαζίαο ακπιηθνλίσλ ηνπ 

16S γνληδίνπ ζπλνδεχεηαη απφ ηηο δηθά ηεο πιενλεθηήκαηα θαη κεηνλεθηήκαηα θαη ε επηινγή 

κίαο ζπγθεθξηκέλεο βηνπιεξνθνξηθήο ζηξαηεγηθήο εμαξηάηαη απφ ηελ πξνζέγγηζε ηεο νιηθήο 

αλάιπζεο. 

1.4.3.1 Ομαδοποίηζη 

Οη πξψηεο πξνζεγγίζεηο γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ςεπδψλ απνηειεζκάησλ 

αιιεινχρηζεο είλαη απηέο ηεο νκαδνπνίεζεο. Η ηερληθή ηεο νκαδνπνίεζεο βαζίδεηαη ζηελ 

ηδέα φηη νη πνιχ ζπγγεληθνί κηθξννξγαληζκνί παξέρνπλ παξφκνηεο αιιεινπρίεο ζην 

θπινγελεηηθφ ηνπο γνλίδην. Έηζη, εάλ ην πνζνζηφ νκνηφηεηαο ησλ αιιεινπρηψλ  

ζπγθεθξηκέλσλ αλαγλσζκάησλ είλαη πνιχ κεγάιν, ηα αλαγλψζκαηα απηά ζπγθεληξψλνληαη 

ζε κία ζπζηάδα ζηελ νπνία κνηξάδνληαη κηα ζπλαηλεηηθή αιιεινπρία αλαγλψζκαηνο. ΢ηελ 

πξνζπάζεηα νκαδνπνίεζεο εθαηνκκχξησλ αλαγλσζκάησλ, δεκηνπξγνχληαη ρηιηάδεο ζπζηάδεο 

φπνπ ε θάζε κία αληηπξνζσπεχεη ηελ αθζνλία κίαο ζπγθεθξηκέλεο παξαιιαγήο ακπιηθνλίνπ. 

Μία ζπζηάδα νλνκάδεηαη ιεηηνπξγηθή ηαμηλνκηθή κνλάδα (operating taxonomic unit, OTU) 

θαη ππάξρνπλ ηξείο δηαθνξεηηθέο κέζνδνη παξαγσγήο ηεο, ε νκαδνπνίεζε ρσξίο δεδνκέλα 

αλαθνξάο, ε νκαδνπνίεζε βάζεη δεδνκέλσλ αλαθνξάο θαη ν ζπλδπαζκφο απηψλ ησλ δχν. 

΢ηνλ θιάδν ηεο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο, αλεμαξηήησο ηεο κεζφδνπ νκαδνπνίεζεο, έρεη 

πξνθχςεη κηα ζχκβαζε φπνπ ε νκαδνπνίεζε ησλ αλαγλσζκάησλ ζε OTUs επηηπγράλεηαη 

ρξεζηκνπνηψληαο έλα ειάρηζην φξην νκνηφηεηαο 97% ή κέγηζην φξην δηαθνξνπνίεζεο 3%. 

Η πην εχθνια θαηαλνήζηκε θαη ηαπηφρξνλα πην ππνινγηζηηθά πεξίπινθε κέζνδνο 

παξαγσγήο OTUs είλαη ε ζπζηαδνπνίεζε ρσξίο ηελ ρξήζε δεδνκέλσλ αλαθνξάο, 

νλνκαδφκελε επίζεο σο de novo νκαδνπνίεζε. Με απηή ηελ κέζνδν, νη αιιεινπρίεο ησλ 

αλαγλσζκάησλ ζπγθξίλνληαη κεηαμχ ηνπο, θαη κεηά απφ κηα ζεηξά εθαξκνγήο 

επαλαιακβαλφκελσλ αιγφξηζκσλ νκαδνπνίεζεο κε έλα θαζνξηζκέλν φξην νκνηφηεηαο, 

δεκηνπξγνχληαη εθ λένπ (de novo) ζπζηάδεο OTUs. Άξα, ζηελ de novo νκαδνπνίεζε δελ 

απαηηείηαη βάζε δεδνκέλσλ γηα ηελ δεκηνπξγία ζπκπιεγκάησλ OTUs δηφηη πξνθχπηνπλ απφ 

ηελ εζσηεξηθή παξαθνινχζεζε ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο. Έλα βαζηθφ κεηνλέθηεκα ηεο 

κεζφδνπ είλαη ε βαξηά ππνινγηζηηθή επεμεξγαζία ε νπνία δελ κπνξεί λα εθαξκνζηεί 

παξάιιεια, κε απνηέιεζκα λα ζπλνδεχεηαη απφ κεγάιν ρξφλν επεμεξγαζίαο γηα κεγάια 

δεδνκέλα αιιεινπρηζεο. Όηαλ ν φγθνο ησλ αλαγλσζκάησλ κε ςεπδείο αιιεινπρίεο είλαη 

κεγάινο, ε κέζνδνο νδεγεί ζηελ παξαγσγή κεγάινπ αξηζκνχ κνλαδηθψλ OTUs κε 

απνηέιεζκα λα θαηαιακβάλνληαη κεγάιεο πνζφηεηεο κλήκεο θαη λα εθηίλεηαη ν ρξφλνο 

επεμεξγαζίαο θαηά ηελ εθαξκνγή απηήο ηεο κεζφδνπ. Δπηπιένλ, ε de novo νκαδνπνίεζε 

πξέπεη λα επαλαιακβάλεηαη θάζε θνξά πνπ πξνζηίζεληαη ή αθαηξνχληαη δεδνκέλα απφ ηελ 

αλάιπζε, δηφηη έλα αλάγλσζκα κπνξεί λα νκαδνπνηείηαη δηαθνξεηηθά αλάινγα κε ην πνηεο 

άιιεο αιιεινπρίεο αληρλεχζεθαλ ζηε κειέηε. 

Μία πην ππνινγηζηηθά απνδνηηθή κέζνδνο παξαγσγήο OTUs είλαη ε νκαδνπνίεζε 

βάζεη δεδνκέλσλ αλαθνξάο, ή αιιηψο θιεηζηήο αλαθνξάο (closed-reference clustering). 

Όπσο ππνλνείηαη απφ ηελ νλνκαζία ηεο, ε κέζνδνο ρξεζηκνπνηεί κία βάζε δεδνκέλσλ 

αιιεινπρηψλ απφ ζηνρεπκέλα γνλίδηα, ησλ νπνίσλ ε ηαμηλνκηθή πξνέιεπζή ηνπο είλαη 

γλσζηή, κε ζθνπφ ηελ ζχγθξηζε απηψλ κε ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο πξνο κειέηε. Με απηφλ 
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ηνλ ηξφπν ειαρηζηνπνηνχληαη ηα ζθάικαηα αιιεινπρηψλ δηφηη έλαο κηθξφο αξηζκφο ςεπδψλ 

SNVs είλαη απίζαλν λα αιιάμεη ηελ ηειηθή ζπλαηλεηηθή αιιεινπρία πνπ αληηπξνζσπεχεη έλα 

νιφθιεξν OTU. Δπηπιένλ, εάλ έλα αλάγλσζκα παξέρεη επαξθή ζθάικαηα ζηελ αιιεινπρία 

ηνπ θαη απνηχρεη λα νκαδνπνηεζεί ιφγσ απηνχ, ε κέζνδνο θιεηζηήο αλαθνξάο ζα αθαηξέζεη 

ην αλάγλσζκα εμ νινθιήξνπ, κεηψλνληαο έηζη θαη ηνλ ρξφλν εθηέιεζήο ηνπο. Δθηφο ηνπ φηη 

είλαη ππνινγηζηηθά γξήγνξε, ε κέζνδνο επηηξέπεη ηελ εχθνιε ζχγθξηζε απνηειεζκάησλ 

κεηαμχ εξεπλψλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ αληίζηνηρεο βάζεηο δεδνκέλσλ αλαθνξάο. 

Παξάιιεια, κπνξεί λα επηηξέςεη ηελ ηαρεία ελζσκάησζε λέσλ δεδνκέλσλ ζηε κειέηε ρσξίο 

λα είλαη απαξαίηεηε ε εθ λένπ αλάιπζε ησλ πξνεγνχκελσλ απνηειεζκάησλ. 

Παξφια απηά, ε κέζνδνο ηεο νκαδνπνίεζεο θιεηζηήο αλαθνξάο θέξεη ην 

κεηνλέθηεκα φηη εμαξηάηαη πιήξσο απφ ηηο αιιεινπρίεο πνπ παξέρνπλ νη βάζεηο δεδνκέλσλ 

θαη επνκέλσο ππφθεηηαη ζε ηπρφλ ζθάικαηα ή κεξνιεςίεο (biases) απηψλ. Καηά ηελ 

θαηαζθεπή ησλ δεδνκέλσλ αλαθνξάο, νη αιιεινπρίεο αλαθνξάο πνπ επηιέγνληαη πξέπεη λα 

είλαη ιηγφηεξν απφ 97% παξφκνηεο κεηαμχ ηνπο ζε φιν ην κήθνο ηνπο. Χζηφζν, νη πην ζπρλά 

ρξεζηκνπνηνχκελεο κεηαβιεηέο πεξηνρέο εληφο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ δελ εμειίζζνληαη κε 

ηνλ ίδην ξπζκφ ζε ζρέζε κε απηφ ηνπ πιήξνπο κήθνπο. Έηζη, έλα αλάγλσζκα πνπ 

αληηπξνζσπεχεη έλα ζξαχζκα ηνπ γνληδίνπ κπνξεί λα είλαη πεξηζζφηεξν απφ 97% παξφκνην 

κε πνιιαπιέο αιιεινπρίεο αλαθνξάο (Westcott & Schloss, 2015). Δπηπιένλ, ππάξρεη ε 

πεξίπησζε επηιεγκέλε βάζε δεδνκέλσλ λα κελ αληηθαηνπηξίδεη επαξθψο ηε βηνπνηθηιφηεηα 

ηνπ δείγκαηνο πξνο αλάιπζε. Δάλ ην δείγκα είλαη αζπλήζηζην ή πξνέξρεηαη απφ κία εληειψο 

λέα πεγή, ε βάζε δεδνκέλσλ είλαη πηζαλφ λα κελ πεξηιακβάλεη ηηο θαηάιιειεο αιιεινπρίεο 

γηα ηελ αληηζηνίρεζή ηνπο κε ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο. Έηζη, εάλ έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο 

αλαγλσζκάησλ παξέρεη πξσηφηππεο αιιεινπρίεο πνπ δελ έρνπλ πξνθχςεη απφ ζθάικα, ηφηε 

δελ ζα κπνξέζεη λα αληηζηνηρηζηεί ζε έλα OTU, ράλνληαο ζεκαληηθφ πιηθφ. 

Έλα αθφκα πξφβιεκα ηεο πξνζέγγηζεο θιεηζηήο αλαθνξάο είλαη ε επθξίλεηα ησλ 

OTUs, δηφηη δχν αλαγλψζκαηα κπνξεί λα είλαη θαηά 97% παξφκνηα κε κία αιιεινπρία 

αλαθνξάο, αιιά κπνξεί λα είλαη κφλν θαηά 94% παξφκνηα κεηαμχ ηνπο. Απηφ ζεκαίλεη φηη 

ππάξρεη θίλδπλνο νκαδνπνίεζεο πνιιαπιψλ παξφκνησλ εηδψλ ζε έλα εληαίν OTU, κε ηηο 

αηνκηθέο ηνπο ηαπηνπνηήζεηο λα ράλνληαη ζηελ πεξίιεςε κίαο νκάδαο. Γηα ηελ 

ειαρηζηνπνίεζε ηεο απψιεηαο ηεο πνηθηινκνξθίαο θαηά ηελ νκαδνπνίεζε, έρεη δνθηκαζηεί ε 

αχμεζε ηνπ πνζνζηνχ νκνηφηεηαο, ηείλνληαο ζην 100%. Όκσο, κε απηήλ ηελ εθαξκνγή, 

απμάλεηαη ν θίλδπλνο αλαγλψξηζεο εζθαικέλσλ αιιεινπρηψλ σο λέα είδε, δίλνληαο έηζη 

ςεπδή απμεκέλε πνηθηινκνξθία.  

Η ηξίηε κέζνδνο νκαδνπνίεζεο είλαη έλαο ζπλδπαζκφο ησλ πξναλαθεξφκελσλ θαη 

νλνκάδεηαη νκαδνπνίεζε αλνηρηήο αλαθνξάο (open-reference clustering). Απηή ε κέζνδνο 

πεξηιακβάλεη ηελ εθαξκνγή νκαδνπνίεζεο θιεηζηήο αλαθνξάο πνπ αθνινπζείηαη απφ ηελ de 

novo νκαδνπνίεζε γηα ηα αλαγλψζκαηα πνπ δελ θαηάθεξαλ λα νκαδνπνηεζνχλ βαζηδφκελα 

ζε αιιεινπρίεο αλαθνξάο. Θεσξεηηθά, ε κέζνδνο νκαδνπνίεζεο αλνηρηήο αλαθνξάο 

εθκεηαιιεχεηαη ηα δπλαηά ραξαθηεξηζηηθά ηφζν ηεο θιεηζηήο αλαθνξάο φζν θαη ηεο de novo 

νκαδνπνίεζεο. Πξαθηηθά, φκσο, ν ηξφπνο ησλ δχν κεζφδσλ κε ηνλ νπνίν θαηαζθεπάδνληαη νη 

ζπζηάδεο είλαη ζεκαληηθά δηαθνξεηηθφο θαη ζπλεπψο ν ζπλδπαζκφο δηαθνξεηηθά νξηζκέλσλ 

OTUs κπνξεί λα δεκηνπξγήζεη πξνβιήκαηα.  
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Τπάξρνπλ δηάθνξνη αιγφξηζκνη νκαδνπνίεζεο θαη παξαγσγήο OTUs, κε ηνπο 

πεξηζζφηεξνπο απφ απηνχο λα εκπίπηνπλ ζηελ θαηεγνξία ησλ άπιεζησλ αιγφξηζκσλ 
4
 πνπ 

αθνινπζνχλ ηελ κέζνδν επξεηηθήο νκαδνπνίεζεο  (heuristic clustering) (Bhat et al., 2019). Η 

άπιεζηε επξεηηθή νκαδνπνίεζε είλαη κηα κέζνδνο δηακεξηζκαηηθήο νκαδνπνίεζεο  πνπ 

ιεηηνπξγεί ζε έλα ζπγθεθξηκέλν επίπεδν θάζε θνξά (Wei et al., 2021). Η άπιεζηε 

νκαδνπνίεζε ιεηηνπξγεί επηιέγνληαο πξψηα έλα ηπραίν αλάγλσζκα εηζφδνπ σο 

αληηπξνζσπεπηηθφ, νλνκαδφκελν επίζεο σο ζπφξνο, ή αιιηψο θχηξα/δείθηεο (seed), θαη ζηε 

ζπλέρεηα θάζε επφκελν αλάγλσζκα εηζφδνπ ζπγθξίλεηαη κε ην ππάξρνλ ζχλνιν ζπφξσλ 

(Σρήκα 1.18). Δάλ ε αιιεινπρία ηνπ αλαγλψζκαηνο εηζφδνπ ηαηξηάδεη κε ηελ αιιεινπρία 

ελφο απφ ηνπο ζπφξνπο ζε έλα πξνθαζνξηζκέλν επίπεδν νκνηφηεηαο, ζα πξνζηεζεί ζηελ 

ζπζηάδα πνπ αληηπξνζσπεχεηαη απφ απηφλ ηνλ ζπφξν. Γηαθνξεηηθά, ζα ιεθζεί σο λένο 

ζπφξνο. Παξαδείγκαηα αιγνξίζκσλ απηήο ηεο θαηεγνξίαο είλαη ηα UPARSE (Edgar, 2013), 

USEARCH (Edgar, 2010) θαη VSEARCH (Rognes et al., 2016). Σν VSEARSH είλαη έλα 

επέιηθην θαη δσξεάλ βηνπιεξνθνξηθφ εξγαιείν παξαγσγήο OTUs πνπ έρεη ζρεδηαζηεί σο 

ελαιιαθηηθή ιχζε ηνπ USEARCH, ηνπ νπνίνπ ε ρξήζε γίλεηαη κφλν κε πιεξσκή.  

 

Σρήκα 1.18 Γηαγξακκαηηθή απεηθφληζε κίαο ηππηθήο επξεηηθήο κεζφδνπ νκαδνπνίεζεο. (Α) Η 

αλάζεζε αλαγλψζκαηνο ζε έλα ήδε ππάξρσλ ζπφξν (seed), (Β) ε δεκηνπξγία λένπ ζπφξνπ θαη (Γ) ηα 

παξαγφκελα OTUs. (Wei et al., 2021) 

1.4.3.2 Αποθορσβοποίηζη 

Δλψ νη πξνζεγγίζεηο νκαδνπνίεζεο πξνζπαζνχλ λα θαηαηάζζνπλ παξφκνηεο 

αιιεινπρίεο αλαγλσζκάησλ ζε κηα αθεξεκέλε ζπλαηλεηηθή αιιεινπρία, ειαρηζηνπνηψληαο 

έηζη ηελ επίδξαζε ηπρφλ ζθαικάησλ αιιεινπρίαο, νη πξνζεγγίζεηο απνζνξπβνπνίεζεο έρνπλ 

εληειψο αληίζεηε θαηεχζπλζε αληηκεηψπηζεο ζθαικάησλ. Ο ζθνπφο ησλ αιγφξηζκσλ 

απνζνξπβνπνίεζεο είλαη ε αλίρλεπζε αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ ιαλζαζκέλεο 

αιιεινπρίεο θαη ζηελ ζπλέρεηα ε πξνζπάζεηα ζπγρψλεπζεο απηψλ κε ηα αλαγλψζκαηα πνπ 

παξέρνπλ ηελ ζσζηή «κεηξηθή» αιιεινπρία (Antich et al., 2021). Σα αληηπξνζσπεπηηθά 

αλαγλψζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ απφ απηήλ ηελ κέζνδν νλνκάδνληαη Παξαιιαγέο 

Αιιεινπρηψλ Ακπιηθνλίσλ (Amplicon Sequence Variants, ASVs). Τπάξρνπλ δηάθνξεο 

ηερληθέο απνζνξπβνπνίεζεο πνπ ε θάζε κία έρεη πξνθχςεη απφ ηελ αλάπηπμε ελφο 

αιγφξηζκνπ γηα ηελ εθηέιεζή ηεο. ΢ηελ πξαγκαηηθφηεηα, νη δηάθνξνη αιγφξηζκνη 

                                                      

4
 Έλαο άπιεζηνο αιγφξηζκνο (greedy algorithm) είλαη θάζε αιγφξηζκνο πνπ αθνινπζεί ηελ επξεηηθή 

επίιπζε πξνβιεκάησλ ηεο ηνπηθήο βέιηηζηεο επηινγήο ζε θάζε ζηάδην. 
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απνζνξπβνπνίεζεο έρνπλ νλνκάζεη ηα παξάγσγά ηνπο κε δηαθνξεηηθέο νξνινγίεο, φπσο 

ιεηηνπξγηθέο ηαμηλνκηθέο ππνκνλάδεο (sub-OTUs), OTUs κεδεληθήο αθηίλαο (sero-radius 

OTUs, ZOTUS) ή ζπγθεθξηκέλεο/αθξηβήο παξαιιαγέο αιιεινπρηψλ (Exact Sequence 

Variants, ESVs). Όκσο, δεδνκέλνπ φηη είλαη φια ηζνδχλακα θαη ν φξνο ASV ρξεζηκνπνηείηαη 

πνιχ πεξηζζφηεξν απφ ηηο ππφινηπεο νξνινγίεο, απφ εδψ θαη ζην εμήο ηα παξάγσγα ησλ 

αιγφξηζκνη απνζνξπβνπνίεζεο ζα αλαθέξνληαη κε απηφλ ηνλ ηξφπν.  

Οη κέζνδνη παξαγσγήο ASV ζπλάγνπλ ηηο βηνινγηθέο αιιεινπρίεο ζην δείγκα πξηλ 

απφ ηελ εηζαγσγή ησλ ζθαικάησλ ηεο ελίζρπζεο PCR θαη ηεο αιιεινχρηζεο θαη δηαθξίλνπλ 

παξαιιαγέο αιιεινπρηψλ πνπ δηαθέξνπλ κφιηο θαηά έλα λνπθιενηίδην. Ο ηξφπνο δηάθξηζεο 

βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ απφ ςεπδείο αιιεινπρίεο βαζίδεηαη ελ κέξεη ζηελ πξνζδνθία φηη νη 

βηνινγηθέο αιιεινπρίεο είλαη πην πηζαλφ λα παξαηεξεζνχλ επαλεηιεκκέλα ζε αληίζεζε κε ηηο 

αιιεινπρίεο πνπ πεξηέρνπλ ζθάικαηα. ΢πλεπψο, ε απνζνξπβνπνίεζε δελ κπνξεί λα 

εθηειεζηεί αλεμάξηεηα ζε θάζε αλάγλσζε. Η κηθξφηεξε κνλάδα δεδνκέλσλ απφ ηελ νπνία 

κπνξνχλ λα παξαρζνχλ ASVs είλαη ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ελφο δείγκαηνο. Σα δεδνκέλα 

απηά ζπλδπάδνληαη ζε έλα κνληέιν ζθάικαηνο, επηηξέπνληαο ηε ζχγθξηζε παξφκνησλ 

αλαγλσζκάησλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο πηζαλφηεηαο ελφο δεδνκέλνπ αλαγλψζκαηνο ζε κηα 

δεδνκέλε ζπρλφηεηα λα κελ νθείιεηαη ζε ζθάικα αιιεινχρηζεο. Μέζσ ζηαηηζηηθνχ 

ειέγρνπ, δεκηνπξγείηαη έλα p-value γηα θάζε αθξηβή αιιεινπρία, φπνπ ε κεδεληθή ππφζεζε 

είλαη ηζνδχλακε κε ηελ αθξηβή αιιεινπρία λα είλαη ζπλέπεηα ηνπ ζθάικαηνο αιιεινχρηζεο. 

Μεηά απφ απηφλ ηνλ ππνινγηζκφ, ηα αλαγλψζκαηα θηιηξάξνληαη ζχκθσλα κε έλα θαηψηεξν 

φξην εκπηζηνζχλεο, αθήλνληαο πίζσ κηα ζπιινγή απφ αθξηβείο αιιεινπρίεο κε κηα 

θαζνξηζκέλε ζηαηηζηηθή εκπηζηνζχλε. 

Δθφζνλ ηα ASVs δελ δεκηνπξγνχληαη απφ κεζφδνπο νκαδνπνίεζεο θαη δελ 

βαζίδνληαη ζε δεδνκέλα αλαθνξάο, νη αιιεινπρίεο πνπ πξνθχπηνπλ παξέρνπλ κεγάιε 

αθξίβεηα θαη ηα απνηειέζκαηα απηψλ κπνξνχλ εχθνια λα ζπγθξηζνχλ κεηαμχ εξεπλψλ 

κηθξνβηψκαηνο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ηελ ίδηα ζηνρεπκέλε πεξηνρή ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. 

Δπηπιένλ, κηα δεδνκέλε ζηνρεπκέλε αιιεινπρία ζα πξέπεη πάληα λα δεκηνπξγεί ην ίδην ASV. 

Έηζη, έλα δεδνκέλν ASV, σο αθξηβήο αιιεινπρία, κπνξεί λα ζπγθξηζεί κε δεδνκέλα 

αλαθνξάο κε πνιχ κεγαιχηεξε απφδνζε. Σαπηφρξνλα, επηηξέπεηαη ε αθξηβέζηεξε 

ηαπηνπνίεζε κέρξη θαη ην επίπεδν είδνπο. Οη πην δεκνθηιείο ηερληθέο, θαη αληίζηνηρα 

αιγφξηζκνη, απνζνξπβνπνίεζεο είλαη απηέο ηνπ Γηαρσξηζηίθνχ Αιγφξηζκνπ 

Απνζνξπβνπνίεζεο Ακπιηθνλίσλ (Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2, DADA2) 

(Callahan et al., 2016) θαη ηνπ Deblur (Amir et al., 2017). Οη βαζηθέο δηαθνξέο απηψλ ησλ 

αιγφξηζκσλ εληνπίδνληαη ζην κνληέιν ζθάικαηνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη θαη ζην κέγεζνο ηνπ 

δείγκαηνο αλαγλσζκάησλ πνπ ζπιιέγεηαη γηα ηελ θαηαζθεπή ηνπ κνληέινπ.  

 Ο αιγφξηζκνο ηνπ DADA2 ρξεζηκνπνηεί έλα παξακεηξηθφ κνληέιν ην νπνίν 

βαζίδεηαη ζηελ αθζνλία ησλ αλαγλσζκάησλ θαη ζην θαηά πφζν δηαθέξνπλ απηά κε ηηο 

αιιεινπρίεο πνπ εκθαλίδνληαη ιηγφηεξν ζπρλά, ελψ παξάιιεια ζπκπεξηιακβάλεη ηηο 

βαζκνινγίεο πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ πνπ παξέρνπλ ηα αλαγλψζκαηα. Απηφ ην κνληέιν 

ζθάικαηνο πνζνηηθνπνηεί ηνλ ξπζκφ ιji κε ηνλ νπνίν έλα ακπιηθφλην παξάρζεθε απφ ηελ 

πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο θαη πξνζδηνξίζηεθε κε ηελ αιιεινπρία i απφ ηα δείγκαηα j 

ζπλαξηήζεη ηεο ζχλζεζεο θαη ηεο γεληθήο πνηφηεηαο ηεο αιιεινπρίαο. ΢ηε ζπλέρεηα, έλα 

αθφκα κνληέιν γηα ηνλ αξηζκφ ησλ επαλαιακβαλφκελσλ παξαηεξήζεσλ ηεο αιιεινπρίαο i, 

παξακεηξνπνηεκέλν απφ ηνλ ξπζκφ ιji, ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ ελφο p-value κε 

κεδεληθή ππφζεζε φηη ν αξηζκφο ησλ αλαγλσζκάησλ ηνπ ακπιηθνλίνπ ηεο αιιεινπρίαο i, 

δειαδή ε αθζνλία ηνπ, είλαη ζπλεπήο κε ην κνληέιν ζθάικαηνο. Με βάζε απηέο ηηο ηηκέο θαη 
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κε έλα φξην πηζαλφηεηαο, ν αιγφξηζκνο απνθαζίδεη αλ πξέπεη λα εθρσξεζνχλ κεηξήζεηο απφ 

έλα ιηγφηεξν άθζνλν, "πξνεξρφκελν απφ ιάζνο" αλάγλσζκα ζε κία πην άθζνλε, πξαγκαηηθή 

αιιεινπρία. Γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ παξακεηξηθνχ κνληέινπ, ν αιγφξηζκνο επηιέγεη 

αλαγλψζκαηα απφ φια ηα δείγκαηα. 

΢ε αληίζεζε κε ηνλ DADA2, ν Deblur εθηειεί ηελ απνζνξπβνπνίεζε μερσξηζηά γηα 

θάζε δείγκα. Ο ηξφπνο κε ηνλ νπνίν επηηπγράλεη απηφ είλαη ε ζχγθξηζε ησλ απνζηάζεσλ 

Hamming απφ αλάγλσζκα ζε αλάγλσζκα κε έλα πξνθίι άλσ νξίνπ ζθάικαηνο ζε 

ζπλδπαζκφ κε έλαλ greedy αιγφξηζκν. Αξρηθά, νη αιιεινπρίεο ηαμηλνκνχληαη θαηά αθζνλία 

θαη, ζηε ζπλέρεηα, απφ ηελ πην άθζνλε αιιεινπρία, ν αξηζκφο ησλ πξνβιεπφκελσλ 

αλαγλσζκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ζθάικαηα αθαηξείηαη απφ ηα γεηηνληθά αλαγλψζκαηα 

βάζεη ηελ απφζηαζε Hamming. Η απφζηαζε Hamming κεηαμχ δχν ζεηξψλ ζπκβφισλ ίζνπ 

κήθνπο, φπνπ ζηελ ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε απνηεινχλ δχν αλαγλψζκαηα, είλαη ν αξηζκφο 

ησλ ζέζεσλ ζηηο νπνίεο ηα αληίζηνηρα ζχκβνια, δειαδή νη βάζεηο, είλαη δηαθνξεηηθά. Με 

άιια ιφγηα, ν αιγφξηζκνο ππνινγίδεη ηνλ ειάρηζην αξηζκφ αληηθαηαζηάζεσλ πνπ απαηηνχληαη 

γηα ηελ αιιαγή ηεο κηαο ζπκβνινζεηξάο ζηελ άιιε ή ηνλ ειάρηζην αξηζκφ ζθαικάησλ πνπ ζα 

κπνξνχζαλ λα έρνπλ κεηαηξέςεη ηε κία ζπκβνινζεηξά ζηελ άιιε. Κάζε αιιεινπρία ηεο 

νπνίαο ε αθζνλία πέθηεη ζην 0 θαηά ηε δηάξθεηα απηήο ηεο αθαίξεζεο, θαηαξγείηαη απφ ηελ 

ιίζηα έγθπξσλ αιιεινπρηψλ. ΢πλεπψο, αιιεινπρίεο πνπ δελ ιακβάλνληαη ππφςε σο έγθπξεο 

(δειαδή ν ζφξπβνο) αθαηξνχληαη. Μεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ Deblur, δηαηεξνχληαη κφλν ηα 

αλαγλψζκαηα πνπ πηζαλφηαηα παξνπζηάζηεθαλ ζην φξγαλν αιιεινχρηζεο.  

 

1.4.4 Δληνπηζκόο θαη δηαρείξηζε ρηκαηξηθώλ αιιιεινπρηώλ 

Μέρξη θαη ην ζηάδην ηεο απνζνξπβνπνίεζεο ή νκαδνπνίεζεο γηα ηελ παξαγσγή 

ASVs ή OTUs αληίζηνηρα, ν πνηνηηθφο έιεγρνο ζηνρεχεη θαηά θχξην ιφγν ζηελ δηαρείξηζε 

ησλ παξαγφκελσλ αλαγλσζκάησλ θαη ζθαικάησλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηα φξγαλα 

αιιεινχρηζεο. Παξφια απηά, κεηά απφ φιε ηελ πξναλαθεξφκελε επεμεξγαζία, ππάξρεη 

κεγάιε πηζαλφηεηα ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο λα εκπεξηέρνπλ πεηξακαηηθά ζθάικαηα πνπ 

δελ έρνπλ αθφκα αληηκεησπηζηεί. Μία απφ ηηο θαηεγνξίεο πεηξακαηηθψλ ζθαικάησλ πνπ 

πξνθχπηνπλ απφ ηελ αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ είλαη νη ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο 

(Mysara et al., 2015). Όπσο έρεη ήδε πξναλαθεξζεί, νη ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο απνηεινχλ 

παξάγσγα ηεο ελίζρπζεο PCR ησλ επηζπκεηψλ πεξηνρψλ ηνπ θπινγελεηηθνχ δείθηε. Ο 

ζρεκαηηζκφο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ ζπκπεξηιακβάλεη ηελ ελίζρπζε πξφσξνπ 

ηεξκαηηζκέλνπ ακπιηθνλίνπ ζε δηαθνξεηηθφ ζξαχζκα βαθηεξηαθνχ DNA ηηο ίδηα εθρχιηζεο 

θαη ηελ αληηγξαθή ηνπ κέρξη θαη ηελ νινθιήξσζε ησλ επφκελσλ θχθισλ PCR. ΢πλήζσο, νη 

ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο απνηεινχληαη απφ δχν θπινγελεηηθά δηαθξηηέο κεηξηθέο αιιεινπρίεο 

(Chen et al., 2015), κε κειέηεο λα ππνδεηθλχνπλ πνζνζηά ζρεκαηηζκνχ ρηκαηξηθψλ άλσ ηνπ 

30% θαηά ηε δηάξθεηα ελίζρπζεο αιιεινπρηψλ κε PCR απφ θισλνπνηεκέλα γνλίδηα 16S ή 

απφ κηθηφ βαθηεξηαθφ γνληδησκα (Haas et al., 2011). 

Απηέο νη αιιεινπρίεο κπνξνχλ λα πξνθαιέζνπλ επηπινθέο ζε κεηαγελέζηεξεο 

αλαιχζεηο, φπσο ζηελ αλαγλψξηζε θαη ηελ ηαμηλφκεζε ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ θαη ζηελ κειέηε ησλ θπινγελεηηθψλ ηνπο ζρέζεσλ (Chen et al., 2015). Έλαο 

ζεκαληηθφο αξηζκφο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ έρεη εληνπηζηεί ζε βάζεηο δεδνκέλσλ θαη παξά 

ηηο εθηεηακέλεο πξνζπάζεηεο επηκέιεηαο απηψλ, πνιιέο αθφκα εμαθνινπζνχλ λα ππάξρνπλ ζε 

απηέο (Bhavesh Tiwarekar et al., 2023). Δπηπιένλ, ε ζπκπεξίιεςε ηέηνησλ αιιεινπρίσλ ζε 

κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο θέξεη σο απνηειέζκαηα ηελ ηερλεηή αχμεζε ηεο πνηθηινκνξθίαο 
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βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, επεηδή εξκελεχνληαη ςεπδψο σο κνλαδηθέο αιιεινπρίεο πνπ 

αληηπξνζσπεχνπλ λέα είδε (Mysara et al., 2015). Παξφιν πνπ νη ξπζκνί ζρεκαηηζκνχ 

ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ κπνξνχλ λα κεησζνχλ πεηξακαηηθά, κε ηηο πεξηζζφηεξεο 

πξνζπάζεηεο λα έρνπλ θαηεπζπλζεί πξνο ηε βειηίσζε ησλ βεκάησλ ελίζρπζεο PCR θαη/ή 

πξνεηνηκαζίαο δείγκαηνο DNA, θακία κέζνδνο δελ έρεη απνδεηρζεί γηα ηελ πιήξε εμάιεηςε 

απηψλ ησλ ηερλνπξγεκάησλ (Haas et al., 2011). Χο εθ ηνχηνπ, ε ηθαλφηεηα αλαγλψξηζεο 

ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαηά ηελ βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 

16S rRNA γνληδίνπ είλαη θξίζηκε γηα ηελ νξζή εμαγσγή ζπκπεξαζκάησλ ηνπ πξνθίι 

κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ. Αλ θαη ε αλίρλεπζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ ακπιηθνλίσλ ηνπ 16S 

rRNA γνληδίνπ είλαη ηδηαίηεξα δχζθνιε, θαζψο νη αιιεινπρίεο είλαη ζχληνκεο θαη πνιχ 

παξφκνηεο (de la Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016), ππάξρνπλ αξθεηνί δηαζέζηκνη αιγφξηζκνη 

πνπ έρνπλ ζρεδηαζηεί γηα απηφλ ηνλ ζθνπφ. Γεληθά, δηαθξίλνληαη δχν θαηεγνξίεο εξγαιείσλ 

αλίρλεπζεο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ. Η πξψηε πεξηιακβάλεη εξγαιεία πνπ ρξεζηκνπνηνχλ 

κεζφδνπο αλαθνξάο (reference-based), ελψ ε δεχηεξε, θαη κάιηζηα πην ζχγρξνλε, αθνξά ηα 

εξγαιεία πνπ εθαξκφδνπλ de novo κεζφδνπο (Haas et al., 2011).  

Η κέζνδνο πνπ βαζίδεηαη ζε αλαθνξά θπξίσο εμεηάδεη ηηο αιιεινπρίεο 

αλαγλσζκάησλ πνπ ελδερνκέλσο απνηεινχλ ρηκαηξηθέο έλαληη κηαο επηκειεκέλεο βάζεο 

δεδνκέλσλ αλαθνξάο ρσξίο ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο (Haas et al., 2011). Απηή ε πξνζέγγηζε 

έρεη εθαξκνζηεί ζηελ πξψηε γεληά εξγαιείσλ αλίρλεπζεο ρηκαηξηθψλ αλαγλσζκάησλ, φπσο 

ην Pintail (Ashelford et al., 2005) θαη ην Bellerophon (Huber et al., 2004). Μηα ζεκαληηθή 

βειηίσζε ηεο πξνζέγγηζεο πνπ βαζίδεηαη ζε αλαθνξά επηηεχρζεθε κέζσ ηνπ εξγαιείνπ 

ChimeraSlayer (Haas et al., 2011), ην νπνίν ρξεζηκνπνηεί ην 30% ηνπ άθξνπ θάζε 

αλαγλψζκαηνο σο βάζε γηα ηελ αλαδήηεζή ηνπ ζε έλα ζπλφινπ δεδνκέλσλ αλαθνξάο θαη ηελ 

εχξεζε ηεο πιεζηέζηεξεο ζπγαηξηθήο ηνπ αιιεινπρίαο, αλ ππάξρεη. Σν UCHIME (Edgar et 

al., 2011) απνηειεί έλα αθφκε εξγαιείν αλίρλεπζεο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ, ην νπνίν 

βαζίζηεθε ζηελ πινπνίεζε ηνπ ChimeraSlayer (Haas et al., 2011), κε ηελ κφλε δηαθνξά λα 

είλαη φηη ηα αλαγλψζκαηα ρσξίδνληαη ζε ηέζζεξα ηκήκαηα θαη ζηελ ζπλέρεηα απηά ηα 

ηκήκαηα μερσξηζηά αλαδεηνχληαη αληίζηνηρα ζε κηα βάζε δεδνκέλσλ αλαθνξάο. Η de novo 

κέζνδνο αλίρλεπζεο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ βαζίδεηαη ζηελ ππφζεζε φηη νη κεηξηθέο 

νπνηαζδήπνηε ρηκαηξηθήο αιιεινπρίαο έρνπλ πεξάζεη ηνπιάρηζηνλ έλαλ πεξηζζφηεξν θχθιν 

ελίζρπζεο PCR απφ ηηο ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο. Απηφ ζεκαίλεη φηη νη πην ζρεηηθά άθζνλεο 

αιιεινπρίεο ζε έλα ζχλνιν δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο είλαη απίζαλν λα είλαη ρηκαηξηθέο, θαη 

επνκέλσο, κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο βάζε αλαθνξάο (de la Cuesta-Zuluaga & 

Escobar, 2016). Παξαδείγκαηα εξγαιείσλ πνπ βαζίδνληαη ζηελ de novo κέζνδν 

ζπκπεξηιακβάλνπλ ην de novo UCHIME (Edgar et al., 2011) θαη ην de novo ChimeraSlayer  

(Haas et al., 2011). Η ρξήζε ηνπ πξναλαθεξφκελσλ κεζφδσλ ζηελ αλάιπζε δεδνκέλσλ 

αιιεινχρηζεο νινθιεξψλεηαη ζπλήζσο κε ηελ απφξξηςε ησλ ρηκαηξηθψλ αλαγλσζκάησλ απφ 

ην ζχλνιν δεδνκέλσλ θαη δελ ρξεζηκνπνηνχληαη ζε κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο. 

Παξφιν πνπ ε αληηθεηκεληθή ζχγθξηζε κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ εξγαιείσλ αλίρλεπζεο 

ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ είλαη δχζθνιε, θαζψο ν θαζέλαο απφ ηνπο αιγφξηζκνπο βαζίδεηαη 

ζηα δηθά ηνπ δεδνκέλα ειέγρνπ, είλαη δπλαηή ε δηάθξηζε ηεο βέιηηζηεο επηινγήο κεζφδνπ 

αλάινγα ηελ πξνέιεπζε ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο (Mysara et al., 2015). ΢ε θαηαζηάζεηο 

πνπ αθνξνχλ δεδνκέλα πνπ πξνέξρνληαη απφ δείγκαηα θαιά κειεηεκέλσλ πεξηβάιινλησλ, νη 

πξνζεγγίζεηο πνπ βαζίδνληαη ζε αλαθνξά είλαη πνιχ απνηειεζκαηηθέο ζηε δηάθξηζε κεηαμχ 

ρηκαηξηθψλ θαη κε αιιεινπρηψλ (κεηξηθέο). Αληίζεηα, νη αιγφξηζκνη πνπ εθαξκφδνπλ de 

novo κεζφδνπο έρνπλ ην πιενλέθηεκα ηεο ηθαλφηεηαο λα αληρλεχζνπλ ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο 

αθφκα θαη αλ ηα βηνινγηθά δείγκαηα πξνο κειέηε παξέρνπλ κηθξνβηαθή θνηλφηεηα πνπ κέρξη 
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ηψξα δελ έρεη κειεηεζεί θαη πεξηγξαθηεί θαιά. Σα εξγαιεία πνπ εμαξηψληαη απφ βάζε 

αλαθνξάο βαζίδνληαη ζε ζπιινγέο δεδνκέλσλ πνπ ζπλήζσο πεξηέρνπλ κφλν αιιεινπρίεο 

γνληδίσλ απφ θαιιηεξγεκέλα βαθηήξηα θαη δελ αλακέλεηαη λα έρνπλ ηελ ίδηα θαιή απφδνζε 

ζε δείγκαηα πνπ πεξηέρνπλ αιιεινπρίεο απφ αθφκε κε θαιιηεξγήζηκνπο νξγαληζκνχο (de la 

Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016). Δπνκέλσο, πξνηείλεηαη ε ρξήζε αιγνξίζκσλ πνπ 

εθαξκφδνπλ ηελ de novo κέζνδν πξνθεηκέλνπ λα ειαρηζηνπνηεζεί ε δηφγθσζε ηεο 

πνηθηινκνξθίαο πνπ πξνθαιείηαη απφ ηηο ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο. 

 

1.4.5 Ταμηλνκηθή θαη θπινγελεηηθή αλάιπζε 

Η ηαμηλνκηθή θαη ε θπινγελεηηθή αλάιπζε απνηεινχλ ηα πην θξίζηκα 

βηνπιεξνθνξηθά ζηάδηα ζε φηη αθνξά ηηο κειέηεο κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ πνπ βαζίδνληαη 

ζηελ αιιεινχρηζε ηνπ 16s rRNA γνληδίνπ. Αμηνπνηψληαο ηηο πιεξνθνξίεο πνπ παξέρεη ν 

θπινγελεηηθφο δείθηεο, γίλεηαη δπλαηή ε ηαμηλνκηθή θαηεγνξηνπνίεζε (taxonomic 

classification) ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ, ε νπνία πεξηιακβάλεη ηελ αλάζεζε απηψλ ζε γλσζηέο 

ηαμηλνκηθέο νκάδεο. Παξάιιεια, κέζσ ηεο θπινγελεηηθήο αλάιπζήο ηνπ, παξέρεηαη κηα 

βαζχηεξε θαηαλφεζε ησλ εμειηθηηθψλ ζρέζεσλ κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ κηθξννξγαληζκψλ 

πνπ βξίζθνληαη ζηα δείγκαηα πξνο κειέηε. Με απηφλ ηνλ ηξφπν, επηηξέπεηαη ν 

πξνζδηνξηζκφο ησλ εηδψλ, ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο θαζψο θαη ηεο εμειηθηηθήο πνξείαο ησλ 

βαθηεξίσλ, ησλ νπνίσλ ην γελεηηθφ ηνπο πιηθφ ήηαλ παξφλ ζην εμεηαδφκελν δείγκα 

κηθξνβηψκαηνο. ΢πλεπψο, νινθιεξψλνληαο κηα ζεηξά απφ βαξηέο ππνινγηζηηθέο δηαδηθαζίεο 

γηα ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο, ην επφκελν βήκα ηεο 

βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ είλαη ε δηεξεχλεζε ησλ ηαμηλνκηθψλ θαη 

θπινγελεηηθψλ πιεξνθνξηψλ πνπ παξέρνπλ ηα ASVs ή OTUs.  

Αλεμαξηήησο ηεο κεζφδνπ θαηαζθεπήο ηνπο, ε ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ 

αληηπξνζσπεπηηθψλ ακπιηθνλίσλ ζε γλσζηέο ηαμηλνκηθέο νκάδεο, φπσο ηα είδε, ηα γέλε, ηηο 

νηθνγέλεηεο, ηηο ηάμεηο, ηηο νκνηαμίεο θαη ηα θχια, επηηπγράλεηαη κε ηελ ζχγθξηζε ησλ 

αιιεινπρηψλ ηνπο κε κία βάζε δεδνκέλσλ αλαθνξάο ε νπνία παξέρεη αιιεινπρίεο κε 

γλσζηή ηαμηλνκηθή πξνέιεπζε (Gao et al., 2017). Όκσο, ε εχξεζε ηεο πιεζηέζηεξεο 

αληηζηνίρηζεο κίαο άγλσζηεο αιιεινπρίαο κε κία δεδνκέλε δελ επαξθεί γηα ηελ ηαπηνπνίεζε 

ηεο. Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ππάξρεη πεξίπησζε δχν άγλσζηεο αιιεινπρίεο 

δηαθνξεηηθήο ηαμηλνκηθήο πξνέιεπζεο λα αληηζηνηρεζνχλ εμίζνπ θαιά κε ηελ ίδηα 

αιιεινπρία απφ ηελ βάζε δεδνκέλσλ. Δπνκέλσο, ρξεηάδεηαη λα πξνζδηνξηζηεί ε πιεζηέζηεξε 

ηαμηλνκηθή ζπζρέηηζε ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αιιεινπρηψλ κε ηηο αιιεινπρίεο πνπ 

παξέρνληαη απφ κηα βάζε δεδνκέλσλ κε θάπνην βαζκφ εκπηζηνζχλεο ή ζπλαίλεζεο. Γηα ηελ 

επίηεπμε απηνχ, έρνπλ αλαπηπρζεί δηάθνξα ππνινγηζηηθά εξγαιεία πνπ εθαξκφδνπλ ηερληθέο 

κεραληθήο κάζεζεο (machine learning), γλσζηά σο ηαμηλνκηθνί ηαμηλνκεηέο (taxonomy 

classifiers), φπνπ αλάινγα ηελ κέζνδν ηαμηλφκεζεο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ, κπνξνχλ λα 

θαηεγνξηνπνηεζνχλ επξέσο ζε ηαμηλνκεηέο πνπ βαζίδνληαη ζε κεζφδνπο ζηνίρηζεο 

(alignment) θαη ζε κεζφδνπο απαιιαγκέλεο απφ ζηνίρηζε (alignment-free). 

Μεηαμχ απηψλ, ε πην δηαδεδνκέλε κέζνδνο ηαμηλφκεζεο ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ 

αλαγλσζκάησλ απνηειεί ε ζηνίρηζή ηνπο κε αιιεινπρίεο γλσζηήο ηαμηλνκηθήο πξνέιεπζεο 

πνπ παξέρνληαη απφ κηα βάζε δεδνκέλσλ αλαθνξάο. ΢ηφρνο ηεο κεζφδνπ ζηνίρηζεο είλαη ν 

εληνπηζκφο φκνησλ θαη δηαθνξεηηθψλ πεξηνρψλ κεηαμχ απηψλ. ΢ηελ ζπλέρεηα, αθνινπζεί ε 

ηαμηλνκηθή αλάζεζε ηεο άγλσζηεο αιιεινπρίαο ζε κία αιιεινπρία αλαθνξάο απφ ηελ νπνία 

πξνθχπηεη ε βέιηηζηε ζηνίρηζε, δειαδή ην βέιηηζην επίπεδν νκνηφηεηαο ηνπο. Παξαδείγκαηα 
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βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ πνπ βαζίδνληαη ζε απηήλ ηελ κέζνδν είλαη ην BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) (Camacho et al., 2009) θαη ην MEGAN (MEtaGenome 

ANalyzer) (Mitra et al., 2011). Ο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν ε κέζνδνο ζηνίρηζεο παξακέλεη 

δεκνθηιήο θαη επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελε πξνζέγγηζε γηα ηελ ηαμηλφκεζε ησλ αιιεινπρηψλ 

ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ είλαη φηη κπνξεί λα παξέρεη πςειήο αθξίβεηαο απνηειέζκαηα. 

Χζηφζν, ε κέζνδνο ζπλνδεχεηαη απφ πςειή ππνινγηζηηθή πνιππινθφηεηα γηα ηελ 

ηαμηλφκεζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο λέαο γεληάο, δεδνκέλνπ φηη είλαη κεγάινο ν φγθνο ηνπο 

(Zielezinski et al., 2017). 

Γηα ηελ αληηκεηψπηζε απηνχ ηνπ κεηνλεθηήκαηνο, έρνπλ πξνηαζεί άιιεο πξνζεγγίζεηο 

ηαμηλνκηθήο ηαμηλφκεζεο, νη νπνίεο δελ βαζίδνληαη ζηελ ζηνίρηζε αιιεινπρηψλ. Αληίζεηα, 

απηέο νη κέζνδνη ρξεζηκνπνηνχλ ζπλήζσο κηα πνηθηιία αξηζκεηηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ πνπ 

θαηαγξάθνπλ δηαθνξεηηθέο πηπρέο ηεο ζχλζεζεο ή ηεο δνκήο ηεο άγλσζηεο αιιεινπρίαο θαη 

ζηε ζπλέρεηα εθαξκφδνπλ αιγφξηζκνπο ζηαηηζηηθήο κε ζθνπφ ηελ ηαμηλφκεζή ηεο ζε κηα 

ζπγθεθξηκέλε ηαμηλνκηθή νκάδα. Η πην δεκνθηιήο κεηαμχ ηέηνησλ κεζφδσλ βαζίδεηαη ζηελ 

αλάιπζε ζπρλφηεηαο ησλ κνηίβσλ κηθξψλ αιιεινπρηψλ λνπθιενηηδίσλ κήθνπο k (Saha et al., 

2019).  

Σα ηειεπηαία ρξφληα, ε ρξήζε κεζφδσλ ζηνίρηζεο ή ρσξίο ζηνίρηζε ζε ζπλδπαζκφ κε 

κεζφδσλ κεραληθήο κάζεζεο γίλεηαη φιν θαη πεξηζζφηεξν δεκνθηιήο ζηνλ ηνκέα ηεο 

βηνπιεξνθνξηθήο. ΢ην πιαίζην ηεο ηαμηλφκεζεο αιιεινπρηψλ ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, κηα 

θνηλή πξνζέγγηζε πνπ βαζίδεηαη ζηε κεραληθή κάζεζε είλαη ε επνπηεπφκελε κάζεζε, ε 

νπνία πεξηιακβάλεη ηελ εθπαίδεπζε ελφο κνληέινπ ζε έλα ζχλνιν επηζεκαζκέλσλ 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο γηα ηελ πξφβιεςε ηεο ηαμηλφκεζεο λέσλ, άγλσζησλ αιιεινπρηψλ 

κε βάζε ηα ραξαθηεξηζηηθά ηνπο, φπσο ε νκνηφηεηα, ην κήθνο ή ε ζχλζεζε ηνπο, θαζψο θαη 

άιιεο πιεξνθνξίεο ζηνίρηζεο ή κε-ζηνίρηζεο πνπ πξνέξρνληαη απφ απηέο (Greener et al., 

2022). Απφ ηελ άιιε πιεπξά, ε κε-επνπηεπφκελε κάζεζε ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ εληνπηζκφ 

κνηίβσλ ή ζπζηάδσλ εληφο κε-επηζεκαζκέλσλ δεδνκέλσλ, δειαδή έλα ζχλνιν αιιεινπρηψλ 

πνπ δελ έρνπλ αθφκε ηαμηλνκεζεί ζηηο ηαμηλνκηθέο ηνπο νκάδεο, κε ζθνπφ ηελ πξφβιεςε ηεο 

ηαμηλφκεζεο κηαο λέαο αιιεινπρίαο ζε απηά ηα δεδνκέλα. Απηή ε ηερληθή κπνξεί λα θαλεί 

ηδηαίηεξα ρξήζηκε γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ λέσλ ηαμηλνκηθψλ νκάδσλ. Παξαδείγκαηα 

ηαμηλνκεηψλ πνπ βαζίδνληαη ζε ηερληθέο κεραληθήο κάζεζεο ζπκπεξηιακβάλνπλ ηνλ αθειή 

Bayesian ηαμηλνκεηή (Naïve Bayes), ηελ κεραλή δηαλπζκαηηθήο ππνζηήξημεο (Support 

Vector Machine), ηα δέληξα απνθάζεσλ (Decision Trees), ηα νπνία κπνξνχλ ηα επεθηαζνχλ 

θαη ζηελ εθαξκνγή ηπραίσλ δαζψλ (Random Forest), θαη ηα λεπξσληθά δίθηπα (Neural 

Networks), πνπ εκπίπηνπλ ζηελ θαηεγνξία ηεο βαζηάο κάζεζεο (Mathieu et al., 2022). 

Δμεηδηθεπκέλα βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ηνπο πξναλαθεξφκελνπο 

ηαμηλνκεηέο γηα ηελ αλάζεζε ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ησλ γνληδίσλ 16S rRNA απνηεινχλ νη 

SILVA (Quast et al., 2013) θαη RDP (Ribosomal Database Project) (Wang et al., 2007) 

ηαμηλνκεηέο. Δπηπιένλ, αλ θαη δελ ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο σο εηδηθφ εξγαιείν γηα ηελ 

ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ην Scikit-learn (Pedregosa et 

al., 2011), ή αιιηψο sklearn, είλαη κηα ηζρπξή βηβιηνζήθε κεραληθήο κάζεζεο ζηελ Python ην 

νπνίν παξέρεη έλα επξχ θάζκα αιγνξίζκσλ θαη εξγαιείσλ γηα ηελ θαηαζθεπή θαη ηελ 

αμηνιφγεζε κνληέισλ κεραληθήο κάζεζεο. Δάλ ν εξεπλεηήο έρεη ηελ ηερλνγλσζία θαη ηνπο 

πφξνπο γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ, ην Scikit-learn κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ζε ζπλδπαζκφ κε 

άιιεο βηβιηνζήθεο ηεο Python θαη κε πξνζαξκνζκέλα scripts γηα ηελ αλάπηπμε ηαμηλνκεηψλ 

πνπ βαζίδνληαη ζε κεραληθή κάζεζε γηα ηαμηλνκηθή αλάζεζε αιιεινπρηψλ. 
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Παξά ηε δηαζεζηκφηεηα απηψλ ησλ ηαμηλνκηθψλ εξγαιείσλ, ε ηαμηλφκεζε ζε επίπεδν 

είδνπο ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ εμαθνινπζεί λα παξακέλεη κηα ζνβαξή 

πξφθιεζε γηα ηνπο εξεπλεηέο ηνπ κηθξνβηψκαηνο (Gao et al., 2017). Δπηπιένλ, απηέο νη 

ηερληθέο είλαη ζε κεγάιν βαζκφ επαίζζεηεο ζηελ πνηφηεηα θαη ηελ πιεξφηεηα ησλ δεδνκέλσλ 

εθπαίδεπζεο, θαη θαηά επέθηαζε ησλ βάζεσλ δεδνκέλσλ, πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ 

εθαξκνγή ηνπο. Λακβάλνληαο ππφςε φηη νη βάζεηο δεδνκέλσλ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ 

κεηαηξνπή αιιεινπρηψλ ζε επαλάγλσζηα νλφκαηα βαθηεξίσλ, ε επηινγή κίαο αμηφπηζηεο 

βάζεο δεδνκέλσλ απνηειεί χςηζηεο ζεκαζίαο ζην ζηάδην ηεο ηαμηλφκεζεο ησλ αιιεινπρηψλ 

ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. 

Γεληθά, ππάξρνπλ αξθεηέο δηαζέζηκεο βάζεηο δεδνκέλσλ πνπ παξέρνπλ ηαμηλνκηθέο 

πιεξνθνξίεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ Greengenes (McDonald et 

al., 2012), RDP (Wang et al., 2007) θαη SILVA (Quast et al., 2013), νη νπνίεο είλαη θαη νη πην 

δηαδεδνκέλεο. Δπί ηνπ παξφληνο, ε βάζε δεδνκέλσλ SILVA είλαη ε πην νινθιεξσκέλε, 

παξέρνληαο 436.680 ηαμηλνκεκέλεο αιιεινπρίεο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Χζηφζν, ε 

ηαμηλφκεζε ζε επίπεδν είδνπο δελ επηηπγράλεηαη ζε κεγάιν βαζκφ ζε απηήλ ηε βάζε 

δεδνκέλσλ, δηφηη νη ηαμηλνκήζεηο εηδψλ εκπίπηνπλ ζπρλά ζηελ θαηεγνξία ηνπ «κε 

θαιιηεξγεκέλνπ» (uncultured) ή ηνπ «κεηαγνληδηψκαηνο» (metagenome) (Trego et al., 2022). 

Αληίζεηα, έρνπλ επίζεο αλαπηπρζεί εηδηθέο βάζεηο δεδνκέλσλ νη νπνίεο είλαη θαηάιιειεο 

πξνο ρξήζε αλάινγα απφ πνπ έρνπλ πξνέιζεη ηα δεδνκέλα πξνο αλάιπζε, κε ζθνπφ ηελ 

βειηίσζε ηεο ηαμηλνκηθήο επθξίλεηαο ζε επίπεδν είδνπο. Παξαδείγκαηα ηέηνησλ βάζεσλ 

δεδνκέλσλ απνηεινχλ ε MiDAS (Dueholm et al., 2022), ε νπνία είλαη εηδηθά δηακνξθσκέλε 

γηα κηθξνβηψκαηα επεμεξγαζίαο ιπκάησλ, ε TaxAss (Rohwer et al., 2018), ε νπνία 

θαηαζθεπάζηεθε αληίζηνηρα γηα κηθξνβηψκαηα γιπθνχ λεξνχ, θαη ε RefSoil (Choi et al., 

2017), ε νπνία είλαη αληίζηνηρα γηα κηθξνβηψκαηα εδάθνπο. 

Οινθιεξψλνληαο ην ζηάδην ηεο ηαμηλνκηθή αλάζεζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, 

παξέρεηαη ε δπλαηφηεηα δηεξεχλεζεο ησλ ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ πνπ εκπεξηέρνπλ ηα 

δείγκαηα πξνο αλάιπζε. Απηφ επηηπγράλεηαη κε ηελ δεκηνπξγία νπηηθψλ αλαπαξαζηάζεσλ 

ηεο βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο ησλ δεηγκάησλ κέζσ γξαθεκάησλ απιψλ ή ζηνηβαγκέλσλ 

ξάβδσλ θαη πίηαο. Οη ζπγθεθξηκέλνη κέζνδνη απεηθφληζεο κπνξνχλ λα δείμνπλ ηε ζρεηηθή 

αθζνλία δηαθνξεηηθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα (π.ρ. θπιή, 

νηθνγέλεηα, θ.ιπ.) πνπ παξέρνπλ ηα δείγκαηα, είηε ην θαζέλα μερσξηζηά είηε ζε νκάδεο 

απηψλ. ΢πλήζσο, γηα ηελ απινπνηεκέλε πεξηγξαθή ηεο βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο ησλ 

κηθξνβησκάησλ, νη ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο παξνπζηάδνληαη ζε επίπεδν θπιήο ή γέλνπο ζηα 

πξναλαθεξφκελα γξαθήκαηα (Liu et al., 2021). 

Καζνξίδνληαο ηε ζεκαζία ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο σο ζεκειηψδεο βήκα ζηε 

βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ε πξνζνρή ζηξέθεηαη ζην 

επφκελν θξίζηκν ζηάδην: ηε θπινγελεηηθή αλάιπζε. Δλψ ε ηαμηλνκηθή αλάιπζε παξέρεη 

πιεξνθνξίεο γηα ηελ ηαπηφηεηα ησλ βαθηεξηαθψλ θνηλνηήησλ, ε θπινγελεηηθή αλάιπζε 

εκβαζχλεη ζηηο εμειηθηηθέο ζρέζεηο κεηαμχ απηψλ ησλ κηθξννξγαληζκψλ. ΢ην πιαίζην ηεο 

αλάιπζεο 16S rRNA γνληδίσλ, ε ηδέα ηεο θπινγελεηηθήο αλάιπζεο είλαη ε ρξήζε ησλ 

αιιεινπρηψλ γηα ηελ εθρψξεζε ζπκπεξαζκάησλ ζρεηηθά κε ηελ εμειηθηηθή απφζηαζε κεηαμχ 

ησλ δηαθνξεηηθψλ βαθηεξηαθψλ ηαπηνηήησλ. Ο απψηεξνο ζθνπφο απηνχ ηνπ 

βηνπιεξνθνξηθνχ ζηαδίνπ είλαη ε θαηαζθεπή ελφο θπινγελεηηθνχ δέληξνπ, δειαδή ελφο 

δηθηχνπ ζην νπνίν ην κήθνο ησλ θιάδσλ αληηθαηνπηξίδεη ηελ εμειηθηηθή απφζηαζε κεηαμχ 

ησλ δηαθνξεηηθψλ αιιεινπρηψλ, κε ηνπο κεγαιχηεξνπο θιάδνπο λα ππνδειψλνπλ 
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κεγαιχηεξεο απνζηάζεηο, θαη νη θφκβνη αληηπξνζσπεχνπλ ηνλ θνηλφ πξφγνλν (Z. Yang & 

Rannala, 2012). 

΢πλήζσο, ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν επηηπγράλεηαη ε δηεξεχλεζε ησλ εμειηθηηθψλ 

ζρέζεσλ δηάθνξσλ κηθξννξγαληζκψλ είλαη κέζσ ηεο κεζφδνπ πνιιαπιήο ζηνίρηζεο 

αιιεινπρηψλ (Multiple Sequence Alignment – MSA), κηα ππνινγηζηηθή ηερληθή πνπ 

επζπγξακκίδεη καδηθά αιιεινπρίεο γνληδίσλ απφ δηάθνξνπο κηθξννξγαληζκνχο κεηαμχ ηνπο. 

Με ηελ καδηθή ζηνίρηζε ησλ αιιεινπρηψλ 16S rRNA γνληδίσλ, εληνπίδνληαη παξφκνηεο θαη 

δηαθνξεηηθέο πεξηνρέο απηψλ (Z. Yang & Rannala, 2012). Οη παξφκνηεο, ή αιιηψο 

δηαηεξεκέλεο, πεξηνρέο ππνδειψλνπλ εμειηθηηθή ζηαζεξφηεηα, ελψ νη δηαθνξεηηθέο, ε 

αιιηψο απνθιίλνπζεο, πεξηνρέο θαλεξψλνπλ ζηηο γελεηηθέο παξαιιαγέο. Έηζη, κέζσ ηεο 

ζηνίρηζεο, αλαγλσξίδνληαη νη νκφινγεο ζέζεηο εληφο ησλ γνληδηαθψλ αιιεινπρηψλ, νη νπνίεο 

ππνδεηθλχνπλ ηηο εμειηθηηθέο ζπλδέζεηο κεηαμχ ησλ βαθηεξίσλ θαη πξνζδηνξίδνπλ ηνλ θνηλφ 

πξφγνλν απφ ην νπνίν πξνήιζαλ. Τπάξρνπλ δηάθνξα καζεκαηηθά κνληέια πνπ αμηνπνηνχλ ηηο 

πιεξνθνξίεο πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ δηαδηθαζία ζηνίρηζεο γηα ηελ θαηαζθεπή 

θπινγελεηηθψλ δέληξσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηεο κέγηζηεο πηζαλνθάλεηαο (maximum 

likelihood) θαη ηελ Μπευδηαλή ΢πκπεξαζκαηνινγία (Bayesian Inference). Παξαδείγκαηα 

βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ πνπ εθαξκφδνπλ ηελ κέζνδν πνιιαπιήο ζηνίρηζεο αιιεινπρηψλ 

γηα ηελ αλάιπζε 16S rRNA γνληδίσλ είλαη ην Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2018), ην 

MAFFT (Katoh et al., 2002) θαη ην MUSCLE (Edgar, 2004), ελψ δηαζέζηκα εξγαιεία γηα ηελ 

θαηαζθεπή θπινγελεηηθψλ δέληξσλ ζπκπεξηιακβάλνπλ ην FastTree 2 (Price et al., 2010), ην 

RAxML (Stamatakis, 2014) θαη ην IQ-TREE (Nguyen et al., 2015). Σν θπινγελεηηθφ δέληξν 

πνπ πξνθχπηεη κπνξεί λα νπηηθνπνηεζεί ρξεζηκνπνηψληαο δηάθνξα εξγαιεία ινγηζκηθνχ, 

φπσο ην GraPhlAn (Asnicar et al., 2015) θαη ην iTOL (Letunic & Bork, 2019). 

Η θπινγελεηηθή αλάιπζε κπνξεί λα είλαη ππνινγηζηηθά εληαηηθή, εηδηθά γηα κεγάια 

ζχλνια δεδνκέλσλ, ή εμαηξεηηθά απνθιίλνπζεο αιιεινπρίεο (Z. Yang & Rannala, 2012). 

Παξφια απηά, κέζσ ηεο ζηνίρηζεο, κπνξεί λα παξέρεη κία ιεπηνκεξή εηθφλα κηαο 

κηθξνβηαθήο θνηλφηεηαο. Δπηπιένλ, κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηελ αλαγλψξηζε λέσλ 

εηδψλ θαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ηαμηλφκεζεο άγλσζησλ νξγαληζκψλ κε βάζε ηηο 

αιιεινπρίεο γνληδίνπ 16S rRNA ηνπο, ζηελ πεξίπησζε πνπ κία αιιεινπρία δελ είλαη 

θαηνρπξσκέλε ζε κηα απφ ηηο δηαζέζηκεο βάζεηο δεδνκέλσλ ηαμηλφκεζεο. Βέβαηα, είλαη 

αλαγθαίν λα ζεκεησζεί φηη ε βαζηθή ιεηηνπξγηθφηεηα ελφο θπινγελεηηθνχ δέληξνπ είλαη ζηελ 

εθκαίεπζε θπινγελεηηθψλ πιεξνθνξηψλ πνπ κπνξνχλ λα παξέρνπλ δεδνκέλα αιιεινχρηζεο 

16S rRNA γνληδίσλ γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηινκνξθίαο βηνινγηθψλ 

δεηγκάησλ (Trego et al., 2022). Η αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο απνηειεί έλα κεηαγελέζηεξν 

βηνπιεξνθνξηθφ ζηάδην, ηνπ νπνίνπ ν νξηζκφο θαη ν ξφινο αλαθέξεηαη ζε παξαθάησ 

ππνελφηεηα.  

 

1.4.6 Πξνζδηνξηζκόο θαη αθαίξεζε επηκνιύλζεσλ 

Αθφκα θαη ζηηο πην ζηείξεο ζπλζήθεο, ε κε ζθφπηκε εηζαγσγή βαθηεξίσλ θαηά ηελ 

δεηγκαηνιεςία, ηελ εμαγσγή DNA θαη ηελ ελίζρπζε PCR ζηα δείγκαηα πξνο κειέηε απνηειεί 

πνιιέο θνξέο αλαπφθεπθην ζπκβάλ, θαη φπσο ε παξαγσγή ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ, 

ραξαθηεξίδεηαη σο έλα βαζηθφ πεηξακαηηθφ ζθάικα ηεο αλάιπζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

(Mokhtari & Ridenhour, 2022). Οη επηκνιχλζεηο πνπ εηζάγνληαη ζηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο 

ραξαθηεξίδνληαη σο ζεκαληηθφ εκπφδην ζηελ ηθαλφηεηα λα ραξαθηεξηζηνχλ κε αθξίβεηα 

βαθηεξηαθέο θνηλφηεηεο ζε πεξηβαιινληηθά θαη βηνινγηθά δείγκαηα, εηδηθά εθείλσλ κε 
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ρακειή κηθξνβηαθή βηνκάδα, φπσο απηά πνπ πξνέξρνληαη απφ ηελ νπξνδφρν θχζηε θαη ην 

αίκα (Karstens et al., 2019). Μνιπζκαηηθά βαθηήξηα πνπ εηζάγνληαη ζην δείγκα πξηλ απφ ηελ 

ελίζρπζε PCR κπνξνχλ λα θπξηαξρήζνπλ ζηε ζχλζεζε δεηγκάησλ ρακειήο κηθξνβηαθήο 

βηνκάδαο, φπνπ ζε αθξαίεο πεξηπηψζεηο κπνξνχλ λα απνηεινχλ πάλσ απφ ην 80% ηνπ 

δείγκαηνο, ππνλνκεχνληαο έηζη κηα αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Δπηπιένλ, νη 

επηκνιχλζεηο κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ηα βηνινγηθά ζπκπεξάζκαηα κηαο κειέηεο, φπσο λα 

δηνγθψζνπλ ηελ πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ, λα παξακνξθψζνπλ ηελ ζρεηηθή αθζνλία ησλ 

πξαγκαηηθψλ κηθξνβίσλ ηνπ πεξηβάιινληνο θαη λα παξαπνηήζνπλ ηηο δηαθνξέο κεηαμχ 

θιηληθψλ νκάδσλ.  

Η πηζαλφηεηα λα πξνθχςνπλ επηκνιχλζεηο ζε δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ 

είλαη πνιχ πςειή. Χο εθ ηνχηνπ, είλαη απαξαίηεην λα εληνπηζηνχλ, λα ειαρηζηνπνηεζνχλ θαη 

λα θηιηξαξηζηνχλ κνιπζκαηηθέο αιιεινπρίεο θαηά ηελ βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε δεδνκέλσλ 

αιιεινχρηζεο γηα ηελ απνθπγή εηζαγσγή κεξνιεςηψλ ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα. Δπί ηνπ 

παξφληνο, ππάξρνπλ δχν βαζηθέο θαηεγνξίεο πξνζεγγίζεσλ ειέγρνπ ή εμάιεηςεο πεγψλ 

επηκνιχλζεσλ. Η πξψηε θαηεγνξία αθνξά ηηο πεηξακαηηθέο παξεκβάζεηο ζε ζπλδπαζκφ κε 

ηελ βηνπιεξνθνξηθή δηαρείξηζε απηψλ γηα ηνλ θαζαξηζκφ ησλ δεδνκέλσλ απφ επηκνιχλζεηο, 

ελψ ε δεχηεξε θαηεγνξία πεξηιακβάλεη ζηξαηεγηθέο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ κφλν ηελ δχλακε 

ηεο βηνπιεξνθνξηθήο θαη ησλ ζηαηηζηηθψλ κεζφδσλ (Mokhtari & Ridenhour, 2022).  

Οη πεηξακαηηθέο πξνζπάζεηεο ειέγρνπ επηκνιχλζεσλ αθνξνχλ θπξίσο ηελ 

ζπκπεξίιεςε αξλεηηθψλ/ηπθιψλ ή ζεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ γηα θάζε παξηίδα βηνινγηθψλ 

δεηγκάησλ, ηελ ρξήζε ηνπο ζε νιφθιεξε ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία αιιεινχρηζεο θαη ηελ 

βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε ηνπο ζε ζρέζε κε ηα δείγκαηα πξνο κειέηε (Eisenhofer et al., 

2019). Αλ θαη δελ ππάξρεη αθξηβήο δηαδηθαζία γηα ηνλ ηξφπν αληηκεηψπηζεο ησλ 

αιιεινπρηψλ πνπ εκθαλίδνληαη ζηα ηερληθά δείγκαηα, έρνπλ πξνηαζεί ηξφπνη δηαρείξηζεο 

απηψλ ησλ δεηγκάησλ. Μηα πξνζέγγηζε είλαη ε ζχγθξηζε ηεο ζρεηηθήο ηαμηλνκηθήο αθζνλίαο 

ή πνηθηινκνξθίαο ησλ πξαγκαηηθψλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ κε ηα δείγκαηα ειέγρνπ (de la 

Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016). Έηζη, εάλ ηα πξαγκαηηθά δείγκαηα παξέρνπλ παξφκνηεο 

ηαμηλνκηθέο αθζνλίεο ή γεληθά πνηθηινκνξθίεο κε ηα δείγκαηα ειέγρνπ, ηφηε ππάξρνπλ 

ζνβαξέο ελδείμεηο επηκφιπλζεο θαηά ηελ πεηξακαηηθή επεμεξγαζία ησλ δεηγκάησλ. Μία άιιε 

πξφηαζε είλαη ε αθαίξεζε ησλ επηπξφζζεησλ αιιεινπρηψλ πνπ εληνπίζηεθαλ ζηα δείγκαηα 

ειέγρνπ απφ ηα βηνινγηθά δείγκαηα (Karstens et al., 2019). Χζηφζν, απηή ε πξνζέγγηζε 

κπνξεί λα είλαη πνιχ απζηεξή θαη λα νδεγήζεη ζηελ αθαίξεζε βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκήζεσλ 

πνπ ζηελ πξαγκαηηθφηεηα είλαη βηνινγηθά ζπζρεηηδφκελα κε ηα δείγκαηα πξνο αλάιπζε.  

Έλα απφ ηα πιενλεθηήκαηα ηεο αιιεινχρηζεο δεηγκάησλ ειέγρνπ είλαη ε ηθαλφηεηα 

αλίρλεπζεο θαη πνζνηηθνπνίεζεο ησλ επηκνιχλζεσλ θαζψο θαη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο 

πξνέιεπζήο ηνπο (Mokhtari & Ridenhour, 2022). Παξφια απηά, ε ζπκπεξίιεςε θαηάιιεισλ 

αξλεηηθψλ ή ζεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ δελ είλαη πάληα εχθνιε θαη ε εγθπξφηεηά ηνπο γηα 

κηα ζπγθεθξηκέλε έξεπλα κηθξνβηψκαηνο δελ κπνξεί πάληα λα εμαζθαιηζηεί θαη ελδέρεηαη λα 

κελ είλαη δηαζέζηκα ηππνπνηεκέλα πξσηφθνιια γηα ην ζρεδηαζκφ απηψλ ησλ δεηγκάησλ. 

Δπηπιένλ, θαλέλα δείγκα ειέγρνπ δελ είλαη ηθαλφ λα εμαιείςεη πιήξσο ηηο ελδερφκελεο 

επηκνιχλζεηο εχθνια θαη αμηφπηζηα ζε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο. Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη 

ππάξρνπλ δηάθνξα είδε επηκνιχλζεσλ πνπ ζα κπνξνχζαλ λα πξνθχςνπλ ζηα δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο πνπ δελ αληηθαηνπηξίδνληαη μεθάζαξα ζηα δείγκαηα ειέγρνπ. 

Γεδνκέλνπ φηη ε αμηνπνίεζε ησλ δεηγκάησλ ειέγρνπ δελ επαξθεί ζηελ νιηθή 

αθαίξεζε ησλ επηκνιχλζεσλ πνπ κπνξνχλ λα πξνθχςνπλ ζηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο, έρνπλ 

πξνηαζεί αξθεηέο βηνπιεξνθνξηθέο ηερληθέο γηα ηελ αληηθεηκεληθή απνκάθξπλζε ησλ 
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κνιπζκαηηθψλ ζηνηρείσλ (Mokhtari & Ridenhour, 2022). Η πην εχθνιε κέζνδνο αθαίξεζεο 

πηζαλψλ επηκνιχλζεσλ είλαη ε απνκάθξπλζε ησλ κνλαδηθψλ ή πνιχ ρακειήο ζρεηηθήο 

αθζνλίαο ASVs/OTUs ή ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ απφ ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο. Πξάγκαηη, 

είλαη πνιχ ζπλεζηζκέλν λα παξνπζηάδνληαη ζπάληεο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο ησλ νπνίσλ ε 

παξνπζία ζηα πεξηζζφηεξα δείγκαηα είλαη κεδεληθή (Cao et al., 2020). Μειέηεο πνηνηηθνχ 

ειέγρνπ δεδνκέλσλ κηθξνβηψκαηνο ππνδεηθλχνπλ φηη πνιιέο ζπάληεο ηαμηλνκηθέο κνλάδεο 

πξνθαινχληαη απφ ηερλνπξγήκαηα/ζθάικαηα ή/θαη απφ επηκνιχλζεηο. Γηα απηφλ ηνλ ιφγν, 

παξαηεξείηαη ζπρλά ζηηο αλαιχζεηο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ε εθαξκνγή θίιηξνπ αθζνλίαο, 

ζηελ νπνία αθαηξνχληαη αιιεινπρίεο ή ηαμηλνκηθέο κνλάδεο κε ζπλνιηθφ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ ή πνζνζηφ κηθξφηεξν απφ έλα εκπεηξηθφ φξην ζε φια ηα δείγκαηα (Karstens et 

al., 2019), κε ην φξην λα είλαη ζπλήζσο ≤1% (Reitmeier et al., 2021). Χζηφζν, απηή ε 

κέζνδνο πξνυπνζέηεη φηη φιεο νη κηθξνβηαθέο επηκνιχλζεηο έρνπλ ρακειή ζρεηηθή αθζνλία, 

θάηη πνπ κπνξεί λα κελ ηζρχεη ηδηαίηεξα γηα δείγκαηα ρακειήο κηθξνβηαθήο κάδαο (Karstens 

et al., 2019). Έηζη, αθαηξνχληαη επίζεο φιεο νη κε κνιπζκαηηθέο αιιεινπρίεο θάησ απφ απηφ 

ην φξην, νδεγψληαο ζηελ απψιεηα ζεκαληηθψλ πιεξνθνξηψλ. Δπηπιένλ, δελ ππάξρεη ζαθή 

φξην αθζνλίαο, θαζψο εκπεηξηθά ππάξρεη νκνθσλία ζην πνζνζηφ ≤1%, θαη απζαίξεηα έρνπλ 

επηιερηεί ζε δηάθνξεο έξεπλεο κηθξφηεξα πνζνζηά.   

Αλαγλσξίδνληαο απηά ηα κεηνλεθηήκαηα, νη δεκηνπξγνί ηνπ decontam (Davis et al., 

2018), ελφο αλνηρηνχ θψδηθα παθέηνπ ηεο R, θαηαζθεχαζαλ έλα βηνπιεξνθνξηθφ εξγαιείν 

γηα ηνλ εληνπηζκφ θαη ηελ αθαίξεζε εμσγελήο επηκφιπλζεο απφ ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο 

ρξεζηκνπνηψληαο ζηαηηζηηθά κνληέια. Σν decontam εθαξκφδεη δχν απιέο κεζφδνπο de novo 

ηαμηλφκεζεο πνπ βαζίδνληαη ζε επξέσο αλαπαξαγφκελα ραξαθηεξηζηηθά επηκφιπλζεο: (α) Οη 

αιιεινπρίεο απφ κνιπζκαηηθέο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο είλαη πηζαλφ λα έρνπλ ζπρλφηεηεο 

πνπ ζπζρεηίδνληαη αληηζηξφθσο κε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ DNA δείγκαηνο θαη (β) νη 

αιιεινπρίεο απφ κνιπζκαηηθέο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο είλαη πηζαλφ λα έρνπλ πςειφηεξν 

επηπνιαζκφ ζηα δείγκαηα ειέγρνπ απφ φηη ζηα πξαγκαηηθά βηνινγηθά δείγκαηα. Γηα ηελ 

εθαξκνγή απηνχ ηνπ εξγαιείνπ απαηηνχληαη ηα κεηαδεδνκέλα πνζνηηθνπνίεζεο DNA πνπ 

ζηηο πεξηζζφηεξεο πεξηπηψζεηο είλαη εγγελή ζηελ πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ πξνο 

αιιεινχρηζε ή ηα δεδνκέλα αξλεηηθψλ δεηγκάησλ ειέγρνπ. Απηή ε πξνζέγγηζε είλαη ζηελά 

ζπλδεδεκέλε αιιά δελ ηαπηίδεηαη κε ηελ απιή κέζνδν θηιηξαξίζκαηνο. Έλαο ζεκαληηθφο 

πεξηνξηζκφο ηνπ decontam είλαη ε ππφζεζε φηη νη επηκνιχλζεηο θαη νη πξαγκαηηθέο βηνινγηθέο 

αιιεινπρίεο ησλ δεηγκάησλ είλαη δηαθξηηέο κεηαμχ ηνπο, παξαβηάδνληαο έηζη ηελ πεξίπησζε 

ηεο δηαζηαπξνχκελεο επηκφιπλζεο ιφγσ ηεο αιιεινχρηζεο ζπγθεληξσκέλσλ δεηγκάησλ 

(Mokhtari & Ridenhour, 2022). 

Μηα αθφκε θαηεγνξία επηκνιχλζεσλ πνπ δελ αληηκεησπίδνληαη απφ ηηο 

πξναλαθεξφκελεο κεζφδνπο είλαη νη ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο πνπ ραξαθηεξίδνληαη βηνινγηθά 

κε αλακελφκελεο γηα ηα δείγκαηα πνπ αλαιχνληαη (Salter et al., 2014). Μία θαιή έλδεημε 

παξνπζίαο ηέηνησλ ζηνηρείσλ είλαη ε ζρεηηθή αθζνλία ηνπο ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα. 

Γεληθά, ε παξνπζία αιιεινπρηψλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ επηκνιχλζεηο ζε δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο είλαη κεγαιχηεξε ζε δείγκαηα ρακειήο βηνκάδαο, φπσο ηνπ αίκαηνο θαη ηνπ 

πλεχκνλα, ζε ζρέζε κε δείγκαηα πςειήο βηνκάδαο, φπσο ηνπ εληέξνπ. Απηφ ζεκαίλεη φηη 

ππάξρεη κεγάιε πηζαλφηεηα ζε δείγκαηα ρακεινχ κηθξνβηαθνχ θνξηίνπ λα θπξηαξρήζεη 

κνιπζκαηηθφ DNA, θαη θαηά επέθηαζε λα εκθαληζηεί απηφ ηαμηλνκεκέλν κε έληνλα πςειή 

ζρεηηθή αθζνλία ζε θάπνηα, αλ φρη φια, δείγκαηα. ΢πλεπψο, εάλ έλαο εξεπλεηήο ζπλαληήζεη 

κηα ηέηνηα πεξίπησζε ζηα δεδνκέλα αιιεινχρηζήο ηνπ, θαιείηαη λα πξνζδηνξίζεη θαη λα 

αθαηξέζεη ρεηξνθίλεηα απηέο ηηο  αιιεινπρίεο, πνπ φκσο έρνπλ ήδε αλαγλσξηζηεί σο 
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επηκνιχλζεηο ζε δεκνζηεπκέλεο βάζεηο δεδνκέλσλ ή βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο (Karstens et 

al., 2019).  

Η ηειεπηαία θαηεγνξία επηκνιχλζεσλ πνπ κπνξνχλ λα εληνπηζηνχλ ζε δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο θπινγελεηηθψλ ακπιηθνλίσλ είλαη νη αιιεινπρίεο πνπ δελ αληηθαηνπηξίδνπλ 

ηελ αλάιπζε πνπ εθηειείηαη. Λφγσ ηεο θχζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, είλαη πηζαλφ λα 

εληζρπζνχλ θαη ηαμηλνκεζνχλ αιιεινπρίεο πνπ πξνέξρνληαη απφ κηηνρφλδξηα, ρισξνπιάζηεο 

θαη επθαξπσηηθά θχηηαξα (de la Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016). Απηά ηα ζηνηρεία ζα 

πξέπεη λα αθαηξεζνχλ ρεηξνθίλεηα απφ ηα δεδνκέλα αλάιπζεο, θαζψο θαη νη βαθηεξηαθέο ή 

νη αιιεινπρίεο αξραίσλ ζχκθσλα κε ην εχξνο ηεο κειέηεο θαη ηνπο εθθηλεηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ έξεπλα. Δπηπιένλ, εάλ ε αλάιπζε αθνξά απζηεξά ηελ ηαμηλνκηθή 

δηεξεχλεζε βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, νη αιιεινπρίεο πνπ δελ θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε 

ηνπιάρηζηνλ επίπεδν θπιήο ή γεληθά (unassigned) ζα πξέπεη λα αθαηξεζνχλ απφ ηα δεδνκέλα. 

 

1.4.7 Αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο 

Απψηεξνο ζθνπφο κίαο κεηαγνληδησκαηηθήο έξεπλαο, ηδηαίηεξα ζην πεδίν ηεο 

αλάιπζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, είλαη ε δηεξεχλεζε θαη θαηαλφεζε ησλ κηθξνβηαθψλ 

ζπζηεκάησλ θαζψο θαη ηεο ζπζρέηηζή ηνπο κε ην πεξηβάιινλ απφ ην νπνίν ζπιιέρζεθαλ. 

Χζηφζν, ε ηαμηλνκηθή αλάιπζε, δειαδή ε απιή αλαγλψξηζε θαη ε ζρεηηθή αθζνλία ησλ 

βαθηεξίσλ πνπ εκπεξηέρνπλ ηα δείγκαηα πξνο κειέηε, δελ δηαθσηίδεη επαξθψο ηελ 

πνιππινθφηεηα ησλ κηθξνβησκάησλ θαη ηελ επηξξνή ηνπο απφ πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο. 

΢πλεπψο, είλαη αλαγθαία κηα αθφκε βηνπιεξνθνξηθή επεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ, δεδνκέλα 

πνπ έρνπλ πξνθχςεη χζηεξα απφ έλαλ εθηελή πνηνηηθφ έιεγρν, ψζηε λα επηιπζνχλ εξσηήκαηα 

πνπ αθνξνχλ ηελ πνιππινθφηεηα, ηελ θαηαλνκή θαη ηελ δνκή κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ. Σν 

βηνπιεξνθνξηθφ ζηάδην ζε κία αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ πνπ παξέρεη ηέηνηνπ είδνπο 

πιεξνθνξίεο είλαη ε αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο, ή αιιηψο πνηθηιφηεηαο. Απηφ ην ζηάδην 

ζηνρεχεη ζηνλ πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ θαη ραξαθηεξηζκφ ηεο πνηθηιφηεηαο βαθηεξηαθψλ 

θνηλνηήησλ κέζσ ηελ κεηαηξνπήο ησλ αιιεινπρηψλ πνπ παξέρνπλ ηα ASVs ή OTUs θαη ηελ 

ζπρλφηεηα κε ηελ νπνία παξνπζηάδνληαη ζηα δεδνκέλα ζε θαηάιιειεο αξηζκεηηθέο κεηξήζεηο 

πνηθηινκνξθίαο (diversity metrics) (Regueira-Iglesias et al., 2023). Όκσο, ε κνλαδηθφηεηα 

ελφο βαθηεξηαθνχ είδνπο θαη ε πνιππινθφηεηα ελφο κηθξνβηψκαηνο πνπ απνηππψλεηαη ζηα 

δεδνκέλα αιιεινχρηζεο παξνπζηάδνπλ κεγάιεο πξνθιήζεηο ζηελ αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο 

θαη εξκελεία ησλ απνηειεζκάησλ. Γηα απηφλ ηνλ ιφγν, απαηηνχληαη εηδηθέο ηερληθέο γηα ηελ 

αλάιπζε ηέηνησλ πνιχπινθσλ δεδνκέλσλ, νη νπνίεο αλαπηχζζνληαη αθφκα θαη ζήκεξα, παξά 

ηελ έληνλε δξαζηεξηφηεηα πνπ ππάξρεη ζηνλ θιάδν ζηελ κηθξνβησκαηηθήο έξεπλαο. 

Η αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο πεξηιακβάλεη ηέζζεξα βαζηθά βήκαηα, ηα νπνία ζε ζεηξά 

είλαη ε απνηίκεζε ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο (sequencing depth), ν ππνινγηζκφο ησλ 

κεηξήζεσλ πνηθηινκνξθίαο, ε θαηαζθεπή θαηάιιεισλ δηαγξακκάησλ γηα ηελ νπηηθνπνίεζε 

ησλ απνηειεζκάησλ θαη ηελ εθαξκνγή ζηαηηζηηθνχ ειέγρνπ, φπνπ απηή επηζπκείηαη. 

Παξαθάησ, αλαθέξεηαη ε θχξηα κεζνδνινγία γηα ηελ αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο 

κηθξνβησκάησλ απφ δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA, απηή ηεο α-

πνηθηινκνξθίαο (alpha diversity). Χζηφζν, πξηλ απφ νπνηαδήπνηε δηεξεχλεζε, είλαη πνιχ 

ζεκαληηθή ε ζσζηή επηινγή ησλ δεηγκάησλ θαζψο θαη ηεο πνζφηεηα δεδνκέλσλ πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζνχλ γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε. 

Σν πξψην θαη βαζηθφ δήηεκα πνπ πξέπεη λα αληηκεησπηζηεί ζηελ αλάιπζε 

πνηθηινκνξθίαο είλαη ε επηινγή ηνπ βάζνπο αλαγλσζκάησλ ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο. 
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Απηφ ζεκαίλεη φηη πξέπεη λα επηιεγεί έλαο ζπγθεθξηκέλνο αξηζκφο αλαγλσζκάησλ πνπ λα 

θαιχπηεη ηελ πνηθηινκνξθία φισλ ησλ δεηγκάησλ. Όκσο, ν αξηζκφο αλαγλσζκάησλ κπνξεί 

λα πνηθίιεη κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ ιφγσ ησλ δηαθπκάλζεσλ ζηε ζπιινγή δεηγκάησλ, ηελ 

απνζήθεπζε ηνπο, ηελ εμαγσγή DNA θαη ηελ πξνεηνηκαζία ηεο βηβιηνζήθεο (Weinroth et al., 

2022). Δίλαη ζεκαληηθφ λα ιεθζνχλ ππφςε απηέο νη δηαθνξέο, έηζη ψζηε λα ππάξρεη 

αληηθεηκεληθφηεηα ζηελ εξκελεία κηθξνβηαθψλ ζπλζέζεσλ θαη ζηελ ζχγθξηζε απηψλ κεηαμχ 

ησλ δεηγκάησλ ή/θαη πεηξακάησλ. Δπνκέλσο, ε ζσζηή θαλνληθνπνίεζε, ε νπνία 

ραξαθηεξίδεηαη σο κηα δηαδηθαζία κεηαζρεκαηηζκνχ γηα ηε δηφξζσζε ηεο κεηαβιεηφηεηαο 

ηνπ κεγέζνπο ησλ δεδνκέλσλ θάζε δείγκαηνο, είλαη θξίζηκε γηα ηε δηαζθάιηζε ηεο 

εγθπξφηεηαο κίαο αλάιπζεο πνηθηινκνξθίαο. 

Η βαζηθή κέζνδνο θαλνληθνπνίεζεο είλαη ε αξαίσζε ησλ δεδνκέλσλ (rarefaction), 

θαηά ηελ νπνία αμηνινγείηαη ε επάξθεηα ησλ αιιεινπρηψλ ζηα δείγκαηα θαη εθηηκάηαη έλαο 

αλακελφκελνο αξηζκφο παξαηεξνχκελσλ ASVs ή OTUs ζε έλα δεδνκέλν βάζνο 

αιιεινχρηζεο (Regueira-Iglesias et al., 2023). Ο ηξφπνο κε ηνλ νπνίν επηηπγράλεηαη απηφ 

είλαη κέζσ ηεο ηπραίαο επηινγήο ππνζπλφισλ αιιεινπρηψλ απφ θάζε δείγκα, παξάγνληαο 

έηζη ππνδείγκαηα. Η δηαδηθαζία απηή επαλαιακβάλεηαη, απμάλνληαο ζηαδηαθά ηνλ αξηζκφ 

αιιεινπρηψλ πνπ παξέρεη ην θάζε ππφδεηγκα, κέρξη λα νινθιεξσζεί ε ζπιινγή φισλ ησλ 

αλαγλσζκάησλ πνπ εκπεξηέρνπλ ηα δείγκαηα. ΢ηελ ζπλέρεηα, θαηαζθεπάδνληαη νη θακπχιεο 

αξαίσζεο (rarefaction curves), νη νπνίεο αλαπαξηζηψληαη κέζσ ηεο γξαθηθήο παξάζηαζεο 

ηνπ αξηζκνχ ησλ παξαηεξνχκελσλ ASVs ή OTUs έλαληη ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο, δειαδή 

ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ ππνδεηγκαηνιεςίαο. Καζψο απμάλεηαη ζηαδηαθά ην βάζνο 

δεηγκαηνιεςίαο, ν αξηζκφο ησλ παξαηεξνχκελσλ ASVs ή OTUs ζε θάζε δείγκα απμάλεηαη 

έσο φηνπ ζηαζεξνπνηεζεί. Η ζηαζεξνπνίεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ παξαηεξνχκελσλ ASVs ή 

OTUs δηαπηζηψλεηαη φηαλ νη θακπχιεο αξαίσζεο επηπεδνπνηεζνχλ, ε αιιηψο φηαλ θηάζνπλ 

ραξαθηεξηζηηθά ζε πιαηψ. Σν πιαηψ κηαο ηέηνηαο θακπχιεο ππνδειψλεη φηη ε επηπιένλ 

πξνζζήθε αλαγλσζκάησλ θαηά ηελ ππνδεηγκαηνιεςία είλαη απίζαλν λα απνθαιχςεη πνιιά 

πεξηζζφηεξα ASVs ή OTUs, ππνδεηθλχνληαο φηη ην βάζνο δεηγκαηνιεςίαο αιιεινπρηψλ ζην 

νπνίν εκθαλίδεηαη απηφ είλαη επαξθήο. 

΢πλεπψο, ε θαηαζθεπή ηνπ δηαγξάκκαηνο ησλ θακπχισλ αξαίσζεο ηνπ θάζε 

δείγκαηνο απνηειεί ζεκαληηθφ βήκα γηα ηελ θαλνληθνπνίεζε ησλ δεδνκέλσλ, δηφηη παξέρνπλ 

πιεξνθνξίεο γηα ην εάλ έλα ζπγθεθξηκέλν βάζνο αιιεινχρηζεο είλαη επαξθέο γηα λα 

ζπιιάβεη ηελ πνηθηινκνξθία πνπ ππάξρεη ζε έλα δείγκα θαη παξάιιεια βνεζνχλ ζηε ιήςε 

απνθάζεσλ ζρεηηθά κε ην εάλ απαηηείηαη ε πξνζζήθε αιιεινπρηψλ γηα λα απνθαιπθζεί ε 

πξαγκαηηθή πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ (Regueira-Iglesias et al., 2023). Η επηινγή ηνπ 

βάζνο αιιεινχρηζεο κέζσ ηεο δηαδηθαζίαο αξαίσζεο πεξηιακβάλεη έλαλ ζπκβηβαζκφ κεηαμχ 

ηεο δηαηήξεζεο φζν ην δπλαηφλ πεξηζζφηεξσλ δεδνκέλσλ θαη ηεο επίηεπμεο ελφο θνηλνχ 

βάζνπο αιιεινχρηζεο γηα ηελ αλάιπζεο πνηθηινκνξθίαο. Δίλαη δσηηθήο ζεκαζίαο λα 

επηηεπρζεί κηα ηζνξξνπία, θαζψο ε πνιχ έληνλε αξαίσζε κπνξεί λα νδεγήζεη ζε απψιεηα 

δεδνκέλσλ, ελψ ε πνιχ κηθξή κπνξεί λα πξνθαιέζεη ζθάικαηα ιφγσ ηεο αληθαλφηεηαο 

παξαηήξεζεο ησλ πιεξνθνξηψλ πνπ παξέρνπλ ηα δείγκαηα. Γεδνκέλνπ φηη είλαη αλαγθαία ε 

επηινγή ελφο θνηλνχ βάζνπο αιιεινχρηζεο κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ δεηγκάησλ, κέζσ ηνπ 

δηαγξάκκαηνο επηιέγεηαη ν θνηλφο αξηζκφο αλαγλσζκάησλ ζην ζεκείν πνπ ζηα πεξηζζφηεξα 

δείγκαηα νη θακπχιεο αξαίσζεο πηάλνπλ ζε πιαηψ. Όκσο, ιφγσ ησλ έληνλσλ δηαθπκάλζεσλ 

ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ παξέρνπλ ζπλήζσο ηα δείγκαηα, ππάξρεη κεγάιε πηζαλφηεηα ην 

ζεκείν απηφ λα μεπεξλάεη ηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ εκπεξηέρνπλ θάπνηα δείγκαηα, κε 

απνηέιεζκα λα απνξξίπηνληαη ζπλνιηθά ηα δεδνκέλα ηνπο ζηελ πεξαηηέξσ αλάιπζε 

πνηθηινκνξθίαο (Weinroth et al., 2022). Έηζη, ην βάζνο αιιεινχρηζεο επηιέγεηαη ζπλήζσο κε 
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βάζε ηνλ κηθξφηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ παξαηεξείηαη ζην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ γηα 

λα απνθεπρζεί ε απψιεηα δεδνκέλσλ. 

Δθφζνλ επηιερζεί ην θαηάιιειν βάζνο αιιεινχρηζεο ησλ δεδνκέλσλ, ε δηαδηθαζία 

θαλνληθνπνίεζεο νινθιεξψλεηαη κε ηνλ κεηαζρεκαηηζκφ ησλ αθζνληψλ πνπ παξέρνπλ ηα 

παξαηεξνχκελα ASVs ή OTUs κε ζθνπφ λα δηαζθαιηζηεί φηη ηα ζπλνιηθά αλαγλψζκαηα ηνπ 

θάζε δείγκαηνο γίλνληαη αληηθεηκεληθά ζπγθξίζηκα ζηηο πεξεηαίξσ αλαιχζεηο πνηθηινκνξθίαο 

(Regueira-Iglesias et al., 2023). Αξρηθά, πξνζδηνξίδνληαη νη ζρεηηθέο αθζνλίεο ησλ 

παξαηεξνχκελσλ ASVs ή OTUs ηνπ θάζε δείγκαηνο κέζσ ησλ ιφγσλ αθζνλίαο. Οη ιφγνη 

αθζνλίαο ππνινγίδνληαη δηαηξψληαο ηελ αθζνλία ηνπ θάζε ASVs ή OTUs ζε εάλ δείγκα κε 

ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ζε απηφ ην δείγκα. Έπεηηα, νη ιφγνη αθζνλίαο 

θιηκαθψλνληαη πνιιαπιαζηάδνληάο ηνπο κε έλαλ ζηαζεξφ παξάγνληα, φπσο ηε δηάκεζν ή ηνλ 

κέζν φξν ησλ ζπλνιηθψλ αλαγλψζεσλ ζε φια ηα δείγκαηα. Οη θιηκαθσκέλεο ζρεηηθέο 

αθζνλίεο ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε ζπλέρεηα σο θαλνληθνπνηεκέλα δεδνκέλα γηα ηνλ 

ππνινγηζκφ ησλ κεηξήζεσλ πνηθηινκνξθίαο. 

Οη βαζηθέο κεηξήζεηο πνηθηινκνξθίαο γηα ηελ πεξηγξαθή ηεο κηθξνβηαθήο ζχλζεζεο 

ελφο κηθξνβηψκαηνο ρξεζηκνπνηψληαο δεδνκέλα αιιεινχρηζεο απφ ην γνλίδην ηνπ 16S rRNA  

είλαη απηέο ηεο άιθα πνηθηινκνξθίαο, νη νπνίεο δελ παξέρνπλ πιεξνθνξίεο γηα ηηο αιιαγέο 

ζηελ αθζνλία ζπγθεθξηκέλσλ κηθξνβηαθψλ εηδψλ, αιιά επηηξέπνπλ ηελ παξαηήξεζε κηαο 

επξχηεξεο αιιαγήο ή δηαθνξάο ζηελ ζχλζεζε ησλ δεηγκάησλ (Qian et al., 2020). 

΢πγθεθξηκέλα, ε α-πνηθηινκνξθία αλαθέξεηαη ζηελ πεξηγξαθή ηεο πνηθηινκνξθίαο κέζα ζε 

έλα δείγκα. Οη κεηξήζεηο ηεο α-πνηθηινκνξθίαο αληηθαηνπηξίδνπλ ηνλ πινχην (richness) ή 

ηελ νκνηνκνξθία (eveness) ελφο κηθξνβηαθνχ δείγκαηνο ή ζηνρεχνπλ λα αληηθαηνπηξίδνπλ 

έλαλ ζπλδπαζκφ θαη ησλ δχν απηψλ ραξαθηεξηζηηθψλ. Ο πινχηνο αλαθέξεηαη ζηνλ ζπλνιηθφ 

αξηζκφ ησλ εηδψλ ή ησλ ASVs/OTUs ζε έλα δείγκα, ελψ ε νκνηνκνξθία αλαθέξεηαη ζηελ 

ζρεηηθή αθζνλία απηψλ, δειαδή ζηνλ αξηζκφ ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηα 

είδε βαθηεξίσλ ή ASVs/OTUs. Σα δεδνκέλα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ 

απηψλ ησλ κεηξήζεσλ έρνπλ ζπλήζσο ηε κνξθή ελφο πίλαθα, φπνπ νη ζεηξέο 

αληηπξνζσπεχνπλ ηα δείγκαηα θαη νη ζηήιεο αληηπξνζσπεχνπλ ηηο ηαμηλνκηθέο κνλάδεο ή 

ASVs/OTUs πνπ παξαηεξνχληαη ζην πξνεπηιεγκέλν βάζνο αιιεινχρηζεο. Κάζε θειί ζηνλ 

πίλαθα πεξηέρεη ηελ αθζνλία σο θαλνληθνπνηεκέλε ηηκή κηαο ζπγθεθξηκέλεο ηαμηλνκηθήο 

κνλάδαο ή ASV/OTU ζε έλα ζπγθεθξηκέλν δείγκα (Xia et al., 2018). 

Τπάξρνπλ δηάθνξνη δείθηεο α-πνηθηινκνξθίαο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζπρλά ζηελ 

κηθξνβηαθή έξεπλα, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ δείθηε Chao 1 (Chao, 1984) θαη ηνπ δείθηε 

Simpson (SIMPSON, 1949). Μεηαμχ απηψλ, ν πην δηαδεδνκέλνο απνηειεί ν δείθηεο 

εληξνπίαο Shannon (Xia et al., 2018). Ο δείθηεο εληξνπίαο Shannon (H’) (Xia et al., 2018), 

γλσζηφο θαη σο δείθηεο Shannon-Wiener, είλαη έλα κέηξν πνηθηινκνξθίαο πνπ ιακβάλεη 

ππφςε ηφζν ηνλ πινχην φζν θαη ηελ νκνηνκνξθία ελφο δείγκαηνο. Ο ηχπνο γηα ηνλ 

ππνινγηζκφ ηνπ δείθηε πνηθηινκνξθίαο Shannon έρεη σο εμήο: 

    ∑           
 

   
 

φπνπ S είλαη ν αξηζκφ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ ή ASVs/OTUs θαη pi 

είλαη ην πνζνζηφ ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ αλήθνπλ ζην i είδνο ή ASV/OTU ζε ζρέζε κε ηνλ 

ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ. Ο δείθηεο εληξνπίαο Shannon παξέρεη κηα ζεηηθή 

αξηζκεηηθή ηηκή πνπ αληηπξνζσπεχεη νιηθά ηελ πνηθηινκνξθία ελφο δείγκαηνο, ελψ δίλεη 

κεγαιχηεξε βαξχηεηα ζηα ζπάληα είδε ή ASV/OTU, θάηη πνπ ζεκαίλεη φηη ε ηηκή απμάλεηαη 
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φηαλ απμάλεηαη ν αξηζκφο ησλ ζπάλησλ εηδψλ. ΢πλεπψο, φζν πςειφηεξε είλαη ε ηηκή ηνπ, 

ηφζν πην άθζνλε είλαη ε α-πνηθηινκνξθία ελφο δείγκαηνο.  

Οινθιεξψλνληαο ηνλ ππνινγηζκφ ησλ δεηθηψλ πνηθηινκνξθίαο πνπ επηζπκνχληαη,  

ην επφκελν βήκα ηεο αλάιπζεο πνηθηινκνξθίαο είλαη ε νπηηθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ 

κέζσ ηεο θαηαζθεπήο θαηάιιεισλ γξαθεκάησλ. Η ζεκαζία ηεο γξαθηθήο απεηθφληζεο ησλ 

κεηξήζεσλ πνηθηινκνξθίαο έγθεηηαη ζηελ ηθαλφηεηα κεηαηξνπήο πνιχπινθσλ αξηζκεηηθψλ 

δεδνκέλσλ ζε νπζηαζηηθέο πιεξνθνξίεο, βνεζψληαο ζηελ εμεξεχλεζε ηεο δπλακηθήο ησλ 

κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ, ζηελ εξκελεία κνηίβσλ θαη ζηελ απνηειεζκαηηθή κεηάδνζε ησλ 

επξεκάησλ, ηφζν ζην εμεηδηθεπκέλν φζν θαη ζην επξχ θνηλφ (Peeters et al., 2021). Σα 

γξαθήκαηα επηηξέπνπλ ηελ ζχγθξηζε ησλ δεηθηψλ πνηθηινκνξθίαο κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ 

νκάδσλ δεηγκάησλ, ζπλζεθψλ ή ρξνληθψλ ζεκείσλ γηα ηελ θαηαλφεζε ηνπ ηξφπνπ κε ηνλ 

νπνίν νη κηθξνβηαθέο θνηλφηεηεο αληαπνθξίλνληαη ζε πεξηβαιινληηθέο αιιαγέο, πεηξακαηηθέο 

δηαηαξαρέο ή ρξνληθέο παξαιιαγέο. Με απηφλ ηνλ ηξφπν επηηπγράλεηαη ε αλαθάιπςε ησλ 

πιεξνθνξηψλ πνπ αλαδεηνχληαη γηα ηελ απάληεζε ησλ εξσηεκάησλ ή ππνζέζεσλ κηαο 

έξεπλαο θαη παξάιιεια παξέρεηαη κηα βάζε γηα ηε δεκηνπξγία λέσλ ππνζέζεσλ. Δπηπιένλ, νη 

γξαθηθέο απεηθνλίζεηο βνεζνχλ ζηνλ έιεγρν ησλ δεδνκέλσλ δηεπθνιχλνληαο ηνλ εληνπηζκφ 

αθξαίσλ ή αθαλφληζησλ κνηίβσλ. Η νπηηθή επηζεψξεζε είλαη ηδηαίηεξα πνιχηηκε ζηηο 

αλαιχζεηο εθηεηακέλσλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ, δηαζθαιίδνληαο ηελ αθεξαηφηεηα ησλ δεηθηψλ 

πνηθηινκνξθίαο.  

Η νπηηθνπνίεζε ησλ απνηειεζκάησλ πνηθηινκνξθίαο πεξηιακβάλεη ηελ επηινγή 

θαηάιιεισλ ηερληθψλ απεηθφληζεο κε βάζε ηελ θχζε ησλ δεδνκέλσλ θαη ησλ ζηφρσλ ηεο 

έξεπλαο πνπ δηεμάγεηαη (Peeters et al., 2021). Δίλαη αλαγθαία ε απνζαθήληζε ησλ 

εξεπλεηηθψλ εξσηεκάησλ ή ππνζέζεσλ πνπ επηζπκνχληαη λα αληηκεησπηζηνχλ κέζσ ησλ 

γξαθηθψλ απεηθνλίζεσλ, δηφηη κε βάζε απηά επηηξέπεηαη ε νκαδνπνίεζε δεηγκάησλ αλάινγα 

κε ην πεξηβάιινλ απφ ηα νπνίν πξνέξρνληαη, ηνλ ρξφλν θαη ηηο ζπλζήθεο ζηηο νπνίεο 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε δεηγκαηνιεςία. Οη δείθηεο ηεο α-πνηθηινκνξθίαο ζπρλά απεηθνλίδνληαη 

κέζσ ζεθνγξακκάησλ (box plots) (Peeters et al., 2021). Απηά ηα γξαθήκαηα είλαη ρξήζηκα 

επεηδή παξέρνπλ κηα ζπκπαγή πεξίιεςε ηεο θαηαλνκήο ησλ ηηκψλ ηεο α-πνηθηινκνξθίαο ζε 

δηαθνξεηηθέο νκάδεο δεηγκάησλ, επηηξέπνληαο παξάιιεια ηελ νπηηθή ζχγθξηζε ησλ ηηκψλ 

απηψλ κεηαμχ ησλ νκάδσλ.  

΢ην πεδίν ηελ κηθξνβησκαηηθήο έξεπλαο, εάλ νη δηαγξακκαηηθέο απεηθνλίζεηο δελ 

ζπλνδεχνληαη απφ ζηαηηζηηθνχο ειέγρνπο, ε εγθπξφηεηα ησλ απνηειεζκάησλ ζρεηηθά κε ηελ 

βαθηεξηαθή πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ παξακέλεη πεξηνξηζκέλε. Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο 

δηαδξακαηίδεη θξίζηκν ξφιν ζηελ απζηεξή αμηνιφγεζε ηεο ζεκαληηθφηεηαο ησλ 

παξαηεξνχκελσλ δηαθνξψλ ζηελ άιθα θαη βήηα πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ θαη ε 

απνπζία απηνχ κπνξεί λα θέξεη ηνλ θίλδπλν παξεξκελείαο ησλ ηπραίσλ παξαιιαγψλ σο 

ζεκαληηθψλ βηνινγηθψλ δηαθνξψλ θαη θαηά επέθηαζε λα νδεγήζεη ζε ιαλζαζκέλα 

ζπκπεξάζκαηα (Pan, 2021). Χο εθ ηνχηνπ, ν ζπλδπαζκφο ησλ δηνξαηηθψλ απεηθνλίζεσλ θαη 

ηζρπξψλ ζηαηηζηηθψλ αλαιχζεσλ απνηειεί πςίζηεο ζεκαζίαο, δηαζθαιίδνληαο φηη ε 

εμεξεχλεζε θαη ε εξκελεία ηεο βαθηεξηαθήο πνηθηινκνξθίαο ζηεξίδνληαη ζε απζηεξφ 

επηζηεκνληθφ έιεγρν θαη ελζαξξχλνληαο κηα πην νινθιεξσκέλε θαηαλφεζε ηεο πεξίπινθεο 

δπλακηθήο ησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ θαη ηελ αλαπαξαγσγή ηεο κηθξνβησκαηηθήο 

έξεπλαο. 

΢ηελ επηδίσμε κηαο βαζχηεξεο θαηαλφεζεο ησλ κηθξνβηαθψλ ζπλζέζεσλ, ε επηινγή 

ησλ θαηάιιεισλ ζηαηηζηηθψλ κεζφδσλ ή κνληέισλ ραξαθηεξίδεηαη θξίζηκε γηα ηελ εθηέιεζε 

κίαο νινθιεξσκέλεο αλάιπζεο πνηθηινκνξθίαο (Pan, 2021). Οη θιαζηθνί ζηαηηζηηθνί 
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έιεγρνη, αλ θαη είλαη πνιχηηκνη ζε πνιιά πιαίζηα, κπνξεί λα απνδεηρζνχλ αλεπαξθείο γηα 

πνιχπινθε θχζε ησλ δεδνκέλσλ κηθξνβηαθήο πνηθηινκνξθίαο πνπ πξνέξρνληαη απφ ηελ 

αιιεινχρηζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Σα εγγελή ραξαθηεξηζηηθά ησλ ζπλφισλ 

κηθξνβησκαηηθψλ δεδνκέλσλ, φπσο ηα κε θαλνληθά θαηαλεκεκέλα θαη ζπλζεηηθά δεδνκέλα, 

ζέηνπλ πξνθιήζεηο πνπ νη θιαζηθνί ζηαηηζηηθνί έιεγρνη ελδέρεηαη λα κελ αληηκεησπίδνπλ 

απνηειεζκαηηθά θαη ππάξρεη πηζαλφηεηα ε ρξήζε απηψλ λα θέξεη παξαπιαλεηηθά ή κε 

εξκελεχζηκα απνηειέζκαηα. Γηα απηφλ ηνλ ιφγν, είλαη αλαγθαία ε εθαξκνγή εμεηδηθεπκέλσλ 

ζηαηηζηηθψλ κεζφδσλ, εθ ησλ νπνίσλ ε επηινγή ηνπο εμαξηάηαη απφ ηηο πξνυπνζέζεηο ηνπο, 

ηελ θχζε ησλ δεδνκέλσλ πνηθηινκνξθίαο θαη ηνλ πεηξακαηηθφ ζρεδηαζκφ ηεο έξεπλαο. 

Γηα ηελ αλάιπζε ησλ δεηθηψλ ηεο α-πνηθηινκνξθίαο, νη Mann-Whitney U (McKnight 

& Najab, 2010) θαη Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) έιεγρνη ραξαθηεξίδνληαη 

θαηάιιεινη ζηαηηζηηθά εξγαιεία γηα ζχγθξηζε ηεο πνηθηινκνξθίαο δχν ή παξαπάλσ 

αλεμάξηεησλ νκάδσλ δεηγκάησλ δηφηη κπνξνχλ λα ρεηξηζηνχλ κε-θαλνληθέο θαηαλνκέο θαη 

παξέρνπλ ηζρπξά απνηειέζκαηα. Πην αλαιπηηθά, ν Mann-Whitney U (McKnight & Najab, 

2010) έιεγρνο, γλσζηφο θαη σο έιεγρνο αζξνίζκαηνο δηαηάμεσλ ηνπ Wilcoxon, είλαη έλαο κε 

παξακεηξηθφο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα εμεηαζηεί εάλ ππάξρεη 

ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζηηο κεηξήζεηο πνηθηινκνξθίαο κεηαμχ δχν αλεμάξηεησλ 

νκάδσλ δεηγκάησλ ή πεηξακαηηθψλ ζπλζεθψλ. Η εθαξκνγή ηνπ Mann-Whitney U ειέγρνπ 

αθνινπζεί κηα απιή δηαδηθαζία, μεθηλψληαο κε ηε δηαηχπσζε κεδεληθήο θαη ελαιιαθηηθήο 

ππφζεζεο, επηβεβαηψλνληαο ηελ απνπζία ή ηελ παξνπζία ζεκαληηθψλ δηαθνξψλ ζηνπο 

ππνινγηζκνχο ηεο α-πνηθηινκνξθίαο. Δθφζνλ θαηαηαρηνχλ νη ηηκέο πνηθηινκνξθίαο απφ ηελ 

ρακειφηεξε ζηελ πςειφηεξε θαη απφ ηηο δχν νκάδεο θαη δεκηνπξγεζεί ε θαηαλνκή Mann-

Whitney U, ππνινγίδεηαη ν ζηαηηζηηθφο έιεγρνο (U) απφ ηνλ εμήο ηχπν: 

     
         

 
 

φπνπ R1 είλαη ην είλαη ην άζξνηζκα ησλ θαηαηάμεσλ ηεο πξψηεο νκάδαο θαη n1 είλαη ν 

αξηζκφο ησλ ζπλνιηθψλ κεηξήζεσλ ηεο πξψηεο νκάδαο. ΢ηελ ζπλέρεηα, ν ζηαηηζηηθφο 

έιεγρνο ζπγθξίλεηαη κε θξίζηκεο ηηκέο απφ ηελ Mann-Whitney U θαηαλνκή ή 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο p-ηηκήο (p-value). Δάλ ε ηηκή p είλαη θάησ απφ ην 

επηιεγκέλν επίπεδν ζεκαληηθφηεηαο (π.ρ. 0,05), ε κεδεληθή ππφζεζε απνξξίπηεηαη. 

Ο  Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) έιεγρνο είλαη έλαο κε-παξακεηξηθφο 

ζηαηηζηηθφο έιεγρνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα πξνζδηνξηζηεί εάλ ππάξρνπλ ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμχ δχν ή πεξηζζφηεξσλ αλεμάξηεησλ νκάδσλ. Δίλαη κηα επέθηαζε 

ηνπ Mann-Whitney U ειέγρνπ γηα πεξηζζφηεξεο απφ δχν νκάδεο, ελψ ε ινγηθή ηνπ νξηζκνχ 

ησλ ππνζέζεσλ θαη ε δηαρείξηζε ησλ ηηκψλ α-πνηθηινκνξθίαο είλαη παξφκνηα. Γηα ηνλ 

ππνινγηζκφ ηνπ ειέγρνπ Kruskal-Wallis (H), ν ηχπνο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη πην 

πεξίπινθνο θαη έρεη σο εμήο: 

  
  

      
∑

  
 

  

 

   

        

φπνπ ην N είλαη ν ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ κεηξήζεσλ, ην k είλαη ν αξηζκφο ησλ 

νκάδσλ, ην Ri είλαη ν αξηζκφο ησλ θαηαηάμεσλ γηα ηελ νκάδα i θαη ην ni είλαη ν αξηζκφο ησλ 

κεηξήζεσλ ζηεο νκάδαο i. ΢ηελ ζπλέρεηα, αθνινπζεί ν πξνζδηνξηζκφο ηεο ζεκαληηθφηεηαο p 

γηα λα αμηνινγεζεί εάλ ππάξρνπλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηηο ηηκέο α-πνηθηινκνξθίαο κεηαμχ 

πνιιαπιψλ νκάδσλ ή ζπλζεθψλ. ΢ηελ πεξίπησζε πνπ ν έιεγρνο ππνδεηθλχεη ζεκαληηθή 
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δηαθνξά, κπνξνχλ λα πξαγκαηνπνηεζνχλ πεξεηαίξσ έιεγρνη γηα λα πξνζδηνξηζηνχλ πνηεο 

ζπγθεθξηκέλεο νκάδεο δηαθέξνπλ κεηαμχ ηνπο. 

 

1.4.8 QIIME2 

Γηα ηελ αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο απφ δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ, έρεη αλαπηπρζεί κηα ζεηξά απφ εμαηξεηηθά ηζρπξά εξγαιεία ινγηζκηθψλ αλνηρηνχ 

θψδηθα (open source), ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ mother (Schloss et al., 2009), ηνπ phyloseq  

(McMurdie & Holmes, 2013) θαη άιια ζπλαθή εξγαιεία πνπ δηαηίζεληαη κέζσ ηνπ 

Bioconductor (Marini et al., 2020). Έλα αθφκα επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελν ινγηζκηθφ είλαη ην 

QIIME 2 (Bolyen et al., 2019), ην νπνίν είλαη κηα πιήξσο αλαζρεδηαζκέλε πιαηθφξκα 

βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο πνπ βαζίδεηαη ζηε δεκνθηιή πιαηθφξκα QIIME 

(Caporaso et al., 2010), ηελ νπνία θαη έρεη αληηθαηαζηήζεη. 

Σν αξρηθφ QIIME (αθξσλχκην ηνπ Quantitative Insights Into Microbial Ecology), 

πνπ ζηελ ζχγρξνλε επνρή αλαθέξεηαη σο QIIME 1, δεκνζηεχηεθε ην 2010. Λφγσ ηεο 

έληνλεο αλάγθεο δηαρείξηζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ εθείλε ηελ πεξίνδν, ην 

QIIME 1 θαηάθεξε λα βξεζεί ζην επίθεληξν ηνπ θιάδνπ ηεο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο, 

ζπγθεληξψλνληαο πάλσ απφ 30.000 αλαθνξέο ζε δηάθνξα επηζηεκνληθά πεξηνδηθά ηελ 

ηειεπηαία δεθαεηία (Google Scholar, 2023). Σν ζπγθεθξηκέλν ινγηζκηθφ πξνζθέξεη ζηνπο 

ρξήζηεο ηεο ηελ δπλαηφηεηα κεηαηξνπήο αθαηέξγαζησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο πνπ 

παξάγνληαη απφ δηάθνξεο πιαηθφξκεο αιιεινχρηζεο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ηεο 

Illumina, ζε πνηνηηθά γξαθήκαηα θαη ζηαηηζηηθέο αλαιχζεηο. ΢πγθεθξηκέλα, ην QIIME 1 

απνηειείηαη απφ κία ζπιινγή βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ γηα ηελ πξνεπεμεξγαζία ησλ 

αλαγλσζκάησλ, ηελ θαηαζθεπή OTUs, ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε απηψλ, ηελ θπινγελεηηθή 

αλαθαηαζθεπή θαη ηελ αλάιπζε θαη νπηηθνπνίεζε ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ. 

Μεξηθά απφ απηά ηα εξγαιεία έρνπλ θαηαζθεπαζηεί απφ ηνπο ίδηνπο ηδξπηέο ηνπ QIIME 1 

ζηελ Python, ελψ ηα ππφινηπα έρνπλ ελζσκαησζεί θαηάιιεια ζηνλ θψδηθα ηνπ ινγηζκηθνχ, 

φπσο ην USEARCH (Edgar, 2010).  

Έρνληαο ην πξνλφκην κίαο νξγαλσκέλεο πιαηθφξκαο αλάιπζεο αιιεινπρηψλ 

ακπιηθνλίσλ ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ επέιηθηε ρξήζε ζεκαληηθψλ βηνπιεξνθνξηθψλ 

εξγαιείσλ, ην QIIME 1 απέθηεζε γξήγνξα έλαλ ζεκαληηθφ αξηζκφ ρξεζηψλ. Σν θαηλφκελν 

απηφ νδήγεζε ζηελ αλάπηπμε δεκφζησλ δηαδηθηπαθψλ ζπδεηήζεσλ (forums) θαη 

εθπαηδεπηηθψλ ζεκηλαξίσλ γηα ηελ ζπζηεκαηηθή θαζνδήγεζε ησλ ρξεζηψλ ηνπ ινγηζκηθνχ. 

Η ηαθηηθή αιιειεπίδξαζε κεηαμχ ησλ ρξεζηψλ θαη ηεο νκάδαο δηαρείξηζεο ηεο πιαηθφξκαο 

απνηέιεζε δσηηθήο ζεκαζίαο γηα ηελ βειηίσζε ηνπ QIIME 1. Όκσο, νη κηθξν-αλαβαζκίζεηο 

ηεο πιαηθφξκαο δελ επίιπαλ θάπνηα ζεκειηψδε πξνβιήκαηα πνπ αληηκεηψπηδαλ νη ρξήζηεο. 

Γηα παξάδεηγκα, νη ρξήζηεο ηνπ QIIME 1, πνιινί απφ ηνπο νπνίνπο δελ ήηαλ εθπαηδεπκέλνη 

αλαιπηέο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο, δπζθνιεχνληαλ λα θαηαλνήζνπλ θαη λα αλαθέξνπλ 

αμηφπηζηα ηηο ζπρλά πνιχπινθεο βηνπιεξνθνξηθέο ξνέο εξγαζίαο (workflows). Απηφ έθαλε 

δχζθνιε ηελ αλαπαξαγσγή ηεο έξεπλάο ηνπο θαη ε έιιεηςε απηνκαηνπνηεκέλεο θαηαγξαθήο 

φισλ ησλ βεκάησλ ζηε ξνή εξγαζηψλ ζπρλά απνηεινχζε εκπφδην ζηελ παξνρή ηερληθήο 

ππνζηήξημεο ζηνπο ρξήζηεο. Δπηπιένλ, ε απνθιεηζηηθή αμηνπνίεζε ηνπ ινγηζκηθνχ κέζσ 

γξακκή εληνιψλ παξεκπφδηδε ηα άηνκα πνπ δελ ήηαλ εμνηθεησκέλα κε πξνγξακκαηηζηηθέο 

δηεπαθέο (interfaces). Δπίζεο, ιφγσ ηεο έληνλεο δξαζηεξηφηεηαο ζηνλ θάδν ηεο αλάιπζεο 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο, έρνπλ αλαβαζκηζηεί θαη δεκηνπξγεζεί πνιιά ζχγρξνλα 
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βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία, ηα νπνία φκσο δελ θαηάθεξαλ λα ελζσκαησζνχλ ζην QIIME 1 

κεηά ηελ ίδξπζή ηνπ. 

΢πλεπψο, γηα ηελ εμ’ νινθιήξνπ θάιπςε ησλ αλαγθψλ ησλ ρξεζηψλ θαη ηελ 

αληηκεηψπηζε ησλ ειιείςεσλ ηνπ QIIME 1, νη δηαρεηξηζηέο ηνπ ινγηζκηθνχ αλαζρεδίαζαλ εθ 

λένπ ηελ πιαηθφξκα, γεγνλφο πνπ νδήγεζε ζηελ έθδνζε ηνπ QIIME 2 ην έηνο 2019. Καηά 

βάζεη, ην QIIME 2 απνηειεί ε πιαηθφξκα ε νπνία δηαηεξεί ηα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ 

έθαλαλ ην QIIME 1 έλα ηζρπξφ θαη επξέσο ρξεζηκνπνηνχκελν βηνπιεξνθνξηθφ εξγαιείν, ελψ 

παξάιιεια παξέρεη λέα ραξαθηεξηζηηθά πνπ νδεγνχλ ζηελ νινθιεξσκέλε θαη ζχγρξνλε 

αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο. Σα αλαλεσκέλα ραξαθηεξηζηηθά ζπκπεξηιακβάλνπλ ηελ θαηαζθεπή 

δηαδξαζηηθψλ ρσξνρξνληθψλ δηαγξακκάησλ γηα ηελ εχθνιε αιιειεπίδξαζε θαη εξκελεία 

ησλ παξαγφκελσλ δεδνκέλσλ (Σρήκα 1.19), ηελ ππνζηήξημε ηεο κεηαβνινκηθήο θαη shotgun 

κεηαγνληδησκαηηθήο αλάιπζεο, θαζψο θαη ηελ απηνκαηνπνηεκέλε παξαθνινχζεζε 

πξνέιεπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο, δειαδή ηνπ workflow, γηα ηε δηαζθάιηζε ηεο 

δηαθάλεηαο θαη αλαπαξαγσγηζηκφηεηαο ησλ δεδνκέλσλ κηθξνβηψκαηνο.  

Δπηπιένλ, ην QIIME 2 παξέρεη φια ηα εξγαιεία επεμεξγαζίαο θαη 

δηαγξακκαηνπνίεζεο δεδνκέλσλ ππφ ηελ κνξθή πξφζζεησλ (plug-ins). Γεληθά, ην plug-in 

είλαη ην ινγηζκηθφ πνπ πξνζθέξεη ηελ δπλαηφηεηα εηζαγσγήο λέσλ ραξαθηεξηζηηθψλ θαη 

ιεηηνπξγηψλ ζε έλα θεληξηθφ πξφγξακκα ρσξίο λα αιιάδεη ην ίδην ην πξφγξακκα ππνδνρήο. 

Απηφ ζεκαίλεη φηη ηα βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία πνπ παξέρνληαη απφ ηελ πιαηθφξκα είλαη ζε 

έλα βαζκφ αλεμάξηεηα απφ ηνλ θνξκφ ηνπ θψδηθα ηνπ θεληξηθνχ πξνγξάκκαηνο, ελψ 

παξάιιεια είλαη ελζσκαησκέλα κε ηέηνηνλ ηξφπν έηζη ψζηε ε αμηνπνίεζή θαη ε αλαβάζκηζή 

ηνπο λα είλαη επέιηθηε θαη κε παξεκβαηηθή ζηελ βαζηθή ιεηηνπξγία ηνπ QIIME 2. Γεδνκέλνπ 

απηνχ, νη ηδξπηέο ηεο πιαηθφξκαο, νη εμσηεξηθνί πξνγξακκαηηζηέο βηνπιεξνθνξηθσλ 

εξγαιείσλ αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο πνπ επηζπκνχλ λα έρνπλ πξφζβαζε ζηηο κεζφδνπο ηνπο 

κέζσ ηνπ QIIME 2, θαζψο θαη νπνηνζδήπνηε ρξήζηεο ηεο πιαηθφξκαο κπνξνχλ λα 

αλαπηχμνπλ, λα εηζάγνπλ θαη λα δηαδψζνπλ εχθνια κία θαηλνχξηα κέζνδν κε ηελ κνξθή 

plug-in ζην θεληξηθφ πξφγξακκα. ΢πλεπψο, κε ηελ εχθνιε εγθαηάζηαζε ζχγρξνλσλ κεζφδσλ 

ζην QIIME 2, αλαβαζκίδνληαη δηάθνξεο πηπρέο αλαιχζεσλ κηθξνβηψκαηνο, φπσο ηελ 

βειηίσζε ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο κέζσ ηεο θαηαζθεπήο ASVs αληί ησλ OTUs. 

Έλα αθφκα πξνλνκηαθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ QIIME 2 είλαη ν ίδηνο ν ζρεδηαζκφο ηνπ 

ινγηζκηθνχ πνπ επηηξέπεη ηελ πξφζβαζε ζηηο ίδηεο κεζφδνπο κέζσ δηαθνξεηηθψλ ηχπσλ 

δηεπαθήο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο γξακκήο εληνιψλ θαη ηνπ 

πξνγξακκαηηζηηθνχ/δηαδηθηπαθνχ. Απφ ην 2021, ην QIIME 2 ππνζηεξίδεη επίζεο ην Galaxy 

(Jalili et al., 2020), κηα δεκφζηα πιαηθφξκα γηα ηελ επεμεξγαζία κεγάισλ ζπλφισλ 

δεδνκέλσλ ζε κηα ηζρπξή δηαδηθηπαθή ππνδνκή. Μέζσ ηνπ δεκνθηινχο γξαθηθνχ 

πεξηβάιινληνο ηνπ Galaxy, νη εξεπλεηέο κηθξνβηψκαηνο έρνπλ πιένλ πιήξε πξφζβαζε ζηε 

ιεηηνπξγηθφηεηα ηνπ QIIME 2, ρσξίο λα απαηηείηαη ε ρξήζε ηεο γξακκήο εληνιψλ ή 

πξνγξακκαηηζηηθή εκπεηξία.  

Σέινο, πίζσ απφ ην QIIME 2 θξχβεηαη κηα κεγάιε νκάδα ηερληθήο ππνζηήξημεο γηα 

ηελ άκεζε επίιπζε πξνβιεκάησλ ή απνξηψλ ζρεηηθψλ κε ηελ πιαηθφξκα πνπ κπνξεί λα 

ζπλαληήζεη ν θάζε ρξήζηεο. Μέζσ ηεο δεκφζηαο δηαδηθηπαθήο ηζηνζειίδαο ηεο πιαηθφξκαο 

(https://qiime2.org/), νη ρξήζηεο έρνπλ πξφζβαζε ζε αλαιπηηθέο νδεγίεο γηα ηνλ ηξφπν 

ρξήζεο ηνπ QIIME 2 θαζψο θαη κεζφδνπο θαη ηερληθέο αλάιπζεο κηθξνβηψκαηνο πνπ 

πξνηείλεηαη αλάινγα κε ηα δεδνκέλα πξνο επεμεξγαζία. Δπηπξφζζεηα, ε ηζηνζειίδα 

πξνζθέξεη θαη ηελ άκεζε επηθνηλσλία κε ηελ νκάδα ππνζηήξημεο γηα ηελ επίιπζε 

ελδερνκέλσο πην εμεηδηθεπκέλσλ ζεκάησλ ζρεηηθά κε ηελ πιαηθφξκα αιιά θαη γεληθά γηα φηη 
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αθνξά ηελ έξεπλα κηθξνβηψκαηνο. Απνηέιεζκα φισλ ησλ πξναλαθεξφκελσλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ είλαη ε θαιιηέξγεηα κίαο πνηθηιφκνξθεο, ρσξίο απνθιεηζκνχο, θνηλφηεηα 

επηζηεκφλσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ θαη ησλ κεραληθψλ ινγηζκηθνχ, ζηαηηζηηθνιφγσλ, 

εθπαηδεπηηθψλ, θνηηεηψλ θαη άιισλ ελδηαθεξφκελσλ ηεο επηζηήκεο ηνπ κηθξνβηψκαηνο, ε 

νπνία κνηξάδεηαη αλνηρηά κεζφδνπο, δεδνκέλα θαη γλψζε γηα ηελ πξνψζεζε ηεο έξεπλαο 

κηθξνβηψκαηνο. 

 

Σρήκα 1.19 Απεηθφληζε 4 δηαθνξεηηθψλ δηαδξαζηηθψλ δηαγξακκάησλ πνπ πξνζθέξνληαη απφ ην 

QIIME 2. (A) Γηάγξακκα δηαζπνξάο 37.680 δεηγκάησλ κε ηα ρξψκαηα λα αληηπξνζσπεχνπλ ηνλ ηχπν 

δείγκαηνο, δείρλνληαο ηελ επεθηαζηκφηεηα ηνπ QIIME 2. (B) Γηαδξαζηηθφ δηάγξακκα ηαμηλνκηθήο 

ζχλζεζεο πνπ επηηξέπεη ηελ νπηηθνπνίεζε ηεο κηθξνβηαθήο ζχλζεζεο δεηγκάησλ ζε δηάθνξα 

ηαμηλνκηθά επίπεδα. (Γ) Γξαθηθή παξάζηαζε κεηαβιεηφηεηαο αθζνλίαο ελφο ζπγθεθξηκέλνπ 

κηθξνβίνπ ζε βηνινγηθά δείγκαηα κε ηελ πάξνδν ηνπ ρξφλνπ. Σα γξαθήκαηα ξάβδσλ θαηαηάζζνπλ ηε 

ζεκαληηθφηεηα (πξνγλσζηηθή ηζρχο γηα ην ρξνληθφ ζεκείν) θαη ηε κέζε αθζνλία φισλ ησλ 

κηθξνβηαθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ, πξνζθέξνληαο κηα απεηθφληζε γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε 

κεηαβιεηφηεηαο. (Γ) Μνξηαθή ραξηνγξάθεζε ηεο επηθάλεηαο ηνπ αλζξψπηλνπ δέξκαηνο. Οη έγρξσκεο 

θειίδεο αληηπξνζσπεχνπλ ηελ αθζνλία ηνπ κηθξνκνξίνπ ζπζηαηηθνχ (sodium laureth sulfate) ζην 

αλζξψπηλν δέξκα. Σα δείγκαηα δεδνκέλσλ κπνξνχλ λα νπηηθνπνηεζνχλ ζε ηξηζδηάζηαηα κνληέια, 

ππνζηεξίδνληαο έηζη ηελ αλαθάιπςε ρσξηθψλ κνηίβσλ. (Bolyen et al., 2019, p. 2) 
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1.4.9 OTUs vs ASVs 

Όηαλ πξφθεηηαη γηα ηελ δηεμαγσγή κίαο θιηληθήο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο, είλαη 

μεθάζαξν ζε απηφ ην ζεκείν φηη θάζε βήκα θαη επεμεξγαζηηθφ ζηάδην, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ 

ηεο δεηγκαηνιεςίαο, ηεο πεηξακαηηθήο επεμεξγαζίαο απηψλ, ηεο δηαδηθαζίαο αιιεινχρηζεο 

θαζψο θαη ηεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο ησλ δεδνκέλσλ, απνηεινχλ παξάγνληεο πνπ 

κπνξνχλ λα πξνθαιέζνπλ δηαθνξνπνηήζεηο ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα θαη ζηελ βηνινγηθή 

εξκελεία δεηγκάησλ (Σρήκα 1.20) (Allaband et al., 2019). Αθφκα θαη αλ φια ηα βήκαηα 

εθηειεζηνχλ κεζνδηθά θαη βάζε πξσηνθφιισλ, ην ηειεπηαίν ζηάδην πνπ αθνξά ηελ 

βηνπιεξνθνξηθή επεμεξγαζία είλαη απηφ πνπ ελ ηέιεη απνθαιχπηεη ην πξνθίι θαη ηελ 

δπλακηθή ελφο κηθξνβηψκαηνο. ΢ην πιαίζην ηεο αλάιπζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ε επηινγή 

ησλ θαηάιιεισλ βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ θαη ε ζσζηή ρξήζε ηνπο θαζνξίδνπλ ηελ 

πξνζπάζεηα απνθφκηζεο έγθπξσλ θαη φζν ην δπλαηφλ βέιηηζησλ πιεξνθνξηψλ κίαο 

βαθηεξηαθήο θνηλφηεηαο. Μία απφ ηηο πην έληνλεο δηακάρεο ηηο επηζηεκνληθήο θνηλφηεηαο γηα 

ηελ δηαρείξηζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ είλαη ε επηινγή νκαδνπνίεζεο απηψλ 

ζε ιεηηνπξγηθέο ηαμηλνκηθέο κνλάδεο (OTUs) ή απνζνξπβνπνίεζεο απηψλ ζε αθξηβέο 

παξαιιαγέο ακπιηθνλίσλ (ASVs). 

 

Σρήκα 1.20 Η δηεμαγσγή κίαο θιηληθήο έξεπλαο κηθξνβηψκαηνο απαηηεί ηδηαίηεξε πξνζνρή ζε 

πνιινχο παξάγνληεο. (Α) Η δηαζηξσκάησζε απφ πηζαλνχο ζπγρπηηθνχο παξάγνληεο (π.ρ. ειηθία, 

θχιν, δηαηξνθή, παξάγνληεο ηξφπνπ δσήο θαη θάξκαθα) κπνξεί λα βνεζήζεη ζηελ επίιπζε δηαθνξψλ 

ζηε κηθξνρισξίδα κεηαμχ νκάδσλ ελδηαθέξνληνο πνπ δηαθνξεηηθά ζα  κπνξνχζαλ λα θαιπθζνχλ απφ 

έλα ζπγρπηηθφ απνηέιεζκα. (Β) Οη δηαρξνληθέο κειέηεο είλαη ηδηαίηεξα ηζρπξά επεηδή ειέγρνπλ 

ζπγρπηηθνχο παξάγνληεο θαη επηηξέπνπλ ηελ αμηνιφγεζε ηεο ζηαζεξφηεηαο ηεο θνηλφηεηαο. (C) Γηα 

φιεο ηηο κειέηεο, ε ηππνπνίεζε ησλ ηερληθψλ παξαγφλησλ θαη ε επεμεξγαζία δεηγκάησλ είλαη 

νπζηαζηηθήο ζεκαζίαο γηα ηνλ έιεγρν ηεο δηαθνξνπνίεζεο πνπ εηζάγεηαη ζε θάζε βήκα ηεο 

δηαδηθαζίαο: θηη αληηδξαζηεξίσλ, εθθηλεηψλ, απνζήθεπζε δεηγκάησλ θαη άιινη παξάγνληεο . 

(Allaband et al., 2019) 
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Με ηελ απμαλφκελε δεκνηηθφηεηα ησλ πξνζεγγίζεσλ απνζνξπβνπνίεζεο, πνιιέο 

κειέηεο έρνπλ ζπγθξίλεη ηα απνηειέζκαηα δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ πνπ έρνπλ 

πξνθχςεη απφ ηελ κέζνδν νκαδνπνίεζεο θαη ηελ κέζνδν απνζνξπβνπνίεζεο. Οη έξεπλεο πνπ 

βαζίδνληαη ζε πξφηππα δείγκαηα βαθηεξηαθψλ θνηλνηήησλ δείρλνπλ φηη νη κέζνδνη 

απνζνξπβνπνίεζεο έρνπλ πςειφηεξε επαηζζεζία ζηελ αλίρλεπζε βαθηεξηαθψλ εηδψλ, αθφκα 

θαη ζε επίπεδν ζηειέρνπο (Caruso et al., 2019; Needham et al., 2017; Prodan et al., 2020; Xue 

et al., 2018). Χζηφζν, κειέηεο πνπ ρξεζηκνπνίεζαλ ζχλνια δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηα 

νπνία έρνπλ πξνθχςεη απφ θπζηθά δείγκαηα γηα ηελ ζχγθξηζε ησλ κεζφδσλ, φπσο δείγκαηα 

ζαιάζζηνπ ηδήκαηνο (Kerrigan & D’Hondt, 2022), ππφγεησλ πδάησλ (Kerrigan & D’Hondt, 

2022), ηδήκαηνο θαη λεξνχ πνηακψλ (Kerrigan & D’Hondt, 2022), ρψκαηνο (Joos et al., 2020; 

Nearing et al., 2018), ξηδφζθαηξαο (Joos et al., 2020) θαη δηάθνξσλ αβηνηηθψλ πεξηβαιιφλησλ 

(Glassman & Martiny, 2018) θαζψο θαη αλζξψπηλνπ κεηξηθνχ γάιαθηνο (Moossavi et al., 

2020) θαη εληεξηθψλ κηθξνβησκάησλ απφ αλζξψπνπο (Nearing et al., 2018; Prodan et al., 

2020), πνληίθηα (Nearing et al., 2018) θαη γαξίδεο (García-López et al., 2021), βξήθαλ 

παξφκνηα βηνινγηθά απνηειέζκαηα σο πξνο ηελ ηαμηλνκηθή ζχλζεζε. Απφ απηέο ηηο κειέηεο, 

ε θχξηα αδπλακία ησλ πξνζεγγίζεσλ πνπ βαζίδνληαη ζηελ νκαδνπνίεζε ησλ αλαγλσζκάησλ 

ζε OTUs θαίλεηαη λα είλαη ε αθξηβήο αλίρλεπζε ηεο άιθα πνηθηινκνξθίαο, θαζψο νη κέζνδνη 

νκαδνπνίεζεο ζπρλά ππεξεθηηκνχλ ηνλ βαθηεξηαθφ πινχην ζε ζχγθξηζε κε ηηο κεζφδνπο 

απνζνξπβνπνίεζεο (Σρήκα 1.21). Γεδνκέλνπ απηνχ ηνπ βαζκνχ νκνηφηεηαο, ε ηαπηφρξνλε 

ρξήζε θαη ησλ δχν πξνζεγγίζεσλ OTU θαη ASV κπνξεί λα είλαη ρξήζηκε γηα ηελ ελίζρπζε 

γεληθψλ ζπκπεξαζκάησλ ζρεηηθά κε ηελ πνηθηινκνξθία θαη ηε ζχλζεζε ελφο κηθξνβηψκαηνο, 

θαη νη δηαθνξέο κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ ησλ δχν πξνζεγγίζεσλ ζπκβάιινπλ γηα ηελ 

επηζήκαλζε ζεκείσλ φπνπ απαηηείηαη ιεπηνκεξέζηεξνο έιεγρνο. 

 

Σρήκα 1.21 (Α) Κακπχιεο βαθηεξηαθήο ηαμηλνκηθήο αθζνλίαο ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ 

(OTUs, αξηζηεξά) θαη παξαιιαγψλ αιιεινπρίαο ακπιηθνλίνπ (ASVs, δεμηά) γηα δχν δείγκαηα 

ζαιάζζησλ ηδεκάησλ ηφζν ζηνλ πιήξε αξηζκφ ησλ αιιεινπρηψλ ηνπο φζν θαη ζε έλα 

ππνδεηγκαηνιεπηηθφ ζχλνιν δεδνκέλσλ 10.000 αιιεινπρηψλ. (Kerrigan & D’Hondt, 2022) (Β) Οη 

δείθηεο πνηθηινκνξθίαο Shannon (a) θαη ν πινχηνο έλαληη ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο (b) ησλ 

κεζφδσλ παξαγσγήο ASVs θαη ΟΣUs ζε ζχλνιν δεδνκέλσλ βαθηεξηαθνχ ρψκαηνο. Σα δείγκαηα 

(n=16) έρνπλ ππνζηεί ζε δχν δηαθνξεηηθέο επεμεξγαζίεο . (Joos et al., 2020) (Γ) Ο ζπλνιηθφο αξηζκφο 

ASVs/OTUs πνπ πξνέθπςε απφ δηάθνξεο κεζφδνπο νκαδνπνίεζεο θαη απνζνξπβνπνίεζεο ζε 
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δεδνκέλα (α) ρψκαηνο, (b) πνληηθψλ θαη (c) αλζξψπηλνπ εληεξηθνχ κηθξνβηψκαηνο. (Nearing et al., 

2018) 

 

1.5 Σθνπόο Γηπισκαηηθήο Δξγαζίαο 

Δλψ ππάξρνπλ έληνλεο ελδείμεηο φηη ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο παίδεη ζεκαληηθφ 

ξφιν θαη ελδερνκέλσο είλαη ν ζπλδεηηθφο θξίθνο ηνπ άμνλα εγθεθάινπ-εληέξνπ, ν αξηζκφο 

εξεπλψλ πνπ ζρεηίδνπλ ην κηθξνβηαθφ πξνθίι ηνπ αίκαηνο κε ηελ ζρηδνθξέλεηα είλαη κηθξφο. 

Σαπηφρξνλα, κε ηελ πιεζψξα δηαζέζηκσλ βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ, ε αλάιπζε 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο έρεη γίλεη ζε κεγάιν βαζκφ πεξίπινθε θαη ε επηινγή ησλ 

θαηάιιεισλ εξγαιείσλ επεμεξγαζίαο απνηειεί πςίζηεο ζεκαζίαο γηα ηελ εξκελεία θιηληθψλ 

απνηειεζκάησλ. Δηδηθά ζην πιαίζην ηεο αλάιπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ, ην δίιεκκα κεηαμχ ηεο ρξήζεο κεζφδσλ νκαδνπνίεζεο ή απνζνξπβνπνίεζεο γηα 

αλάιπζε ακπιηθνλίσλ ππνγξακκίδεη ηελ αλάγθε γηα ηελ ηππνπνίεζε ησλ ξνψλ επεμεξγαζίαο 

ηέηνησλ δεδνκέλσλ.  

Η παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία κειεηά ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο ζηε 

ζρηδνθξέλεηα ζηνρεχνληαο ζηελ αλάιπζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

απφ δείγκαηα αίκαηνο ζρηδνθξελψλ κε ηελ ρξήζε ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ βηνπιεξνθνξηθσλ 

εξγαιείσλ ηεο δηαδεδνκέλεο πιαηθφξκαο QIIME2. Σα εξγαιεία απηά βαζίδνληαη ζηελ 

νκαδνπνίεζε αλαγλσζκάησλ ζε OTUs (VSEARCH) θαη ζηελ απνζνξπβνπνίεζε 

αλαγλσζκάησλ ζε ASVs (DADA2 θαη Deblur). Ο θχξηνο ζθνπφο είλαη ε δηαπίζησζε ηεο 

νκνηφηεηαο ή κε ηνπ ηαμηλνκηθνχ πξνθίι θαη ηεο άιθα πνηθηινκνξθίαο ησλ βηνινγηθψλ 

δεηγκάησλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηηο δηαθνξεηηθέο κεζφδνπο νκαδνπνίεζεο θαη 

απνζνξπβνπνίεζεο ακπιηθνλίσλ. Παξάιιεια, εμεηάδεηαη ε ζπκπεξηθνξά ησλ δεδνκέλσλ 

αιιεινχρηζεο, φπσο ν αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζηα δηάθνξα επεμεξγαζηηθά 

ζηάδηα θαη ζηηο δηάθνξεο ηηκέο παξακέηξσλ πνπ απαηηνχληαη λα εθαξκνζηνχλ γηα ηνλ 

ζπλνιηθφ πνηνηηθφ έιεγρν ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ.  
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2 Μεζνδνινγία 

2.1 Γεδνκέλα 

Η πξνέιεπζε φισλ ησλ δεδνκέλσλ θαη ησλ πιεξνθνξηψλ ηνπο γηα ηελ 

πξαγκαηνπνίεζε ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο απνηειεί ην Δξγαζηήξην 

Βηνηερλνινγίαο ηεο ΢ρνιήο Υεκηθψλ Μεραληθψλ ηνπ ΔΜΠ ζε ζπλεξγαζία κε ηελ Α’ 

Φπρηαηξηθή Κιηληθή ηνπ ΔΚΠΑ ηνπ Αηγηλήηεηνπ Ννζνθνκείνπ θαη ηα Δξεπλεηηθά 

Δξγαζηήξηα Γ. Ληβαλφο θαη Μ. ΢ίκνπ ηεο Α’ Κιηληθήο Δληαηηθήο Θεξαπείαο ηνπ ΔΚΠΑ ηνπ 

λνζνθνκείνπ «Ο Δπαγγειηζκφο» ζην πιαίζην ηνπ εξεπλεηηθνχ πξνγξάκκαηνο κε ηίηιν 

«Πξννπηηθή κειέηε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ζην αίκα αζζελψλ κε πξψην επεηζφδην ζρηδνθξέλεηαο 

ππνδεηθλχεη βηνδείθηεο αληαπφθξηζεο ζηελ ζεξαπεία». Σν ζπγθεθξηκέλν πξφγξακκα 

πξφθεηηαη γηα κηα δηαρξνληθή έξεπλα, ζηελ νπνία κειεηάηαη ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο ζε 

άηνκα κε ζρηδνθξέλεηα πνπ παξνπζίαζαλ ην πξψην επεηζφδην ςχρσζεο θαζψο θαη ηηο 

κεηαβνιέο απηνχ κεηά απφ έλα κήλα αληηςπρσζηθήο ζεξαπείαο (Σρήκα 2.1). ΢ηηο παξαθάησ 

ππνελφηεηεο αλαθέξνληαη ν πιεζπζκφο πνπ ζπκκεηείρε ζηελ έξεπλα, νη πιεξνθνξίεο πνπ 

ζρεηίδνληαη κε ηελ δεηγκαηνιεςία ηνπ αίκαηνο απφ ηνπο ζπκκεηέρνληεο, ηνλ ηξφπν 

πξνεηνηκαζίαο ησλ δεηγκάησλ θαη ηελ αιιεινχρηζή ηνπο. Σέινο, γίλεηαη αλαθνξά ησλ 

πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ θαη κεηαδεδνκέλσλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηα πξναλαθεξφκελα, ηα 

νπνία ελ ηέιεη απνηεινχλ ηα αξρεία αμηνπνίεζεο θαη επεμεξγαζίαο ηεο παξνχζαο κειέηεο. 

 

Σρήκα 2.1 Γηάγξακκα ξνήο ηεο πξνέιεπζεο ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ.  

 

2.1.1 Σπκκεηέρνληεο 

Οη εζεινληέο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο απνηεινχλ κηα ππννκάδα ελφο κεγαιχηεξνπ 

πιεζπζκνχ, ν νπνίνο ζπιιέρζεθε απφ κηα κειέηε θνφξηεο ηνπ πξνγξάκκαηνο «Athens First-

Episode Psychosis Research Study» (Erzin et al., 2023; Xenaki et al., 2020, 2022). Ο ζθνπφο 

ηνπ πξνγξάκκαηνο είλαη ε  δηεξεχλεζε κεηαμχ ησλ πνιιαπιψλ γελεηηθψλ, πεξηβαιινληηθψλ 

θαη λεπξνκεηαβνιηθψλ παξαγφλησλ θηλδχλνπ εκθάληζεο ςπρσζηθψλ δηαηαξαρψλ. Η έξεπλα 

πξαγκαηνπνηήζεθε κέζσ ηεο θιηληθήο δηαρείξηζεο αζζελψλ νη νπνίνη παξνπζίαζαλ ην Πξψην 
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Φπρσζηθφ Δπεηζφδην (First Episode Psychosis – FEP) θαη είραλ ειάρηζηε ή κεδεληθή έθζεζε 

ζε αληηςπρσζηθή ζεξαπεία ζην παξειζφλ. Γηα ηελ δεκηνπξγία ηεο ππννκάδαο πνπ 

πεξηιακβάλεη ε παξνχζα κειέηε ηέζεθαλ ζπγθεθξηκέλα θξηηήξηα έληαμεο θαη απνθιεηζκνχ. 

Σα θξηηήξηα έληαμεο ήηαλ ε παξνπζία πξψηνπ ςπρσζηθνχ επεηζνδίνπ ζχκθσλα κε ηε 

δηαγλσζηηθή ζπλέληεπμε γηα ςχρσζε (World Health Organization, 1992), ε ειάρηζηε έθζεζε 

ζε αληηςπρσζηθά πξηλ ηελ έλαξμε ηνπ πξνγξάκκαηνο (< 2 βδνκάδεο) θαη ε δηάγλσζε ησλ 

αζζελψλ κε ζρηδνθξέλεηα ζχκθσλα κε ηα ICD-10 (World Health Organization, 1992), DSM-

IV-TR (GUZE, 1995) θαη DSM-5 (American Psychiatric Association, 2013). Σα γεληθά 

θξηηήξηα απνθιεηζκνχ έιαβαλ ππφςε ηηο νμείεο θαη ρξφληεο γεληθέο ηαηξηθέο παζήζεηο πνπ 

ζπλδένληαη κε αληηθιεγκνλψδε ή/θαη αληηβηνηηθή ζεξαπεία, ηηο ςπρσζηθέο δηαηαξαρέο ιφγσ 

άιιεο ηαηξηθήο πάζεζεο ή νμείαο δειεηεξίαζεο, ηνλ δείθηε επθπΐαο (IQ < 70), ηηο 

αλαπηπμηαθέο δηαηαξαρέο θαη ηελ ζπγγέλεηα κε εγγεγξακκέλν ζπκκεηέρνληα. Απφ ηηο 

πξνυπνζέζεηο έληαμεο θαη απνθιεηζκνχ, νη ζπκκεηέρνληεο ζηελ παξνχζα εξγαζία θαηέιεμαλ 

λα είλαη 20 αζζελείο δηαγλσζκέλνη κε ζρηδνθξέλεηα πνπ παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ 

επεηζφδην θαη πξνζήιζαλ ζηηο κνλάδεο επεηγφλησλ πεξηζηαηηθψλ ηξηψλ ςπρηαηξηθψλ 

λνζνθνκείσλ ζηελ Αζήλα (414 ΢ηξαηησηηθφ Ννζνθνκείν, Παλεπηζηεκηαθφ Ννζνθνκείν 

«Αηηηθφλ» θαη Γεληθφ Ννζνθνκείν «΢ηζκαλφγιεην»). Όια ηα άηνκα είλαη άληξεο ειηθίαο 

κεηαμχ 20 θαη 39 εηψλ θαη θαηά ηελ έλαξμε ηνπ πξνγξάκκαηνο είηε δελ είραλ ιάβεη 

θαξκαθεπηηθή αγσγή είηε είραλ ειάρηζηε έθζεζε ζε αληηςπρσζηθά. Η δηεμαγσγή ηεο κειέηεο 

έρεη ιάβεη έγθξηζε θαη έρεη ρνξεγεζεί απφ ηελ Δπηηξνπή Ιαηξηθήο Βηνεζηθήο ηνπ Αηγηλήηεηνπ 

Ννζνθνκείνπ. Ο θάζε ζπκκεηέρνληαο παξείρε κηα ππνγεγξακκέλε ελεκεξσκέλε 

ζπγθαηάζεζε (informed consent) πνπ πεξηιάκβαλε φιεο ηηο απαξαίηεηεο ιεπηνκέξεηεο γηα ηηο 

δηαδηθαζίεο, ηνπο πηζαλνχο θηλδχλνπο θαη ηα νθέιε ηεο κειέηεο. 

 

2.1.2 Γεηγκαηνιεςία ηνπ αίκαηνο θαη αιιεινύρηζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

Καηά ηελ έλαξμε ηνπ πξνγξάκκαηνο (t1) θαη κεηά απφ έλαλ κήλα παξαθνινχζεζεο 

θαη θαξκαθεπηηθήο αγσγήο (t2), ζπιιέρζεθαλ δείγκαηα αίκαηνο απφ φινπο ηνπο αζζελείο γηα 

ηελ δηεμαγσγή ηππηθψλ εμεηάζεσλ αίκαηνο. Σν θάζε δείγκα δηακνηξάζηεθε ζε δχν δείγκαηα, 

απφ ηα νπνία ην έλα απφ απηά ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ γηα αιιεινχρηζε. 

Σα δείγκαηα απηά, πνπ είλαη ζπλνιηθά 40, ζπληεξήζεθαλ ζηνπο -20C
o
, σζφηνπ λα 

αμηνπνηεζνχλ γηα αιιεινχρηζε. Γηα ηελ απνθπγή επηκνιχλζεσλ θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο 

πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο, ε δηαρείξεζε θαη επεμεξγαζία ησλ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζε θαηάιιειεο ζπλζήθεο απνζηείξσζεο. Δπηπιένλ, γηα ηνλ έιεγρν ηπρφλ επηκνιχλζεσλ θαηά 

ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ηεο αιιεινχρηζεο, ζπκπεξηιήθζεθαλ 3 δείγκαηα ειέγρνπ 

απνπζίαο DNA (no template controls, NTC), ηα νπνία πεξηείραλ κφλν ππεξθαζαξφ λεξφ. Σα 

δείγκαηα απηά ππνβιήζεθαλ ζηελ ίδηα επεμεξγαζία κε ηα βηνινγηθά δείγκαηα, απφ ηελ 

εμαγσγή DNA κέρξη θαη ηελ αιιεινχρηζε. 

Γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ γελεηηθνχ πιηθνχ απφ ηα δείγκαηα ρξεζηκνπνηήζεθε ην θηη 

NucleoSpin® Blood ζχκθσλα κε ηηο νδεγίεο ηνπ θαηαζθεπαζηή, κε νξηζκέλεο ηξνπνπνηήζεηο 

γηα ηε ζπλ-απνκφλσζε ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA. Γηα ηελ αιιεινχρηζε ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ, ζηνρνπνηήζεθε θαη εληζρχζεθε κε ηελ κέζνδν PCR ε πεξηνρή V3-V4 ηνπ γνληδίνπ 

ρξεζηκνπνηψληαο ηνλ Δκπξφζζην Δθθηλεηή 341F 5' 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG θαη 

Αλάζηξνθν Δθθηλεηή 805R 5' 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

. Σα παξαγφκελα ακπιηθφληα θαζαξίζηεθαλ, ππνβιήζεθαλ ζε παξαζθεπή βηβιηνζήθεο θαη 
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αιιεινπρήζεθαλ ζχκθσλα κε Πξσηφθνιιν Παξαζθεπήο Βηβιηνζήθεο 16S 

Μεηαγνληδησκαηηθήο Αιιεινχρηζεο Illumina MiSeq (Illumina MiSeq 16S Metagenomic 

Sequencing Library Preparation Protocol). Η δηαδηθαζία ηεο αιιεινχρηζεο δηεμάρζεθε ζην  

Ίδξπκα Ιαηξνβηνινγηθψλ Δξεπλψλ ηεο Αθαδεκίαο Αζελψλ (ΙΙΒΔΑΑ) ζε πιαηθφξκα 

αιιεινχρηζεο Illumina MiSeqPE250, γηα ηελ παξαγσγή paired-end 2 x 250 bp 

αλαγλσζκάησλ. 

 

2.1.3 Πξσηνγελή δεδνκέλα θαη κεηαδεδνκέλα 

Απφ ηελ 16S rRNA Illumina αιιεινχρηζε ζην ΙΙΒΔΑΑ ιήθζεθαλ ζπλνιηθά 86 

δηαρσξηζκέλα (dimultiplexed) paired-end fastq αξρεία κε βαζκφ κεηαηφπηζεο PHRED 33, 

απφ ηα νπνία κία δπάδα αξρείσλ αληηζηνηρνχλ ζε έλα αξρηθφ δείγκα. ΢πγθεθξηκέλα, ηα 80 

έρνπλ πξνθχςεη απφ ηελ αιιεινχρηζε 40 δεηγκάησλ αίκαηνο θαη αληίζηνηρα ηα ππφινηπα 6 

απφ 3 δείγκαηα ειέγρνπ NTCs. Σα δείγκαηα αίκαηνο πξνέξρνληαη απφ ηνπο 20 

δηαγλσζκέλνπο κε ζρηδνθξέλεηα αζζελείο ζε δχν δηαθνξεηηθέο ρξνληθέο ζηηγκέο, πξηλ (t1= 

before treatment = α) θαη κεηά (t2= after treatment = b) απφ ηελ ζεξαπεία ελφο κήλα 

αληηςπρσζηθήο θαξκαθεπηηθήο αγσγήο. Δθηφο απφ ηα fastq αξρεία, ιήθζεθε θαη έλα αξρείν 

.csv, ην νπνίν πεξηέρεη φιεο ηηο πιεξνθνξίεο ησλ αξρείσλ ζρεηηθά κε ηελ πξνέιεπζε ηνπο, 

δειαδή ηα κεηαδεδνκέλα. Σν αξρείν απηφ παξέρεη ηελ νλνκαζία ησλ δεηγκάησλ θαη ηελ 

ηνπηθή θαη ρξνληθή πξνέιεπζή ηνπο. 

 

2.2 Βαζηθά Υπνινγηζηηθά Δξγαιεία 

Γηα ηελ εθπφλεζε ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο απαηηνχληαλ ζεκαληηθή 

επεμεξγαζηηθή ηζρχο ε νπνία δελ παξέρεηαη απφ θνηλνχο νηθηαθνχο ππνινγηζηέο. Γηα ηνλ ιφγν 

απηφ, ρξεζηκνπνηήζεθε ν Server ηεο ΢ρνιήο Υεκηθψλ Μεραληθψλ, ν νπνίνο δηαζέηεη 64 

ππξήλεο επεμεξγαζίαο, κλήκε RAM 256 gigabyte (GB) θαη ρξεζηκνπνηεί ηελ CentOS 8.0 ηνπ 

ιεηηνπξγηθνχ ζπζηήκαηνο Linux.  

Σα βαζηθά επεμεξγαζηηθά εξγαιεία αλάιπζεο αλαγλσζκάησλ θαη κηθξνβηψκαηνο 

πνπ αμηνπνηήζεθαλ ζηνλ ίδην Server απνηεινχλ ην QIIME2 (Bolyen et al., 2019) έθδνζεο 

2023.9 γηα ηελ βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε θαη δηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ησλ 

απνηειεζκάησλ, θαζψο θαη ην InteractiveVenn (Heberle et al., 2015), έλα δηαδηθηπαθφ 

εξγαιείν γηα ηελ αλάιπζε ζπλφισλ κέζσ δηαγξακκάησλ Venn. Η γιψζζα πξνγξακκαηηζκνχ 

πνπ αμηνπνηήζεθε ήηαλ ε BASH γηα ηελ ρξήζε ηεο γξακκήο εληνιψλ ηνπ Linux. Η εθηέιεζε 

ηεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο πξαγκαηνπνηήζεθε εμ νινθιήξνπ κέζσ terminal. 

 

2.3 Υπνινγηζηηθή Γηαδηθαζία 

Η ζπιινγηζηηθή πνξεία δηεθπεξαίσζεο ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο έηζη 

ψζηε λα επηηεπρζεί ν απψηεξνο ζθνπφο ηεο αθνινπζεί θπξίσο ηηο δπλαηφηεηεο πνπ παξέρεη ε 

πιαηθφξκα QIIME2 (https://docs.qiime2.org/2023.9/). Γηα ηελ δηεξεχλεζε ησλ δηαθνξψλ 

ζηελ βηνινγηθή εξκελεία πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

θαηά ηελ εθαξκνγή δηαθνξεηηθψλ εξγαιείσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο 

αλαγλσζκάησλ, ρξεζηκνπνηνχληαη δχν εξγαιεία απνζνξπβνπνίεζεο (DADA2 θαη Deblur) 

θαη έλα νκαδνπνίεζεο (VSEARCH) πνπ βξίζθνληαη δηαζέζηκα ζηελ πιαηθφξκα. ΢πλεπψο, ε 

https://docs.qiime2.org/2023.9/
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ππνινγηζηηθή δηαδηθαζία απνηειείηαη απφ ηξείο βαζηθέο ξνέο επεμεξγαζίαο (workflows), νη 

νπνίεο βαζίδνληαη ζηα απαξαίηεηα βήκαηα επεμεξγαζίαο γηα ηελ εθαξκνγή ησλ 

πξναλαθεξφκελσλ εξγαιείσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο (Σρήκα 2.2). Σα βήκαηα 

επεμεξγαζίαο δεδνκέλσλ θαη νη ζεηξά ηνπο είλαη εκπλεπζκέλα απφ ηηο νδεγίεο πνπ 

παξέρνληαη απφ ην πξφγξακκα QIIME2 (Estaki et al., 2020), ηηο νδεγίεο ησλ θαηαζθεπαζηψλ 

ησλ βαζηθψλ βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ (Amir et al., 2017; Bokulich et al., 2013; Callahan 

et al., 2016; Martin, 2011; Rognes et al., 2016; Zhang et al., 2014), ηηο δεκνζηεπκέλεο έξεπλεο 

πνπ αθνξνχλ γηα ηηο πξνηάζεηο αλάιπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

γεληθά (de la Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016; Edgar & Flyvbjerg, 2015; Liu et al., 2021; 

Mohsen et al., 2019; Qian et al., 2020; Reitmeier et al., 2021; Trego et al., 2022) θαη απηψλ 

πνπ αθνξνχλ εμεηδηθεπκέλα αληίζηνηρα γηα δείγκαηα κε ρακειφ κηθξνβηαθφ θνξηίν (Karstens 

et al., 2019; Salter et al., 2014) θαζψο θαη απηψλ πνπ αθνξνχλ ζηελ ζχγθξηζε 

απνηειεζκάησλ θαηά ηελ εθαξκνγή εξγαιείσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο 

(García-López et al., 2021; Joos et al., 2020; Kerrigan & D’Hondt, 2022; Nearing et al., 

2018).  

Δπηπιένλ, επεηδή πξφθεηηαη γηα αλάιπζε πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο πνπ 

έρνπλ πξνθχςεη απφ άγλσζηνπ βαθηεξηαθνχ πεξηερνκέλνπ βηνινγηθά δείγκαηα θαη φρη απφ 

πξφηππα δείγκαηα γλσζηήο βαθηεξηαθήο θνηλφηεηαο, είλαη αλαγθαία ε πξνζαξκνγή θάπνησλ 

βαζηθψλ παξακέηξσλ ζηα δηαζέζηκα δεδνκέλα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ παξνχζα εξγαζία. 

Έηζη, επηιέγνληαη ηξεηο βαζηθνί παξάκεηξνη λα εμεηαζηνχλ σο πξνο ηελ επηξξνή πνπ 

πξνζδίδνπλ ζηα δεδνκέλα. Γηα ηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 είλαη ε επηινγή απνθνπήο 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ην κέγηζην πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ γηα ην 

πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα ησλ δεδνκέλσλ θαζψο θαη ην ειάρηζην κήθνο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο γηα ηελ ζπγρψλεπζε ησλ αλαγλσζκάησλ. Γηα ηελ ξνή επεμεξγαζίαο ηνπ Deblur, νη 

ηξεηο παξάκεηξνη πνπ εμεηάδνληαη είλαη εμίζνπ ην ειάρηζην κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

γηα ηελ ζπγρψλεπζε ησλ αλαγλσζκάησλ, ε ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ πνπ 

απαηηείηαη λα παξέρνπλ ηα αλαγλψζκαηα θαηά ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα ησλ αλαγλσζκάησλ 

θαζψο θαη ην ζεκείν απνθνπήο ησλ αλαγλσζκάησλ έηζη ψζηε θαηά ηελ απνζνξπβνπνίεζε 

απηψλ λα παξέρνπλ φια ηα ίδην κήθνο. Γηα ηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ VSEARCH, νη 

παξάκεηξνη είλαη δχν πνπ εμεηάδνληαη, απηή ηνπ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο γηα ηελ ζπγρψλεπζε ησλ αλαγλσζκάησλ, θαη απηή ηεο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ πνπ απαηηείηαη λα παξέρνπλ ηα αλαγλψζκαηα θαηά ην πνηνηηθφ 

θηιηξάξηζκα απηψλ. Οη ηηκέο πνπ επηιέγνληαη λα εμεηαζηνχλ θαζψο θαη ε επηινγή ησλ 

βέιηηζησλ γηα ηελ πεξαηηέξσ αλάιπζε ησλ δεδνκέλσλ πεξηγξάθνληαη αλαιπηηθά παξαθάησ 

ζηελ ππνελφηεηα. 

Σέινο, γηα ηελ απεηθφληζε ησλ απνηειεζκάησλ πνπ πξνθχπηνπλ κεηά απφ θάζε 

ζηάδην επεμεξγαζίαο δεδνκέλσλ ρξεζηκνπνηείηαη ε εμεηδηθεπκέλε ηζηνζειίδα ηεο 

πιαηθφξκαο γηα ηελ νπηηθνπνίεζε δεδνκέλσλ (https://view.qiime2.org/). ΢εκεηψλεηαη φηη γηα 

ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ κήθνπο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ζε bp θαη ησλ ηηκψλ 

βαζκνινγίαο πνηφηεηαο ζέζεο Phred ησλ αλαγλσζκάησλ επηιέγεηαη απφ ην QIIME2 

απηφκαηα έλα ηπραίν δείγκα 10000 αλαγλσζκάησλ απφ ην ζχλνιν δεδνκέλσλ. 

https://view.qiime2.org/
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Σρήκα 2.2 Γηάγξακκα ξνήο ηεο ππνινγηζηηθήο δηαδηθαζίαο ησλ ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ  επεμεξγαζηηθψλ 

ξνψλ πνπ εθηεινχληαη ζηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία ζηελ πιαηθφξκα QIIME2. 

 

   sample id 
sample 

type 
timepoint 

patient 1a blood 
before 

treatment 

patient 1b blood 
after 

treatment 

patient 2a blood 
before 

treatment 

…  ... … 

Μεηαδεδομένα (.cvs) 

Πξσηνγελή Γεδνκέλα 

Διατωριζμένα paired-end 

   αναγνώζμαηα (.fastq) 

+ 

 Δηλωηικό 

αρτείο (.txt) 

 

 

Έλδεημε Ρνψλ Δξγαζίαο 

(workflows) 

DADA2: 

 
Deblur: 

 

VSEARCH: 

 
Δηζαγσγή Γεδνκέλσλ 

•   Μεηαηξνπή αξρείσλ ζε "ηερλνπξγήκαηα" (.qza) γηα ηελ αλαγλψξηζή ηνπο ζην  

    QIIME2 

•   Δληνιή: qiime tools import --input-format PairedEndFastqManifestPhred33V2 

 
Απνθνπή Με-Βηνινγηθώλ Δθθηλεηώλ 

•   Αθαίξεζε ησλ αιιεινπρηψλ ησλ εθθηλεηψλ απφ ηα paired-end αλαγλψζκαηα πνπ 

    πξνέξρνληαη απφ ηελ ελίζρπζε PCR ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ 

•   Δληνιή: qiime cutadapt trim-paired 

 

Απνζνξπβνπνίεζε κε DADA2 
•   Δπηινγή απνθνπήο ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ (no-trim ή trim@) 

•   Πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα paired-end αλαγλσζκάησλ κε βάζε ην κέγηζην πνζνζηφ αλακελφκελσλ 

    ζθαικάησλ πνπ παξέρνπλ (e.e.max) 

•   Γεκηνπξγία ελφο παξακεηξηθνχ κνληέινπ ζθάικαηνο, εθπαηδεπκέλν απφ έλα ζχλνιν 

    αλαγλσζκάησλ απφ ηα δεδνκέλα, γηα ηελ δηφξζσζε θαη ζχκπηπμε φισλ ησλ αλαγλσζκάησλ  

    ζε ASVs 

•   Δληνπηζκφο θαη αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ αλαγλσζκάησλ 

•   ΢πγρψλεπζε paired-end αλαγλσζκάησλ κε βάζε ην ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο  
    επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin) 

•   Οξηζκφο παξακεηξηθψλ ζελάξησλ: 

           ○  [no-trim θαη trim@= f:220 θαη r225] 

           ○  [e.e.max= 0.5, 1.5 θαη 2.5] 

           ○  [Overlapmin= 10, 20 θαη 30] 

•   Δληνιή: qiime dada2 denoise-paired 

 

Σπγρώλεπζε paired-end Αλαγλσζκάησλ 
•   Με βάζε ην ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin) 

•   Οξηζκφο παξακεηξηθψλ ζελάξησλ: 

           ○  [Overlapmin= 10, 20 θαη 30] 

•   Δληνιή: qiime vsearch join-pairs 

 
•   Με βάζε ηελ ειάρηζηε απαηηνχκελε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred αλά βάζε (Q

min
) 

•   Οξηζκφο παξακεηξηθψλ ζελάξησλ: 
           ○  [Q

min
= 20, 22 θαη 26] 

•   Δληνιή: qiime quality-filter q-score 

Πνηνηηθό Φηιηξάξηζκα Αλαγλσζκάησλ 

 

Απνζνξπβνπνίεζε κε Deblur 
•   Απαξαίηεηε απνθνπή φισλ ησλ αλαγλσζκάησλ ζε έλα  

    ζπγθεθξηκέλν ζεκείν (trim@) 
•   Παξαγσγή ASVs κε βάζε ηηο απνζηάζεηο Hamming 

•   Δληνπηζκφο θαη αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ αλαγλσζκάησλ 

•   Οξηζκφο παξακεηξηθψλ ζελάξησλ: 
           ○  [trim@= 250 θαη 380] 
•   Δληνιή: qiime deblur denoise-16S 

 

Οκαδνπνίεζε κε VSEARCH 
•   Κιεηζηήο αλαθνξάο νκαδνπνίεζε αλαγλσζκάησλ κε ηελ ρξήζε ηεο  

    βάζεο δεδνκέλσλ SILVA θαη κε ειάρηζην πνζνζηφ νκνηφηεηαο 97%  

    γηα ηελ παξαγσγή OTUs 
•   Δληνπηζκφο θαη αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ αλαγλσζκάησλ 
•   Δληνιέο: 
           ○  qiime vsearch dereplicate-sequences 
           ○  qiime vsearch cluster-features-closed-reference 

           ○  qiime vsearch uchime-denovo 

 

Ταμηλνκηθή Αλάζεζε 
•   Σαμηλφκεζε ησλ ASVs/OTUs ζε βαθηεξηαθέο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο κε ηελ  

    ρξήζε ηνπ πξνεθπαηδεπκέλνπ ηαμηλνκεηή Scikit-learn ζηελ  βάζε δεδνκέλσλ SILVA 

•   Αθαίξεζε κε-ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 
•   Δληνιέο: 
           ○  qiime feature-classifier classify-sklearn 
           ○  qiime taxa filter-table 

 

Παξακεηξνπνίεζε 
•   Δπηινγή παξακεηξηθνχ ζελαξίνπ γηα θάζε workflow κε βάζε: 

           ○  ηελ αλάθηεζε φζν ην δπλαηφλ πεξηζζφηεξσλ  ηαμηλνκηθψλ  

               θαηεγνξηψλ 

           ○  ηελ αλάθηεζε φζν ην δπλαηφλ κεγαιχηεξνπ πνζνζηνχ  

               δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηα πξσηνγελή δεδνκέλα 

           ○  ην επίπεδν αμηνπηζηίαο ησλ ζελαξίσλ 

           ○  ηελ πξνζπάζεηα θαηαζθεπήο παξφκνησλ ζελαξίσλ κεηαμχ θαη ησλ 

               3 workflows 

•   Οξηζκφο ηειηθψλ παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ: 

           ○  DADA2: [no-trim, e.e.max=1.5, Overlapmin=10] 

           ○  Deblur: [Overlapmin=10, Qmin=22, trim@=380] 

           ○  VSEARCH: [Overlapmin=10, Qmin=22] 

 

Αθαίξεζε Πηζαλώλ Δπηκνιύλζεσλ 
•   Δληνπηζκφο θαη αθαίξεζε ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη κνιπζκαηηθέο ζηα δεδνκέλα,  
    ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ησλ: 
           ○  κε-ζηνρεπφκελσλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ (αξραία, κηηνρφλδηα, ρισξνπιάζηεο, επθαξηψηα) 
           ○  ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ δελ θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε επίπεδν θπιήο ή πνπ ηαμηλνκήζεθε  

               ζε «κε θαιιηεξγήζηκν» 
           ○  ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ (<0.002%) 

           ○  ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs ζηελ ηαμηλνκηθή θαηεγνξία γέλνπο Lactobacillus 

•   Δληνιέο: 
           ○  qiime taxa filter-table 
           ○  qiime feature-table filter-features 
 

 

Αλάιπζε Πνηθηινκνξθίαο 
•   Καηαζθεπή θπινγελεηηθνχ δέληξνπ κε ηε ρξήζε ηνπ αιγφξηζκνπ FastTree 

•   Καηαζθεπή δηαγξακκάησλ θακπχισλ αξαίσζεο θαη απνηίκεζε ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο  

•   Πξνζδηνξηζκφο κεηξήζεσλ ηνπ δείθηε πνηθηινκνξθίαο Shannon γηα θάζε δείγκα θαη αλαπαξάζηαζε ηεο α-πνηθηινκνξθίαο 

    ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο πξηλ θαη κεηά ηελ θαξκαθεπηηθή αγσγή θαη ησλ δεηγκάησλ αξλεηηθνχ ειέγρνπ 

•   Απηφκαηνο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο Kruskal-Wallis κεηαμχ ησλ πξναλαθεξφκελσλ νκάδσλ δεηγκάησλ 
•   Δληνιέο: 
           ○  qiime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree 
           ○  qiime diversity alpha-rarefaction 

           ○  qiime diversity core-metrics-phylogenetic 
           ○  qiime diversity alpha-group-significance 
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2.3.1 Δηζαγσγή πξσηνγελώλ δεδνκέλσλ 

Γηα ηελ επεμεξγαζία ηνπο ζην QIIME 2, ηα δεδνκέλα εηζφδνπ (input) είλαη αλαγθαίν 

λα απνζεθεπηνχλ ζε κνξθή «ηερλνπξγεκάησλ» (artifacts ηεο κνξθήο .qza). Σν QIIME2 

ππνζηεξίδεη απηήλ ηελ δηαδηθαζία εθαξκφδνληαο ηελ κέζνδν qiime tools import, ε νπνία 

δηαζέηεη δηάθνξεο απηφκαηεο ή κε ζπλαξηήζεηο εηζαγσγήο δεδνκέλσλ. Ο απηφκαηνο ηξφπνο 

εηζαγσγήο ησλ δεδνκέλσλ εμαξηάηαη απφ ην είδνο θαη ηελ κνξθή απηψλ, θαιχπηνληαο αξρεία 

FASTQ, ηα νπνία ε κνξθνινγία ηνπο αθνινπζνχλ ην πξσηφθνιιν EMP θαη Casava 1.8, θαη 

αξρεία FASTA πνπ δελ δηαζέηνπλ βαζκνινγίεο πνηφηεηαο αιιεινπρηψλ. ΢ε πεξίπησζε πνπ νη 

παξαπάλσ πεξηπηψζεηο δεδνκέλσλ δελ αληηπξνζσπεχνπλ ηα αξρηθά δεδνκέλα ηνπ ρξήζηε, 

δίλεηαη κία ελαιιαθηηθή κε απηφκαηε κέζνδνο εηζαγσγήο αξρείσλ ζην QIIME2, ζηελ νπνία 

απαηηείηαη ε θαηαζθεπή ελφο «δεισηηθνχ» (manifest) αξρείνπ θαη ζηελ ζπλέρεηα ηνλ νξηζκφ 

ηνπ είδνπο θαη κνξθήο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο. 

Πην αλαιπηηθά, ην manifest απνηειεί αξρείν TSV (tab-separated values) ηεο κνξθήο 

.tsv ή .txt πνπ πεξηέρεη 2 ζηήιεο, φπνπ ζηελ πξψηε νξίδεηαη ε ηαπηφηεηα ηνπ θάζε αξρείνπ 

πξσηνγελνχο δεδνκέλνπ, ή αιιηψο ησλ δεηγκάησλ, θαη ζηε δεχηεξε θαηαγξάθεηαη ην 

«απφιπην φλνκα δηαδξνκήο» (absolute file path) ηνπ ίδηνπ αξρείνπ. ΢πλεπψο, ν ξφινο ηνπ 

αξρείνπ απηνχ είλαη ε αληηζηνίρηζε ηνπ νλφκαηνο ηνπ θάζε δείγκαηνο κε ηα αξρεία 

δεδνκέλσλ, ππνδεηθλχνληαο ηελ δηαδξνκή πνπ ζα ρξεηαζηεί λα αθνινπζήζεη ην πξφγξακκα 

γηα ηελ εχξεζε ησλ δεδνκέλσλ ζηνλ ππνινγηζηή. ΢ηελ ζπλέρεηα, απαηηείηαη ν νξηζκφο ηνπ 

είδνπο ησλ αξρείσλ, κε ην QIIME2 λα πξνζθέξεη ηέζζεξεηο δηαθνξεηηθέο παξαιιαγέο 

εηζαγσγήο δεδνκέλσλ FASTQ ρξεζηκνπνηψληαο ην manifest γηα ηνλ ζθνπφ απηφ. Οη 

παξαιιαγέο εμαξηψληαη απφ ην αλ ηα αλαγλψζκαηα είλαη paired-end ή single-end θαη απφ ην 

αλ ε βαζκνινγία πνηφηεηαο ζέζεο αλαγλσζκάησλ απνθσδηθνπνηείηαη κε βαζκφ κεηαηφπηζεο 

PHRED 33 ή 64. 

΢ηελ ζπγθεθξηκέλε αλάιπζε, ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο δελ αληηπξνζσπεχνπλ ηηο 

πεξηπηψζεηο δεδνκέλσλ απηφκαηεο εηζαγσγήο θαη απνζήθεπζεο ηνπο ζε .qza ζην QIIME2. 

΢πλεπψο, γηα ηελ επίηεπμε ηεο εηζαγσγήο ησλ παξαπάλσ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ 

εθαξκφδεηαη ε κε απηφκαηε κέζνδνο, φπνπ αξρηθά θαηαζθεπάδεηαη έλα αξρείν manifest θαη 

ζηελ ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη ε εληνιή εηζαγσγήο δεδνκέλσλ qiime tools import --input-

format PairedEndFastqManifestPhred33V2, κε ζθνπφ ηελ εηζαγσγή αξρείσλ FASTQ, ηα 

νπνία πεξηέρνπλ κηθξν-αλαγλψζκαηα paired-end κε βαζκφ κεηαηφπηζεο PHRED 33. Με απηή 

ηελ δηαδηθαζία, εηζάγνληαη ηα 86 δηαζέζηκα αξρεία FASTQ θαη έλα αξρείν manifest θαη 

θαηαιήγεη έλα αξρείν artifact πνπ πεξηέρεη φιν ην πεξηερφκελν ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ. 

 

2.3.2 Απνθνπή κε-βηνινγηθώλ εθθηλεηώλ 

Η πξψηε νπζηαζηηθή επεμεξγαζία ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ απνηειεί ε αθαίξεζε 

αιιεινπρηψλ κε-βηνινγηθήο πξνέιεπζεο απφ ηα paired-end αλαγλψζκαηα. ΢πγθεθξηκέλα, , 

ηα αλαγλψζκαηα ιήθζεθαλ απφ ηελ πιαηθφξκα Illumina κε έλα επηπιένλ θνκκάηη 

αιιεινπρηψλ ζηελ αξρή πνπ πξνέξρεηαη απφ ηνπ εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ 

ελίζρπζε θαη αιιεινχρηζε ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Η απνθνπή απηψλ 

ησλ αιιεινπρηψλ απφ ηα αλαγλψζκαηα είλαη αλαγθαία έηζη ψζηε ε πεξαηηέξσ επεμεξγαζία 

ησλ δεδνκέλσλ λα αθνξά  απνθιεηζηηθά γηα αλαγλψζκαηα πνπ έρνπλ βηνινγηθή πξνέιεπζε. 

Σν QIIME2 ππνζηεξίδεη ηέηνηνπ είδνπο εθαξκνγέο ρξεζηκνπνηψληαο ην πξφζζεην 

(plugin) cutadapt, ην νπνίν βαζίδεηαη ζηνλ ηξφπν ιεηηνπξγίαο ηνπ αιγφξηζκνπ cutadapt 
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(Martin, 2011). Ο ζπγθεθξηκέλνο αιγφξηζκνο πξνζθέξεη έλαλ ζεκαληηθφ αξηζκφ κεζφδσλ 

πξνεπεμεξγαζίαο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο, φπσο ηνλ δηαρσξηζκφ αλαγλσζκάησλ θαη ηνλ 

έιεγρν ηνπ κήθνπο θαη πνηφηεηαο απηψλ. Παξφια απηά, ε πην βαζηθή ιεηηνπξγία πνπ 

πξνζθέξεη ν αιγφξηζκνο ζην QIIME2 είλαη ε δπλαηφηεηα εληνπηζκνχ θαη αθαίξεζεο 

νπνηαζδήπνηε αλεπηζχκεηεο ζεηξάο αιιεινπρίαο νξηζκέλε απφ ηνλ ρξήζηε απφ φια ηα 

δεδνκέλα αιιεινχρηζεο. 

Γηα απηφ ην ζθνπφ, ζηελ παξνχζα αλάιπζε εθαξκφδεηαη ε εληνιή qiime cutadapt 

trim-paired, πνπ αθνξά ηελ απνθνπή αιιεινπρηψλ απφ δηαρσξηζκέλα (demultiplexed) paired-

end δεδνκέλα αιιεινχρηζεο. Οη ζεηξέο αιιεινπρηψλ, νη νπνίεο δφζεθαλ απφ ηελ πιαηθφξκα 

Illumina πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαη πξέπεη λα αθαηξεζνχλ, είλαη γηα ηα εκπξφζζηα 

αλαγλψζκαηα F: CCTACGGGNGGCWGCAG 3’ θαη γηα ηα αλάζηξνθα R: 

GACTACHVGGGTATCTAATCC 3’. Δθηφο απφ ηνλ νξηζκφ ησλ αλεπηζχκεησλ 

αιιεινπρηψλ, νη ππφινηπνη παξάκεηξνη παξακέλνπλ ζηελ επηπξφζζεηε θαηάζηαζε, κε 

απνηέιεζκα λα κελ ππνβιεζνχλ ηα δεδνκέλα ζε πεξαηηέξσ επεμεξγαζία εθηφο απφ ηελ 

δηαδηθαζία ηεο απνθνπήο. Έηζη, ζε απηφ ην ππνινγηζηηθφ ζηάδην ρξεζηκνπνηείηαη ην αξρείν 

artifact ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ θαη πξνθχπηεη έλα λέν αξρείν artifact ζην νπνίν 

απνπζηάδνπλ ηα ηκήκαηα αιιεινπρίαο πνπ ζηνρνπνηήζεθαλ ζε φια ηα αλαγλψζκαηα. 

 

2.3.3 Σπγρώλεπζε paired-end αλαγλσζκάησλ 

΢ηελ παξνχζα εξγαζία, ε πιαηθφξκα Illumina πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ιήςε 

δεδνκέλσλ δεκηνχξγεζε δεχγε αλαγλσζκάησλ κε κήθνο 2x250 bp απφ αιιεινχρηζε ησλ 

εκπξφζζησλ θαη αλάζηξνθσλ θιψλσλ θάζε ζξαχζκαηνο DNA πνπ ζηνρνπνηήζεθε, δειαδή 

ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, ηνπ νπνίνπ ην κήθνο ηνπ έρεη πξνζδηνξηζηεί λα 

είλαη θαηά κέζν φξν 458 bp κε εχξνο 433-483 bp (Vargas-Albores et al., 2017). Δθφζνλ ην 

κέγεζνο ηνπ ζξαχζκαηνο DNA πνπ κειεηάηαη είλαη κηθξφηεξν απφ ην δηπιάζην ηνπ κήθνπο 

ησλ κηθξν-αλαγλσζκάησλ, ππάξρεη κηα πεξηνρή επηθάιπςεο, κε απνηέιεζκα λα ππάξρεη 

δπλαηφηεηα αληηζηνίρηζεο θαη ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ζε έλα ζξαχζκα. 

Η εθαξκνγή ηεο ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ πξνεγείηαη ζπλήζσο απφ απηή 

ηνπ θηιηξαξίζκαηνο κε βάζε ηελ πνηφηεηά ηνπο, δηφηη θαηά ηελ δηαδηθαζία ηεο έλσζεο, ε 

επηθαιππηφκελε πεξηνρή κεηαμχ ησλ κηθξν-αλαγλσζκάησλ δηνξζψλεηαη απφ ηπρφλ ζθάικαηα 

αιιεινπρηψλ, απνδίδνληαο πηζαλψο αλαγλψζκαηα πςειφηεξεο πνηφηεηαο. ΢πλεπψο, ε έλσζε 

paired-end αλαγλσζκάησλ απνηειεί ην πξψην βήκα βαξηάο επεμεξγαζίαο ησλ δεδνκέλσλ θαη, 

θαηά επέθηαζε, ε αθξίβεηά ηνπ είλαη θξίζηκε γηα φιεο ηηο κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο. 

΢ην QIIME2, ε έλσζε paired-end αλαγλσζκάησλ ππνζηεξίδεηαη απφ ηνλ αιγφξηζκν 

VSEARCH (Rognes et al., 2016) ρξεζηκνπνηψληαο ηε ζπλάξηεζε merge_pairs. Η κέζνδνο 

έλσζεο paired-end αλαγλσζκάησλ βαζίδεηαη ζηνλ ηξφπν ιεηηνπξγίαο ηνπ αιγφξηζκνπ PEAR 

(Zhang et al., 2014), ν νπνίνο ππνινγίδεη γξήγνξα θαη αμηφπηζηα ηε βέιηηζηε επζπγξάκκηζε 

ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο αιιεινπρηψλ ησλ εκπξφζζησλ θαη αλάζηξνθσλ 

αλαγλσζκάησλ.  Πην αλαιπηηθά, ν αιγφξηζκνο ζπγρσλεχεη θαη βαζκνινγεί φιεο ηηο πηζαλέο 

επηθαιχςεηο γηα θάζε αληηζηνηρία paired-end αλαγλσζκάησλ κε κηα βαζκνινγία 

ζπλαξκνιφγεζεο (assembly score - AS). Η βαζκνινγία ππνινγίδεηαη κέζσ ελφο πίλαθα 

βαζκνιφγεζεο, ν νπνίνο πξνζδίδεη ζηηο αλαληηζηνηρίεο κηα αξλεηηθή ηηκή β ελψ πξνζδίδεη 

ζηηο αληηζηνηρίεο κηα ζεηηθή ηηκή α, ιακβάλνληαο ππφςε θαη ηηο βαζκνινγίεο πνηφηεηαο ησλ 

βάζεσλ. Αθνχ πξνζδηνξηζηνχλ νη επηθαιχςεηο κε ηηο πςειφηεξεο βαζκνινγίεο 

ζπλαξκνιφγεζεο, δηεμάγεηαη έλαο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο, αμηνινγψληαο ηε ζηαηηζηηθή 
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ζεκαληηθφηεηα ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ. Γηα ηνλ έιεγρν ηεο αμηνπηζηίαο ησλ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ, ππνινγίδεηαη κηα ηηκή p-value κε κεδεληθή ππφζεζε ηα δχν 

κηθξν-αλαγλψζκαηα πνπ ελψζεθαλ λα είλαη αλεμάξηεηα κεηαμχ ηνπο. Με ηνλ φξν 

αλεμάξηεηα ελλνείηαη φηη νπνηαδήπνηε επηθάιπςε κεηαμχ ησλ δχν αλαγλσζκάησλ είλαη 

θαζαξά ηπραία ζχκπησζε. Δάλ ηα ζπγρσλεπκέλα αλαγλψζκαηα δελ πεξάζνπλ απηφλ ηνλ 

έιεγρν ή ην κήθνο επηθάιπςεο είλαη κηθξφηεξν απφ έλα φξην πνπ θαζνξίδεηαη απφ ηνλ 

ρξήζηε, ην δεχγνο ησλ αλαγλσζκάησλ δελ ζα ζπγρσλεπζεί. Γηαθνξεηηθά, ν αιγφξηζκνο 

δηαηεξεί ην ζπγρσλεπκέλν ηκήκα, ππνινγίδνληαο ηηο λέεο βαζκνινγίεο πνηφηεηαο θαη 

δηνξζψλνληαο ηα ηπρφλ ζθάικαηα ησλ βάζεσλ ησλ επηθαιππηφκελσλ πεξηνρψλ  

ρξεζηκνπνηψληαο ηηο βαζκνινγίεο πνηφηεηαο Phred. Σα κηθξν-αλαγλψζκαηα πνπ δελ 

θαηάθεξαλ λα ζπγρσλεπζνχλ απνξξίπηνληαη ζην ηέινο ηεο δηαδηθαζίαο απηφκαηα. 

Γηα ηελ εθαξκνγή ηεο κεζφδνπ δελ απαηηείηαη ε πξνεπεμεξγαζία ησλ εηζαγφκελσλ 

δεδνκέλσλ ή ζπγθεθξηκέλν κήθνο αλαγλσζκάησλ, ελψ παξάιιεια ε πιεηνςεθία ησλ 

ειεγρφκελσλ παξακέηξσλ πνπ αθνξνχλ ζηνλ ηξφπν ιεηηνπξγίαο ηνπ merge_pairs πξνηείλεηαη 

απφ ηνλ θαηαζθεπαζηή ηνπ αιγφξηζκνπ λα παξακείλνπλ ζηελ επηπξφζζεηε θαηάζηαζή ηνπο. 

Η κνλαδηθή παξάκεηξνο πνπ είλαη αλαγθαίν λα νξηζηεί απφ ηνλ ρξήζηε απνηειεί ην ειάρηζην 

κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin) ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. Η παξάκεηξνο 

απηή εμαξηάηαη απφ ην αλακελφκελν θαηά πξνζέγγηζε κήθνο αιιεινπρηψλ πνπ 

ζηνρνπνηήζεθε θαη ηελ πιαηθφξκα Illumina πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ έξεπλα, 

πξνζδηνξίδνληαο έηζη ηελ κέγηζηε επηθάιπςε πνπ ζα κπνξνχζαλ λα έρνπλ ηα αλαγλψζκαηα.  

΢ηελ παξνχζα αλάιπζε, ην κήθνο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο εθηηκάηαη λα είλαη 

θαηά κέζν φξν 42 bp κε εχξνο 17-67 bp. Υξεζηκνπνηψληαο ηελ εληνιή qiime vsearch join-

pairs, εθαξκφδνληαη 3 δηαθνξεηηθέο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, 

Overlapmin = 10, 20 θαη 30, κε ζθνπφ ηελ ζχγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ θαη ηελ εχξεζε ησλ 

βέιηηζησλ παξακέηξσλ γηα ηα δηαζέζηκα δεδνκέλα. Έηζη, ζε απηφ ην ππνινγηζηηθφ ζηάδην 

εηζάγεηαη ην αξρείν artifact ησλ απνθνκέλσλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ θαη πξνθχπηνπλ ηξία 

λέα αξρεία artifacts πνπ αληηζηνηρνχλ ζηηο ηξεηο δηαθνξεηηθέο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Σν πεξηερφκελν απηψλ ησλ αξρείσλ απνηειεί ηα ζπγρσλεπκέλα 

paired-end αλαγλψζκαηα πνπ θαηάθεξαλ λα δηαηεξεζνχλ κε ηηο πξναλαθεξφκελεο 

πξνυπνζέζεηο, θαη έρνπλ ηηο πξνδηαγξαθέο λα ραξαθηεξίδνληαη απφ εδψ θαη ζην εμήο σο 

single-end αλαγλψζκαηα.  

 

2.3.4 Πνηνηηθό θηιηξάξηζκα αλαγλσζκάησλ 

Γεδνκέλνπ ησλ ζθαικάησλ αιιεινχρηζεο πνπ δεκηνπξγνχληαη απφ ηηο ηαρέσο 

εμειηζζφκελεο πιαηθφξκεο αιιεινχρηζεο, φπσο ε Illumina, ην θηιηξάξηζκα πνηφηεηαο 

απνηειεί αλαπφζπαζην κέξνο ηεο αλάιπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο πςειήο απφδνζεο. Με 

απηφλ ηνλ ηξφπν, αθαηξνχληαη ρακειήο πνηφηεηαο αλαγλψζκαηα πνπ ελδερνκέλσο ζα 

κπνξνχζαλ λα ππεξεθηηκήζνπλ ηε κηθξνβηαθή πνηθηινκνξθία ηνπ αξρηθνχ βηνινγηθνχ 

δείγκαηνο. Οη πιαηθφξκεο Illumina παξάγνπλ κηα βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred γηα θάζε 

λνπθιενηίδην, ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ηελ πηζαλφηεηα ιαλζαζκέλεο ηνπνζέηεζεο ηνπ ίδην 

λνπθιενηηδίνπ ζην αλάγλσζκα.  

Η δηαδηθαζία αθαίξεζεο θαη ειέγρνπ αλαγλσζκάησλ ρακειήο πνηφηεηαο 

ππνζηεξίδεηαη απφ ην QIIME2 ρξεζηκνπνηψληαο ηε κέζνδν q-score (Bokulich et al., 2013) 

ηνπ πξφζζεηνπ quality-filter. Η ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο βαζίδεηαη ζε κία αιγνξηζκηθή 

δηαδηθαζία ε νπνία ρξεζηκνπνηεί ηε βαζκνινγία Phred θαη ηηο παξακέηξνπο πνπ θαζνξίδνληαη 
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απφ ην ρξήζηε κε ζθνπφ ηελ αθαίξεζε αιιεινπρηψλ ή νιφθιεξσλ αλαγλσζκάησλ πνπ δελ 

πιεξνχλ ηελ επηζπκεηή πνηφηεηα. Οη παξάκεηξνη πνπ νξίδνληαη απφ ηνλ ρξήζηε απνηεινχλ 

ην ειάρηζην κήθνο αλαγλψζκαηνο πςειήο πνηφηεηαο (p), ν κέγηζηνο αξηζκφο δηαδνρηθψλ 

βάζεσλ ρακειήο πνηφηεηαο (r), ν κέγηζηνο αξηζκφο δηθνξνχκελσλ βάζεσλ, πνπ ζπλήζσο 

θσδηθνπνηνχληαη σο N, (n) θαη ε ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred (q). Η ζηξαηεγηθή 

ηνπ αιγφξηζκνπ ιεηηνπξγεί θαηά βάζε αλά λνπθιενηίδην, πεξηθφπηνληαο ηα αλαγλψζκαηα ζηε 

ζέζε φπνπ ε πνηφηεηά ηνπο αξρίδεη λα πέθηεη (Σρήκα 2.3). Πην αλαιπηηθά, εάλ ε βαζκνινγία 

πνηφηεηαο ησλ (r) δηαδνρηθψλ βάζεσλ ηνπ αλαγλψζκαηνο είλαη πςειφηεξε απφ (q), ειέγρεηαη 

ε πνηφηεηα ηεο επφκελεο δηαδνρηθήο ζεηξάο βάζεσλ. Γηαθνξεηηθά, ην αλάγλσζκα 

πεξηθφπηεηαη ζηελ ηειεπηαία ζέζε βαζκνινγίαο πςειήο πνηφηεηαο πνπ νξίδεηαη απφ ην (q). 

΢ηελ ζπλέρεηα, πξνζδηνξίδεηαη ην ηειηθφ κήθνο ηνπ αλαγλψζκαηνο, απνξξίπηνληάο ην ζηελ 

πεξίπησζε πνπ είλαη κηθξφηεξν απφ ην ειάρηζην απνδεθηφ κήθνο αλαγλψζκαηνο (p). Σέινο, 

ειέγρεηαη ν αξηζκφο N ραξαθηήξσλ ηνπ αλαγλψζκαηνο, φπνπ εάλ θαη κφλν πξνζδηνξηζηεί 

κηθξφηεξνο απφ (n), ην αλάγλσζκα γίλεηαη απνδεθηφ. 

 

Σρήκα 2.3 Ρνή δηαδηθαζίαο πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο ηεο  q-score κεζφδνπ, φπνπ (p) ην ειάρηζην 

κήθνο αλάγλσζεο πςειήο πνηφηεηαο, (r) ν κέγηζηνο αξηζκφο δηαδνρηθψλ βάζεσλ ρακειήο πνηφηεηαο, 

(n) ν κέγηζηνο αξηζκφο δηθνξνχκελσλ βάζεσλ, πνπ ζπλήζσο θσδηθνπνηνχληαη σο N, θαη (q) ε 

ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred. (Bokulich et al., 2013) 

Ο ζπληάθηεο ηνπ αιγφξηζκνπ ζπληζηά ηηο ηππηθέο ηηκέο γηα απηέο ηηο παξακέηξνπο, 

φπνπ r=3, p=75%, q=3 θαη n=0, νη νπνίεο είλαη νη πξνεπηιεγκέλεο ηηκέο θαη ζην QIIME2. 

Παξφια απηά, γηα ηελ θαιχηεξε αλάιπζε κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ, ν θαηαζθεπαζηήο 

πξνηείλεη ηελ αχμεζε ηεο ειάρηζηεο πνηφηεηαο Phred (q>=20). Έηζη, δηαηεξνχληαη ηα πην 

αμηφπηζηα αλαγλψζκαηα, ηα νπνία ηείλνπλ λα αληηπξνζσπεχνπλ πεξηζζφηεξν ην πεξηερφκελν 

ηνπ κεηαγνληδηψκαηνο ηνπ αξρηθνχ βηνινγηθνχ δείγκαηνο. 

΢πλεπψο, ζηελ παξνχζα αλάιπζε ρξεζηκνπνηήζεθε ε εληνιή qiime quality-filter q-

score, αθήλνληαο ηηο ηηκέο ησλ παξακέηξσλ ζηελ επηπξφζζεηε θαηάζηαζή ηνπο, κε εμαίξεζε 



 

 

98 

 

ηελ ηηκή ηεο ειάρηζηήο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο (q). Γηα ηελ ζχγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ 

θαη ηελ εχξεζε ησλ βέιηηζησλ παξακέηξσλ, εθαξκφδεηαη 3 δηαθνξεηηθέο ηηκέο ειάρηζηεο 

πνηφηεηαο, φπνπ q=Qmin=20, 22 θαη 26. Σα αξρεία πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζε απηφ ην ζηάδην 

αλάιπζεο είλαη απηά πνπ παξάρζεθαλ απφ ην ζηάδην ηεο ζπγρψλεπζεο αλαγλσζκάησλ. 

΢πλνιηθά, απφ ηα 3 artifacts ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ, πξνέθπςαλ 9 artifacts, ησλ 

νπνίσλ ην πεξηερφκελφ ηνπο απνηειεί ζπγρσλεπκέλα πςειήο πνηφηεηαο αλαγλψζκαηα κε 

ειάρηζην αξηζκφ επηθάιπςεο Overlapmin= 10, 20 θαη 30 θαη ειάρηζηε ηηκή πνηφηεηαο Qmin=20, 

22 θαη 26. 

 

2.3.5 Απνζνξπβνπνίεζε θαη νκαδνπνίεζε αλαγλσζκάησλ 

Γηα ηελ ειαρηζηνπνίεζε ησλ επηπηψζεσλ ησλ ζθαικάησλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ 

αιιεινχρηζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ θαη ηελ δηαρείξηζε ηνπ κεγέζνπο ησλ δεδνκέλσλ, έρνπλ 

αλαπηπρζεί δχν ζηξαηεγηθέο γηα ηελ δηεξεχλεζε αληηπξνζσπεπηηθψλ βηνινγηθψλ 

αιιεινπρηψλ ακπιηθνλίσλ, απηή ηεο αθαίξεζεο ζνξχβνπ (denoising), ή αιιηψο 

απνζνξπβνπνίεζεο, θαη ηεο νκαδνπνίεζεο (clustering). Αληίζηνηρα, νη δχν απηέο κέζνδνη 

παξάγνπλ Λεηηνπξγηθέο Σαμηλνκηθέο Μνλάδεο (Operational Taxonomic Units, OTUs) θαη 

Παξαιιαγέο Αιιεινπρηψλ Ακπιηθνλίσλ (Amplicon Sequence Variants, ASVs). Σν 

ινγηζκηθφ QIIME2 δηαζέηεη δχν pipelines γηα ηελ απνζνξπβνπνίεζε ησλ δεδνκέλσλ, ην 

DADA2 (Callahan et al., 2016) θαη ην Deblur (Amir et al., 2017), ελψ δηαζέηεη έλα pipeline 

γηα ηελ νκαδνπνίεζή ηνπο, ην VSEARCH (Rognes et al., 2016).  

 

2.3.5.1 DADA2 

Σν pipeline ηνπ DADA2, εθηφο απφ ην ζηάδην ηηο απνζνξπβνπνίεζεο, έρεη 

ελζσκαησκέλεο θαη ηηο δηαδηθαζίεο ηνπ πνηνηηθνχ ειέγρνπ θαη ηεο ζπγρψλεπζεο ησλ paired-

end αλαγλσζκάησλ. ΢πγθεθξηκέλα, ε πξψηε ιεηηνπξγία ηνπ pipeline θαηά ηελ εηζαγσγή ησλ 

δεδνκέλσλ είλαη ν πνηνηηθφο ηνπο έιεγρνο, ζηνλ νπνίν δίλεηαη ε επηινγή απνθνπήο ησλ 

άθξσλ πνπ έρνπλ ρακειή πνηφηεηα θαη ζηελ ζπλέρεηα θηιηξάξνληαη ηα αλαγλψζκαηα πνπ 

γεληθά έρνπλ ρακειή πνηφηεηα ρξεζηκνπνηψληαο κηα κέγηζηε ηηκή πνζνζηνχ αλακελφκελσλ 

ζθαικάησλ. ΢ηελ ζπλέρεηα, αθνχ ζπιιερζνχληα παλνκνηφηππα αλαγλψζκαηα (dereplication), 

ηα κηθξν-αλαγλψζκαηα ππνβάιινληαη ζηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο, θαηά ηελ νπνία 

δεκηνπξγείηαη έλα παξακεηξηθφ κνληέιν ζθάικαηνο πνπ εθπαηδεχεηαη απφ έλα ζχλνιν 

αλαγλσζκάησλ κε ζθνπφ ηελ δηφξζσζε θαη ζχκπηπμε ησλ εζθαικέλσλ αιιεινπρηψλ ζε 

ASVs. Ύζηεξα, ην pipeline ζπκπεξηιακβάλεη θαη ηελ δηαδηθαζία εληνπηζκνχ ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ, φπνπ ηα ASVs κε ζρεηηθά ρακειή αθζνλία ζπγθξίλνληαη κε ηα ππφινηπα ASVs 

θαη ειέγρεηαη ε νκνηφηεηά ηνπο. Δάλ ηα "ππνπηα" ASVs παξέρνπλ αιιεινπρίεο πνπ κπνξνχλ 

λα αλαθαηαζθεπαζηνχλ κε ηνλ ίδην αθξηβψο ηξφπν ζπλδπάδνληαο έλα αξηζηεξφ ηκήκα θαη 

έλα δεμηφ ηκήκα απφ δχν δηαθνξεηηθά ASVs πνπ παξνπζηάδνληαη κε πνιχ κεγαιχηεξε 

αθζνλία, ηφηε ηα χπνπηα ASVs αλαγλσξίδνληαη σο ρηκαηξηθά θαη ηα αλαγλψζκαηα 

αθαηξνχληαη απφ ηα δεδνκέλα. Σέινο, αθνινπζεί ε ζπγρψλεπζε ησλ αλαγλσζκάησλ κε 

πξνθαζνξηζκέλν ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο επηθάιπςεο. Ο ιφγνο πνπ ε εθαξκνγή ηεο 

απνζνξπβνπνίεζεο γίλεηαη πξηλ ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ είλαη γηα ηελ 

απνθπγή ηεο κεηαηξνπήο ησλ βαζκνινγίσλ πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ ηεο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο, ε νπνία, ζχκθσλα κε ηνπο ζπγγξαθείο ηνπ αιγνξίζκνπ, πξνθαιεί έληνλε 

δηαθχκαλζε ζηελ ζπλνιηθή πνηφηεηα ησλ αλαγλσζκάησλ κε απνηέιεζκα λα παξεκβαίλεη 

αξλεηηθά ζηελ ιεηηνπξγία ηνπ αιγφξηζκνπ.  
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Δθφζνλ ην pipeline πεξηιακβάλεη ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν θαη ηελ ζπγρψλεπζε ησλ 

αλαγλσζκάησλ, ηα δεδνκέλα εηζφδνπ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη είλαη απηά πνπ πξνέθπςαλ κεηά 

απφ ηελ αθαίξεζε ησλ κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ. Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ βέιηηζησλ 

παξακέηξσλ γηα ηα ζπγθεθξηκέλα δεδνκέλα, ν αιγφξηζκνο εθαξκφδεηαη κε α) 2 δηαθνξεηηθέο 

παξακέηξνπο απνθνπήο άθξσλ, β) 3 δηαθνξεηηθέο αλψηαηεο πνζνζηηαίεο ηηκέο αλακελφκελσλ 

ζθαικάησλ θαη γ) 3 δηαθνξεηηθέο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Γηα 

ηελ παξάκεηξν ηεο απνθνπήο, ζηελ κία πεξίπησζε επηιέγεηαη λα κελ εθαξκνζηεί πεξαηηέξσ 

απνθνπή ζηα αλαγλψζκαηα α.1) (no trim), ελψ ζηελ δεχηεξε πεξίπησζε επηιέγεηαη ε 

αθαίξεζε ηνπ ηειηθνχ (δεμηνχ) άθξνπ θαη ησλ δχν κηθξν-αλαγλσζκάησλ α.2) (trim@). Σν 

ζεκείν ζην νπνίν γίλεηαη ε απνθνπή είλαη ζηελ 220
ε
 βάζε γηα ηα εκπξφζζηα αλαγλψζκαηα 

θαη ζηελ 225
ε
 αληίζηνηρα γηα ηα αλάζηξνθα. Ο ιφγνο πνπ επηιέγνληαη απηά ηα ζεκεία 

απνθνπήο είλαη ηα ειάρηζηα κήθε πνπ παξέρνπλ ηα αληίζηνηρα αλαγλψζκαηα κεηά ηελ 

απνθνπή κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ. Με απηφλ ηνλ ηξφπν, αμηνπνηνχληαη φια ηα 

αλαγλψζκαηα ζε κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο. Γελ επηιέγεηαη ε κεγαιχηεξε απνθνπή ηνπ 

ηειηθνχ άθξνπ δηφηη ππάξρεη θίλδπλνο ηεο νιηθήο αθαίξεζεο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. 

Δπηπιένλ, δελ επηιέγεηαη ε απνθνπή ηνπ αξηζηεξνχ άθξνπ δηφηη ε αθαίξεζε απηνχ έρεη ήδε 

επηηεπρζεί ζην πξνεγνχκελν ζηάδην ηεο απνθνπήο κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ.  

Γηα ηελ παξάκεηξν ησλ πνζνζηηαίσλ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, επηιέγνληαη νη 

αλψηεξεο ηηκέο e.e.max= 2.5, 1.5 θαη 0.5, φπνπ, ζχκθσλα κε ηελ πξναλαθεξφκελε εμίζσζε, 

αληηζηνηρνχλ ζηηο ειάρηζηεο ηηκέο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ πνπ ζα πξέπεη λα 

παξέρνπλ θαηά πξνζέγγηζε ηα αλαγλψζκαηα: Qmin= 20 ή 22 ή 26. Όζνλ αθνξά ζηελ ηηκή ηνπ 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, επηιέγνληαη νη ηηκέο Overlapmin= 10, 20 θαη 30. 

Όιεο νη ππφινηπνη παξάκεηξνη πνπ αθνξνχλ ηελ εθηέιεζε ηνπ αιγφξηζκνπ παξακέλνπλ ζηηο 

ηηκέο πνπ πξνηείλνληαη απφ ζπγγξαθείο ησλ αιγνξίζκσλ.  

΢πλεπψο, γηα ηελ απνζνξπβνπνίεζε ησλ δεδνκέλσλ κε ηελ ρξήζε ηνπ αιγφξηζκνπ 

DADA2, ρξεζηκνπνηείηαη ε εληνιή qiime dada2 denoise-paired, κε ηα δεδνκέλα εηζφδνπ λα 

είλαη ην artifact πνπ παξάρζεθε απφ ηελ δηαδηθαζία αθαίξεζεο ησλ εθθηλεηψλ. Σα δεδνκέλα 

εμφδνπ πνπ πξνέθπςαλ είλαη 18 αξρεία artifacts, ησλ νπνίσλ ην πεξηερφκελφ ηνπο απνηειείηαη 

απφ ASVs θαη ηελ ζπρλφηεηα κε ηελ νπνία παξνπζηάδνληαη ζηα δεδνκέλα γηα θάζε ζελάξην 

δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ παξακέηξσλ.  

 

2.3.5.2 Deblur 

Λφγσ ηεο θχζεο ηνπ ίδηνπ ηνπ αιγφξηζκνπ, ην pipeline ηνπ Deblur εθηφο απφ ηελ 

δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο πεξηιακβάλεη θαη ηελ απνθνπή ησλ εηζαγφκελσλ 

αλαγλσζκάησλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο, πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηνχλ επηηπρψο νη 

απνζηάζεηο Hamming. Δπηπιένλ, ζπκπεξηιακβάλεηαη ε δηαδηθαζία ηεο απαινηθήο 

παλνκνηφηππσλ αλαγλσζκάησλ (dereplication), θαζψο θαη ηνπ εληνπηζκνχ ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ πξηλ ηελ νινθιήξσζε ηεο επεμεξγαζίαο. Γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ, ν Deblur εθαξκφδεη κηα δηαδηθαζία επηθχξσζεο φηη νη αιιεινπρίεο ησλ 

παξαγφκελσλ ASVs είλαη βηνινγηθήο πξνέιεπζεο ρξεζηκνπνηψληαο κηα βάζε δεδνκέλσλ. Η 

βάζε δεδνκέλσλ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη είλαη ε Greengenes, θαη ε επηθχξσζε κηα αιιεινπρίαο 

επηηπγράλεηαη κε ηελ ηνπιάρηζηνλ 88% νκνηφηεηάο ηεο κε κία αληίζηνηρε ππάξρνπζα ησλ 

δεδνκέλσλ αλαθνξάο. Δάλ απνηχρεη ε αληηζηνίρεζε, ην παξαγφκελν ASV ζεσξείηαη 

απνηέιεζκα ζθάικαηνο θαη αθαηξείηαη απφ ηα δεδνκέλα. Μία αθφκα ιεηηνπξγία εληνπηζκνχ 

ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ πνπ πξνζθέξεη ην pipeline είλαη ν πξνζδηνξηζκφο ASVs κε πνιχ 
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ρακειή αθζνλία, θαη ε δηαηήξεζε εθείλσλ πνπ ε αιιεινπρία ηνπο εκθαλίδεηαη ηνπιάρηζηνλ 

10 θνξέο ζπλνιηθά ζε φια ηα δείγκαηα. 

 ΢πλεπψο, ηα δεδνκέλα εηζφδνπ πξέπεη λα έρνπλ πξνεπεμεξγαζηεί θαηάιιεια σο 

πξνο ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θαη ηνλ πνηνηηθφ  ηνπο έιεγρν. Γηα 

απηφλ ηνλ ιφγν, ηα αξρεία πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ εθηέιεζε ηνπ Deblur είλαη ηα 9 

artifacts πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ πξναλαθεξφκελν πνηνηηθφ έιεγρν, ησλ νπνίσλ ην 

πεξηερφκελφ ηνπ απνηειεί ζπγρσλεπκέλα πςειήο πνηφηεηαο αλαγλψζκαηα κε ειάρηζην 

απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο Overlapmin= 10, 20 θαη 30 θαη ειάρηζηε ηηκή 

βαζκνινγία πνηφηεηαο αλά βάζε Qmin=20, 22 θαη 26. Όζνλ αθνξά ζηελ παξάκεηξν 

απνθνπήο, επηιέγεηαη λα εθαξκνζηνχλ δχν δηαθνξεηηθά ζεκεία απνθνπήο. ΢ηελ κία 

πεξίπησζε ηα αλαγλψζκαηα απνθφπηνληαη ζηελ 250
ε
 βάζε, ελψ ζηελ δεχηεξε πεξίπησζε 

ζηελ 380
ε
 βάζε. Σν θξηηήξην επηινγήο ησλ δχν απηψλ ζεκείσλ είλαη ε πξνζπάζεηα λα 

ζπκπεξηιεθζνχλ φζνλ ην δπλαηφλ πεξηζζφηεξα αλαγλψζκαηα ζηελ δηαδηθαζία ηεο 

απνζνξπβνπνίεζεο, δηφηη ηα αλαγλψζκαηα πνπ έρνπλ κηθξφηεξα κήθε απνξξίπηνληαη 

απηφκαηα θαη δελ κπνξνχλ λα ιάβνπλ κέξνο ζε θακία πεξαηηέξσ αλάιπζε.  

Δπνκέλσο, γηα ηελ απνζνξπβνπνίεζε ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο κε ηελ ρξήζε 

ηνπ αιγφξηζκνπ Deblur, εθαξκφζηεθε ε εληνιή qiime deblur denoise-16S κε δχν 

δηαθνξεηηθά ζεκεία απνθνπήο, ηα νπνία είλαη trim@= 250 θαη 380. Σα δεδνκέλα εηζφδνπ 

είλαη απηά πνπ παξάρζεθαλ αθξηβψο κεηά ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν, δειαδή 9 artifacts, θαη ηα 

ζπλνιηθά δεδνκέλα εμφδνπ πξνέθπςαλ ίζα κε 18 artifact, ησλ νπνίσλ ην πεξηερφκελφ αθνξά 

ASVs θαη ηελ ζπρλφηεηα κε ηελ νπνία παξνπζηάδνληαη ζηα δεδνκέλα. 

 

2.3.5.3 VSEARCH 

Γηα ηελ νκαδνπνίεζε ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ρξεζηκνπνηείηαη ην pipeline ηνπ 

VSEARCH πνπ παξέρεη ηελ κέζνδν νκαδνπνίεζεο θιεηζηήο αλαθνξάο, δειαδή κε ηελ ρξήζε 

κίαο βάζεο δεδνκέλσλ. Σν pipeline πνπ παξέρεη ην QIIME2 ζπκπεξηιακβάλεη κφλν ηελ 

δηαδηθαζία νκαδνπνίεζεο, θαηά ηελ νπνία είλαη αλαγθαίν λα δνζεί ε βάζε δεδνκέλσλ θαζψο 

θαη ην ειάρηζην πνζνζηφ νκνηφηεηαο πνπ πξέπεη λα έρνπλ νη αιιεινπρίεο γηα ηελ 

αληηζηνίρεζή ηνπο κε ηηο αιιεινπρίεο αλαθνξάο. Δάλ ππάξρεη επηηπρήο αληηζηνίρεζε, 

δεκηνπξγνχληαη λέα OTUs ή ελζσκαηψλνληαη ζε έλα ήδε ππάξρνλ. ΢πλεπψο, ηα δεδνκέλα 

εηζφδνπ πξέπεη λα έρνπλ ππνβιεζεί ζε κία θαηάιιειε πξνεπεμεξγαζηηθή δηαδηθαζία έηζη 

ψζηε ηα παξαγφκελα OTUs λα είλαη φζν ηνλ δπλαηφλ πςειφηεξεο αθξίβεηαο γίλεηαη. 

Δπηπιένλ, ηα δεδνκέλα εμφδνπ ζα πξέπεη λα ππνβιεζνχλ ζε κία αθφκα επεμεξγαζία πνπ 

αθνξά ηνλ έιεγρν θαη δηαρείξηζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαη OTUs.  

Δθφζνλ ηα αλαγλψζκαηα εηζφδνπ πξέπεη λα έρνπλ ήδε ππνβιεζεί ζηελ δηαδηθαζία 

πξνεπεμεξγαζίαο, ρξεζηκνπνηνχληαη ηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ ζπγρψλεπζε θαη 

ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν κε ηηο δηάθνξεο ηηκέο παξακέηξσλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, δειαδή 9 artifacts. Όζνλ αθνξά ζηελ 

απνθνπή ησλ αλαγλσζκάησλ, γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ VSEARCH δελ είλαη απαξαίηεην ηα 

αλαγλψζκαηα λα είλαη ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο γηα ηελ παξαγσγή OTUs. Γεδνκέλνπ 

απηνχ θαη ηνπ γεγνλφηνο φηη δελ ππάξρεη δηαζέζηκν αλεμάξηεην εξγαιείν ζην QIIME2 πνπ λα 

εθηειεί απηήλ ηελ δηαδηθαζία, ηα αλαγλψζκαηα δελ ππνβάιινληαη ζε απνθνπή 

ζπγθεθξηκέλνπ κήθνπο. Δπίζεο, ηα δεδνκέλα εηζφδνπ ζα πξέπεη λα ππνζηνχλ ηελ δηαδηθαζία  

ζπιινγήο παλνκνηφηππσλ αλαγλσζκάησλ (dereplication), ρξεζηκνπνηψληαο ηελ εληνιή qiime 

vsearch dereplicate-sequences. ΢ηελ ζπλέρεηα, δίλεηαη ε εληνιή qiime vsearch cluster-
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features-closed-reference, γηα ηελ εθηέιεζε ηεο νκαδνπνίεζεο ησλ αλαγλσζκάησλ ζε OTUs. 

Η βάζε δεδνκέλσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη ε SILVA, ε νπνία παξέρεη ηηο πην 

αλαβαζκηζκέλεο αιιεινπρίεο αλαθνξάο ζηνρεπκέλσλ γνληδίσλ. Δπηπιένλ, νξίδεηαη σο 

ειάρηζην πνζνζηφ νκνηφηεηαο γηα ηελ νκαδνπνίεζεο ησλ αιιεινπρηψλ ε ηηκή 97%. Απφ ηα 

παξαγφκελα δεδνκέλα, εμεηάδεηαη ε χπαξμε ρηκαηξηθψλ OTUs ρξεζηκνπνηψληαο ηελ εληνιή 

qiime vsearch uchime-denovo, ε νπνία αθνινπζεί ηελ de novo κέζνδν αλίρλεπζεο ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ φπνπ ηα πην ζρεηηθά άθζνλα OTUs ρξεζηκνπνηνχληαη σο βάζε δεδνκέλσλ θαη 

ζπγθξίλνληαη κε ηα ιηγφηεξα άθζνλα αληίζηνηρα. Δθφζνλ θαη αλ εληνπηζηνχλ απηά ηα 

ζηνηρεία, ε δηαδηθαζία νινθιεξψλεηαη κε ηελ αθαίξεζε  ησλ ρηκαηξηθψλ OTUs απφ ηα 

δεδνκέλα.  

Δπνκέλσο, απφ φιε ηελ πξναλαθεξφκελε δηαδηθαζία, πξνέθπςαλ 9 δηαθνξεηηθά 

αξρεία artifacts, φπνπ ην θαζέλα πεξηέρεη ηα παξαγφκελα OTUs θαη ηελ ζπρλφηεηα κε ηελ 

νπνία παξνπζηάδνληαη ζηα δεδνκέλα κε δηαθνξεηηθέο παξακεηξηθέο ηηκέο ειάρηζηεο 

επηθάιπςεο θαη πνηφηεηαο. Δπηπιένλ, είλαη απαιιαγκέλα απφ ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο. 

 

2.3.6 Ταμηλνκηθή αλάζεζε 

Αθνχ ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ζε απηφ ην ζεκείν δελ ρξεηάδνληαη πεξαηηέξσ 

επεμεξγαζία σο πξνο ηελ πνηφηεηά ηνπο, ην επφκελν βήκα είλαη ε δηεξεχλεζε ησλ 

ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ ηνπο. Απηή ε δηαδηθαζία επηηπγράλεηαη κε ηελ ηαμηλνκηθή 

αλάζεζε  ησλ παξαγφκελσλ ASVs θαη OTUs.  Σν pipeline πνπ παξέρεη ην QIIME2 γηα απηφλ 

ην ζθνπφ είλαη ηνπ Scikit-learn, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ εληνιή qiime feature-classifier classify-

sklearn. Γεληθά, ην Scikit-learn είλαη έλα παθέην κεραληθήο κάζεζεο ζηελ Python ην νπνίν 

παξέρεη έλα επξχ θάζκα αιγνξίζκσλ θαη εξγαιείσλ γηα ηελ θαηαζθεπή θαη ηελ αμηνιφγεζε 

κνληέισλ κεραληθήο κάζεζεο. Σν ζπγθεθξηκέλν παθέην είλαη ελζσκαησκέλν θαη ζηελ 

πιαηθφξκα QIIME2, απφ ην νπνίν ρξεζηκνπνηείηαη ν αιγφξηζκνο Naïve Bayes γηα ηελ 

ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ ASVs θαη OTUs. Ο αιγφξηζκνο απηφο εκπίπηεη ζηελ θαηεγνξία ησλ 

ηαμηλνκεηψλ επνπηεπφκελεο κάζεζεο, πνπ ζεκαίλεη φηη ρξεζηκνπνηεί κία βάζε δεδνκέλσλ 

γηα λα πξνβιέςεη ηελ ηαμηλνκηθή πξνέιεπζε κηαο αιιεινπρίαο. Έηζη, αλάινγα κε ην πνζνζηφ 

εκπηζηνζχλεο πνπ πξνθχπηεη γηα θάζε αληηζηνίρεζε, ηα ASVs θαη OTUs θαηεγνξηνπνηνχληαη 

ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα. Όζν απμάλεηαη ην πνζνζηφ εκπηζηνζχλεο αληηζηνίρεζεο, 

ηφζν απμάλεηαη θαη ε επθξίλεηα ηεο ηαμηλνκηθήο πξνέιεπζεο, πνπ ζπλεπάγεηαη κε ηελ 

ηαπηνπνίεζε ηεο βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο ε νπνία θηάλεη κέρξη θαη ην επίπεδν ηνπ είδνπο. 

Φπζηθά, ε αθξίβεηα ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο εμαξηάηαη άκεζα απφ ηελ επηινγή ησλ 

δεδνκέλσλ αλαθνξάο. Γηα απηφλ ην ιφγν, ζηελ παξνχζα εξγαζία ρξεζηκνπνηείηαη ε βάζε 

δεδνκέλσλ ηεο SILVA, ε νπνία παξέρεηαη κε κεγάιε αμηνπηζηία απφ ηελ πιαηθφξκα ηνπ 

QIIME2. Δπηπιένλ, ην QIIME2 παξέρεη ηελ επηινγή λα ρξεζηκνπνηεζεί ν αιγφξηζκνο πνπ 

είλαη ήδε εθπαηδεπκέλνο ζηελ βάζε δεδνκέλσλ ηεο SILVA, κε απνηέιεζκα λα κελ είλαη 

αλαγθαία ε πεξαηηέξσ εθπαίδεπζε ηνπ ηαμηλνκεηή, εμνηθνλνκψληαο έηζη ππνινγηζηηθνχο 

πφξνπο θαη ρξφλν ζηελ δηαδηθαζία ηεο ηαμηλνκηθή αλάιπζεο ησλ δεδνκέλσλ.  

Σα δεδνκέλα εηζφδνπ είλαη φια ηα πξναλαθεξφκελα artifacts πνπ εκπεξηέρνπλ ηα 

παξαγφκελα ASVs θαη OTUs ζηηο δηάθνξεο ηηκέο παξακέηξσλ επηθάιπςεο, απνθνπήο θαη 

πνηνηηθνχ ειέγρνπ, δειαδή ζπλνιηθά 45 artifacts. Σα δεδνκέλα εμφδνπ πξνέθπςαλ ζπλνιηθά 

ίζα κε 45 artifacts πνπ παξέρνπλ ηελ αληηζηνίρεζε ησλ ASVs θαη OTUs κε ηηο δηάθνξεο 

ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο. Δπίζεο, ρξεζηκνπνηέηηαη ε εληνιή qiime taxa filter-table γηα ηελ 
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αθαίξεζε ASVs/OTUs πνπ δελ θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε θακία θαηεγνξία ηεο βάζεο 

δεδνκέλσλ ηεο SILVA (unassigned).  

 

2.3.7 Δπηινγή ηειηθώλ ηηκώλ παξακέηξσλ 

Γηα ηελ επηινγή ησλ βέιηηζησλ ηηκψλ παξακέηξσλ γηα θάζε workflow, ηα βαζηθά 

απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ κεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο ηαμηλνκηθήο 

αλάζεζεο ζπγθεληξψλνληαη θαη ζπγθξίλνληαη κεηαμχ ηνπο μερσξηζηά γηα ην θαζέλα 

workflow. Σα απνηειέζκαηα απηά απνηεινχλ ν αξηζκφο ησλ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ, ν αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη OTUs θαη ν αξηζκφο ησλ 

βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκήζεσλ. Δίλαη ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί φηη γηα ηα pipelines Deblur θαη 

VSEARCH ιακβάλεηαη ππφςε φιε ε επεμεξγαζηηθή ξνή (workflow) πνπ απαηηείηαη γηα ηελ 

εθαξκνγή ηνπο. Απηφ νθείιεηαη ζην φηη ε εθαξκνγή απηψλ ησλ pipelines ρξεηάδεηαη κηα 

ζεηξά επεμεξγαζηψλ ησλ δεδνκέλσλ φπσο, ηελ ζπγρψλεπζε θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα ησλ 

αλαγλσζκάησλ, ε νπνία δελ πξαγκαηνπνηείηαη απηφκαηα ζε αληίζεζε κε ηελ εθαξκνγή ηνπ 

DADA2. 

Η επηινγή ησλ ηειηθψλ ηηκψλ παξακέηξσλ βαζίδεηαη ζηελ αλάθηεζε φζνλ ηνλ 

δπλαηφλ  πεξηζζφηεξεο ηαμηλνκηθήο πιεξνθνξίαο γίλεηαη απφ ηα πξσηνγελή δεδνκέλα. Έηζη, 

δίλεηαη πεξηζζφηεξε έκθαζε ζηνπο απμεκέλνπο αξηζκνχο βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ 

κνλάδσλ θαη δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, κε απνηέιεζκα ηελ αλάθηεζε ηεο κεγαιχηεξεο 

αθξίβεηαο ηεο ηαμηλνκηθήο πξνέιεπζεο ησλ αιιεινπρηψλ θαζψο θαη ηεο ζρεηηθήο ηνπο 

αθζνλίαο ζην αξρηθφ δείγκα. Ο αξηζκφο ησλ παξαγφκελσλ ASVs θαη OTUs ρξεζηκνπνηείηαη 

θπξίσο γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο απφδνζεο απηψλ ζε κεηαγελέζηεξν ζηάδην , φπνπ ζεσξεηηθά 

φζν ν αξηζκφο ηνπο ηείλεη λα είλαη ίζνο κε ηνλ αξηζκφ ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκήζεσλ, ηφζν 

κεγαιχηεξε ζα είλαη θαη ε ηαμηλνκηθή ηνπο επθξίλεηα. Παξάιιεια, ιακβάλεηαη ππφςε ην 

επίπεδν αμηνπηζηίαο ησλ ίδησλ παξακέηξσλ, θαζψο θαη ην γεγνλφο φηη νη ηειηθψο επηιεγκέλεο 

ηηκέο παξακέηξσλ θαη ησλ ηξηψλ workflows λα είλαη φζν ηνλ δπλαηφλ γίλεηαη παξφκνηνη γηα 

λα είλαη πην αληηθεηκεληθή ε πεξαηηέξσ ζχγθξηζή ηνπο. 

 

2.3.8 Αθαίξεζε πηζαλώλ επηκνιύλζεσλ 

Έρνληαο επηιέμεη ηα θπξίαξρα ζχλνια δεδνκέλσλ γηα ηελ ηειηθή αλάιπζε ησλ 

δεδνκέλσλ, γίλεηαη δπλαηή εηο βάζνο εμέηαζε ησλ απνηειεζκάησλ ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο 

ζηα δηαθνξεηηθά workflows. ΢ε απηφ ην ζηάδην, είλαη αλακελφκελν λα παξαηεξεζνχλ 

ζηνηρεία ζηα δεδνκέλα πνπ ζεσξεηηθά κπνξνχλ λα ραξαθηεξηζηνχλ απνηέιεζκα επηκφιπλζεο 

δεδνκέλνπ φηη γεληθά ε πηζαλφηεηα λα πξνθχςνπλ επηκνιχλζεηο ζε δεδνκέλα αιιεινχρηζεο 

ακπιηθνλίσλ είλαη πνιχ πςειή. Χο εθ ηνχηνπ, είλαη απαξαίηεην λα εληνπηζηνχλ, λα 

ειαρηζηνπνηεζνχλ θαη λα θηιηξαξηζηνχλ κνιπζκαηηθέο αιιεινπρίεο θαηά ηελ 

βηνπιεξνθνξηθή αλάιπζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο γηα ηελ απνθπγή εηζαγσγή κεξνιεςηψλ 

ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία, παξαηεξήζεθαλ 3 θαηεγνξίεο 

επηκνιχλζεσλ ζηα δεδνκέλα, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ απηήο ησλ κε-ζηνρεπφκελσλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ, ησλ ζεκαληηθά ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ θαη κηαο ζεκαληηθά πςειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο θαη βηνινγηθά κε αλακελφκελεο 

ηαμηλνκηθήο θαηεγνξίαο.  

Αξρηθά, πξαγκαηνπνηήζεθε ε αθαίξεζε ησλ κε-ζηνρεπφκελσλ ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ ρξεζηκνπνηψληαο ε εληνιή qiime taxa filter-table, θαηά ηελ νπνία αθαηξέζεθαλ 
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απφ ηα δεδνκέλα ηα ASVs/OTUs πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζε αξραία (archaea), κηηνρφλδξηα 

(mitochondria), ρισξνπιάζηεο (chloroplast) θαη επθαξηψηα (eukaryota). Σα ζηνηρεία απηά 

ινγηθά πξνέθπςαλ ιφγσ ηεο θχζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ φπνπ θαηέιεμαλ λα εληζρπζνχλ 

νη αιιεινπρίεο απηψλ θαηά ηελ PCR. Δθφζνλ νη πξναλαθεξφκελεο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο 

δελ αληηθαηνπηξίδνπλ ηελ αλάιπζε πνπ εθηειείηαη, αθαηξνχληαη θαη απφ ηα 3 ζχλνια 

δεδνκέλσλ αλάιπζεο. Δπηπιένλ, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ίδηα εληνιή, θηιηξάξνληαη εμίζνπ νη 

ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο πνπ δελ θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε ηνπιάρηζηνλ επίπεδν θπιήο 

ή πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζηελ θαηεγνξία ηνπ «κε θαιιηεξγεκέλνπ» (uncultured). Ο ιφγνο γηα 

ηνλ νπνίν απηά ηα ζηνηρεία εληνπίζηεθαλ θαη ζηα 3 ζχλνια δεδνκέλσλ βαζίδεηαη ζηελ 

αδπλακία ηεο βάζεο δεδνκέλσλ SILVA λα παξέρεη ηεο απαξαίηεηεο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο 

γηα λα ραξαθηεξίζεη φια ηα ASVs/OTUs. 

Οη επφκελεο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο πνπ αθαηξνχληαη απφ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ 

είλαη απηέο πνπ παξέρνπλ ζεκαληηθά ρακειή ζρεηηθή αθζνλία ή αληηπξνζσπεχνληαη απφ 

κνλαδηθά ASVs/OTUs ζην θάζε ζχλνιν εθαξκφδνληαο ηελ εληνιή qiime feature-table filter-

features. Απηά ηα ζηνηρεία, πνπ θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ, ελδέρεηαη λα κελ 

αληηπξνζσπεχνπλ ηελ πξαγκαηηθή βηνινγηθή πνηθηιφηεηα, αιιά λα έρνπλ πξνθχςεη απφ 

ζθάικαηα ηεο ελίζρπζεο PCR, ηεο αιιεινχρηζεο ή θαη ζε θάπνηεο πεξηπηψζεηο ιφγσ 

επηκφιπλζεο θαη ε ζπγθξάηεζή ηνπο κπνξεί λα νδεγήζεη ζε εζθαικέλα απμεκέλε 

πνηθηινκνξθία ζηηο πεξαηηέξσ αλαιχζεηο (Cao et al., 2020). Έηζη, αθαηξνχληαη νη ηαμηλνκηθέο 

θαηεγνξίεο πνπ παξέρνπλ ζρεηηθή αθζνλία κηθξφηεξε απφ 0,002% ζην θάζε ζχλνιν 

δεδνκέλσλ μερσξηζηά. Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηεο επίδξαζεο ηνπ θηιηξαξίζκαηνο κε βάζε ηελ 

ζρεηηθή αθζνλία ζηα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ εθαξκνγή ησλ δηαθνξεηηθψλ 

workflows, θαηαζθεπάδνληαη επηπιένλ δηαγξάκκαηα ξάβδσλ θαη Venn πξηλ θαη κεηά ην 

θηιηξάξηζκα. Ο ζθνπφο απηψλ ησλ δηαγξακκάησλ είλαη γηα ηελ εμέηαζε ηνπ αξηζκνχ θαη ησλ 

θνηλψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζηα δηαθνξεηηθά ηαμηλνκηθά επίπεδα αληίζηνηρα. 

Δπηπξφζζεηα, γηα ηνλ έιεγρν ηεο ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, 

θαηαζθεπάδνληαη δηαγξάκκαηα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδνπλ ηελ ζρεηηθή αθζνλία ησλ 

βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν θπιήο ζε θάζε δείγκα θαη γηα ηα ηξία 

ζχλνια δεδνκέλσλ, ρξεζηκνπνηψληαο ηελ εληνιή qiime taxa barplot. Σέινο, κε ηελ εθαξκνγή 

ηεο εληνιήο qiime taxa filter-table, αθαηξνχληαη νη ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο θαη απφ ηα ηξία 

ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ ζεσξνχληαη κε αλακελφκελεο γηα ηα δείγκαηα αίκαηνο θαη 

ραξαθηεξίδνληαη απνηέιεζκα επηκφιπλζεο βάζε βηβιηνγξαθίαο. 

 

2.3.9 Αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο 

΢θνπφο ηνπ βηνπιεξνθνξηθνχ ζηαδίνπ ηεο αλάιπζεο πνηθηινκνξθίαο είλαη ε 

δηεξεχλεζε θαη ε ζχγθξηζε ηεο α-πνηθηινκνξθίαο κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ. Γηα ηελ επίηεπμε 

απηνχ ηνπ ζθνπνχ, ζηελ παξνχζα εξγαζία επηρεηξείηαη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ δεηθηψλ α-

πνηθηινκνξθίαο Shannon, έλα πνζνηηθφ κέηξν ηνπ πινχηνπ θαη ηεο νκνηνκνξθίαο κηαο 

βαθηεξηαθήο θνηλφηεηαο, γηα θάζε δείγκα ηνπ θάζε ζπλφινπ δεδνκέλσλ πνπ πξνέθπςαλ απφ 

ηελ εθαξκνγή ησλ 3 δηαθνξεηηθψλ workflows. Η πιαηθφξκα ηνπ QIIME2 παξέρεη ηελ 

δπλαηφηεηα ππνινγηζκνχ απηνχ ηνπ δείθηε κέζσ ηεο εληνιήο qiime diversity core-metrics-

phylogenetic. ΢εκεηψλεηαη φηη ε ζπγθεθξηκέλε εληνιή πξνζδηνξίδεη ηαπηφρξνλα θαη άιιεο 

κεηξήζεηο πνηθηινκνξθίαο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ησλ απνζηάζεσλ β-πνηθηινκνξθίαο, αιιά 

ε παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία επηθεληξψλεηαη ζηηο κεηξήζεηο πνπ αθνξνχλ κφλν ζην 

δείθηε ηνπ Shannon. Η εθαξκνγή ηεο εληνιήο ππνινγηζκνχ δεηθηψλ πνηθηινκνξθίαο απαηηεί 

σο δεδνκέλα εηζφδνπ ηo artifact πνπ εκπεξηέρεη ηα ASVs/OTUs θαζψο θαη ηνλ αξηζκφ ησλ 
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αλαγλσζκάησλ πνπ ηα ζπλνδεχνπλ, έλα artifact πνπ εκπεξηέρεη ηηο θπινγελεηηθέο ζρέζεηο ησλ 

αιιεινπρηψλ πνπ παξέρνπλ ηα ASVs/OTUs θαη κία ηηκή νξηζκέλε απφ ηελ ρξήζηε πνπ 

αθνξά ην βάζνο δεηγκαηνιεςίαο, ή αιιηψο αιιεινχρηζεο. ΢πλεπψο, πξηλ ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ησλ δεηθηψλ Shannon, ε εληνιή πξνυπνζέηεη λα θαηαζθεπαζηεί έλα θπινγελεηηθφ δέληξν απφ 

ηα παξαγφκελα ASVs/OTUs, ην νπνίν δελ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ 

κεηξήζεσλ ηνπ δείθηε Shannon, αιιά γηα ηηο άιιεο εμαγφκελεο κεηξήζεηο. Δπίζεο, πξέπεη λα 

νξηζηεί θαη ν αξηζκφο αλαγλσζκάησλ πνπ ζα πξέπεη λα παξέρεη ην θάζε δείγκα γηα ην θάζε 

δηαθνξεηηθφ ζχλνιν δεδνκέλσλ ησλ 3 workflows.  

Πξνθεηκέλνπ λα θαηαζθεπαζηεί ην θπινγελεηηθφ δέληξν ηνπ θάζε ζπλφινπ 

δεδνκέλσλ, είλαη αλαγθαίν λα πξνζδηνξηζηνχλ νη θπινγελεηηθέο θαη ζπγγεληθέο ζρέζεηο ησλ 

αιιεινπρηψλ πνπ ηαμηλνκήζεθαλ. Η δηαδηθαζία απηή επηηπγράλεηαη ρξεζηκνπνηψληαο ηελ 

εληνιή qiime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree, ε νπνία αμηνπνηεί ηνλ αιγφξηζκν 

FastTree (Price et al., 2010) ηνπ νπνίνπ ε βαζηθή ιεηηνπξγία είλαη ε επζπγξάκκηζε ησλ 

αιιεινπρηψλ θαη ε δεκηνπξγία θπινγελεηηθνχ δέληξνπ βάζεη ησλ θνηλψλ αληηζηνηρίζεσλ 

επζπγξάκκηζεο. Σα δεδνκέλα εηζφδνπ είλαη ηα artifacts πνπ παξέρνπλ ηηο αιιεινπρίεο ησλ 

ASVs θαη OTUs θαη ηα δεδνκέλα εμφδνπ είλαη νη θπινγελεηηθέο πιεξνθνξίεο απηψλ ησλ 

αιιεινπρηψλ κέζσ θπινγελεηηθνχ δέληξνπ. 

Γεδνκέλνπ φηη ν αξηζκφο αλαγλσζκάησλ γηα θάζε δείγκα πνηθίιεη, πξέπεη λα 

επηιερζεί ην θαηάιιειν βάζνο αιιεινχρηζεο γηα ην θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ έηζη ψζηε λα 

είλαη φζν ηνλ δπλαηφλ αληηθεηκεληθέο θαη αμηφπηζηεο νη κεηξήζεηο πνηθηινκνξθίαο θαη 

ζηαηηζηηθνί έιεγρνη πνπ ζα εθαξκνζηνχλ ζηελ ζπλέρεηα. Η δηαδηθαζία απηή επηηπγράλεηαη κε 

ηελ θαηαζθεπή θακππιψλ αξαίσζεο (rarefaction curves), νη νπνίεο απνηεινχλ κηα 

δηαγξακκαηηθή απεηθφληζε ηνπ αξηζκνχ ησλ παξαηεξνχκελσλ ASVs/OTUs σο ζπλάξηεζε 

ησλ αξηζκψλ ησλ αλαγλσζκάησλ/αιιεινπρηψλ πνπ ηα αληηπξνζσπεχνπλ γηα θάζε δείγκα. Με 

απηφλ ηνλ ηξφπν, δίλεηαη ε δπλαηφηεηα ηνπ πξνζδηνξηζκνχ ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο πνπ 

απαηηεί ην θάζε δείγκα πξνθεηκέλνπ λα θαιπθζεί επαξθψο ε πνηθηινκνξθία ηνπο. ΢πλεπψο, 

γηα ηελ εμέηαζε ησλ θακπχισλ αξαίσζεο, ρξεζηκνπνηείηαη ε εληνιή qiime diversity alpha-

rarefaction, θαηά ηελ νπνία απαηηνχληαη σο δεδνκέλα εηζφδνπ ηα αξρεία ησλ ASVs/OTUs 

θαζψο θαη ησλ θπινγελεηηθψλ δέληξσλ πνπ παξάρζεθαλ ζε πξνεγνχκελν ζηάδην γηα ην θάζε 

ζχλνιν δεδνκέλσλ. Σν βάζνο αιιεινχρηζεο (d), δειαδή ν αξηζκφο ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ 

εθηηκάηαη φηη θαιχπηεη φιε ηελ πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ γηα ην θάζε ζχλνιν, νξίδεηαη 

γηα ην DADA2 ίζν κε dDADA=22157, γηα ην Deblur ίζν κε dDeblur=8459  θαη γηα ην VSEARCH 

ίζν κε dVSEARCH=24059.  

΢ηελ ζπλέρεηα, ππνινγίδνληαη νη κεηξήζεηο α-πνηθηινκνξθίαο Shannon ζε θάζε 

δείγκα γηα ην θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ εθαξκφδνληαο ηελ πξναλαθεξφκελε εληνιή θαη 

θαηαζθεπάδεηαη έλα ζεθφγξακκα αληίζηνηρα γηα ηηο ηξείο βαζηθέο νκάδεο δεηγκάησλ, δειαδή 

ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο πξηλ (before_treatment) θαη κεηά (after_treatment) ηελ ρνξήγεζε 

αληηςπρσζηθψλ θαξκάθσλ θαη ηα δείγκαηα αξλεηηθνχ ειέγρνπ (controls), ρξεζηκνπνηψληαο 

ηελ εληνιή qiime diversity alpha-group-significance. Με ηελ ρξήζε ηεο ίδηαο εληνιήο, 

εθηειείηαη απηφκαηα θαη ν ζηαηηζηηθφο έιεγρνο Kruskal-Wallis κεηαμχ ησλ ηηκψλ ηηο α-

πνηθηινκνξθίαο ησλ 3 απηψλ νκάδσλ γηα λα εμεηαζηνχλ ηπρφλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο.  
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3 Απνηειέζκαηα 

3.1 Βαζηθά Φαξαθηεξηζηηθά Πξσηνγελώλ Γεδνκέλσλ 

Με ηελ εηζαγσγή ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ ζην QIIME2, δίλεηαη ε δπλαηφηεηα λα 

κειεηεζνχλ ηα βαζηθά ραξαθηεξηζηηθά απηψλ, ηα νπνία πεξηιακβάλνπλ ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρεη ην θάζε δείγκα, κία πξνζεγγηζηηθή ηηκή ηνπ κήθνπο ησλ paired-

end αλαγλσζκάησλ ζε bp, θαζψο θαη κηα δηαγξακκαηηθή πξνζέγγηζε ησλ ηηκψλ βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο ζέζεο ησλ αλαγλσζκάησλ. Τπελζπκίδεηαη φηη γηα ηηο πξνζεγγηζηηθέο ηηκέο ηνπ 

κήθνπο ησλ αλαγλσζκάησλ θαη ηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο ζέζεο επηιέρζεθε απηφκαηα απφ 

ην πξφγξακκα έλα ηπραίν δείγκα 10000 αλαγλσζκάησλ απφ ηα ζπλνιηθά. Δπηπιένλ, ν 

αξηζκφο paired-end αλαγλσζκάησλ ηαπηίδεηαη κε ηνλ αξηζκφ εκπξφζζησλ (forward) θαη 

αλάζηξνθσλ (reverse) κηθξν-αλαγλσζκάησλ αληίζηνηρα (Παξάξηεκα 1). 

Ο ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ παξαγφκελσλ paired-end αλαγλσζκάησλ είλαη ίζνο κε  

11148151 (Πίλαθαο 3.1), κε ην θάζε δείγκα λα παξέρεη θαηά κέζν φξν 259259 

αλαγλψζκαηα. Ο ειάρηζηνο αξηζκφο paired-end αλαγλσζκάησλ πνπ παξνπζηάδεηαη ζηα 

δείγκαηα είλαη ίζνο κε  126881 θαη ν κέγηζηνο 635568, πνπ ζεκαίλεη φηη ηα δείγκαηα 

παξέρνπλ θαηά πνιχ κεγαιχηεξν αξηζκφ παξαγφκελσλ αλαγλσζκάησλ απφ ηνλ πξνηεηλφκελν 

γηα ηελ ηθαλνπνηεηηθή πεξηγξαθή ηεο βαθηεξηαθήο ζχζηαζήο ηνπ (Bukin et al., 2019). 

Ιδαληθά, ζην ηέινο ηεο βηνπιεξνθνξηθήο επεμεξγαζίαο ζα ήηαλ επηζπκεηφ ν αξηζκφο 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ λα θαηαιήμνπλ εμίζνπ εληφο ηνπ νξίνπ ησλ 10000 κε 15000 

αλαγλσζκάησλ (Bukin et al., 2019). Σα πεξηζζφηεξα δείγκαηα παξέρνπλ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ αξθεηά θνληά ζην κέζν φξν, κε εμαίξεζε απηψλ ησλ αθξαίσλ ηηκψλ (Σρήκα 

3.1). ΢πγθεθξηκέλα, ην δείγκα κε ηνλ ειάρηζην αξηζκφ paired-end αλαγλσζκάησλ, πνπ 

αληηζηνηρεί ζε δείγκα ειέγρνπ (NTC), παξέρεη ζεκαληηθά ρακειφηεξν ζε ζρέζε κε ηα 

ππφινηπα δείγκαηα, ελψ ην δείγκα κε ηνλ κέγηζην αξηζκφ, πνπ αληηζηνηρεί ζε δείγκα αίκαηνο 

ηνπ πξψηνπ αζζελή, παξνπζηάδεη αθφκα πην έληνλε δηαθνξά (Παξάξηεκα 1).  

Πίλαθαο 3.1 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ ζπλνιηθά ηα 

δείγκαηα. 

 
Αξηζκόο paired-end αλαγλσζκάησλ 

Διάρηζηνο 126,881 

Μέζνο όξνο 259,259 

Μέγηζηνο 635,568 

Σπλνιηθόο 11,148,151 
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Σρήκα 3.1 Ιζηφγξακκα ζπρλφηεηαο δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ηηκή αξηζκνχ paired-end 

αλαγλσζκάησλ. 

Σν κήθνο ηεο ζπληξηπηηθήο πιεηνςεθίαο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ησλ 

πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ (91%) είλαη ίζν κε 251 bp, πνπ είλαη ηζνδχλακν κε ην κέγηζην κήθνο 

πνπ είλαη ηθαλή λα αιιεινπρίζεη ε πιαηθφξκα Illumina MiSeqPE250, ε νπνία παξάγεη 

paired-end 2 x 250 bp αλαγλψζκαηα θαη ε πξνζήθε κίαο ηειηθήο βάζεο ζηα κηθξν-

αλαγλψζκαηα νθείιεηε ζηελ ηερλνινγίαο ηεο (Πίλαθαο 3.2). Σα δεδνκέλα θέξνπλ θαη 

αλαγλψζκαηα κηθξφηεξνπ κήθνπο, αιιά δελ απέρνπλ πνιχ απφ ην πξναλαθεξφκελν κέγηζην 

κήθνο. Σν ειάρηζην κήθνο ησλ εκπξφζζησλ αλαγλσζκάησλ είλαη 237 bp θαη ησλ 

αλάζηξνθσλ αλαγλσζκάησλ 246 bp αληίζηνηρα. Σα ειάρηζηα κήθε αληηζηνηρνχλ ζην 2% ηνπ 

ζπλνιηθνχ πιεζπζκνχ ησλ αλαγλσζκάησλ. Σν κήθνο ησλ ππφινηπσλ αλαγλσζκάησλ (7%) 

πξνέθπςε ίζν κε 250 bp. 

Η πνηφηεηα ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ παξνπζηάδεηαη αξθεηά ηθαλνπνηεηηθή. 

Καηά πξνζέγγηζε, ε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred αλά βάζε εθηηκάηαη λα είλαη ίζν κε 20, ελψ 

κηθξφηεξεο ηηκέο εθηηκνχληαη λα είλαη κεγαιχηεξεο απφ 10 (Σρήκα 3.2). Απηφ ζεκαίλεη φηη ην 

πνζνζηφ ζθάικαηνο αλά βάζε είλαη πεξίπνπ 0.01%, ελψ ζηελ ρεηξφηεξε πεξίπησζε είλαη 

0.1%. Αλακελφκελε είλαη ε παξαηήξεζε ησλ βαζκνινγηψλ βάζεσλ ζηα άθξα ησλ 

αλαγλσζκάησλ πνπ ηείλνπλ λα παξέρνπλ ρακειφηεξε βαζκνινγία πνηφηεηαο ζε ζρέζε κε ην 

θεληξηθφ ηνπ θνκκάηη, κε ην θαηλφκελν λα παξνπζηάδεηαη πην έληνλα ζην δεμί άθξν (Tan et 

al., 2019). Σν γεγνλφο φηη ε πνηφηεηα ησλ βάζεσλ ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ είλαη 

ηθαλνπνηεηηθή δελ αλαηξεί ηελ αλάγθε ηνπ πνηνηηθνχ ειέγρνπ ζε κεηαγελέζηεξεο αλαιχζεηο, 

δηφηη ην πνζνζηφ 0.1% πηζαλφηεηαο λα έρεη πξνθχςεη κηα βάζε ιφγσ ζθάικαηνο είλαη αξθεηά 

ζεκαληηθφ θαη επηβιαβέο ζηελ έθηαζε ησλ 11·10
6
 αλαγλσζκάησλ. Όκσο, είλαη εμίζνπ 

ζεκαληηθφ λα αλαθεξζεί φηη ε πιαηθφξκα Illumina παξείρε δεδνκέλα αιιεινχρηζεο κε 

πξνζεγγηζηηθά πάλσ απφ 99% αμηνπηζηία. 
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Σρήκα 3.2 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ πξσηνγελψλ (Α) εκπξφζζησλ 

θαη (Β) αλάζηξνθσλ αλαγλσζκάησλ αληίζηνηρα.  

 

3.2 Απνθνπή Με-Βηνινγηθώλ Δθθηλεηώλ 

Η δηαδηθαζία απνθνπήο ησλ κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ηνπο 

εθθηλεηέο νδήγεζε ζηελ κείσζε ηνπ κήθνπο ησλ αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη ζηελ βειηίσζε 

ηεο πνηφηεηάο ηνπο, ελψ δελ παξαηεξήζεθε κεηαβνιή φζνλ αθνξά ζηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ. Γεδνκέλνπ φηη ηα κήθε ησλ αιιεινπρηψλ πνπ αθαηξέζεθαλ είλαη 17 bp θαη 

21 bp γηα ηα εκπξφζζηα θαη αλάζηξνθα αλαγλψζκαηα αληίζηνηρα, παξαηεξείηαη αληίζηνηρε 

κεηαβνιή ηνπ ζπλνιηθνχ κήθνπο αλαγλσζκάησλ θαηά ηελ αθαίξεζε απηψλ (Πίλαθαο 3.2). Η 

απνθνπή ησλ κε–βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ απφ ηα paired-end αλαγλψζκαηα νδήγεζε θαη 

ζηελ αθαίξεζε ησλ αξρηθψλ βάζεσλ πνπ είραλ ρακειφηεξε πνηφηεηα ζε ζρέζε κε απηά πνπ 

βξίζθνληαη ζηε θεληξηθή πεξηνρή. Γηα απηφλ ηνλ ιφγν, παξαηεξείηαη βειηίσζε ηεο 

βαζκνινγίαο πνηφηεηαο πνπ παξέρνπλ νη βάζεηο ζην αξηζηεξφ άθξν ησλ αλαγλσζκάησλ 

(Σρήκα 3.3). 

Πίλαθαο 3.2 Σν κήθνο ησλ εκπξφζζησλ θαη αλάζηξνθσλ αλαγλσζκάησλ πξηλ θαη κεηά ηελ αθαίξεζε 

κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ 

Πνζνζηηαίν πιήζνο 

αλαγλσζκάησλ 

Μήθνο αλαγλσζκάησλ ζε bp 

Δκπξφζζηα Αλαγλψζκαηα Αλάζηξνθα Αλαγλψζκαηα 

Πξσηνγελή Μεηά ηελ αθαίξεζε Πξσηνγελή Μεηά ηελ αθαίξεζε 

2% 237 220 246 225 

7% 250 233 250 229 

91% 251 234 251 230 
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Σρήκα 3.3 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ (Α) εκπξφζζησλ θαη (Β) 

αλάζηξνθσλ αλαγλσζκάησλ κεηά ηελ απνθνπή ησλ κε-βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ. Παξαηεξείηαη 

βειηίσζε ηεο πνηφηεηαο ζην αξηζηεξφ άθξν ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

3.3 Σπγρώλεπζε paired- end Αλαγλσζκάησλ 

Σα απνηειέζκαηα ησλ ζπγρσλεπκέλσλ paired-end αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο 

ηηκέο ηνπ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο σο πξνο ηνλ αξηζκφ ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ, ηελ πνηφηεηα απηψλ θαζψο θαη ην πξνζεγγηζηηθφ κήθνο ηνπο δελ 

παξνπζηάδνπλ ηδηαίηεξεο κεηαβνιέο κεηαμχ ηνπο. Παξφια απηά, ε ζπλνιηθή εηθφλα ησλ 

δεδνκέλσλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ επεμεξγαζία ηνπο παξνπζηάδεη ζεκαληηθή δηαθνξά ζε 

ζρέζε κε απηή ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ. Τπελζπκίδεηαη φηη ηα απνηειέζκαηα ηεο 

παξνχζαο ππνελφηεηαο έρνπλ πξνθχςεη απφ ην επεμεξγαζηηθφ βήκα ησλ workflows ηνπ 

Deblur θαη VSEARCH (Σρήκα 2.2), δειαδή χζηεξα ηεο δηαδηθαζίαο απνθνπήο ησλ κε-

βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ (2.3.2). 

Πην αλαιπηηθά, παξαηεξήζεθε φηη αλαθηήζεθε πεξίπνπ ην 79% ησλ αλαγλσζκάησλ 

θαηά ηελ νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο, πνπ ζεκαίλεη φηη πεξίπνπ ην 21% ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ δελ παξείρε ηηο απαξαίηεηεο πξνδηαγξαθέο γηα ηελ ζπγρψλεπζε ηνπο 

(Πίλαθαο 3.3). Απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ηα paired-end αλαγλψζκαηα πνπ 

απνξξίθζεθαλ πξνέξρνληαη απφ ηελ αιιεινχρηζε ακπιηθνλίσλ ησλ νπνίσλ ην κήθνο ηνπο 

ήηαλ κεγαιχηεξν απφ 500 bp, θαη ζπλεπψο ε πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο δελ θαηάθεξε λα 

πξνζδηνξίζεη ηηο αιιεινπρίεο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Δπηπιένλ, ππάξρεη ε 

πηζαλφηεηα ηα άθξα απηψλ ησλ αλαγλσζκάησλ λα παξέρνπλ ζε έλα κεγάιν βαζκφ 

εζθαικέλεο βάζεηο, κε απνηέιεζκα λα κελ θαηαθέξνπλ λα βξνπλ ηα δεχγε ηνπο θαηά ηελ 

ζπγρψλεπζή ηνπο. Αλαπφθεπθηε είλαη ε ειαθξψο κηθξφηεξε αλάθηεζε ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ θαζψο απμάλεηαη ε ηηκή ηνπ ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  

Πίλαθαο 3.3 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ ζπλνιηθά ηα 

δείγκαηα ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  ΢ηελ 

παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ην πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ 

πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ.  

 Αξηζκόο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ  

Overlapmin 10 20 30 

Διάρηζηνο 117272 117271 117271 

Μέζνο όξνο 205986 205832 205398 

Μέγηζηνο 576207 575660 575630 

Σπλνιηθόο 8857412 (79,45%) 8850783 (79,39%) 8832154 (79,23%) 
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Ο κέζνο φξνο ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη νη αθξαίεο ηηκέο ησλ δεηγκάησλ 

κεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξνπζηάδνπλ 

ηδηαίηεξεο κεηαβνιέο. Όκσο, ζε ζρέζε κε ηελ αξρηθή εηθφλα ησλ δεδνκέλσλ, παξνπζηάδεηαη 

αηζζεηή κείσζε ζηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα (Παξάξηεκα 1), ε νπνία έρεη θέξεη 

ζαλ απνηέιεζκα ηελ κείσζε ησλ δηαθπκάλζεσλ ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ κεηαμχ απηψλ 

(Παξάξηεκα 2). Δμαίξεζε απνηειεί ην δείγκα πνπ παξέρεη ηνλ κέγηζην αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ, ην νπνίν παξνπζηάδεη αθφκα έληνλε δηαθνξά ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα 

δείγκαηα. 

Όζνλ αθνξά ζην κήθνο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, δελ 

παξαηεξνχληαη έληνλεο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin) (Πίλαθαο 3.4). Η πιεηνςεθία ησλ ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ πξνθχπηεη λα έρνπλ κήθνο 427 bp, πνπ αληηθαηνπηξίδεη ηθαλνπνηεηηθά ην 

κήθνο ησλ πεξηνρψλ V3-V4 ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA βάζεη βηβιηνγξαθίαο (Vargas-Albores et 

al., 2017). Δμίζνπ ηθαλνπνηεηηθφ πξνζεγγηζηηθφ κήθνο απνηεινχλ νη ηηκέο 405 θαη 407 bp 

πνπ παξέρνπλ έλα κηθξφ πνζνζηφ ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ. Όκσο, πεξίπνπ ην 

10% απηψλ παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθά κηθξφηεξν κήθνο, θαηά πξνζέγγηζε 251 bp, πνπ 

δειψλεη φηη ε επηθαιππηφκελε πεξηνρή απηψλ ησλ αλαγλσζκάησλ ήηαλ φιν ην κήθνο ησλ 

paired-end κηθξν-αλαγλσζκάησλ. Αλ θαη ππάξρεη πεξίπησζε λα απνηεινχλ αλαγλψζκαηα 

πνπ πξνέξρνληαη απφ ηελ αιιεινχρηζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, θαηά πάζα πηζαλφηεηα είλαη 

απνηέιεζκα ζθαικάησλ ηνπ ζηαδίνπ ηεο θαηαζθεπήο κεηαγνληδησκαηηθήο βηβιηνζήθεο, θαη 

ελδερνκέλσο είλαη ρηκαηξηθέο αιιεινπρίεο. 

Πίλαθαο 3.4 Σν πξνζεγγηζηηθφ κήθνο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο ηηκέο 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  

Αζξνηζηηθή πνζνζηηαία 

θαηαλνκή δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ 

Μήθνο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ (bp) γηα: 

Overlapmin =10 Overlapmin =20 Overlapmin =30 

2% 247 247 247 

9% 251 251 251 

25% 405 407 407 

50% 427 427 427 

75% 427 427 427 

91% 427 427 427 

98% 428 428 428 

Όζνλ αθνξά ζηελ πνηφηεηα ησλ αλαγλσζκάησλ, δελ παξαηεξείηαη κεηαβνιή ζηηο 

δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Σρήκα 3.4). Παξφια απηά, 

παξαηεξείηαη έληνλε δηαθνξά ζηελ ζπλνιηθή εηθφλα ηεο πνηφηεηαο ησλ αλαγλσζκάησλ θαηά 

ηελ νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο ζπγρψλεπζεο. Καη ηα δχν άθξα ησλ ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ παξέρνπλ πηα εμαηξεηηθά ςειή πνηφηεηα βάζεσλ, ελψ παξαηεξείηαη έληνλε 

δηαθχκαλζε ζηελ θεληξηθή πεξηνρή ηνπο. Μάιηζηα, ε πνηφηεηα ησλ βάζεσλ ηεο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (200-240 bp) ραξαθηεξίδεηαη άςνγε, κε ηελ ειάρηζηε ηηκή 

βαζκνινγίαο Phred λα είλαη ίζε κε 25, πνπ ζεκαίλεη φηη νη βάζεηο έρνπλ πνζνζηφ αμηνπηζηίαο 

άλσ ηνπ 99,99%. Σν θαηλφκελν απηφ νθείιεηαη ζην φηη ε απφδνζε ηεο ζπγρψλεπζεο ησλ 

αλαγλσζκάησλ ήηαλ εμαηξεηηθά κεγάιε, θαη ε απνηειεζκαηηθή ζπζηνηρία ησλ βάζεσλ 

νδήγεζε ζηελ αχμεζε ησλ Phred βαζκνινγηψλ ηνπο. ΢πλεπψο, ν κεηαζρεκαηηζκφο πξνο 

αχμεζε ηεο πνηφηεηαο απηήο ηεο πεξηνρήο δειψλεη ηελ ζεκαληηθά πςειή αμηνπηζηία ηεο. 

Φπζηθά, νη πεξηνρέο πνπ βξίζθνληαη γχξσ απφ ηελ επηθαιππηφκελε πεξηνρή παξέρνπλ πνιχ 
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ρακειφηεξεο βαζκνινγίεο πνηφηεηαο ζε ζρέζε κε απηέο πνπ κεηαζρεκαηίζηεθαλ, δηφηη 

παξέκεηλαλ ζηελ ίδηα θαηάζηαζε πξν ζπγρψλεπζεο.  

 

Σρήκα 3.4 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ γηα ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, φπνπ (Α) 

Overlapmin=10, (B) Overlapmin=20 θαη (Γ) Overlapmin=30. Γελ παξαηεξνχληαη ζεκαληηθέο αιιαγέο 

ηεο πνηφηεηαο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηαθνξεηηθέο ηηκέο Overlapmin. 

 

3.4 Φηιηξάξηζκα Φακειήο Πνηόηεηαο Αλαγλσζκάησλ 

Τπελζπκίδεηαη φηη ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο ππνελφηεηαο έρνπλ πξνθχςεη απφ 

ην επεμεξγαζηηθφ βήκα ησλ workflows ηνπ Deblur θαη VSEARCH, δειαδή χζηεξα ηεο 

δηαδηθαζίαο ζπγρψλεπζεο paired-end αλαγλσζκάησλ (2.3.3). Σα δεδνκέλα πνπ πξνέθπςαλ 

κεηά ηελ δηαδηθαζία αθαίξεζεο ρακειήο πνηφηεηαο ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο 

δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο Phred αλά βάζε παξνπζηάδνπλ ζρεηηθέο 

δηαθνξνπνηήζεηο κεηαμχ ηνπο, κε ηελ δηαθχκαλζε ηνπ πνζνζηηαίνπ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ λα είλαη πεξίπνπ 40% κε 63% (Πίλαθαο 3.5). Οη δηαθνξέο ησλ 

απνηειεζκάησλ κεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

ραξαθηεξίδνληαη ακειεηέεο, φπνπ θαηά ηελ αχμεζε απηνχ ηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο 

επηθέξεη πξνζεγγηζηηθά ηελ κείσζε ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ηεο ηάμεσο ηνπ 0.02% 

έσο 0.16%. Όκσο θαηά ηελ αχμεζε ηεο ειάρηζηεο απαηηνχκελεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά 

βάζε παξαηεξείηαη αηζζεηά ε κείσζε ησλ ζπλνιηθά δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ. Δλψ 

κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ ησλ Qmin=20 θαη 22 δελ έρνπλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο, φπνπ 

παξνπζηάδεηαη δηαθνξνπνίεζε πεξίπνπ 0.5%, ηα δεδνκέλα ηεο παξακέηξνπ Qmin=26 

παξνπζηάδεη πξνζεγγηζηηθά 20% ιηγφηεξα δηαηεξεηέα αλαγλψζκαηα ζε ζρέζε κε ηα 

ππφινηπα.  
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Πίλαθαο 3.5 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ησλ ζπλνιηθψλ δεηγκάησλ ζηηο 

δηαθνξέο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο θαη ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. 

΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ 

αλαγλσζκάησλ. 

  Αξηζκόο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα Overlapmin=10 θαη: 

Qmin 20 22 26 

Διάρηζηνο 91941 91346 46067 

Μέζνο όξνο 164956 163578 103812 

Μέγηζηνο 454022 450639 281793 

Σπλνιηθόο 7093128 (63,63%) 7033867 (63,09%) 4463950 (40,04%) 

  Αξηζκόο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα Overlapmin=20 θαη: 

Qmin 20 22 26 

Διάρηζηνο 91941 91346 46067 

Μέζνο όξνο 164847 163469 103803 

Μέγηζηνο 453580 450198 281778 

Σπλνιηθόο 7088449 (63,58%) 7029209 (63,05%) 4463568 (40,02%) 

  Αξηζκόο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα Overlapmin=30 θαη: 

Qmin 20 22 26 

Διάρηζηνο 91941 91346 46067 

Μέζνο όξνο 164556 163180 103756 

Μέγηζηνο 453559 450177 281778 

Σπλνιηθόο 7075916 (63,47%) 7016748 (62,94%) 4461532 (40,02%) 

Ο κέζνο φξνο ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ ησλ δεηγκάησλ θαζψο θαη νη αθξαίεο ηηκέο 

απηψλ παξνπζηάδνπλ αληίζηνηρεο κεηαβνιέο κε απηέο ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ. Μεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

θαη ζπγθεθξηκέλα ησλ ηηκψλ ειάρηζηεο βαζκνινγία πνηφηεηαο Qmin=20 θαη 22 δελ 

παξνπζηάδνληαη ηδηαίηεξεο δηαθνξέο ηα απνηειέζκαηά ηνπο, ελψ ηα απνηειέζκαηα ηεο ηηκήο 

Qmin=26 παξνπζηάδνπλ ηελ πην έληνλε κείσζε ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα 

(Παξάξηεκα 3). Η ζπλνιηθή εηθφλα ησλ απνηειεζκάησλ παξνπζηάδεη ηελ αηζζεηή κείσζε 

ζηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα, ε νπνία έρεη θέξεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ αθφκα πην 

έληνλε κείσζε ησλ δηαθπκάλζεσλ ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ κεηαμχ απηψλ (Παξάξηεκα 

4). Δμαίξεζε ζπλερίδεη λα απνηειεί ην δείγκα πνπ παξέρεη ηνλ κέγηζην αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ, ην νπνίν παξνπζηάδεη αθφκα έληνλε δηαθνξά ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα.  

Όζνλ αθνξά ζην κήθνο ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, κεηαμχ ησλ 

απνηειεζκάησλ ζηηο δηάθεξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ 

παξνπζηάδνληαη δηαθνξέο (Πίλαθαο 3.6). Αληίζηνηρα, ηα δεδνκέλα ησλ ηηκψλ ειάρηζηεο 

βαζκνινγία πνηφηεηαο Qmin=20 θαη 22 δελ παξνπζηάδνληαη δηαθνξέο ελψ ηα απνηειέζκαηα 

ηνπ Qmin=26 θαίλεηαη λα έρνπλ κεγαιχηεξν πνζνζηφ αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ κήθνο 

250 bp. Απηφ ζεκαίλεη φηη ε επηπιένλ αχμεζε ηεο απαηηνχκελεο πνηφηεηαο ησλ 

αλαγλσζκάησλ επηθέξεη ηελ κείσζε αλαγλσζκάησλ κε κήθνο 400 bp θαη άλσ, 

απνξξίπηνληαο έηζη πιηθφ πνπ ην νπνίν φκσο αληηθαηνπηξίδεη πεξηζζφηεξν ηελ ζηνρεπφκελε 

πεξηνρή V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. 

Η ζπλνιηθή πνηφηεηα ησλ αλαγλσζκάησλ παξνπζηάδεη αλακελφκελα βειηίσζε κεηά 

ηελ δηαδηθαζία θηιηξαξίζκαηνο ρακειήο πνηφηεηαο αλαγλσζκάησλ (Σρήκα 3.5). Μεηαμχ ησλ 
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δηάθνξσλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξνπζηάδνληαη 

ζεκαληηθέο δηαθνξέο θαζψο θαη κεηαμχ ησλ ηηκψλ ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο Qmin=20 

θαη 22. Η πνηφηεηα ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ έρνπλ ππνζηεί πην απζηεξφ πνηνηηθφ έιεγρν κε 

Qmin=26 παξνπζηάδνπλ πνιχ κεγαιχηεξε αμηνπηζηία, κε ηελ πιεηνςεθία απηψλ λα έρνπλ 

πνηφηεηα αλά βάζε πάλσ απφ 35, θαη θαηά επέθηαζε πάλσ απφ 99,999% αμηνπηζηία.  

Πίλαθαο 3.6 Σν πξνζεγγηζηηθφ κήθνο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ θαη πνηνηηθά θηιηξαξηζκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ειάρηζηεο 

βαζκνινγία πνηφηεηαο.  

Αζξνηζηηθή 

πνζνζηηαία 

θαηαλνκή 

αξηζκνύ 

αλαγλσζκάησλ 

Μήθνο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ (bp) 

Overlapmin=30 Overlapmin=30 Overlapmin=30 

Qmin =20 Qmin =22 Qmin =26 Qmin =20 Qmin =22 Qmin =26 Qmin =20 Qmin =22 Qmin =26 

2% 247 247 241 247 247 244 247 247 241 

9% 251 251 248 251 251 248 251 251 248 

25% 385 402 251 386 374 251 374 385 251 

50% 427 427 427 427 427 427 427 427 427 

75% 427 427 427 427 427 427 427 427 427 

91% 427 427 427 427 427 427 427 427 427 

98% 428 428 427 428 428 427 428 428 427 

 

Σρήκα 3.5 Θεθνγξάκκαηα βαζκνινγίαο πνηφηεηαο αλά ζέζε βάζεο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ θαη πνηνηηθά 

θηιηξαξηζκέλσλ αλαγλσζκάησλ γηα ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (B) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26. 
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3.5 Παξαγσγή ASVs θαη OTUs 

Γηα ηελ παξαγσγή ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ ππελζπκίδεηαη φηη ην 

pipeline απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 έρεη ελζσκαησκέλν φιν ηνλ πνηνηηθφ έιεγρν φζνλ 

αθνξά ζηελ ζπγρψλεπζε θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα αλαγλσζκάησλ (Σρήκα 2.2), θαη θαη’ 

επέθηαζε ηα δεδνκέλα εηζφδνπ ηνπ ήηαλ απηά πνπ πξνέθπςαλ κεηά ηελ αθαίξεζε ησλ κε-

βηνινγηθψλ αιιεινπρηψλ (2.3.2). Σα pipeline απνζνξπβνπνίεζεο Deblur θαη νκαδνπνίεζεο 

VSEARCH απαηηνχλ δεδνκέλα εηζφδνπ πνπ έρνπλ ππνζηεί ηνλ πξναλαθεξφκελν πνηνηηθφ 

έιεγρν (2.3.3, 2.3.4). Παξαθάησ, παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα κεηά ηελ εθαξκνγή ησλ 

pipelines DADA2, Deblur θαη VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ζπλζήθεο πνηνηηθνχ 

θηιηξαξίζκαηνο, απνθνπήο αλαγλσζκάησλ φπνπ απηέο εθαξκφδνληαη θαη ζηηο δηάθνξεο ηηκέο 

ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Σα απνηειέζκαηα 

πεξηιακβάλνπλ ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, ησλ παξαγφκελσλ ASVs/OTUs θαη 

κηα επηζθφπεζε ηεο ζπρλφηεηαο απηψλ ζην ζχλνιν ησλ δεδνκέλσλ. Γεδνκέλνπ φηη απηφ ην 

ζηάδην επεμεξγαζίαο κεηαηξέπεη ηα κνλαδηθά αλαγλψζκαηα ζε αληηπξνζσπεπηηθά πνπ 

ζπλνδεχνληαη απφ κηα ηηκή ζπρλφηεηαο, δελ ππάξρεη απφ εδψ θαη ζην εμήο ε δπλαηφηεηα 

επηζθφπεζεο ηεο πνηφηεηαο ησλ αλαγλσζκάησλ. Δθηφο απφ ηα ηειηθά απνηειέζκαηα ηνπ 

pipeline DADA2, απφ ηελ πιαηθφξκα QIIME2 παξέρεηαη ε δπλαηφηεηα επηζθφπεζεο ηνπ 

αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ κεηά απφ θάζε βαζηθφ βήκα επεμεξγαζίαο δεδνκέλσλ 

απηνχ ηνπ pipeline. Σα βήκαηα απηά αθνξνχλ ηελ απνθνπή θαη ην θηιηξάξηζκα κε βάζε ηελ 

κέγηζηε ηηκή αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο, ηελ 

ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θαη ηελ αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ.  

 

3.5.1 DADA2 

Σν πξψην βήκα επεμεξγαζίαο πνπ εθαξκφδεηαη ζην pipeline DADA2 είλαη ν 

πνηνηηθφο έιεγρνο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ν νπνίνο πεξηιακβάλεη ηελ απνθνπή ησλ 

κηθξν-αλαγλσζκάησλ ζην επηζπκεηφ κήθνο θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα κε βάζε ηελ ηηκή 

ηνπ κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ. Η πξψηε εηθφλα απνηειεζκάησλ 

θαλεξψλεη ηελ έληνλε επηξξνή ηεο παξακέηξνπ ησλ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ζηνλ αξηζκφ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ (Παξάξηεκα 11). Πην αλαιπηηθά, ε ηηκή e.e.max=2,5 επηθέξεη 

ηελ κείσζε ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαηά πξνζέγγηζε ζηα 74% κε 80%, ε ηηκή 

e.emax=1,5 αληίζηνηρα ζηα 54% κε 58% θαη ε ηηκή e.e.max=0,5 αληίζηνηρα ζηα 12%, αλάινγα 

ηηο ζπλζήθεο απνθνπήο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. ΢ε αληίζεζε κε ηελ εθαξκνγή 

δηαθνξεηηθήο ηηκήο κέγηζησλ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ε απνθνπή ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ δελ θαίλεηαη λα παξνπζηάδεη ζεκαληηθέο αιιαγέο ζηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ. ΢πγθεθξηκέλα, ηα απνηειέζκαηα παξνπζηάδνπλ κηα απφθιηζε ηεο ηάμεσο 

0,5% έσο 6%, κε ηελ κεγαιχηεξε λα παξνπζηάδεηαη ζηα δεδνκέλα κε ηελ κηθξφηεξε 

απαίηεζε πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο, δειαδή κε e.e.max=2,5. 

Σν επφκελν ζηάδην επεμεξγαζίαο ηνπ DADA2 είλαη ε δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. Σα απνηειέζκαηα απηήο δελ παξνπζηάδνπλ έληνλε κεηαβνιή 

ζε ζρέζε κε ηα απνηειέζκαηα ηνπ πξνεγνχκελνπ ζηαδίνπ. Μάιηζηα, ε απνζνξπβνπνίεζε 

ησλ αλαγλσζκάησλ κεηά ην ζηάδην βαζηθνχ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο θνζηίδεη ζε αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ έλα πνζνζηφ ηεο ηάμεσο 0,09% εψο 0,92%, κε ην κεγαιχηεξν πνζνζηφ λα 

παξνπζηάδεηαη ζηα δεδνκέλα κε e.e.max=2,5 (Παξάξηεκα 12). 

Σν ηειεπηαίν ζηάδην επεμεξγαζίαο ηνπ pipeline είλαη ε ζπγρψλεπζε ησλ 

απνζνξπβνπνηεκέλσλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ην θηιηξάξηζκα πηζαλψλ ρηκαηξηθψλ 
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αλαγλσζκάησλ θαη ε παξαγσγή ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ ASVs ηαπηφρξνλα. 

Με κία πξψηε καηηά, ε επηινγή ηεο ηηκήο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

επηθέξεη ακειεηέα αιιαγή ζηα απνηειέζκαηα κε ζηαζεξέο ζπλζήθεο απνθνπήο 

αλαγλσζκάησλ θαη ηηκέο πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ (Πίλαθαο 3.7). Μάιηζηα, ην 

κέγηζην πνζνζηφ αλαγλσζκάησλ πνπ απνξξίπηεηαη θαηά ηελ αχμεζε ηεο ηηκήο ειάρηζηνπ 

κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ζε ζρέζε κε ηνλ αξρηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ είλαη ηεο 

ηάμεσο 0,4%. Παξφια απηά, ην αληίθηππν ηεο ζπγρψλεπζεο θαη ηεο αθαίξεζεο ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ εκθαλίδεηαη πην έληνλα ζηα δεδνκέλα πνπ έρνπλ κεγαιχηεξε ηηκή πνζνζηνχ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, κε ιίγν παξαπάλσ έκθαζε ζηα δεδνκέλα ρσξίο απνθνπή paired-

end αλαγλσζκάησλ. ΢ε ζρέζε κε ηνλ αξρηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ, ηα δεδνκέλα κε 

e.e.max=2,5 κεηψζεθαλ θαηά 10%-12%, κε e.e.max=1,5 αληίζηνηρα  θαηά 6%-8% θαη κε 

e.e.max=0,5 αληίζηνηρα πεξίπνπ θαηά 1%. Γεδνκέλνπ φηη πξαγκαηνπνηνχληαη ηαπηφρξνλα δχν 

εθαξκνγέο ζε απηφ ην ζηάδην, ε αχμεζε ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ πνπ απνξξίπηνληαη 

θαηά ηελ αχμεζε ηεο ηηκήο ησλ αλακελφλησλ ζθαικάησλ κπνξεί λα νθείιεηαη ζηνπο εμήο 

ιφγνπο: (α) είηε ζηελ απνηπρία ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ιφγσ ηνπ φηη 

ζπληεξήζεθαλ κέρξη εθείλν ην ζηάδην δεχγε αλαγλσζκάησλ πνπ θέξνπλ ζθάικαηα ζην 

ηειηθφ άθξν, (β) είηε ζην γεγνλφο φηη δηαηεξήζεθε κεγαιχηεξνο αξηζκφο ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ. ΢εκαληηθή παξαηήξεζε απνηειεί φηη φζν απμάλεηαη ε απαίηεζε αμηνπηζηίαο 

ησλ αλαγλσζκάησλ, ην πνζνζηφ ζπγρψλεπζεο αλαγλσζκάησλ ηείλεη λα είλαη 100%. ΢ε φια 

ηα παξαπάλσ ζηάδηα, παξαηεξείηε αληίζηνηρε κεηαβνιή ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ αλά 

δείγκα ζε ζρέζε κε ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ (Παξάξηεκα 5, Παξάξηεκα 6, 

Παξάξηεκα 7, Παξάξηεκα 8, Παξάξηεκα 9, Παξάξηεκα 10). Μεηαμχ ησλ δηάθνξσλ 

ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, νη δηαθνξέο σο πξνο ηνλ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα είλαη ακειεηέα θαη ζε θάπνηεο πεξηπηψζεηο κεδεληθή ζε ζηαζεξέο 

ζπλζήθεο απνθνπήο θαη ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ. Δπηπιένλ, 

κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ δηαθνξεηηθά ζελάξηα απνθνπήο 

αλαγλσζκάησλ δελ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή δηαθχκαλζε ζηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ αλά 

δείγκα (Παξάξηεκα 13). Αλακελφκελν είλαη ην αληίθηππν ζηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα φζν απμάλεηαη ε απζηεξφηεηα σο πξνο ηελ πνηφηεηα ησλ 

αλαγλσζκάησλ, θάηη πνπ παξνπζηάζηεθε αληίζηνηρα θαη ζηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ. 

 

Πίλαθαο 3.7 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηειηθψλ δηαηεξεηέσλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζην 

ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ DADA2 ζηηο δηαθνξέο ηηκέο i) κέγηζηνπ πνζνζηνχ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ii) ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη iii) ζπλζήθεο 

απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφ ο απηνχ ζε ζρέζε κε 

ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ. 

 

Αξηζκόο Γηαηεξεηέσλ Αλαγλσζκάησλ κε e.e.max=2,5 

No trim With trim 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 101103 101083 101083 95521 94811 94327 

Μέζνο Όξνο 165166 164922 164591 154275 153711 153449 

Μέγηζηνο 485628 485086 485086 484123 481297 481297 

Σπλνιηθόο 
7502100 

(67,29%) 

7493079 

(67,21%) 

7477953 

(67,08%) 

7112481 

(63,80%) 

7081005 

(63,52%) 

7065359 

(63,38%) 
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Αξηζκόο Γηαηεξεηέσλ Αλαγλσζκάησλ κε e.e.max=1,5 

No trim With trim 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 78642 78642 78642 74522 74033 73736 

Μέζνο Όξνο 122171 122136 122117 114974 114789 114620 

Μέγηζηνο 383417 382922 382922 385584 384374 384374 

Σπλνιηθόο 
5632951 

(50,53%) 

5626164 

(50,47%) 

5615549 

(50,37%) 

5415943 

(48,58%) 

5400165 

(48,44%) 

5389518 

(48,34%) 

 

Αξηζκόο Γηαηεξεηέσλ Αλαγλσζκάησλ κε e.e.max=0,5 

No trim With trim 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 9818 9818 9818 10014 10014 10010 

Μέζνο Όξνο 26078 26039 25978 25984 25981 25948 

Μέγηζηνο 113045 112937 112937 117480 117269 117269 

Σπλνιηθόο 
1299788 

(11,66%) 

1297475 

(11,64%) 

1296367 

(11,63%) 

1310260 

(11,75%) 

1308298 

(11,74%) 

1307449 

(11,73%) 

Ο κέζνο φξνο ηνπ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα θπκαίλεηαη απφ  

25948 έσο 165166, ελψ νη ειάρηζηεο αθξαίεο ηηκέο αληίζηνηρνπ αξηζκνχ θπκαίλνληαη απφ 

9818 έσο 101103 (Πίλαθαο 3.7). ΢πλεπψο, έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο δεηγκάησλ πνπ 

επεμεξγαζηήθαλ κε ηελ ηηκή παξακέηξνπ e.e.max=0,5 πξνβιέπεηαη λα παξέρεη αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ κηθξφηεξν απφ ηνλ ειάρηζην αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ ζπληζηάηαη λα έρεη 

ην δείγκα γηα λα αληηθαηνπηξηζηεί ε πξαγκαηηθή πνηθηινκνξθία απηψλ. ΢ε θάζε παξακεηξηθφ 

ζελάξην, ην δείγκα πνπ έρεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ εμαθνινπζεί λα απνηειεί 

έληνλε αθξαία ηηκή ζην πιήζνο ησλ δεηγκάησλ, κε ηνλ αξηζκφ λα θπκαίλεηαη ζηα 117480 κε 

485628. Δμαηξψληαο απηφ ην δείγκα, ε δηαθχκαλζε ησλ ππνινίπσλ κεηψλεηαη ζε ζρέζε κε 

ηελ αξρηθή κε ηελ πην έληνλε λα παξνπζηάδεηαη ζηα δείγκαηα πνπ επεμεξγαζηήθαλ κε ηηκή 

παξακέηξνπ e.e.max=2,5. 

Όζνλ αθνξά ζηνλ αξηζκφ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ πνπ παξάρζεθαλ, 

παξαηεξείηε φηη επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηηο ζπλζήθεο απνθνπήο ζε αληίζεζε κε ηηο 

δηάθνξεο ηηκέο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο θαη κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Πίλαθαο 3.8). 

΢πγθεθξηκέλα, φηαλ επηιέγεηαη ε κε απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ν αξηζκφο ησλ 

παξαγφκελσλ ASVs πξνθχπηεη ζρεδφλ δηπιάζηνο ζε θάζε ππνινγηζηηθφ ζελάξην ζε ζρέζε κε 

ηα αληίζηνηρα απνηειέζκαηα πνπ επηβιήζεθε ε απνθνπή ζηα paired-end αλαγλψζκαηα. 

Καζψο απμάλεηαη ε απαίηεζε σο πξνο ηελ αμηνπηζηία ησλ αλαγλσζκάησλ θαη ην κήθνο ηεο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, ν αξηζκφο ησλ παξαγφκελσλ ASVs κεηψλεηαη. Βέβαηα, κεηαμχ 

ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ ηνπ κήθνπο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξνπζηάδνληαη 

ζεκαληηθέο δηαθνξέο, ελψ κεηαμχ ησλ ηηκψλ ηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ 

παξνπζηάδεηαη ζεκαληηθή κεηαβνιή ησλ παξαγφκελσλ ASVs φηαλ επηβάιιεηαη e.e.max=0,5. 

Μηα γεληθή επηζθφπεζε ησλ ζπρλνηήησλ πνπ ζπλνδεχνπλ ηα παξαγφκελα ASVs 

θαλεξψλεη ηνλ κεγάιν φγθν κνλαδηθψλ θαη ρακειήο ζπρλφηεηαο ASVs πνπ παξάρζεθαλ ζε 

θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην (Παξάξηεκα 15). Μεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ κήθνπο 
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επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο παξνπζηάδεηαη ακειεηέα δηαθνξά, ελψ αλακελφκελε είλαη ε 

έληνλε κεηαβνιή κεηαμχ ησλ δηαθφξσλ ηηκψλ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ε νπνία 

παξνπζηάδεηαη κε παξφκνην κνηίβν φπσο θαη ζηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ. Η 

επηινγή απνθνπήο ή κε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ επεξεάδεη ηηο ζπρλφηεηεο ησλ ASVs, 

θάηη πνπ παξαηεξήζεθε αληίζηνηρα θαη ζηνλ αξηζκφ ησλ παξαγφκελσλ ASVs. Όκσο, ζε 

αληίζεζε κε ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ ASVs, ε ζπρλφηεηά ηνπο θαίλεηαη λα απμάλεηαη ζεκαληηθά 

φηαλ επηιέγεηαη λα απνθνπνχλ ηα paired-end αλαγλψζκαηα θαη ηαπηφρξνλα παξαηεξείηαη 

κείσζε ηνπ αξηζκνχ κνλαδηθψλ ASVs (Παξάξηεκα 14).   

 

Πίλαθαο 3.8 Αξηζκφο αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηνλ DADA2 

ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο.  

Αξηζκόο Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs 

 
No trim With trim 

           Overlapmin 

     e.e.max 
10 20 30 10 20 30 

2,5 4,975 4,890 4,794 2,855 2,706 2,621 

1,5 4,936 4,848 4,753 2,808 2,665 2,583 

0,5 3,578 3,534 3,486 1,795 1,732 1,700 

 

Γεδνκέλνπ φηη ν ζπλνιηθφο αξηζκφο ησλ αλαγλσζκάησλ δελ δηαθέξεη ζεκαληηθά 

κεηαμχ ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ ζελαξίσλ απνθνπήο, εληνχηνηο κπνξεί λα νθείιεηαη ζην φηη ε 

απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ νδήγεζε ζηελ κε δηαθνξνπνίεζε ησλ παξαγφκελσλ 

ASVs ησλ νπνίσλ ε δηαθνξνπνίεζε ηνπο παξνπζηαδφηαλ ζηελ πεξηνρή αιιεινπρηψλ πνπ 

αθαηξέζεθαλ. Δπίζεο, πηζαλνινγείηαη θαη ζην φηη έλα πνζνζηφ paired-end αλαγλσζκάησλ δελ 

ζπκπεξηιήθζεθε ζηελ επεμεξγαζία ιφγσ ηεο απνθνπήο, δηφηη ν DADA2 απνξξίπηεη 

απηφκαηα ηα αλαγλψζκαηα πνπ έρνπλ κηθξφηεξν κήθνο απφ ην ζεκείν απνθνπήο. Έηζη, ηα 

απνξξηπηφκελα δεδνκέλα ζε απηφ ην ζελάξην έρνπλ ηελ επθαηξία λα ζπκπεξηιεθζνχλ φηαλ 

δελ επηιέγεηαη ζεκείν απνθνπήο θαη ελδερνκέλσο λα παξαρζνχλ πεξηζζφηεξα ASVs.   

Σν κήθνο ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ ASVs παξνπζηάδεη ακειεηέα 

αιιαγή κεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη 

κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ελψ ππάξρεη έληνλε δηαθχκαλζε κεηαμχ ησλ 

δχν ζπλζεθψλ απνθνπήο (Πίλαθαο 3.9). Πεξίπνπ ην 50% ησλ ASVs πνπ πξνέθπςαλ ρσξίο 

λα έρνπλ αθαηξεζεί ηα άθξα ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ έρνπλ κήθνο <250 bp, ελψ ζηελ 

πεξίπησζε απνθνπήο φια ηα ASVs έρνπλ κήθνο >230 bp. ΢πλεπψο, εληζρχεηαη ε ζεσξία ηνπ 

φηη ε ζπκπεξίιεςε ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ απνξξίπηνληαη θαηά ηελ δηαδηθαζία απνθνπήο 

θέξεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή κεγαιχηεξνπ αξηζκνχ ASVs. Όκσο, είλαη ζεκαληηθφ λα 

ζεκεησζεί φηη έλα κήθνο αλαγλψζκαηνο πνπ θπκαίλεηαη ζηα 86 bp κε 250 bp δελ 

αληηθαηνπηξίδεη ην κέζν κήθνο ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA (Vargas-Albores et al., 

2017). ΢πλεπψο, ζην ζχλνιν ησλ απνηειεζκάησλ ππάξρεη πεξίπησζε ν κηζφο φγθνο ησλ 

αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ λα θέξνπλ εζθαικέλεο αιιεινπρίεο.  
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Πίλαθαο 3.9 Σν πξνζεγγηζηηθφ κήθνο ησλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) ηνπ DADA2 

ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ , ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ.  

Μήθνο Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs (bp) 

 
No trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 

                    

                      Overlapmin 

 

Αζξνηζηηθή  

πνζνζηηαία  

  θαηαλνκή  

10 20 30 10 20 30 10 20 30 

2% 86 88 91 86 88 91 85 86 87 

9% 134 136 138 132 135 137 117 122 124 

25% 189 189 189 189 189 189 170 171 171 

50% 263 260 257 262 260 257 243 243 243 

75% 407 407 404 407 407 405 406 405 404 

91% 427 427 427 427 427 427 427 427 427 

98% 441 435 428 442 435 428 430 428 428 

 
With trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 

                        

                     Overlapmin 

 

Αζξνηζηηθή 

πνζνζηηαία  

  θαηαλνκή 

10 20 30 10 20 30 10 20 30 

2% 237 237 236 237 237 237 237 237 236 

9% 248 248 247 248 248 247 247 247 247 

25% 312 307 304 312 308 305 316 311 307 

50% 404 402 402 404 402 402 407 405 404 

75% 427 427 427 427 427 427 427 427 427 

91% 431 427 427 430 427 427 428 427 427 

98% 446 437 428 446 438 428 444 431 428 

 

3.5.2 Deblur 

Γεδνκέλνπ φηη ν πξνζδηνξηζκφο ησλ απνζηάζεσλ Hamming ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ 

πξαγκαηνπνηεί ν Deblur απαηηεί ηα αλαγλψζκαηα λα έρνπλ φια ην ίδην κήθνο, επηιέγνληαη 

δχν ζεκεία απνθνπήο κε βάζε ηα απνηειέζκαηα ηνπ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο. Απηά ηα 

ζεκεία είλαη ζηελ 250
ε
 (trim@=250) θαη ζηελ 380

ε
 (trim@=380) βάζε αληίζηνηρα, κε ζθνπφ 

ηελ πξνζπάζεηα ζπκπεξίιεςεο φζνλ ην δπλαηφλ κεγαιχηεξνπ φγθνπ δεδνκέλσλ πξνο 

επεμεξγαζία, δηφηη ηα αλαγλψζκαηα πνπ παξέρνπλ κηθξφηεξν κήθνο απφ ηα ζεκεία απνθνπήο 

απνξξίπηνληαη απηφκαηα.  

Μηα πξψηε εηθφλα ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ Deblur ζηηο δχν δηαθνξεηηθέο ηηκέο 

απνθνπήο ππνδεηθλχεη ηελ απζηεξφηεηα ηνπ αιγφξηζκνπ σο πξνο ηελ δηαηήξεζε 

αλαγλσζκάησλ (Πίλαθαο 3.10). Πην ζπγθεθξηκέλα, ην κέγηζην πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ πξνθχπηεη 17% απφ ην ζχλνιν δεδνκέλσλ κε απνθνπή ζηελ 250
ε
 βάζε θαη 

Qmin=20, ελψ αληίζηνηρα ην ειάρηζην πνζνζηφ πξνθχπηεη ίζν κε 9,48% ζην ζχλνιν 
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δεδνκέλσλ κε ζεκείν απνθνπήο ζηελ 380
ε
 βάζε θαη Qmin=26. Δπηπιένλ, γηα ζηαζεξέο ηηκέο 

ζεκείνπ απνθνπήο θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, παξαηεξείηαη φηη ε παξάκεηξνο 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαηέιεμε λα κελ έρεη θακία επηξξνή ζηνλ 

ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ. Όζνλ αθνξά ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο πνηφηεηαο, 

κεηαμχ ησλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ Qmin=20 θαη 22 παξαηεξείηαη ακειεηέα δηαθνξά, ελψ γηα 

Qmin=26 παξνπζηάδεηαη κεγαιχηεξε επίπησζε σο πξνο ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ. Η επηινγή ηνπ ζεκείνπ απνθνπήο ησλ αλαγλσζκάησλ νδεγεί ζε δηαθνξεηηθφ 

αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, φπνπ γηα ζεκείν απνθνπήο ζηελ 250
ε
 βάζε λα δίλεη 

θαηά πξνζέγγηζε 3% κε 4% παξαπάλσ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε 

απηφλ ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ.  

Πίλαθαο 3.10 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηειηθψλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ησλ ζπλνιηθψλ 

δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο i) ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, 

ii) ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη iii) ζεκείσλ απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ 

παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ 

αλαγλσζκάησλ. 

 

Αξηζκόο Γηαηεξεηέσλ Αλαγλσζκάησλ κε Qmin=20 

trim@=250 trim@=380 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 15933 15933 15933 12112 12112 12112 

Μέζνο Όξνο 44077 44077 44077 32614 32614 32614 

Μέγηζηνο 152680 152680 152680 109189 109189 109189 

Σπλνιηθόο 
1895317  

(17.00%) 

1895317  

(17.00%) 

1895317  

(17.00%) 
1402418 

(12,58%) 

1402418 

(12,58%) 

1402418 

(12,58%) 

 

Αξηζκόο Γηαηεξεηέσλ Αλαγλσζκάησλ κε Qmin=22 

trim@=250 trim@=380 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 15907 15907 15907 12099 12099 12099 

Μέζνο Όξνο 44027 44027 44027 32584 32584 32584 

Μέγηζηνο 152541 152541 152541 109106 109106 109106 

Σπλνιηθόο 
1893144 

 (16.98%) 

1893144  

(16.98%) 

1893144  

(16.98%) 
1401094 

(12.57%) 

1401094 

(12.57%) 

1401094 

(12.57%) 

 

Αξηζκόο Γηαηεξεηέσλ Αλαγλσζκάησλ κε Qmin=26 

trim@=250 trim@=380 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 11307 11307 11307 9322 9322 9322 

Μέζνο Όξνο 31477 31477 31477 24586 24586 24586 

Μέγηζηνο 119524 119524 119524 88782 88782 88782 

Σπλνιηθόο 
1353500 

 (12.14%) 

1353500  

(12.14%) 

1353500  

(12.14%) 
1057206 

(9.48%) 

1057206 

(9.48%) 

1057206 

(9.48%) 

Αληίζηνηρα, παξαηεξείηαη κείσζε ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα, φπνπ 

αλάινγα κε ην παξακεηξηθφ ζελάξην (Παξάξηεκα 16, Παξάξηεκα 17), ηα δείγκαηα θέξνπλ 

θαηά κέζν φξν 24586 κε 44077 αλαγλψζκαηα (Πίλαθαο 3.10). Με ζηαζεξέο ηηκέο ειάρηζηεο 

βαζκνινγίαο πνηφηεηαο (Qmin) θαη ζεκείσλ απνθνπήο (trim@), παξαηεξείηαη εμίζνπ κεδεληθή 

δηαθνξά ζηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin). Δπίζεο, κεηαμχ ησλ απνηειεζκάησλ πνπ έρνπλ 

πξνθχςεη απφ δηαθνξεηηθά ζελάξηα απνθνπήο αλαγλσζκάησλ παξνπζηάδεηαη αληίζηνηρε 

δηαθνξά κε ηνλ ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ, κε ηα δεδνκέλα αλαγλσζκάησλ κήθνπο 250 
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bp λα θέξνπλ ειαθξψο κεγαιχηεξν αξηζκφ. Καζψο απμάλεηαη ε παξάκεηξνο ειάρηζηεο 

βαζκνινγίαο πνηφηεηαο βάζεσλ κεηψλεηαη ν αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά 

δείγκα.  

Οη ειάρηζηεο αθξαίεο ηηκέο αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ πνπ θέξνπλ ηα δείγκαηα 

θπκαίλνληαη απφ 9322 έσο 15933 (Πίλαθαο 3.10). ΢πλεπψο, έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο 

δεηγκάησλ πνπ επεμεξγαζηήθαλ κε Qmin=26  παξέρεη αξηζκφ αλαγλσζκάησλ κηθξφηεξν απφ 

ηνλ αληίζηνηρν ειάρηζην πνπ ζπληζηάηαη λα έρεη ην δείγκα γηα λα αληηθαηνπηξηζηεί ε 

πξαγκαηηθή πνηθηινκνξθία απηψλ (Bukin et al., 2019). ΢ε θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην, ην 

δείγκα πνπ έρεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ εμαθνινπζεί λα απνηειεί έληνλε 

αθξαία ηηκή ζην πιήζνο ησλ δεηγκάησλ, κε ηνλ αξηζκφ λα θπκαίλεηαη ζηα 88782 κε 152680. 

Δμαηξψληαο απηφ ην δείγκα, ε δηαθχκαλζε ησλ ππνινίπσλ κεηψλεηαη ζε ζρέζε κε ηελ αξρηθή 

κε ηελ πην έληνλε λα παξνπζηάδεηαη ζηα δείγκαηα πνπ επεμεξγαζηήθαλ κε απνθνπή ζηελ 

380
ε
 βάζε (Παξάξηεκα 18). 

Όζνλ αθνξά ζηνλ αξηζκφ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ πνπ παξάρζεθαλ, 

παξαηεξείηε φηη επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηα ζεκεία απνθνπήο, κε ηελ επηινγή trim@=250 

λα νδεγεί ζε κεγαιχηεξν αξηζκφ παξαγφκελσλ ASVs (Πίλαθαο 3.11). Αληίζεηα, κεηαμχ ησλ 

δηάθνξσλ ηηκψλ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξνπζηάδεηαη κεηαβνιή. Η αχμεζε 

ηεο ηηκήο παξακέηξνπ Qmin θέξεη σο απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηνπ αξηζκνχ παξαγφκελσλ 

ASVs, κε ην κεγαιχηεξν αληίθηππν σο πξνο ηελ απψιεηα απηψλ λα παξέρεηαη απφ ηελ ηηκή 

Qmin=26. 

Πίλαθαο 3.11 Αξηζκφο αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηνλ Deblur 

ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

θαη ζεκείσλ απνθνπήο. 

Αξηζκόο Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs 

 
trim@=250 trim@=380 

      Overlapmin 

Qmin 
10 20 30 10 20 30 

20 940 940 940 884 884 884 

22 939 939 939 884 884 884 

26 791 791 791 762 762 762 

Μηα γεληθή επηζθφπεζε ησλ ζπρλνηήησλ πνπ ζπλνδεχνπλ ηα παξαγφκελα ASVs 

θαλεξψλεη ηελ απνπζία κνλαδηθψλ ASVs ζε φια ηα ζχλνια δηαθνξεηηθψλ παξακεηξηθψλ 

ζελαξίσλ (Παξάξηεκα 19, Παξάξηεκα 20). Απηφ νθείιεηαη ζηελ ιεηηνπξγία ηνπ Deblur σο 

πξνο ηελ δηαρείξηζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ, θαηά ηελ νπνία επηβάιιεηαη ε απηφκαηε 

απφξξηςε ASVs κε ζπρλφηεηα παξαηήξεζεο 10 αλά δείγκα. Η επηινγή ηηκήο κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο παξακέλεη θαη ζε απηέο ηηο κεηξήζεηο έλαο παξάγνληαο πνπ δελ 

επεξεάδεη ηα απνηειέζκαηα. Μεηαμχ ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ ζεκείσλ απνθνπήο, ηα ASVs κε 

κήθνο 250 bp ζπλνδεχνληαη θαηά κέζν φξν απφ κεγαιχηεξε ζπρλφηεηα ζε ζχγθξηζε κε απηά 

πνπ παξέρνπλ 380 bp (Παξάξηεκα 19). Δπηπιένλ, ε αχμεζε ηεο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο νδεγεί ζηελ κείσζε ησλ ζπρλνηήησλ ησλ ASVs. 

 

3.5.3 VSEARCH 

Ο VSEARCH πεξηιακβάλεη ηελ νκαδνπνίεζε ζε ιεηηνπξγηθέο ηαμηλνκηθέο κνλάδεο 

OTUs κε 97% νκνηφηεηα ρξεζηκνπνηψληαο ηελ βάζε δεδνκέλσλ SILVA θαη ην θηιηξάξηζκα 

ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ. Όιεο νη κεηξήζεηο ησλ απνηειεζκάησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ 
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ζπλνιηθνχ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαη αλά δείγκα αληίζηνηρα, ηεο δηαθχκαλζεο 

ησλ δεηγκάησλ, ηνπ αξηζκνχ παξαγφκελσλ OTUs θαη ηεο ζπρλφηεηαο κε ηελ νπνία 

παξνπζηάδνληαη ζηα δεδνκέλα, παξνπζηάδνληαη κε ην ίδην κνηίβν ζηηο δηάθνξεο ηηκέο 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο κε απηφ 

πνπ πξνέθπςε ζηα απνηειέζκαηα ηνπ Deblur. Η επηινγή ηνπ ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαίλεηαη λα κελ επεξεάδεη ηηο κεηξήζεηο, ζε αληίζεζε κε απηή ηεο 

ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, ε νπνία θαζψο απμάλεηαη, θάζε πξναλαθεξφκελε κέηξεζε 

κεηψλεηαη.  

Πην αλαιπηηθά σο πξνο ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, 

παξαηεξείηαη φηη ν αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ πξνθχπηεη κηθξφηεξνο θαζψο 

απμάλεηαη ην Qmin (Πίλαθαο 3.12). Η επηινγή κεηαμχ ησλ ηηκψλ Qmin= 20 θαη 22 επεξεάδεη 

ακειεηέα ην ηειηθφ απνηέιεζκα, κε πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ λα πξνθχπηεη 

αληίζηνηρα 43,90% θαη 43,57%. Γηα ηηκή Qmin= 26, ην πνζνζηφ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε 

ηα πξσηνγελή δεδνκέλα πνπ ζπγθξαηείηαη πξνθχπηεη ίζνο κε 23,67%. 

Πίλαθαο 3.12 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηειηθψλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζην ζχλνιν ησλ 

δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο i) ειάρηζηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο θαη ii) ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν 

πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ.  

 

Αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα 

Qmin=20 

Overlapmin 10 20 30 

Διάρηζηνο 40389 40389 40389 

Μέζνο όξνο 113806 113806 113806 

Μέγηζηνο 410488 410488 410488 

Σπλνιηθόο 
4893679 

(43.90%) 

4893679 

(43.90%)  

4893675 

(43.90%) 

 

Αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα 

Qmin=22 

Overlapmin 10 20 30 

Διάρηζηνο 40029 40029 40029 

Μέζνο όξνο 112951 112951 112951 

Μέγηζηνο 407800 407800 407800 

Σπλνιηθόο 
4856878 

(43.57%) 

4856878 

(43.57%) 

4856874 

(43.57%) 

 

Αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα 

Qmin=26 

Overlapmin 10 20 30 

Διάρηζηνο 22129 22129 22129 

Μέζνο όξνο 61374 61374 61374 

Μέγηζηνο 251040 251040 251040 

Σπλνιηθόο 
2639102 

(23.67%) 

2639102 

(23.67%) 

2639102 

(23.67%) 

Ο αξηζκφο δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα θπκαίλεηαη θαηά κέζν φξν 61374 

κε 113806, κε ηνλ κεγαιχηεξν λα ην θέξεη ηα απνηειέζκαηα κε Qmin=20 (Πίλαθαο 3.12). Οη 

αθξαίεο ειάρηζηεο ηηκέο αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θπκαίλνληαη απφ 22129 έσο 

40389. Δπηπιένλ, ζε θάζε ζχλνιν απνηειεζκάησλ, ην δείγκα πνπ έρεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ εμαθνινπζεί λα απνηειεί έληνλε αθξαία ηηκή ζην πιήζνο ησλ δεηγκάησλ, κε 

ηνλ αξηζκφ λα θπκαίλεηαη ζηα 251040 κε 410488. Δμαηξψληαο απηφ ην δείγκα, ε δηαθχκαλζε 

ησλ ππνινίπσλ κεηψλεηαη ζε ζρέζε κε ηελ αξρηθή (Παξάξηεκα 22). 
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Όζνλ αθνξά ηνλ αξηζκφ ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ πνπ παξάρζεθαλ, 

παξαηεξείηαη κείσζε απηνχ θαζψο απμάλεηαη ε ηηκή ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο 

(Πίλαθαο 3.13). Γηα Qmin=20 θαη 22 δελ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή δηαθνξά, αιιά γηα Qmin=26 

παξνπζηάδεηαη αηζζεηή κείσζε. Οη ζπρλφηεηεο κε ηηο νπνίεο παξνπζηάδνληαη ηα OTUs ζηα 

ζχλνια δεδνκέλσλ παξνπζηάδνπλ αληίζηνηρε ζπκπεξηθνξά κε ηηο ππφινηπεο κεηξήζεηο 

(Παξάξηεκα 23), κε ηελ ζεκαληηθή παξαηήξεζε λα απνηειεί ν απμεκέλνο αξηζκφο 

παξαγφκελσλ κνλαδηθψλ θαη ρακειήο αθζνλίαο OTUs (Παξάξηεκα 24).  

Πίλαθαο 3.13 Αξηζκφο ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηνλ 

VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο  θαη ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  

 
Αξηζκόο Λεηηνπξγηθώλ Ταμηλνκηθώλ Μνλάδσλ - OTUs 

Qmin Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

20 9570 9570 9570 

22 9553 9553 9553 

26 6438 6438 6438 

 

3.6 Ταμηλόκεζε Αλάζεζε Παξαγόκελσλ ASVs θαη OTUs 

Η ηαμηλφκεζε ησλ παξαγφκελσλ ASVs θαη OTUs πξαγκαηνπνηήζεθε 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ βάζε δεδνκέλσλ SILVA. Παξαθάησ, παξνπζηάδεηαη ν αξηζκφο 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ πνπ πξνέθπςε κεηά ηελ δηαδηθαζία ηαμηλφκεζεο. Ο αξηζκφο απηφο 

αληηπξνζσπεχεη ηνλ αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ, ή αιιηψο θαηεγνξηψλ, απφ ηνλ νπνίν ηα ASVs θαη 

ηα OTUs είραλ επηηπρία θαηεγνξηνπνίεζεο ζε βηνινγηθή πιεξνθνξία πνπ παξέρεηαη απφ ηελ 

βάζε δεδνκέλσλ. Μεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ pipelines, ε εηθφλα ησλ απνηειεζκάησλ σο πξνο 

ην πνζνζηφ ηαμηλφκεζεο ησλ δεδνκέλσλ δηαθέξεη ζεκαληηθά, εηδηθά απηή ηνπ DADA2 ζε 

ζρέζε κε ηελ αληίζηνηρε εηθφλα ησλ Deblur θαη VSEARCH. Μάιηζηα, έλαο κεγάινο φγθνο 

δεδνκέλσλ πνπ παξάρζεθαλ απφ ηνλ DADA2 δελ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί, ζε αληίζεζε κε 

ηα απνηειέζκαηα ηνπ Deblur απφ ηνλ νπνία πξνέθπςε πιήξε ηαμηλφκεζε δεδνκέλσλ. Έλαο 

ακειεηένο φγθνο δεδνκέλσλ ηνπ VSEARCH δελ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί ζηελ βάζε 

δεδνκέλσλ. 

Πην αλαιπηηθά, γηα θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην ηνπ DADA2, πεξίπνπ ην 50% ησλ 

ASVs πνπ παξάρζεθαλ δελ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί ζηελ βάζε δεδνκέλσλ (Πίλαθαο 3.14). 

Σν πνζνζηφ ησλ κε-αλαηεζεηκέλσλ ASVs θπκαίλεηαη απφ 36,88% έσο 54,03%, κε ην 

κεγαιχηεξν λα παξνπζηάδεηαη ζηα ASVs πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ κε-απνθνπή ησλ paired-

end αλαγλσζκάησλ, e.emax=2,5 θαη Overlapmin=10. Γεληθά, παξαηεξείηαη αχμεζε ηνπ 

πνζνζηφ επηηπρίαο ηαμηλφκεζεο ησλ ASVs θαζψο απμάλεηαη ην ειάρηζην κήθνο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη κεηψλεηαη ην κέγηζην πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ. 

Δπηπιένλ, ηα ASVs πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ παξνπζηάδνπλ απμεκέλν πνζνζηφ επηηπρίαο ηαμηλφκεζεο ζε ζρέζε κε ηα 

απνηειέζκαηα ρσξίο απνθνπή. Παξφια απηά, ν αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs κεηαμχ 

ησλ δηαθφξσλ παξακέηξσλ έρνπλ παξφκνην κνηίβν κε απηφλ ησλ παξαγφκελσλ ASVs.  
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Πίλαθαο 3.14 Αξηζκφο ηαμηλνκεκέλσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ παξάρζεθαλ 

απφ ηνλ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ειάρηζηνπ 

κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο paired-end αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ 

παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξρηθφ αξηζκφ ASVs. 

Γεδνκέλνπ φηη ηα κε ηαμηλνκεκέλα ASVs αθαηξνχληαη απφ ηα δεδνκέλα γηα ηελ 

πεξαηηέξσ επεμεξγαζία, ηα αλαγλψζκαηα πνπ αληηπξνζσπεχνληαη απφ απηά ηα ASVs 

θηιηξάξνληαη εμίζνπ. Η επίπησζε ηνπ θηιηξαξίζκαηνο ζηελ ζπλνιηθή εηθφλα ησλ 

απνηειεζκάησλ απνηειεί ε πνζνζηηαία κείσζε ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ ηεο ηάμεσο ηνπ 

2% κε 14% ζε ζρέζε κε ηα πξσηνγελή δεδνκέλα (Πίλαθαο 3.15). Σν κεγαιχηεξν πνζνζηφ 

παξνπζηάδεηαη ζηα δεδνκέλα ρσξίο απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, κε e.emax=2,5 

θαη Overlapmin=10, ελψ θαζψο απμάλεηαη ην Overlapmin θαη κεηψλεηαη ην e.emax ην πνζνζηφ 

αλαγλσζκάησλ πνπ δελ θαηάθεξε ηαμηλνκεζεί κεηψλεηαη. Δλψ γεληθά ην κνηίβν ησλ 

θηιηξαξηζκέλσλ αλαγλσζκάησλ απφ κε-ηαμηλνκεκέλα αλαγλψζκαηα είλαη παξφκνην κε απηφ 

ησλ αξρηθά παξαγφκελσλ, ζηελ πεξίπησζε ησλ απνηειεζκάησλ κε e.emax=0,5 θαη κε 

απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ πξνθχπηεη κηθξφηεξν πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε 

ζρέζε κε ηα απνηειέζκαηα πνπ δελ εθαξκφζηεθε ε απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ.  

 

Πίλαθαο 3.15 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ ησλ ζπλνιηθψλ δεηγκάησλ 

πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ DADA2 ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, 

ειάρηζηνπ κήθνπο πεηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο paired-end αλαγλσζκάησλ. 

΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ 

αλαγλσζκάησλ. 

 

Αξηζκόο Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ κε e.e.max=2,5 

No trim With trim 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 51231 51066 50908 48782 48482 48332 

Μέζνο Όξνο 136438 136376 136279 133292 132731 132686 

Μέγηζηνο 460422 460422 460422 458539 456249 456249 

Σπλνιηθόο 
5866837  

(52.63%) 

5864167 

(52.60%) 

5860000  

(52.56%) 

5731566  

(51.41%) 

5707421  

(51.20%) 

5705488  

(51.18%) 

 

Αξηζκόο Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ κε e.e.max=1,5 

No trim With trim 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 38630 38497 38381 37061 36882 36772 

Μέζνο Όξνο 101696 101643 101578 100556 100305 100274 

Μέγηζηνο 362722 362722 362722 364382 363584 363584 

Σπλνιηθόο 
4372920  

(39.23%) 

4370644  

(39.21%) 

4367836  

(39.18%) 

4323899  

(38.79%) 

4313104  

(38.69%) 

4311785  

(38.68%) 

 

Αξηζκόο Ταμηλνκεκέλσλ Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs 

No trim With trim 

         Overlapmin 

e.e.max 
10 20 30 10 20 30 

2,5 
2287  

(45.97%) 

2261  

(46.24%) 

2230 

(46.52%) 

1550 

(54.29%) 

1453 

(53.70%) 

1431 

(54.60%) 

1,5 
2275 

(46.09%) 

2249 

(46.39%) 

2218 

(46.67%) 

1535 

(54.67%) 

1442 

(54.11%) 

1422 

(55.05%) 

0,5 
1776 

(49.64%) 

1753 

(49.60%) 

1731 

(49.66%) 

1125 

(62.67%) 

1081  

(62.41%) 

1073 

(63.12%) 
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Αξηζκόο Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ κε e.e.max=0,5 

No trim  No trim 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηνο 7249 7249 7219 7740 7740 7740 

Μέζνο Όξνο 23625 23575 23568 24721 24691 24689 

Μέγηζηνο 108024 107968 107968 111922 111763 111763 

Σπλνιηθόο 
1015889  

(9.11%) 

1013723  

(9.09%) 

1013413  

(9.09%) 

1063019  

(9.54%) 

1061729  

(9.52%) 

1061638  

(9.52%) 

Δζηηάδνληαο ζηα δείγκαηα μερσξηζηά, αξρηθά παξαηεξείηαη φηη ηα αλαγλψζκαηα ησλ 

νπνίσλ ηα ASVs ηνπο δελ έρνπλ ηαμηλνκεζεί εληνπίζηεθαλ κφλν ζηα δείγκαηα αίκαηνο θαη 

φρη ζηα δείγκαηα αξλεηηθνχ ειέγρνπ (Παξάξηεκα 25, Παξάξηεκα 26). Η αθαίξεζε απηψλ 

ησλ αλαγλσζκάησλ απφ ηα δείγκαηα πξνθάιεζε ηελ κείσζε ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ ζηα δείγκαηα αίκαηνο, κε ηελ ειάρηζηε αθξαία ηηκή, πνπ είλαη ίζε κε 7219 

αλαγλψζκαηα, λα ηελ θέξεη ην παξακεηξηθφ ζελάξην ρσξίο απνθνπή, e.e.max=0,5 θαη 

Overlapmin=30. Γεληθά, έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο δεηγκάησλ πνπ επεμεξγαζηήθαλ κε ηηκή 

e.e.max=0,5, παξέρεη πηα αξηζκφ αλαγλσζκάησλ κηθξφηεξν απφ ηνλ ειάρηζην αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ πνπ ζπληζηάηαη λα έρεη ην δείγκα γηα λα αληηθαηνπηξηζηεί ε πξαγκαηηθή 

πνηθηινκνξθία απηψλ. ΢ε θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην, ην δείγκα πνπ έρεη ηνλ κεγαιχηεξν 

αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ εμαθνινπζεί λα απνηειεί έληνλε αθξαία ηηκή ζην 

πιήζνο ησλ δεηγκάησλ, κε ηνλ αξηζκφ λα θπκαίλεηαη ζηα 107968 κε 460422. Δμαηξψληαο 

απηφ ην δείγκα, ε δηαθχκαλζε ησλ ππνινίπσλ κεηψλεηαη ζε ζρέζε κε ηελ αξρηθή 

(Παξάξηεκα 27). 

Η αθαίξεζε ησλ κε ηαμηλνκεκέλσλ ASVs απφ ηα δεδνκέλα, θέξλεη ζαλ απνηέιεζκα 

ηελ αχμεζε ηνπ κέζνπ φξνπ ησλ ζπρλνηήησλ κε ηηο νπνίεο παξνπζηάδνληαη ηα ηαμηλνκεκέλα 

ASVs (Παξάξηεκα 28). Απηφ ζεκαίλεη φηη ε πιεηνςεθία ησλ ASVs πνπ δελ ηαμηλνκήζεθαλ 

είηε είλαη κνλαδηθά είηε είραλ πνιχ ρακειή αθζνλία. Παξφια απηά, αθφκα έρεη δηαηεξεζεί 

έλαο κεγάινο αξηζκφο κνλαδηθψλ θαη ρακειήο ζπρλφηεηαο ASVs (Παξάξηεκα 29).  

Ο αξηζκφο ησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ έρεη πξνθχςεη δελ δηαθέξεη ζεκαληηθά 

ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ζεκείσλ απνθνπήο, κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ θαη 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Πίλαθαο 3.16). Σα απνηειέζκαηα ρσξίο 

απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θέξνπλ κεγαιχηεξν αξηζκφ 

ηαμηλνκήζεσλ ζε ζχγθξηζε κε απηά πνπ έρεη εθαξκνζηεί απνθνπή. Καζψο απμάλεηαη ε 

απαίηεζε σο πξνο ηελ πνηφηεηα ησλ ASVs παξαηεξείηαη κείσζε ηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκήζεσλ, 

κε ηελ πην έληνλε λα ηελ θέξλεη ε επηινγή e.e.max=0,5. Μεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο παξνπζηάδεηαη ακειεηέα δηαθνξά, κε ηνλ 

κεγαιχηεξν αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ λα ηνλ θέξλεη ε επηινγή Οverlapmin=10. 

Πίλαθαο 3.16 Αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηελ ηαμηλφκεζε ησλ ASVs 

ηνπ DADA2 ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο paired-end αλαγλσζκάησλ. 

 

Αξηζκόο Ταμηλνκηθώλ Μνλάδσλ - Taxa 

No trim With trim 

     Overlapmin 

e.e.max 
10 20 30 10 20 30 

2,5 404 403 403 399 399 399 

1,5 403 402 402 396 395 395 

0,5 360 360 360 348 348 348 
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΢ε αληίζεζε κε ηνπ DADA2, ηα ASVs ηνπ Deblur θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ φια 

ζηελ βάζε δεδνκέλσλ SILVA. Απηφ ζεκαίλεη φηη φινο ν φγθνο δεδνκέλσλ πνπ παξάρζεθε 

απφ ηνλ Deblur (Παξάξηεκα 30, Παξάξηεκα 31) αλεμάξηεηα απφ ηελ επηινγή ηηκψλ ησλ 

παξακέηξσλ, θαηεγνξηνπνηείηαη ζε γλσζηή βηνινγηθή πιεξνθνξία. ΢ηηο δηάθνξεο ηηκέο 

παξακέηξσλ, παξαηεξείηαη φηη ε απνθνπή ζηελ 380
ε
 βάζε θέξεη ζαλ απνηέιεζκα κεγαιχηεξν 

αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ ζε ζρέζε κε ηελ απνθνπή ζηελ 250
ε
 βάζε (Πίλαθαο 3.17). Γηα 

ζηαζεξέο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο θαη ζεκείνπ απνθνπήο, ε επηινγή 

δηαθνξεηηθνχ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ κεηαβάιεη ηνλ αξηζκφ 

ηαμηλνκήζεσλ. Δμίζνπ ζηαζεξά απνηειέζκαηα παξνπζηάδνπλ νη ηηκέο Qmin=20 θαη 22, ελψ 

γηα ηηκή Qmin=26 ν αξηζκφο ηαμηλνκήζεσλ κεηψλεηαη. 

Πίλαθαο 3.17 Αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηελ ηαμηλφκεζε ησλ ASVs 

ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο.  

 
Αξηζκόο Ταμηλνκηθώλ Μνλάδσλ - Taxa 

 
trim@=250 trim@=380 

    Overlapmin 

Qmin 
10 20 30 10 20 30 

20 349 349 349 378 378 378 

22 349 349 349 378 378 378 

26 321 321 321 345 345 345 

Όζνλ αθνξά ηα απνηειέζκαηα ηαμηλφκεζεο ησλ OTUs ηνπ VSEARCH, ζρεδφλ φινο 

ν φγθνο δεδνκέλσλ πνπ πξνέθπςε απφ ην pipeline ζε θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην 

ηαμηλνκήζεθε ζηελ βάζε δεδνκέλσλ, παξά κνλφ ηξία κνλαδηθά OTUs. Γειαδή, ηξία κε-

ηαμηλνκεκέλα αλαγλψζκαηα αθαηξέζεθαλ απφ θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ, ηα νπνία 

εληνπίζηεθαλ ζε δχν δείγκαηα αίκαηνο (sample14b, sample12b) θαη ζε έλα δείγκα αξλεηηθνχ 

ειέγρνπ (negativecontrol3) αληίζηνηρα (Παξάξηεκα 32). Ο αξηζκφο ηαμηλνκήζεσλ πνπ 

πξνέθπςε θαίλεηαη λα κελ επεξεάδεηαη απφ ηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Πίλαθαο 3.18). Αληίζεηα, ε επηινγή ειάρηζηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο επεξεάδεη αληηζηξφθσο αλάινγα ηνλ αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ. 

Πίλαθαο 3.18 Αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (taxa) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηελ ηαμηλφκεζε ησλ OTUs 

ηνπ VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο  θαη ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  

 
Αξηζκόο Ταμηλνκηθώλ Μνλάδσλ – taxa 

Qmin Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

20 479 479 479 

22 478 478 478 

26 440 440 440 

 

3.7 Δπηινγή Τειηθώλ Τηκώλ Παξακέηξσλ 

Οη ηξείο παξάγνληεο πνπ εμεηάδνληαη γηα ηελ επηινγή ηειηθψλ ηηκψλ παξακέηξσλ ησλ 

αιγφξηζκσλ είλαη α) ν αξηζκφο ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ κεηά ηελ 

εθαξκνγή ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο, β) ν αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs θαζψο 

θαη γ) ν αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ πνπ πξνέθπςαλ απφ απηά (Σρήκα 3.6). Η 

ζπιινγηζηηθή πνξεία γηα ηελ επηινγή ησλ θαηάιιεισλ ηηκψλ παξακέηξσλ είλαη ε βέιηηζηε 

απνθφκηζε ηαμηλνκεκέλσλ κνλάδσλ απφ ηελ βάζε δεδνκέλσλ, πνπ έρνπλ πξνθχςεη κε φζνλ 
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ην δπλαηφλ κηθξφηεξν αξηζκφ ASVs/OTUs, κε ηνλ κέγηζην δπλαηφ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ πνπ ρξεηάζηεθε γηα ηελ παξαγσγή ηνπο, έηζη ψζηε λα είλαη φζν πην 

αληηπξνζσπεπηηθή ε ζρεηηθή αθζνλία ηνπο. Παξάιιεια, πξέπεη λα ιεθζεί ππφςηλ ην επίπεδν 

αμηνπηζηίαο ησλ ίδησλ παξακέηξσλ, θαζψο θαη ην γεγνλφο φηη νη ηειηθψο επηιεγκέλνη 

παξάκεηξνη θαη ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ λα είλαη φζν ηνλ δπλαηφλ γίλεηαη παξφκνηνη 

γηα λα είλαη πην αληηθεηκεληθή ε πεξαηηέξσ ζχγθξηζή ηνπο. Γηα ηελ θαιχηεξε θαηαλφεζε ησλ 

δεδνκέλσλ, εζηηάδεηαη θάζε θνξά κία ζπγθεθξηκέλε παξάκεηξνο θαη πεξηγξάθεηαη ε 

αληίζηνηρε επηξξνή ηεο θαη ζηα 3 workflows, μεθηλψληαο απφ απηήλ κε ηελ ιηγφηεξε επηξξνή. 

Αξρηθά, ε παξάκεηξνο θαη ησλ ηξηψλ workflow πνπ παξνπζηάδεη ηελ ιηγφηεξε 

επηξξνή ζηα ζπγθεθξηκέλα δεδνκέλα είλαη απηή ηνπ ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin) γηα ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

΢πγθεθξηκέλα, γηα ηα workflows ησλ Deblur θαη VSEARCH νη δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ 

κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο πνπ έρνπλ επηιερζεί δελ επεξεάδνπλ ηα ηξία δηαθνξεηηθά 

ζηνηρεία πνπ κειεηάηαη (δηαηεξεηέα αλαγλψζκαηα, ASVs/OTUs θαη ηαμηλνκήζεηο) φηαλ νη 

ππφινηπεο ηηκέο παξακέηξσλ παξακέλνπλ ζηαζεξέο. Ακειεηέα επηξξνή παξαηεξείηαη ζηα 

απνηειέζκαηα ηνπ DADA2, φπνπ θαζψο απμάλεηαη ην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο, ν αξηζκφο ησλ ηξηψλ ζηνηρείσλ ειαθξψο κεηψλεηαη. Γεδνκέλνπ απηνχ, επηιέγεηαη 

θαη γηα φια ηα workflows ε ηηκή ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο επηθάιπςεο ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ Οverlapmin=10. 

Η επφκελε παξάκεηξνο πνπ εμεηάδεηαη είλαη απηήο ηεο απνθνπήο ησλ 

αλαγλσζκάησλ, εθφζνλ επεξεάδεη ηα απνηειέζκαηα κφλν ησλ δχν εθ ησλ ηξηψλ workflows, 

απηφ ηνπ DADA2 θαη ηνπ Deblur. Γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ Deblur είλαη αλαγθαζηηθή ε 

απνθνπή ησλ αλαγλσζκάησλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο, ζε αληίζεζε κε ηελ εθαξκνγή ηνπ 

DADA2. ΢πλεπψο, εζηηάδεηαη αξρηθά ε παξάκεηξνο απνθνπήο ζηνλ Deblur.  

Σα δχν ζεκεία πνπ επηιέρζεθαλ γηα λα απνθνπνχλ ηα ζπγρσλεπκέλα αλαγλψζκαηα 

είλαη ζηελ 250
ε
 βάζε θαη ζηελ 380

ε
 βάζε, πνπ ζεκαίλεη φηη ηα αλαγλψζκαηα ζηελ ζπλέρεηα 

έρνπλ κήθνο 250 bp θαη 380 bp αληίζηνηρα. Σα ζπγρσλεπκέλα αλαγλψζκαηα πνπ θέξνπλ 

κηθξφηεξν κήθνο απφ ην ζεκείν απνθνπήο απνξξίπηνληαη απηφκαηα. Η επηινγή ηνπ κήθνπο 

αλαγλσζκάησλ λα είλαη ίζν κε 250 bp νδεγεί ζηελ επεμεξγαζία κεγαιχηεξνπ φγθνπ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ θαη θαηά επέθηαζε ζηελ αχμεζε ησλ ηαμηλνκεκέλσλ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε αληίζεζε κε ηελ επηινγή ηνπ κήθνπο 380 bp. Αληίζηνηρε 

αχμεζε παξαηεξείηαη ζηνλ αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs. Παξφια απηά, ν αξηζκφο ησλ 

ηαμηλνκήζεσλ είλαη κεγαιχηεξνο ζηελ πεξίπησζε φπνπ ην κήθνο ησλ αλαγλσζκάησλ είλαη 

380 bp, πνπ ζεκαίλεη φηη ηα παξαγφκελα ASVs παξέρνπλ κεγαιχηεξε επθξίλεηα σο πξνο ηελ 

βηνινγηθή ηνπο πξνέιεπζε. Γηα ηνλ ιφγν απηφ, επηιέγεηαη γηα ηνλ Deblur ην ζεκείν απνθνπήο 

ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ λα είλαη ε 380
ε
 βάζε. 

Πξηλ ηελ εθαξκνγή απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ DADA2, παξέρεηαη ε επηινγή απνθνπήο 

ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ρσξίο φκσο απηή ε επηινγή λα είλαη 

αλαγθαία. Σα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ κε-απνθνπή paired-end αλαγλσζκάησλ 

παξέρνπλ ειαθξψο απμεκέλν αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη 

ηαμηλνκεκέλσλ παξαγφκελσλ ASVs ζε ζρέζε κε ηα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ 

εθαξκνγή απνθνπήο. Δπηπιένλ, ε κε-απνθνπή ησλ κηθξν-αλαγλσζκάησλ νδεγεί ζηελ 

αληίζηνηρε αχμεζε ηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκεκέλσλ κνλάδσλ. ΢πλεπψο, επηιέγoληαη γηα ηελ 

πεξαηηέξσ αλάιπζε ηα δεδνκέλα ηνπ DADA2 πνπ έρνπλ πξνθχςεη ρσξίο ηελ αθαίξεζε ησλ 

ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. Δπίζεο, κε απηήλ ηελ επηινγή, ππάξρεη θαη 

κηα ζπλνρή ζηα δεδνκέλα πνπ παξάγνληαη θαη απφ ην workflow ηνπ VSEARCH.  
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Η παξάκεηξνο ηεο νπνίαο νη δηάθνξεο ηηκέο νδεγεί ζε απνηειέζκαηα πνπ έρνπλ ηελ 

κεγαιχηεξε δηαθχκαλζε είλαη απηή πνπ αθνξά ζηελ δηαρείξηζε πνηφηεηαο ησλ 

αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2 ε παξάκεηξνο είλαη ην κέγηζην πνζνζηφ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ e.e.max πνπ επηηξέπεηαη λα έρεη έλα αλάγλσζκα, ελψ ζηνλ Deblur 

θαη ζηνλ VSEARCH ε αληίζηνηρε παξάκεηξνο απνηειεί ε ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο 

qmin πνπ απαηηείηαη λα έρνπλ νη βάζεηο πνπ παξέρεη έλα αλάγλσζκα. Δλψ απηέο νη δχν 

παξάκεηξνη είλαη δηαθνξεηηθέο, θαζψο θαη ν ηξφπνο δηαρείξηζεο ηνπ πνηνηηθνχ ειέγρνπ 

κεηαμχ απηψλ ησλ pipelines είλαη δηαθνξεηηθφο, έρεη παξζεί ε παξαδνρή φηη ηα αλαγλψζκαηα 

πνπ παξέρνπλ ιηγφηεξν ή ίζν κε 2,5% αλακελφκελα ζθάικαηα, νη βάζεηο ηνπο έρνπλ θαηά 

κέζν φξν βαζκνινγία πνηφηεηαο ίζν ε κεγαιχηεξν απφ 20. Αληίζηνηρα, γηα 1,5% 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ηα αλαγλψζκαηα θέξνπλ βάζεηο κε βαζκνινγία πνηφηεηαο απφ 22 

θαη πάλσ, ελψ γηα 0,5% αληίζηνηρα ηα αλαγλψζκαηα θέξνπλ βάζεηο κε βαζκνινγία πνηφηεηαο 

απφ 26 θαη πάλσ. 

Η πξναλαθεξφκελε παξαδνρή ζε έλα βαζκφ επηβεβαηψλεηαη ζηελ ζπλνιηθή εηθφλα 

ησλ απνηειεζκάησλ. Με εμαίξεζε ην πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, ν ηξφπνο πνπ 

κεηαβάιινληαη ηα απνηειέζκαηα ηνπ DADA2 θαηά ηελ κείσζε ηεο ηηκήο e.e.max, είλαη 

παξφκνηνο κε ηνλ ηξφπν κεηαβνιήο ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ Deblur θαη VSEARCH θαζψο 

απμάλεηαη ην Qmin. ΢πγθεθξηκέλα, κεηαμχ ησλ ηηκψλ e.e.max= 2,5 θαη 1,5 παξαηεξείηαη 

ακειεηέα δηαθνξά ζηνλ αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ηνπ 

DADA2, θάηη πνπ ζπκβαίλεη θαη ζηα απνηειέζκαηα ηνπ Deblur θαη VSEARCH κεηαμχ ησλ 

ηηκψλ Qmin= 20 θαη 22. Η κεγαιχηεξε επίδξαζε ζε απηά ηα απνηειέζκαηα παξαηεξείηαη ζηελ 

επηινγή ηηκήο e.e.max= 0,5 γηα ηνλ DADA2 θαη αληίζηνηρα ζηελ ηηκή Qmin= 26 γηα ηνλ Deblur 

θαη ηνλ VSEARCH, φπνπ ν αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs θαη ν αξηζκφο 

ηαμηλνκήζεσλ κεηψλνληαη ζε απηέο ηηο πεξηπηψζεηο αιιά φρη κε πνιχ έληαζε.  

Η κεηαβνιή ηνπ πνζνζηνχ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο 

δηάθνξεο ηηκέο e.e.max ζηα απνηειέζκαηα ηνπ DADA2 δελ παξνπζηάδεη ηελ ίδηα ηάζε κε ηελ 

αληίζηνηρε κεηαβνιή ζηηο δηάθνξεο ηηκέο Qmin ζηα απνηειέζκαηα ηνπ Deblur θαη VSEARCH. 

΢ηελ πεξίπησζε ησλ Deblur θαη VSEARCH, ζηηο δηάθνξεο ηηκέο Qmin παξαηεξείηαη ε ίδηα 

κεηαβνιή ηνπ πνζνζηνχ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ κε ηελ αληίζηνηρε ησλ 

ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs θαη ηαμηλνκεκέλσλ κνλάδσλ, δειαδή ραξαθηεξίδεηαη ακειεηέα. 

Όκσο, ζηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2, παξαηεξείηαη ζεκαληηθή κείσζε ηνπ πνζνζηνχ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαηά ηε κεηάβαζε απφ e.e.max= 2,5 ζε 1,5, ελψ αθφκα πην 

αηζζεηή κεηαβνιή ηνπ πνζνζηνχ απηνχ παξαηεξείηαη ζηε κεηάβαζε απφ e.e.max= 1,5 ζε 0,5. 

Γεληθά, έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο δεηγκάησλ πνπ επεμεξγαζηήθαλ κε ηηκή e.e.max=0,5 

γηα ηνλ DADA2 θαη Qmin=26 γηα Deblur, παξέρεη αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ 

κηθξφηεξν απφ ηνλ ειάρηζην αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ ζπληζηάηαη λα έρεη ην δείγκα γηα λα 

αληηθαηνπηξηζηεί ε πξαγκαηηθή πνηθηινκνξθία απηψλ. Δπηπιένλ, απηέο νη ηηκέο παξακέηξσλ 

επηθέξνπλ ηελ κείσζε ηαμηλνκεκέλσλ θαηεγνξηψλ θαη ζηα ηξία pipelines, ζε αληίζεζε κε ηηο 

άιιεο ηηκέο. ΢πλεπψο, ε επηινγή ηηκψλ e.e.max=0,5 θαη Qmin=26 απνξξίπηνληαη. Μεηαμχ ησλ  

ππφινηπσλ ηηκψλ e.e.max θαη αληίζηνηρσλ Qmin, ν αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

θαη ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ δελ παξνπζηάδεη κεηαβνιέο, ελψ κφλν ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

DADA2 παξαηεξείηαη ζεκαληηθή κεηαβνιή ζηελ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ. 

Γεδνκέλνπ φηη επηζπκείηαη λα έρνπλ φζν ην δπλαηφλ κεγαιχηεξε αμηνπηζηία ηα ηειηθά 

απνηειέζκαηα σο πξνο ηελ πνηφηεηά ηνπο, επηιέγνληαη ηα ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ έρνπλ 

ππνζηεί πνηνηηθφ έιεγρν κε ηηο ηηκέο e.e.max=1,5 θαη Qmin=22 γηα ηελ πεξαηηέξσ επεμεξγαζία 

ηνπο. 
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Σρήκα 3.6 Γηαγξάκκαηα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδνπλ (Α) ην πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ, (Β) ηνλ αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs θαη (Γ) ηνλ αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

κνλάδσλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα pipelines DADA2, Deblur θαη VSEARCH, ζηηο δηάθνξεο ηηκέο 

ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο paired-end αλαγλσζκάησλ (Overlapmin),  

ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ θαη πνηνηηθνχ ειέγρνπ (e.e.max θαη Qmin). Σα ζχλνια δεδνκέλσλ 

πνπ επηιέγνληαη γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε παξνπζηάδνληαη ζηα δηαγξάκκαηα κε έληνλε γξαθή ζηηο 

ξάβδνπο.Οη ηειηθέο ηηκέο πνπ επηιέγνληαη είλαη γηα DADA2: [Overlapmin=10, no trim, e.e.max=1,5], 

γηα Deblur [Overlapmin=10, trim@= 380, Qmin=22] θαη γηα VSEARCH: [Overlapmin=10, Qmin=22]. 

΢πλεπψο, ηα ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ ζπγθξαηνχληαη γηα πεξαηηέξσ αλάιπζε γηα ην 

θάζε pipeline είλαη ηα εμήο: 

 Γηα ηνλ DADA2, επηιέρζεθε ην ζχλνιν δεδνκέλσλ φπνπ δελ πξαγκαηνπνηήζεθε 

απνθνπή ζηα άθξα ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ (no trim), εθαξκφζηεθε 

πνηνηηθφο έιεγρνο κε κέγηζην πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ πνπ κπνξεί λα 

παξέρεη ην κηθξν-αλάγλσζκα ίζν κε 1,5% (e.e.max=1,5) θαη ε ζπγρψλεπζε απηψλ 

επηηπγράλζεθε κε ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ ίζν κε 10 bp (Overlapmin=10). 

 Γηα ηνλ Deblur, επηιέρζεθε ην ζχλνιν δεδνκέλσλ φπνπ ε ζπγρψλεπζε ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ πξνέθπςε κε ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο απηψλ ίζν κε 10 bp (Overlapmin=10), εθαξκφζηεθε 

πνηνηηθφο έιεγρνο κε ειάρηζηε ηηκή βαζκνινγίαο πνηφηεηαο Phred αλά βάζε ίζε 

κε 22 (Qmin=22) θαη νξίζηεθε ην κήθνο φισλ ησλ αλαγλσζκάησλ λα είλαη ίζν κε 

380 bp (trim@=380 bp). 
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 Γηα ηνλ VSEARCH, επηιέρζεθε ην ζχλνιν δεδνκέλσλ φπνπ ε ζπγρψλεπζε ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ πξνέθπςε κε ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο απηψλ ίζν κε 10 bp (Overlapmin=10) θαη 

εθαξκφζηεθε πνηνηηθφο έιεγρνο κε ειάρηζηε ηηκή βαζκνινγίαο πνηφηεηαο Phred 

αλά βάζε ίζε κε 22 (Qmin=22). 

 

3.8 Σύλνςε Δπηιεγκέλσλ Σπλόισλ Απνηειεζκάησλ 

Σα πξνεπηιεγκέλα ζχλνια δεδνκέλσλ έρνπλ πξνθχςεη, λαη κελ κε δηαθνξεηηθφ ηξφπν 

επεμεξγαζίαο, αιιά κε παξφκνηεο ζπλζήθεο πνηνηηθνχ ειέγρνπ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο 

ζπγρψλεπζεο θαη ηνπ θηιηξαξίζκαηνο ρακειήο πνηφηεηαο αλαγλσζκάησλ. 

Μεηαμχ ησλ ηξηψλ ζπλφισλ, ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ ην θέξεη ην ζχλνιν δεδνκέλσλ πνπ πξνέθπςε απφ ηνλ VSEARCH, κε 

αλάθηεζε χςνπο 43,57% ζε ζχγθξηζε κε ηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ησλ πξσηνγελψλ 

δεδνκέλσλ (Πίλαθαο 3.19). Αθνινπζεί ην ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ DADA2 κε πνζνζηφ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ίζν κε 39,23% θαη ηέινο ην ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ Deblur κε 

αληίζηνηρν πνζνζηφ ίζν κε 12,57%. Ο αξηζκφο αλαγλσζκάησλ πνπ θέξνπλ ηα δείγκαηα ζηα 

ζχλνια ησλ DADA2 θαη VSEARCH είλαη αξθεηά παξφκνηνο, ελψ ηα δείγκαηα ηνπ Deblur 

παξέρνπλ αξθεηά ρακειφηεξν αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ (Παξάξηεκα 33). Καη 

ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ παξαηεξείηαη φηη ηα δείγκαηα έρνπλ παξφκνηα ή ζρεδφλ ίδηα 

δηαθχκαλζε κεηαμχ ηνπο θαη εληνπίδεηαη ην δείγκα αίκαηνο ηνπ πξψηνπ αζζελή λα έρεη ζε 

θάζε πεξίπησζε πνιχ κεγαιχηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ζε ζχγθξηζε κε ηα ππφινηπα 

δείγκαηα (Παξάξηεκα 34 (Α)).  

Πίλαθαο 3.19 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα πνπ πξνέθπςαλ 

απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν 

πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ.  

Αξηζκόο Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ 

 
DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 38630 12099 40029 

Μέζνο Όξνο 101696 32584 112951 

Μέγηζηνο 362722 109106 407800 

Σπλνιηθόο 
4372920  

(39.23%) 

1401094  

(12.57%) 

4856875  

(43.57%) 

Ο αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη OTUs παξνπζηάδεη ζεκαληηθή δηαθνξά 

κεηαμχ ησλ ηξηψλ ζπλφισλ (Πίλαθαο 3.20). Ο ειάρηζηνο αξηζκφο εληνπίδεηαη ζηα 

απνηειέζκαηα ηνπ Deblur, ελψ ζε ζρέζε κε απηφλ, ν DADA2 παξέρεη παξαπάλσ απφ ην 

δηπιάζην αξηζκφ ASVs θαη αληίζηνηρα ν VSEARCH θέξεη παξαπάλσ απφ ην δεθαπιάζην 

αξηζκφ OTUs. Βέβαηα, παξαηεξψληαο ηελ ζπρλφηεηα ησλ ASVs θαη ησλ OTUs πνπ θέξνπλ 

ηα δεδνκέλα, έλαο ζεκαληηθφο αξηζκφο απηψλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηνλ DADA2 θαη 

VSEARCH αληίζηνηρα είλαη κνλαδηθά ή κε πνιχ ρακειή αθζνλία (Παξάξηεκα 34 (Β), 

Παξάξηεκα 35). Αληίζεηα, ν Deblur δελ παξέρεη κνλαδηθά ASVs, παξφια απηά 

πεξηιακβάλνληαη θαη ζε απηφ ην ζχλνιν δεδνκέλσλ ASVs κε ρακειή ζρεηηθή αθζνλία 

(<0.002%). 

Όζνλ αθνξά ζηνλ αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ, παξαηεξείηαη επίζεο φηη ν 

κεγαιχηεξνο αξηζκφο πξνθχπηεη απφ ηνλ VSEARCH θαη ν κηθξφηεξνο αληίζηνηρα απφ ηνλ 
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Deblur (Πίλαθαο 3.20). Παξφια απηά, Δλψ νη δηαθνξέο είλαη αληίζηνηρεο κε απηέο ηνπ 

αξηζκνχ ASVs θαη OTUs, δελ παξνπζηάδνπλ αληίζηνηρε αλαινγία. ΢ε ζρέζε κε ηνλ 

κηθξφηεξν αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ πνπ ηνλ θέξεη ν Deblur, o DADA2 θαη ν VSEARCH 

παξέρνπλ απμεκέλν αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πξνζεγγηζηηθά θαηά 6% θαη 20% 

αληίζηνηρα. Δίλαη ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί φηη νη ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο ηνπ θάζε ζπλφινπ 

δεδνκέλσλ κπνξεί λα πεξηιακβάλνπλ ζηνηρεία πνπ δελ αθνξνχλ ηνλ ηαμηλνκηθφ 

ραξαθηεξηζκφ βαθηεξίσλ, γεγνλφο πνπ παξνπζηάδεηαη ζηα απνηειέζκαηα ηεο επφκελεο 

ππνελφηεηαο. 

Πίλαθαο 3.20 Αξηζκφο ηαμηλνκεκέλσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs), ιεηηνπξγηθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) θαη ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) πνπ παξάρζεθαλ απφ ηηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH. 

pipeline 
Αξηζκόο Ταμηλνκεκέλσλ 

ASVs/OTUs 

Αξηζκόο Ταμηλνκηθώλ 

Μνλάδσλ 

DADA2 2275 403 

Deblur 884 378 

VSEARCH 9550 478 

 

3.9 Αθαίξεζε Με-Σηνρεπόκελσλ Γεδνκέλσλ 

Γεδνκέλνπ φηη έλαο απφ ηνπο ζηφρνπο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο είλαη ε αλάιπζε ηεο 

βαθηεξηαθήο θνηλφηεηαο απφ δεδνκέλα ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, είλαη απαξαίηεηε ε 

αθαίξεζε ησλ ASVs θαη OTUs απφ ηα δεδνκέλα πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζε ηαμηλνκηθέο 

θαηεγνξίεο πνπ δελ απνηεινχλ βαθηεξηαθή ηαπηφηεηα. Σα ζηνηρεία πξνο αθαίξεζε είλαη απηά 

πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζε αξραία, κηηνρφλδξηα, ρισξνπιάζηεο θαη επθαξηψηα. Δπηπιένλ, ηα 

ASVs θαη OTUs πνπ δελ θαηάθεξαλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε ηνπιάρηζηνλ επίπεδν θπιήο θαζψο 

θαη απηψλ πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζηελ θαηεγνξία ηνπ «κε θαιιηεξγεκέλνπ» (uncultured) 

αθαηξνχληαη εμίζνπ απφ φια ηα δεδνκέλα, δηφηη δελ πξνζθέξνπλ ραξαθηεξηζηηθή 

πιεξνθνξία γηα ηελ πξνέιεπζε ησλ αιιεινπρηψλ ηνπο θαη ελδερνκέλσο ε ζπγθξάηεζή ηνπο 

λα απμήζεη ην ξίζθν λα παξνπζηαζηεί εζθαικέλε απμεκέλε πνηθηινκνξθία ζε πεξαηηέξσ 

ζηάδην αλάιπζεο. 

Με εμαίξεζε ζηνλ αξηζκφ ASVs ηνπ DADA2, ε επίπησζε ηεο αθαίξεζεο ησλ 

πξναλαθεξφκελσλ ζηνηρείσλ δελ δελ είλαη κεγάιε ζην ζχλνιν ησλ δεδνκέλσλ (Πίλαθαο 

3.21). ΢ηα δεδνκέλα ηνπ Deblur εληνπίζηεθαλ κφλν 14 ASVs πνπ ραξαθηεξίδνληαη κε-

ζηνρεπφκελα ζηνηρεία, ηα νπνία αληηπξνζψπεπαλ ιηγφηεξν απφ 0,01% ησλ ζπλνιηθψλ 

αξρηθψλ αλαγλσζκάησλ. Αθνινπζνχλ ηα απνηειέζκαηα ηνπ VSEARCH, φπνπ 

πξνζδηνξίζηεθε πεξίπνπ ην 2% ησλ OTUs λα απνηειεί κε-ζηνρεπφκελα δεδνκέλα. Απηά ηα 

OTUs εθπξνζσπνχζαλ πξνζεγγηζηηθά κφλν ην 0,3% αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηνλ αξρηθφ 

ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2, παξαηεξείηαη φηη ιηγφηεξν 

απφ ην 50% ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs πνπ παξάρζεθαλ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί ζε 

ηνπιάρηζηνλ επίπεδν θπιήο βαθηήξην. Παξφια απηά, δελ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή κεηαβνιή 

ζηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαηά ηελ αθαίξεζε ησλ κε-ζηνρεπφκελσλ 

ζηνηρείσλ, φπνπ κφλν ην 1,3% απηψλ λα απνξξίπηεηαη ζε απηφ ην ζηάδην. 
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Πίλαθαο 3.21 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ, 

ν αξηζκφο ηαμηλνκεκέλσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ 

κνλάδσλ (OTUs) θαη ε γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ ηνπο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε κε ζηνρεπφκελσλ 

απνηειεζκάησλ. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ 

ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ.  

 
Αξηζκόο Καζαξώλ Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 35796 12099 40029 

Μέζνο Όξνο 98331 32273 112175 

Μέγηζηνο 359280 108177 404121 

Σπλνιηθόο 
4228215 

(37.93%) 

1387723 

(12.45%) 

4823528 

(43.27%) 

 
Αξηζκόο Καζαξώλ Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

 
1132 870 9393 

 
Σπρλόηεηα Καζαξώλ Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 1 10 1 

Μέζνο Όξνο 3735 1595 514 

Μέγηζηνο 618921 266201 462980 

Απφ ηελ επηζθφπεζε ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξέρνπλ δηαηεξεηέα ASVs θαη OTUs, 

θαζψο θαη απφ ηα αληίζηνηρα δηαγξάκκαηα (Πίλαθαο 3.21, Παξάξηεκα 36 (Β)), 

επηβεβαηψλεηαη φηη θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ ηα ζηνηρεία πνπ θηιηξαξίζηεθαλ 

απνηεινχζαλ κνλαδηθά ASVs θαη OTUs ή ρακειήο αθζνλίαο αληίζηνηρα. Χζηφζν, είλαη 

ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί φηη αθφκα ππάξρνπλ ζηα δεδνκέλα κνλαδηθά ή ρακειήο αθζνλίαο 

ASVs θαη OTUs. Σα ηζηνγξάκκαηα αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα δελ θαλεξψλνπλ 

ζεκαληηθή αιιαγή ζηελ δηαθχκαλζε ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ ησλ δεηγκάησλ θαηά ηελ 

αθαίξεζε ησλ κε ζηνρεπφκελσλ δεδνκέλσλ (Παξάξηεκα 36 (Α)). 

΢ε απηφ ην ζηάδην αλάιπζεο, φπνπ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ε αθαίξεζε κε-

ζηνρεπφκελσλ αιιεινπρηψλ, ηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ παξέρνπλ αλαγλψζκαηα πνπ 

αληηπξνζσπεχνληαη απφ ASVs θαη OTUs, ησλ νπνίσλ νη αιιεινπρίεο ηνπο θέξνπλ πηα 

βάζηκεο ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε ηελ ηαπηνπνίεζε βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο. 

Δίλαη εκθαλέο φηη ε θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή έρεη παξάμεη δηαθνξεηηθά απνηειέζκαηα σο 

πξνο ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηνλ αληίζηνηρν ησλ πξσηνγελψλ 

δεδνκέλσλ θαζψο θαη σο πξνο ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ASVs θαη OTUs (Σρήκα 3.7). ΢ε φηη 

αθνξά ζηνλ αξηζκφ ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά 

επίπεδα πνπ θέξνπλ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ, δελ παξαηεξνχληαη κεγάιεο δηαθνξέο (Πίλαθαο 

3.22).  
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Σρήκα 3.7 Γηαγξάκκαηα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδνπλ (Α) ηνλ αξηζκφ ησλ αξρηθψλ θαη δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη (Β) ηνλ αξηζκφ ησλ παξαγφκελσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ 

(ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο 

ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε κε ζηνρεπφκελσλ απνηειεζκάησλ.  

Η γεληθή εηθφλα ηνπ δηαγξάκκαηνο ξάβδσλ ηνπ αξηζκνχ ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ αλά ηαμηλνκηθφ επίπεδν πνπ πξνέθπςε θαη απφ ηηο ηξεηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο θαλεξψλεη έλα κνηίβν (Σρήκα 3.8). Καζψο απμάλεηαη ε επθξίλεηα ηελ 

ηαμηλνκηθήο βαθηεξηαθήο ηαπηφηεηαο, απμάλεηαη ν αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ έσο θαη 

ην επίπεδν γέλνπο, ελψ ελ ζπλερεία παξαηεξείηαη  κεηψζε ζην επίπεδν είδνπο. Η δξακαηηθή 

κείσζε ηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκήζεσλ ζε επίπεδν είδνπο ππνδεηθλχεη ηελ αδπλακία θαη ησλ 

ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ λα ηαμηλνκεζνχλ ζε αθξηβή ηαπηφηεηα βαθηεξίνπ. Βέβαηα, είλαη 

ζεκαληηθφ λα ζεκεηψζεί φηη κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ αδπλακία ηεο δηαδηθαζία ηεο 

ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο ζε επίπεδν είδνπο ιφγσ ηεο θχζεο ησλ δεδνκέλσλ ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ, θαζψο θαη ηεο κε πιεξφηεηαο ησλ βάζεσλ δεδνκέλσλ. Δλψ θαη ζηα ηξία ζχλνια 

παξαηεξείηαη ην ίδην κνηίβν, ζπγθξίλνληαο ηα απνηειέζκαηά κεηαμχ ηνπο εληνπίδνληαη 

κεξηθέο δηαθνξέο. ΢πγθεθξηκέλα, ν αξηζκφο ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκήζεσλ ησλ δεδνκέλσλ 

ηνπ Deblur είλαη κηθξφηεξνο ζε φια ηα ηαμηλνκηθά επίπεδα ζε ζρέζε κε ηα απνηειέζκαηα ησλ 

ππφινηπσλ ζπλφισλ. Μεηαμχ ησλ δεδνκέλσλ ηνπ DADA2 θαη VSEARCH, παξαηεξείηαη κηα 

ελαιιαγή ηνπ κέγηζηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκήζεσλ ζηα δηάθνξα επίπεδα. Μάιηζηα, μεθηλψληαο 

απφ ην επίπεδν θπιήο κέρξη θαη αληίζηνηρα ηεο ηάμεο, ν DADA2 παξέρεη ειαθξψο 

κεγαιχηεξν αξηζκφ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε ζρέζε κε ηα απνηειέζκαηα 

ησλ άιισλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ, ελψ απφ ην επίπεδν νηθνγέλεηαο κέρξη θαη ζην αληίζηνηρν 

ηνπ είδνπο, ηα δεδνκέλα ηνπ VSEARCH θαηαιήγνπλ λα έρνπλ κεγαιχηεξν αξηζκφ 

ηαμηλνκήζεσλ ζε ζχγθξηζε κε ηα άιια δχν ζχλνια. ΢ε έλαλ βαζκφ, κπνξεί λα ραξαθηεξηζηεί 

αλακελφκελνο ν απμεκέλνο αξηζκφο ησλ ηαμηλνκήζεσλ πνπ παξέρνπλ ηα δεδνκέλα ηνπ 

VSEARCH, δεδνκέλνπ φηη θέξνπλ κεγαιχηεξν αξηζκφ OTUs. Παξφια απηά, δελ 

αληηθαηνπηξίδεηαη αλάινγα απηή ε αχμεζε. 

Πίλαθαο 3.22 Ο αξηζκφο ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά 

επίπεδα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ηελ 

αθαίξεζε κε ζηνρεπφκελσλ απνηειεζκάησλ. 

Αξηζκόο Βαθηεξηαθώλ Ταμηλνκηθώλ Μνλάδσλ 

           pipeline 

Δπίπεδν 
DADA2 Deblur VSEARCH 

Φπιή 18 16 17 

Οκνηαμία 36 34 34 

Τάμε 88 85 87 

Οηθνγέλεηα 133 131 138 

Γέλνο 229 228 248 

Δίδνο 99 93 127 
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Σρήκα 3.8 Γηάγξακκα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδεη ηνλ αξηζκφ ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ 

(Taxa) ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, 

Deblur θαη VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε κε ζηνρεπφκελσλ απνηειεζκάησλ.  

 

Σρήκα 3.9 Γηαγξάκκαηα Venn θνηλψλ θαη κνλαδηθψλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ (taxa) 

ζηα 3 ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ παξάρζεθαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur, 

VSEARCH ζε δηαθνξεηηθά ηαμηλνκηθά επίπεδα. Σα ζπλνιηθά taxa αλά επίπεδν εκθαλίδνληαη θάησ 

απφ ηνλ ηίηιν ηνπ επηπέδνπ ηαμηλφκεζεο.  
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Σα δηαγξάκκαηα Venn δείρλνπλ κηα ζρεηηθά κεγάιε αληηζηνίρηζε ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ απφ ηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ, φπνπ αληρλεχζεθαλ 88,9% θνηλά θχια, 91,7% 

θνηλέο νκνηαμίεο, 91,1% θνηλέο ηάμεηο, 90,7% θνηλέο νηθνγέλεηεο, 85,0% θνηλά γέλε θαη 

62,6% θνηλά είδε (Σρήκα 3.9). Σν κεησκέλν πνζνζηφ θνηλψλ ηαμηλνκήζεσλ ζην επίπεδν 

είδνπο ππνδειψλεη ηελ αδπλακία ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ λα παξάμνπλ ASVs/OTUs πνπ 

λα θαηαιήγνπλ ζηελ ίδηα αθξηβή βαθηεξηαθή ηαπηφηεηα. Μπνξεί επίζεο λα νθείιεηαη εμίζνπ 

ζηελ δηαδηθαζία ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο θαη ζηελ αδπλακία ηεο λα ηαμηλνκήζεη ζε επίπεδν 

είδνπο ή ζηε θχζε ηεο βάζεο δεδνκέλσλ SILVA ε νπνία δελ παξέρεη κεγάιν αξηζκφ 

νλνκαδφκελσλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ έσο θαη επίπεδν είδνπο. Γεληθά, παξαηεξείηαη έλα 

ειαθξψο απμεκέλν πνζνζηφ νκνηφηεηαο ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ DADA2 κε απηά ησλ 

άιισλ δχν ζπλφισλ απφ ην επίπεδν θπιήο έσο θαη ην αληίζηνηρν ηεο ηάμεο. Απφ ην επίπεδν 

ηεο νηθνγέλεηαο έσο θαη απηφ ηνπ είδνπο, θαλεξψλεηαη έλα απμεκέλν πνζνζηφ νκνηφηεηαο 

ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ VSEARCH κε ηα ππφινηπα δεδνκέλα. Δπηπιένλ, ν VSEARCH 

παξνπζηάδεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ κνλαδηθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζηα πεξηζζφηεξα 

ηαμηλνκηθά επίπεδα, ζε αληίζεζε κε ηνλ Deblur ζηνλ νπνίν παξαηεξείηαη πνιχ κηθξφο 

αξηζκφο κνλαδηθψλ ηαμηλνκήζεσλ. 

 

3.10 Φηιηξάξηζκα Φακειήο Σρεηηθήο Αθζνλίαο Taxa 

΢ηελ πξνεγνχκελε ππνελφηεηα, ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ ζπκπεξηιακβαλφηαλ έλαο 

ζεκαληηθφο αξηζκφο κνλαδηθψλ ή πνιχ ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ASVs θαη OTUs. Απηά 

ηα ζηνηρεία, ελψ ηαμηλνκήζεθαλ, ελδέρεηαη λα κελ αληηπξνζσπεχνπλ ηελ πξαγκαηηθή 

βηνινγηθή πνηθηιφηεηα, αιιά λα έρνπλ πξνθχςεη απφ ζθάικαηα ηεο ελίζρπζεο PCR, ηεο 

αιιεινχρηζεο ή θαη ζε θάπνηεο πεξηπηψζεηο ιφγσ επηκφιπλζεο. Γηα ηνλ ιφγν απηφ, ηα 

ζχλνια δεδνκέλσλ ππνβιήζεθαλ ζε δηαδηθαζία θηιηξαξίζκαηνο μερσξηζηά, θαηά ηελ νπνία 

αθαηξέζεθαλ νη ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο πνπ αληηπξνζσπεχνληαλ κε ιηγφηεξε απφ 0,002% 

ζρεηηθή αθζνλία ζηα δεδνκέλα. Έηζη, κε ηελ απνθπγή ζπκπεξίιεςεο απηψλ ησλ 

αιιεινπρηψλ ζηηο πεξαηηέξσ αλαιχζεηο, ειαρηζηνπνηείηαη ην ξίζθν ηεο πξφζδεζεο 

εζθαικέλα απμεκέλεο πνηθηινκνξθίαο ζηα δείγκαηα. ΢πλνπηηθά, ε αθαίξεζε ησλ ρακειήο 

ζρεηηθήο αθζνλίαο δεδνκέλσλ έθεξε σο απνηέιεζκα ηελ εμνκάιπλζε ησλ δεδνκέλσλ κεηαμχ 

ηνπο φζνλ αθνξά ζηνλ αξηζκφ ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη OTUs θαζψο θαη ηνλ αξηζκφ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ. 

Πην αλαιπηηθά, ε κεγαιχηεξε κεηαβνιή θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ εληνπίδεηαη 

ζηνλ αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη OTUs θαηά ηελ αθαίξεζε ησλ δεδνκέλσλ ρακειήο 

αθζνλίαο (Πίλαθαο 3.23, Σρήκα 3.10). Μάιηζηα, απφ ηα δεδνκέλα πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ 

ην DADA2, εληνπίζηεθε θαη αθαηξέζεθε πεξίπνπ ην 25% ησλ παξαγφκελσλ ηαμηλνκεκέλσλ 

ASVs, ζηα δεδνκέλα ηνπ Deblur αληίζηνηρα ην 18% απηψλ, ελψ ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

VSEARCH πξνέθπςε πάλσ απφ ην 85% ησλ OTUs λα απνηειείηαη απφ κνλαδηθά θαη 

ρακειήο αθζνλίαο ζηνηρεία. Σα ηζηνγξάκκαηα ησλ ASVs θαη OTUs πνπ παξέρνπλ κηα 

δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ θαλεξψλνπλ ηελ απνπζία κνλαδηθψλ θαη πνιχ 

ρακειήο αθζνλίαο ζηνηρείσλ (Παξάξηεκα 38 (Β)). Δπηπιένλ, παξαηεξείηαη ακειεηέα 

κεηαβνιή ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ θαη ζηα ηξία 

ζχλνια δεδνκέλσλ (Πίλαθαο 3.23), ελψ αληίζηνηρε κεηαβνιή εληνπίδεηαη θαη ζηνλ αξηζκφ  

αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα (Παξάξηεκα 38 (Α)).  
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Πίλαθαο 3.23 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζην ζχλνιν ησλ δεηγκάησλ, 

ν αξηζκφο ηαμηλνκεκέλσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ 

κνλάδσλ (OTUs) θαη ε γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ ηνπο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε 

ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ.  

 
Αξηζκόο Φηιηξαξηζκέλσλ Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 35610 12073 39000 

Μέζνο Όξνο 98071 32212 110038 

Μέγηζηνο 358992 108116 396257 

Σπλνιηθόο 
4217049 

(37.83%) 

1385130 

(12.42%) 

4731631 

(42.44%) 

 
Αξηζκόο Φηιηξαξηζκέλσλ Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

 
851 711 1356 

 
Σπρλόηεηα Φηιηξαξηζκέλσλ Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 98 28 96 

Μέζνο Όξνο 4955 1948 3489 

Μέγηζηνο 618921 266201 462980 

 

Σρήκα 3.10 Γηαγξάκκαηα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδνπλ  (Α) ηνλ αξηζκφ ησλ αξρηθψλ θαη ηελ επίδξαζε 

ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη (Β) ηελ επίδξαζε ηνπ αξηζκνχ ησλ παξαγφκελσλ 

αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα 

ρακειήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ.  

΢ε φηη αθνξά ηηο βαθηεξηαθέο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο, ην δηάγξακκα ξάβδσλ 

παξνπζηάδεη ηελ ηάζε ηα δεδνκέλα λα παξέρνπλ ζρεδφλ ίδην αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ κεηά ηελ 

αθαίξζε ησλ ρακειήο αθζνλίαο ζηνηρείσλ (Σρήκα 3.11), ελψ ηα δηαγξάκκαηα Venn 

θαλεξψλνπλ ηελ αχμεζε ηνπ πνζνζηνχ φκνησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ κεηαμχ ησλ ηξηψλ 

ζπλφισλ δεδνκέλσλ (Σρήκα 3.12). ΢πγθεθξηκέλα, ελψ ην κνηίβν ηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ αλά επίπεδν παξακέλεη ίδην κε απηφ πξηλ ην θηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο 

ηαμηλνκήζεσλ, παξαηεξείηαη κείσζε ησλ ζηνηρείσλ απηψλ θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ. 

Η κεγαιχηεξε κεηαβνιή ηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκήζεσλ εληνπίδεηαη ζηηο ηαμηλνκήζεηο ηνπ 

επίπεδνπ γέλνπο θαη είδνπο, κε ην ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ VSEARCH λα παξνπζηάδεη ηελ 

κεγαιχηεξε αληίζηνηρε απψιεηα (18% ζην επίπεδν γέλνπο θαη 35% γηα επίπεδν είδνπο). Σν 

ζχλνιν ηαμηλνκήζεσλ ηνπ DADA2 παξνπζηάδεη ηελ δεχηεξε κεγαιχηεξε απψιεηα 
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ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζηα αληίζηνηρα ηαμηλνκηθά επίπεδα, (14% ζην επίπεδν γέλνπο θαη 

21% γηα επίπεδν είδνπο). Σν ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ Deblur είλαη απηφ πνπ δηαηήξεζε ηνλ 

κεγαιχηεξν αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ κεηά ηελ αθαίξεζε ρακειήο αθζνλίαο 

ζηνηρείσλ ζρεδφλ ζε φια ηα ηαμηλνκηθά επίπεδα ζε ζρέζε κε ηα άιια δχν ζχλνια, θαη θαηά 

επέθηαζε έρεη ην κηθξφηεξν πνζνζηφ απψιεηαο ηαμηλνκήζεσλ (7% ζην επίπεδν γέλνπο θαη 

15% γηα επίπεδν είδνπο). Παξφια απηά, είλαη ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί φηη ε επίπησζε ηεο 

αθαίξεζεο ησλ ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο δεδνκέλσλ έθεξε σο απνηέιεζκα ηελ κείσζε ηεο 

δηαθνξάο ηνπ αξηζκνχ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ κεηαμχ ησλ ζπλφισλ απνηειεζκάησλ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ (Πίλαθαο 3.24). 

 

Σρήκα 3.11 Γηάγξακκα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδεη ηελ επίδξαζε ηνπ αξηζκνχ ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο 

απνηειέζκαηα. Οη ζθνπξφρξσκεο ξάβδνη δείρλνπλ ηα ζηνηρεία πνπ απνκέλνπλ κεηά ηα θίιηξα 

αθζνλίαο θαη νη αληίζηνηρεο αλνηρηφρξσκεο ηα ζηνηρεία πνπ θηιηξαξίζηεθαλ.  

 

Πίλαθαο 3.24 Ο αξηζκφο ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (Taxa) ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά 

επίπεδα πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην 

θηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ.  

 

Αξηζκόο Φηιηξαξηζκέλσλ Ταμηλνκηθώλ 

Μνλάδσλ 

             pipeline 

Δπίπεδν 
DADA2 Deblur VSEARCH 

Φπιή 16 16 15 

Οκνηαμία 32 33 31 

Τάμε 78 82 79 

Οηθνγέλεηα 120 128 124 

Γέλνο 196 212 204 

Δίδνο 78 79 82 

Δκβαζχλνληαο ζην πεξηερφκελν ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ 

παξέρνπλ ηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ, παξαηεξείηαη αχμεζε ηεο αληηζηνίρηζεο απφ ηα ζχλνια 
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απηά ζηα δηαθνξεηηθά ηαμηλνκηθά επίπεδα θαηά ηελ αθαίξεζε ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο 

ηαμηλνκήζεσλ. Μάιηζηα, αληρλεχζεθαλ 93,8% θνηλά θχια, 93,9% θνηλέο νκνηαμίεο, 91,6% 

θνηλέο ηάμεηο, 90,8% θνηλέο νηθνγέλεηεο, 88,0% θνηλά γέλε θαη 79,5% θνηλά είδε. Γεληθά, 

εληνπίδεηαη ζρεδφλ εμνινθιήξνπ ηαχηηζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ DADA2 κε απηά ησλ 

άιισλ δχν ζπλφισλ ζε φια ηα ηαμηλνκηθά επίπεδα. Σα απνηειέζκαηα ηνπ VSEARCH 

παξνπζηάδνπλ επίζεο ζεκαληηθφ πνζνζηφ νκνηφηεηαο κε ηα απνηειέζκαηα ησλ ππνινίπσλ 

ζπλφισλ δεδνκέλσλ, κε ηελ κεγαιχηεξε νκνηφηεηα λα εληνπίδεηαη κε ηα δεδνκέλα ηνπ 

Deblur. Σέινο, ζε αληίζεζε κε ηα δεδνκέλα πξηλ εθαξκνζηεί θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο 

αθζνλίαο ηαμηλνκήζεσλ, ν Deblur θαηέιεμε λα παξέρεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ κνλαδηθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζηα πεξηζζφηεξα ηαμηλνκηθά επίπεδα, θάηη πνπ ήηαλ αλακελφκελν 

δεδνκέλνπ φηη παξέρεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ ηαμηλνκήζεσλ γεληθά.  

 

Σρήκα 3.12 Γηαγξάκκαηα Venn θνηλψλ θαη κνλαδηθψλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ (taxa) 

ζηα 3 ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ παξάρζεθαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur, 

VSEARCH ζε δηαθνξεηηθά ηαμηλνκηθά επίπεδα κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο taxa. Σα 

ζπλνιηθά taxa αλά επίπεδν εκθαλίδνληαη θάησ απφ ηνλ ηίηιν ηνπ επηπέδνπ ηαμηλφκεζεο.  

 

3.11 Αθαίξεζε Πηζαλήο Δπηκόιπλζεο 

Οινθιεξψλνληαο κηα ζεηξά απφ έλαλ επίκνλν πνηνηηθφ έιεγρν ζηα δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο θαη ζπγθξίλνληαο ηελ απφδνζε ησλ ηαμηλνκηθψλ αλαζέζεσλ ησλ ηξηψλ 

δηαθνξεηηθψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ, δίλεηαη πηα ε δπλαηφηεηα ηεο εηο βάζνο κειέηεο ηεο 

ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ. Όκσο, πξηλ ηελ εμαγσγή ζπκπεξαζκάησλ 

γηα ην ηαμηλνκηθφ πξνθίι ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, είλαη αλαγθαίν έλα αθφκα ζηάδην 

πνηνηηθνχ ειέγρνπ ησλ δεδνκέλσλ. Ο έιεγρνο απηφο δελ αθνξά ηελ ίδηα ηελ ηερλνινγία 

αιιεινχρηζεο, φπσο ηνλ εληνπηζκφ θαη ηελ αθαίξεζε αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ ρακειή 

βαζκνινγία πνηφηεηαο ή πνπ λα ραξαθηεξίδνληαη ρηκαηξηθά, αιιά αθνξά ηελ εχξεζε θαη 

δηαρείξηζε εμσγελνχο επηκφιπλζεο ζηα βηνινγηθά δείγκαηα πνπ ελδερνκέλσο πξνέθπςε απφ 
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ζθάικαηα ιήςεο ή ζπληήξεζεο απηψλ. Δίλαη ζεκαληηθφ λα αθαηξεζνχλ ηπρφλ επηκνιχλζεηο 

πνπ κπνξνχλ λα έρνπλ πξνθχςεη, δηφηη εθηφο ηνπ πξνβιήκαηνο ηεο εμαγσγήο εζθαικέλεο 

ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, ππάξρεη θαη θίλδπλνο εζθαικέλεο 

απμεκέλεο πνηθηινκνξθίαο ζηηο πεξαηηέξσ ζηαηηζηηθέο αλαιχζεηο. 

Λφγσ ηνπ φηη ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο πξνέξρνληαη θπξίσο απφ βηνινγηθά 

δείγκαηα άγλσζηεο ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο θαη ε πιαηθφξκα QIIME2 δελ παξέρεη εξγαιείν 

εληνπηζκνχ επηκνιχλζεσλ, έλα θξηηήξην εληνπηζκνχ ηαμηλνκεκέλεο αιιεινπρίαο πνπ 

ελδερνκέλσο έρεη πξνθιεζεί ιφγσ επηκφιπλζεο είλαη ε αθχζηθα πνιχ πςειή ζρεηηθή 

αθζνλία πνπ παξνπζηάδεηαη ζε ζπγθεθξηκέλα δείγκαηα. Με κηα γξήγνξε επηζθφπεζε ηεο 

βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο ησλ δεηγκάησλ ζε επίπεδν θπιήο, παξαηεξείηαη θαη ζηα ηξία ζχλνια 

δεδνκέλσλ ζεκαληηθά απμεκέλε ζρεηηθή αθζνλία ζε Firmicutes ζε 8 δείγκαηα αίκαηνο ζε 

ζρέζε κε ηα ππφινηπα δείγκαηα, ησλ νπνίσλ ε πξνέιεπζή ηνπο είλαη απφ 4 αζζελείο (patient 

1, 2, 3 θαη 4) ζηα δχν δηαθνξεηηθά ρξνληθά ζεκεία δεηγκαηνιεςίαο (before and after 

treatment) (Παξάξηεκα 46, Παξάξηεκα 47, Παξάξηεκα 48). Απμάλνληαο ηελ ηαμηλνκηθή 

επθξίλεηα ζε επίπεδν γέλνπο, ηα δηαγξάκκαηα ξάβδσλ ζρεηηθήο αθζνλίαο ηεο βαθηεξηαθήο 

ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο ησλ δεηγκάησλ παξνπζηάδνπλ ζηα ίδηα δείγκαηα απμεκέλε ζρεηηθή 

αθζνλία ζε Lactobacillus, κία βαθηεξηαθή ηαμηλνκηθή θαηεγνξία πνπ αλήθεη ζηελ θπιή ησλ 

Firmicutes (Σρήκα 3.13, Σρήκα 3.14, Σρήκα 3.15) 
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Σρήκα 3.13 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν γέλνπο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ DADA2.  
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Σρήκα 3.14 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν γελνπο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ Deblur.  
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Σρήκα 3.15 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν γέλνπο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ VSEARCH.  
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΢πγθεθξηκέλα, θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ έρνπλ πξνθχςεη απφ ηηο 

δηαθνξεηηθέο επεμεξγαζηηθέο ξνέο εληνπίδεηαη ζεκαληηθά απμεκέλε ζρεηηθή αθζνλία ζε 

Lactobacillus ζηα πξναλαθεξφκελα δείγκαηα, κε ην πνζνζηφ λα θπκαίλεηαη απφ 46% έσο θαη 

87% αλάινγα ην δείγκα θαη ην ζχλνιν δεδνκέλσλ πνπ εμεηάδεηαη. Δπίζεο, ζε φιν ηνλ φγθν 

ησλ δεδνκέλσλ, ε ζπγθεθξηκέλε ηαμηλνκηθή θαηεγνξία παξνπζηάδεηαη επηπιένλ ζε πέληε 

δείγκαηα αίκαηνο θαη έλα αληίζηνηρν ειέγρνπ (NTC3), κε ην ζχλνιν δεδνκέλσλ πνπ έρεη 

πξνθχςεη απφ ηελ εθαξκνγή ηνπ VSEARCH λα παξνπζηάδεηαη ζε έλα αθφκα δείγκα ειέγρνπ 

(NTC2). Σα δείγκαηα αίκαηνο αθνξνχλ πέληε αζζελείο (patient 5, 13, 15, 19 θαη 20), ησλ 

νπνίσλ ε δεηγκαηνιεςία πξαγκαηνπνηήζεθε πξηλ ηελ αληηςπρσζηθή αγσγή (t1, before 

treatment). Όκσο, ζην θαζέλα απφ απηά ηα δείγκαηα, ε ζπγθεθξηκέλε ηαμηλνκηθή θαηεγνξία 

εκθαλίδεηαη κε ζρεηηθή αθζνλία πνπ δελ μεπεξλάεη ην 1%, κε ηελ εμαίξεζε λα απνηειεί ζην 

δείγκα αίκαηνο ηνπ αζζελή 15 ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ ηνπ Deblur, ην νπνίν εκθαλίδεηαη κε 

1,1%.  

Η έληνλα απμεκέλε ζρεηηθή αθζνλία ζε Lactobacillus ζηα νθηψ πξψηα δείγκαηα, 

θαζψο θαη ε ζεκαληηθά ρακειή ζρεηηθή αθζνλία απηήο ηεο βαθηεξηαθήο ηαμηλφκεζεο ζηα 

ππφινηπα δείγκαηα, ππνδεηθλχνπλ ζε κεγάιν βαζκφ φηη ηα αλαγλψζκαηα πνπ θαηέιεμαλ λα 

αληηπξνζσπεχνπλ ηελ πεξηνρή V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ησλ βαθηεξίσλ γέλνπο 

Lactobacillus ζηα ζπγθεθξηκέλα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο έρνπλ πξνθχςεη ιφγσ επηκφιπλζεο. 

Η βηβιηνγξαθηθή επηζθφπεζε ζε φηη αθνξά ηελ ζχλδεζε ηεο ζπγθεθξηκέλεο βαθηεξηαθήο 

ηαμηλνκηθήο θαηεγνξίαο θαη ζε πξνβιήκαηα επηκφιπλζεο δεηγκάησλ εληζρχεη αθφκα 

πεξηζζφηεξν ηελ ππφζεζε φηη ζηα ζπγθεθξηκέλα δεδνκέλα ηα βαθηήξηα Lactobacillus 

απνηεινχλ απνηέιεζκα επηκφιπλζεο. ΢πγθεθξηκέλα, έρνπλ αλαθεξζεί πεξηπηψζεηο 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο θαη θαιιηέξγεηαο δεηγκάησλ ειέγρνπ, βηνινγηθψλ ρακεινχ 

κηθξνβηαθνχ θνξηίνπ θαζψο θαη ζπγθεθξηκέλα ζε δείγκαηα αίκαηνο, ζηηο νπνίεο έρεη 

εληνπηζηεί θαη ραξαθηεξηζηεί ε θαηεγνξία ησλ Lactobacillus σο απνηέιεζκα επηκφιπλζεο 

ζηα δείγκαηα πνπ ελδερνκέλσο πξαγκαηνπνηήζεθε θαηά ηελ δηαρείξηζε θαη επεμεξγαζία 

απηψλ (Karstens et al., 2019). ΢πλεπψο, ε ινγηθή πξάμε γηα ηελ δηαρείξηζε απηήο ηεο 

θαηάζηαζεο ζηα παξφληα δεδνκέλα είλαη είηε ε κε ζπκπεξίιεςε ησλ δεηγκάησλ κε ηελ 

έληνλε παξνπζία σο πξνο ηελ αθζνλία ησλ Lactobacillus ζε πεξαηηέξσ αλαιπηηθά ζηάδηα, 

είηε ε νιηθή αθαίξεζε ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ αληηπξνζσπεχνπλ απηή ηελ ηαμηλνκηθή 

θαηεγνξία απφ φια ηα ζχλνια δεδνκέλσλ θαη ζηελ ζπλέρεηα ε ζπκπεξίιεςε φισλ ησλ 

δεηγκάησλ ζηηο κεηέπεηηα αλαιχζεηο. Δθφζνλ ν αξηζκφο ησλ δεηγκάησλ ησλ αξρηθψλ 

δεδνκέλσλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία είλαη ήδε ζεκαληηθά 

κηθξφο γηα ηελ αλάιπζε κηθξνβηψκαηνο, δελ πθίζηαηαη ε επηινγή αθαίξεζεο 8 δεηγκάησλ 

αίκαηνο απφ ηα 40 ζπλνιηθά. Γεδνκέλνπ φηη ηα δείγκαηα ζηελ παξνχζα εξγαζία ζεσξνχληαη 

πνιχηηκα, εμεηάδεηαη ε παξνπζία ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηα  

Lactobacillus απφ φια ηα ζχλνια δεδνκέλσλ. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, παξαηεξείηαη φηη ηα ASVs/OTUs πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζε απηήλ 

ηελ βαθηεξηαθή ηαμηλνκηθή θαηεγνξία, ηα νπνία είλαη 34 ASVs (3,9%) γηα ηνλ DADA2, 8 

ASVs (1,1%) γηα ηνλ Deblur θαη 117 OTUs (8,6%) γηα ηνλ VSEARCH, δελ έρνπλ 

ηαμηλνκεζεί πεξεηαίξσ ζε επίπεδν είδνπο. Δπηπξφζζεηα, ηα νθηψ δείγκαηα πνπ θέξνπλ πνιχ 

κεγάιε ζρεηηθή αθζνλία ζε Lactobacillus ζην πεξηερφκελφ ηνπο έρνπλ πξνθχςεη λα παξέρνπλ 

κεγαιχηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα δείγκαηα (Παξάξηεκα 37). 

Δηδηθά ην δείγκα αίκαηνο πξηλ ηελ αληηςπρσηηθή αγσγή ηνπ αζζελή 1 (sample1a) 

παξνπζηάδεη ζε φια ηα ζχλνια δεδνκέλσλ θαη ζε φιεο ηηο ξνέο επεμεξγαζίαο ζε πνιχ 

κεγαιχηεξν βαζκφ απμεκέλν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ. Γεδνκέλνπ απηνχ, ε αθαίξεζε κεγάινπ 

φγθνπ αλαγλσζκάησλ απφ απηά ηα δείγκαηα ζα θέξεη ζαλ απνηέιεζκα ηελ εμνκάιπλζε ηεο 
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δηαθχκαλζε ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα, θαηά πάζα πηζαλφηεηα. Δπίζεο, ε 

αθαίξεζε απηψλ ησλ αλαγλσζκάησλ απφ ηα δείγκαηα ζηα νπνία παξνπζηάδνληαη ζε πνιχ 

ρακειή ζρεηηθή αθζνλία φρη κφλν δελ ζα επηθέξεη ζεκαληηθή αιιαγή ζην ηαμηλνκηθφ πξνθίι 

απηψλ ην δεηγκάησλ, αιιά πηζαλφλ ζα βειηηψζεη ηελ ηαμηλνκηθή εηθφλα, δηφηη 

ραξαθηεξίδνληαη σο αλαγλψζκαηα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο. 

Λακβάλνληαο ππφςηλ φια ηα πξναλαθεξφκελα, απνθαζίδεηαη λα αθαηξεζνχλ θαη απφ 

ηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ ηα ASVs θαη ηα OTUs πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζε Lactobacillus, θαη 

θαηά επέθηαζε ηα αλαγλψζκαηα πνπ αληηπξνζσπεχνληαη απφ απηά πξνηνχ γίλεη νπνηαδήπνηε 

εηο βάζνο αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ. Σα απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ κεηά 

απφ απηή ηελ ελέξγεηα θαλεξψλνπλ παξφκνηεο αιιαγέο κεηαμχ ησλ ηξηψλ ζπλφισλ 

δεδνκέλσλ, κε ηελ ζεκαληηθφηεξε λα απνηειεί ε βειηίσζε ηεο δηαθχκαλζεο ηνπ αξηζκνχ 

αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα (Σρήκα 3.16 (Α)). Δπηπιένλ, ε παξαδνρή φηη ε παξνπζίαζε ησλ 

Lactobacillus απνηειεί απνηέιεζκα επηκφιπλζεο ζε έλαλ βαζκφ επηβεβαηψλεηαη απφ ηελ 

ζπλνιηθή ηαμηλνκηθή εηθφλα ησλ δεηγκάησλ κεηά ηελ αθαίξεζή ηνπο απφ ηα δεδνκέλα 

(Σρήκα 3.18, Σρήκα 3.19, Σρήκα 3.20). 

Πην αλαιπηηθά, κεηά ηελ αθαίξεζε ησλ Lactobacillus, ν πξνζεγγηζηηθά πνζνζηηαίνο 

φγθνο αλαγλσζκάησλ πνπ απνξξίθζεθε γηα ηνλ DADA2 είλαη 23,6%, γηα ηνλ Deblur 19,3% 

θαη γηα ηνλ VSEARCH 23,5% αληίζηνηρα. Έηζη, ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο  ηειηθψλ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ γηα ην θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ ζε ζρέζε κε ηνλ αξρηθφ αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ πξνθχπηεη γηα ηνλ DADA2 ίζν κε 28,90%, γηα ηνλ Deblur 10,02% θαη γηα ηνλ 

VSEARCH 32,47% αληίζηνηρα (Πίλαθαο 3.25, Σρήκα 3.17). Αλακελφκελε είλαη ε κείσζε 

ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξέρνπλ ηα ASVs θαη OTUs, δεδνκέλνπ φηη αθαηξέζεθαλ απφ ηα 

δεδνκέλα ηα αληίζηνηρα πνπ έθεξαλ κεγάιν φγθν αλαγλσζκάησλ.  

Σα ηζηνγξάκκαηα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ δείρλνπλ ηελ κείσζε ηεο δηαθχκαλζεο ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ αλά 

δείγκα ((Α)). Μάιηζηα, πξηλ ηελ αθαίξεζε ησλ Lactobacillus, ν κεγαιχηεξνο αξηζκφο 

αλαγλσζκάησλ δείγκαηνο ήηαλ πεξίπνπ δεθαπιάζηνο απφ ηνλ ειάρηζην αληίζηνηρα θαη ζηα 

ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ, ελψ κεηά ηελ αθαίξεζε, ε αλαινγία κέγηζηνπ θαη ειάρηζηνπ 

αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ πξνέθπςε πεξίπνπ 6,5 ζηα απνηειέζκαηα. Βέβαηα, είλαη ζεκαληηθφ 

λα ζεκεησζεί φηη ζην ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ Deblur θαηέιεμαλ ηξία δείγκαηα λα θέξνπλ 

ιηγφηεξν απφ 10000 αλαγλψζκαηα, κε ην ειάρηζην λα είλαη ίζν κε 8459 αλαγλψζκαηα 

(Παξάξηεκα 37). Γεδνκέλνπ φηη ηα δείγκαηα απηά δελ απέρνπλ πνιχ απφ ην ειάρηζην 

επηηξεπφκελν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ, ζεσξείηαη ακειεηέα απηή ε επίπησζε.  

Σέινο, κε κηα γξήγνξε επηζθφπεζε ηεο ηειηθήο βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο ησλ 

δεηγκάησλ ζε επίπεδν θπιήο κεηά ηελ αθαίξεζε ηεο επηκφιπλζεο ιφγσ ησλ Lactobacillus, 

παξαηεξείηαη θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ κία νκνηνκνξθία ζην πεξηερφκελν θαζψο θαη 

ζηηο ζρεηηθέο αθζνλίεο ζηα δείγκαηα αίκαηνο (Σρήκα 3.18, Σρήκα 3.19, Σρήκα 3.20). Σα 

δείγκαηα πνπ πξνέξρνληαη απφ ην ίδην είδνο πεξηβάιινληνο ζα πξέπεη λα έρνπλ παξφκνηα 

ηαμηλνκηθά πξνθίι επεηδή εθηίζεληαη ζε παξφκνηνπο νηθνινγηθνχο θαη πεξηβαιινληηθνχο 

παξάγνληεο. ΢πλεπψο, εθφζνλ ε αθαίξεζε ησλ Lactobacillus απφ ηα δεδνκέλα έθεξε ηελ 

ηαμηλνκηθή νκνηνκνξθία σο πξνο ηελ αλίρλεπζε θαη ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζρεηηθήο 

αθζνλίαο ησλ δεηγκάησλ, επηβεβαηψλεηαη φηη ε αξρηθή παξνπζία ησλ Lactobacillus κε αθξαία 

πνιχ κεγάιε ζρεηηθή αθζνλία ζηα 8 δείγκαηα αίκαηνο νθείιεηε πηζαλφηαηα ιφγσ 

επηκφιπλζεο.  

 



 

 

143 

 

Πίλαθαο 3.25 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ ησλ ζπλνιηθψλ δε ηγκάησλ, 

ν αξηζκφο ηαμηλνκεκέλσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ 

κνλάδσλ (OTUs) θαη ε γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ ηνπο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο 

επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε πηζαλήο επηκφιπλζεο. 

΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ 

αλαγλσζκάησλ. 

 
Αξηζκόο Τειηθώλ Ταμηλνκεκέλσλ Αλαγλσζκάησλ 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 22157 8459 24059 

Μέζνο Όξνο 74917 25987 84176 

Μέγηζηνο 147271 50563 163046 

Σπλνιηθόο 
3221426 

(28.90%) 

1117421 

(10.02%) 

3619584 

(32.47%) 

 
Αξηζκόο Τειηθώλ Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

 
817 703 1239 

 
Σπρλόηεηα Τειηθώλ Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 98 28 96 

Μέζνο Όξνο 3943 1590 2921 

Μέγηζηνο 388062 137696 439181 

 

 

Σρήκα 3.16 (Α) Ιζηνγξάκκαηα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ θαη (Β) ηζηνγξάκκαηα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζην ζχλνιν ησλ 

απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ αληίζηνηρα απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε δεδνκέλσλ πηζαλήο επηκφιπλζεο. 
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Σρήκα 3.17 Γηαγξάκκαηα ξάβδσλ πνπ απεηθνλίδνπλ (Α) ηνλ αξηζκφ ησλ αξρηθψλ θαη ηελ επίδξαζε 

ησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαζψο θαη (Β) ηελ επίδξαζε ηνπ αξηζκνχ ησλ παξαγφκελσλ 

αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα 

δεδνκέλσλ ρακειήο αθζνλίαο θαη πηζαλήο επηκφιπλζεο.  
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Σρήκα 3.18 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ DADA2 κεηά ηελ αθαίξεζε ηεο 

πηζαλήο επηκφιπλζεο. 
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Σρήκα 3.19 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ Deblur κεηά ηελ αθαίξεζε ηεο 

πηζαλήο επηκφιπλζεο 
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Σρήκα 3.20 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε 

ηεο πηζαλήο επηκφιπλζεο 
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3.12 Ταμηλνκηθό Πξνθίι Αλζξώπηλνπ Αίκαηνο ζηε Σρηδνθξέλεηα 

΢ε απηφ ην ζηάδην αλάιπζεο, ν πνηνηηθφο έιεγρνο ησλ δεδνκέλσλ ζεσξείηαη 

νινθιεξσκέλνο θαη θαη’ επέθηαζε δίλεηαη ε δπλαηφηεηα εμαγσγήο ζπκπεξαζκάησλ φζνλ 

αθνξά ζηελ βηνινγία ησλ δεηγκάησλ ηεο παξνχζαο εξγαζίαο. Έλαο ηξφπνο κε ηνλ νπνίν 

επηηπγράλεηαη ε εμαγσγή ζπκπεξαζκάησλ είλαη ε εμέηαζε ηνπ ηαμηλνκηθνχ πξνθίι ησλ 

δεηγκάησλ, πνπ ζηελ ζπγθεθξηκέλε πεξίπησζε απνηεινχλ ηα δείγκαηα αίκαηνο αλζξψπσλ 

πνπ παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ επεηζφδην θαη δηαγλψζηεθαλ απφ ζρηδνθξέλεηα. 

Μεηαμχ ησλ ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ δελ παξνπζηάδνληαη ζεκαληηθέο δηαθνξέο σο πξνο 

ηελ αλίρλεπζε θαη ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν θπιήο (Σρήκα 3.21).  

΢πγθεθξηκέλα, φπσο θαη ζηα δείγκαηα αίκαηνο απφ πγηήο αλζξψπνπο, έηζη θαη ζηα 

αληίζηνηρα απφ αλζξψπνπο πνπ πάζρνπλ απφ ζρηδνθξέλεηα θαίλεηαη λα θπξηαξρνχληαη ζε 

επίπεδν θχισλ απφ Proteobacteria, φπνπ νη ζρεηηθέο αθζνλίεο πξνέθπςαλ γηα ηνλ DADA2 

λα είλαη ίζε κε 64,28% ±1,14%, γηα ηνλ Deblur ίζε κε 63,24% ±4,97% θαη γηα ηνλ 

VSEARCH ίζε κε 64,08% ±1,20%. ΢ηελ ζπλέρεηα, ηα δείγκαηα θπξηαξρνχληαη απφ 

Firmicutes (DADA2: 26,08% ±0,49%, Deblur: 26,83% ±2,04% θαη VSEARCH: 25,08% 

±0,45%) θαη αθνινπζνχλ ηα Actinobacteria (DADA2: 5,20% ±0,16%, Deblur: 6,64% 

±0,79% θαη VSEARCH: 6,37% ±0,20%) θαη ηα Bacteroidetes (DADA2: 3,74% ±0,30%, 

Deblur: 2,50% ±0,64% θαη VSEARCH: 3,70% ±0,29%). 

 

Σρήκα 3.21 Γηαγξάκκαηα πίηαο πνπ αληηπξνζσπεχνπλ ηηο κέζεο ζρεηηθέο αλαινγίεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θχισλ ζην αίκα ζρηδνθξελψλ νη νπνίνη παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσηηθφ επεηζφδην ( t1) 

πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH . 

 

3.13 Κακπύιεο Αξαίσζεο 

Απφ ηελ θπινγελεηηθέο αλαιχζεηο θαη ηνπο πξνζδηνξηζκνχο ησλ δεηθηψλ Shannon 

ησλ δεδνκέλσλ, θαηαζθεπάζηεθαλ γηα ην θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ θακπχιεο αξαίσζεο κε 

ζθνπφ ηελ απνηίκεζε βάζνπο αλάιπζεο ησλ δεηγκάησλ θαη θαη’ επέθηαζε ηελ πεξαηηέξσ 

ζηαηηζηηθή αλάιπζε ηεο άιθα πνηθηινκνξθίαο ηνπο. Δίλαη πνιχ ζεκαληηθφ λα επηιερζεί έλα 

βάζνο δεηγκαηνιεςίαο αλαγλσζκάησλ γηα θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ, ην νπνίν λα θαιχπηεη 

φζν ηνλ δπλαηφλ πεξηζζφηεξν ηελ πνηθηινκνξθία ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, λα κπνξνχλ λα 

ζπκπεξηιεθζνχλ ζε πεξαηηέξσ αλαιχζεηο φια ηα δείγκαηα θαη ηαπηφρξνλα ην θάζε δείγκα λα 

παξέρεη αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ηνπιάρηζηνλ ίζν κε 10000. 
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 Απφ ηα γξαθήκαηα (Σρήκα 3.22), παξαηεξείηαη φηη ζηνλ DADA2 θαη ζηνλ Deblur νη 

θακπχιεο θηάλνπλ ζε μεθάζαξν πιαηφ ζην δηάζηεκα βάζνπο αιιεινχρηζεο 1600-1800 

αλαγλψζκαηα. Απηφ ππνδειψλεη φηη ε ζπιινγή πξφζζεησλ αλαγλσζκάησλ πέξα απφ απηφ ην 

βάζνο δεηγκαηνιεςίαο δελ είλαη πηζαλφ λα νδεγήζνπλ ζηελ παξαηήξεζε πξφζζεησλ 

πιεξνθνξηψλ ζε ζρέζε κε ην κηθξνβηαθφ πεξηερφκελν. Όκσο, ζηελ πεξίπησζε ηνπ 

VSEARCH, νη θακπχιεο δελ θαίλεηαη λα πηάλνπλ πιαηφ. Μάιηζηα, παξαηεξείηαη λα έρνπλ 

κηθξή αιιά ζπλερή άλνδν αθφκα θαη κεηά ηελ ηηκή βάζνπο αιιεινχρηζεο 25000, 

μεπεξλψληαο έηζη ην δείγκα κε ηνλ ειάρηζην αξηζκφ αλαγλσζκάησλ.. 

Λακβάλνληαο ππφςε ηηο πξνυπνζέζεηο επηινγήο βάζνπο αιιεινχρηζεο, επηιέγεηαη 

θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ ν αξηζκφο αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρεη ην δείγκα κε ηνλ 

κηθξφηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ. ΢πλεπψο, γηα ηνλ DADA2 ην βάζνο είλαη ίζν κε 

dDADA2=22157, γηα ηνλ Deblur είλαη dDeblur=8459 θαη γηα ηνλ VSEARCH είλαη 

dVSEARCH=24059 αληίζηνηρα.  
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Σρήκα 3.22 Κακπχιεο αξαίσζεο πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur 

θαη VSEARCH πνπ απεηθνλίδνπλ ηνλ αξηζκφ ησλ ηαμηλνκηθψλ εηδψλ πνπ παξέρεη ην θάζε δείγκα 

έλαληη ηεο ηηκήο ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο. Παξαηεξείηαη φηη ζηνλ DADA2 θαη ζηνλ Deblur νη 

θακπχιεο θηάλνπλ ζε μεθάζαξν πιαηφ ζην δηάζηεκα βάζνπο αιιεινχρηζεο 1600 -1800 (θφθθηλε 

γξακκή), ελψ ζηνλ VSEARCH παξνπζηάδεηαη λα έρνπλ κηθξή αιιά ζπλερή άλνδν αθφκα θαη κεηά 

ηελ ηηκή βάζνπο αιιεινχρηζεο 25000 μεπεξλψληαο έηζη ην δείγκα κε ηνλ ειάρηζην αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ (θφθθηλνο θχθινο). 

3.14 Άιθα Πνηθηινκνξθία 

Δπηιέγνληαο ηνλ φγθν πιεξνθνξίαο πνπ παξέρεηαη απφ ηα πξναλαθεξφκελα βάζε 

αιιεινχρηζεο γηα θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ, παξέρεηαη ε δπλαηφηεηα δηεξεχλεζεο ηεο 

κηθξνβηαθήο πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο αζζελψλ κε ζρηδνθξέλεηα πνπ 

παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ επεηζφδην, ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο ησλ ίδησλ αζζελψλ κεηά 

απφ έλα κήλα αληηςπρσζηθήο ζεξαπείαο, ηελ κεηαμχ ηνπο ζχγθξηζε θαζψο θαη ηελ ζχγθξηζε 
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απηψλ κε ηα δείγκαηα ειέγρνπ. ΢θνπφο απηψλ ησλ δηεξεπλήζεσλ είλαη αξρηθά λα κειεηεζεί ε 

δηαθνξά σο πξνο ηελ πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο θαη ησλ δεηγκάησλ ειέγρνπ θαη 

ζηελ ζπλέρεηα λα κειεηεζνχλ ηπρφλ αιιαγέο ζηελ πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο ζηα 

δχν δηαθνξεηηθά ρξνληθά ζεκεία. Αξρηθά, γηα ηνλ ζθνπφ ηεο ζχγθξηζεο ηεο πνηθηινκνξθίαο 

ησλ ηξηψλ βαζηθψλ νκάδσλ δεηγκάησλ, θαηαζθεπάδνληαη ζεθνγξάκκαηα γηα ηελ 

αλαπαξάζηαζε θαη ζχγθξηζε ηεο άιθα πνηθηινκνξθίαο ρξεζηκνπνηψληαο ηνπο δείθηεο 

εληξνπίαο ηνπ Shannon πνπ πξνέθπςαλ θαη απφ ηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ (Παξάξηεκα 49). 

Οη ηξείο βαζηθέο νκάδεο δεηγκάησλ είλαη ηα δείγκαηα αίκαηνο πξηλ ηελ αληηςπρσζηθή 

ζεξαπεία (before_treatment), ηα δείγκαηα αίκαηνο κεηά απφ έλαλ κήλα αληηςπρσζηθήο 

ζεξαπείαο (after_treatment) θαη ηα δείγκαηα αξλεηηθνχ ειέγρνπ (controls).  

Η πξψηε επηζθφπεζε ησλ γξαθεκάησλ θαλεξψλεη ελδηαθέξνλ κνηίβα ζηελ 

πνηθηινκνξθία ησλ νκάδσλ δεηγκάησλ κεηαμχ ησλ ηξηψλ δηαθνξεηηθψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ 

(Σρήκα 3.23). Έλα βαζηθφ ραξαθηεξηζηηθφ δηαθνξνπνίεζεο κεηαμχ απηψλ ησλ ζπλφισλ 

είλαη φηη  ηα απνηειέζκαηα ηνπ VSEARCH έρνπλ πξνθχςεη ζπιινγηθά λα έρνπλ πςειφηεξεο 

ηηκέο εληξνπίαο Shannon ζε ζρέζε κε ηα απνηειέζκαηα ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο. 

Όκσο, απηή ε παξαηήξεζε είλαη αλακελφκελε, δηφηη νη πξναλαθεξφκελεο θακπχιεο 

αξαίσζεο ππνδεηθλχνπλ ην ίδην θαηλφκελν, δειαδή ηεο γεληθήο απμεκέλεο πνηθηινκνξθίαο 

ζε φια ηα δείγκαηα. Παξαηεξψληαο ηηο πνηθηινκνξθίεο πνπ παξέρνπλ νη βαζηθέο νκάδεο 

δεηγκάησλ ζηα δηαθνξεηηθά ζχλνια δεδνκέλσλ, εληνπίδνληαη πνιχ βαζηθέο νκνηφηεηεο θαη 

δηαθνξέο. 

Πην αλαιπηηθά, θαη ζηα ηξία γξαθήκαηα παξνπζηάδεηαη ειαθξψο πςειφηεξε δηάκεζε 

ηηκή πνηθηινκνξθίαο Shannon ζηελ νκάδα δεηγκάησλ αίκαηνο πξηλ ηελ ζεξαπεία ζε ζρέζε κε 

ηελ αληίζηνηρε ηηκή ηεο νκάδαο δεηγκάησλ αίκαηνο κεηά απφ έλα κήλα αληηςπρσζηθήο 

αγσγήο. Απηή ε παξαηήξεζε ππνδειψλεη κεγαιχηεξν πινχην θαη νκνηνκνξθία ηνπ 

κηθξνβηαθνχ πιεζπζκνχ ζηα δείγκαηα αίκαηνο αζζελψλ κε ζρηδνθξέλεηα πξηλ ηελ ρνξήγεζε 

αληηςπρσζηθψλ θαξκάθσλ. Βέβαηα, είλαη ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί φηη θαη ζηα ηξία ζχλνια 

δεδνκέλσλ ηα δείγκαηα αίκαηνο «πξν-ζεξαπείαο» παξνπζηάδνπλ κεγαιχηεξε δηαθχκαλζε 

κεηαμχ ηνπο σο πξνο ηελ πνηθηινκνξθία ηνπο ζε ζρέζε κε ηα δείγκαηα αίκαηνο κεηά ηελ 

ζεξαπεία (Σρήκα 3.23).  

΢ε αληίζεζε κε ηα δείγκαηα αίκαηνο, ηα δείγκαηα ειέγρνπ παξνπζηάδνπλ δηαθνξεηηθή 

πνηθηινκνξθία κεηαμχ ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο (Σρήκα 3.23). 

Μάιηζηα, ηα ζχλνια δεδνκέλσλ ηνπ DADA2 θαη ηνπ Deblur ηα δείγκαηα ειέγρνπ 

εκθαλίδνπλ ρακειφηεξε δηάκεζε ηηκή εληξνπίαο Shannon απφ ηηο δχν δηαθνξεηηθέο νκάδεο 

δεηγκάησλ αίκαηνο, ελψ ζηελ πεξίπησζε ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ ηνπ VSEARCH, ηα 

δείγκαηα ειέγρνπ παξνπζίαζαλ κεγαιχηεξε πνηθηινκνξθία ζε ζρέζε κε ηα δείγκαηα αίκαηνο. 

Έλαο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν κπνξεί λα νθείιεηαη ε απμεκέλε πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ 

ειέγρνπ ζηα απνηειέζκαηα νκαδνπνίεζεο ζε OTUs είλαη ε ηηκή ηνπ βάζνο αιιεινχρηζεο 

πνπ έρεη επηιερζεί γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ. Δθφζνλ νη 

θακπχιεο αξαίσζεο δείρλνπλ φηη ην πξνεπηιεγκέλν βάζνο αιιεινχρηζεο δελ έρεη θαιχςεη 

πιήξσο ηελ πνηθηινκνξθία ησλ δεηγκάησλ, ελδέρεηαη λα κελ έρεη θαιπθζεί ε πνηθηινκνξθία 

ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο επαξθψο ζε αληίζεζε κε ηα δείγκαηα ειέγρνπ. Όκσο, είλαη ζεκαληηθφ 

λα αλαθεξζεί φηη ε επηινγή ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

γλψκνλα ηελ ζπκπεξίιεςε φισλ ησλ δεηγκάησλ πνπ παξέρνληαη απφ ηα πξσηνγελή δεδνκέλα 

ζηελ αλάιπζε πνηθηινκνξθίαο ηνπο. Γηα ηελ αμηνιφγεζε απηψλ ησλ παξαηεξήζεσλ ζηηο 

βαζηθέο νκάδεο δεηγκάησλ, ζε θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ μερσξηζηά πξαγκαηνπνηήζεθε 

ζηαηηζηηθφο έιεγρνο Kruskal-Wallis γηα ηελ ζχγθξηζε ησλ ηηκψλ άιθα πνηθηινκνξθίαο 
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κεηαμχ ησλ δχν νκάδσλ δεηγκάησλ αίκαηνο (before_treatment vs after_treatment), κεηαμχ 

ησλ νκάδσλ δεηγκάησλ αίκαηνο πξν-ζεξαπείαο θαη ειέγρνπ (before_treatment vs controls) 

θαη ηέινο κεηαμχ ησλ νκάδσλ δεηγκάησλ αίκαηνο κεηά ηελ ζεξαπεία θαη ειέγρνπ 

(after_treatment vs controls). Καη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηηο ηξεηο 

δηαθνξεηηθέο ξνέο επεμεξγαζίαο δελ παξαηεξήζεθε ζηαηηζηηθά ζεκαληηθή δηαθνξά ζηελ 

άιθα πνηθηινκνξθία κεηαμχ ησλ πξναλαθεξφκελσλ νκάδσλ δεηγκάησλ (p>0.05) (Πίλαθαο 

3.26). Χζηφζν, είλαη ζεκαληηθφ λα αλαγλσξηζηεί φηη ε απνηπρία εληνπηζκνχ ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθψλ δηαθνξψλ κεηαμχ ησλ νκάδσλ δεηγκάησλ αίκαηνο θαη ειέγρνπ κπνξεί λα έρεη 

πξνθχςεη απφ ην κηθξφ κέγεζνο δεηγκάησλ ειέγρνπ.  

Πίλαθαο 3.26 Απνηειέζκαηα ζηαηηζηηθνχ ειέγρνπ Kruskal -Wallis γηα ηελ ζχγθξηζε ηεο άιθα 

πνηθηινκνξθίαο (εληξνπία Shannon) κεηαμχ δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςε απφ ηα 

ζχλνια δεδνκέλσλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH. 

 
DADA2 Deblur VSEARCH 

before_treatment  (n=20)  

vs 

 after_treatment (n=20) 

p=0.913837 p=0.626328 p=0.766046 

before_treatment  (n=20)  

vs 

 controls (n=3) 

p=0.465209 p=0.411314 p=0.235333 

after_treatment (n=20)  

vs  

controls (n=3) 

p=0.235333 p=0.36131 p=0.082837 
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Σρήκα 3.23 Θεθνγξάκκαηα άιθα πνηθηινκνξθίαο ρξεζηκνπνηψληαο δείθηεο εληξνπίαο Shannon πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH, γηα ηηο ηξεηο βαζηθέο 

νκάδεο δεηγκάησλ, ηα δείγκαηα αίκαηνο πξηλ ηελ αληηςπρσζηθή ζεξαπεία  (before_treatment), ηα 

δείγκαηα αίκαηνο κέηα απφ έλαλ κήλα αληηςπρσζηθήο ζεξαπείαο (after_treatment) θαη ηα δείγκαηα 

ειέγρνπ (controls). Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο Kruskal-Wallis κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ νκάδσλ 

δεηγκάησλ δελ παξνπζίαζε ζεκαληηθή ζηαηηζηηθή δηαθνξά σο πξνο ηελ άιθα πνηθηινκνξθία ηνπο θαη 

ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ.  
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4 Σπδήηεζε Απνηειεζκάησλ 

Η παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία αθνξά ηελ δηεξεχλεζε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ 

αίκαηνο θαη ηελ ζπζρέηηζε ηνπ ξφινπ απηνχ κε ηελ ζρηδνθξέλεηα αμηνπνηψληαο θαη 

αλαιχνληαο δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ ζηε δηαδεδνκέλε πιαηθφξκα 

QIIME2. Η αλάιπζε επηηπράλζεθε ρξεζηκνπνηψληαο δχν δηαθνξεηηθά εξγαιεία 

απνζνξπβνπνίεζεο αλαγλσζκάησλ, ηνλ DADA2 θαη ηνλ Deblur, θαη έλα εξγαιείν 

νκαδνπνίεζεο αληίζηνηρα, ηνλ VSEARCH, πνπ είλαη δηαζέζηκα γηα εθαξκνγή ζην QIIME2, 

νδεγψληαο ζηελ θαηαζθεπή ηξηψλ μερσξηζηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ, κε ζθνπφ ηελ 

ζχγθξηζε ησλ απνηειεζκάησλ ηνπο φζν αθνξά ζηελ βηνινγηθή εξκελεία ησλ δεδνκέλσλ 

αλάινγα ηελ κέζνδν παξαζθεπήο ASVs ή OTUs. Η θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή πεξηιακβάλεη ηα 

απαξαίηεηα ζηάδηα δηαρείξηζεο θαη επεμεξγαζίαο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ ζηε ζεηξά πνπ ην θαζέλα απαηηεί λα εθαξκνζηεί αλάινγα ηα εξγαιεία πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο απνθνπήο κε-βηνινγηθψλ εθθηλεηψλ απφ ηα 

paired-end αλαγλψζκαηα, ηεο ζπγρψλεπζεο απηψλ, ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα απηψλ, ηελ 

θαηαζθεπή αληηπξνζσπεπηηθψλ ακπιηθνλίσλ (ASVs/OTUs), ηελ αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ, ηελ ηαμηλφκεζε ησλ ASVs/OTUs, ηνλ θαζαξηζκφ ησλ δεδνκέλσλ απφ κε-

ζηνρεπκέλα ζηνηρεία, ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ θαη 

επηκνιχλζεσλ, ηελ απνηίκεζε ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο θαη ηέινο ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ 

δεηθηψλ άιθα πνηθηινκνξθίαο. 

Γηα ηελ αληηθεηκεληθή ζχγθξηζε ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ, αξρηθά εμεηάζηεθε ε 

επηξξνή βαζηθψλ παξακέηξσλ πνπ απαηηνχληαη λα νξηζηνχλ απφ ηνλ ρξήζηε ζην ζηάδην ηεο 

πξνεπεμεξγαζίαο ησλ ηξηψλ ξνψλ επεμεξγαζίαο ζηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο έσο θαη ην 

ζηάδην ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο ησλ παξαγφκελσλ ASVs/OTUs θαη επηρεηξήζεθε ε 

βειηηζηνπνίεζε ησλ ηηκψλ ηνπο ιακβάλνληαο ππφςηλ ηελ βέιηηζηε απνθφκηζε φγθνπ 

δεδνκέλσλ θαη βηνινγηθήο πιεξνθνξίαο, ην επίπεδν αμηνπηζηίαο ησλ ίδησλ ησλ ηηκψλ, θαζψο 

θαη ην γεγνλφο φηη νη ηειηθψο επηιεγκέλεο ηηκέο θαη ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ λα είλαη 

φζν ηνλ δπλαηφλ γίλεηαη παξφκνηνη θαη ζπγθξίζηκνη. Οη βαζηθνί παξάκεηξνη πνπ εμεηάζηεθαλ 

αθνξνχλ ηηο πξνδηαγξαθέο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο γηα ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ, ηνλ πξνθαζνξηζκφ ηεο πνηφηεηαο πνπ απαηηνχληαη λα παξέρνπλ ηα 

αλαγλψζκαηα, είηε ηεο κνξθήο paired-end είηε ησλ ζπγρσλεπκέλσλ, θαη ην κήθνο πνπ πξέπεη 

έρνπλ ηα paired-end ή ζπγρσλεπκέλα αλαγλψζκαηα, φπνπ απηφ απαηηείηαη θαη εθαξκφδεηαη. 

΢ηελ ζπλέρεηα, ηα επηιεγκέλα ζχλνια δεδνκέλσλ ειέγρνληαη γηα ηπρφλ ζθάικαηα θαη 

επηκνιχλζεηο θαη εμεηάδνληαη εηο βάζνο νη ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο πνπ παξέρνπλ. Σέινο, 

πξαγκαηνπνηείηαη αλάιπζε ηεο πνηθηινκνξθίαο ζην θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ, 

θαηαζθεπάδνληαο θακπχιεο αξαίσζεο, επηιέγνληαο ην βάζνο αιιεινχρηζεο γηα ην θάζε 

ζχλνιν δεδνκέλσλ μερσξηζηά θαη πξνζδηνξίδνληαο αληίζηνηρα ηνπο δείθηεο άιθα 

πνηθηινκνξθίαο Shannon.  Απηφ ην ζηάδην νινθιεξψλεηαη κε ηνλ ζηαηηζηηθφ έιεγρν κεηαμχ 

ησλ δεηθηψλ πνηθηινκνξθίαο πνπ πξνέθπςαλ γηα ηα δείγκαηα αίκαηνο πνπ ζπιιέρζεθαλ απφ 

ηνπο αζζελείο φηαλ εκθάληζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ επεηζφδην, ηα δείγκαηα αίκαηνο ησλ ίδησλ 

αζζελψλ κεηά απφ έλα κήλα αληηςπρσζηθήο ζεξαπείαο θαη ηα δείγκαηα αξλεηηθνχ ειέγρνπ.  

Η ζπγθξηηηθή αλάιπζε ησλ ξνψλ επεμεξγαζίαο πνπ βαζίδνληαη ζηελ παξαγσγή 

ASVs θαη OTUs απνθάιπςε κηα ζεηξά δηαθνξψλ αιιά θαη νκνηνηήησλ ζηηο ηαμηλνκηθέο 

πιεξνθνξίεο, ζηηο θακπχιεο αξαίσζεο θαζψο θαη ζηηο κεηξήζεηο άιθα πνηθηινκνξθίαο, 

νξηνζεηψληαο έηζη ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο απνηππψζεηο απηψλ ησλ βηνπιεξνθνξηθψλ 

πξνζεγγίζεσλ, πνπ κπνξεί λα έρνπλ βαζηέο ζπλέπεηεο γηα ζηελ θαηαλφεζε ηεο ζπκκεηνρήο 

ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ αίκαηνο ζηε ζρηδνθξέλεηα θαη παξαπέκπνπλ ζε κηα επαλεμέηαζε ησλ 
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πξαθηηθψλ ηππνπνίεζεο βηνπιεξνθνξηθήο αλάιπζεο ζην πεδίν. ΢ηνλ ιαβχξηλζν 

απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηε ζχγθξηζε βηνπιεξνθνξηθψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ 

βαζηζκέλσλ ζηελ απνζνξπβνπνίεζε ζε ASVs θαη νκαδνπνίεζε ζε OTUs ησλ 

αλαγλσζκάησλ, απνθαιχπηνληαη θξίζηκεο γλψζεηο γηα ην βαθηεξηαθφ θνξηίν πνπ βξίζθεηαη 

ζηελ θπθινθνξία ηνπ αίκαηνο αηφκσλ κε ζρηδνθξέλεηα, γεθπξψλνληαο ην ράζκα ηηο 

πεξηνξηζκέλεο έξεπλαο κε απηή ηελ ζεκαηνινγία. ΢ην ζπγθεθξηκέλν θεθάιαην, 

απνθξππηνγξαθφληαη θαη ζπγθξίλνληαη ηα επξήκαηα ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο 

κε ηελ ππάξρνπζα βηβιηνγξαθία, εκβαζχλνληαο ζην δίιεκκα κεηαμχ ησλ κεζφδσλ 

νκαδνπνίεζεο θαη απνζνξπβνπνίεζεο, ξίρλνληαο θσο ζηελ πεξηπινθφηεηα ησλ κεζφδσλ πνπ 

δηακνξθψλνπλ ηελ εξκελεία ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ακπιηθνλίσλ θαη  αλαγλσξίδνληαο 

ηνπο πεξηνξηζκνχο ηεο αλάιπζεο. 

 

4.1 Πεηξακαηηζκόο Τηκώλ Παξακέηξσλ θαη Σπγθξηηηθή Αλάιπζε 

Η πνηφηεηα ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο θαζνξίδνπλ ηνλ ηξφπν 

επεμεξγαζίαο απηψλ θαζψο έρνπλ ηελ δχλακε λα επεξεάζνπλ ηα ηειηθά απνηειέζκαηα σο 

πξνο ηελ βηνινγηθή εξκελεία ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο. ΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία, 

ηα παξαγφκελα δεδνκέλα απφ ηελ πιαηθφξκα Illumina MiSeqPE250 εηζήρζεθαλ εχθνια ζην 

πεξηβάιινλ ηεο πιαηθφξκαο QIIME2 θαη εθ πξψηεο φςεσο παξνπζηάδνπλ ηθαλνπνηεηηθά 

ραξαθηεξηζηηθά. Ο φγθνο θαη ε πνηφηεηα ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ παξάρζεθαλ απφ ηελ 

πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο θαλεξψλεη ηελ πνιχ κεγάιε απφδνζε πνπ παξέρεη ε ηερλνινγία 

ηεο Illumina, κε ζπλνιηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ζην χςνο ησλ 11·10
6
 θαη κε βαζκνινγίεο 

πνηφηεηαο PHRED αλά βάζε απφ 10 θαη πάλσ (Πίλαθαο 3.1, Σρήκα 3.2). Απηφ ζεκαίλεη φηη 

νη βάζεηο αλαγλσζκάησλ ζηα δηαζέζηκα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ζπλνδεχνληαη απφ κέγηζην 

0,1% πνζνζηφ ζθάικαηνο ππνθαηάζηαζεο. Απηφ ην γεγνλφο ραξαθηεξίδεηαη αλακελφκελν 

γηα ηα δεδνκέλα πνπ πξνέξρνληαη απφ ηηο πιαηθφξκεο Illumina, νη νπνίεο είλαη γλσζηέο γηα 

ην πιενλέθηεκα λα παξέρνπλ ρακειφ πνζνζηφ ζθαικάησλ ην νπνίν ηηο θαζηζηά ζηηο πην 

αμηφπηζηεο ηερλνινγίεο αιιεινχρηζεο αλά βάζε ζηελ αγνξά (Hu et al., 2021). Η πιεηνςεθία 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ παξέρνπλ κήθνο 251 bp (Πίλαθαο 3.2), πνπ είλαη ηζνδχλακν 

κε ην κέγηζην κήθνο πνπ είλαη ηθαλή λα αιιεινπρίζεη ε πιαηθφξκα, ε νπνία παξάγεη paired-

end 2 x 250 bp αλαγλψζκαηα θαη ε πξνζήθε κίαο ηειηθήο βάζεο ζηα κηθξν-αλαγλψζκαηα 

νθείιεηε ζηελ ηερλνινγίαο ηεο (Slatko et al., 2018). 

Ο κφλνο πξνβιεκαηηζκφο πνπ πξνθχπηεη απφ ηα πξσηνγελή δεδνκέλα αιιεινχρηζεο 

έγθεηηαη ζηελ έληνλε δηαθχκαλζε ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ ηα δείγκαηα, 

θαη εηδηθά γηα ην δείγκα αίκαηνο ηνπ αζζελή 1 (sample1a) πνπ θέξεη ην κέγηζην αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ θαη ε ηηκή ηνπ είλαη πάλσ απφ ην δηπιάζην αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ 

παξέρεη ην ακέζσο επφκελν δείγκα (Σρήκα 3.1). Όπσο είλαη ήδε γλσζηφ, είλαη είλαη δχζθνιν 

λα ζπιιερζεί αθξηβψο ν ίδηνο αξηζκφο αλαγλσζκάησλ ζε θάζε δείγκα. Απηφ ην θαηλφκελν 

κπνξεί λα νθείιεηαη είηε ζηνπο παξάγνληεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ πξνεηνηκαζία ησλ 

δεηγκάησλ, είηε ζηελ πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ή ιφγσ ησλ ηερληθψλ 

δπζθνιηψλ ζηε θφξησζε ησλ ίδησλ κνξηαθψλ πνζνηήησλ ησλ βηβιηνζεθψλ αιιεινχρηζεο 

ζην φξγαλν ή αθφκα θαη ηεο εγγελήο κεηαβιεηφηεηαο ζηα βηνινγηθά δείγκαηα (Gloor et al., 

2017). Παξφια απηά, απηή ε έληνλε δηαθχκαλζε απνηειεί κηα θαηάζηαζε πνπ πξέπεη λα 

αληηκεησπηζηεί κέζσ ηεο βηνπιεξνθνξηθήο επεμεξγαζίαο ησλ δεδνκέλσλ, έηζη ψζηε νη 

ζρεηηθέο αθζνλίεο ησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ θαη νη πνηθηινκνξθίεο ησλ δεηγκάησλ λα 

είλαη φζν ηνλ δπλαηφλ αληηθεηκεληθέο. Δλψ ε θαλνληθνπνίεζε ησλ δεδνκέλσλ κέζσ ηεο 
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αξαίσζεο ησλ δεηγκάησλ εμππεξεηεί ζε κεγάιν βαζκφ ζηελ αληηκεηψπηζε απηήο ηεο 

θαηάζηαζεο, ζηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία πξαγκαηνπνηήζεθε ε ζρεηηθή εμνκάιπλζε 

ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ πνπ θέξνπλ ηα δείγκαηα θαη ζηηο ηξεηο ξνέο επεμεξγαζίαο κέζσ 

ηεο αθαίξεζεο ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ ηαμηλνκήζεθαλ ζε Lactobacillus, ηα νπνία 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο απνηέιεζκα επηκφιπλζεο (Σρήκα 3.16). 

Δπηζηξέθνληαο ζην ζέκα ηεο πνηφηεηαο ησλ αλαγλσζκάησλ, ελψ ε πιαηθφξκα 

αδηακθηζβήηεηα θαηάθεξε λα δψζεη πνιχ θαιήο πνηφηεηαο πξσηνγελή δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο, ην πνζνζηφ 0.1% πηζαλφηεηαο λα έρεη πξνθχςεη κηα βάζε ιφγσ ζθάικαηνο 

είλαη αξθεηά ζεκαληηθφ θαη επηβιαβέο ζηελ έθηαζε ησλ 11•10
6
 αλαγλσζκάησλ θαζψο κπνξεί 

λα πξνζζέζεη αλαμηφπηζηεο θαη δπλεηηθά ηπραίεο αιιεινπρίεο ζην ζχλνιν δεδνκέλσλ θαη λα 

νδεγήζεη ζηελ εζθαικέλε εξκελεία απηψλ (Del Fabbro et al., 2013). Η πνηφηεηα ησλ paired-

end αλαγλσζκάησλ θαίλεηαη λα είλαη κεησκέλε πεξηζζφηεξν ζηηο πεξηνρέο ησλ άθξσλ απηψλ 

θαη θπξίσο ζην ηειηθφ δεμί άθξν (Σρήκα 3.2). Γεληθά, είλαη αλακελφκελε ε παξαηήξεζε ησλ 

βαζκνινγηψλ βάζεσλ ζηα άθξα ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ ηείλνπλ λα παξέρνπλ ρακειφηεξε 

βαζκνινγία πνηφηεηαο ζε ζρέζε κε ην θεληξηθφ ηνπ θνκκάηη βάζε βηβιηνγξαθίαο (Tan et al., 

2019).  ΢πλεπψο, ε δηαρείξηζε απηψλ απνηειεί απαξαίηεην βήκα γηα ηελ δηαζθάιηζε ηεο 

αμηνπηζηίαο ησλ αλαγλσζκάησλ, θαη θαη’ επέθηαζε ησλ έγθπξσλ κεηαγελέζηεξσλ 

απνηειεζκάησλ (Bokulich et al., 2013). ΢ηελ παξνχζα αλάιπζε, νη βηνπιεξνθνξηθέο 

ηερληθέο βειηίσζεο πνηφηεηαο ησλ αλαγλσζκάησλ ζπκπεξηιάκβαλαλ ηελ κεξηθή απνθνπή 

ελφο ή θαη ησλ δχν άθξσλ ηνπο, ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θαη ηελ 

αμηνιφγεζε ηεο γεληθήο πνηφηεηαο ηνπο γηα ηελ επηινγή δηαηήξεζεο ή απφξξηςήο ηνπο, νη 

νπνίεο ζπλέβαιαλ απνδεδεηγκέλα ζε φηη αθνξά ηελ αληηκεηψπηζε ρακειήο πνηφηεηαο 

βάζεσλ. 

Πην ζπγθεθξηκέλα, ε απνθνπή ησλ αξρηθψλ αιιεινπρηψλ ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ, δειαδή ηνπ αξηζηεξνχ άθξνπ απηψλ, πνπ εθαξκφζηεθε ζηελ αξρή θαη ησλ 

ηξηψλ ξνψλ επεμεξγαζίαο ε νπνία απνζθνπνχζε ζηελ απαιιαγή ησλ κε-βηνινγηθψλ 

εθθηλεηψλ απφ ηα αλαγλψζκαηα, έθεξε ζαλ απνηέιεζκα ηελ αθαίξεζε ησλ αξρηθψλ 

αιιεινπρηψλ πνπ είραλ ρακειφηεξε πνηφηεηα ζε ζρέζε κε ην θεληξηθφ θνκκάηη ησλ 

αλαγλσζκάησλ (Σρήκα 3.3). Δπίζεο, ε κεξηθή απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ βειηηψλεη ζεκαληηθά ηα κεηαγελέζηεξα απνηειέζκαηα σο πξνο ηελ 

αμηνπηζηία ηνπο βάζε βηβιηνγξαθίαο (Mohsen et al., 2019). ΢ηελ πεξίπησζε ηεο 

επεμεξγαζηηθήο ξνήο ηνπ DADA2, αλ θαη δελ πξνζθέξεηαη ε δπλαηφηεηα επηζθφπεζεο ηεο 

πνηφηεηαο ησλ αλαγλσζκάησλ απφ ηελ πιαηθφξκα QIIME2, κηα θαιή έλδεημε βειηίσζεο ηεο 

πνηφηεηαο σο πξνο ην πεξηερφκελν απηψλ θαηά ηελ απνθνπή ηνπ ηειηθνχ δεμηνχ άθξνπ ηνπο 

είλαη ε απνθφκηζε ASVs πνπ παξέρνπλ πην αληηπξνζσπεπηηθφ κήθνο κε ην πξνζεγγηζηηθφ 

αληίζηνηρν ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ (Πίλαθαο 3.9).  Η ζπγρψλεπζε ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ πνπ εθαξκφζηεθε ζηηο ξνέο επεμεξγαζίαο ησλ Deblur θαη 

VSEARCH θαλεξψλεη ηελ βειηίσζε ηεο πνηφηεηαο αλαγλσζκάησλ πνπ επηθέξεη απηφ ην 

ζηάδην επεμεξγαζίαο κέζσ ηεο πςειήο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο πνπ παξέρνπλ νη βάζεηο ηεο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Σρήκα 3.4). Σν θαηλφκελν απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη νη 

ηηκέο πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ππνβάιινληαη ζε επεμεξγαζία 

θαηά ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, θαηά ηελ νπνία πξνζδηνξίδνληαη θαη 

πξνβιέπνληαη βειηησκέλεο ηειηθέο ηηκέο πνηφηεηαο ιφγσ επηηπρήο αληηζηνηρίαο (Zhang et al., 

2014). 

Σν πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα, ην νπνίν εθηειέζηεθε ζηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ 

Deblur θαη VSEARCH κε βάζε ηελ ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο πνπ απαηηείηαη λα 
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παξέρνπλ νη βάζεηο ησλ αλαγλσζκάησλ, έθεξε επίζεο ζαλ απνηέιεζκα ηελ βειηίσζε ηεο 

πνηφηεηαο ησλ δεδνκέλσλ. ΢ε θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην πνπ έρεη παξζεί, ε βαζκνινγία 

πνηφηεηαο αλά βάζε έρεη απμεζεί, εηδηθά ζηηο βάζεηο πνπ βξίζθνληαη γχξσ απφ ηελ 

επηθαιππηφκελε πεξηνρή (Σρήκα 3.5), νη νπνίεο πξν-ζπγρψλεπζεο ήηαλ απηέο πνπ 

βξηζθφληνπζαλ ζην ηειηθφ άθξν ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θαη πνπ παξνπζίαδαλ 

ρακειφηεξε πνηφηεηα ζε ζρέζε κε ηηο ππφινηπεο βάζεηο ζην θεληξηθφ θνκκάηη ησλ 

αλαγλσζκάησλ (Σρήκα 3.3). Μάιηζηα, παξνπζηάδεηαη πην έληνλε ε απμεζε ηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ θαζψο απμάλεηαη ε ηηκή ηνπ Qmin, αιιά ε αχμεζε ηεο αμηνπηζηίαο ησλ 

δεδνκέλσλ ζπλνδεχεηαη κε έλα ζνβαξφ θφζηνο, ην νπνίν ζα ζρνιηαζηεί ζε επφκελν ζηάδην. 

Γπζηπρψο, ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 δελ ππήξρε ε δπλαηφηεηα επηζθφπεζεο ηεο 

βαζκνινγίαο πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ πνπ θέξνπλ ηα αλαγλψζκαηα χζηεξα ηνπ πνηνηηθνχ 

ειέγρνπ ησλ δεδνκέλσλ, δηφηη ε πιαηθφξκα QIIME2 δηαζέηεη ην ζπγθεθξηκέλν εξγαιείν 

απνζνξπβνπνίζεο ππν ηελ κνξθή ελφο pipeline πνπ εκπεξηέρεη φια ηα βήκαηα 

πξνεπεμεξγαζίαο κεηαηξνπήο ησλ κνλαδηθψλ αλαγλσζκάησλ ζε ASVs πνπ ζπλνδεχνληαη 

απφ κηα ηηκή ζπρλφηεηαο.  

Γηα ηελ αλάιπζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ πνπ πξνέξρνληαη 

απφ βηνινγηθά δείγκαηα άγλσζηνπ κηθξνβηαθνχ πεξηερνκέλνπ θαη θνξηίνπ, εθ ησλ νπνίσλ 

επηζπκείηαη ε δηεξεχλεζε ηεο φζν ηνλ δπλαηφλ πην αληηπξνζσπεπηηθήο βαθηεξηαθήο 

ζχλζεζεο θαη πνηθηινκνξθίαο, είλαη αλαγθαία ε πξνζαξκνγή ησλ ηηκψλ παξακέηξσλ ζην 

ζηάδην πξνεπεμεξγαζίαο. Απηφ νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη νη παξάγνληεο πνπ αθνξνχλ ηελ 

πεξηθνπή ησλ αλαγλσζκάησλ, ηηο πξνδηαγξαθέο ζπγρψλεπζεο απηψλ θαζψο θαη ηελ πνηφηεηα 

πνπ απαηηείηαη λα παξέρνπλ, κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ζεκαληηθά ηελ εξκελεία ησλ ηειηθψλ 

απνηειεζκάησλ ηεο αλάιπζεο. ΢ηελ πεξίπησζε ηεο απνθνπήο θαη αθαίξεζεο  ησλ ηειηθψλ 

αιιεινπρηψλ απφ ηα paired-end αλαγλψζκαηα πξηλ ηελ ζπγρψλεπζή ηνπο, έλα επεμεξγαζηηθφ 

ζηάδην πνπ πξνζθέξεηαη ζαλ επηινγή ζην πξφζζεην ηνπ DADA2 ζην QIIME2, ελψ κπνξεί λα 

βειηησζνχλ ζεκαληηθά ηα κεηαγελέζηεξα απνηειέζκαηα σο πξνο ηελ αμηνπηζηίαο ηνπο 

(Mohsen et al., 2019), σζηφζν ππάξρεη πεξίπησζε αθαίξεζεο ησλ βάζεσλ ηεο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ελφο κεγάινπ φγθνπ απηψλ θαη θαηά επέθηαζε λα επηθέξεη ηελ 

απνηπρία ηεο ζπγρψλεπζεο απηψλ. Αληίζηνηρα, ζηελ πεξίπησζε ηεο πεξηθνπήο ησλ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο, κηα παξέκβαζε πνπ απαηηείηαη 

θαηά ηελ εθαξκνγή ηεο απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ Deblur, ην ζεκείν απνθνπήο πξέπεη λα 

επηιερζεί κε πξνζνρή, δηφηη ελψ ε δηαηήξεζε ηνπ φζν ηνλ δπλαηφλ κεγαιχηεξνπ κήθνπο 

αλαγλψζκαηνο ηζνδπλακεί κε ηελ απνθφκηζε πεξηζζφηεξσλ ηαμηλνκηθψλ θαη θπινγελεηηθψλ 

πιεξνθνξηψλ ζηηο πεξαηηέξσ αλαιχζεηο (Del Fabbro et al., 2013), ηα ζπγρσλεπκέλα 

αλαγλψζκαηα πνπ θέξνπλ κηθξφηεξν κήθνο απφ απηφ πνπ νξίδεηαη απνξξίπηνληαη 

απηνκάησο, ην νπνίν δπλεηηθά ζα κπνξνχζε λα νδεγήζεη ζηελ κεγάιε απψιεηα φγθνπ 

ρξήζηκσλ δεδνκέλσλ.  

΢ηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2, ε δηαδηθαζία ηεο απνζνξπβνπνίεζεο είλαη 

ελζσκαησκέλε ζε έλα pipeline ν νπνίνο πεξηιακβάλεη εμίζνπ ηελ επηινγή εάλ απηή είλαη 

επηζπκεηή ηεο πεξηθνπήο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ παξνχζα αλάιπζε 

επηιέρζεθαλ 2 δηαθνξεηηθά παξακεηξηθά ζελάξηα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ απνθνπή ησλ 

αλαγλσζκάησλ, φπνπ ζηελ κία πεξίπησζε επηιέγεηαη λα κελ εθαξκνζηεί πεξαηηέξσ απνθνπή 

(no trim), ελψ ζηελ δεχηεξε επηιέγεηαη ε απνθνπή ησλ εκπξφζζησλ αλαγλσζκάησλ ζηελ 

220
ε
 βάζε (f: trim@=220) θαη γηα ηα αλάζηξνθα αληίζηνηρα ζηελ 225

ε
 βάζε (r: trim@=225) 

θαη ε αθαίξεζε ησλ αιιεινπρηψλ πνπ εκπεξηέρνληαη ζην ηειηθφ δεμηφ άθξν απηψλ. Σα 

απνηειέζκαηα πνπ πξνέθπςαλ κέρξη θαη ην ζηάδην ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο θαλεξψλνπλ 
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ηελ ειαθξψο κεγαιχηεξε αμηνπηζηία πνπ παξέρνπλ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ, ζηα νπνία έρνπλ 

επηβιεζεί απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ.   

Πην αλαιπηηθά, ν αξηζκφο ησλ αλαγλσζκάησλ κεηά απφ ηελ εθαξκνγή ηνπ πξψηνπ 

βήκαηνο επεμεξγαζίαο ηνπ DADA2 παξνπζηάδεηαη κεησκέλνο ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ 

έρεη ππνβιεζεί πεξηθνπή ζηα κηθξν-αλαγλψζκαηα ζε ζρέζε κε απηά ηεο κε-απνθνπήο 

αληίζηνηρα (Παξάξηεκα 11). Απηφ νθείιεηαη ζην φηη ηα paired-end αλαγλψζκαηα πνπ 

έθεξαλ κηθξφηεξν κήθνο απφ ην ζεκείν απνθνπήο πνπ εθαξκφζηεθε απνξξίθζεθαλ ζε απηφ 

ην ζηάδην, αιιά δεδνκέλνπ ηνπ κηθξνχ φγθνπ απηψλ, κε κέγηζην πνζνζηφ πεξίπνπ 6%, δελ 

ραξαθηεξίδεηαη δπζκελήο απηή ε απψιεηα δεδνκέλσλ. Μάιηζηα, θαζψο κεηψλεηαη ην κέγηζην 

πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ πνπ επηηξέπεηαη λα παξέρνπλ ηα paired-end 

αλαγλψζκαηα ζηα κεηαγελέζηεξα ζηάδηα επεμεξγαζίαο, κεηψλεηαη ε δηαθνξά ησλ πνζνζηψλ 

δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ κεηαμχ ησλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ, δηφηη φζν πην απζηεξφ είλαη ην 

πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα ηφζν κεγαιχηεξνο φγθνο paired-end αλαγλσζκάησλ πνπ δελ έρνπλ 

ππνβιεζεί πεξηθνπή απνξξίπηεηαη. Απηφ ζπκβαίλεη ιφγσ ηνπ φηη ηα  κηθξν-αλαγλψζκαηα 

θέξνπλ πεξηζζφηεξεο βάζεηο ρακειήο πνηφηεηαο ζην ηειηθφ δεμί άθξν ζε ζχγθξηζε κε απηά 

απφ ηα νπνία έρνπλ αθαηξεζεί νη ηειηθέο βάζεηο. Μεηά ηελ νινθιήξσζε ηεο 

απνζνξπβνπνίεζεο, δελ εληνπίδεηαη θακία ηδηαίηεξε επηξξνή πνπ λα ζρεηίδεηαη κε ηελ 

επηινγή ηεο πεξηθνπήο ή κε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ (Παξάξηεκα 12). Με ηελ 

νινθιήξσζε ησλ επεμεξγαζηψλ πνπ εθηεινχληαη απφ ηνλ DADA2, πνπ ζπκπεξηιακβάλεη ηελ 

αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαη ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, 

παξαηεξείηαη ε απφξξηςε κεγαιχηεξνπ πνζνζηνχ αλαγλσζκάησλ ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ 

πνπ δελ είρε ππνβιεζεί απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ζηα κηθξν-αλαγλψζκαηα (Πίλαθαο 3.7). 

Δζηηάδνληαο θαη ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ εθαξκφζηεθε e.e.max=0.5, παξαηεξείηαη 

αλάθηεζε ειαθξψο κεγαιχηεξνπ πνζνζηνχ δηαηεξεηέσλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ 

φηαλ εθαξκφδεηαη πεξηθνπή ζηα ηειηθά άθξα ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. Λνγηθά, απηφ 

ην θαηλφκελν νθείιεηαη ζηελ δηαδηθαζία ηεο απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ DADA2, θαηά ηελ 

νπνία πξαγκαηνπνηνχληαη δηνξζψζεηο ζηηο βάζεηο ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ κηθξν-

αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ ρακειή βαζκνινγία πνηφηεηαο ιφγσ ηνπ φηη ην παξακεηξηθφ 

κνληέιν ηνπ αιγφξηζκνπ ηηο ζεσξεί απνηέιεζκα ζθαικάησλ. Απηή ε δηαδηθαζία δηφξζσζεο 

ππάξρεη πηζαλφηεηα λα επέθεξε ζε έλα ζεκαληηθφ βαζκφ ηελ παξαιιαγή ησλ αιιεινπρηψλ 

ζην ηειηθφ άθξν ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θαη θαηά επέθηαζε ηεο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο κε απνηέιεζκα λα θέξεη ηελ απνηπρία ζηνίρηζεο απηψλ θαηά ηελ ζπγρψλεπζε ηνπο. 

Γεδνκέλνπ φηη θαη ηα απνηειέζκαηα ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο παξνπζηάδνπλ ακειεηέεο 

δηαθνξέο ζηνλ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ θαηάθεξαλ ηα ηαμηλνκεζνχλ κεηαμχ ησλ ζπλφισλ 

πνπ επηβιήζεθε ε πεξηθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θαη απηψλ πνπ δελ επηβιήζεθε 

αληίζηνηρα (Πίλαθαο 3.15), ε επηινγή ησλ ζεκείσλ απνθνπήο ζηα paired-end αλαγλψζκαηα 

δελ επεξέαζε αξλεηηθά ηελ δηαδηθαζία ζπγρψλεπζεο δηφηη δελ αθαηξέζεθαλ πνιιέο 

αιιεινπρίεο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. 

Μεηαβαίλνληαο ηελ πξνζνρή ζηα ραξαθηεξηζηηθά πνπ θέξνπλ ηα παξαγφκελα 

αληηπξνζσπεπηηθά αλαγλψζκαηα ηνπ DADA2, παξαηεξείηαη φηη ηα ζχλνια δεδνκέλσλ ρσξίο 

απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ θέξνπλ δηπιάζηα πνζφηεηα ASVs απφ ηα ζχλνια 

πνπ επηβιήζεθε πεξηθνπή ησλ ηειηθψλ ηνπ άθξσλ (Πίλαθαο 3.8). Δλψ απηφ ζα κπνξνχζε λα 

ζεκαίλεη πεξηζζφηεξε επθξίλεηα ζηελ κεηέπεηηα ηαμηλνκηθή αλάζεζε, ην κήθνο ηνπ 50% ησλ 

ASVs πνπ θέξνπλ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ no-trim είλαη κηθξφηεξν απφ 250 bp (Πίλαθαο 3.9), 

θαη ζπλεπψο δελ αληηθαηνπηξίδνπλ θαζφινπ ην αληίζηνηρν ηεο ζηνρεπφκελεο πεξηνρήο V3-V4 

ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ πνπ κειεηάηαη ζηελ παξνχζα κειέηε (Vargas-Albores et al., 2017). 

Δπηπιένλ, ην γεγνλφο φηη παξνπζηάδνληαη πεξηζζφηεξα ρακειήο αθζνλίαο ASVs ζηα ζχλνια 
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δεδνκέλσλ ρσξίο εθαξκνγή πεξηθνπήο (Παξάξηεκα 15), εληζρχεηαη ε ζεσξία φηη κηα κεγάιε 

πνζφηεηα απηψλ είλαη απνηέιεζκα ζθαικάησλ πνπ ν DADA2 δελ θαηάθεξε λα απνξξίςεη. 

Καηά ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε, ελψ θαη ζηα δχν παξακεηξηθά ζελάξηα πεξηθνπήο έλα κεγάιν 

πνζνζηφ ASVs δελ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί, ηα ζχλνια δεδνκέλσλ κε απνθνπή ησλ paired-

end αλαγλσζκάησλ έθεξαλ κεγαιχηεξε πνζνζηηαία αλάθηεζε ηαμηλνκεκέλσλ ASVs 

(Πίλαθαο 3.14) θαη ιηγφηεξε πνζφηεηα ρακειήο αθζνλίαο ASVs ζε ζρέζε κε ηα ζχλνια πνπ 

δελ εθαξκφζηεθε απνθνπή (Παξάξηεκα 29). Αθφκα θαη πνπ ηα ζχλνια ρσξίο πεξηθνπή 

paired-end αλαγλσζκάησλ θαηέιεμαλ κε 30% παξαπάλσ ζε αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs, ν 

αξηζκφο ησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ πξνέθπςε απφ απηά ηα ζχλνια δελ μεπεξλάεη ην 

ίδην αλαινγηθά κε ηνλ αληίζηνηρν αξηζκφ πνπ θέξνπλ ηα ζχλνια πνπ εθαξκφζηεθε πεξηθνπή 

(Πίλαθαο 3.16). Πξαθηηθά, φια ηα παξαπάλσ ππνδεηθλχνπλ φηη ηα ζχλνια δεδνκέλσλ πνπ 

εθαξκφζηεθε απνθνπή ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ήηαλ πην 

απνδνηηθά ζε ζρέζε κε ηα ζχλνια πνπ δελ εθαξκφζηεθε θαζφινπ πεξηθνπή ζηα άθξα ηνπο.  

΢ηελ ξνή επεμεξγαζίαο ηνπ Deblur, ζηελ δηαδηθαζία ηεο απνζνξπβνπνίεζεο ήηαλ 

αλαγθαία ε πεξηθνπή ησλ αλαγλσζκάησλ ζε ίζν κήθνο γηα λα εθηειεζηεί κε επηηπρία ν 

πξνζδηνξηζκφο ησλ απνζηάζεσλ Hamming. ΢ηελ παξνχζα εξγαζία επηιέρζεθαλ δχν ζεκεία 

απνθνπήο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ θαη ε αθαίξεζε ηνπ ηειηθνχ δεμηνχ άθξνπ, 

φπνπ ζηελ κία πεξίπησζε ην κήθνο ησλ αλαγλσζκάησλ νξίζηεθε ίζν κε 250 bp θαη ζηελ 

δεχηεξε αληίζηνηρα ίζν κε 380 bp. Η επηινγή απηψλ ησλ ηηκψλ κήθνπο έρεη πξνθχςεη απφ 

κήθνο ησλ αλαγλσζκάησλ πνπ θέξεη ην πιήζνο κεηά ηελ δηαδηθαζία ηνπ θηιηξαξίζκαηνο 

ρακειήο πνηφηεηαο απηψλ θαη απφ ηελ πξνζπάζεηα ζπκπεξίιεςεο φζν ηνλ δπλαηφλ 

κεγαιχηεξνπ φγθνπ δεδνκέλσλ ζηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο (Πίλαθαο 3.6). Δλψ ε 

αλάθηεζε κεγαιχηεξνπ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ (Πίλαθαο 3.10) θαη 

παξαγφκελσλ ASVs (Πίλαθαο 3.11) ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ απνθνπήο ζηελ 250
ε
 βάζε ζε 

ζρέζε κε απηά ηεο απνθνπήο ζηελ 380
ε
 βάζε είλαη αλακελφκελε, ιφγσ ηνπ φηη ιακβάλεη 

κέξνο κεγαιχηεξνο αξηζκφο αλαγλσζκάησλ ζηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο, 

παξαηεξείηαη φηη ηα ASVs κήθνπο 250 bp θέξνπλ κηθξφηεξν αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ θαηεγφξησλ 

ζε ζρέζε κε ηα αληίζηνηρα κήθνπο 380 bp (Πίλαθαο 3.17). Σν γεγνλφο φηη κε κηθξφηεξν 

αξηζκφ ASVs αλαθηήζεθε πεξηζζφηεξε ηαμηλνκηθή πιεξνθνξία ζεκαίλεη φηη ε δηαηήξεζε 

κεγαιχηεξνπ κήθνπο αλαγλσζκάησλ θέξεη πην απνδνηηθά ASVs θαη κεγαιχηεξε επθξίλεηα. 

Όζνλ αθνξά ζηηο πξνδηαγξαθέο ηεο ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, 

κία βαζηθή παξάκεηξνο απφ ηελ νπνία εμαξηάηαη ε επηξξνή ησλ δεδνκέλσλ είλαη ην ειάρηζην 

απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο πνπ πξέπεη λα παξέρνπλ ηα αλαγλψζκαηα γηα 

λα ελσζνχλ απνηειεζκαηηθά θαη αμηφπηζηα. Σν κήθνο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

βαζίδεηαη ζηελ απφδνζε ηνπ νξγάλνπ αιιεινχρηζεο θαζψο θαη ην πξνζεγγηζηηθφ κήθνο ηεο 

ζηνρεπφκελεο πεξηνρήο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Γεδνκέλνπ φηη ε πιαηθφξκα Illumina 

δεκηνχξγεζε δεχγε αλαγλσζκάησλ κε κήθνο 2x250 bp θαη ην κήθνο ηεο ζηνρεπφκελεο 

πεξηνρήο έρεη πξνζδηνξηζηεί λα είλαη θαηά κέζν φξν ίζν κε 458 bp κε εχξνο 433-483 bp 

(Vargas-Albores et al., 2017), ην κήθνο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ησλ δεδνκέλσλ ηεο 

παξνχζαο αλάιπζεο εθηηκήζεθε λα είλαη θαηά κέζν φξν ίζν κε 42 bp κε εχξνο 17-67 bp. Ο 

νξηζκφο κεγάινπ απαηηνχκελνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ 

απνηπρία ζηνίρηζεο ησλ αιιεινπρηψλ ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ην κεγάιν εχξνο κήθνπο ακπιηθνλίσλ θαη ζπλεπψο 

παξέρνπλ κηθξφ κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Απφ ηελ άιιε κεξηά, φηαλ απαηηείηαη ε 

επηθαιππηφκελε πεξηνρή λα παξέρεη κηθξφ κήθνο, εηδηθά ζηελ πεξίπησζε πνπ δελ έρνπλ 

αθαηξεζεί ηα ρακειήο πνηφηεηαο ηειηθά άθξα ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ππάξρεη 

πηζαλφηεηα λα ζπγρσλεπζνχλ paired-end αλαγλψζκαηα πνπ δελ πξνέξρνληαη απφ ην ίδην 
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ακπιηθφλην, πνπ ζεκαίλεη φηη ζηνίρηζή ηνπο ζα ήηαλ ηπραία. Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηεο επηξξνήο 

απηήο ηεο παξακέηξνπ θαη γηα ηελ πξνζπάζεηα ζηνίρηζεο φζν ηνλ δπλαηφλ πεξηζζφηεξσλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ πνπ πξνέξρνληαη απφ ακπιηθφληα εθ ησλ νπνίσλ ην απφιπην 

κήθνο ηνπο είλαη άγλσζην, επηιέρζεθαλ ηξία ίδηα παξακεηξηθά ζελάξηα ζπγρψλεπζεο θαη γηα 

ηηο ηξεηο ξνέο επεμεξγαζίαο ηεο παξνχζαο κειέηεο. Οη ηξεηο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο πνπ νξίζηεθαλ είλαη ίζεο κε Overlapmin = 10, 20 θαη 30. Η επηξξνή 

απηήο ηεο παξακέηξνπ θαη ζηηο ηξεηο ξνέο επεμεξγαζίαο παξνπζηάζηεθε, αλ φρη κεδεληθή, ην 

πνιχ ακειεηέα.  

΢πγθεθξηκέλα, ζε θάζε παξακεηξηθφ ζελάξην ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο ηνπ DADA2 

παξαηεξείηαη ε ειαθξψο κείσζε ηνπ αξηζκνχ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ (Πίλαθαο 3.7) θαη 

ησλ παξαγφκελσλ ASVs (Πίλαθαο 3.8) θαηά ηελ νινθιήξσζε ηεο επεμεξγαζίαο ηνπ 

DADA2. Δπηπιένλ, ηα κήθε ησλ παξαγφκελσλ ASVs δελ παξνπζηάδνπλ ηδηαίηεξεο 

παξαιιαγέο κεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Πίλαθαο 3.9). 

Σα απνηειέζκαηα ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο ησλ ASVs ηνπ DADA2 παξνπζηάδνπλ εμίζνπ ην 

ίδην κνηίβν. Ο αξηζκφο ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs (Πίλαθαο 3.14), ην πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ 

ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ (Πίλαθαο 3.15) θαζψο θαη ν αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ (Πίλαθαο 3.16) παξνπζηάδνπλ ακειεηέεο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Η κφλε αμηνζεκείσηε παξαηήξεζε πνπ 

θαλεξψλεηαη ζε φια ηα πξναλαθεξφκελα απνηειέζκαηα είλαη ε ειαθξψο κείσζε ησλ 

κεηξήζεσλ θαζψο απμάλεηαη ην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Απηφ ην 

θαηλφκελν ινγηθά νθείιεηαη ζηελ απνηπρία ζπγρψλεπζεο paired-end αλαγλσζκάησλ ησλ 

νπνίσλ ην κήθνο ηεο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο είλαη κηθξφηεξε απφ 20 bp ή 30bp, θάηη πνπ 

είλαη αλακελφκελν δεδνκέλνπ ηνπ εχξνπο ηνπ κήθνπο ηεο ζηνρεπφκελεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 

16S rRNA γνληδίνπ. Παξφια απηά, ην γεγνλφο φηη είλαη ακειεηέεο νη δηαθνξέο ησλ 

απνηειεζκάησλ ππνδειψλεηαη φηη ε ζπληξηπηηθή πιεηνςεθία ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ 

ησλ δεδνκέλσλ ηεο παξνχζαο αλάιπζεο παξέρνπλ κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

ηνπιάρηζηνλ ίζν κε 30 bp.  

Απηφ ην ζπκπέξαζκα επηβεβαηψλεηαη θαη απφ ηα απνηειέζκαηα ησλ επεμεξγαζηηθψλ 

ξνψλ ηνπ Deblur θαη VSEARCH. Η ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ε νπνία 

είλαη απφ ηηο πξψηεο εθηειέζεηο ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ, θαλεξψλεη εμίζνπ φηη νη δηάθνξεο 

ηηκέο ηνπ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο επεξεάδνπλ ειάρηζηα ηνλ αξηζκφ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ πνπ αλαθηνχληαη (Πίλαθαο 3.3). Δπηπιένλ, ν 

κεηαζρεκαηηζκφο πξνο αχμεζε ηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ ηεο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο ξίρλεη θψο ζην κήθνο απηήο ηεο ζπληξηπηηθήο πιεηνςεθίαο ησλ αλαγλσζκάησλ, πνπ 

είλαη πξνζεγγηζηηθά ίζν κε 40 bp (Σρήκα 3.4). ΢ηα επφκελα επεμεξγαζηηθά ζηάδηα ησλ ξνψλ 

ηνπ Deblur θαη VSEARCH παξνπζηάδεηαη αθφκα πην έληνλε ε απνρή ηεο επηξξνήο ησλ 

δηάθνξσλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ζε φηη αθνξά ζηνλ αξηζκφ 

δηαηεξεηέσλ θηιηξαξηζκέλσλ αλαγλσζκάησλ (Πίλαθαο 3.5), ζηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ κεηά ηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ Deblur (Πίλαθαο 3.10) θαη 

νκαδνπνίεζεο ηνπ VSEARCH (Πίλαθαο 3.12), ζηνλ αξηζκφ παξαγφκελσλ ASVs (Πίλαθαο 

3.11) θαη OTUs (Πίλαθαο 3.13) θαη ηέινο ζηνλ αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ πνπ πξνέθπςε 

θαηά ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ δεδνκέλσλ ηνπ Deblur (Πίλαθαο 3.17) θαη ηνπ VSEARCH 

(Πίλαθαο 3.18).  

Μία εμίζνπ ελδηαθέξνπζα παξαηήξεζε απνηειεί ην γεγνλφο φηη ζηα ηειηθά 

απνηειέζκαηα ηνπ Deblur θαη VSEARCH παξαηεξείηαη κεδεληθή δηαθνξά ζηηο κεηξήζεηο 

κεηαμχ ησλ δηάθνξσλ ηηκψλ Overlapmin, ζε αληίζεζε κε ηα απνηειέζκαηα ηνπ DADA2 πνπ 
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παξνπζηάδνπλ ηνπιάρηζηνλ κία ακειεηέα κείσζε ησλ κεηξήζεσλ θαζψο απμάλεηαη ην 

ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο. Απηή ε παξαηήξεζε κπνξεί λα 

νθείιεηαη ζηελ ζεηξά πνπ εθηειέζηεθε ην ζηάδην ηελ ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ, φπνπ ζηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2 πξαγκαηνπνηήζεθε κεηά ην πνηνηηθφ 

θηιηξάξηζκα θαη ηελ απνζνξπβνπνίεζε ησλ αλαγλσζκάησλ ελψ ζηελ πεξίπησζε ησλ Deblur 

θαη VSEARCH εθηειέζηεθε πξηλ ηελ δηαδηθαζία πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο θαη 

απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο αληίζηνηρα. Βέβαηα, αλεμαξηήησο ζεηξάο εθηέιεζεο 

θαη παξακεηξηθνχ ζελαξίνπ, ε δηαδηθαζία ζπγρψλεπζεο επηθέξεη ηελ κείσζε ηνπ πνζνζηνχ 

αλάθηεζεο δηαηεξεηέσλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ. Απηή ε επίπησζε είλαη 

αλακελφκελε γηα θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή. ΢ηελ πεξίπησζε απηήο ησλ Deblur θαη 

VSEARCH, ε ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ έθεξε ηελ αλάθηεζε πεξίπνπ ηνπ 

80% δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηα πξσηνγελή δεδνκέλα, πνπ ζεκαίλεη φηη 

πεξίπνπ ην 20% ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ δελ παξείρε ηηο απαξαίηεηεο πξνδηαγξαθέο 

γηα ηελ ζηνίρηζή ηνπο (Πίλαθαο 3.3). ΢ε έλα βαζκφ, ην πνζνζηφ ζεσξείηαη αλακελφκελν, 

αθνχ ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ζε απηφ ην ζηάδην δελ έρνπλ ππνζηεί θακία νπζηαζηηθή 

επεμεξγαζία θαη πνηνηηθφ έιεγρν κε απνηέιεζκα λα ζπκπεξηιακβάλνληαη βάζεηο θαθήο 

πνηφηεηαο θαη ζθάικαηα αιιεινχρηζεο ζηελ επηθαιππηφκελεο πεξηνρή πνπ εκπφδηζαλ ηελ 

δηαδηθαζία ζπγρψλεπζεο γηα ην 20% ησλ αλαγλσζκάησλ.  

΢ηελ πεξίπησζε ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο ηνπ DADA2 ελψ ζεσξεηηθά ζα έπξεπε 

κεηά ηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο λα ππήξρε πιήξεο ζηνίρηζε ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ πξν-ζπγρψλεπζεο κε βάζε ηελ ιεηηνπξγία ηνπ αιγνξίζκνπ (Callahan et al., 

2016), παξαηεξείηαη ζηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο αλάιπζεο έλα πνζνζηφ πξνζεγγηζηηθά 

ηεο ηάμεσο ηνπ 2% κε 10% ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ λα απνξξίπηεηαη κεηά ηελ 

νινθιήξσζε ηνπ pipeline DADA2 (Παξάξηεκα 12, Πίλαθαο 3.7). Χζηφζν, ηα 

απνηειέζκαηα ηηο νινθιήξσζεο ηνπ DADA2 πεξηιακβάλνπλ θαη ηνλ εληνπηζκφ θαη 

αθαίξεζε ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ, νπφηε ελδερνκέλσο ην πνζνζηφ απνξξηπηφκελσλ 

αλαγλσζκάησλ πνπ πξνέθπςε κπνξεί λα νθείιεηαη ζε απηήλ ηελ δηαδηθαζία. Παξφια απηά, 

αλ παξζεί ε παξαδνρή φηη είλαη θαη απνηέιεζκα απνηπρίαο ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ, ραξαθηεξίδεηαη ακειεηέν ην πνζνζηφ πνπ απνξξίθηεθε, ελψ θαζψο 

κεηψλεηαη ην πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ πνπ επηηξέπεηαη λα παξέρνπλ ηα 

αλαγλψζκαηα, παξαηεξείηαη ε ηάζε ηεο πιήξεο ζπγρψλεπζεο ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ. Απηφ ζεκαίλεη φηη φζν απμάλεηαη ε αμηνπηζηία ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ, ε πηζαλφηεηα λα ζπγρσλεπζνχλ απηά είλαη κεγαιχηεξε. 

Η ηειεπηαία θαη πην ζεκαληηθή παξάκεηξνο απφ ηελ νπνία εμαξηάηαη ζεκαληηθά ε 

ηειηθή εμαγσγή δεδνκέλσλ είλαη απηή πνπ ζρεηίδεηαη κε ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα. Σν 

πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα κε βάζε παξακέηξνπο φπσο ην κέγηζην πνζνζηφ αλακελφκελσλ 

ζθαικάησλ πνπ επηηξέπεηαη λα έρεη ην θάζε αλάγλσζκα (e.e.max) (Edgar & Flyvbjerg, 2015) ή 

ε ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred πνπ απαηηείηαη λα παξέρνπλ νη βάζεηο ησλ 

αλαγλσζκάησλ (Qmin) (Bokulich et al., 2013), παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ αθαίξεζε 

αλαγλσζκάησλ ρακειήο πνηφηεηαο, ζθαικάησλ αιιεινχρηζεο θαη ηερλνπξγεκάησλ θαη 

κπνξεί λα επεξεάζεη ζεκαληηθά ηελ πνηφηεηα θαη ηελ αμηνπηζηία ησλ δεδνκέλσλ 

αιιεινχρηζεο θαη ησλ κεηαγελέζηεξσλ απνηειεζκάησλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηεο 

ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο θαη ηεο αλάιπζεο πνηθηινκνξθίαο. Απηφ ην ζηάδην βηνπιεξνθνξηθήο 

επεμεξγαζίαο επηιέγεηαη λα εθηειεζηεί πξηλ ηελ δηαδηθαζία ηεο απνζνξπβνπνίεζεο ή 

νκαδνπνίεζεο αλαγλσζκάησλ γηα ηελ κείσζε ηνπ ππνινγηζηηθνχ θφξηνπ θαη ηελ βειηίσζε 

ηεο απφδνζεο θαη απνηειεζκαηηθφηεηαο απηψλ ησλ ζεκαληηθψλ βηνπιεξνθνξηθψλ 

δηαδηθαζηψλ. Χζηφζν, ην εμαηξεηηθά απζηεξφ πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα κπνξεί λα νδεγήζεη ζηελ 



 

 

162 

 

απψιεηα αλαγλσζκάησλ πνπ παξέρνπλ γλήζηα βηνινγηθή πιεξνθνξία, ελψ νη ππεξβνιηθά 

ειαζηηθέο πξνδηαγξαθέο πνηνηηθνχ ειέγρνπ κπνξεί λα επηηξέςεη ηελ ζπκπεξίιεςε 

εζθαικέλσλ αιιεινπρηψλ ζην ππφινηπν θνκκάηη ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο (Bokulich et al., 

2013). ΢ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ Deblur θαη VSEARCH εθαξκφζηεθε πνηνηηθφ 

θηιηξάξηζκα βαζηζκέλν ζηελ ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred, ελψ ζηελ 

επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 ν πνηνηηθφ έιεγρνο εμαξηήζεθε απφ ην κέγηζην πνζνζηφ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ. Όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί, ε δηαδηθαζία ηνπ πνηνηηθνχ 

θηιηξαξίζκαηνο εθηειέζηεθε κε δηαθνξεηηθή ζεηξά ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 ζε 

ζρέζε κε ηηο ππφινηπεο δχν, παξφια απηά ζε θάζε πεξίπησζε θαίλεηαη πσο ν νξηζκφο ησλ 

ηηκψλ ησλ πξναλαθεξφκελσλ παξακέηξσλ επεξεάδνπλ ηελ εηθφλα ησλ δεδνκέλσλ.  

Πην αλαιπηηθά, ζηελ πεξίπησζε ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ Deblur θαη VSEARCH ε 

δηαδηθαζία ειέγρνπ θαη αθαίξεζεο αλαγλσζκάησλ ρακειήο πνηφηεηαο εθηειέζηεθε 

ρξεζηκνπνηψληαο ηελ κέζνδν q-score (Bokulich et al., 2013), ε νπνία βαζίδεηαη ζηελ 

ειάρηζηε ηηκή βαζκνινγίαο Qmin. Γεληθά, είλαη θνηλψο απνδεθηφ φηη νη ηηκέο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο Q ≥ 20 ραξαθηεξίδνπλ ηηο βάζεηο επαξθψο αμηφπηζηεο γηα ηελ δηαηήξεζή ηνπο 

(Pfeifer, 2017). Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο επηξξνήο απηήο ηεο παξακέηξνπ ζηα δηαζέζηκα 

δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο, εθαξκφζηεθαλ ηξεηο δηαθνξεηηθέο ηηκέο, 

φπνπ Qmin=20, 22 θαη 26. Αλεμαξηήησο ηεο ηηκήο πνπ επηιέρζεθε, ε βειηίσζε ηεο πνηφηεηαο 

ησλ αλαγλσζκάησλ παξνπζηάδεηαη έληνλα κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο 

(Σρήκα 3.5). Μάιηζηα, ε βειηίσζε παξαηεξείηαη αθφκα πην έληνλε ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ 

κε Qmin=26 ζε ζχγθξηζε κε απηψλ ησλ Qmin=20 θαη 22, ηα νπνία παξνπζηάδνπλ ίδηα 

ραξαθηεξηζηηθά πνηφηεηαο. Η νκνηφηεηα ησλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ ηνπ Qmin=20 θαη 22 

εληνπίζηεθε ζε φια ηα απνηειέζκαηα ηνπ ηκήκαηνο ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ κέρξη θαη ηελ 

ηαμηλνκηθή αλάζεζε, ελψ νη παξαιιαγέο ησλ αληίζηνηρσλ απνηειεζκάησλ παξνπζηάζηεθαλ 

ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ κε Qmin=26. Αξρηθά, απφ ην ζηάδην ηεο εθαξκνγήο ηνπ πνηνηηθνχ 

θηιηξαξίζκαηνο, παξαηεξήζεθε ε απφξξηςε ελφο πνζνζηνχ χςνπο 16% ησλ ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ γηα Qmin=20 θαη 22, ελψ γηα Qmin=26 ην πνζνζηφ απηφ πξνέθπςε ίζν κε 

πεξίπνπ 40%. Σν κνηίβν ησλ κεηξήζεσλ ησλ απνηειεζκάησλ κεηαμχ ησλ ζπλφισλ 

δεδνκέλσλ κε Qmin=26 θαη ησλ ζπλφισλ κε Qmin=20 θαη 22 παξνπζηάζηεθε ίδην κέρξη θαη 

ζηνλ αξηζκφ ηνλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ 

ASVs γηα ηνλ Deblur θαη ησλ OTUs ηνπ VSEARCH. ΢ηα ζχλνια δεδνκέλσλ κε Qmin=26 

δηαηεξήζεθαλ ιηγφηεξα αλαγλψζκαηα κε κήθνο πάλσ απφ 250 bp (Πίλαθαο 3.6), 

αλαθηήζεθε κηθξφηεξν πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ κεηά ηελ δηαδηθαζία 

απνζνξπβνπνίεζεο (Πίλαθαο 3.10) θαη νκαδνπνίεζεο (Πίλαθαο 3.12) θαη αληίζηνηρα ηεο 

ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο, θάηη ην νπνίν επέθεξε ηνλ ζεκαληηθά κεησκέλν αξηζκφ 

αλαγλσζκάησλ ζε θάπνηα δείγκαηα, παξάρζεθε κηθξφηεξνο αξηζκφο παξαγφκελσλ θαη 

ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη ΟΣUs θαη πξνζδηνξίζηεθε κηθξφηεξνο αξηζκφο ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ (Πίλαθαο 3.17, Πίλαθαο 3.18) ζε ζρέζε κε ηα ζχλνια δεδνκέλα κε Qmin=20 θαη 

22.  

΢ηελ πεξίπησζε ηεο επεμεξγαζηηθή ξνήο ηνπ DADA2, ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα 

βαζίδεηαη ζηελ ηηκή ηνπ κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ πνπ επηηξέπεηαη λα 

παξέρνπλ ηα αλαγλψζκαηα. Γεληθά, νη ηηκέο e.e.≤ 3% πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηνλ πξνζδηνξηζκφ 

ηεο πνηφηεηαο ηνπ αλαγλψζκαηνο ζεσξνχληαη θαιέο θαη, θαηά ζπλέπεηα, εμαζθαιίδνπλ ηελ 

αμηνπηζηία ηνπ αλαγλψζκαηνο (Edgar & Flyvbjerg, 2015). Γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο επηξξνήο 

απηήο ηεο παξακέηξνπ ζηα δηαζέζηκα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ηεο παξνχζαο εξγαζίαο, 

εθαξκφζηεθαλ ηξεηο δηαθνξεηηθέο ηηκέο, φπνπ e.e.max= 0.5, 1.5 θαη 2.5. Σα απνηειέζκαηα 

απηήο ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο παξνπζηάζηεθαλ εμίζνπ κε ην ίδην κνηίβν φπσο θαη ζηηο 
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άιιεο δχν επεμεξγαζηηθέο ξνέο, κε ηελ κφλε δηαθνξά φηη νη κεηξήζεηο ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ πξνέθπςαλ πην αλαινγηθέο θαη γξακκηθέο κε ηηο ηηκέο e.e.max πνπ 

επηιέρζεθαλ. ΢πγθεθξηκέλα, παξαηεξείηαη κηα ζηαδηαθή θαη δηαθξηηή κείσζε ηνπ πνζνζηνχ 

δηαηεξεηέσλ paired-end αλαγλσζκάησλ χζηεξα ηνπ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο (Παξάξηεκα 

11), ηεο δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο (Παξάξηεκα 12), ηεο νινθιήξσζεο ηνπ DADA2 

(Πίλαθαο 3.7) θαη ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο. Παξφια απηά, κεηαμχ ησλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ 

κε e.e.max= 0.5 θαη απηψλ κε e.e.max=1.5 θαη 2.5, εληνπίζηεθε ε ίδηα ζπκπεξηθνξά ησλ 

κεηξήζεσλ ησλ παξαγφκελσλ/ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ 

παξαηεξήζεθε θαη ζηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ Deblur θαη VSEARCH. Γηα ηηκή e.e.max= 0.5 

αλαθηάηαη κηθξφηεξνο αξηζκφο παξαγφκελσλ θαη ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαζψο θαη ησλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε ζρέζε κε ηελ επηινγή e.e.max=1.5 ή 2.5, φπνπ ηα ζχλνια απηψλ 

παξνπζηάδνπλ ακειεηέεο δηαθνξέο ζε απηέο ηηο κεηξήζεηο. Χο εθ ηνχηνπ, ε ζπληήξεζε πνιχ 

αμηφπηζησλ αλαγλσζκάησλ έθεξε ζαλ απνηέιεζκα ηελ έληνλε κείσζε φγθνπ αλαγλσζκάησλ, 

ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ θαη δπλεηηθά ησλ πιεξνθνξηψλ σο πξνο ηελ πνηθηινκνξθία ησλ 

δεηγκάησλ, θαζψο θάπνηα απφ απηά ζηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2 θαη Deblur είραλ κηθξφηεξν 

αξηζκφ αλαγλσζκάησλ απφ απηφλ πνπ ζπληζηάηαη πξνθεηκέλνπ λα είλαη ηθαλνπνηεηηθή 

πεξηγξαθή ηεο βαθηεξηαθήο ζχζηαζήο ηνπο (Bukin et al., 2019). 

Απνηειεί δεδνκέλν ην γεγνλφο φηη ε επηινγή ελφο ζπγθεθξηκέλνπ βηνπιεξνθνξηθνχ 

εξγαιείνπ θαζψο θαη ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν εθαξκφδεηαη απηφ κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ 

ζεκαληηθά ην πεξηερφκελν ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο (Allaband et al., 2019). ΢πλεπψο, ε 

αμηνπηζηία ηεο ζπγθξηηηθήο δηεξεχλεζεο κεηαμχ ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ πνπ βαζίδνληαη 

ζηελ παξαγσγή ASVs θαη ΟΣUs εμαξηάηαη ζε έλα κεγάιν βαζκφ απφ ηελ επηινγή ηηκψλ 

παξακέηξσλ βαζηθψλ επεμεξγαζηηθψλ ζηαδίσλ ζην πιαίζην ηεο δηαρείξηζεο paired-end 

αλαγλσζκάησλ. Αλαγλσξίδνληαο ηελ πηζαλή εηζαγσγή κεξνιεςηψλ ζε απηφ ην πξψηκν 

ζηάδην ηεο ζπγθξηηηθήο αλάιπζεο, θαη γεληθά ηεο αλάιπζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 

16S rRNA γνληδίνπ, επηρεηξήζεθε ε πξνζπάζεηα, φζν απηή ήηαλ εθηθηή, λα επηιερηνχλ 

παξφκνηα παξακεηξηθά ζελάξηα γηα θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή. Ο πεηξακαηηζκφο ζηηο ηηκέο ησλ 

βαζηθψλ παξακέηξσλ, ν νπνίνο έρεη εζηηαζηεί γηα έλα κεγάιν κέξνο ηεο παξνχζαο 

δηπισκαηηθήο εξγαζίαο, θαζψο θαη ηα δηάθνξα βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία βαζηδφκελα ζε 

κεζφδνπο απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο αλαγλσζκάησλ έθεξαλ ζηελ επηθάλεηα 

ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο ζε φηη αθνξά ην ηξφπν πνπ ζπκπεξηθέξνληαη ηα δεδνκέλα σο 

απφθξηζε απηψλ ησλ πξν-επεμεξγαζηηθψλ ζηαδίσλ. Μία απφ ηηο πην ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο 

απνηειεί ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν παξνπζηάδνληαη νη παξαιιαγέο ησλ δεδνκέλσλ αλάινγα ηηο 

ηηκέο παξακέηξσλ πνπ επηιέγνληαη ζε φηη αθνξά ηελ ζπγρψλεπζε paired-end αλαγλσζκάησλ, 

ηελ πεξηθνπή paired-end ή ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα. Ο 

πεηξακαηηζκφο απηψλ ησλ ηηκψλ επέηξεςε ηελ δηάθξηζε ηεο επηξξνήο ησλ παξακέηξσλ θαη 

ηεο αληίζηνηρεο ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο ζηα δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο. Με απηφλ ηνλ ηξφπν, δηαζθαιίζηεθε ε αμηνπηζηία ηεο ζχγθξηζεο ησλ κεζφδσλ 

απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο θαη ε πηζηφηεηα ησλ κεηαγελέζηεξσλ απνηειεζκάησλ. 

Γηα ηελ ζρνιαζηηθή εκβάζπλζε ηνπ ζέκαηνο ηεο επηινγήο ησλ βέιηηζησλ ηηκψλ 

παξακέηξσλ, αξρηθά πξέπεη λα γίλεη πην μεθάζαξνο θαη θαηαλνεηφο ν πξνβιεκαηηζκφο πνπ 

πξνέθπςε θαηά ηελ δηεθπεξαίσζε ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο ζηα πιαίζηα απηνχ 

ηνπ ζέκαηνο. Η θαηαζθεπή ηνπ πξψηκνπ ζηαδίνπ ηεο θάζε επεμεξγαζηηθήο ξνήο εμαξηήζεθε 

απφ ηελ αλαγθαία ηερληθή θαη πνηνηηθή δηαρείξηζε ησλ αλαγλσζκάησλ έηζη ψζηε λα 

εθηειεζηεί κε επηηπρία θαη αμηνπηζηία ε απνζνξπβνπνίεζε ή νκαδνπνίεζε απηψλ. Λφγσ 

απηνχ, παξαηεξήζεθε φηη θάπνηα απφ ηα βαζηθά πξνεπεμεξγαζηηθά ζηάδηα γηα ηελ ε 

εθαξκνγή ηνπ DADA2, Deblur θαη VSEARCH ζηελ πιαηθφξκα QIIME2 ήηαλ δηαθνξεηηθά 
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θαη θάπνηα ήηαλ θνηλά κεηαμχ ηνπο. Γχν απφ ηα θνηλά επεμεξγαζηηθά βήκαηα πνπ ρξεηαδφηαλ 

λα εθηειεζηεί θαη ζηηο ηξεηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ήηαλ ε ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα. Δλψ απηά ηα βήκαηα ζεσξεηηθά έρνπλ θνηλφ 

ζηφρν, δηαπηζηψζεθε φηη πξαθηηθά απηέο νη δηαδηθαζίεο εθηφο ηνπ φηη εθηεινχληαη κε 

δηαθνξεηηθή ζεηξά, ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα εθηειείηαη κε δηαθνξεηηθφ αιγνξηζκηθφ ηξφπν 

κεηαμχ ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ηνπ DADA2 θαη ησλ Deblur θαη VSEARCH.  

΢πγθεθξηκέλα, γηα ηελ απνζνξπβνπνίεζε ζε ASVs ρξεζηκνπνηψληαο ην pipeline 

Deblur θαη γηα ηελ νκαδνπνίεζε ζε OTUs ρξεζηκνπνηψληαο ην pipeline VSEARCH ηα 

δεδνκέλα εηζφδνπ έπξεπε λα έρνπλ επεμεξγαζηεί σο πξνο ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end 

αλαγλσζκάησλ θαη ην θηιηξάξηζκα ρακειήο πνηφηεηαο αλαγλσζκάησλ ρξεζηκνπνηψληαο 

αιιά βηνπιεξνθνξηθά εξγαιεία. Η πιαηθφξκα QIIME2 παξείρε έλα pipeline γηα ηελ θάζε 

δηαδηθαζία, φπνπ ν έλαο εθηεινχζε ηελ ζπγρψλεπζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ κε βάζε 

ην ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin) θαη ν άιινο 

ζρεηηδφηαλ κε ηελ δηαηήξεζε αλαγλσζκάησλ ησλ νπνίσλ νη βάζεηο παξείραλ ειάρηζηε 

βαζκνινγία πνηφηεηαο Phred (Qmin). Γεδνκέλνπ φηη ην pipeline πνπ αθνξά ην πνηνηηθφ 

θηιηξάξηζκα δερφηαλ δεδνκέλα εηζφδνπ φπνπ ην πεξηερφκελφ ηνπο απνηεινχληαλ απφ single-

end αλαγλψζκαηα, ήηαλ αλαγθαίν λα ζπγρσλεπηνχλ ηα paired-end αλαγλψζκαηα πξηλ ην 

πνηνηηθφ έιεγρν, δηφηη ηα ζπγρσλεπκέλα αλαγλψζκαηα κπνξνχζαλ λα αλαγλσξηζηνχλ απφ ην 

pipeline σο single-end. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ pipeline DADA2, ηα δεδνκέλα εηζφδνπ δελ 

ρξεηάζηεθαλ λα επεμεξγαζηνχλ πξνεγνπκέλσο απφ άιιν pipeline ζε φηη αθνξά ηελ 

ζπγρψλεπζε ησλ αλαγλσζκάησλ θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα δηφηη απηέο νη δηαδηθαζίεο 

ζπκπεξηιακβάλνληαλ ζην ίδην pipeline. Όκσο ζηνλ DADA2, γηα λα εθηειεζηεί ε δηαδηθαζία 

απνζνξπβνπνίεζεο απνδνηηθά, ε ζεηξά κε ηελ νπνία εθαξκφζηεθαλ απηέο νη επεμεξγαζίεο 

είλαη πξψηα ην θηιηξάξηζκα ρακειήο πνηφηεηαο paired-end αλαγλσζκάησλ κε βάζε ην 

κέγηζην επηηξεπηφ πνζνζηφ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ πνπ παξείραλ (e.e.max), χζηεξα 

αθνινχζεζε ε δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο, θαη κεηά ηα θηιηξαξηζκέλα θαη 

απνζνξπβνπνηεκέλα paired-end αλαγλψζκαηα επηβιήζεθαλ ζηελ δηαδηθαζία ζπγρψλεπζεο κε 

βάζε ην ειάρηζην απαηηνχκελν κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin), πνπ είλαη ε 

ίδηα ινγηθή κε απηήλ ηνπ pipeline πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ 

Deblur θαη VSEARCH. Δλψ δελ ππήξρε πεξηζψξην πεηξακαηηζκνχ ζε φηη έρεη λα θάλεη κε ηελ 

ζεηξά κε ηελ νπνία πξέπεη λα εθηειεζηνχλ νη δηαδηθαζίεο πνηνηηθνχ ειέγρνπ θαη 

ζπγρψλεπζεο paired-end αλαγλσζκάησλ ζε θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή, ππήξρε ε δπλαηφηεηα 

επηινγήο δηάθνξσλ ηηκψλ ησλ παξακέηξσλ Overlapmin, Qmin θαη e.e.max.  

Η παξάκεηξνο πνπ αθνξά ηελ δηαδηθαζία ζπγρψλεπζεο είλαη αθξηβψο ε ίδηα γηα ηελ 

επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ Deblur θαη ηνπ VSEARCH, ελψ ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ 

DADA2 ε αληίζηνηρε παξάκεηξνο δελ είλαη αθξηβψο ίδηα, αιιά πάξζεθε κε κεγάιε 

αμηνπηζηία ε παξαδνρή λα είλαη παξφκνηαο ινγηθήο. ΢πλεπψο, νξίζηεθαλ ηξεηο δηαθνξεηηθέο 

ηηκέο Overlapmin νη νπνίεο ήηαλ ίδηεο ζε θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή. Σα απνηειέζκαηα πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηηο δηάθνξεο ηηκέο Overlapmin ζε θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή επηβεβαηψλεη ην 

γεγνλφο φηη φρη κφλν δελ επηθέξνπλ θακία αιιαγή ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ, αιιά φηη 

δηαθξίλεηαη κηα αληηζηνίρηζε απηψλ ησλ ηηκψλ πνπ επηιέρζεθαλ.  

Η δηαδηθαζία ηνπ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο απνδείρζεθε πην πεξίπινθε σο πξνο ηελ 

επηινγή ησλ αληίζηνηρσλ ηηκψλ Qmin θαη e.e.max θαζψο ν ηξφπνο πνπ αμηνινγνχλ πνηνηηθά ηα 

αλαγλψζκαηα είλαη ζεκαληηθά δηαθνξεηηθφο κεηαμχ ηνπο. Παξφια απηά, ν νξηζκφο ηνπ 

e.e.max βαζίδεηαη ζρεδφλ εμνινθιήξνπ απφ ηηο βαζκνινγίεο Q πνπ παξέρνπλ νη βάζεηο ησλ 

αλαγλσζκάησλ. Γηα ηελ πξνζπάζεηα επηινγήο παξφκνησλ παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ γηα θάζε 
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επεμεξγαζηηθή ξνή, πάξζεθε ε παξαδνρή φηη νη ηηκέο e.e.max= 2.5, 1.5 θαη 0.5 αληηζηνηρνχλ 

ζηηο ειάρηζηεο ηηκέο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ πνπ ζα πξέπεη λα παξέρνπλ θαηά 

πξνζέγγηζε ηα αλαγλψζκαηα: Qmin= 20 ή 22 ή 26, ζχκθσλα κε ηελ πξναλαθεξφκελε εμίζσζε 

θαη νξηζκφ ηνπ e.e.max. ΢ε έλαλ κεγάιν βαζκφ ε παξαδνρή απηή επηβεβαηψζεθε κέζσ ησλ 

ραξαθηεξηζηηθψλ παξαιιαγψλ ησλ αξηζκψλ παξαγφκελσλ θαη ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη 

ΟΣUs θαη ησλ αξηζκψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ πνπ πξνέθπςαλ απφ θάζε επεμεξγαζηηθή 

ξνή.  

Η επηινγή πεξηθνπήο ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ήηαλ εθηθηή 

ζηελ παξνχζα κειέηε κφλν ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2, ε νπνία ήηαλ 

ελζσκαησκέλε ζην pipeline ηνπ DADA2. Απηή ε δηαδηθαζία δελ ππνζηεξηδφηαλ απφ άιινλ 

δηαζέζηκν pipeline ζηελ πιαηθφξκα QIIME2. Γεδνκέλνπ φηη ε επηινγή απνθνπήο ζηνλ 

DADA2 δελ ήηαλ ππνρξεσηηθή, επηιέρζεθαλ δχν παξακεηξηθά ζελάξηα, απηήο ηεο κε-

πεξηθνπήο θαη απηήο ηεο αθαίξεζεο ησλ ηειηθψλ βάζεσλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο ησλ 

paired-end αγσληζκάησλ γηα ηελ δηεξεχλεζε ηεο επίπησζεο απηψλ ησλ επηινγψλ. Μία αθφκα 

παξέκβαζε πνπ αθνξά ζηελ πεξηθνπή αλαγλσζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζηελ 

επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ Deblur, φπνπ ζην pipeline ηνπ Deblur έπξεπε λα επηιερζεί έλα 

ζπγθεθξηκέλν κήθνο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ πξνθεηκέλνπ λα πξαγκαηνπνηεζεί  

ε δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο. Γηα ηελ δηεξεχλεζε ηεο επηξξνήο ηεο απνθνπήο ησλ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζε δηαθνξεηηθά κήθε, επηιέρζεθαλ δχν παξακεηξηθά 

ζελάξηα, φπνπ ζηελ κία πεξίπησζε έγηλε ε πξνζπάζεηα ζπκπεξίιεςεο φζν ηνλ δπλαηφλ 

πεξηζζφηεξνπ φγθνπ δεδνκέλσλ ζηελ δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο, θαη ζηελ δεχηεξε 

πεξίπησζε επηιέρζεθε λα απνξξηθζεί έλαο ζεκαληηθφο φγθνο δεδνκέλσλ γηα ηελ δηαηήξεζε 

κεγαιχηεξνπ κήθνπο ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο κεηέπεηηα αλαιχζεηο. ΢ηελ 

επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ VSEARCH δελ ππήξρε ε δπλαηφηεηα πεξηθνπήο paired-end ή 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ, δηφηη δελ ήηαλ δηαζέζηκν θάπνην αλεμάξηεην απφ απηφ ηνπ 

DADA2 θαη Deblur pipeline πνπ λα εθηεινχζε απηέο ηηο δηαδηθαζίεο. ΢πλεπψο, ε 

επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ VSEARCH θαηέιεμε λα έρεη κφλν έλα παξακεηξηθφ ζελάξην ζε απηφ 

ην πιαίζην, δειαδή ηελ κε πεξηθνπή ησλ αλαγλσζκάησλ ζε ζπγθεθξηκέλν ζεκείν.   

Παξαηεξψληαο ηελ επηξξνή πνπ έρνπλ ηα δηάθνξα παξακεηξηθά ζελάξηα ζηα 

δεδνκέλα αιιεινχρηζεο κέρξη θαη ην ζεκείν ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο ησλ ASVs θαη ΟΣUs, 

θαη εληνπίδνληαο δηάθνξα παξφκνηα κνηίβα κεηαμχ ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ, 

θαλεξψζεθαλ πην μεθάζαξα νη δηαθνξέο ηελ επίπησζεο ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη 

νκαδνπνίεζεο ζηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο ζην πξψηκν ζηάδην επεμεξγαζίαο αλάιπζεο ηνπ 

16S rRNA γνληδίνπ. Βέβαηα, δεδνκέλνπ φηη ζηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ δχν δηαθνξεηηθά εξγαιεία απνζνξπβνπνίεζεο, θαλεξψζεθαλ εμίζνπ 

δηαθνξέο κεηαμχ ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ηνπ DADA2 θαη ηνπ Deblur. Η πξψηε εηθφλα 

ησλ απνηειεζκάησλ παξνπζίαζε ην γεγνλφο φηη ε εθαξκνγή ηεο απνζνξπβνπνίεζεο κε 

Deblur ζπλνδεχηεθε κε ηελ απψιεηα κεγάινπ φγθνπ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηνλ αξρηθφ 

φγθν πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ, αλεμαξηήησο παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ. Αληίζεηα, ε δηαηήξεζε 

αλαγλσζκάησλ ζηηο ξνέο επεμεξγαζίαο ησλ DADA2 θαη VSEARCH θάλεθε λα επεξεάδεηαη 

πεξηζζφηεξν απφ ην πφζν απζηεξφο ήηαλ ν πνηνηηθφο έιεγρνο, κε ηελ κφλε εμαίξεζε λα 

απνηεινχλ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ κε Qmin=20 θαη Qmin=22 ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο ηνπ 

VSEARCH, ζηελ νπνία, φπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί παξαπάλσ, δελ παξνπζηάδνληαη 

ζεκαληηθέο αιιαγέο. ΢ε έλαλ βαζκφ, είλαη αξθεηά ινγηθφ ην θαηλφκελν απψιεηαο κεγάιεο 

πνζφηεηαο αλαγλσζκάησλ ζηελ πεξίπησζε ηνπ Deblur, δηφηη έζησ φηη ππάξρεη ε παξαδνρή 

φηη ε κέζε βαζκνινγία πνηφηεηαο ησλ βάζεσλ είλαη 20, θαη άξα ην κέζν πνζνζηφ ζθάικαηνο 

είλαη 0,01%, ηφηε γηα κήθνο αλαγλσζκάησλ 250 bp ή 380 bp ην 1-(1-0,01)^250=91,9% ή 
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97,8% ησλ αλαγλσζκάησλ αληίζηνηρα αλακέλεηαη λα πεξηέρεη ηνπιάρηζηνλ έλα ζθάικα 

ππνθαηάζηαζεο βάζεο. Τπνζέηνληαο φηη ηζρχεη απηή ε πηζαλφηεηα θαη φηη ε 

απνζνξπβνπνίεζε ηνπ Deblur, πνπ δελ έρεη θακία δηνξζσηηθή παξέκβαζε, εθηειεζηεί 

επηηπρψο, ηα δείγκαηα πνπ έρνπλ πεξίπνπ θαηά κέζν φξν 16x10
4
 (Πίλαθαο 3.5) αλαγλψζκαηα 

αλακέλεηαη κεηά ηελ εθαξκνγή ηνπ pipeline λα παξέρνπλ 13000 ή 3500 πεξίπνπ δηαηεξεηέα 

αλαγλψζκαηα αληίζηνηρα. Δλδερνκελψο, κε απηφλ ηνλ ηξφπν εμεγείηαη θαη ην κεησκέλν 

πνζνζηφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ ζηελ πεξίπησζε απνθνπήο ηεο 380
εο

 βάζεο ζε ζρέζε 

κε απηφ ηεο 250
εο

 βάζεο. Γεληθά, ε ηάζε ηεο απνζνξπβνπνίεζεο κε Deblur λα δηαηεξεί πνιχ 

ιηγφηεξν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ ζε ζρέζε κε ηνλ DADA2 θαζψο θαη κε δηάθνξα εξγαιεία 

πνπ εθαξκφδνπλ ηελ κέζνδν νκαδνπνίεζεο έρεη αλαδεηρζεί ζην παξειζφλ (Prodan et al., 

2020), φπνηε ε κεγάιε απψιεηα φγθνπ δεδνκέλσλ ζε απηήλ ηελ πεξίπησζε είλαη 

αλακελφκελε. 

Μία αμηνζεκείσηε παξαηήξεζε απνηέιεζε ν ζεκαληηθφο φγθνο ησλ παξαγφκελσλ 

ASVs ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο ηνπ DADA2 πνπ δελ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί ζε θακία 

ηαμηλνκηθή θαηεγνξία ηεο βάζεο δεδνκέλσλ SILVA θαηά ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε. Μάιηζηα, 

πεξίπνπ ην 50% απηψλ θαηέιεμε λα κελ ηαμηλνκεζεί  θαη ηα κε-ηαμηλνκεκέλα ASVs 

εληνπίζηεθαλ κφλν ζε δείγκαηα αίκαηνο, ελψ ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ Deblur 

παξνπζηάζηεθε πιήξεο ηαμηλφκεζε ησλ ASVs. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ VSEARCH θαηέιεμε λα 

κελ ηαμηλνκεζνχλ ηξία κνλαδηθά OTUs, φπνπ ζην βάζνο ησλ 6500 κε 9500 παξαγφκελσλ 

OTUs, ζεσξείηαη ακειεηέα ε απψιεηα θαη θαηά επέθηαζε παξνπζηάζηεθε θαη ζε απηήλ ηελ 

επεμεξγαζηηθή ξνή πιήξεο ηαμηλφκεζε ησλ επεμεξγαζκέλσλ δεδνκέλσλ. Ο ιφγνο γηα ηνλ 

νπνίν παξνπζηάδεηαη απηφ ην θαηλφκελν θαηά πάζα πηζαλφηεηα νθείιεηαη ζηελ ιεηηνπξγία 

ησλ Deblur θαη VSEARCH, ζηελ νπνία ρξεζηκνπνηείηαη κία βάζε δεδνκέλσλ σο βνεζεηηθή. 

΢πγθεθξηκέλα, ζηελ πεξίπησζε ηνπ Deblur, ε δηαδηθαζία απνζνξπβνπνίεζεο πεξηιακβάλεη 

θαη ηνλ εληνπηζκφ ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαη ηερλνπξγεκάησλ κε ηελ ρξήζε ηεο βάζεο 

δεδνκέλσλ Greengenes κε ζθνπφ λα επηθπξσζεί φηη ε πξνέιεπζε ησλ αιιεινπρηψλ ησλ 

παξαγφκελσλ ASVs είλαη απφ ηελ αιιεινχρηζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Αληίζηνηρα, ε 

κέζνδνο νκαδνπνίεζεο θιεηζηήο αλαθνξάο βαζίδεηαη εμ νινθιήξνπ ζηελ ρξήζε κίαο βάζεο 

δεδνκέλσλ, φπνπ ζηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε είλαη ε SILVA, κε ζθνπφ ηελ παξαγσγή OTUs 

κε βάζε ην πνζνζηφ νκνηφηεηαο ησλ άγλσζηεο βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο αλαγλσζκάησλ κε 

ηηο αιιεινπρίεο γλσζηήο θαη ηαμηλνκεκέλεο βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο. Γεδνκέλνπ φηη θαηά 

ηελ απνζνξπβνπνίεζε κε DADA2 δελ πξαγκαηνπνηήζεθε θακία ρξήζε κίαο βάζεο 

δεδνκέλσλ, ήηαλ αλακελφκελν λα παξνπζηαζηνχλ κε-ηαμηλνκεκέλα ASVs. Δλδηαθέξνπζα 

παξαηήξεζε απνηέιεζε ην γεγνλφο φηη απηά ηα ASVs εληνπίζηεθαλ κφλν ζηα δείγκαηα 

αίκαηνο, πνπ κπνξεί λα ζεκαίλεη φηη νη αιιεινπρίεο απηψλ ησλ ASVs λα πξνέξρνληαη απφ 

βαθηήξηα ησλ νπνίσλ ην 16S rRNA γνλίδηφ ηνπο δελ έρεη αθφκα θαηνρπξσζεί ζηελ βάζε 

δεδνκέλσλ. Λφγσ ηνπ φηη γεληθά νη βάζεηο δεδνκέλσλ έρνπλ θαηαζθεπαζηεί βαζηδφκελα απφ 

δεδνκέλα θαιιηεξγήζηκσλ βαθηεξίσλ θαη επξήκαηα κειεηψλ θπξίσο ηνπ εληεξηθνχ 

κηθξνβηψκαηνο, ππάξρεη πηζαλφηεηα λα κελ ηαμηλνκεζνχλ αιιεινπρίεο ζε βηνινγηθά 

δείγκαηα, φπσο απηά ηνπ αίκαηνο, πνπ δελ έρνπλ κειεηεζεί ζρνιαζηηθά σο πξνο ηελ 

βαθηεξηαθή ηνπο ζχλζεζε. Βέβαηα, έλαο άιινο ιφγνο πνπ εληνπίζηεθαλ κε-ηαμηλνκεκέλα 

ASVs ζηα δείγκαηα αίκαηνο θαη φρη ζε δείγκαηα ειέγρνπ είλαη ε πηζαλφηεηα λα 

αιιεινπρήζεθαλ ζξαχζκαηα γνληδίσλ ηνπ μεληζηή, ην νπνίν νθείιεηαη ζηελ ελίζρπζή ηνπο 

θαηά ηελ εθαξκνγή PCR θαη πξνεηνηκαζίαο ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ. 

Δπηπξφζζεηα, έλα βαζηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηεο κεζφδνπ νκαδνπνίεζεο κε VSEARCH 

πνπ θαλεξψζεθε ζηελ επηινγή ηηκψλ βαζηθψλ παξακέηξσλ ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ήηαλ ε 

παξαγσγή πνιχ κεγαιχηεξνπ αξηζκνχ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ, ζηελ πξνθεηκέλε 
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πεξίπησζε OTUs, ζε ζρέζε κε ηηο κεζφδνπο απνζνξπβνπνίεζεο αλεμαξηήησο παξακεηξηθνχ 

ζελαξίνπ. Μάιηζηα, ζηα δηαζέζηκα δεδνκέλα ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο, ν 

VSEARCH θαηέιεμε λα παξάγεη ηνπιάρηζηνλ ηεηξαπιάζηα πνζφηεηα ηαμηλνκεκέλσλ OTUs 

ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs ηνπ DADA2 θαη Deblur, φπνπ ζηελ 

πεξίπησζε απηνχ πξνέθπςε ν κηθξφηεξνο αξηζκφο παξαγφκελσλ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs 

αλεμαξηήησο παξακεηξηθνχ ζελαξίνπ. Απηφ ην κνηίβν έρεη αλαθεξζεί θαη ζε άιιεο 

ζπγθξηηηθέο αλαιχζεηο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ εξγαιείσλ (Nearing et al., 2018), θαη ινγηθά ιφγσ 

απηνχ ηνπ ππεξαπμεκέλνπ φγθνπ OTUs πξνθχπηεη ν απμεκέλνο βαθηεξηαθφο πινχηνο ζε 

ζχγθξηζε κε ηηο κεζφδνπο απνζνξπβνπνίεζεο (Σρήκα 1.21), έλα θαηλφκελνπ πνπ 

παξνπζηάζηεθε θαη ζηελ παξνχζα κειέηε ζρνιηάδεηαη θαη παξαθάησ.  

Οινθιεξψλνληαο ην ζέκα ησλ ηηκψλ παξακέηξσλ, φινο απηφο ν επίπνλνο 

πεηξακαηηζκφο, ν νπνίνο πξνηείλεηαη αλεπηθχιαθηα λα εθηειείηαη φρη κφλν ζηηο ζπγθξηηηθέο 

αλαιχζεηο αιιά θαη ζε νπνηαδήπνηε αλάιπζε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ πνπ πξνέξρνληαη απφ βηνινγηθά δείγκαηα άγλσζηεο βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο, 

θαλέξσζε ηελ επαηζζεζία ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ζηα δηάθνξα βηνπιεξνθνξηθά 

εξγαιεία θαη ζηνλ ηξφπν ρξήζε ηνπο. Δπηπιένλ, ζπλέβαιε ζεκαληηθά ζηελ επηινγή ησλ ηηκψλ 

βαζηθψλ παξακέηξσλ γηα θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή θαη επέηξεςε ηελ δηεθπεξαίσζε ηεο εηο 

βάζνπο ζπγθξηηηθήο αλάιπζεο ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο κε DADA2 θαη Deblur θαη 

νκαδνπνίεζεο κε VSEARCH ηεο παξνχζαο κειέηεο κε φζνλ δπλαηφλ αληηθεηκεληθά 

θξηηήξηα. Σν γεγνλφο φηη ε δηαδηθαζία ηεο επηινγήο ησλ βέιηηζησλ ηηκψλ παξακέηξσλ έιαβε 

κέξνο έσο ην ζηάδην ηεο ηαμηλνκηθήο αλάιπζεο ζε θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή νθείιεηαη ζην φηη 

είλαη ζεκείν πνπ επηηξέπεη λα εθηηκεζεί ε απφδνζε ησλ βεκάησλ επεμεξγαζίαο σο πξνο ηελ 

δηαηήξεζε φζν ηνλ δπλαηφλ κεγαιχηεξν φγθν πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ θαη ζηελ απνθφκηζε 

βέιηηζηεο ηαμηλνκεκέλεο πιεξνθνξίαο. Δπηπιένλ, ε επηινγή ησλ ηειηθψλ παξακεηξηθψλ 

ζελαξίσλ θαη ε αλάιπζε ελφο ζπλφινπ δεδνκέλσλ απφ θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή δηεπθφιπλε 

ηελ δηαρείξηζε θαη ηελ εηο βάζνο ζπγθξηηηθή αλάιπζε ησλ κεηέπεηηα απνηειεζκάησλ, 

δεδνκέλνπ φηη απφ ην θάζε ζχλνιν πξνέθπςε ζηελ ζπλέρεηα πνιχ κεγάινο φγθνο δεδνκέλσλ 

θαη πιεξνθνξηψλ.  

΢ηελ θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή κε ηα ηειηθψο επηιεγκέλα ζχλνια δεδνκέλσλ, 

εληνπίζηεθαλ ASVs θαη OTUs πνπ αλαηέζεθαλ ζηελ βάζε δεδνκέλσλ ζε ηαμηλνκηθή 

θαηεγνξία ε νπνία νχηε ραξαθηεξίδεηαη βαθηεξηαθήο πξνέιεπζεο, θαζψο εκπεξηέρνληαλ 

αξραία, κηηνρφλδξηα, ρισξνπιάζηεο θαη επθαξηψηα, αιιά νχηε πξνζθέξεη επθξηλή 

βαθηεξηαθή νλνκαζία. Παξαδείγκαηνο ράξε θάπνηα ASVs θαη OTUs δελ ηαμηλνκήζεθαλ ζε 

ηνπιάρηζηνλ επίπεδν θπιήο ή ηαμηλνκήζεθαλ ζε θαηεγνξία «κε θαιιηεξγεκέλνπ». Λφγσ ηεο 

θχζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, είλαη πηζαλφ λα εληζρπζνχλ, αιιεινπρηζνχλ θαη 

ηαμηλνκεζνχλ αιιεινπρίεο πνπ πξνέξρνληαη απφ κηηνρφλδξηα, ρισξνπιάζηεο θαη 

επθαξπσηηθά θχηηαξα (de la Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016). Δπηπιένλ, ελψ επί ηνπ 

παξφληνο ε βάζε δεδνκέλσλ SILVA είλαη ε πην νινθιεξσκέλε, έρεη αλαθεξζεί φηη έλα 

ζεκαληηθφ κεηνλέθηεκα απηήο είλαη νη θαηνρπξσκέλεο ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο πνπ εκπίπηνπλ 

ζηελ θαηεγνξία ηνπ «κε θαιιηεξγεκέλνπ» (uncultured), πνπ νπζηαζηηθά απνηεινχλ 

αιιεινπρίεο γηα ηηο νπνίεο δελ έρεη πξνζδηνξηζηεί ε αθξηβήο βαθηεξηαθή πξνέιεπζε ηνπο 

(Trego et al., 2022). Αλ θαη ν φγθνο απηψλ ησλ ζηνηρεία ζηελ παξνχζα εξγαζία πξνέθπςε λα 

είλαη πνιχ κηθξφο θαη ζηηο ηξεηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο (Πίλαθαο 3.19, Πίλαθαο 3.21), είλαη 

ζεκαληηθφ λα αθαηξεζνχλ δηφηη ραξαθηεξίδνληαη απνηέιεζκα ζθάικαηνο ζηελ αλάιπζε ηεο 

πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ.  
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Η αδπλακία ηεο ηαμηλφκεζεο ζε επίπεδν είδνπο ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 16S rRNA 

γνληδίνπ (Gao et al., 2017) θαζψο θαη ε απνπζία ηεο επηκέιεηαο ηεο ηαμηλφκεζεο ζε επίπεδν 

είδνπο ζηε βάζε δεδνκέλσλ SILVA (Trego et al., 2022) έγηλαλ αληηιεπηέο ζηα απνηειέζκαηα 

ησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ (Σρήκα 3.8). Ο αξηζκφο βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ 

ζηα δηάθνξα ηαμηλνκηθά επίπεδα πνπ πξνέθπςε θαη απφ ηηο ηξεηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο 

θαλέξσζε, αλεμαξηήησο κεζφδνπ απνζνξπβνπνίεζεο ε νκαδνπνίεζεο, ηελ αδπλακία ησλ 

ASVs θαη ΟΣUs λα ηαμηλνκεζνχλ ζε επίπεδν είδνπο. Μάιηζηα, απηή ε αδπλακία απνδείρζεθε 

θαη ζηελ δηεξεχλεζε ησλ θνηλψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν είδνπο ησλ ηξηψλ 

επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ (Σρήκα 3.9), ε νπνία θαλέξσζε ην κεησκέλν πνζνζηφ θνηλψλ εηδψλ 

θαη έηζη ππνδεηθλχεηαη θαη πάιη ε αδπλακία ησλ ASVs θαη ΟΣUs ζηελ ηαμηλφκεζε ζε 

επίπεδν είδνπο. 

΢ηελ ζπγθξηηηθή αλάιπζε ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο, ε 

επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ VSEARCH θαηέιεμε λα παξάγεη πνιχ κεγαιχηεξν αξηζκφ OTUs ζε 

ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ASVs ζηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2 θαη Deblur (Σρήκα 3.7), 

ηα νπνία έθεξαλ κεγαιχηεξν αξηζκφ κνλαδηθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ θπξίσο ζε επίπεδν 

γέλνπο θαη είδνπο (Σρήκα 3.8), φρη βέβαηα κε ηελ ίδηα αλαινγία. Πξνθεηκέλνπ λα κεησζεί ν 

φγθνο ζηνηρείσλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απνηέιεζκα επηκφιπλζεο ή ζθαικάησλ, επηβιήζεθε 

θηιηξάξηζκα ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ θαη ζηα ηξία ζχλνια δεδνκέλσλ μερσξηζηά πνπ 

παξνπζηαδφηαλ κε πνιχ ρακειή ζρεηηθή αθζνλία ζε απηά. Απηφ ην θίιηξν επεξέαζε πνιχ 

έληνλα ην ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ VSEARCH, θαζψο απνδείρζεθε φηη ην 85% ησλ 

παξαγφκελσλ OTUs παξείραλ ζρεηηθή αθζνλία ζίγνπξα ιηγφηεξε απφ 0,002% (Σρήκα 3.10 

Β). Παξφια απηά, χζηεξα απφ απηή ηε δηαδηθαζία θηιηξαξίζκαηνο θαη κε ηελ απψιεηα ελφο 

πνιχ κηθξνχ φγθνπ αλαγλσζκάησλ (Σρήκα 3.10 Α), παξαηεξήζεθε ε αχμεζε ηεο νκνηφηεηαο 

ησλ ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ ζε ηνπιάρηζηνλ χςνπο 80% κεηαμχ θαη ησλ ηξηψλ ζπλφισλ 

δεδνκέλσλ (Σρήκα 3.12), έλα θαηλφκελν πνπ έρεη αλαθεξζεί θαη ζε άιιε έξεπλα (García-

López et al., 2021), θαη ε εμνκάιπλζε ηεο δηαθχκαλζεο ηνπ αξηζκνχ ησλ ASVs θαη ΟΣUs θαη 

θπζηθά ησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ (Σρήκα 3.11). Με απηφλ ηνλ ηξφπν, ν DADA2 

θαηέιεμε λα έρεη πξνζδηνξίζεη ηνλ κηθξφηεξν αξηζκφ βαθηεξηαθψλ εηδψλ ζηα δεδνκέλα 

αιιεινχρηζεο ηεο παξνχζαο αλάιπζεο, ν νπνίνο ίζσο κπνξεί λα ραξαθηεξηζηηθεί πην αθξηβήο 

φπσο ππνζηεξίδεηαη θαη απφ ηελ βηβιηνγξαθία  (Nearing et al., 2018; Prodan et al., 2020). 

Οη ηαμηλνκηθέο ζπλζέζεηο ησλ δεηγκάησλ πξηλ θαη κεηά ηελ αθαίξεζε ηνπ φγθνπ 

δεδνκέλσλ πνπ αληηπξνζσπεπφηαλ απφ ηελ επηκφιπλζε Lactobacillus θαηέιεμαλ λα κελ 

έρνπλ θακία δηαθνξά κεηαμχ απνηειεζκάησλ ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ. 

΢πγθεθξηκέλα, νη ζρεηηθέο αθζνλίεο ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ αλά δείγκα 

ζε επίπεδν θπιήο (Παξάξηεκα 46, Παξάξηεκα 47, Παξάξηεκα 48) θαη γέλνπο (Σρήκα 

3.13, Σρήκα 3.14, Σρήκα 3.15) πξηλ ην θηιηξάξηζκα ησλ Lactobacillus, θαζψο θαη νη 

ζρεηηθέο αθζνλίεο ησλ βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ αλά δείγκα ζε επίπεδν θπιήο 

χζηεξα ηνπ θηιηξαξίζκαηνο (Σρήκα 3.18, Σρήκα 3.19, Σρήκα 3.20) παξνπζίαζαλ πνιχ 

παξφκνηα εηθφλα, παξφιν πνπ ηα ζχλνια παξείραλ δηαθνξεηηθφ αξηζκφ αλαγλσζκάησλ θαη 

ASVs/OTUs. Βέβαηα, ε αθαίξεζε ηεο επηκφιπλζεο επέθεξε αλαινγηθή επίπησζε ζηα 

απνηειέζκαηα ηεο θάζε επεμεξγαζηηθήο ξνήο, φπσο ε πνζνζηηαία απψιεηα ησλ 

αλαγλσζκάησλ (Σρήκα 3.17) θαη ε εμνκάιπλζε ηεο δηαθχκαλζεο ηνπ αξηζκνχ 

αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα (Σρήκα 3.16). Δπηπξφζζεηα, νη κέζεο ζρεηηθέο αλαινγίεο ησλ 

βαθηεξηαθψλ θπιψλ ζην αίκα ζρηδνθξελψλ πνπ παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ επεηζφδην 

νη νπνίεο πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH δελ 

αλέδεημαλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο σο πξνο ηελ αλίρλεπζε θαη ηελ ζρεηηθή πνζνηηθνπνίεζε ησλ 

βαθηεξηαθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επίπεδν θπιήο (Σρήκα 3.21). 
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Αληίζεηα, νη θακπχιεο αξαίσζεο απνηχπσζαλ μεθάζαξα ηελ δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ 

ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο. Οη θακπχιεο απηέο ρξεζηκνπνηνχληαη 

γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ ηδαληθνχ βάζνπο αιιεινχρηζεο ψζηε λα θαιπθζεί φιε ε 

πνηθηινκνξθία φισλ ησλ δεηγκάησλ ηαπηφρξνλα (Regueira-Iglesias et al., 2023). Δλψ ε 

θάιπςε ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ απφ ηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 θαη 

Deblur πξνέθπςε ζε βάζνο αιιεινχρηζεο χςνπο 1800 αλαγλσζκάησλ, ζηα δεδνκέλα ηνπ 

VSEARCH θαζσο παξνπζηάζηεθε ε ζπλερήο άλνδνο ηνπ αξηζκνχ ησλ ηαμηλνκηθψλ εηδψλ 

πνπ παξέρεη ην θάζε δείγκα έλαληη ηεο ηηκήο ηνπ βάζνπο αιιεινχρηζεο (Σρήκα 3.22), δελ 

ήηαλ αδχλαην λα πξνζδηνξηζηεί ην ηδαληθφ βάζνο αιιεινχρηζεο. Δπηπιένλ, νη κέζεο ηηκέο ηεο 

εληξνπίαο Shannon άιθα πνηθηινκνξθίαο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ VSEARCH 

πξνζδηνξίζηεθαλ απμεκέλεο ζε ζρέζε κε ηηο αληίζηνηρεο ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο, 

εηδηθά νη ηηκέο ησλ δεηγκάησλ αξλεηηθνχ ειέγρνπ (Σρήκα 3.23). Παξφια απηά, ηα 

απνηειέζκαηα ηνπ ζηαηηζηηθνχ ειέγρνπ ησλ δηαθνξνπνηήζεσλ ή κε ησλ πνηθηινκνξθηψλ 

κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο θαη αξλεηηθνχ ειέγρνπ είραλ θνηλή γξακκή κεηαμχ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ.  

 

4.2 DADA2, Deblur ή VSEARCH; 

Η ζπγθξηηηθή αλάιπζε ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο ηεο 

παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο θαηέιεμε λα έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε ηηο πξνυπάξρνπζεο 

έξεπλεο ζπγθξηηηθήο αλάιπζεο (García-López et al., 2021; Glassman & Martiny, 2018; Joos 

et al., 2020; Kerrigan & D’Hondt, 2022; Moossavi et al., 2020; Nearing et al., 2018; Prodan et 

al., 2020). Όπσο θαη ηα επξήκαηα απηψλ, έηζη θαη ζηελ παξνχζα κειέηε νη κέζνδνη 

παξαγσγήο ASVs θαη ΟΣUs παξνπζίαζαλ παξφκνηα βηνινγηθά απνηειέζκαηα σο πξνο ηελ 

ηαμηλνκηθή αλίρλεπζε θαη ζχλζεζε ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο πνπ πξνήιζαλ απφ θπζηθά 

βηνινγηθά δείγκαηα. Σαπηφρξνλα, θαλεξψζεθε ην θχξην ραξαθηεξηζηηθφ ησλ πξνζεγγίζεσλ 

πνπ βαζίδνληαη ζηελ νκαδνπνίεζε ησλ αλαγλσζκάησλ ζε OTUs, ην νπνίν είλαη ν απμεκέλνο 

βαθηεξηαθφο πινχηνο ζε ζχγθξηζε κε ηηο κεζφδνπο απνζνξπβνπνίεζεο. Γεδνκέλνπ φηη απηφ 

ην ραξαθηεξηζηηθφ εκπεξηέρεη ηνλ θίλδπλν ηεο αλαθξηβήο αλίρλεπζεο ηεο άιθα 

πνηθηινκνξθίαο ησλ βηνινγηθψλ δεηγκάησλ, φπσο επίζεο φηη βαζίδεηαη πνιχ ζηελ πνηφηεηα 

θαη πιεξφηεηα ηεο βάζεο δεδνκέλσλ θαη φηη νη πξνζεγγίζεηο παξαγσγήο ASVs κπνξνχλ λα 

παξέρνπλ έλα ζεκαληηθφ πιενλέθηεκα ζηελ αθξηβέζηεξε ηαπηνπνίεζε κηθξννξγαληζκψλ 

(Caruso et al., 2019; Needham et al., 2017; Prodan et al., 2020; Xue et al., 2018), φπσο θαη ε 

επηζηεκνληθή θνηλφηεηα, έηζη θαη ε παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία ππνζηεξίδεη ηελ ρξήζε 

κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη παξαγσγήο ASVs έλαληη ηεο ρξήζε κεζφδσλ νκαδνπνίεζεο 

θαη παξαγσγήο OTUs, φπσο ηνλ VSEARCH, γηα ηελ αλάιπζε πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ 

αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ.  

Μάιηζηα, ε κέζνδνο απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ DADA2 θάλεθε λα έρεη πνιχ θαιχηεξε 

απφδνζε θαη σο πξνο ηνλ ηξφπν δηαρείξηζεο δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο θαη σο πξνο ηελ 

αμηνπηζηία ηνπ ζε ζρέζε κε ηελ αληίζηνηρε κέζνδν ηνπ Deblur. Αξρηθά, ζε αληίζεζε κε ηνπ 

Deblur, ε επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 εθηειεί ηελ δηαδηθαζία θαζαξά ππνινγηζηηθά θαη 

δελ ρξεζηκνπνηείηαη θακία βάζε δεδνκέλσλ, αθφκα θαη γηα ηνλ εληνπηζκφ ησλ ρηκαηξηθψλ 

αιιεινπρηψλ. Απηφ ζεκαίλεη φηη είλαη απαιιαγκέλν απφ ηελ πνηφηεηα θαη πιεξφηεηα ησλ 

βάζεσλ δεδνκέλσλ θαη θαηά επέθηαζε ηελ κεξνιεςία πνπ κπνξεί λα πξνζδέζνπλ απηά ζηελ 

πξνεπεμεξγαζία ησλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο. Δπίζεο, ε εθαξκνγή ηνπ DADA2 δελ 

βαζίδεηαη ζε ζπγθεθξηκέλν κήθνο αλαγλσζκάησλ, θάηη πνπ απαηηείηαη λα νξηζηεί γηα ηελ 
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απνζνξπβνπνίεζε ηνπ Deblur. Δπηπιένλ, ε απνζνξπβνπνίεζε κε DADA2 εμεηάδνληαη ηα 

δεδνκέλα αιιεινχρηζεο φισλ ησλ δεηγκάησλ ηαπηφρξνλα επηηξέπνληαο ηελ πην αληηθεηκεληθή 

αμηνιφγεζε απηψλ, ζε αληίζεζε κε ηνλ Deblur ν νπνίνο εζηηάδεη ηελ δηαδηθαζία κφλν αλά 

δείγκα. Φπζηθά, ε επηινγή ηεο πεξηθνπήο ησλ ηειηθψλ άθξσλ ησλ paired-end, ε νπνία είλαη 

πνιχ ππνζρφκελε δηαδηθαζία γηα ηελ βειηίσζε ηεο απφδνζεο ζηελ παξαγσγήο ASV, 

πξνζθέξεηαη απφ ην QIIME2 κφλν απφ ηελ ρξήζε ηνπ pipeline DADA2. ΢ε ζπλδπαζκφ κε 

ηελ δηεπθφιπλζε πνπ παξέρεηαη απφ ηελ πιαηθφξκα QIIME2 σο πξνο ηελ ρξήζε ελφο εληαίνπ 

pipeline πνπ ζπκπεξηιακβάλεη ηελ εθηέιεζε ηεο πεξηθνπήο paired-end αλαγλσζκάησλ, ηνπ 

θηιηξαξίζκαηνο ρακειήο πνηφηεηαο απηψλ, ηεο απνζνξπβνπνίεζεο, ηνπ εληνπηζκνχ θαη ηεο 

αθαίξεζεο ρηκαηξηθψλ αιιεινπρηψλ θαη ηεο ζπγρψλεπζεο ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, 

θαζηζηά ηελ εθαξκνγή ηνπ DADA2 κέζσ ηεο πιαηθφξκαο QIIME2 πνιχ πην εχθνιε ζηελ 

ρξήζε (user-friendly). Σν γεγνλφο φηη ν DADA2 θαηάθεξε λα δηαηεξήζεη κεγαιχηεξν φγθν 

πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ ζην ηέινο ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο ζε ζρέζε κε ηνλ Deblur, ν νπνίνο 

κάιηζηα θαηέιεμε λα δηαηεξεί ιηγφηεξα απφ 10000 αλαγλψζκαηα ζε κεξηθά δείγκαηα, επλνεί 

αθφκα πεξηζζφηεξα ηελ πξνηίκεζε ηεο ρξήζεο ηνπ DADA2. Σέινο, ελψ ε επεμεξγαζηηθή 

ξνή ηνπ Deblur θαηάθεξε λα αληρλεχζεη κεγαιχηεξν αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ, φπσο έρεη 

πξναλαθεξζεί, ν κεησκέλνο αξηζκφο βαθηεξηαθψλ γελψλ θαη εηδψλ πνπ πξνέθπςε απφ ηνλ 

DADA2 ππάξρεη κεγάιε πεξίπησζε λα είλαη πην αθξηβήο θαη θαηά επέθηαζε πην αμηφπηζηνο.  

 

4.3 Σπζρέηηζε Μηθξνβηώκαηνο ηνπ Αίκαηνο θαη Σρηδνθξέλεηαο  

Σα επξήκαηα ηεο παξνχζαο αλάιπζεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο 

ζρηδνθξελψλ πξνέθπςαλ πνιχ ελδηαθέξνλ θαη έξημαλ ιίγν θσο ζην θελφ απηνχ ηνπ 

εξεπλεηηθνχ θιηληθνχ πεδίνπ. ΢ηελ παξνχζα δηπισκαηηθή εξγαζία ηα δείγκαηα αίκαηνο απφ 

άηνκα πνπ παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ επεηζφδην θαη δηαγλψζηεθαλ κε ζρηδνθξέλεηα 

πξνέθπςε λα θπξηαξρνχληαη απφ Proteobacteria (Σρήκα 3.21), φπσο θαη ζην πγηέο αίκα 

(Païssé et al., 2016; Velmurugan et al., 2020). Χζηφζν, παξαηεξήζεθε πνιχ απμεκέλε ε 

ζρεηηθή αθζνλία ησλ Firmicutes ζε ζρέζε κε ηελ αληίζηνηρε ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο απφ πγηή 

άηνκα, ελψ ηα Actinobacteria θαη ηα Bacteroidetes πξνέθπςαλ ζε παξφκνηα επίπεδα. Η 

απμεκέλε παξνπζία ησλ Firmicutes έρεη αλαθεξζεί θαη ζην εληεξηθφ κηθξνβίσκα αηφκσλ πνπ 

πάζρνπλ απφ ζρηδνθξέλεηα (Szeligowski et al., 2020), γεγνλφο φηη δηαζηαπξψλεηαη θαη ηα 

απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο αλάιπζεο. Γεδνκέλνπ φηη έλα απφ ηα πην ραξαθηεξηζηηθά 

θαηλφκελα ηεο δπζβίσζεο ηνπ άμνλα εληέξνπ-εγθεθάινπ απνηειεί ε βαθηεξηαθή κεηαηφπηζε 

ηεο κηθξνρισξίδαο απφ ην έληεξν ζην θπθινθνξηθφ ζχζηεκα (Munawar et al., 2021), γεγνλφο 

πνπ έρεη απνδεηρζεί φηη ζπκβαίλεη ζε άηνκα πνπ πάζρνπλ ζρηδνθξέλεηα (Severance et al., 

2013), ππάξρεη πηζαλφηεηα ε απμεκέλε ζρεηηθή αθζνλία ησλ Firmicutes λα νθείιεηαη απφ 

απηφ ην θαηλφκελν. 

Έηζη, ε παξνχζα κειέηε νδεγείηαη ζε κηα απιή αιιά βαζηθή εξψηεζε. Σειηθά, 

ππάξρεη κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο, θαη αλ λαη, πσο είλαη δπλαηφλ λα εληζρπζεί ε χπαξμή ηνπ 

κέζσ ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο; Βάζε βηβιηνγξαθίαο, έλαο ηξφπνο εμαθξίβσζεο 

ηεο χπαξμεο κηθξνβηψκαηνο ζην αίκα είλαη ε ζχγθξηζε ηνπ ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο θαη ηηο 

πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο κε ηα δείγκαηα αξλεηηθνχ ειέγρνπ (Dinakaran et al., 

2014; Lauder et al., 2016; Païssé et al., 2016; Traykova et al., 2017). ΢ηελ παξνχζα κειέηε, 

ζηα απνηειέζκαηα θαη ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ηεο ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο ζε επίπεδν 

θπιήο (Σρήκα 3.18, Σρήκα 3.19, Σρήκα 3.20) θαη ησλ δεηθηψλ άιθα πνηθηινκνξθίαο 

(Σρήκα 3.23) δελ παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο θαη ησλ 
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δεηγκάησλ αξλεηηθνχ ειέγρνπ. Απηφ ππνδεηθλχεη ην πφζν επηξξεπέο είλαη ηα δείγκαηα 

αίκαηνο ζηηο επηκνιχλζεηο (de la Cuesta-Zuluaga & Escobar, 2016). Άιισζηε, είλαη γλσζηφ 

φηη νηηδήπνηε ρξεζηκνπνηείηαη θαηά ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία ηεο αιιεινχρηζεο λέαο 

γεληάο δελ είλαη πνηέ πξαγκαηηθά ζηείξν, θαζψο έρνπλ αληρλεπζεί πάλσ απφ 90 δηαθνξεηηθά 

κηθξφβηα ζε επίπεδν γέλνπο κφλν θαη κφλν ζε αληηδξαζηήξηα απνκφλσζεο DNA θαη 

πξνεηνηκαζίαο δεηγκάησλ πξνο αιιεινχρηζε (Lauder et al., 2016; Salter et al., 2014). Βέβαηα, 

ελδηαθέξνλ απνηειεί ε παξαηήξεζε φηη ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 παξνπζηάζηεθε 

ε κφλε δηαθνξνπνίεζε ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο θαη ησλ δεηγκάησλ αξλεηηθνχ ειέγρνπ. 

΢πγθεθξηκέλα, θαηά ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε ησλ απνηειεζκάησλ απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ 

DADA2 πξνέθπςε ε αληθαλφηεηα λα ηαμηλνκεζεί έλαο φγθνο δεδνκέλσλ, φπνπ αλάινγα ην 

παξακεηξηθφ ζελάξην είλαη ηεο ηάμεσο ηνπ 2% κε 14% ζε ζρέζε κε ηα πξσηνγελή δεδνκέλα, 

ζηελ βάζε δεδνκέλσλ SILVA (Πίλαθαο 3.15). Απηφο ν κε-αλαηεζεηκέλνο φγθνο δεδνκέλσλ 

εληνπίζηεθε κφλν ζηα δείγκαηα αίκαηνο (Παξάξηεκα 5, Παξάξηεκα 6, Παξάξηεκα 7, 

Παξάξηεκα 8, Παξάξηεκα 9, Παξάξηεκα 10, Παξάξηεκα 25, Παξάξηεκα 26). Δλψ απηφ 

ην θαηλφκελν κπνξεί λα νθείιεηαη ζηελ ζθαικέλε αιιεινχρηζε αλζξψπηλνπ γνληδίνπ, 

ππάξρεη ζνβαξή πηζαλφηεηα λα νθείιεηαη ζηελ κε πιεξφηεηα ηεο βάζεο δεδνκέλσλ SILVA 

θαη ζηελ θάιπςε ηεο βαθηεξηαθήο ζχλζεζεο ηνπ αίκαηνο, θαη ζπλεπψο ε κε δηαθνξνπνίεζε 

ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο θαη ηνπ ειέγρνπ ζηελ παξνχζα κειέηε λα βαζίαδεηαη ζε απηφ ην 

γεγνλφο. Δλ θαηαθιείδη, ε χπαξμε ηνπ κηθξνβηψκαηνο ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο παξακέλεη 

αθφκα ππφ δηεξεχλεζε ιφγσ ησλ πξνθιήζεσλ πνπ πεξηζηξέθνληαη γχξσ απφ δχν ζέκαηα, 

δειαδή ηνλ πςειφ θίλδπλν κηθξνβηαθήο επηκφιπλζεο ζε δείγκαηα ρακειήο βηνκάδαο θαη ηελ 

απξνζδηφξηζηε βησζηκφηεηα ησλ κηθξνβίσλ ηνπ αίκαηνο πνπ βαζίδεηαη ζε κεζφδνπο 

αλεμαξηήησο θαιιηέξγεηαο (Cheng et al., 2023). 

Η επαηζζεζία ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο ζηηο εμσγελήο επηκνιχλζεηο παξνπζηάζηεθε 

ζηελ παξνχζα εξγαζία θαη κε έλαλ αθφκα ηξφπν. ΢ην αίκα 4 αζζελψλ πξηλ θαη κεηά ηελ 

ρνξήγεζε αληηςπρσζηθψλ θαξκάθσλ εληνπίζηεθε ζε κεγάιε ζρεηηθή αθζνλία ε ηαμηλνκηθή 

θαηεγνξία γέλνπο Lactobacillus ζηα απνηειέζκαηα θαη ησλ ηξηψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ 

(Σρήκα 3.13, Σρήκα 3.14, Σρήκα 3.15). Γεδνκέλνπ ηεο ζεκαληηθά απμεκέλεο ζρεηηθήο 

αθζνλίαο, ηνλ κεγάιν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ πνπ παξείραλ ηα ζπγθεθξηκέλα δείγκαηα θαη ην 

γεγνλφο φηη νδήγεζε ζηελ εμνκάιπλζε ηεο ηαμηλνκηθήο ζχλζεζεο ησλ απηψλ ησλ δεηγκάησλ 

κε ηα ππφινηπα δείγκαηα αίκαηνο θαηά ηελ αθαίξεζε ηνπ απφ ηα δεδνκέλα, ζηελ παξνχζα 

κειέηε ε ζπγθεθξηκέλε ηαμηλνκηθή θαηεγνξία ραξαθηεξίζηεθε απνηέιεζκα επηκφιπλζεο. 

Πξάγκαηη, ππάξρνπλ έξεπλεο ηνπ ππνζηεξίδνπλ ηελ παξνπζία ησλ Lactobacillus σο 

απνηέιεζκα επηκφιπλζεο ζπγθεθξηκέλα ζε δείγκαηα αίκαηνο, θαη ην γεγνλφο φηη θπξηαξρνχλ 

ζηε ηαμηλνκηθή ζχλζεζε ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο πνπ θαηεγνξηνπνηνχληαη ζε δείγκαηα 

ρακειήο κηθξνβηαθήο βηνκάδαο, εληζρχεηαη ε ζεσξία φηη ηα Lactobacillus ζηελ παξνχζα 

εξγαζία ραξαθηεξίδνληαη κνιπζκαηηθά ζηα δεδνκέλα (Karstens et al., 2019; Kullar et al., 

2023). Παξφια απηά, είλαη ζεκαληηθφ λα ζεκεησζεί φηη έλα απφ ηα ζηαζεξά επξήκαηα είλαη 

κηα ζεκαληηθή αχμεζε ησλ Lactobacillius ζην κηθξνβίσκα ηνπ ζηνκαηνθάξπγγα θαη ζην 

εληεξηθφ κηθξνβίσκα αζζελψλ κε ζρηδνθξέλεηα θαη ζε άηνκα κε απμεκέλν θίλδπλν 

ζρηδνθξέλεηαο, ε νπνία ζπζρεηίζηεθε αθφκε θαη κε ηε ζνβαξφηεηα ησλ ζπκπησκάησλ 

(Szeligowski et al., 2020). Γεδνκέλνπ φηη έλα απφ ηα πην ραξαθηεξηζηηθά θαηλφκελα ηεο 

δπζβίσζεο ηνπ άμνλα εληέξνπ-εγθεθάινπ απνηειεί ε βαθηεξηαθή κεηαηφπηζε ηεο 

κηθξνρισξίδαο απφ ην έληεξν ζην θπθινθνξηθφ ζχζηεκα, ππάξρεη ε πηζαλφηεηα ε παξνπζία 

ησλ Lactobacillius ζηα δείγκαηα αίκαηνο λα είλαη απνηέιεζκα ηεο απμεκέλεο δηαπεξαηφηεηαο 

ηνπ θξαγκνχ ηνπ εληέξνπ, έλα θαηλφκελν πνπ έρεη ζπζρεηηζηεί κε ηελ ζρηδνθξέλεηα 

(Munawar et al., 2021). Χο εθ ηνχηνπ, είλαη ζεκαληηθφ λα δηεξεπλεζεί πεξηζζφηεξν ν ξφινο 
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ησλ Lactobacillius ζηελ ζρηδνθξέλεηα, θαζψο παξφηη ζηελ παξνχζα δηπισκαηηθή έρεη 

ραξαθηεξηζηεί σο επηκφιπλζε, ε παξνπζία ησλ βαθηεξίσλ ηνπ γέλνπο Lactobacillus. 
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5 Σπκπεξάζκαηα 

Η δηεθπεξαίσζε ηεο παξνχζαο δηπισκαηηθήο εξγαζίαο επηβεβαίσζε ηελ 

πνιππινθφηεηα ηεο αλάιπζεο paired-end δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, 

φπνπ ζηελ πξνθεηκέλε πεξίπησζε ήηαλ ε δηεξεχλεζε ησλ ηαμηλνκηθψλ πιεξνθνξηψλ ηεο 

ππεξκεηαβιεηήο πεξηνρήο V3-V4, ηα νπνία έρνπλ πξνθχςεη απφ πιαηθφξκα αιιεινχρηζεο 

Illumina. Αθφκα θαη κε ηελ ρξήζε ηεο πιαηθφξκαο QIIME2, ε νπνία απνζθνπεί ζηελ 

δηεπθφιπλζε ηεο ρξήζεο βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ ρσξίο ηελ αλάγθε θαηάξηηζεο 

γλψζεσλ δχζθνιήο γιψζζαο πξνγξακκαηηζκνχ, ππάξρεη πιήζνο δηαθνξεηηθψλ επηινγψλ θαη 

ζπλδπαζκψλ βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ πνπ κπνξνχλ λα εθαξκνζηνχλ θαη απφ ηα νπνία 

πξνθχπηνπλ δηαθνξεηηθέο επεμεξγαζηηθέο ξνέο. Η επηινγή κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο ή 

νκαδνπνίεζεο ησλ αλαγλσζκάησλ, απφ ηηο νπνίεο βαζίδεηαη θαηά θφξσλ ν ηξφπνο 

θαηαζθεπήο ηεο επεμεξγαζηηθήο ξνήο ηνπ πξνεπεμεξγαζηηθνχ ζηαδίνπ, κπνξεί ελ δπλάκεη λα 

έρεη αληίθηππν ζηα ηειηθά απνηειέζκαηα, θαη θαηά επέθηαζε ζηελ βηνινγηθή εξκελεία ησλ 

δεδνκέλσλ. Δπηπιένλ, φρη κφλν ε επηινγή ησλ βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ, αιιά θαη ν 

ηξφπνο κε ηνλ νπνίν ρξεζηκνπνηνχληαη κπνξεί λα επεξεάζεη ηα απνηειέζκαηα. Απνηειεί 

αληίζηνηρα ζεκαληηθή θαη ε επηινγή ησλ ηηκψλ παξακέηξσλ βαζηθψλ επεμεξγαζηηθψλ 

ζηαδίσλ, θαζψο κηθξέο δηαθνξνπνηήζεηο κπνξνχλ λα επηθέξνπλ ζεκαληηθέο αιιαγέο ζηελ 

θαηάζηαζε ησλ δεδνκέλσλ.  

΢ηα πιαίζηα ηεο παξνχζαο κειέηεο, γηα ηελ εθαξκνγή ησλ κεζφδσλ 

απνζνξπβνπνίεζεο ηνπ DADA2 θαη Deblur θαη νκαδνπνίεζεο θιεηζηήο αλαθνξάο ηνπ 

VSEARCH κε ηελ βάζε δεδνκέλσλ SILVA έπξεπε λα θαηαζθεπαζηεί κηα επεμεξγαζηηθή ξνή 

γηα ην θάζε εξγαιείν, θαηά ηελ νπνία ηα πξσηνγελή δεδνκέλα επεμεξγάζηεθαλ αλάινγα κε 

ηηο αλάγθεο θαη απαηηήζεηο ηεο θάζε κεζφδνπ, θαζψο θαη κε ηελ ζσζηή ζεηξά. Οη θνηλέο 

απαηηνχκελεο παξεκβάζεηο πξηλ ηελ παξαγσγή ASVs/OTUs ζηα ζπζρεηηδφκελα πξσηνγελή 

δεδνκέλα ήηαλ ε αθαίξεζε ησλ κε-βηνινγηθψλ εθθηλεηψλ ζηηο αξρηθέο αιιεινπρίεο ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ,  ε ζπγρψλεπζε θαη ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα απηψλ, κε ηε κφλε 

δηαθνξά ζηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2 πνπ ε ζπγρψλεπζε θαη ην θηιηξάξηζκα κε βάζε ηε 

πνηφηεηα εθηειέζηεθαλ κε δηαθνξεηηθή ζεηξά. Δπηπιένλ, ππήξρε ε δπλαηφηεηα πεξηθνπήο 

ησλ ηειηθψλ αιιεινπρηψλ απφ ηα paired-end αλαγλψζκαηα ζηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2, 

ελψ πξηλ ηελ απνζνξπβνπνίεζε ηνπ Deblur ήηαλ αλαγθαία ε απνθνπή ησλ ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ ζε έλα ζπγθεθξηκέλν κήθνο. Δθφζνλ ηα πξσηνγελή δεδνκέλα πξνέξρνληαλ 

θπξίσο απφ δείγκαηα αλζξψπηλνπ αίκαηνο άγλσζηνπ βαθηεξηαθνχ πεξηερφκελνπ, ήηαλ 

αλαγθαίν λα ιεθζεί ππφςε ηνλ αληίθηππν πνπ ζα κπνξνχζε λα έρεη ζε απηά ε πεξηθνπή ή κε 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, νη πξνδηαγξαθέο ζπγρψλεπζεο απηψλ σο πξνο ηελ 

επηθαιππηφκελε πεξηνρή, ε απαηηνχκελε ειάρηζηε πνηφηεηα ησλ αλαγλσζκάησλ ζηα ηειηθά 

απνηειέζκαηα θαη ην ζεκείν απνθνπήο ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ.  

Δλψ νη ηερληθέο φπσο ε κεξηθή πεξηθνπή ησλ αξρηθψλ ή ηειηθψλ αιιεινπρηψλ, ε 

ζπγρψλεπζε θαη ην θηιηξάξηζκα ρακειήο πνηφηεηαο ησλ paired-end ή ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ βειηίσζαλ ηελ πνηφηεηα ησλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ, ε πξνζαξκνγή ησλ 

παξακέηξσλ πξνεπεμεξγαζίαο έπαημε ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ παξνχζα Γηπισκαηηθή Δξγαζία. 

Η πξνζπάζεηα επηινγήο παξφκνησλ παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ γηα θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή ζην 

ζηάδην ηνπ πεηξακαηηζκνχ, φπνπ απηή ήηαλ εθηθηή, θαη ε εμέηαζε ησλ απνηειεζκάησλ κέρξη 

θαη ην ζηάδην ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο ησλ αλαγλσζκάησλ, επέηξεςε ηελ αμηνιφγεζε ηεο 

επηξξνήο ησλ παξακεηξηθψλ ζπλζεθψλ ζηα δεδνκέλα, ηνλ δηαρσξηζκφ ηεο επηξξνήο απηψλ 

θαη ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο θαη θπζηθά ηελ επηινγή παξφκνησλ 

ηειηθψλ παξακεηξηθψλ ηηκψλ θαη ζπλζεθψλ γηα θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή γηα ηελ εηο βάζνο 
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ηαμηλνκηθή αλάιπζε θαη δηεξεχλεζε πνηθηινκνξθίαο ησλ δεηγκάησλ. Με απηφ ηνλ ηξφπν, 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε επηηπρία ν πξσηαξρηθφο ζθνπφο πνπ αθνξά ηελ ζπγθξηηηθή αλάιπζε 

ησλ κεζφδσλ παξαγσγήο ASVs/OTUs κε δηαθάλεηα θαη αμηνπηζηία.  

Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη νη δηάθνξεο πξνδηαγξαθέο ζπγρψλεπζεο ζε θάζε 

επεμεξγαζηηθή ξνή, δειαδή νη δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ απαηηνχκελνπ κήθνο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο (Overlapmin=10, 20, 30), αλεμαξηήησο ζεηξάο εθηέιεζεο απηήο ηεο 

δηαδηθαζίαο, δελ επεξέαζαλ ηα δεδνκέλα αιιεινχρηζεο θαη ηηο ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο, 

εθφζνλ αλαδείρζεθε φηη ην κήθνο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο ηεο ζπληξηπηηθήο πιεηνςεθίαο 

ησλ ακπιηθνλίσλ είλαη ίζν θαηά πξνζέγγηζε κε 40 bp. Η πεξηθνπή ησλ ηειηθψλ αιιεινπρηψλ 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ ζηελ επεμεξγαζηηθή ξνή ηνπ DADA2 θαλέξσζε ηελ 

παξαγσγή ειαθξψο πςειφηεξεο αμηνπηζηίαο ASVs ζε αληίζεζε κε ηελ επηινγή κε απνθνπήο 

απηψλ. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ Deblur, ε δηαηήξεζε κεγαιχηεξνπ κήθνπο αλαγλσζκάησλ 

αχμεζε ηελ απφδνζε ησλ παξαγφκελσλ ASVs ζηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε. Όζνλ αθνξά ζηελ 

δηαδηθαζία ηνπ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο, ζηελ πεξίπησζε ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ηνπ 

Deblur θαη VSEARCH ηα ζπγρσλεπκέλα αλαγλψζκαηα αμηνινγήζεθαλ κε βάζε ηελ 

ειάρηζηε βαζκνινγία πνηφηεηαο βάζεο (Qmin=20, 22, 26), ελψ ζηελ πεξίπησζε ηνπ DADA2 ε 

αμηνιφγεζε ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε βάζε ην κέγηζην πνζνζηφ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ πνπ παξέρνπλ απηά ζαλ ζχλνιν (e.e.max= 2.5, 1.5, 0.5). Η επηινγή 

ησλ ζπγθεθξηκέλσλ ηηκψλ βαζίζηεθε ζηελ παξαδνρή φηη κε βάζε απηέο ηα αλαγλψζκαηα 

αμηνινγνχληαη κε παξφκνηα θξηηήξηα, ε νπνία επηβεβαηψζεθε απφ ηηο παξαιιαγέο ησλ 

αξηζκψλ παξαγφκελσλ θαη ηαμηλνκεκέλσλ ASVs θαη ΟΣUs θαη ησλ αξηζκψλ ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ πνπ πξνέθπςαλ απφ θάζε επεμεξγαζηηθή ξνή. Η θχξηα δηάθξηζε ζηε δηαρείξηζε 

ηεο πνηφηεηαο ησλ αλαγλσζκάησλ πξνέθπςε λα έγθεηηαη ζηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ απηψλ 

κέρξη θαη ηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε, φπνπ θαηά ηελ κείσζε ηνπ e.e.max παξαηεξήζεθε κηα 

ζρεηηθά γξακκηθή κείσζε ηνπ φγθνπ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ, ελψ ζηελ πεξίπησζε ηεο 

αχμεζεο ηνπ Qmin αλαδείρζεθε ε κεδεληθή επηξξνή ζηνλ φγθν απηφ κεηαμχ ησλ ηηκψλ 

Qmin=20 θαη 22. Χζηφζν, αλεμαξηήησο ηεο κεζφδνπ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο, ε 

ζπγθξάηεζε αλαγλσζκάησλ πςειήο πνηφηεηαο κείσζε ζεκαληηθά ηνλ φγθν ησλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ, ηηο ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο θαη ελδερνκέλσο ηηο πιεξνθνξίεο ζρεηηθά κε 

ηελ πνηθηινκνξθία δεηγκάησλ. 

Ο πεηξακαηηζκφο ησλ παξακεηξηθψλ ηηκψλ θαη ζπλζεθψλ κέρξη ηελ ηαμηλνκηθή 

αλάζεζε ησλ ASVs θαη ησλ OTUs απνθάιπςε δηαθξηηά κνηίβα, ηνλίδνληαο ηηο δηαθνξέο ζηνλ 

αληίθηππν ησλ κεζφδσλ ηνπ DADA2, Deblur θαη VSEARCH ζηα αξρηθά ζηάδηα ηεο 

αλάιπζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Η απνζνξπβνπνίεζε κε Deblur νδήγεζε ζηελ ζεκαληηθή 

απψιεηα αλαγλσζκάησλ αλεμαξηήησο παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ ζε ζχγθξηζε κε ηελ 

απνζνξπβνπνίεζε DADA2 θαη νκαδνπνίεζε VSEARCH, ζηηο νπνίεο παξνπζηάζηεθε ν 

δηαηεξεηένο φγθνο αλαγλσζκάησλ λα επεξεάδεηαη απφ ην ζηάδην πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο. 

Απφ ηελ απνζνξπβνπνίεζε κε DADA2 πξνέθπςε έλαο ζεκαληηθφο φγθνο αλαγλσζκάησλ, 

απνθιεηζηηθά απφ ηα δείγκαηα αίκαηνο, πνπ δελ θαηάθεξε λα ηαμηλνκεζεί, ππνδεηθλχνληαο 

φηη νη αιιεινπρίεο ησλ κε-αλαηεζεηκέλσλ ASVs κπνξεί λα πξνέξρνληαη απφ βαθηήξηα πνπ 

δελ έρνπλ αθφκε θαηαγξαθεί ζηε βάζε δεδνκέλσλ SILVA ή, ελαιιαθηηθά, απφ ζξαχζκαηα 

αλζξψπηλνπ γνληδίνπ πνπ έρνπλ εληζρπζεί θαηά ηελ πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο. Αληίζεηα, 

ην Deblur θαη ην VSEARCH έδεημαλ πιήξε ηαμηλφκεζε, πηζαλφηαηα ιφγσ ηεο εμάξηεζήο 

ηνπο απφ ηηο βάζεηο δεδνκέλσλ θαηά ηελ απνζνξπβνπνίεζε θαη ηελ νκαδνπνίεζε. ΢ε θάζε 

παξακεηξηθφ ζελάξην, ε νκαδνπνίεζε VSEARCH παξήγαγε έλαλ ζεκαληηθά πςειφηεξν 

αξηζκφ OTUs, πεξίπνπ ηέζζεξηο θνξέο κεγαιχηεξν απφ ηνλ αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ ASVs 

πνπ δεκηνπξγήζεθαλ απφ ην DADA2 θαη ην Deblur. 
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Η επηινγή ησλ ηειηθψλ ηηκψλ παξακέηξσλ ηνπ πξνεπεμεξγαζηηθνχ ζηαδίνπ έιαβε 

ππφςε ηνλ φγθν δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ, ASVs/OTUs θαη ηνλ 

αληίζηνηρν φγθν πξνθππηφλησλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ. Οη βέιηηζηεο παξάκεηξνη 

ζηφρεπζαλ ζηελ κεγαιχηεξε αλαπαξάζηαζε ηεο βάζεο δεδνκέλσλ κε ην ιηγφηεξν δπλαηφ 

αξηζκφ ASVs/OTUs, κε ην κέγηζην αξηζκφ αμηφπηζησλ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ θαη 

παξάιιεια ζηελ επηινγή παξφκνησλ παξακεηξηθψλ ζελαξίσλ κεηαμχ ησλ ηξηψλ 

δηαθνξεηηθψλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ. Λφγσ ηεο ακειεηέαο επηξξνήο ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, επηιέρζεθε θαη γηα ηεο ηξεηο επεμεξγαζηηθέο 

ξνέο γηα ηελ δηαδηθαζία ηεο ζπγρψλεπζεο Οverlapmin=10. Παξφιν πνπ εληνπίζηεθαλ ζνβαξέο 

ελδείμεηο παξαγσγήο κεγαιχηεξεο απφδνζεο ASVs ζηα ζχλνια δεδνκέλσλ ηνπ DADA2 πνπ 

εθαξκφζηεθε πεξηθνπή ησλ ηειηθψλ αιιεινπρηψλ ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ, ηα 

απνηειέζκαηα ρσξίο απνθνπή παξνπζίαζαλ κεγαιχηεξν αξηζκφ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ, ASVs θαη ηαμηλνκηθέο θαηεγνξίεο αληίζηνηρα. Η επηινγή ηεο κε απνθνπήο 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ επέηξεςε εμίζνπ ηελ δηαηήξεζε ηεο ζπλέπεηαο κε ηηο άιιεο 

δχν επεμεξγαζηηθέο ξνέο, ζηηο νπνίεο δελ ήηαλ δηαζέζηκε απηή ε επηινγή. Γηα ηνλ Deblur, 

εθηφο απφ ηελ απφδνζε κεγαιχηεξεο ζαθήλεηαο ζηελ βηνινγηθή πξνέιεπζε ησλ 

παξαγφκελσλ ASVs, ε επηινγή ηνπ κήθνπο αλαγλσζκάησλ ίζν κε 380 bp έθεξε ζαλ 

απνηέιεζκα λα θέξνπλ θαη νη ηξεηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο θαηά ηελ πιεηνςεθία ηνπο παξφκνην 

κήθνο αλαγλσζκάησλ. Χο πξνο ηηο πξνδηαγξαθέο ηνπ πνηνηηθνχ ειέγρνπ, γηα ηνλ DADA2 

επηιέρζεθε ην ζχλνιν δεδνκέλσλ κε e.e.max=1,5 θαη γηα ηνλ Deblur θαη VSEARCH 

αληίζηνηρα κε Qmin=22.  

Η εηο βάζνο ζπγθξηηηθή ηαμηλνκηθή αλάιπζε ησλ ηειηθψλ επηιεγκέλσλ ζπλφισλ 

δεδνκέλσλ ηεο θάζε κεζφδνπ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο θαλέξσζε ηελ αδπλακία 

ησλ αιιεινπρηψλ ηνπ 16S rRNA ζηελ ηαμηλνκηθή αλάζεζε θαη ηελ έιιεηςε επηκέιεηαο ηεο 

βάζε δεδνκέλσλ SILVA, ηα νπνία νδήγεζαλ ζηελ αμηνζεκείσηε απνηπρία ηαμηλφκεζεο ησλ 

ASVs θαη ησλ OTUs ζε επίπεδν είδνπο. Δπηπιένλ, ε δηεξεχλεζε θνηλψλ ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ κεηαμχ ησλ ηξηψλ ζπλφισλ αλέδεημε εμίζνπ ηελ αλαμηνπηζηία ησλ ASVs θαη ησλ 

OTUs ζηελ ηαμηλφκεζε ζε επίπεδν είδνπο. Σν VSEARCH παξήγαγε κεγαιχηεξν αξηζκφ 

OTUs απφ αξηζκφ ASVs ησλ DADA2 θαη Deblur, απφ ηα νπνία πξνέθπςε κεγαιχηεξνο 

αξηζκφο κνλαδηθψλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ εμίζνπ. Σν θηιηξάξηζκα ηαμηλνκηθψλ 

θαηεγνξηψλ κε ζρεηηθή αθζνλία ιηγφηεξε απφ 0,002% ζην θάζε ζχλνιν δεδνκέλσλ 

μερσξηζηά, κείσζε ηα ζηνηρεία ρακειήο αθζνλίαο πνπ ζεσξεηηθά είλαη απνηέιεζκα 

ζθαικάησλ θαη επηκνιχλζεσλ, εηδηθά ζην ζχλνιν δεδνκέλσλ ηνπ VSEARCH, θαη νδήγεζε 

ζε απμεκέλε ηαμηλνκηθή νκνηφηεηα κεηαμχ φισλ ησλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ. Ο Deblur 

θαηέιεμε λα θέξεη ηνλ κεγαιχηεξν αξηζκφ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ, ζε αληίζεζε κε ηνλ 

DADA2 πνπ εληφπηζε ηα ιηγφηεξα είδε, πνπ φκσο κπνξεί λα παξέρεη πην αθξηβή 

απνηειέζκαηα, θαζψο πξφθεηηαη γηα αλάιπζε δεηγκάησλ ρακειήο κηθξνβηαθήο κάδαο. Οη 

ηαμηλνκηθέο ζπλζέζεηο ησλ δεηγκάησλ πξηλ θαη κεηά ηελ αθαίξεζε ηεο επηκφιπλζεο 

Lactobacillus δελ έδεημαλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο κεηαμχ ησλ ηξηψλ ξνψλ επεμεξγαζίαο. Παξά 

ηνπο πνηθίινπο αξηζκνχο αλαγλσζκάησλ θαη ASVs/OTUs, ηα απνηειέζκαηα ζε ηαμηλνκηθά 

επίπεδα θπιήο θαη γέλνπο παξέκεηλαλ παξφκνηα. Η αθαίξεζε επηκφιπλζεο είρε αλαινγηθέο 

επηπηψζεηο ζε θάζε ξνή, επηθέξνληαο ηελ απψιεηα αλαγλσζκάησλ θαη εμνκάιπλζε ηεο 

δηαθχκαλζεο ηνπ αξηζκνχ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα. Μεηαμχ ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH δελ παξνπζηάζηεθαλ παξαιιαγέο ζηηο κέζεο βαθηεξηαθέο αλαινγίεο ζε επίπεδν 

θπιήο ζην αίκα ησλ ζρηδνθξελψλ πνπ παξνπζίαζαλ ην πξψην ςπρσζηθφ επεηζφδην.  

Οη θακπχιεο αξαίσζεο ηφληζαλ ηε δηάθξηζε κεηαμχ ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο 

θαη νκαδνπνίεζεο. Ο DADA2 θαη ν Deblur πέηπραλ ηελ θάιπςε ηεο πνηθηινκνξθίαο ησλ 
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δεηγκάησλ ζε βάζνο αιιεινχρηζεο χςνπο 1800 αλαγλσζκάησλ, ελψ ν VSEARCH 

παξνπζίαζε ζπλερή αχμεζε ησλ παξαηεξνχκελσλ ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζπλαξηήζεη ηνπ 

βάζνο αιιεινχρηζεο. Οη κέζεο ηηκέο ηεο άιθα πνηθηινκνξθίαο Shannon ζην VSEARCH ήηαλ 

πςειφηεξεο απφ ηηο κεζφδνπο απνζνξπβνπνίεζεο. Χζηφζν, νη ζηαηηζηηθνί έιεγρνη έδεημαλ 

ζηαζεξά κνηίβα ζηελ δηεξεχλεζε δηαθνξνπνηήζεσλ ηεο πνηθηινκνξθίαο κεηαμχ ησλ 

δεηγκάησλ αίκαηνο θαη αξλεηηθνχ ειέγρνπ θαη ζηηο ηξείο επεμεξγαζηηθέο ξνέο. Χο εθ ηνχηνπ, 

φπσο θαη πξνεγνχκελεο έξεπλεο, έηζη θαη ε παξνχζα κειέηε ππνζηήξημε ηελ ρξήζε κεζφδσλ 

απνζνξπβνπνίεζεο έλαληη ησλ κεζφδσλ νκαδνπνίεζεο γηα ηελ αλάιπζε δεδνκέλσλ 

αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Δλψ νη κέζνδνη παξαγσγήο ASVs θαη OTUs 

θαηάθεξαλ λα θέξνπλ παξφκνηα βηνινγηθά απνηειέζκαηα ζηελ ηαμηλνκηθή αλίρλεπζε 

θπζηθψλ δεηγκάησλ, θαλεξψζεθε φηη νη πξνζεγγίζεηο νκαδνπνίεζεο θαηαιήγνπλ ζε 

απμεκέλν πινχην βαθηεξίσλ ζε ζχγθξηζε κε ηηο κεζφδνπο απνζνξπβνπνίεζεο. Μάιηζηα, ν 

DADA2 πξνέθπςε πην απνδνηηθφο απφ ηνλ Deblur φζνλ αθνξά ηελ ππνινγηζηηθή απφδνζε, 

ηελ αλεμαξηεζία απφ ηηο βάζεηο δεδνκέλσλ θαη ηελ επειημία ζην κήθνο αλαγλσζκάησλ. 

Δλ θαηαθιείδη, ην κηθξνβίσκα ηνπ αίκαηνο ζρηδνθξελψλ πνπ βίσζαλ ην πξψην 

ςπρσζηθφ επεηζφδην πξνέθπςε λα θπξηαξρείηαη απφ Proteobacteria, κε αχμεζε ησλ 

Firmicutes ζε ζχγθξηζε κε πγηή άηνκα βάζεη βηβιηνγξαθίαο. Χζηφζν, είλαη πνιχ ζεκαληηθφ 

λα αλαθεξζεί φηη ε παξνχζα εξγαζία αληηκεηψπηζε ζνβαξέο πξνθιήζεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε 

ηελ επηκφιπλζε ησλ δεηγκάησλ. Η ζπκπεξίιεςε δεηγκάησλ αξλεηηθνχ ειέγρνπ θαζψο θαη ν 

εληνπηζκφο αθξαίαο κεγάιεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ Lactobacillus ζε ζεκαληηθφ αξηζκφ 

δεηγκάησλ αίκαηνο ππέδεημαλ ηελ επαηζζεζία ησλ δεηγκάησλ αίκαηνο ζε εμσγελείο 

επηκνιχλζεηο. 
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6 Μειινληηθέο Πξνηάζεηο 

Οη κειινληηθέο πξνηάζεηο γηα έξεπλα πνπ βαζίδνληαη ζηελ ηξέρνπζα Γηπισκαηηθή 

Δξγαζία, νη νπνίεο επηδηψθνπλ φρη κφλν ζηελ βειηίσζε κεζνδνινγηψλ αλάιπζεο ηνπ 16S 

rRNA γνληδίνπ αιιά θαη ζηελ ζπκβνιή κίαο πην νινθιεξσκέλεο θαηαλφεζεο ηεο πεξίπινθεο 

δπλακηθήο ησλ κηθξνβηαθψλ θνηλνηήησλ ηνπ αλζξψπηλνπ αίκαηνο, ηδηαίηεξα ζην πιαίζην ηεο 

ζρηδνθξέλεηαο, κπνξνχλ λα δηαθξηζνχλ ζε δχν βαζηθνχο άμνλεο. Η κία θαηεχζπλζε αθνξά ηε 

βειηίσζε ηεο ζπγθξηηηθήο αλάιπζεο θαη ε άιιε αληίζηνηρα ηελ πεξαηηέξσ εμεξεχλεζε ησλ 

δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ πνπ πξνέξρνληαη απφ δείγκαηα αίκαηνο 

αηφκσλ δηαγλσζκέλνη κε ζρηδνθξέλεηα. 

Η επηξξνή ησλ παξακέηξσλ ζην ζηάδην ηεο πξνεπεμεξγαζίαο απαηηεί ηδηαίηεξε 

πξνζνρή ζε κειινληηθέο έξεπλεο ζρεηηθέο κε ηελ αλάιπζε ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ. Μία 

εμεηδηθεπκέλε δηεξεχλεζε ζηνλ αληίθηππν ησλ ηηκψλ παξακέηξσλ πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο, 

φπσο ηνπ e.e.max θαη ηνπ Qmin, θαζψο θαη ε ζηξαηεγηθή απφθαζε γηα ηε ζπγρψλεπζε ησλ 

paired-end αλαγλσζκάησλ πξηλ ή κεηά ην πνηνηηθφ θηιηξάξηζκα, ππφζρεηαη κηα πην 

αλαιπηηθή θαηαλφεζε ηεο ζπκπεξηθνξάο ησλ δεδνκέλσλ θαη ησλ ηειηθψλ απνηειεζκάησλ. Η 

ζπκπεξίιεςε κεζνδνινγηψλ de novo νκαδνπνίεζεο ή αλνηρηήο αλαθνξάο, πνπ παξέρεηαη απφ 

ην βηνπιεξνθνξηθφ εξγαιείν VSEARCH (Rognes et al., 2016), ζα κπνξνχζε λα ζπκβάιεη 

ζεκαληηθά ζε κία ζπγθξηηηθή αλάιπζε ησλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο. 

Δπηπιένλ, ε αμηνπνίεζε δηαθνξεηηθψλ βάζεσλ δεδνκέλσλ γηα ηελ νκαδνπνίεζε 

αλαγλσζκάησλ ζε OTUs ή γηα ηελ δηαδηθαζία ηεο ηαμηλνκηθήο αλάζεζεο, ν πξνζδηνξηζκφο 

θαη ε ζχγθξηζε δηαθφξσλ δεηθηψλ πνηθηινκνξθίαο, φπσο απηψλ ηεο β-πνηθηινκνξθίαο, ζα 

κπνξνχζαλ λα απμήζνπλ ηελ εγθπξφηεηα ηεο παξνχζαο ζπγθξηηηθήο αλάιπζεο. Δπηπιένλ, ε 

ελζσκάησζε εξγαιείσλ βηνπιεξνθνξηθήο πνπ αλαπηχρζεθαλ έμσ απφ ην πεξηβάιινλ 

QIIME2 θαη ε εηο βάζνο εμεξεχλεζε δηαθνξεηηθψλ κεζφδσλ απνζνξπβνπνίεζεο, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλεο ηεο εθαξκνγήο ηνπ UNOISE (Nearing et al., 2018), εμαζθαιίδεη 

ζίγνπξα ηνλ εκπινπηηζκφ ηνπ ζπγθξηηηθνχ πεδίνπ. Φπζηθά, ηα απνηειέζκαηα ηεο παξνχζαο 

αλάιπζεο γηα λα είλαη επηζηεκνληθά απνδεδεηγκέλα, ζα πξέπεη λα είλαη θαη επαλαιήςηκα. 

΢πλεπψο, κηα φκνηα αλάιπζε είλαη απαξαίηεην λα πξαγκαηνπνηεζεί. Η ρξήζε δηαθνξεηηθψλ 

αξρηθψλ πξσηνγελψλ δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο ηεο πεξηνρήο V3-V4 ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ, 

ηα νπνία ηδαληθά πξνέξρνληαη απφ δείγκαηα αίκαηνο κε παξφκνηεο πεηξακαηηθέο ζπλζήθεο, 

θαη ε εθαξκνγή ησλ ίδησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ πνπ θαηαζθεπάζηεθαλ ζηελ ηξέρσλ κειέηε 

κε αληίζηνηρεο παξακέηξνπο ζα επηηξέςνπλ ηνλ έιεγρν ηεο επίδξαζεο ησλ κεζφδσλ 

απνζνξπβνπνίεζεο θαη νκαδνπνίεζεο θαη ηελ δηεξεχλεζε ηνπ αληίθηππνπ ησλ 

επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ θαη ζε άιια δεδνκέλα.  

Μηα ζηνρεπκέλε πξνζπάζεηα γηα ηε βειηίσζε ηεο αλάιπζεο ησλ πξσηνγελψλ 

δεδνκέλσλ ηεο παξνχζαο εξγαζίαο είλαη επηηαθηηθή. Η ρξήζε πην εμεηδηθεπκέλσλ 

βηνπιεξνθνξηθψλ εξγαιείσλ γηα ηνλ εληνπηζκφ θαη ηελ αθαίξεζε επηκνιχλζεσλ πνπ ε 

πιαηθφξκα QIIME2 δελ παξέρεη, φπσο ην decontam, δηαζθαιίδεη κηα πην νινθιεξσκέλε 

πξνζέγγηζε αλάιπζεο δεηγκάησλ αίκαηνο. Δπηπξφζζεηα, ε ελζσκάησζε βηνπιεξνθνξηθψλ 

εξγαιείσλ πξφβιεςεο ιεηηνπξγηθνχ πξνθίι,  φπσο ην PICRUSt, ην νπνίν ππνζηεξίδεηαη θαη 

απφ ην QIIME2, κπνξεί λα ξίμεη θσο ζηηο πηζαλέο ιεηηνπξγηθέο ζπλέπεηεο ησλ βαθηεξηαθψλ 

παξαιιαγψλ. Οινθιεξψλνληαο, ε ζπκπεξίιεςε δεδνκέλσλ αιιεινχρηζεο απφ δείγκαηα 

πγηνχο αίκαηνο θαη ζπζρεηηδφκελα κε ηα δηαζέζηκα δεδνκέλα ηεο παξνχζαο Γηπισκαηηθήο 

Δξγαζίαο εληζρχεη ηελ έξεπλα ζπζρέηηζεο κηθξνβηψκαηνο αίκαηνο θαη ζρηδνθξέλεηαο, 

πξνζθέξνληαο κηα βάζε γηα ηελ αμηνιφγεζε ησλ απνθιίζεσλ ζηηο κηθξνβηαθέο 

αιιειεπηδξάζεηο. Απηή ε πξνζέγγηζε επηηξέπεη κηα πην νινθιεξσκέλε εμεξεχλεζε ησλ 
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απνζηάζεσλ β-πνηθηινκνξθίαο, κε ηα δείγκαηα αίκαηνο απφ πγηή άηνκα λα παίξλνπλ ην ξφιν 

ηεο αλαθνξάο, παξέρνληαο πιεξνθνξίεο γηα πηζαλέο δπζξπζκίζεηο ή κνλαδηθά κηθξνβηαθά 

κνηίβα πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ πάζεζε ηεο ζρηδνθξέλεηαο.  
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Παξάξηεκα 
 

Παξάξηεκα 1. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ paired-end πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ θαη αξηζκφ 

δηαηεξεηέσλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηελ εθαξκνγή ζπγρψλεπζεο ζηηο 

δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  

   Αξ. Γείγκαηνο 

Πξσηνγελή Σπγρώλεπζε 

Δκπξόζζηα Αλάζηξνθα Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

sample1a 635568 635568 576207 575660 575630 

sample1b 286442 286442 250569 250493 250314 

sample2a 287471 287471 260449 260427 260215 

sample2b 278024 278024 251040 251014 250175 

sample3a 286627 286627 245955 245882 245154 

sample3b 238137 238137 202209 202039 201905 

sample4a 256150 256150 219519 219411 219390 

sample4b 269149 269149 242879 242866 242535 

sample5a 276445 276445 205560 205252 204729 

sample5b 244451 244451 180322 180266 179854 

sample6a 252395 252395 190879 190695 190323 

sample6b 264515 264515 203063 202965 202884 

sample7a 254884 254884 199179 199169 199092 

sample7b 247215 247215 188612 188475 188133 

sample8a 258191 258191 196090 195337 194001 

sample8b 287333 287333 224991 224729 223511 

sample9a 241789 241789 183216 183066 182846 

sample9b 237894 237894 185854 185690 185554 

sample10a 182016 182016 122730 122666 121802 

sample10b 250520 250520 180755 180211 179495 

sample11a 267362 267362 187088 186983 186274 

sample11b 297998 297998 240826 240548 240387 

sample12a 213449 213449 156336 156258 155683 

sample12b 285872 285872 204151 203993 203633 

sample13a 288582 288582 228804 228713 228480 

sample13b 228547 228547 173324 173172 172885 

sample14a 246166 246166 193575 193374 192314 

sample14b 278361 278361 220780 220664 220254 

 sample15a 236775 236775 182957 182899 181939 

sample15b 252457 252457 169803 169629 168858 

sample16a 260691 260691 200840 200749 200493 

sample16b 246481 246481 172297 172207 171587 

sample17a 271749 271749 208384 199169 207990 

sample17b 236239 236239 165498 165411 165272 

sample18a 209518 209518 164715 164425 163840 

sample18b 199792 199792 157498 157356 156842 

sample19a 222217 222217 171975 171908 171549 
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sample19b 252215 252215 197023 196666 196296 

sample20a 243703 243703 188703 188610 187800 

sample20b 263337 263337 200103 199955 199589 

negativecontrol1 221505 221505 202406 202406 202406 

negativecontrol2 263038 263038 242976 242976 242970 

negativecontrol3 126881 126881 117272 117271 117271 

 

 
Παξάξηεκα 2. Ιζηνγξάκκαηα ζπρλφηεηαο δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ηηκή αξηζκνχ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, 

φπνπ (Α) Overlapmin=10, (Β) Overlapmin=20 θαη (Γ) Overlapmin=30. 

 

Παξάξηεκα 3. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ζπγρσλεπκέλσλ θαη θηιηξαξηζκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη 

ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο κεηά ηελ εθαξκνγή πνηνηηθνχ θηιηξαξίζκαηνο.  

Αξ. Γείγκαηνο 

Πνηνηηθό Φηιηξάξηζκα 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 454022 450639 281793 453580 450198 281778 453559 450177 281778 

sample1b 196585 195118 122938 196523 195056 122929 196403 194937 122929 

sample2a 204146 202570 128279 204135 202559 128279 203976 202400 128264 

sample2b 196621 195096 122352 196604 195079 122352 196061 194537 122341 

sample3a 201678 200526 137842 201618 200466 137841 201093 199943 137751 

sample3b 161209 160209 101373 161098 160098 101373 160999 159999 101360 

sample4a 178734 177537 120047 178658 177462 120047 178644 177448 120047 
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sample4b 193653 192387 107488 193647 192381 107488 193426 192160 107478 

sample5a 163791 162296 110511 163534 162039 110500 163213 161722 110487 

sample5b 144127 143011 76247 144083 142967 76245 143830 142714 76228 

sample6a 151352 149963 98579 151225 149836 98568 150965 149577 98546 

sample6b 157954 156551 97976 157887 156484 97971 157829 156426 97957 

sample7a 157670 156281 86680 157664 156275 86680 157611 156222 86672 

sample7b 147581 146228 92256 147499 146146 92255 147266 145918 92233 

sample8a 154126 152738 98307 153591 152204 98204 152589 151208 97732 

sample8b 172216 170720 100885 172022 170527 100874 171270 169776 100789 

sample9a 148510 147181 99449 148415 147086 99449 148259 146933 99434 

sample9b 148433 146960 92236 148358 146885 92236 148274 146801 92222 

sample10a 106094 105294 81550 106052 105253 81546 105394 104596 81385 

sample10b 148264 146937 99766 147894 146573 99720 147413 146097 99659 

sample11a 158357 157099 111511 158273 157015 111505 157794 156539 111463 

sample11b 194696 192875 128760 194489 192669 128736 194432 192612 128734 

sample12a 115750 113901 66315 115703 113855 66311 115374 113531 66299 

sample12b 172843 171428 126442 172731 171317 126438 172486 171076 126422 

sample13a 181295 179706 104515 181229 179641 104514 181081 179493 104489 

sample13b 143766 142686 94799 143675 142595 94780 143493 142415 94766 

sample14a 158324 157004 97366 158176 156856 97345 157471 156153 97301 

sample14b 178079 176610 111257 177988 176519 111257 177700 176232 111231 

sample15a 147433 146321 85718 147394 146282 85718 146769 145659 85637 

sample15b 144506 143469 106436 144398 143362 106433 143888 142856 106375 

sample16a 164387 162961 106366 164321 162896 106365 164153 162732 106346 

sample16b 139648 138630 87389 139595 138577 87389 139205 138189 87325 

sample17a 164350 162732 92950 164299 162682 92947 164089 162473 92870 

sample17b 133573 132491 86866 133516 132434 86863 133428 132347 86856 

sample18a 132459 131200 87746 132264 131006 87741 131864 130608 87566 

sample18b 126707 125554 82326 126596 125443 82294 126237 125085 82240 

sample19a 141464 140200 96964 141415 140151 96959 141162 139900 96870 

sample19b 160603 159250 104445 160350 158999 104416 160094 158744 104395 

sample20a 152128 150698 99049 152063 150633 99045 151486 150059 98900 

sample20b 164043 162527 108994 163936 162420 108991 163686 162172 108969 

negativecontrol1 155648 154153 73044 155648 154153 73044 155648 154153 73044 

negativecontrol2 184362 182784 102075 184362 182784 102075 184361 182783 102075 

negativecontrol3 91941 91346 46067 91941 91346 46067 91941 91346 46067 
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Παξάξηεκα 4. Ιζηνγξάκκαηα ζπρλφηεηαο δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε η ηκή αξηζκνχ 

ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη 

ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (Β) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26. 

 

Παξάξηεκα 5. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη γηα ηηκή κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ίζν κε e.e.max=2,5 θαη ρσξίο 

απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

   Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε e.e.max=2,5 θαη no-trim 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε 

Σπγρώλεπζ

ε 

sample1a 528842 527854 485628 528842 527854 485086 528842 527854 485086 

sample1b 235602 234919 213353 235602 234919 213253 235602 234919 213103 

sample2a 240122 239336 218907 240122 239336 218817 240122 239336 218622 

sample2b 231658 231029 214753 231658 231029 214665 231658 231029 213952 

sample3a 241227 239940 216570 241227 239940 216412 241227 239940 215731 

sample3b 196378 195244 176682 196378 195244 176551 196378 195244 176464 

sample4a 217352 216302 187351 217352 216302 187169 217352 216302 187169 

sample4b 223979 223026 203664 223979 223026 203480 223979 223026 203251 

sample5a 214818 213111 172924 214818 213111 172460 214818 213111 171996 

sample5b 186326 184671 158193 186326 184671 158140 186326 184671 157830 
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sample6a 194074 192121 157716 194074 192121 157473 194074 192121 157154 

sample6b 203174 200922 170591 203174 200922 170540 203174 200922 170516 

sample7a 194956 192839 158724 194956 192839 158724 194956 192839 158670 

sample7b 189012 187124 161107 189012 187124 160911 189012 187124 160696 

sample8a 199073 197247 168529 199073 197247 167798 199073 197247 166552 

sample8b 221865 219938 196331 221865 219938 196054 221865 219938 195015 

sample9a 193542 191471 165780 193542 191471 165615 193542 191471 165433 

sample9b 190981 188960 163181 190981 188960 162902 190981 188960 162808 

sample10a 146469 143030 110515 146469 143030 110350 146469 143030 109548 

sample10b 197978 195738 152405 197978 195738 151639 197978 195738 151103 

sample11a 212405 209600 170814 212405 209600 170540 212405 209600 169912 

sample11b 243982 242130 208426 243982 242130 207980 243982 242130 207924 

sample12a 162405 159822 140531 162405 159822 140458 162405 159822 140166 

sample12b 236440 232046 171188 236440 232046 170713 236440 232046 170481 

sample13a 231576 229418 196814 231576 229418 196711 231576 229418 196588 

sample13b 181697 179837 149424 181697 179837 149267 181697 179837 149063 

sample14a 196024 193455 160845 196024 193455 160615 196024 193455 159746 

sample14b 223206 221302 186045 223206 221302 185968 223206 221302 185604 

sample15a 186800 184202 147910 186800 184202 147752 186800 184202 146910 

sample15b 196813 194069 143212 196813 194069 142957 196813 194069 142410 

sample16a 209773 206958 157390 209773 206958 157322 209773 206958 157167 

sample16b 190164 187783 144278 190164 187783 144208 190164 187783 143740 

sample17a 206616 204497 173834 206616 204497 173774 206616 204497 173524 

sample17b 178470 177115 130470 178470 177115 130378 178470 177115 130346 

sample18a 170131 167712 138059 170131 167712 137790 170131 167712 137290 

sample18b 161445 159405 133434 161445 159405 133179 161445 159405 132692 

sample19a 182133 179212 139060 182133 179212 138950 182133 179212 138619 

sample19b 204449 202110 174504 204449 202110 174019 204449 202110 173746 

sample20a 194747 191740 159404 194747 191740 159236 194747 191740 158434 

sample20b 213768 209956 165166 213768 209956 164922 213768 209956 164591 

negativecontrol1 179521 179363 163899 179521 179363 163832 179521 179363 163832 

negativecontrol2 215964 215212 193386 215964 215212 193386 215964 215212 193386 

negativecontrol3 106050 105788 101103 106050 105788 101083 106050 105788 101083 

 

 

Παξάξηεκα 6. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη γηα ηηκή κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ίζν κε e.e.max=1,5 θαη ρσξίο 

απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

 
DADA2 κε e.e.max=1,5 θαη no-trim 

 
Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Αξ. Γείγκαηνο 
Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

sample1a 413588 413128 383417 413588 413128 382922 413588 413128 382922 

sample1b 179731 179326 166107 179731 179326 165995 179731 179326 165896 

sample2a 187989 187575 173964 187989 187575 173890 187989 187575 173728 
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sample2b 181809 181435 171076 181809 181435 170996 181809 181435 170550 

sample3a 189829 189109 173782 189829 189109 173609 189829 189109 173105 

sample3b 149101 148375 137378 149101 148375 137298 149101 148375 137229 

sample4a 170361 169821 147486 170361 169821 147358 170361 169821 147358 

sample4b 174254 173646 161297 174254 173646 161166 174254 173646 160959 

sample5a 155238 154145 128334 155238 154145 127988 155238 154145 127703 

sample5b 128409 127378 111141 128409 127378 111102 128409 127378 110897 

sample6a 139614 138628 115415 139614 138628 115213 139614 138628 114985 

sample6b 143810 142303 122171 143810 142303 122136 143810 142303 122117 

sample7a 137852 136599 113750 137852 136599 113750 137852 136599 113719 

sample7b 135077 134040 117021 135077 134040 116934 135077 134040 116790 

sample8a 142398 141558 124083 142398 141558 123536 142398 141558 122551 

sample8b 154455 153229 137459 154455 153229 137273 154455 153229 136674 

sample9a 135480 134408 117269 135480 134408 117147 135480 134408 117024 

sample9b 135054 133893 116995 135054 133893 116826 135054 133893 116766 

sample10a 108379 106518 85485 108379 106518 85352 108379 106518 84728 

sample10b 142776 141546 112863 142776 141546 112301 142776 141546 111926 

sample11a 154828 153194 128983 154828 153194 128801 154828 153194 128363 

sample11b 180582 179585 156429 180582 179585 156117 180582 179585 156061 

sample12a 104199 102854 92509 104199 102854 92469 104199 102854 92343 

sample12b 179964 177289 133204 179964 177289 132799 179964 177289 132613 

sample13a 166866 165401 143972 166866 165401 143921 166866 165401 143833 

sample13b 130713 129526 109678 130713 129526 109530 130713 129526 109394 

sample14a 143933 142406 120354 143933 142406 120184 143933 142406 119574 

sample14b 161545 160427 137165 161545 160427 137099 161545 160427 136838 

sample15a 131755 130201 106000 131755 130201 105881 131755 130201 105361 

sample15b 142555 141075 109142 142555 141075 108985 142555 141075 108607 

sample16a 153930 152083 118336 153930 152083 118292 153930 152083 118219 

sample16b 125704 124477 96355 125704 124477 96291 125704 124477 95947 

sample17a 146732 145237 126168 146732 145237 126125 146732 145237 125931 

sample17b 126263 125652 94700 126263 125652 94641 126263 125652 94621 

sample18a 127112 125820 105327 127112 125820 105079 127112 125820 104707 

sample18b 118265 117013 99521 118265 117013 99342 118265 117013 98985 

sample19a 137808 135976 107204 137808 135976 107119 137808 135976 106839 

sample19b 152957 151521 134334 152957 151521 133970 152957 151521 133758 

sample20a 144211 142300 121281 144211 142300 121141 144211 142300 120563 

sample20b 160381 158106 125791 160381 158106 125581 160381 158106 125360 

negativecontrol1 134130 133395 123790 134130 133395 123790 134130 133395 123790 

negativecontrol2 163940 163301 147573 163940 163301 147573 163940 163301 147573 

negativecontrol3 82277 82084 78642 82277 82084 78642 82277 82084 78642 
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Παξάξηεκα 7. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη γηα ηηκή κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ίζν κε e.e.max=0,5 θαη ρσξίο 

απνθνπή ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

  Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε e.e.max=0,5 θαη no-trim 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

sample1a 118476 118367 113045 118476 118367 112937 118476 118367 112937 

sample1b 46550 46408 45213 46550 46408 45146 46550 46408 45146 

sample2a 54156 54079 53149 54156 54079 53063 54156 54079 53040 

sample2b 54177 54049 52538 54177 54049 52460 54177 54049 52452 

sample3a 53262 53009 50360 53262 53009 50298 53262 53009 50298 

sample3b 35335 35048 33702 35335 35048 33702 35335 35048 33696 

sample4a 44789 44480 40735 44789 44480 40670 44789 44480 40670 

sample4b 46249 46092 44457 46249 46092 44301 46249 46092 44290 

sample5a 36516 36108 31814 36516 36108 31779 36516 36108 31754 

sample5b 26236 25999 23212 26236 25999 23212 26236 25999 23191 

sample6a 34584 34295 30094 34584 34295 30011 34584 34295 29999 

sample6b 33061 32578 28848 33061 32578 28848 33061 32578 28848 

sample7a 29641 29185 24811 29641 29185 24780 29641 29185 24789 

sample7b 32713 32297 29571 32713 32297 29571 32713 32297 29539 

sample8a 33584 33361 30696 33584 33361 30593 33584 33361 30366 

sample8b 27139 26762 25016 27139 26762 25011 27139 26762 24984 

sample9a 21377 20947 19048 21377 20947 19005 21377 20947 19017 

sample9b 20666 20388 18327 20666 20388 18327 20666 20388 18339 

sample10a 22654 22116 19715 22654 22116 19618 22654 22116 19554 

sample10b 26063 25717 21700 26063 25717 21611 26063 25717 21582 

sample11a 30204 29812 26578 30204 29812 26511 30204 29812 26439 

sample11b 37364 36944 34023 37364 36944 33883 37364 36944 33862 

sample12a 10701 10423 9818 10701 10423 9818 10701 10423 9818 

sample12b 44032 42968 32852 44032 42968 32680 44032 42968 32638 

sample13a 27518 27196 23953 27518 27196 23916 27518 27196 23900 

sample13b 23231 22844 19864 23231 22844 19802 23231 22844 19783 

sample14a 29493 29008 25615 29493 29008 25594 29493 29008 25599 

sample14b 30413 30046 27006 30413 30046 26989 30413 30046 26954 

sample15a 18704 18298 15323 18704 18298 15284 18704 18298 15248 

sample15b 29716 29289 26064 29716 29289 26039 29716 29289 25978 

sample16a 30117 29633 24196 30117 29633 24105 30117 29633 24069 

sample16b 13666 13378 10856 13666 13378 10856 13666 13378 10826 

sample17a 33824 33425 31164 33824 33425 31127 33824 33425 31083 

sample17b 29240 28911 22131 29240 28911 22131 29240 28911 22123 

sample18a 26479 26163 23926 26479 26163 23882 26479 26163 23798 

sample18b 22611 22214 19632 22611 22214 19511 22611 22214 19508 

sample19a 30548 29888 25203 30548 29888 25079 30548 29888 25044 
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sample19b 31507 31128 28963 31507 31128 28901 31507 31128 28912 

sample20a 30186 29769 26078 30186 29769 25985 30186 29769 25907 

sample20b 35864 35153 29384 35864 35153 29351 35864 35153 29299 

negativecontrol1 26625 26619 25710 26625 26619 25710 26625 26619 25710 

negativecontrol2 39732 39606 36711 39732 39606 36711 39732 39606 36711 

negativecontrol3 19627 19579 18687 19627 19579 18667 19627 19579 18667 

 

 

Παξάξηεκα 8. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη γηα ηηκή κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ίζν κε e.e.max=2,5 θαη απνθνπή 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

  Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε e.e.max=2,5 θαη with-trim 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

sample1a 520785 519421 484123 520785 519421 481297 520785 519421 481297 

sample1b 229449 228481 210937 229449 228481 209415 229449 228481 209377 

sample2a 233676 232729 215814 233676 232729 214367 233676 232729 214192 

sample2b 227764 226798 210995 227764 226798 209498 227764 226798 209302 

sample3a 231208 229669 211043 231208 229669 209699 231208 229669 209135 

sample3b 188999 187525 171519 188999 187525 170491 188999 187525 170395 

sample4a 201002 199869 181334 201002 199869 180041 201002 199869 180035 

sample4b 220278 219040 203171 220278 219040 202268 220278 219040 201955 

sample5a 184720 182461 156754 184720 182461 155984 184720 182461 155686 

sample5b 167468 165093 145085 167468 165093 144906 167468 165093 144631 

sample6a 182167 180039 149856 182167 180039 149358 182167 180039 148583 

sample6b 190232 187325 164090 190232 187325 163671 190232 187325 163194 

sample7a 178627 175910 154275 178627 175910 153986 178627 175910 153449 

sample7b 174219 171802 149156 174219 171802 148737 174219 171802 147860 

sample8a 183204 180520 155913 183204 180520 154225 183204 180520 153678 

sample8b 206766 204469 183920 206766 204469 183238 206766 204469 183110 

sample9a 177744 175046 153782 177744 175046 153235 177744 175046 153049 

sample9b 180542 178206 156665 180542 178206 155780 180542 178206 155601 

sample10a 126103 122367 95521 126103 122367 94811 126103 122367 94327 

sample10b 178045 175121 145179 178045 175121 144402 178045 175121 144067 

sample11a 185444 182066 149361 185444 182066 148635 185444 182066 148018 

sample11b 225696 222917 194327 225696 222917 192530 225696 222917 192389 

sample12a 150498 146738 130752 150498 146738 129939 150498 146738 129334 

sample12b 202658 198159 154692 202658 198159 153711 202658 198159 153521 

sample13a 208526 206350 180747 208526 206350 180244 208526 206350 180183 

sample13b 161147 159008 136440 161147 159008 136148 161147 159008 135441 

sample14a 174468 171717 147088 174468 171717 146708 174468 171717 145761 

sample14b 204007 201323 171557 204007 201323 170925 204007 201323 170446 

sample15a 169465 166072 139529 169465 166072 139268 169465 166072 138582 

sample15b 172115 169251 126992 172115 169251 126447 172115 169251 126089 
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sample16a 185674 182081 149349 185674 182081 149020 185674 182081 148721 

sample16b 169311 166784 140582 169311 166784 140567 169311 166784 140107 

sample17a 193123 190500 164449 193123 190500 164226 193123 190500 163871 

sample17b 152942 150908 126553 152942 150908 126528 152942 150908 126119 

sample18a 159644 156940 129372 159644 156940 128703 159644 156940 128189 

sample18b 148987 146642 124400 148987 146642 123823 148987 146642 123427 

sample19a 166488 163377 129850 166488 163377 129350 166488 163377 129122 

sample19b 187701 185128 161160 187701 185128 160298 187701 185128 159746 

sample20a 179560 176349 149413 179560 176349 148908 179560 176349 148468 

sample20b 193147 189041 150623 193147 189041 150075 193147 189041 149599 

negativecontrol1 177561 176985 165054 177561 176985 165133 177561 176985 164893 

negativecontrol2 213939 212645 191131 213939 212645 190804 213939 212645 190804 

negativecontrol3 105721 105249 99928 105721 105249 99606 105721 105249 99606 

 

 

Παξάξηεκα 9. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη γηα ηηκή κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ίζν κε e.e.max=1,5 θαη απνθνπή 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

   Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε e.e.max=1,5 θαη with-trim 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

sample1a 410009 409510 385584 410009 409510 384374 410009 409510 384374 

sample1b 176582 176128 165352 176582 176128 164608 176582 176128 164581 

sample2a 184036 183578 172631 184036 183578 171980 184036 183578 171834 

sample2b 180100 179614 169516 180100 179614 168756 180100 179614 168641 

sample3a 182912 182017 170558 182912 182017 169811 182912 182017 169416 

sample3b 144635 143909 134307 144635 143909 133751 144635 143909 133675 

sample4a 158163 157590 146719 158163 157590 146118 158163 157590 146115 

sample4b 172591 171868 161680 172591 171868 161138 172591 171868 160941 

sample5a 133496 132513 116935 133496 132513 116614 133496 132513 116437 

sample5b 115804 114784 102907 115804 114784 102813 115804 114784 102639 

sample6a 131598 130627 112461 131598 130627 112221 131598 130627 111670 

sample6b 135331 134021 118906 135331 134021 118712 135331 134021 118392 

sample7a 126531 125280 111348 126531 125280 111198 126531 125280 110816 

sample7b 124791 123796 109819 124791 123796 109685 124791 123796 109051 

sample8a 132002 130971 116511 132002 130971 115279 132002 130971 114872 

sample8b 145246 144120 131183 145246 144120 130988 145246 144120 130913 

sample9a 125148 123940 110708 125148 123940 110562 125148 123940 110424 

sample9b 129077 127806 114035 129077 127806 113610 129077 127806 113508 

sample10a 93061 91171 74522 93061 91171 74033 93061 91171 73736 

sample10b 128813 127476 109907 128813 127476 109373 128813 127476 109160 

sample11a 135197 133495 114084 135197 133495 113756 135197 133495 113400 

sample11b 167690 166266 148646 167690 166266 148161 167690 166266 148081 

sample12a 97386 95724 87473 97386 95724 87105 97386 95724 86768 
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sample12b 153545 151205 120904 153545 151205 120518 153545 151205 120376 

sample13a 150890 149716 132410 150890 149716 132172 150890 149716 132120 

sample13b 116194 115053 101111 116194 115053 100954 116194 115053 100466 

sample14a 128347 126927 111395 128347 126927 111164 128347 126927 110451 

sample14b 148917 147646 128158 148917 147646 127922 148917 147646 127594 

sample15a 120813 119195 103460 120813 119195 103356 120813 119195 102893 

sample15b 124882 123510 100093 124882 123510 99829 124882 123510 99568 

sample16a 136672 134925 114974 136672 134925 114789 136672 134925 114620 

sample16b 113212 112019 96668 113212 112019 96624 113212 112019 96286 

sample17a 137431 136045 120435 137431 136045 120281 137431 136045 120013 

sample17b 108724 107957 92758 108724 107957 92792 108724 107957 92512 

sample18a 119661 118275 100801 119661 118275 100330 119661 118275 99965 

sample18b 109887 108597 94123 109887 108597 93811 109887 108597 93545 

sample19a 126094 124390 101933 126094 124390 101612 126094 124390 101451 

sample19b 140899 139647 125150 140899 139647 124575 140899 139647 124182 

sample20a 133447 131696 114789 133447 131696 114465 133447 131696 114159 

sample20b 144989 142981 118615 144989 142981 118320 144989 142981 117987 

negativecontrol1 133878 132959 126306 133878 132959 126317 133878 132959 126198 

negativecontrol2 163716 162809 147370 163716 162809 147149 163716 162809 147149 

negativecontrol3 82707 82406 78698 82707 82406 78539 82707 82406 78539 

 

 

Παξάξηεκα 10. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο θαη γηα ηηκή κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ ίζν κε e.e.max=0,5 θαη απνθνπή 

ησλ paired-end αλαγλσζκάησλ. 

  Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε e.e.max=0,5 θαη with-trim 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

Πνηνηηθό 

Φηιηξάξηζκα 
Απνζνξπβνπνίεζε Σπγρώλεπζε 

sample1a 120757 120619 117480 120757 120619 117269 120757 120619 117269 

sample1b 47243 47156 46761 47243 47156 46655 47243 47156 46655 

sample2a 54507 54438 53677 54507 54438 53590 54507 54438 53569 

sample2b 55461 55374 53914 55461 55374 53846 55461 55374 53833 

sample3a 52145 51971 51073 52145 51971 50937 52145 51971 50927 

sample3b 35080 34952 34272 35080 34952 34198 35080 34952 34192 

sample4a 41483 41353 40535 41483 41353 40474 41483 41353 40474 

sample4b 47236 47081 45927 47236 47081 45843 47236 47081 45833 

sample5a 32233 31997 29832 32233 31997 29788 32233 31997 29785 

sample5b 23954 23791 22348 23954 23791 22348 23954 23791 22336 

sample6a 34224 34036 30860 34224 34036 30842 34224 34036 30764 

sample6b 32402 32123 29809 32402 32123 29800 32402 32123 29773 

sample7a 27767 27458 25984 27767 27458 25981 27767 27458 25948 

sample7b 31474 31231 29585 31474 31231 29580 31474 31231 29508 

sample8a 33129 32922 31362 33129 32922 31135 33129 32922 31075 

sample8b 27357 27197 25957 27357 27197 25938 27357 27197 25934 
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sample9a 19991 19777 18771 19991 19777 18761 19991 19777 18761 

sample9b 20494 20307 19026 20494 20307 19012 20494 20307 19012 

sample10a 19336 18830 17203 19336 18830 17116 19336 18830 17096 

sample10b 24404 24158 22543 24404 24158 22518 24404 24158 22512 

sample11a 26537 26191 24369 26537 26191 24330 26537 26191 24304 

sample11b 36069 35641 33650 36069 35641 33618 36069 35641 33618 

sample12a 10402 10275 10014 10402 10275 10014 10402 10275 10010 

sample12b 34470 33826 29274 34470 33826 29222 34470 33826 29208 

sample13a 25826 25631 23771 25826 25631 23755 25826 25631 23748 

sample13b 21383 21064 19876 21383 21064 19858 21383 21064 19827 

sample14a 27888 27576 25762 27888 27576 25748 27888 27576 25692 

sample14b 30220 29854 27468 30220 29854 27464 30220 29854 27438 

sample15a 18111 17853 16324 18111 17853 16322 18111 17853 16294 

sample15b 26854 26580 24203 26854 26580 24188 26854 26580 24162 

sample16a 27921 27586 24919 27921 27586 24901 27921 27586 24878 

sample16b 12451 12308 11176 12451 12308 11172 12451 12308 11172 

sample17a 33136 32805 31132 33136 32805 31115 33136 32805 31055 

sample17b 26080 25964 24070 26080 25964 24065 26080 25964 24002 

sample18a 25503 25251 23523 25503 25251 23439 25503 25251 23416 

sample18b 21538 21287 19601 21538 21287 19563 21538 21287 19563 

sample19a 27594 27201 24288 27594 27201 24240 27594 27201 24233 

sample19b 30103 29882 28302 30103 29882 28259 30103 29882 28235 

sample20a 28581 28260 25848 28581 28260 25766 28581 28260 25753 

sample20b 32089 31657 28443 32089 31657 28416 32089 31657 28377 

negativecontrol1 28493 28452 28116 28493 28452 28072 28493 28452 28068 

negativecontrol2 41931 41742 38768 41931 41742 38717 41931 41742 38717 

negativecontrol3 21329 21223 20444 21329 21223 20423 21329 21223 20423 

 

Παξάξηεκα 11 Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ θηιηξαξηζκέλσλ αλαγλσζκάησλ ησλ ζπλνιηθψλ 

δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ DADA2 ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ 

ζθαικάησλ θαη ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο 

αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ . 

 

Αξηζκόο Φηιηξαξηζκέλσλ paired-end Αλαγλσζκάησλ 

No trim With trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 2,5 1,5 0,5 

Διάρηζηνο 106050 82277 10701 105721 82707 10402 

Μέζνο Όξνο 197978 143933 30204 183204 133496 28493 

Μέγηζηνο 528842 413588 118476 520785 410009 120757 

Σπλνιηθόο 
8932007 

(80,12%) 

6575854 

(58,99%) 

1448630 

(12,99%) 

8270820 

(74,19%) 

6125104 

(54,94%) 

1395186 

(12,51%) 
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Παξάξηεκα 12. Γεληθή πεξηγξαθή αξηζκνχ απνζνξπβνπνηεκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζην ζχλνιν ησλ 

δεηγκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηνλ DADA2 ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ 

ζθαικάησλ θαη ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢ηελ παξέλζεζε αλαγξάθεηαη ν πνζνζηηαίνο 

αξηζκφο απηνχ ζε ζρέζε κε ηνλ αξηζκφ ησλ πξσηνγελψλ αλαγλσζκάησλ.  

 

Αξηζκόο Απνζνξπβνπνηεκέλσλ paired-end Αλαγλσζκάησλ 

No trim With trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 2,5 1,5 0,5 

Διάρηζηνο 105788 82084 10423 105249 82406 10275 

Μέζνο Όξνο 195738 142303 29812 180520 132513 28260 

Μέγηζηνο 527854 413128 118367 519421 409510 120619 

Σπλνιηθόο 
8847554 

(79,36%) 

6525583 

(58,54%) 

1433579 

(12,86%) 

8168121 

(73,27%) 

6074162 

(54,49%) 

1384880 

(12,42%) 

 

 
Παξάξηεκα 13. Ιζηφγξακκα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηειηθψλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, φπνπ 

(Α) e.e.max=2.5, (Β) e.e.max=1.5 θαη (Γ) e.e.max=0.5, θαη ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. 

΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηεο επηθάιπςεο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά 

ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη επηπξφζζεηα. 

 

 

Παξάξηεκα 14. Γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξνπζηάδνπλ ζπλνιηθά ηα 

αληηπξνζσπεπηηθά αλαγλψζκαηα (ASVs) ηνπ DADA2 ζηηο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ 

ζθαικάησλ, ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη  ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ.  

Σπρλόηεηα Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs 

 
No trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Μέζνο Όξνο 1507 1532 1559 1141 1160 1181 363 367 371 

Μέγηζηε 775751 775751 775751 618921 618921 618921 194608 194608 194608 
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With trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Μέζνο Όξνο 2491 2616 2695 1928 2026 2086 729 755 769 

Μέγηζηε 767045 767045 767045 617245 617245 617245 198484 198484 198484 

 

 
Παξάξηεκα 15. Ιζηφγξακκα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε 

ζπρλφηεηα ζηνλ ζπλνιηθφ φγθν απνηειεζκάησλ ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, φπνπ (Α) e.e.max=2.5, (Β) e.e.max=1.5 θαη (Γ) e.e.max=0.5, θαη ζπλζήθεο 

απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη 

επηπξφζζεηα. 

 

 

Παξάξηεκα 16. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο, ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο  θαη απνθνπή ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηελ 

250ε βάζε. 

  Αξ. Γείγκαηνο 

Deblur κε trim@=250 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 152680 152541 119524 152680 152541 119524 152680 152541 119524 

sample1b 59361 59317 46276 59361 59317 46276 59361 59317 46276 

sample2a 63830 63760 50588 63830 63760 50588 63830 63760 50588 

sample2b 63403 63349 50492 63403 63349 50492 63403 63349 50492 

sample3a 54581 54534 42901 54581 54534 42901 54581 54534 42901 

sample3b 43847 43805 33347 43847 43805 33347 43847 43805 33347 

sample4a 45965 45915 35751 45965 45915 35751 45965 45915 35751 

sample4b 66478 66405 46748 66478 66405 46748 66478 66405 46748 

sample5a 44527 44478 31959 44527 44478 31959 44527 44478 31959 
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sample5b 40641 40606 20957 40641 40606 20957 40641 40606 20957 

sample6a 39084 39032 28006 39084 39032 28006 39084 39032 28006 

sample6b 46229 46175 32891 46229 46175 32891 46229 46175 32891 

sample7a 43718 43670 26832 43718 43670 26832 43718 43670 26832 

sample7b 43423 43384 30849 43423 43384 30849 43423 43384 30849 

sample8a 41963 41915 29427 41963 41915 29427 41963 41915 29427 

sample8b 53035 52964 36733 53035 52964 36733 53035 52964 36733 

sample9a 28910 28871 19596 28910 28871 19596 28910 28871 19596 

sample9b 34252 34199 23860 34252 34199 23860 34252 34199 23860 

sample10a 15933 15907 11805 15933 15907 11805 15933 15907 11805 

sample10b 33401 33357 23964 33401 33357 23964 33401 33357 23964 

sample11a 29857 29818 20136 29857 29818 20136 29857 29818 20136 

sample11b 46655 46594 34443 46655 46594 34443 46655 46594 34443 

sample12a 17156 17123 11307 17156 17123 11307 17156 17123 11307 

sample12b 29761 29725 21641 29761 29725 21641 29761 29725 21641 

sample13a 54202 54143 36865 54202 54143 36865 54202 54143 36865 

sample13b 31637 31596 21271 31637 31596 21271 31637 31596 21271 

sample14a 44376 44322 29830 44376 44322 29830 44376 44322 29830 

sample14b 52578 52523 37910 52578 52523 37910 52578 52523 37910 

sample15a 34621 34592 21896 34621 34592 21896 34621 34592 21896 

sample15b 30849 30808 22829 30849 30808 22829 30849 30808 22829 

sample16a 38569 38526 26429 38569 38526 26429 38569 38526 26429 

sample16b 29576 29546 18622 29576 29546 18622 29576 29546 18622 

sample17a 51120 51063 34069 51120 51063 34069 51120 51063 34069 

sample17b 36390 36337 24905 36390 36337 24905 36390 36337 24905 

sample18a 28619 28582 20673 28619 28582 20673 28619 28582 20673 

sample18b 28405 28362 20047 28405 28362 20047 28405 28362 20047 

sample19a 27943 27906 20051 27943 27906 20051 27943 27906 20051 

sample19b 38471 38410 26995 38471 38410 26995 38471 38410 26995 

sample20a 34239 34193 24626 34239 34193 24626 34239 34193 24626 

sample20b 35054 35009 24377 35054 35009 24377 35054 35009 24377 

negativecontrol1 54754 54681 36699 54754 54681 36699 54754 54681 36699 

negativecontrol2 66855 66773 49696 66855 66773 49696 66855 66773 49696 

negativecontrol3 38369 38328 25677 38369 38328 25677 38369 38328 25677 

 

 

Παξάξηεκα 17. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο 

πεξηνρήο, ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο  θαη απνθνπή ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηελ 

380ε βάζε. 

     Αξ. Γείγκαηνο 

Deblur κε trim@=380 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 109189 109106 88782 109189 109106 88782 109189 109106 88782 

sample1b 40917 40890 33193 40917 40890 33193 40917 40890 33193 
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sample2a 45948 45908 37841 45948 45908 37841 45948 45908 37841 

sample2b 46935 46905 38738 46935 46905 38738 46935 46905 38738 

sample3a 41641 41604 33938 41641 41604 33938 41641 41604 33938 

sample3b 33139 33118 26348 33139 33118 26348 33139 33118 26348 

sample4a 34622 34597 27962 34622 34597 27962 34622 34597 27962 

sample4b 51952 51902 38182 51952 51902 38182 51952 51902 38182 

sample5a 34213 34180 25908 34213 34180 25908 34213 34180 25908 

sample5b 27484 27464 16356 27484 27464 16356 27484 27464 16356 

sample6a 30069 30030 22689 30069 30030 22689 30069 30030 22689 

sample6b 33804 33773 25566 33804 33773 25566 33804 33773 25566 

sample7a 33557 33530 22147 33557 33530 22147 33557 33530 22147 

sample7b 34394 34370 25789 34394 34370 25789 34394 34370 25789 

sample8a 32256 32229 23946 32256 32229 23946 32256 32229 23946 

sample8b 37370 37334 27903 37370 37334 27903 37370 37334 27903 

sample9a 20170 20151 14757 20170 20151 14757 20170 20151 14757 

sample9b 24429 24400 18149 24429 24400 18149 24429 24400 18149 

sample10a 12112 12099 9407 12112 12099 9407 12112 12099 9407 

sample10b 24577 24552 18744 24577 24552 18744 24577 24552 18744 

sample11a 22232 22210 15937 22232 22210 15937 22232 22210 15937 

sample11b 35681 35642 27827 35681 35642 27827 35681 35642 27827 

sample12a 13311 13287 9322 13311 13287 9322 13311 13287 9322 

sample12b 20999 20979 16068 20999 20979 16068 20999 20979 16068 

sample13a 36141 36114 26598 36141 36114 26598 36141 36114 26598 

sample13b 23149 23127 16609 23149 23127 16609 23149 23127 16609 

sample14a 33464 33429 23872 33464 33429 23872 33464 33429 23872 

sample14b 36350 36328 27949 36350 36328 27949 36350 36328 27949 

sample15a 22514 22499 15420 22514 22499 15420 22514 22499 15420 

sample15b 24024 23993 18692 24024 23993 18692 24024 23993 18692 

sample16a 28084 28056 20439 28084 28056 20439 28084 28056 20439 

sample16b 17578 17564 12247 17578 17564 12247 17578 17564 12247 

sample17a 40373 40327 28373 40373 40327 28373 40373 40327 28373 

sample17b 28815 28781 21016 28815 28781 21016 28815 28781 21016 

sample18a 22560 22528 16986 22560 22528 16986 22560 22528 16986 

sample18b 21606 21577 15984 21606 21577 15984 21606 21577 15984 

sample19a 21196 21169 15750 21196 21169 15750 21196 21169 15750 

sample19b 29574 29534 21877 29574 29534 21877 29574 29534 21877 

sample20a 26108 26082 19746 26108 26082 19746 26108 26082 19746 

sample20b 26403 26373 19517 26403 26373 19517 26403 26373 19517 

negativecontrol1 43276 43226 30546 43276 43226 30546 43276 43226 30546 

negativecontrol2 50687 50635 39335 50687 50635 39335 50687 50635 39335 

negativecontrol3 29515 29492 20751 29515 29492 20751 29515 29492 20751 



 

 

194 

 

 

 
Παξάξηεκα 18. Ιζηφγξακκα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηειηθψλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, 

(Β) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26, θαη ζπλζήθεο απνθνπήο ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη 

φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη 

δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη επηπξφζζεηα.  

 

Παξάξηεκα 19. Γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξνπζηάδνπλ ζπλνιηθά ηα 

αληηπξνζσπεπηηθά αλαγλψζκαηα (ASVs) ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο  βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο, κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ζεκείσλ απνθνπήο.  

Σπρλόηεηα Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs 

 
trim@=250 

Qmin 20 22 26 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Μέζνο Όξνο 2016 2016 2016 2016 2016 2016 1711 1711 1711 

Μέγηζηε 333281 333281 333281 332984 332984 332984 272693 272693 272693 

 
trim@=380 

Qmin 20 22 26 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Μέζνο Όξνο 1586 1586 1586 1585 1585 1585 1387 1387 1387 

Μέγηζηε 266392 266392 266392 266201 266201 266201 225615 225615 225615 
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Παξάξηεκα 20. Ιζηφγξακκα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε 

ζπρλφηεηα ζην ζχλνιν ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο 

πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (Β) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26, θαη ζεκείσλ απνθνπήο ζπγρσλεπκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη 

επηπξφζζεηα 

Παξάξηεκα 21. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα κεηά ηεο εθαξκνγή 

ηνπ πξφζζεηνπ απνζνξπβνπνίεζεο VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο.  

   Αξ. Γείγκαηνο 

VSEARCH 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 410488 407800 251040 410488 407800 251040 410488 407800 251040 

sample1b 171512 170421 102610 171512 170421 102610 171512 170421 102610 

sample2a 185177 183958 114192 185177 183958 114192 185177 183958 114192 

sample2b 178341 177133 110951 178341 177133 110951 178339 177131 110951 

sample3a 152287 151500 93985 152287 151500 93985 152287 151500 93985 

sample3b 130129 129409 75217 130129 129409 75217 130129 129409 75217 

sample4a 134378 133512 79990 134378 133512 79990 134378 133512 79990 

sample4b 176588 175586 96808 176588 175586 96808 176588 175586 96808 

sample5a 98859 98050 53168 98859 98050 53168 98859 98050 53168 

sample5b 72421 71904 34984 72421 71904 34984 72421 71904 34984 

sample6a 92035 91204 49424 92035 91204 49424 92035 91204 49424 

sample6b 104373 103561 55266 104373 103561 55266 104373 103561 55266 

sample7a 108837 108001 47339 108837 108001 47339 108837 108001 47339 

sample7b 99993 99176 52832 99993 99176 52832 99993 99176 52832 

sample8a 98229 97352 50627 98229 97352 50627 98228 97351 50627 

sample8b 124340 123446 63121 124340 123446 63121 124340 123446 63121 

sample9a 81914 81208 39737 81914 81208 39737 81914 81208 39737 
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sample9b 94782 93911 47866 94782 93911 47866 94782 93911 47866 

sample10a 40389 40029 22129 40389 40029 22129 40389 40029 22129 

sample10b 84898 84211 44899 84898 84211 44899 84898 84211 44899 

sample11a 72687 72128 36460 72687 72128 36460 72687 72128 36460 

sample11b 124224 123121 67498 124224 123121 67498 124224 123121 67498 

sample12a 72156 71036 29559 72156 71036 29559 72156 71036 29559 

sample12b 78730 78103 42878 78730 78103 42878 78730 78103 42878 

sample13a 134039 133047 67506 134039 133047 67506 134039 133047 67506 

sample13b 81086 80479 39976 81086 80479 39976 81086 80479 39976 

sample14a 103993 103190 52579 103993 103190 52579 103993 103190 52579 

sample14b 123439 122576 67260 123439 122576 67260 123439 122576 67260 

sample15a 93954 93356 42077 93954 93356 42077 93954 93356 42077 

sample15b 69408 68876 39011 69408 68876 39011 69408 68876 39011 

sample16a 97481 96718 49584 97481 96718 49584 97481 96718 49584 

sample16b 77991 77488 34953 77991 77488 34953 77991 77488 34953 

sample17a 120462 119452 58205 120462 119452 58205 120462 119452 58205 

sample17b 78417 77794 39495 78417 77794 39495 78417 77794 39495 

sample18a 79662 78933 41748 79662 78933 41748 79662 78933 41748 

sample18b 77920 77242 40795 77920 77242 40795 77920 77242 40795 

sample19a 77527 76838 41133 77527 76838 41133 77527 76838 41133 

sample19b 98341 97494 51292 98341 97494 51292 98341 97494 51292 

sample20a 92988 92167 49366 92988 92167 49366 92988 92167 49366 

sample20b 92991 92160 48598 92991 92160 48598 92991 92160 48598 

negativecontrol1 151432 150201 72560 151432 150201 72560 151432 150201 72560 

negativecontrol2 168183 166991 95890 168183 166991 95890 168182 166990 95890 

negativecontrol3 86598 86116 44494 86598 86116 44494 86598 86116 44494 
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Παξάξηεκα 22. Ιζηφγξακκα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηειηθψλ δηαηεξεηέσλ 

αλαγλσζκάησλ ηνπ VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) 

Qmin=20, (Β) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ 

κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα  θαη δελ 

παξνπζηάδνληαη επηπξφζζεηα.  

 

Παξάξηεκα 23. Γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξνπζηάδνπλ ζπλνιηθά νη ιεηηνπξγηθέο 

ηαμηλνκηθέο κνλάδεο (OTUs) ηνπ VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο  

θαη ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο.  

Σπρλόηεηα Λεηηνπξγηθώλ Ταμηλνκηθώλ Μνλάδσλ - OTUs 

Qmin 20 22 26 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Μέζνο Όξνο 511 511 511 508 508 508 410 410 410 

Μέγηζηε 464371 464371 464371 462980 462980 462980 343130 343130 343130 
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Παξάξηεκα 24. Ιζηφγξακκα ιεηηνπξγηθψλ ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ παξέρνπλ κία 

δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζην ζχλνιν ησλ απνηειεζκάησλ ηνπ VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο 

βαζκνινγίαο πνηφηεηαο, φπνπ (Α) Qmin=20, (Β) Qmin=22 θαη (Γ) Qmin=26. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ 

ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα 

γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη επηπξφζζεηα.  

 

Παξάξηεκα 25. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ηηο 

ξνήο επεμεξγαζίαο ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη ρσξίο απνθνπή ησλ paired -end αλαγλσζκάησλ. 

   Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε no-trim 

e.emax=2,5 e.emax=1,5 e.emax=0,5 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

sample1a 460422 460422 460422 362722 362722 362722 108024 107968 107968 

sample1b 195682 195682 195574 151894 151857 151788 41096 41042 41042 

sample2a 208096 208006 207992 165082 165008 164996 50070 49984 49984 

sample2b 201790 201723 201010 161044 160979 160533 50730 50652 50644 

sample3a 173650 173576 173576 138744 138642 138642 41736 41677 41723 

sample3b 149290 149290 149254 115468 115468 115442 28850 28850 28850 

sample4a 154409 154295 154295 121862 121769 121769 34105 34040 34040 

sample4b 194209 194092 193879 153781 153650 153498 42872 42716 42705 

sample5a 125898 125898 125766 91242 91242 91154 22181 22181 22160 

sample5b 122659 122606 122408 84092 84053 83920 16568 16568 16557 

sample6a 115534 115456 115278 83592 83517 83389 20649 20574 20576 

sample6b 130937 130937 130937 92440 92440 92440 21294 21294 21294 
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sample7a 131170 131170 131170 92119 92119 92119 19025 18994 19006 

sample7b 122411 122411 122411 87749 87749 87749 21632 21632 21617 

sample8a 121173 121173 121157 87155 87155 87139 20897 20853 20839 

sample8b 158719 158719 158102 110657 110657 110335 20148 20148 20144 

sample9a 103335 103285 103285 70639 70588 70588 10091 10048 10060 

sample9b 116658 116658 116658 83183 83183 83183 13491 13491 13503 

sample10a 51231 51066 50908 38630 38497 38381 8631 8534 8545 

sample10b 107614 107222 107222 78746 78459 78459 15100 15017 15017 

sample11a 95545 95424 95186 69880 69792 69646 13685 13615 13572 

sample11b 152080 151854 151798 112226 112073 112017 23671 23551 23530 

sample12a 100478 100478 100478 66157 66157 66157 7450 7450 7450 

sample12b 96767 96436 96343 72796 72488 72378 16751 16584 16545 

sample13a 162616 162583 162523 117246 117246 117206 19249 19215 19199 

sample13b 98174 98128 98066 71179 71114 71069 13239 13182 13170 

sample14a 122495 122495 122317 90836 90836 90708 19337 19337 19357 

sample14b 148954 148954 148909 109406 109406 109361 22087 22039 22013 

sample15a 114540 114455 114377 81684 81604 81548 11844 11805 11797 

sample15b 88786 88786 88658 67051 67051 66992 15386 15341 15312 

sample16a 119146 119146 119110 87780 87780 87744 17759 17652 17625 

sample16b 101763 101693 101373 67760 67696 67435 7249 7249 7219 

sample17a 138167 138167 138081 99148 99148 99088 23333 23300 23300 

sample17b 96472 96472 96472 67981 67981 67981 15055 15055 15047 

sample18a 96556 96556 96532 72430 72374 72374 15795 15729 15706 

sample18b 93603 93540 93389 69416 69395 69304 13815 13703 13700 

sample19a 92097 92047 91987 69131 69093 69052 15459 15341 15341 

sample19b 123287 123069 123069 92673 92523 92523 19789 19727 19748 

sample20a 110957 110887 110830 83672 83604 83562 17992 17889 17854 

sample20b 111079 111009 110897 83622 83524 83440 18646 18608 18566 

negativecontrol1 163899 163832 163832 123790 123790 123790 25710 25710 25710 

negativecontrol2 193386 193386 193386 147573 147573 147573 36711 36711 36711 

negativecontrol3 101103 101083 101083 78642 78642 78642 18687 18667 18667 

 

 

Παξάξηεκα 26. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ηηο 

ξνήο επεμεξγαζίαο ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, 

ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο θαη κε απνθνπή ησλ paired -end αλαγλσζκάησλ. 

   Αξ. Γείγκαηνο 

DADA2 κε with-trim 

e.emax=2,5 e.emax=1,5 e.emax=0,5 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

sample1a 458539 456249 456249 364382 363584 363584 111922 111763 111763 

sample1b 195417 193994 193994 152452 151784 151784 42574 42481 42481 

sample2a 206724 205277 205263 165228 164548 164536 51301 51214 51214 

sample2b 199745 198268 198239 160648 159903 159884 52213 52145 52141 

sample3a 172004 170835 170835 138631 138041 138041 42941 42845 42845 

sample3b 148003 147104 147068 115252 114783 114756 29889 29815 29815 
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sample4a 152324 151143 151143 121231 120666 120666 34760 34699 34699 

sample4b 195267 194364 194129 155188 154646 154498 44667 44583 44573 

sample5a 120276 119851 119836 87899 87843 87833 22448 22434 22431 

sample5b 118629 118461 118261 82646 82561 82424 17125 17125 17113 

sample6a 112489 112158 111983 82467 82319 82192 21826 21818 21802 

sample6b 128607 128196 128189 92277 92090 92084 22938 22929 22929 

sample7a 128763 128486 128509 91737 91598 91598 20060 20060 20060 

sample7b 120101 119727 119727 87226 87127 87127 23110 23110 23110 

sample8a 113830 113673 113673 82818 82760 82760 21480 21480 21480 

sample8b 152794 152384 152384 108359 108329 108329 21797 21784 21784 

sample9a 100455 99931 99931 70025 69791 69791 11004 10994 10994 

sample9b 115436 114845 114855 83646 83360 83369 14887 14873 14873 

sample10a 48782 48482 48332 37061 36882 36772 8510 8490 8478 

sample10b 103568 103181 103181 77090 76854 76854 16134 16116 16116 

sample11a 91754 91244 91244 68118 67942 67942 13881 13865 13865 

sample11b 149958 148161 148159 111544 111059 111057 25147 25115 25115 

sample12a 94429 93688 93688 62912 62584 62584 7740 7740 7740 

sample12b 92143 91235 91283 69820 69389 69415 16441 16403 16403 

sample13a 157782 157331 157342 115467 115239 115247 20803 20787 20787 

sample13b 96531 96350 96313 71057 70958 70929 14582 14569 14569 

sample14a 119408 119156 119125 89575 89436 89411 21049 21049 21049 

sample14b 145950 145362 145362 108761 108563 108563 23903 23899 23899 

sample15a 107083 107027 106847 79448 79412 79307 12828 12826 12826 

sample15b 82809 82613 82613 63015 62987 62987 15597 15593 15587 

sample16a 112808 112554 112554 84323 84185 84185 18650 18632 18632 

sample16b 99313 99298 99006 67563 67519 67284 8248 8244 8244 

sample17a 135759 135678 135593 98343 98294 98233 24730 24718 24703 

sample17b 92993 92846 92846 66576 66501 66501 15764 15759 15759 

sample18a 93203 92957 92957 70609 70490 70490 16189 16173 16173 

sample18b 90627 90174 90043 67694 67475 67402 14468 14430 14430 

sample19a 89054 88778 88719 67767 67642 67600 15818 15802 15802 

sample19b 117696 117121 117121 89343 89005 89005 20223 20180 20180 

sample20a 108732 108392 108367 82347 82144 82122 18733 18691 18688 

sample20b 105668 105304 105222 80980 80806 80753 19311 19284 19278 

negativecontrol1 165054 165133 164893 126306 126317 126198 28116 28072 28068 

negativecontrol2 191131 190804 190804 147370 147149 147149 38768 38717 38717 

negativecontrol3 99928 99606 99606 78698 78539 78539 20444 20423 20423 
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Παξάξηεκα 27. Ιζηφγξακκα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ ηνπ DADA2 ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, φπνπ 

(Α) e.e.max=2.5, (Β) e.e.max=1.5 θαη (Γ) e.e.max=0.5, θαη ζπλζήθεο απνθνπήο paired-end 

αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηνπ κήθνπο 

επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα θαη δελ παξνπζηάδνληαη 

επηπξφζζεηα. 

 

Παξάξηεκα 28. Γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξνπζηάδνπλ ζπλνιηθά ηα ηαμηλνκεκέλα 

αληηπξνζσπεπηηθά αλαγλψζκαηα (ASVs) ηνπ DADA2 ζηηο δηαθνξέο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ 

αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελοε πεξηνρήο θαη ζπλζήθεο απνθνπήο 

paired-end αλαγλσζκάησλ. 

Σπρλόηεηα Ταμηλνκεκέλσλ Αληηπξνζσπεπηηθώλ Αλαγλσζκάησλ - ASVs 

 
No trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Μέζνο Όξνο 2565 2594 2628 1922 1943 1969 572 578 585 

Μέγηζηε 775751 775751 775751 618921 618921 618921 194608 194608 194608 

 
With trim 

e.e.max 2,5 1,5 0,5 

Overlapmin 10 20 30 10 20 30 10 20 30 

Διάρηζηε 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Μέζνο Όξνο 3698 3928 3987 2817 2991 3032 945 982 989 

Μέγηζηε 767045 767045 767045 617245 617245 617245 198484 198484 198484 
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Παξάξηεκα 29. Ιζηνγξάκκαηα ηαμηλνκεκέλσλ αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) πνπ 

παξέρνπλ κία δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζηνλ ζπλνιηθφ φγθν απνηειεζκάησλ ηαμηλφκεζεο  ηνπ DADA2 

ζηηο δηάθνξεο ηηκέο κέγηζηνπ πνζνζηνχ αλακελφκελσλ ζθαικάησλ, φπνπ (Α) e.e.max=2.5, (Β) 

e.e.max=1.5 θαη (Γ) e.e.max=0.5, θαη ζπλζήθεο απνθνπήο αλαγλσζκάησλ. ΢εκεηψλεηαη φηη κεηαμχ ησλ 

δηαθνξεηηθψλ ηηκψλ ειάρηζηεο επηθάιπςεο δελ παξαηεξείηαη δηαθνξά ζηα γξαθήκαηα θαη δελ 

παξνπζηάδνληαη επηπξφζζεηα.  

 

Παξάξηεκα 30. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ηεο 

ξνήο επεμεξγαζίαο ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, 

ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο θαη απνθνπή ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηελ 250 ε βάζε. 

    Αξ. Γείγκαηνο 

Deblur κε trim@=250 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 152680 152541 119524 152680 152541 119524 152680 152541 119524 

sample1b 59361 59317 46276 59361 59317 46276 59361 59317 46276 

sample2a 63830 63760 50588 63830 63760 50588 63830 63760 50588 

sample2b 63403 63349 50492 63403 63349 50492 63403 63349 50492 

sample3a 54581 54534 42901 54581 54534 42901 54581 54534 42901 

sample3b 43847 43805 33347 43847 43805 33347 43847 43805 33347 

sample4a 45965 45915 35751 45965 45915 35751 45965 45915 35751 

sample4b 66478 66405 46748 66478 66405 46748 66478 66405 46748 

sample5a 44527 44478 31959 44527 44478 31959 44527 44478 31959 

sample5b 40641 40606 20957 40641 40606 20957 40641 40606 20957 

sample6a 39084 39032 28006 39084 39032 28006 39084 39032 28006 

sample6b 46229 46175 32891 46229 46175 32891 46229 46175 32891 

sample7a 43718 43670 26832 43718 43670 26832 43718 43670 26832 

sample7b 43423 43384 30849 43423 43384 30849 43423 43384 30849 

sample8a 41963 41915 29427 41963 41915 29427 41963 41915 29427 

sample8b 53035 52964 36733 53035 52964 36733 53035 52964 36733 
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sample9a 28910 28871 19596 28910 28871 19596 28910 28871 19596 

sample9b 34252 34199 23860 34252 34199 23860 34252 34199 23860 

sample10a 15933 15907 11805 15933 15907 11805 15933 15907 11805 

sample10b 33401 33357 23964 33401 33357 23964 33401 33357 23964 

sample11a 29857 29818 20136 29857 29818 20136 29857 29818 20136 

sample11b 46655 46594 34443 46655 46594 34443 46655 46594 34443 

sample12a 17156 17123 11307 17156 17123 11307 17156 17123 11307 

sample12b 29761 29725 21641 29761 29725 21641 29761 29725 21641 

sample13a 54202 54143 36865 54202 54143 36865 54202 54143 36865 

sample13b 31637 31596 21271 31637 31596 21271 31637 31596 21271 

sample14a 44376 44322 29830 44376 44322 29830 44376 44322 29830 

sample14b 52578 52523 37910 52578 52523 37910 52578 52523 37910 

sample15a 34621 34592 21896 34621 34592 21896 34621 34592 21896 

sample15b 30849 30808 22829 30849 30808 22829 30849 30808 22829 

sample16a 38569 38526 26429 38569 38526 26429 38569 38526 26429 

sample16b 29576 29546 18622 29576 29546 18622 29576 29546 18622 

sample17a 51120 51063 34069 51120 51063 34069 51120 51063 34069 

sample17b 36390 36337 24905 36390 36337 24905 36390 36337 24905 

sample18a 28619 28582 20673 28619 28582 20673 28619 28582 20673 

sample18b 28405 28362 20047 28405 28362 20047 28405 28362 20047 

sample19a 27943 27906 20051 27943 27906 20051 27943 27906 20051 

sample19b 38471 38410 26995 38471 38410 26995 38471 38410 26995 

sample20a 34239 34193 24626 34239 34193 24626 34239 34193 24626 

sample20b 35054 35009 24377 35054 35009 24377 35054 35009 24377 

negativecontrol1 54754 54681 36699 54754 54681 36699 54754 54681 36699 

negativecontrol2 66855 66773 49696 66855 66773 49696 66855 66773 49696 

negativecontrol3 38369 38328 25677 38369 38328 25677 38369 38328 25677 

 

Παξάξηεκα 31. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ηεο 

ξνήο επεμεξγαζίαο ηνπ Deblur ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο, 

ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο θαη απνθνπή ησλ ζπγρσλεπκέλσλ αλαγλσζκάησλ ζηελ 380ε βάζε. 

   Αξ. Γείγκαηνο 

Deblur κε trim@=380 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 109189 109106 88782 109189 109106 88782 109189 109106 88782 

sample1b 40917 40890 33193 40917 40890 33193 40917 40890 33193 

sample2a 45948 45908 37841 45948 45908 37841 45948 45908 37841 

sample2b 46935 46905 38738 46935 46905 38738 46935 46905 38738 

sample3a 41641 41604 33938 41641 41604 33938 41641 41604 33938 

sample3b 33139 33118 26348 33139 33118 26348 33139 33118 26348 

sample4a 34622 34597 27962 34622 34597 27962 34622 34597 27962 

sample4b 51952 51902 38182 51952 51902 38182 51952 51902 38182 

sample5a 34213 34180 25908 34213 34180 25908 34213 34180 25908 

sample5b 27484 27464 16356 27484 27464 16356 27484 27464 16356 
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sample6a 30069 30030 22689 30069 30030 22689 30069 30030 22689 

sample6b 33804 33773 25566 33804 33773 25566 33804 33773 25566 

sample7a 33557 33530 22147 33557 33530 22147 33557 33530 22147 

sample7b 34394 34370 25789 34394 34370 25789 34394 34370 25789 

sample8a 32256 32229 23946 32256 32229 23946 32256 32229 23946 

sample8b 37370 37334 27903 37370 37334 27903 37370 37334 27903 

sample9a 20170 20151 14757 20170 20151 14757 20170 20151 14757 

sample9b 24429 24400 18149 24429 24400 18149 24429 24400 18149 

sample10a 12112 12099 9407 12112 12099 9407 12112 12099 9407 

sample10b 24577 24552 18744 24577 24552 18744 24577 24552 18744 

sample11a 22232 22210 15937 22232 22210 15937 22232 22210 15937 

sample11b 35681 35642 27827 35681 35642 27827 35681 35642 27827 

sample12a 13311 13287 9322 13311 13287 9322 13311 13287 9322 

sample12b 20999 20979 16068 20999 20979 16068 20999 20979 16068 

sample13a 36141 36114 26598 36141 36114 26598 36141 36114 26598 

sample13b 23149 23127 16609 23149 23127 16609 23149 23127 16609 

sample14a 33464 33429 23872 33464 33429 23872 33464 33429 23872 

sample14b 36350 36328 27949 36350 36328 27949 36350 36328 27949 

sample15a 22514 22499 15420 22514 22499 15420 22514 22499 15420 

sample15b 24024 23993 18692 24024 23993 18692 24024 23993 18692 

sample16a 28084 28056 20439 28084 28056 20439 28084 28056 20439 

sample16b 17578 17564 12247 17578 17564 12247 17578 17564 12247 

sample17a 40373 40327 28373 40373 40327 28373 40373 40327 28373 

sample17b 28815 28781 21016 28815 28781 21016 28815 28781 21016 

sample18a 22560 22528 16986 22560 22528 16986 22560 22528 16986 

sample18b 21606 21577 15984 21606 21577 15984 21606 21577 15984 

sample19a 21196 21169 15750 21196 21169 15750 21196 21169 15750 

sample19b 29574 29534 21877 29574 29534 21877 29574 29534 21877 

sample20a 26108 26082 19746 26108 26082 19746 26108 26082 19746 

sample20b 26403 26373 19517 26403 26373 19517 26403 26373 19517 

negativecontrol1 43276 43226 30546 43276 43226 30546 43276 43226 30546 

negativecontrol2 50687 50635 39335 50687 50635 39335 50687 50635 39335 

negativecontrol3 29515 29492 20751 29515 29492 20751 29515 29492 20751 

 

Παξάξηεκα 32. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα ηεο 

ξνήο επεμεξγαζίαο ηνπ VSEARCH ζηηο δηάθνξεο ηηκέο ειάρηζηνπ κήθνπο επηθαιππηφκελεο πεξηνρήο 

θαη ειάρηζηεο βαζκνινγίαο πνηφηεηαο.  

   Αξ. Γείγκαηνο 

VSEARCH 

Overlapmin=10 Overlapmin=20 Overlapmin=30 

Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 Qmin=20 Qmin=22 Qmin=26 

sample1a 410488 407800 251040 410488 407800 251040 410488 407800 251040 

sample1b 171512 170421 102610 171512 170421 102610 171512 170421 102610 

sample2a 185177 183958 114192 185177 183958 114192 185177 183958 114192 

sample2b 178341 177133 110951 178341 177133 110951 178339 177131 110951 
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sample3a 152287 151500 93985 152287 151500 93985 152287 151500 93985 

sample3b 130129 129409 75217 130129 129409 75217 130129 129409 75217 

sample4a 134378 133512 79990 134378 133512 79990 134378 133512 79990 

sample4b 176588 175586 96808 176588 175586 96808 176588 175586 96808 

sample5a 98859 98050 53168 98859 98050 53168 98859 98050 53168 

sample5b 72421 71904 34984 72421 71904 34984 72421 71904 34984 

sample6a 92035 91204 49424 92035 91204 49424 92035 91204 49424 

sample6b 104373 103561 55266 104373 103561 55266 104373 103561 55266 

sample7a 108837 108001 47339 108837 108001 47339 108837 108001 47339 

sample7b 99993 99176 52832 99993 99176 52832 99993 99176 52832 

sample8a 98229 97352 50627 98229 97352 50627 98228 97351 50627 

sample8b 124340 123446 63121 124340 123446 63121 124340 123446 63121 

sample9a 81914 81208 39737 81914 81208 39737 81914 81208 39737 

sample9b 94782 93911 47866 94782 93911 47866 94782 93911 47866 

sample10a 40389 40029 22129 40389 40029 22129 40389 40029 22129 

sample10b 84898 84211 44899 84898 84211 44899 84898 84211 44899 

sample11a 72687 72128 36460 72687 72128 36460 72687 72128 36460 

sample11b 124224 123121 67498 124224 123121 67498 124224 123121 67498 

sample12a 72156 71036 29559 72156 71036 29559 72156 71036 29559 

sample12b 78730 78102 42878 78729 78102 42877 78729 78102 42877 

sample13a 134039 133047 67506 134039 133047 67506 134039 133047 67506 

sample13b 81086 80479 39976 81086 80479 39976 81086 80479 39976 

sample14a 103993 103190 52579 103993 103190 52579 103993 103190 52579 

sample14b 123439 122575 67260 123438 122575 67259 123438 122575 67259 

sample15a 93954 93356 42077 93954 93356 42077 93954 93356 42077 

sample15b 69408 68876 39011 69408 68876 39011 69408 68876 39011 

sample16a 97481 96718 49584 97481 96718 49584 97481 96718 49584 

sample16b 77991 77488 34953 77991 77488 34953 77991 77488 34953 

sample17a 120462 119452 58205 120462 119452 58205 120462 119452 58205 

sample17b 78417 77794 39495 78417 77794 39495 78417 77794 39495 

sample18a 79662 78933 41748 79662 78933 41748 79662 78933 41748 

sample18b 77920 77242 40795 77920 77242 40795 77920 77242 40795 

sample19a 77527 76838 41133 77527 76838 41133 77527 76838 41133 

sample19b 98341 97494 51292 98341 97494 51292 98341 97494 51292 

sample20a 92988 92167 49366 92988 92167 49366 92988 92167 49366 

sample20b 92991 92160 48598 92991 92160 48598 92991 92160 48598 

negativecontrol1 151432 150201 72560 151432 150201 72560 151432 150201 72560 

negativecontrol2 168183 166991 95890 168183 166991 95890 168182 166990 95890 

negativecontrol3 86598 86115 44494 86597 86115 44493 86597 86115 44493 
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Παξάξηεκα 33. Πίλαθαο κε ηνλ αξρηθφ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ  αλαγλσζκάησλ αλά 

δείγκα γηα ηα ηξία θπξίαξρα ζχλνια δεδνκέλσλ ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH θαζψο θαη ηνλ αληίζηνηρν αξηζκφ αλαγλσζκάησλ κεηά ην θηιηξάξηζκα κε-ζηνρεπφκελσλ 

ζηνηρείσλ. 

    Αξ. Γείγκαηνο 

Αξρηθά Κπξηάξρα Σύλνια Γεδνκέλσλ 
Φηιηξάξηζκα κε-ζηνρεπόκελσλ 

ζηνηρείσλ 

DADA2 Deblur VSEARCH DADA2 Deblur VSEARCH 

sample1a 362722 109106 407800 359280 108177 404121 

sample1b 151894 40890 170421 151291 40890 170421 

sample2a 165082 45908 183958 164139 45705 183183 

sample2b 161044 46905 177133 158116 46280 174870 

sample3a 138744 41604 151500 136223 41439 150961 

sample3b 115468 33118 129409 114016 32981 128826 

sample4a 121862 34597 133512 120429 34547 133296 

sample4b 153781 51902 175586 144842 48178 162760 

sample5a 91242 34180 98050 87114 34180 98049 

sample5b 84092 27464 71904 56733 21351 65368 

sample6a 83592 30030 91204 80466 30030 91204 

sample6b 92440 33773 103561 89619 33773 103561 

sample7a 92119 33530 108001 89952 33525 107980 

sample7b 87749 34370 99176 84970 34277 98851 

sample8a 87155 32229 97352 85802 32229 97352 

sample8b 110657 37334 123446 107264 37315 123365 

sample9a 70639 20151 81208 69184 20151 81208 

sample9b 83183 24400 93911 81356 24400 93911 

sample10a 38630 12099 40029 35796 12099 40029 

sample10b 78746 24552 84211 75024 24552 84211 

sample11a 69880 22210 72128 64754 22210 72127 

sample11b 112226 35642 123121 109151 35642 123121 

sample12a 66157 13287 71036 62837 13287 71036 

sample12b 72796 20979 78102 67332 20979 78102 

sample13a 117246 36114 133047 114337 36047 132735 

sample13b 71179 23127 80479 67387 22966 79836 

sample14a 90836 33429 103190 88445 33361 102926 

sample14b 109406 36328 122575 107156 36249 122179 

sample15a 81684 22499 93356 78716 22012 91116 

sample15b 67051 23993 68876 61479 23993 68876 

sample16a 87780 28056 96718 84122 27887 95997 

sample16b 67760 17564 77488 64940 17564 77488 

sample17a 99148 40327 119452 96308 40327 119452 

sample17b 67981 28781 77794 65946 28663 77394 

sample18a 72430 22528 78933 70681 22528 78933 

sample18b 69416 21577 77242 67419 21577 77242 

sample19a 69131 21169 76838 66224 21169 76837 
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sample19b 92673 29534 97494 89955 29445 97218 

sample20a 83672 26082 92167 79627 26022 91958 

sample20b 83622 26373 92160 79847 26373 92160 

negativecontrol1 123790 43226 150201 123755 43226 150201 

negativecontrol2 147573 50635 166991 147539 50625 166952 

negativecontrol3 78642 29492 86115 78642 29492 86115 

 

 

 
Παξάξηεκα 34. (Α) Ιζηνγξάκκαηα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ θαη (Β) ηζηνγξάκκαηα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζην ζχλνιν ησλ 

απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ αληίζηνηρα απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH. 

 

Παξάξηεκα 35. Γεληθή πεξηγξαθή ησλ ζπρλνηήησλ πνπ παξνπζηάδνπλ ζπλνιηθά ηα ηαμηλνκεκέλα 

αληηπξνζσπεπηηθά αλαγλψζκαηα (ASVs) θαη νη ιεηηνπξγηθέο ηαμηλνκηθέο κνλάδεο (OTUs) πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH. 

Σπρλόηεηα Ταμηλνκεκέλσλ ASVs/OTUs 

pipeline DADA2 Deblur VSEARCH 

Διάρηζηνο 1 10 1 

Μέζνο Όξνο 1922 1585 508 

Μέγηζηνο 618921 266201 462980 
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Παξάξηεκα 36. (Α) Ιζηνγξάκκαηα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ θαη (Β) ηζηνγξάκκαηα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζην ζχλνιν ησλ 

απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ αληίζηνηρα απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο  ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH κεηά ηελ αθαίξεζε κε ζηνρεπφκελσλ απνηειεζκάησλ.  

 

Παξάξηεκα 37. Πίλαθαο κε ηνλ αξηζκφ δηαηεξεηέσλ ηαμηλνκεκέλσλ αλαγλσζκάησλ αλά δείγκα γηα 

ηα ηξία θπξίαξρα ζχλνια δεδνκέλσλ ησλ επεμεξγαζηηθψλ ξνψλ ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH 

κεηά ηελ εθαξκνγή θηιηξαξίζκαηνο ρακειήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ θαζψο θαη κεηά ηελ 

αθαίξεζε πηζαλήο επηκφιπλζεο απφ ηα δεδνκέλα.  

   Αξ. Γείγκαηνο 

Φηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο 

taxa 
Αθαίξεζε πηζαλήο Δπηκνιπλζεο 

DADA2 Deblur VSEARCH DADA2 Deblur VSEARCH 

sample1a 358992 108116 396257 103185 38910 108129 

sample1b 151161 40884 168763 24215 9352 26244 

sample2a 163998 45655 182111 22157 8459 24059 

sample2b 157972 46262 173763 37097 13773 39302 

sample3a 135708 41352 149811 37774 14194 41535 

sample3b 113816 32972 127644 29240 10247 31996 

sample4a 120279 34475 132452 30239 9982 32546 

sample4b 144124 48057 159414 68321 25725 76007 

sample5a 87089 34170 95937 86816 34056 95686 

sample5b 56527 21314 63447 56527 21314 63447 

sample6a 80189 29974 89633 80189 29974 89633 

sample6b 89146 33711 102408 89146 33711 102408 

sample7a 89227 33357 102486 89227 33357 102486 

sample7b 84772 34208 97611 84772 34208 97611 

sample8a 85534 32160 92780 85534 32160 92780 

sample8b 107132 37240 120204 107132 37240 120204 

sample9a 69183 20114 79217 69183 20114 79217 

sample9b 81147 24312 92327 81147 24312 92327 
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sample10a 35610 12073 39000 35610 12073 39000 

sample10b 75024 24535 83028 75024 24535 83028 

sample11a 64549 22185 69546 64549 22185 69546 

sample11b 108946 35589 120737 108946 35589 120737 

sample12a 62753 13250 70247 62753 13250 70247 

sample12b 66434 20873 76071 66434 20873 76071 

sample13a 114035 35952 130736 113395 35801 130118 

sample13b 66956 22885 77543 66956 22885 77543 

sample14a 88148 33289 100935 88148 33289 100935 

sample14b 106632 36137 119749 106632 36137 119749 

sample15a 77919 21880 88267 77269 21639 87690 

sample15b 61479 23966 67767 61479 23966 67767 

sample16a 83987 27864 94269 83987 27864 94269 

sample16b 64898 17538 76498 64898 17538 76498 

sample17a 96105 40241 116326 96105 40241 116326 

sample17b 65691 28617 75668 65691 28617 75668 

sample18a 70618 22514 77539 70618 22514 77539 

sample18b 67234 21524 76404 67234 21524 76404 

sample19a 65901 21096 74978 65722 21039 74837 

sample19b 89886 29410 95246 89886 29410 95246 

sample20a 79581 25984 90304 79540 25972 90266 

sample20b 79317 26216 90642 79317 26216 90642 

negativecontrol1 123648 43194 146747 123648 43194 146747 

negativecontrol2 147271 50563 163047 147271 50563 163046 

negativecontrol3 78431 29422 84072 78413 29419 84048 

 

 
Παξάξηεκα 38. (Α) Ιζηνγξάκκαηα δεηγκάησλ πνπ παξέρνπλ έλα δεδνκέλν αξηζκφ ηαμηλνκεκέλσλ 

αλαγλσζκάησλ θαη (Β) ηζηνγξάκκαηα αληηπξνζσπεπηηθψλ αλαγλσζκάησλ (ASVs) θαη ιεηηνπξγηθψλ 

ηαμηλνκηθψλ κνλάδσλ (OTUs) πνπ παξέρνπλ κία δεδνκέλε ζπρλφηεηα ζην ζχλνιν ησλ 
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απνηειεζκάησλ πνπ πξνέθπςαλ αληίζηνηρα απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη 

VSEARCH κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ.  

 

Παξάξηεκα 39. Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν θπιήο ησλ 

ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH πξηλ θαη 

κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ. 

Φπιή 

Πξίλ ην θηιηξάξηζκα Μεηά ην θξηιηξάξηζκα 

[DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] [DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] 

Proteobacteria Proteobacteria 

Actinobacteriota Actinobacteriota 

Firmicutes Acidobacteriota 

Acidobacteriota Firmicutes 

Deinococcota Deinococcota 

Bacteroidota Bacteroidota 

Patescibacteria Patescibacteria 

Fusobacteriota Fusobacteriota 

Dependentiae Dependentiae 

Cyanobacteria Cyanobacteria 

SAR324 clade (Marine group B) Planctomycetota 

Chloroflexi Verrucomicrobiota 

Planctomycetota Chloroflexi 

Verrucomicrobiota Bdellovibrionota 

Bdellovibrionota Campilobacterota 

Campilobacterota [DADA2] θαη [Deblur] 

[DADA2] θαη [VSEARCH] SAR324 clade (Marine group B) 

Sumerlaeota 
 

[DADA2] 
 

Spirochaetota 
 

 

 

Παξάξηεκα 40. Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν νκνηαμίαο 

ησλ ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH 

πξηλ θαη κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ. 

Οκνηαμία 

Πξηλ ην θηιηξάξηζκα Μεηά ην θηιηξάξηζκα 

[DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] [DADA2] θαη [Deblur] θαη [ VSEARCH] 

Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria 

Actinobacteria Actinobacteria 

Bacilli Vicinamibacteria 

Vicinamibacteria Alphaproteobacteria 

Alphaproteobacteria Bacilli 

Deinococci Deinococci 

Bacteroidia Bacteroidia 

Gracilibacteria Gracilibacteria 

Clostridia Clostridia 

Thermoanaerobacteria Thermoanaerobacteria 
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Fusobacteriia Fusobacteriia 

Coriobacteriia Coriobacteriia 

Babeliae Babeliae 

Cyanobacteriia Cyanobacteriia 

Saccharimonadia Negativicutes 

Negativicutes Vampirivibrionia 

Chloroflexia Phycisphaerae 

Vampirivibrionia Thermoleophilia 

Blastocatellia Verrucomicrobiae 

Phycisphaerae Planctomycetes 

Thermoleophilia Rubrobacteria 

Verrucomicrobiae KD4-96 

Planctomycetes Saccharimonadia 

Rubrobacteria Bdellovibrionia 

KD4-96 Desulfitobacteriia 

Acidimicrobiia TK10 

Bdellovibrionia Acidobacteriae 

Desulfitobacteriia Incertae Sedis 

TK10 Thermaerobacteria 

Acidobacteriae Campylobacteria 

Incertae Sedis Blastocatellia 

Thermaerobacteria [DADA2] θαη [Deblur] 

Campylobacteria Acidimicrobiia 

[DADA2] θαη [Deblur] [Deblur] 

Symbiobacteriia Chloroflexia 

[DADA2] θαη [VSEARCH] 
 

Sumerlaeia 
 

[DADA2] 
 

Ktedonobacteria 
 

 

 

Παξάξηεκα 41. Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν ηάμεο ησλ 

ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH πξηλ θαη 

κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ  θαηεγνξηψλ. 

Τάμε 

Πξηλ ην θηιηξάξηζκα Μεηά ην θηιηξάξηζκα 

[DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] [DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] 

Gammaproteobacteria Incertae Sedis Paenibacillales Gammaproteobacteria Incertae Sedis Paenibacillales 

Propionibacteriales Phormidesmiales Propionibacteriales Phormidesmiales 

Lactobacillales Diplorickettsiales Vicinamibacterales Azospirillales 

Vicinamibacterales Azospirillales Sphingomonadales Ferrovibrionales 

Sphingomonadales Ferrovibrionales Rhizobiales Kineosporiales 

Rhizobiales Kineosporiales Lactobacillales Thermoanaerobacterales 

Alteromonadales Saccharimonadales Deinococcales Lachnospirales 

Enterobacterales Thermoanaerobacterales Flavobacteriales Sphingobacteriales 
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Pseudomonadales Lachnospirales Absconditabacteriales (SR1) Veillonellales-Selenomonadales 

Micrococcales Sphingobacteriales Burkholderiales Aeromonadales 

Deinococcales Veillonellales-Selenomonadales Staphylococcales Frankiales 

Flavobacteriales Aeromonadales Acholeplasmatales Acidaminococcales 

Absconditabacteriales (SR1) Frankiales Enterobacterales Obscuribacterales 

Thermincolales Acidaminococcales Oceanospirillales Phycisphaerales 

Burkholderiales Thermomicrobiales Clostridiales Thermincolales 

Staphylococcales Obscuribacterales Vibrionales Pedosphaerales 

Acholeplasmatales Blastocatellales Pasteurellales Brevibacillales 

Oceanospirillales Brevibacillales Corynebacteriales Rhodospirillales 

Clostridiales Phycisphaerales Bacillales Pirellulales 

Vibrionales Pedosphaerales Micromonosporales Caulobacterales 

Pasteurellales 
Oxyphotobacteria Incertae 

Sedis 
Caldicellulosiruptorales Micavibrionales 

Corynebacteriales Rhodospirillales Cytophagales Chitinophagales 

Bacillales Pirellulales Alteromonadales Cellvibrionales 

Micromonosporales Micavibrionales Micrococcales Rubrobacterales 

Caldicellulosiruptorales Chitinophagales Pseudonocardiales Gaiellales 

Caulobacterales Cellvibrionales Rhodobacterales Solirubrobacterales 

Cytophagales Rubrobacterales Xanthomonadales Saccharimonadales 

Pseudonocardiales Gaiellales Pseudomonadales Streptomycetales 

Rhodobacterales Solirubrobacterales Tistrellales Bdellovibrionales 

Xanthomonadales Streptomycetales Fusobacteriales Desulfitobacteriales 

Tistrellales Microtrichales Exiguobacterales Bryobacterales 

Bifidobacteriales Thermoactinomycetales Thermales Planctomycetales 

Fusobacteriales Bdellovibrionales Coriobacteriales DTU014 

Exiguobacterales Desulfitobacteriales Peptostreptococcales-Tissierellales Cyanobacteriales 

Thermales Acetobacterales Legionellales Bifidobacteriales 

Coriobacteriales Bryobacterales Babeliales Thermaerobacterales 

Peptostreptococcales-Tissierellales Planctomycetales Actinomycetales Campylobacterales 

Legionellales DTU014 Bacteroidales Blastocatellales 

Babeliales Cyanobacteriales [DADA2] θαη [Deblur] 

Actinomycetales Thermaerobacterales Microtrichales Erysipelotrichales 

Bacteroidales Campylobacterales [Deblur] θαη [VSEARCH] 

[DADA2] θαη [Deblur] Acetobacterales Isosphaerales 

Symbiobacteriales Erysipelotrichales [Deblur] 

[DADA2] θαη [ VSEARCH] Oxyphotobacteria Incertae Sedis Thermomicrobiales 

Sumerlaeales Oscillospirales [VSEARCH] 

Alphaproteobacteria Incertae Sedis 
 

Diplorickettsiales 

[Deblur] θαη [ VSEARCH] 
  

Isosphaerales 
  

[DADA2] 
  

C0119 
  

[VSEARCH] 
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Clostridia UCG-014 
  

 

 

Παξάξηεκα 42 Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν νηθνγέλεηαο 

ησλ ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH 

πξηλ θαη κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ. 

Οηθνγέλεηα 

Πξηλ ην θηιηξάξηζκα Μεηά ην θηιηξάξηζκα 

[DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] [DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] 

Nocardioidaceae Bacteroidaceae Nocardioidaceae Halomonadaceae 

Sphingomonadaceae Vicinamibacteraceae Sphingomonadaceae Kineosporiaceae 

Xanthobacteraceae Halomonadaceae Xanthobacteraceae Gemellaceae 

Shewanellaceae Kineosporiaceae Lactobacillaceae Family III 

Lactobacillaceae Mycobacteriaceae Deinococcaceae Beijerinckiaceae 

Enterobacteriaceae Gemellaceae Crocinitomicaceae Lachnospiraceae 

Pseudomonadaceae Family III Oxalobacteraceae env.OPS 17 

Promicromonosporaceae Beijerinckiaceae Staphylococcaceae Intrasporangiaceae 

Deinococcaceae Lachnospiraceae Acholeplasmataceae Nocardiaceae 

Crocinitomicaceae env.OPS 17 Comamonadaceae Promicromonosporaceae 

Thermincolaceae Intrasporangiaceae Enterobacteriaceae Veillonellaceae 

Oxalobacteraceae Nocardiaceae Marinomonadaceae Aeromonadaceae 

Staphylococcaceae Rhizobiales Incertae Sedis Clostridiaceae Hafniaceae 

Acholeplasmataceae Veillonellaceae Vibrionaceae Dermatophilaceae 

Enterococcaceae Aeromonadaceae Pasteurellaceae Geodermatophilaceae 

Comamonadaceae Hafniaceae Corynebacteriaceae Acidaminococcaceae 

Marinomonadaceae Dermatophilaceae Bacillaceae Pseudoalteromonadaceae 

Morganellaceae Sphingobacteriaceae Morganellaceae Vagococcaceae 

Clostridiaceae Geodermatophilaceae Micromonosporaceae Obscuribacteraceae 

Vibrionaceae Acidaminococcaceae Enterococcaceae Aerococcaceae 

Pasteurellaceae Carnobacteriaceae Caldicellulosiraptoraceae Phycisphaeraceae 

Corynebacteriaceae Pseudoalteromonadaceae Hymenobacteraceae Thermincolaceae 

Bacillaceae Vagococcaceae Idiomarinaceae Propionibacteriaceae 

Micromonosporaceae JG30-KF-CM45 Micrococcaceae Mycobacteriaceae 

Caldicellulosiraptoraceae Obscuribacteraceae Cellulomonadaceae Listeriaceae 

Caulobacteraceae Aerococcaceae Pseudonocardiaceae Dermabacteraceae 

Streptococcaceae Blastocatellaceae Weeksellaceae Pedosphaeraceae 

Moraxellaceae Burkholderiaceae Rhodobacteraceae Brevibacillaceae 

Hymenobacteraceae Brevibacillaceae Xanthomonadaceae Cytophagaceae 

Idiomarinaceae Phycisphaeraceae Pseudomonadaceae Pirellulaceae 

Micrococcaceae Propionibacteriaceae Neisseriaceae Caulobacteraceae 

Cellulomonadaceae Listeriaceae Moraxellaceae Dietziaceae 

Pseudonocardiaceae Dermabacteraceae Geminicoccaceae Chitinophagaceae 

Weeksellaceae Pedosphaeraceae Fusobacteriaceae Cellvibrionaceae 

Rhodobacteraceae Devosiaceae Exiguobacteraceae Burkholderiaceae 

Microbacteriaceae Cytophagaceae Thermaceae Rubrobacteriaceae 
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Xanthomonadaceae Sporolactobacillaceae Coriobacteriaceae Selenomonadaceae 

Neisseriaceae Pirellulaceae Shewanellaceae Sporolactobacillaceae 

Geminicoccaceae Dietziaceae Rhodocyclaceae Solirubrobacteraceae 

Bifidobacteriaceae Chitinophagaceae Legionellaceae Saccharimonadaceae 

Fusobacteriaceae Cellvibrionaceae Streptococcaceae Streptomycetaceae 

Exiguobacteraceae Brevibacteriaceae Babeliaceae Microbacteriaceae 

Thermaceae Rubrobacteriaceae Actinomycetaceae Devosiaceae 

Coriobacteriaceae Selenomonadaceae Porphyromonadaceae Alteromonadaceae 

Rhodocyclaceae Solirubrobacteraceae Pleomorphomonadaceae Hydrogenophilaceae 

Legionellaceae Saccharimonadaceae Paenibacillaceae Bdellovibrionaceae 

Babeliaceae Streptomycetaceae Leptotrichiaceae Trueperaceae 

Actinomycetaceae Sporomusaceae Nodosilineaceae Desulfitobacteriaceae 

Porphyromonadaceae Ilumatobacteraceae Prevotellaceae Brevibacteriaceae 

Pleomorphomonadaceae Thermoactinomycetaceae Flavobacteriaceae Bryobacteraceae 

Paenibacillaceae Alteromonadaceae Rhizobiaceae Spirosomaceae 

Leptotrichiaceae Hydrogenophilaceae Planococcaceae Bifidobacteriaceae 

Nodosilineaceae Bdellovibrionaceae Azospirillaceae Rhodanobacteraceae 

Prevotellaceae Trueperaceae Peptostreptococcaceae Thermaerobacteraceae 

Flavobacteriaceae Desulfitobacteriaceae Alcaligenaceae Chroococcidiopsaceae 

Rhizobiaceae Acetobacteraceae Yersiniaceae Campylobacteraceae 

Planococcaceae Bryobacteraceae Ferrovibrionaceae Blastocatellaceae 

Diplorickettsiaceae Spirosomaceae Bacteroidaceae Carnobacteriaceae 

Azospirillaceae Rhodanobacteraceae Vicinamibacteraceae 
 

Peptostreptococcaceae Thermaerobacteraceae [DADA2] and [Deblur] 

Alcaligenaceae Chroococcidiopsaceae Tannerellaceae Erysipelatoclostridiaceae 

Yersiniaceae Campylobacteraceae [Deblur] and [ VSEARCH] 

Ferrovibrionaceae 
 

Arcobacteraceae Isosphaeraceae 

[DADA2] θαη [Deblur] Acetobacteraceae Rhizobiales Incertae Sedis 

Tannerellaceae Erysipelatoclostridiaceae [Deblur] 

[DADA2] θαη [VSEARCH] Ilumatobacteraceae JG30-KF-CM45 

Sumerlaeaceae Ethanoligenenaceae Sporomusaceae 
 

Leuconostocaceae 
 

[VSEARCH] 

[Deblur] θαη [VSEARCH] Diplorickettsiaceae Sphingobacteriaceae 

Arcobacteraceae Isosphaeraceae 
  

[VSEARCH] 
  

Microtrichaceae Microscillaceae 
  

Hyphomicrobiaceae Ruminococcaceae 
  

Nitrosomonadaceae 
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Παξάξηεκα 43 Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν γέλνπο ησλ 

ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH πξηλ ην 

θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ.  

Γέλνο 

Πξηλ ην θηιηξάξηζκα 

[DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] 

Acidibacter Janthinobacterium Aeribacillus Streptomyces 

Nocardioides Legionella Blastococcus Pelosinus 

Sphingomonas Streptococcus Carnobacterium Conexibacter 

Bradyrhizobium Candidatus_Babela Enterobacter Erythrobacter 

Shewanella Adhaeribacter Neisseria Klebsiella 

Lactobacillus Actinomyces Pseudoalteromonas Ferruginibacter 

Escherichia-Shigella Novosphingobium Peptostreptococcus Vitreoscilla 

Pseudomonas Porphyromonas Amaricoccus Filifactor 

Promicromonospora Pleomorphomonas Azospirillum Thermoactinomyces 

Deinococcus Paenibacillus Vagococcus Rheinheimera 

Brumimicrobium Leptotrichia Methylobacterium-Methylorubrum Ornithinibacillus 

Thermincola Nodosilinea PCC-7104 Rhodococcus Microvirga 

Massilia Alloprevotella Candidatus Obscuribacter Achromobacter 

Staphylococcus Flavobacterium Psychrobacter Dechloromonas 

Acholeplasma Tepidimonas Abiotrophia Tepidiphilus 

Enterococcus Prevotella Cupriavidus Bdellovibrio 

Hydrogenophaga Shimwellia Brevibacillus Pseudoxanthomonas 

Marinomonas Rickettsiella Moraxella Truepera 

Morganella Peptoniphilus SM1A02 Desulfosporosinus 

Clostridium sensu stricto 1 Caldibacillus Bergeyella Frederiksenia 

Vibrio Skermanella Diaphorobacter Craurococcus-Caldovatus 

Aggregatibacter Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium Thermobacillus Solirubrobacter 

Corynebacterium Peptoclostridium Moellerella Fenollaria 

Bacillus Paenalcaligenes Brochothrix Kingella 

Micromonospora Yersinia Ensifer Saccharopolyspora 

Caldicellulosiruptor Ferrovibrio Salinispora Pseudochrobactrum 

Brevundimonas Rothia Enhydrobacter Eubacterium yurii group 

Lactococcus Lawsonella Brachybacterium Stomatobaculum 

Acinetobacter Myroides Proteus Joostella 

Hymenobacter Serratia CENA359 Bryobacter 

Aliidiomarina Thermomonas Caulobacter Lacihabitans 

Kocuria Glutamicibacter Devosia Luteimonas 

Actinotalea Bacteroides Planococcus CL500-29 marine group 

Actinophytocola Lysinibacillus Clostridium sensu stricto 12 Cutibacterium 

Chryseobacterium Halomonas Siphonobacter Aerococcus 
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Paracoccus Mycobacterium Microbacterium Clostridium sensu stricto 5 

Anoxybacillus Haemophilus Vulcaniibacterium Brachymonas 

Empedobacter Gemella Sporolactobacillus Bosea 

Stenotrophomonas hermoanaerobacterium Pir4 lineage Lysobacter 

Comamonas Anaerostipes Dietzia Chiayiivirga 

Actinomycetospora Actinoalloteichus Gallicola Schlegelella 

Salinicoccus Gordonia Micrococcus Undibacterium 

Uruburuella Phreatobacter Cellvibrio Thermaerobacter 

Candidatus_Alysiosphaera Isoptericola Ralstonia Cnuella 

Bifidobacterium Veillonella Brevibacterium Chroococcidiopsis SAG 2023 

Fusobacterium Pseudonocardia Rubrobacter Mesonia 

Geobacillus Aeromonas Eremococcus Campylobacter 

Exiguobacterium Hafnia-Obesumbacterium Lautropia Elizabethkingia 

Thermus Idiomarina Flaviflexus Granulicatella 

Collinsella Altererythrobacter Marmoricola Croceicoccus 

Cloacibacterium Haematobacter Sphingobium Ruminococcus gauvreauii group 

Anaerococcus Austwickia TM7a Shinella 

Methyloversatilis Pedobacter Jeotgalicoccus Finegoldia 

Rubellimicrobium Coenonia Quadrisphaera 
 

[DADA2] θαη [Deblur] 

Caldinitratiruptor Mangrovibacter Testudinibacter Erysipelatoclostridium 

[DADA2] θαη [ VSEARCH] 

Ancylobacter Gelidibacter Blastomonas JGI 0001001-H03 

Sumerlaea Acuticoccus Capnocytophaga Ethanoligenens 

Leuconostoc 
   

[Deblur] and [ VSEARCH] 

Pelomonas Tundrisphaera Aliterella Delftia 

Pseudarcobacter Desemzia Nitratireductor Phenylobacterium 

Acidovorax 
   

[DADA2] 

Limnobacter 

[VSEARCH] 

Arthrobacter Aeromicrobium Puia IS-44 

Sediminibacterium Selenomonas IMCC26207 Parvimonas 

Zoogloea Hydrogenophilus Hyphomicrobium Ruminococcus 

Roseateles Ochrobactrum Meiothermus 
 

 

Παξάξηεκα 44 Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν γ έλνπο ησλ 

ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH κεηά ην 

θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ.  

Γέλνο 

Μεηά ην θηιηξάξηζκα 

[DADA2] and [Deblur] and [VSEARCH] 

Acidibacter Streptococcus Blastococcus Quadrisphaera 
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Nocardioides Candidatus Babela Actinomycetospora Streptomyces 

Sphingomonas Adhaeribacter Pseudonocardia Microbacterium 

Bradyrhizobium Actinomyces Enterobacter Erythrobacter 

Lactobacillus Novosphingobium Neisseria Klebsiella 

Deinococcus Porphyromonas Pseudoalteromonas Devosia 

Brumimicrobium Pleomorphomonas Peptostreptococcus Ferruginibacter 

Massilia Paenibacillus Amaricoccus Vitreoscilla 

Staphylococcus Leptotrichia Comamonas Rheinheimera 

Acholeplasma Nodosilinea PCC-7104 Vagococcus Ornithinibacillus 

Hydrogenophaga Alloprevotella Methylobacterium-Methylorubrum Microvirga 

Marinomonas Rubellimicrobium Rhodococcus Achromobacter 

Clostridium sensu stricto 1 Flavobacterium Candidatus Obscuribacter Dechloromonas 

Vibrio Tepidimonas Psychrobacter Tepidiphilus 

Aggregatibacter Prevotella Abiotrophia Bdellovibrio 

Corynebacterium Shimwellia SM1A02 Truepera 

Bacillus Caldibacillus Bergeyella Desulfosporosinus 

Morganella Skermanella Diaphorobacter Frederiksenia 

Micromonospora Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-Rhizobium Altererythrobacter Brevibacterium 

Enterococcus Peptoclostridium Thermincola Solirubrobacter 

Caldicellulosiruptor Paenalcaligenes Thermobacillus Pseudoxanthomonas 

Hymenobacter Yersinia Mycobacterium Kingella 

Aliidiomarina Ferrovibrio Brochothrix Eubacterium yurii group 

Kocuria Rothia Salinispora Stomatobaculum 

Actinotalea Lactococcus Enhydrobacter Joostella 

Actinophytocola Lawsonella Brachybacterium Bryobacter 

Chryseobacterium Myroides Proteus Lacihabitans 

Paracoccus Serratia Planococcus Cutibacterium 

Anoxybacillus Thermomonas Brevibacillus Caulobacter 

Empedobacter Glutamicibacter Clostridium sensu stricto 12 Clostridium sensu stricto 5 

Stenotrophomonas Bacteroides Siphonobacter Peptoniphilus 

Pseudomonas Lysinibacillus Vulcaniibacterium Bosea 

Salinicoccus Halomonas Pir4 lineage Bifidobacterium 

Uruburuella Haemophilus Brevundimonas Chiayiivirga 

Acinetobacter Gemella Dietzia Promicromonospora 

Candidatus Alysiosphaera Thermoanaerobacterium Gallicola Schlegelella 

Fusobacterium Anaerostipes Micrococcus Undibacterium 

Geobacillus Actinoalloteichus Cellvibrio Thermaerobacter 

Exiguobacterium Gordonia Ralstonia Cnuella 

Thermus Isoptericola Rubrobacter Chroococcidiopsis SAG 2023 

Escherichia-Shigella Veillonella Eremococcus Luteimonas 

Collinsella Aeromonas Lautropia Campylobacter 

Cloacibacterium Hafnia-Obesumbacterium Flaviflexus Croceicoccus 

Shewanella Idiomarina Sporolactobacillus Ruminococcus gauvreauii group 
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Anaerococcus Haematobacter Marmoricola Granulicatella 

Methyloversatilis Austwickia Sphingobium Shinella 

Janthinobacterium Coenonia TM7a Jeotgalicoccus 

Legionella Aeribacillus 
  

[DADA2] θαη [Deblur] 

Ensifer Mangrovibacter Testudinibacter Erysipelatoclostridium 

[DADA2] θαη [VSEARCH] 

Ancylobacter JGI 0001001-H03 
  

[Deblur] θαη [VSEARCH] 

Pelomonas Craurococcus-Caldovatus Aliterella Saccharopolyspora 

Pseudarcobacter Tundrisphaera Phreatobacter Carnobacterium 

Acidovorax Desemzia 
  

[Deblur] 

Conexibacter CENA359 CL500-29 marine group Pelosinus 

Moellerella Lysobacter Nitratireductor Phenylobacterium 

[VSEARCH] 

Rickettsiella Pedobacter 
  

 

 

Παξάξηεκα 45 Πίλαθαο κε ηηο θνηλέο θαη κνλαδηθέο ηαμηλνκεθέο θαηεγνξίεο ζε επίπεδν είδνπο ησλ 

ηξηψλ ζπλφισλ δεδνκέλσλ απφ ηηο επεμεξγαζηηθέο ξνέο ησλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH πξηλ θαη 

κεηά ην θηιηξάξηζκα ρακειήο ζρεηηθήο αθζνλίαο ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ.  

Δίδνο 

Πξηλ ην θηιηξάξηζκα Μεηά ην θηιηξάξηζκα 

[DADA2] θαη [Deblur] θαη [VSEARCH] [DADA2] θαη [Deblur] θαη [ VSEARCH] 

Deinococcus aerolatus Corynebacterium propinquum Deinococcus aerolatus Acinetobacter baumannii 

Staphylococcus lentus Nocardioides furvisabuli Staphylococcus lentus Clostridium magnum 

Caldicellulosiruptor acetigenus Peptoniphilus duerdenii Caldicellulosiruptor acetigenus Psychrobacter alimentarius 

Corynebacterium appendicis Clostridium magnum Corynebacterium appendicis Acinetobacter guillouiae 

Lactococcus piscium Psychrobacter alimentarius Hymenobacter tibetensis Bacillus circulans 

Acinetobacter baumannii Sporolactobacillus laevolacticus Aliidiomarina shirensis Prevotella copri 

Hymenobacter tibetensis Acinetobacter guillouiae Acinetobacter ursingii Schaalia odontolytica 

Aliidiomarina shirensis Bacillus circulans Staphylococcus equorum Ralstonia mannitolilytica 

Acinetobacter ursingii Prevotella copri Fusobacterium periodonticum Hymenobacter rutilus 

Staphylococcus equorum Ralstonia mannitolilytica Thermus scotoductus Enterococcus cecorum 

Bifidobacterium pullorum Hymenobacter rutilus Collinsella tanakaei Rubrobacter xylanophilus 

Fusobacterium periodonticum Enterococcus cecorum Legionella pneumophila Nocardioides lentus 

Thermus scotoductus Rubrobacter xylanophilus Candidatus Babela Sporolactobacillus laevolacticus 

Collinsella tanakaei Nocardioides lentus Streptococcus parauberis Haemophilus pittmaniae 

Legionella pneumophila Corynebacterium durum Boudabousia marimammalium Brevundimonas olei 

Candidatus Babela Parageobacillus thermoglucosidasius Porphyromonas pasteri Methylobacterium variabile 

Streptococcus parauberis Haemophilus pittmaniae Paenibacillus validus Acinetobacter radioresistens 

Boudabousia marimammalium Brevundimonas olei Vibrio metschnikovii Morganella psychrotolerans 

Porphyromonas pasteri Methylobacterium variabile Prevotella veroralis Ornithinibacillus contaminans 

Schaalia odontolytica Acinetobacter radioresistens Flavobacterium dankookense Brevibacterium ravenspurgense 
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Paenibacillus validus Filifactor alocis Shewanella baltica Solirubrobacter taibaiensis 

Vibrio metschnikovii Morganella psychrotolerans Ferrovibrio denitrificans Pseudomonas guguanensis 

Lactobacillus fermentum Ornithinibacillus contaminans Streptococcus dysgalactiae Acinetobacter schindleri 

Prevotella veroralis Hymenobacter qilianensis Myroides odoratus Kocuria palustris 

Flavobacterium dankookense Brevibacterium ravenspurgense Leptotrichia buccalis Joostella marina 

Shewanella baltica Solirubrobacter taibaiensis Porphyromonas asaccharolytica Staphylococcus pettenkoferi 

Ferrovibrio denitrificans Pseudomonas guguanensis Lactococcus piscium bacterium 28W232 

Streptococcus dysgalactiae Acinetobacter schindleri Vibrio diazotrophicus Methylobacterium komagatae 

Myroides odoratus Kocuria palustris Porphyromonas gingivalis Thermaerobacter subterraneus 

Leptotrichia buccalis Joostella marina Anaerostipes caccae Bifissio spartinae 

Porphyromonas asaccharolytica Staphylococcus pettenkoferi Corynebacterium aurimucosum Campylobacter concisus 

Vibrio diazotrophicus bacterium 28W232 Austwickia chelonae Stenotrophomonas rhizophila 

Porphyromonas gingivalis Cutibacterium granulosum Streptococcus salivarius Myroides phaeus 

Deinococcus proteolyticus Methylobacterium komagatae Coenonia anatina Corynebacterium kroppenstedtii 

Anaerostipes caccae Thermaerobacter subterraneus Corynebacterium propinquum TM7 phylum 

Prevotella paludivivens Bifissio spartinae [DADA2] θαη [Deblur] 

Corynebacterium aurimucosum Ilumomonas thalassia Testudinibacter aquarius 

Austwickia chelonae Campylobacter concisus [DADA2] θαη [VSEARCH] 

Streptococcus salivarius Stenotrophomonas rhizophila Acinetobacter bohemicus Corynebacterium amycolatum 

Coenonia anatina Myroides phaeus Lactococcus raffinolactis Bacillus nealsonii 

Moraxella atlantae Corynebacterium kroppenstedtii Prevotella paludivivens Neisseria perflava 

[DADA2] θαη [Deblur] [Deblur] θαη [VSEARCH] 

Caldinitratiruptor microaerophilus Testudinibacter aquarius Deinococcus antarcticus Paenibacillus glucanolyticus 

[DADA2] θαη [VSEARCH] Paenibacillus urinalis Carnobacterium maltaromaticum 

Comamonas granuli Bacillus nealsonii [DADA2] 

Acinetobacter bohemicus Porphyromonas catoniae Streptococcus parasanguinis 

Lactococcus raffinolactis Streptococcus parasanguinis [Deblur] 

Lactobacillus melliventris Lactobacillus iners Comamonas denitrificans Pseudomonas geniculata 

Leuconostoc carnosum Aggregatibacter aphrophilus Peptoniphilus duerdenii Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 

Prevotella nanceiensis Neisseria perflava [VSEARCH] 

Corynebacterium amycolatum Capnocytophaga sputigena Desemzia incerta Lactobacillus iners 

bacterium BW1PhC42 
   

[Deblur] θαη [VSEARCH] 
  

Deinococcus antarcticus Carnobacterium maltaromaticum 
  

Paenibacillus urinalis Pseudomonas geniculata 
  

Paenibacillus glucanolyticus 
   

[Deblur] 
  

Comamonas denitrificans Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 
  

Acinetobacter beijerinckii 
   

[VSEARCH] 
  

Clostridium indolis Enterococcus faecium 
  

Shewanella profunda Rubellimicrobium aerolatum 
  

Anaerococcus nagyae Vibrio ordalii 
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Prevotella bivia Ruminococcus bicirculans 
  

bacterium AF13 Kingella oralis 
  

TM7 phylum Aliidiomarina iranensis 
  

Lepisosteus oculatus Tepidimonas fonticaldi 
  

Clostridium hiranonis Corynebacterium matruchotii 
  

Streptococcus vestibularis Peptoniphilus lacrimalis 
  

Anaerococcus octavius Corynebacterium testudinoris 
  

Clostridium putrefaciens bacterium CYCU-0258 
  

bacterium RFB Acinetobacter septicus 
  

 

Παξάξηεκα 46 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ DADA2. 

 

Παξάξηεκα 47 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ Deblur.  
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Παξάξηεκα 48 Γηάγξακκα ξαβδψλ γηα ηελ απεηθφληζε ηεο ζρεηηθήο αθζνλίαο ησλ βαθηεξηαθψλ 

ηαμηλνκηθψλ θαηεγνξηψλ ζε επηπεδν θπιεο ηνπ ζπλφινπ δεδνκέλσλ VSEARCH.  

 

Παξάξηεκα 49. Αλαιπηηθέο κεηξήζεηο εληξνπίαο Shannon άιθα πνηθηινκνξθίαο γηα ηελ θαηαζθεπή 

ησλ ζεθνγξακκάησλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηα ζχλνια δεδνκέλσλ DADA2, Deblur θαη VSEARCH, γηα 

ηηο ηξεηο βαζηθέο νκάδεο δεηγκάησλ, ηα δείγκαηα αίκαηνο πξηλ ηελ αληηςπρσζηθή ζεξαπεία 

(before_treatment), ηα δείγκαηα αίκαηνο κεηά απφ έλαλ κήλα αληηςπρσζηθήο ζεξαπείαο 

(after_treatment) θαη ηα δείγκαηα ειέγρνπ (controls). 

 
Οκάδεο δεηγκάησλ: 

before_treatment  

(n=20) 

after_treatment 

(n=20) 

controls  

(n=3) 

DADA2 

Γηάκεζνο 5,01 4,91 4,61 

Δλδνηεηαξηεκνξηαθφ εχξνο (IQR) 0,82 0,36 0,31 

Διάρηζηε 4,32 4,47 4,41 

Μέγηζηε 5,70 5,32 5,04 

Αξηζκφο αθξαίσλ ηηκψλ 2 - - 

Deblur 

Γηάκεζνο 4,73 4,66 4,28 

Δλδνηεηαξηεκνξηαθφ εχξνο (IQR) 0,39 0,36 0,37 

Διάρηζηε 4,09 3,99 4,21 

Μέγηζηε 5,43 5,19 5,00 

Αξηζκφο αθξαίσλ ηηκψλ 1 1 - 

VSEARCH 

Γηάκεζνο 5,60 5,51 6,02 

Δλδνηεηαξηεκνξηαθφ εχξνο (IQR) 0,46 0,39 0,38 

Διάρηζηε 4,82 5,15 5,57 

Μέγηζηε 6,30 6,00 6,20 

Αξηζκφο αθξαίσλ ηηκψλ 1 - - 
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