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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Κατά τη διάρκεια της τελευταίας δεκαετίας, λόγω της μεγάλης διαθεσιμότητας σε τεχνικές 

αλληλούχησης νέας γενιάς (NGS), έχει αποκαλυφθεί η παρουσία μικροβιακών κοινοτήτων σχεδόν σε 

όλο το ανθρώπινο σώμα, συμπεριλαμβανομένης και της αναπαραγωγικής οδού. Το μικροβίωμα 

θεωρείται πως εμπλέκεται στη διατήρηση μίας υγιούς κατάστασης στον οργανισμό, συνεπώς αλλαγές 

που οφείλονται σε εσωτερικούς ή εξωτερικούς παράγοντες μπορεί να οδηγήσουν σε μικροβιακή 

δυσβίωση και στην ανάπτυξη παθολογιών. Έχει προταθεί πως το μικροβίωμα του γυναικείου 

αναπαραγωγικού συστήματος εμπλέκεται στη γυναικεία υπογονιμότητα και πως μπορεί να έχει 

βασικό ρόλο στην επιτυχία της υποβοηθούμενης αναπαραγωγής. Ένα φυσιολογικό δείγμα κολπικού 

μικροβιώματος χαρακτηρίζεται από την παρουσία βακτηρίων που ανήκουν στο γένος Lactobacillus 

ενώ πρόσφατες μελέτες, αποκάλυψαν την ύπαρξη μικροβιώματος στο ενδομήτριο, το οποίο 

αποτελούνταν από Lactobacillus και άλλα βακτήρια. Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκε το 

μικροβίωμα της αναπαραγωγικής οδού γυναικών (20 γυναίκες-ενδομήτριο, κόλπος, τράχηλος) που 

υποβλήθηκαν σε εξωσωματική γονιμοποίηση, με τη χρήση αλληλούχησης νέας γενιάς στο γονίδιο 

16S rRNA (NGS-16S Metagenomics). Η πλειοψηφία των δειγμάτων κόλπου (9 από τις 13 γυναίκες) 

εμφάνισαν ως κυρίαρχο μικροβίωμα είδη της οικογένειας Lactobacillaceae σε ποσοστό από 91% έως 

99,9%, ενώ στα δείγματα ενδομητρίου και τραχήλου δεν υπήρξε κάποιο κυρίαρχο είδος οργανισμού. 

Υπήρξε μία συστηματική εμφάνιση Burkholderiaceae στα δείγματα ενδομητρίου, ενώ κάποιες 

γυναίκες παρουσίασαν μία μοναδική εικόνα μικροβιώματος. Είναι σημαντική η κατανόηση της 

σύστασης του μικροβιώματος στο γυναικείο αναπαραγωγικό σύστημα, καθώς αυτό μπορεί να αλλάξει 

τη θεραπευτική προσέγγιση που οδηγεί σε μία επιτυχημένη εγκυμοσύνη.
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ABSTRACT

Over the last decade, due to the great availability of next generation sequencing techniques (NGS), 

the presence of microbial communities has been revealed in almost the entire human body, including 

the reproductive tract. The microbiome is involved in maintaining a healthy state in the body, therefore 

a change due to internal or external factors can lead to microbial dysbiosis and the development of 

pathologies. It has been suggested that the microbiome of the female reproductive system is involved 

in female infertility and that it may play a key role in the success of assisted reproduction. A normal 

sample of vaginal microbiome is characterized by the presence of bacteria that belong to the genus 

Lactobacillus, while recent studies have revealed the presence of a microbiome in the endometrium, 

which is consisted of Lactobacillus and other bacteria. This study investigated the microbiome of the 

female reproductive tract (20 women- endometrium, vagina, cervix), who underwent in vitro 

fertilization, using next generation sequencing in the 16S rRNA gene (NGS-16S Metagenomics). 

Most of the vaginal specimens (9 out of 13 females) had a predominant microbiome of species of the 

family Lactobacillaceae from 91% to 99.9%, while in the endometrial and cervical specimens there 

were no dominant species. There was a systematic appearance of Burkholderiaceae in endometrial 

specimens, with some women presenting a unique microbiome. Understanding the composition of the 

microbiome in the female reproductive tract is very important, as it could change the therapeutic 

approach that could lead to a successful pregnancy.
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ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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A.1 ΜΙΚΡΟΒΙΩΜΑ ΚΑΙ ΑΝΘΡΩΠΙΝΗ ΑΝΑΠΑΡΑΓΩΓΗ

Τα βακτήρια αποικίζουν το μεγαλύτερο μέρος του ανθρώπινου σώματος και η γεννητική οδός των 

γυναικών δεν αποτελεί εξαίρεση. Ενώ η ύπαρξη του μικροβιώματος του κόλπου έχει μελετηθεί 

εκτενώς, η άνω γεννητική οδός θεωρούνταν στείρα και η ύπαρξη βακτηρίων σε αυτή ως μία 

ανεπιθύμητη κλινική εκδήλωση. Μέχρι πρόσφατα, η μήτρα θεωρείτο ένα αποστειρωμένο όργανο που 

προστατεύεται με την τραχηλική βλέννα από τα βακτήρια που υπάρχουν στο κολπικό περιβάλλον. Η 

υπόθεση «στείρα μήτρα» αμφισβητήθηκε από μελέτες που έδειχναν πως τα βακτήρια ήταν σε θέση 

να ανέλθουν στον τράχηλο μέσω της προστατευτικής βλέννας. Παρατηρήθηκε πως όχι μόνο 

βακτήρια, αλλά και μικρά σωματίδια μεταφέρονται ενεργά από τον κόλπο, στον τράχηλο και τη 

μήτρα, έως τις σάλπιγγες και τα ωοθυλάκια1,2.

Ένα φυσιολογικό δείγμα κολπικού μικροβιώματος χαρακτηρίζεται από την παρουσία βακτηρίων 

που ανήκουν στο γένος Lactobacillus. Πρόσφατες μελέτες στις οποίες χρησιμοποιήθηκε τεχνολογία 

next generation sequencing στο γονίδιο 16S, αποκάλυψαν την ύπαρξη μικροβιώματος στο 

ενδομήτριο, το οποίο αποτελούνταν από Lactobacilus και άλλα βακτήρια. Γυναίκες στις οποίες η 

μικροχλωρίδα του ενδομητρίου κυριαρχείται από το γένος Lactobacillus σε ποσοστό μεγαλύτερο από 

90%, εμφανίζουν υψηλότερα ποσοστά επιτυχίας εξωσωματικής γονιμοποίησης και φυσιολογικής 

κύησης. Αντίθετα, μειωμένα ποσοστά επιτυχούς εμφύτευσης και αυξημένος κίνδυνος αποβολής 

έχουν συσχετισθεί με μικροχλωρίδα που περιέχει <90% Lactobacillus και αυξημένα επίπεδα 

βακτηρίων του γένους Gardnerella ή Streptococcus. Αυτές οι συσχετίσεις έχουν πρακτικό ενδιαφέρον 

καθώς ο εμπλουτισμός της μικροχλωρίδας του ενδομητρίου με λακτοβάκιλλο ή η μείωση των 

επιπέδων Gardnerella ή Streptococcus, μέσω κατάλληλης διατροφής και χορήγησης προβιοτικών ή 

αντιβιοτικών θα μπορούσε να αυξήσεις τις πιθανότητες επιτυχούς κύησης3.

Σύμφωνα με τα στοιχεία της Ευρωπαϊκής Εταιρείας Ανθρώπινης Αναπαραγωγής & Εμβρυολογίας 

(ESHRE), τα ποσοστά επιτυχούς εμφύτευσης γονιμοποιημένου ωαρίου και επίτευξης κλινικής 

εγκυμοσύνης κυμαίνονται στο 26-30%, αλλά διαφοροποιούνται ανάλογα με την ηλικία. Οι αιτίες της 

επαναλαμβανόμενης αποτυχίας εμφύτευσης σε υγιείς γυναίκες δεν είναι πλήρως κατανοητές. 

Ωστόσο, η δεκτικότητα του ενδομητρίου στην υποδοχή του γονιμοποιημένου ωαρίου 

(εμβρυομεταφορά) αποτελεί σημαντική παράμετρο επιτυχούς εμφύτευσης κατά συνέπεια ιδιαίτερο 

επιστημονικό ενδιαφέρον παρουσιάζει η πρόσφατη ανακάλυψη μικροβιακής κοινότητας στο 

ενδομήτριο.
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Οι επιπτώσεις του ανθρώπινου μικροβιώματος στην αναπαραγωγή μελετώνται έντονα από τον 19ο 

αιώνα. Οι κλασσικές μελέτες του Ignaz Semmelweis4, οδήγησαν το 1847 στην πρόταση πως το 

πλύσιμο των χεριών σε διάλυμα υποχλωριωδίου θα μπορούσε σχεδόν να εξαλείψει τον κίνδυνο του 

πυρετού λοχείας, μία διαταραχή που είχε ως αποτέλεσμα ένα ποσοστό θνησιμότητας στις μητέρες 

από 7% - 15%. Η θεωρία των μικροβίων ως εστία μόλυνσης είχε προταθεί από τον Pasteur5, αλλά η 

έλλειψη επαρκών επιστημονικών εργαλείων για να διευκρινιστεί το πως συμβαίνει η μετάδοση και η 

πρόκληση του μεταγεννητικού πυρετού, οδήγησαν στην απόρριψη των ευρημάτων του Semmelweis. 

Ο ίδιος όταν επέμεινε στην παρουσίαση των ευρημάτων του και στην αναγκαιότητα του πλυσίματος 

των χεριών, χαρακτηρίστηκε ως ψυχικά ασταθής και εισήχθη σε άσυλο, όπου κατά ειρωνικό τρόπο 

πέθανε εντός λίγων εβδομάδων εξαιτίας μιας λοίμωξης από την οποία προσβλήθηκε στο άσυλο. Από 

τότε η κατανόηση και ο ρόλος του μικροβιώματος τόσο υπό φυσιολογικές όσο και υπό παθολογικές 

συνθήκες έχει αυξηθεί δραματικά6.

Ο χαρακτηρισμός του «υγιούς» ή του «βασικού» μικροβιώματος της αναπαραγωγικής οδού, 

ξεκίνησε από τη βιβλιογραφία της γυναικολογίας, η οποία προσδιόριζε το κολπικό μικροβίωμα καθώς 

αυτό άλλαζε στη διάρκεια του εμμηνορροϊκού κύκλου, στην εμμηνόπαυση αλλά και σε δυσβιωτικές 

συνθήκες, όπως στις παθολογικές αναταραχές της αναπαραγωγικής οδού. Αυτές οι παρατηρήσεις 

έθεσαν τις βάσεις για τη θεωρία πως αλλαγές στο μικροβίωμα θα μπορούσαν να έχουν αντίκτυπο στο 

αναπαραγωγικό δυναμικό ασθενών με υπογονιμότητα, και πως η διόρθωση των ανωμαλιών στο 

μικροβίωμα του κάθε ασθενούς θα μπορούσε να οδηγήσει σε αυξημένες πιθανότητες επιτυχημένης 

εγκυμοσύνης7.

Η δυσβιωτική συνθήκη στη μαιευτική έχει συνδεθεί με φλεγμονώδεις καταστάσεις που μπορούν 

να οδηγήσουν σε αυθόρμητο πρόωρο τοκετό, μεταξύ άλλων ανεπιθύμητων μαιευτικών 

αποτελεσμάτων. Το πεδίο της μεταγονιδιωματικής αποκάλυψε πως ο πλακούντας διαθέτει πλούσιο 

και ποικίλο μικροβίωμα ακόμη και σε υγιείς εγκυμοσύνες. Εδώ έγκειται ένα σημείο ενδιαφέροντος, 

καθώς όπως στη διαδικασία της εμφύτευσης, όπου υπάρχει μία εισβολή βλαστοκύστης στο σύστημα, 

το ανοσοποιητικό σύστημα πρέπει να επιτύχει την ισορροπία μεταξύ της απόρριψης του ιστού του 

πλακούντα και του εμβρύου, ενώ παράλληλα παρέχει στη μητέρα άμυνα κατά της μόλυνσης. Τα 

δεδομένα που εξάγονται από τη μελέτη αυτής της ισορροπίας, μπορούν να οδηγήσουν σε ευρήματα 

όπως είναι οι πολυμορφισμοί TNF-alpha-308, οι οποίοι μπορούν να αναγνωριστούν ως δείκτες σε 

γυναίκες υποψήφιες για ανεπιθύμητα μαιευτικά αποτελέσματα, ή ακόμη και σαν δείκτες 

υπογονιμότητας6.
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The Microbiome in Human Reproduction
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Εικόνα 1: Το ανθρώπινο μικροβιωμα επηρεάζει όλες τις πτυχές της αναπαραγωγής, απο τη γαμετογενεση, τη 

γονιμοποίηση και τη μετανάστευση των εμβρύων, έως την εμφύτευση, με αντίκτυπο σε πρώιμη αποτυχία της 

εγκυμοσύνης και ακόμη και σε μία ενδομήτρια λοίμωξη που θα μπορούσε να οδηγήσει σε πρόωρο τοκετό. (Franasiak. 

Microbiome in reproduction. Fertil Steril 2015)
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A.1.2 Μικροβίωμα και εμφύτευση βλαστοκύστης -  Υπάρχει συσχέτιση;

Για να υπάρξει κατανόηση της μικροβιακής δράσης στην αλληλεπίδραση των κυττάρων της 

μήτρας που εμπλέκονται στην εμφύτευση του εμβρύου, πρέπει πρώτα να υπάρξει κατανόηση της 

σημαντικότητας του ενδομητρίου στην επιτυχία της εμφύτευσης και στη δημιουργία του πλακούντα. 

Παρά το αυξανόμενο ενδιαφέρον από τους επιστήμονες στη διαδικασία της εμφύτευσης, οι 

μηχανισμοί στους οποίους βασίζεται η ανθρώπινη εμφύτευση παραμένουν ελάχιστα κατανοητοί. 

Κάθε μήνα, πριν την παρουσία ενός αναπτυσσόμενου εμβρύου, δημιουργούνται οι κατάλληλες 

συνθήκες για το σχηματισμό του πλακούντα. Κατά τη διάρκεια της ωχρινικής φάσης συμβαίνει 

αυθόρμητος μετασχηματισμός του ενδομητρίου προς μία δεκτική κατάσταση, ανεξάρτητη από την 

παρουσία ή την απουσία της σύλληψης. Στη συνέχεια, 6-10 ημέρες μετά την ωορρηξία (κατά τις 

ημέρες 19-24 του εμμηνορροϊκού κύκλου) διαμορφώνεται η δεκτική κατάσταση του ενδομητρίου. 

Αυτό αναφέρεται ως «το παράθυρο της εμφύτευσης» (WOI) που διαρκεί 2-4 ημέρες. Οι φυσιολογικές 

προσαρμογές που απαιτούνται για τις σωστές κυκλικές αλλαγές του ενδομητρίου ρυθμίζονται από 

διακυμάνσεις στα επίπεδα προγεστερόνης και οιστρογόνων καθώς και από τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συστήματος και τα προϊόντα τους. Οι ενδομητριακοί ινοβλάστες διαφοροποιούνται 

για να γίνουν μεγαλύτεροι και πιο στρογγυλοί, σαν ινοβλάστες στρωματικών κυττάρων. Για να 

επιτευχθεί αυτό, ο κυτταροσκελετός και η πλασματική μεμβράνη υφίστανται τροποποιήσεις. Η κοίλη 

επιφάνεια του ενδομητρίου(luminal), πρέπει να μπορεί να αλληλοεπιδρά με τη βλαστοκύστη. Οι 

αλληλεπιδράσεις περιλαμβάνουν επίσης μόρια πρόσφυσης όπως είναι οι ιντεγκρίνες, συνδέτες L- 

σελεκτίνης και ολιγοσακχαρίτες. Το ενδομήτριο, κατά συνέπεια είναι ζωτικής σημασίας για την 

ανάπτυξή ενός υγιούς πλακούντα, και ως εκ τούτου μιας υγιούς εγκυμοσύνης. Εάν οι μικροβιακές 

ενώσεις συνιστούν έναν ακόμα φυσιολογικό παράγοντα στο πολύπλοκο περιβάλλον της μήτρας, τότε 

θα συμβάλουν επίσης στην εμφύτευση και τη σύσταση του πλακούντα 8(Εικ.2 ).
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Εικόνα 2: Απεικόνιση των βασικών στοιχείων της αλληλεπίδρασης βλαστοκύστης -  ενδομητρίου, που απαιτείται για 

ένα δεκτικό ενδομήτριο. Λόγω των σημαντικών συνεισφορών του στη δημιουργία του πρώιμου πλακούντα, το ενδομήτριο 

είναι το κλειδί για μία υγιή εγκυμοσύνη. Η σωστή αλληλεπίδραση μεταξύ τροφοβλάστης και τοπικής ανοσίας είναι 

απαραίτητη για να επιτευχθεί η σωστή ανάπτυξη λαχνών και υγιούς πλακούντα. Όλες αυτές οι ιδιαίτερα ρυθμιζόμενες 

ιδιότητες του ενδομητρίου που απαιτούνται στην αρχική φάση της εγκυμοσύνης επηρεάζονται πιθανώς από το 

μικροβίωμα της μήτρας. (Benner M. et all. Hum Reprod Update. 2018)
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Α.1.3 Η ανοσία της μήτρας και το τοπικό μικροβίωμα

Τα τοπικά κύτταρα του ανοσοποιητικού συστήματος ανήκουν στους παράγοντες που είναι γνωστό 

πως επηρεάζουν τη μετανάστευση των τροφοβλαστών, συνεπώς είναι καθοριστικής σημασίας για την 

αναδιαμόρφωση της μητρικής σπειροειδούς αρτηρίας. Το ανοσοποιητικό σύστημα συμμετέχει στενά 

σε όλες τις πτυχές της αναπαραγωγικής διαδικασίας, ιδιαίτερα τη στιγμή της σύλληψης και την 

περίοδο της εμφύτευσης. Διαφορετικά στάδια κατά την έναρξη της εγκυμοσύνης εμπεριέχουν 

διάφορες ανοσολογικές προκλήσεις: για μία υγιή εγκυμοσύνη, το μητρικό ανοσοποιητικό σύστημα 

πρέπει να υποστηρίξει την εισαγωγή του σπέρματος και να επιτρέψει τη γονιμοποίηση, την αρχική 

επαφή της βλαστοκύστης στο ενδομήτριο και το σωστό σχηματισμό του πλακούντα. Τα NK κύτταρα, 

τα κύτταρα Τ και τα αντιγονοπαρουσιαστικά κύτταρα (APC) είναι ένα κοινός στόχος κατά τη 

διερεύνηση της ανοσολογίας της εγκυμοσύνης. Είναι πολύ μεγάλη η σημασία ενός αυστηρά 

ρυθμισμένου ανοσοποιητικού περιβάλλοντος της μήτρας, που θα μπορούσε ενδεχομένως να 

επηρεαστεί από μικροβιοεπαγωγικούς παράγοντες9.

Για την ανίχνευση παθογόνων ιικής, βακτηριακής και μυκητιακής προέλευσης, το ανοσοποιητικό 

σύστημα ανιχνεύει μοριακά μοτίβα που σχετίζονται με τα παθογόνα (PAMP), μέσω υποδοχέων 

αναγνώρισης προτύπων (PRR), όπως είναι οι υποδοχείς TLR, υποδοχείς τύπου RIG-I, υποδοχείς 

τύπου NOD (NLRs) και υποδοχείς λεκτίνης τύπου C, όπως είναι οι κολεκτίνες (collectins), οι 

σελεκτίνες (selectins), οι ενδοκυτταρικοί υποδοχείς και οι πρωτεογλυκάνες. Οι PRRs αποτελούν την 

πρώτη γραμμή άμυνας κατά των σεξουαλικώς μεταδιδόμενων νοσημάτων, ή άλλων παθογόνων που 

μπορούν να εισέλθουν στη γυναικεία αναπαραγωγική οδό μέσω του κόλπου. Η έκφραση του mRNA 

και των πρωτεϊνών των TLR υποδοχέων αλλάζει κατά τη διάρκεια του εμμηνορροϊκού κύκλου, ενώ 

η έκφραση του υποδοχέα στα κύτταρα του ενδομητρίου βρέθηκε να είναι χαμηλή στην 

πολλαπλασιαστική φάση και αυξημένη στην εκκριτική φάση. Μαζί με τους ενδοκυτταρικούς 

υποδοχείς, υπάρχει μία υψηλή έκφραση αισθητήρων παθογένειας που καλύπτουν τη γυναικεία 

αναπαραγωγική οδό. Όλοι αυτοί οι υποδοχείς μπορούν να αντιληφθούν συγκεκριμένα PAMPs και να 

αντιδράσουν προκαλώντας καταρράκτες σηματοδότησης10.

Η διατήρηση των αποικιών των βακτηρίων του μικροβιώματος προσδίδει προστασία στον ξενιστή 

ενάντια σε διάφορα παθογόνα. Τα συγκεκριμένα βακτήρια ανταγωνίζονται επιτυχώς τα παθογόνα 

που εισβάλουν περιστασιακά στον ξενιστή στις θέσεις που αποικίζουν, επιδίδοντας καλύτερη 

προσαρμοστικότητα, κάτι το οποίο ονομάζεται «αντίσταση αποικισμού». Τα βακτήρια του 

μικροβιώματος (commensal microbiota) εξειδικεύονται στη χρήση των θρεπτικών συστατικών του 

περιβάλλοντός τους, εξαντλώντας το έτσι από θρεπτικά συστατικά που απαιτούνται για την ανάπτυξη
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των παθογόνων ειδών. Η κατανάλωση ενός περιορισμένου πόρου μπορεί να «πεινάσει» τον παθογόνο 

εισβολέα. Το E.coli, για παράδειγμα, ανταγωνίζεται στην κατανάλωση σακχάρων, αμινοξέων και 

άλλων θρεπτικών συστατικών με την παθογόνο εντεροαιμορραγική E.coli (EHEC). Τα συμβιωτικά 

βακτήρια επίσης υπερασπίζονται τη θέση που αποικίζουν. Ένα παράδειγμα είναι αυτό του 

συμβιωτικού Clostridium scindens, το οποίο προστατεύει το κόλον από μόλυνση με Clostridioides 

difficile, μέσω της παραγωγής δευτερογενών οξέων χολής (bile acids), τα οποία αναστέλλουν την 

ανάπτυξη του C.difficile. Μία ακόμη συμβολή των συμβιωτικών βακτηρίων, είναι η συνεχής 

διέγερση των υποδοχέων, που οδηγούν σε ρύθμιση του TLR, που απαιτείται για την αντίληψη 

δυνητικά παθογόνων βακτηρίων. Ποντίκια και άνθρωποι που έλαβαν αντιβιοτικά, μειώνοντας έτσι το 

μικροβίωμα του εντέρου, είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα σε στελέχη ανθεκτικά στα αντιβιωτικά, λόγω της 

μειωμένης έκφρασης των αντιμικροβιακών αμυντικών μηχανισμών. Στη γυναικεία αναπαραγωγική 

οδό, παρατηρείται αναστολή του Neisseria gonorrhoeae στην παρουσία γαλακτοβάκιλλων, σε 

μοντέλο ενδομητριακών επιθηλιακών κυττάρων. Σε μοντέλα ενδοτραχηλιακών επιθηλιακών 

κυττάρων, αγωνιστές TLR, που χρησιμοποιήθηκαν ως υποκατάστατα για μικροβιακά προϊόντα, 

αποδείχθηκε πως διεγείρουν αντιμικροβιακά προϊόντα και βλεννίνες. Συνεπώς, η διατήρηση ενός 

συμβιωτικού μικροβιώματος εντός του ενδομητρίου μπορεί να αποδειχθεί πως είναι ένα 

αποτελεσματικό μέσο προστασίας της μήτρας από λοιμώξεις11 (Εικ. 3).
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Pa tte  r  n r  ecognit io n 
re ce p to r

Ex p re  sse d on EEC ESC Cyclical
changes

P at hoge n - ass oci ate dl 
m o le cu la r p a tte rn

P at hoge n R eference

Toll-like roceptrr

TLRl P1isma membrane X M Up kkrontammg PAMPs, 
e.g LTA
(together wich T  LFU/£)

Gram pus bacteria, 
funp

Aflataoman et oL (2007); 
Young et o l (2004)

TLR2 Rasma membrane X X X bpid-con taming PAMPs, 
e.g. LTA (together with 
TLR2/6), zymosan

Gram ipos. bacteria., 
funp

Aflaiooman et ο ι (2007, 
H irata e to l (2007); 
Young et o l (2004)

TLR£ Rasma membrane X <*) X See TLRl Π. Afl ai ooman et o l (2007)

TLR4 Rasma membrane X X X LPS LiptdA Gram neg, bacteria Afl ai ooma n et o l (2007); 
H irata et n l (2007); 
Young et aL (2004)

TLR5 Raima membrane X M X Flage n Flagellated bacteria Aflatoonian et at. (2007); 
Young et aL (2004)

TLR3 Endoscmne X X X dsKMA Virus Aflaiaonian et ol. (2007); 
Hirata eta). (2007),
J orgenson et o l (2005); 
Schaefer et aL (2005); 
Young et aL (2004)

TLR7 Endosome X X - ssRMA Virus, bacteria Aflatcx>ma.n et o i (2007)

TLRB Endosome X X - ssRMA Virus, bacteria Aflatcx>ma.n et oi. (2007)

TLR9 Endosome X X X CpG-iicb unmetfrylated 
ssDMA

Virus, bacteria Afl ai ooma n et aL (2007); 
H irata e to l (2007); 
Young et aL (2004)

TLRIO Endosome X X X Unknown Afl ai ooma n et o l (2007)

Mod-Ill® receptor

Modi Cytoplasm X Lc*W Pepiidogtycan (gram pos. 
bacteria c j  wall 
component)

Gram pos./neg, 
Eaciena.

GhisfretdL (2013); O tg  
et d. (2009)

N o d i Cytoplasm X X X Muiamyl di peptide Gram pos./neg. 
Bacteria

G hash e to l (2013); Kipg 
et d. (2009)

1 nflammasorre Cytoplasm X Lc*W nd Muiamyl di peptde Gram pos./neg, 
Bactena.

D Ί pp-drto et oL (201 6)

RJG-I -like receptor

RIG-1 Cytoplasm X Lc*W nd Short/5'tnpih os ph are 
dsRNA

Virus Ghoshet oil (2013)

M DA-5

C-type llecbn

Eg. Dedans, 
mannose
binding lectin

Cytoplasm x Low nd

Plasma, membrane/ (x) (x) nd
endosome/
secreted

uwvw
dsRNA, preference fo r  Virus 
long seg merits

|5-Glucan, zymosan (yeast Virus, fungi 
cell wall), carbohydrates

Ghosh etflJL (30 0 )

Oger ei oL (2009)

Εικόνα 3: Έκφραση PRRs σε κύτταρα ενδομητρίου. (Benner M. et all. Hum Reprod Update. 2018)
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Α.1.4 Επιθηλιακά κύτταρα και προσαρμογή ιστού κατά την εμφύτευση

Εκτός από τα λεμφοκύτταρα, τα επιθηλιακά κύτταρα διαδραματίζουν έναν καθοριστικό ρόλο στο 

συμβιωτικό αποικισμό των ιστών. Τα επιθηλιακά κύτταρα μαζί με τα συμβιωτικά βακτήρια 

αποτελούν ένα φυσικό φραγμό έναντι των παθογόνων. Αυξανόμενα στοιχεία αναδεικνύουν τη 

σημασία των μικροβίων στην ανάπτυξη του εντέρου και τη μορφογένεσή του. Γνωστές προσαρμογές 

που οφείλονται στο μικροβίωμα του εντέρου, είναι η εντερική επιθηλιακή κυτταρική διαφοροποίηση, 

η αναγέννηση των επιθηλιακών κυττάρων, η διαμόρφωση της διαπερατότητας των επιθηλιακών 

κυττάρων και η αγγείωση (vascularization) του εντέρου. Στη μήτρα, τα συμβιωτικά βακτήρια μπορεί 

να συμβάλλουν στην αναδιαμόρφωση που απαιτείται για μία δεκτική κατάσταση στο ενδομήτριο. Το 

γένος Bacteroides, που αποτελεί το 30% της κοινότητας των βακτηρίων στο ενδομήτριο στο 90% των 

γυναικών, είναι γνωστό πως συμμετέχει στενά στην ανάπτυξη του εντερικού ιστού επηρεάζοντας την 

ωρίμανση και τη συντήρηση των επιθηλιακών κυττάρων. Οι Hooper et al., απέδειξαν πως το 

B.thetaiotaomicron προκαλεί γονιδιακή έκφραση πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην απορρόφηση 

θρεπτικών συστατικών, στην αγγειογένεση, στην εντερική ωρίμανση και στην ενίσχυση του φραγμού 

του βλεννογόνου. Τα Bacteroides, αποδείχθηκε πως είναι απαραίτητα για την εντερική αγγείωση 

μέσω σηματοδότησης που μεσολαβείται από τα κύτταρα Paneth, τον κύριο τύπο επιθηλιακών 

κυττάρων στο έντερο, εκκρίνοντας αντιμικροβιακές ενώσεις. Περαιτέρω μελέτες οι οποίες έκαναν 

χρήση ενδομητρικών επιθηλιακών κυττάρων, αποδίδουν παρόμοιες φυσιολογικές λειτουργίες στο 

μικροβίωμα της μήτρας κατά τη διάρκεια της αναδιαμόρφωσης του ενδομητρίου. Οι συνεχείς 

επανορθωτικές διαδικασίες που ακολουθούν την εκκριτική φάση, μπορεί να ωφεληθούν από 

μηχανισμούς υποστήριξης του μικροβιώματος. Η δυσβίωση σε αυτή την κρίσιμη περίοδο 

προετοιμασίας της βλαστοκύστης για εμφύτευση, μπορεί να είναι μία από τις αιτίες που οδηγούν σε 

μία αποτυχημένη εμφύτευση.

Μία ακόμα ενδιαφέρουσα προσαρμογή ιστού που εμπλέκεται στην περίοδο της εμφύτευσης, είναι 

η αλλαγή στη λειτουργία του φραγμού στο επιθήλιο του ενδομητρίου. Κάποια χαρακτηριστικά των 

στενοσυνδέσμων αλλάζουν στις ημέρες 13 έως 22 του εμμηνορροϊκού κύκλου, και θα μπορούσαν να 

έχουν έναν ευεργετικό ρόλο στην εμφύτευση. Η αναδιανομή των συνδέσμων προσκόλλησης 

(adherens junctions) και των δεσμοσωμάτων κατά τη διάρκεια των γόνιμων ημερών, μπορεί επίσης 

να προετοιμάζουν τον ιστό για την εισβολή της τροφοβλάστης. Η λειτουργία των στενοσυνδέσμων 

ρυθμίζεται από θρεπτικά συστατικά και κυτοκίνες. Ως μία παρενέργεια της αυξημένης 

διαπερατότητας του ιστού, αυξάνεται και η διαπερατότητα σε βακτήρια της γεννετικής οδού. Αυτό 

μπορεί να οδηγήσει σε ένα περιβάλλον που διεγείρει τα βλεννογόνα ανοσοποιητικά κύτταρα έτσι
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ώστε να εκκρίνουν κυτοκίνες, που είναι ευεργετικές κατά την περίοδο την εμφύτευσης της 

βλαστοκύστης12.

Uterine microbiota

C om petition  fo r resources

In flam m atory and
im m une responses

M icrob ial-secreted m etabolites

Genetic s ta b ility

Antimicrobial substances

In teg rity  o f the
Epithelium

Physical barrie r

EndometriumUterine cavity

(p) >  Inflammatory and 
immune cells

Potential pathogen microorganism Γ θ | Epithelial cell

Antimicrobial substances 8 Epithelial junction

___________________________________Pattern recognition receptors (PRRs) Molecular resources

Εικόνα 4: Το μικροβίωμα του ενδομητρίου μπορεί να συμβάλει στην υγιή φυσιολογία του ενδομητρίου. Κατά την 

αναγνώριση μορίων από τους PRRs, τα επιθηλιακά κύτταρα απελευθερώνουν διαλυτούς παράγοντες όπως κυτοκίνες, που 

επηρεάζουν τους τοπικούς πληθυσμούς λεμφοκυττάρων. Τα μικρόβια της μήτρας θα μπορούσαν να επηρεάσουν τη 

γονιδιωματική σταθερότητα των επιθηλίων της μήτρας, μέσω της ρύθμισης των μεταγραφικών παραγόντων και άλλων 

γενομικών και επιγενετικών αλλαγών. Εάν τα βακτήρια υπάρχουν φυσικά στη μήτρα, μπορεί να υπάρξει, παρόμοια 

αλληλεπίδραση με τα κύτταρα του ξενιστή, όπως και στην περίπτωση του βλεννογόνου του εντέρου. (Molina NM et 

al. Biomolecules. 2020)
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Α.1.3 Η υπόθεση του «αποικισμού» της μήτρας

Τα τελευταία χρόνια αυξανόμενα στοιχεία έχουν δείξει την παρουσία μικροοργανισμών, όχι μόνο 

στον κόλπο αλλά και στο ανώτερο γυναικείο αναπαραγωγικό σύστημα (συμπεριλαμβανομένων των 

ωοθηκών, των σαλπίγγων και τη μήτρα), που για μεγάλο χρονικό διάστημα θεωρείτο ως στείρο.

Μόλις πρόσφατα, μεταγονιδιωματικές μελέτες έδειξαν πως το ανώτερο αναπαραγωγικό σύστημα, 

το οποίο περιλαμβάνει τις ωοθήκες, τις σάλπιγγες και τη μήτρα, δεν είναι στείρο, αλλά φιλοξενεί ένα 

συγκεκριμένο μικροβιακό προφίλ (Εικ. 2). Πριν από περίπου 30 χρόνια, καλλιεργήθηκαν για πρώτη 

φορά βακτήρια σε δείγματα ενδομητρίου13. Αργότερα οι Mitcell et al. απέδειξαν την παρουσία 

συγκεκριμένων βακτηρίων στη μήτρα, διαφορετικών από αυτά που υπάρχουν στον κόλπο, ακόμη και 

αν ο πλούτος των ειδών ήταν χαμηλότερος στη μήτρα14. Σύμφωνα με τα τελευταία ευρήματα, οι Chen 

et al., χρησιμοποιώντας τόσο ποσοτική PCR όσο και αλληλούχηση επόμενης γενιάς (NGS), 

ανακάλυψαν πως το ανώτερο αναπαραγωγικό σύστημα φιλοξενεί περίπου 10.000 λιγότερα βακτήρια 

από τον κόλπο15. Αυτό το χαμηλότερο βακτηριακό φορτίο μπορεί να οφείλεται στο φραγμό που 

υπάρχει ανάμεσα σε κόλπο και μήτρα, και εμποδίζει την άνοδο μικροβίων από τον κόλπο σε αυτή, σε 

κάποιες ανοσολογικές αντιδράσεις που λαμβάνουν χώρα στο περιβάλλον της μήτρας, αλλά και σε 

συγκεκριμένους περιβαλλοντικούς παράγοντες που επιτρέπουν την ανάπτυξη ορισμένων μόνο taxa 

βακτηρίων. Παρόλη τη χαμηλή βιομάζα, το μικροβίωμα της μήτρας εμφανίζεται ενεργό, ενώ τα πιο 

άφθονα φύλλα βακτηρίων σε αυτή φαίνεται πως είναι τα Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria 

και Actinobacteria. Τέλος, οι Lactobacillus φαίνεται πως είναι το πιο εκπροσωπούμενο γένος στο 

ενδομήτριο16.

Το μικροβίωμα του ενδομητρίου έχει προταθεί πως μπορεί να τροποποιήσει τις λειτουργίες των 

ενδομητρικών κυττάρων και του τοπικού ανοσοποιητικού συστήματος, όπως και να βοηθήσει στην 

πρόληψη λοιμώξεων της μήτρας, ανταγωνιζόμενο παθογόνους μικροοργανισμούς και παράγοντας 

προστατευτικά μόρια. Ωστόσο, λόγω των δυσκολιών στη λήψη δειγμάτων του ανώτερου 

αναπαραγωγικού συστήματος από υγιείς γυναίκες, λίγα στοιχεία είναι διαθέσιμα μέχρι σήμερα. Οι 

Moreno et al., συγκρίνοντας το μικροβίωμα από ενδομήτριο και κόλπο γόνιμων και υγιών γυναικών, 

επιβεβαίωσαν τον επιπολασμό των ειδών Lactobacillus σε αυτά, ενώ παρόμοιο μικροβιακό προφίλ 

βρέθηκε μεταξύ κόλπου και ενδομητρίου στο 80% των περιπτώσεων17. Παρόμοια αποτελέσματα 

επιτεύχθηκαν και από τους Kyono et al., έστω και σε ένα μικρότερο πληθυσμό δειγμάτων18. Συνολικά 

αυτά τα δεδομένα υποστηρίζουν την υπόθεση μιας συνέχειας μικροβίων κατά μήκος του 

αναπαραγωγικού συστήματος, με την άνοδο των μικροβίων σε αυτό από τον κόλπο.
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Ωστόσο, πρέπει να σημειωθεί, πως υπάρχει ακόμη συζήτηση για τον εάν όντως η ανώτερη 

γεννητική οδός φιλοξενεί βακτήρια. Αρκετές μελέτες έχουν χρησιμοποιήσει NGS για την εκτίμηση 

της παρουσίας βακτηρίων στον πλακούντα και για τη συσχέτισή τους σε διαφορετικές συνθήκες 

υγείας. Από την άλλη, πολλές μελέτες έχοντας υπόψιν το bias που μπορεί να προκληθεί λόγω 

επιμόλυνσης σε δείγματα με τόσο χαμηλή βιομάζα, δεν ανίχνευσαν βακτήρια στον πλακούντα19. Η 

«υπόθεση του αποικισμού της μήτρας» εξακολουθεί να είναι αδύναμη, καθώς οι χρησιμοποιούμενες 

μοριακές προσεγγίσεις έχουν ένα όριο ανίχνευσης, το οποίο ίσως δεν είναι ικανό να αναλύσει 

μικροβιακούς πληθυσμούς χαμηλής βιομάζας. Για τον καθορισμό της ποικιλότητας τέτοιων 

δειγμάτων είναι αναγκαίες οι καλά σχεδιασμένες μελέτες ελέγχου μεγάλων αριθμών δειγμάτων, οι 

οποίες θα λαμβάνουν υπόψιν εργαστηριακές πηγές μόλυνσης αλλά και τα τεχνικά όρια της κάθε 

μεθόδου, έτσι ώστε να αντιμετωπίζεται το πρόβλημα εμφάνισης bias στα αποτελέσματα. Αυτό θα

επιτρέψει να καθοριστούν οι λειτουργίες του μικριβιώματος του άνω αναπαραγωγικού συστήματος 

και να οριστεί ο ρόλος του σε αυτό.

Εικόνα 5: Το μικροβίωμα του γυναικείου αναπαραγωγικού συστήματος υπό φυσιολογικές συνθήκες δεν είναι στείρο, 
αλλά φιλοξενεί μία συγκεκριμένη σύνθεση μικροβιώματος. (Tomaiuolo R. et all. Microbiota and Human Reproduction: 
The Case of Female Infertility, 2020 May).
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Το ανθρώπινο κολπικό μικροβίωμα περιλαμβάνει μία ποικιλία ωφέλιμων μικροβίων αλλά και 

παθογόνων, τα οποία κατοικούν στο κολπικό περιβάλλον. Τα αυτόχθονα μικροβιωτά στο κολπικό 

περιβάλλον φαίνεται πως είναι σε συμβιωτική σχέση με τον ξενιστή. Μύκητες και συγκεκριμένα είδη 

Candida, είναι πιθανό να υπάρχουν στον βλεννογόνο του κόλπου και να αποτελούν μέρος του 

πολύπλοκου κολπικού οικοσυστήματος μαζί με άλλα βακτήρια. Η διακύμανση στη σύσταση 

μικροβίων και μυκήτων σε γυναίκες αναπαραγωγικής ηλικίας εξαρτάται από ορμονικές αλλαγές, την 

ηλικία, τις σεξουαλικές πρακτικές και τη χρήση αντιμικροβιακών φαρμάκων. Η μικροβιακή 

δυσβίωση στον κόλπο οδηγεί σε υπερανάπτυξη διάφορων παθογόνων και τελικά συμβάλει σε 

εμφάνιση νόσου.

Η κολπική δυσβίωση αναφέρεται στη διαταραχή της μικροβιακής κοινότητας στον κόλπο και 

συχνά σχετίζεται με αρκετές γυναικολογικές παθήσεις. Πολλαπλές μελέτες έχουν αποδείξει τη σχέση 

μεταξύ της κολπικής δυσβίωσης και αυξημένων κολπικών λοιμώξεων, όπως της βακτηριακής 

κολπίτιδας, της αιδιοκολπικής καντιντίασης και των σεξουαλικώς μεταδιδόμενων λοιμόξεων (HPV, 

χλαμύδια, CT)20. Ένα από τα πιο σημαντικά χαρακτηριστικά της δυσβίωσης είναι οι αλλαγές στο pH 

του κόλπου. Σε πρόσφατη μελέτη, σημαντικά υψηλότερο κολπικό pH, που προκαλείται από μειωμένη 

συγκέντρωση γαλακτικού οξέος παρατηρήθηκε σε γυναίκες με βακτηριακή κολπίτιδα, CT και 

αιδιοκολπική καντιντίαση σε σχέση με υγιείς γυναίκες21. Αλλαγές στο μικροβίωμα του κόλπου 

μπορούν επίσης να οδηγήσουν σε σοβαρά γυναικολογικά προβλήματα, όπως είναι η απώλεια 

εγκυμοσύνης, ο πρόωρος τοκετός και η μειωμένη ικανότητα σύλληψης.

Κατά την τελευταία δεκαετία, οι έρευνες που αφορούν το κολπικό μικροβίωμα έχουν αυξηθεί 

εκθετικά. Οι συγκεκριμένες μελέτες αποκάλυψαν την ποικιλία των μικροβιακών κοινοτήτων που 

διαμορφώνουν μία ξεχωριστή σύνθεση μικροβιώματος στο γυναικείο κόλπο. Το σύνολο των 

ευρημάτων των μελετών πρότειναν πως υπάρχει κυριαρχία της κοινότητας λακτοβάκιλλων στο υγιές 

κολπικό περιβάλλον, ενώ ένα υψηλό κολπικό pH (λιγότερο όξινο ) είναι πιθανό να παρατηρηθεί σε 

νοσηρές κολπικές συνθήκες. Τα πιο κοινά είδη λακτοβάκιλλων που παρατηρούνται στο κολπικό 

περιβάλλον είναι τα Lactobasillus crisparatus, Lactobacillus gasseri, Lactobacilus iners και 

Lactobacillus jensenii22. Οι αλλαγές στη σύνθεση των μικροβίων του ανθρώπινου κόλπου μπορούν 

να συμβούν σε διαφορετικά στάδια της ζωής, όπως είναι η βρεφική ηλικία, η εφηβεία, η εγκυμοσύνη 

και η εμμηνόπαυση. Επιπλέον, οι ορμονικέ αλλαγές, η ανεξέλεγκτη χρήση αντιβιοτικών, η έμμηνος 

ρύση και οι κολπικές πλύσεις είναι κοινοί παράγοντες που οδηγούν σε χρόνιες αλλαγές στο 

ανθρώπινο κολπικό μικροβίωμα23.

Α.1.4 Κολπικό μικροβίωμα
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Οι σχετικές αφθονίες των κυρίαρχων βακτηρίων γαλακτικού οξέος (LAB) στον υγιή κόλπο, 

καθορίζουν τους τύπους της κοινότητας βακτηρίων του κόλπου, γνωστούς και ως CSTs. Τα CSTs 

ομαδοποιούνται ως CST I, II, III, IV, και V με καθένα από τα CST να κυριαρχείται από L.crisparatus, 

L.gasseri, L.iners, πολυμικροβιακά προφίλ που συμπεριλαμβάνουν βακτήρια του γένους 

Lactobasillus και βακτήρια που σχετίζονται με τη βακτηριακή κολπίτιδα (BVAB), και τέλος 

L.jensenii αντίστοιχα. Ενώ οι καταστάσεις CST I, III, και IV έχουν μελετηθεί εκτενώς και 

εμφανίζονται συνήθως στις γυναίκες, οι καταστάσεις CST II και V σπάνια εντοπίζονται σε γυναίκες24.

Η παρουσία L.iners στο CTS III και CTS IV συσχετίστηκαν με υψηλότερη αντίσταση (baseline) 

σε προμολυσματικούς παράγοντες όπως είναι ο ανασταλτικός παράγοντας μετανάστευσης 

μακροφάγων (MIF), η ιντερλευκίνη-1 α, η ιντερλευκίνη 18 και ο παράγοντας νέκρωσης όγκων α 

(TNF-α), που είναι υπεύθυνοι για την ενεργοποίηση φλεγμονώδων απαντήσεων στον κόλπο. Το 

κολπικό μικροβίωμα που κυριαρχείται από L.crisparatus (CST I), σχετίζεται πάντα με το προφίλ ενός 

υγιούς κόλπου, ενώ το κολπικό περιβάλλον που κυριαρχείται από L.iners (CST III) είναι πιο 

επιρρεπές στην κολπική δυσβίωση. Πολλαπλές μελέτες έχουν δείξει πως το προστατευτικό 

αποτέλεσμα του L.crisparatus έναντι των σεξουαλικώς μεταδιδόμενων νοσημάτων και της 

βακτηριακής κολπίτιδας, συνδέεται με την ικανότητά του για παραγωγή γαλακτικού οξέος και 

βακτηριοκίνης, που διατηρούν την υγιή κατάσταση του κόλπου. Ταυτόχρονα, η έλλειψη βασικής 

σύνθεσης αμινοξέων από το L.iners, το αναγκάζουν να βασίζεται σε μεγάλο βαθμό σε εξωγενή 

αμινοξέα, τα οποία προέρχονται από τον ξενιστή. Το περιορισμένο μεταβολικό του ρεπερτόριο και η 

εξάρτησή του από τα θρεπτικά συστατικά του ξενιστή, το καθιστούν ευαίσθητο στις περιβαλλοντικές 

αλλαγές. Επιπλέον, παράγει μία ξεχωριστή ισομερή μορφή γαλακτικού οξέος (L-γαλακτικό οξύ)25, η 

οποία είναι ανεπαρκές στην καταστολή παθογόνων κατά τη διάρκεια κολπικής λοίμωξης.

Όπως αναφέρθηκε, μία πληθώρα ερευνών έδειξε πως η ανθρώπινη κολπική σύνθεση 

διαφοροποιείται σημαντικά μεταξύ ατόμων και επηρεάζεται αρκετά από ορμόνες (εγκυμοσύνη και 

έμμηνος ρύση), όπως και από την εθνότητα των ατόμων. Οι επίδραση των ορμονών, και ιδιαίτερα 

της οιστραδιόλης μπορεί να διεγείρει τη μετάβαση του CST I (L.crisparatus) σε CST III (L.iners) ή 

σε μία μικτή κοινότητα λακτοβάκιλλων, αλλά σπάνια σε μία παθολογική κοινότητα μικροβίων. Οι 

καταστάσεις CST IV και CST III εντοπίστηκαν κυρίως σε άτομα Αφρικανικής ιθαγένειας. Είναι 

πιθανό πως γενετικοί παράγοντες σε αυτές τις ομάδες μπορεί να μεταβάλουν τις ανοσολογικές 

αντιδράσεις οι οποίες ευνοούν των αποικισμό των L.iners και άλλων παθογόνων που προκαλούν 

κολπική δυσβίωση26 . Σε γυναίκες της Ασίας και λευκές γυναίκες, το κύριο κολπικό μικροβίωμα 

αποτελείται από είδη λακτοβάκιλων σε ποσοστό 80,2% και 89,7% αντίστοιχα. Αντίθετα, οι
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λακτοβάκιλοι δεν είναι το μοναδικό γένος μικροοργανισμών που εμφανίζονται σε μαύρες και 

ισπανόφωνες γυναίκες (μόνο 59,6% και 61,9% αντίστοιχα). Μία μελέτη σε 151 γυναίκες (65 HPV 

θετικές, 86 HPV αρνητικές), αποκάλυψε πως ο HPV σχετίζεται σημαντικά με την υψηλή παρουσία 

αναερόβιων μικροογανισμών όπως τα Bacteroides plebeius, Acinetobacter Iwofi και Prevotella 

buccae. Αυτά τα ευρήματα υπονοούσαν πως υψηλή ποικιλομορφία κολπικής μικροβίωσης αυξάνει 

σημαντικά τον κίνδυνο απόκτησης HPV. Μία διατάραξη στο μικροβίωμα του κόλπου, μπορεί να 

επηρεάσει την έμφυτη ανοσία του ξενιστή έναντι της λοίμωξης από HPV, που μπορεί να οδηγήσει σε 

ανάπτυξη καρκίνου του τραχήλου της μήτρας27.

CST I: L  cnspatus-domna ted

Healthy Slate Transitional State Diseased State

This CST is relatively stable and transition to diseased state in a very rare occasion
Low vaginal pH (< pH 4.0) contributed by the lactic acid and organic acids production from Lactobacillus
CST I can undergo temporal transition to  L /«revs1-dominated CST or mixed species Lactobacillus oue to pregnancy, menses, and sexual practice

CST II: L. gasseri- dominated

Healthy State Transitional State Diseased State

Not reported

This CST is dynamic, but the transition to diseased state CST is not actively reported
The transition to CST I (L. cv/spaft/s-dominated) may occur rarely during pregnancy
Low vagmal pH (pH 4 4) contributed by the lactic acid and organic acids production from Lactobacillus

CST III: L  tore-dom inated

Healthy/ Transitional State
Facilitated vaginal dysbiosis

Restricted metabolic repertoire of L. triers
and their dependence on the nutrients from
r St highly sera vecausing
environmental changes

Produced L-lactic acid which is insufficient to
inhibit progression of pathogens during
vaginal infection

It is believed that transitional state of CST III (vaginal pH > 4  5) facilitated acquisition of BV as compared to healthy state (vaginal pH 4.0)
Associated with the higher baseline in pro-inflammatory factors such as MIF, interleukin-1a, interleukin 18, and TNF-a
Decreased in the metabolic enzymatic activity of glycolysis (ALDO, DPS, GAPDH, and GPI) associated with higher vaginal pH (>4.5) in diseased state L. tners-
dominated CS1

Εικόνα 6: Σχηματική απεικόνιση των ανθρώπινων κολπικών βακτηριακων κοινοτήτων (CSTs) με βάση την 
υπάρχουσα βιβλιογραφία. (Chee,.,Chew, &Than. Vaginal microbiota and the potential o f Lactobacillus derivatives in 
maintaining vaginal health, 2020).
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CSTIV- (A and B): Anaerobic bacteria-domineted
Diseased Stale

■ CST IV-A modest proportion of L. iners along with BVAB
■ CST IV-B: mostly dominated by BVAB, such as Atopobium, Gardnerella, Mobituncus, PrevoteHa, 

and Sneathia
■ This CST is commonly found in BV patients and healthy African women
■ Low lactic acid production due to low number of Lactobacillus
■ Disruption of mucin layer by BVAB compromising the binding site for LAB adhesion and ability to 

protect mucosal layer from BVAB
■ High Nugent score ( ϊ7 )  along with the formation of polymicrobial biofilm by BVAB in vaginal 

epithelium
■ Increased the risk of STIs, preterm labour, miscarriage, and pelvic inflammatory diseases

Εικόνα 6 συνέχεια
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Ο αριθμός των μικροοργανισμών που συνυπάρχουν μέσα και επάνω στο ανθρώπινο σώμα 

εκτιμάται πως είναι ανάλογος με το συνολικό αριθμό κυττάρων που αποτελούν το σώμα. Οι 

μικροοργανισμοί που αποικούν το ανθρώπινο σώμα αναφέρονται ως μικροβιωτά. Τα μικροβιωτά 

συνιστούν τη δεξαμενή των μικροβίων που φιλοξενούνται στο ανθρώπινο σώμα και εκτός από 

βακτήρια περιλαμβάνουν ιούς, μύκητες, ζύμες, αρχαία και πρωτόζωα. Το συλλογικό γενετικό 

περιεχόμενο αυτών των μικροοργανισμών και οι περιβάλλοντες συνθήκες είναι γνωστές ως 

μικροβίωμα. Ο συνδυασμός του συνόλου των μικροβιακών και ανθρώπινων κυττάρων θα μπορούσε 

να θεωρηθεί ως μία οικολογική και βιολογική μονάδα, το λεγόμενο ανθρώπινο ολοβίωμα (holobiont). 

Η σχέση μεταξύ ξενιστή και μικροβιώματος μπορεί να χαρακτηριστεί ως κοινοπραξία (το ένα είδος 

ωφελείται, ενώ το άλλο παραμένει ανεπηρέαστο), αμοιβαία (ευεργετική και για τα δύο είδη), ή 

παρασιτική (το ένα είδος να ωφελείται εις βάρος του άλλου)28.

Η χρήση μικροσκοπίου υπήρξε εδώ και δεκαετίες ο ακρογωνιαίος λίθος ταυτοποίησης των 

μικροβίων. Τα βακτήρια μπορούν να αναγνωριστούν και να ταξινομηθούν με βάση τα 

χαρακτηριστικά τους, όπως είναι η χρώση Gram και η μορφολογία των κυττάρων (σχήμα, διάταξη, 

μορφή και μέγεθος). Η μικροσκοπία χρησιμοποιείται ακόμη σαν τεχνική σε κλινικά δείγματα για τη 

διάγνωση ορισμένων μολυσματικών ασθενειών. Στον τομέα της ανθρώπινης αναπαραγωγής, η 

μικροσκοπία εξακολουθεί να έχει ένα σημαντικό ρόλο στην ανίχνευση κυτταρικών ενδείξεων ή στον 

προσδιορισμό του Nugent Score στην περίπτωση της βακτηριακής κολπίτιδας. Παρόλα αυτά μία 

πρόσφατη μελέτη έδειξε πως η ευαισθησία της διάγνωσης του ιατρού στη βακτηριακή κολπίτιδα είναι 

σημαντικά χαμηλότερη από τη διερεύνηση του περιστατικού με χρήση PCR τεχνικών29.

Οι μέθοδοι που εξαρτώνται από την καλλιέργεια των μικροοργανισμών ήταν οι πρώτες τεχνικές, 

μετά τη μικροσκοπία, που χρησιμοποιήθηκαν για τη μελέτη των μικροοργανισμών και τον καθορισμό 

των κατάλληλων μέσων ανάπτυξής τους. Ύστερα από ένα συγκεκριμένο χρονικό περιθώριο 

καλλιέργειας, τα διαφορετικά γένη μπορούν να καθοριστούν με την αξιολόγηση της χρώσης των 

κυττάρων, τη μορφολογία τους και την ικανότητά τους για διάφορες βιοχημικές αντιδράσεις. Παρόλο 

που αυτές οι μέθοδοι δεν κοστίζουν, είναι αρκετά χρονοβόρες και περίπλοκες και μόνο τα μικρόβια 

των οποίων οι μεταβολικές και φυσιολογικές ανάγκες παρέχονται από το συγκεκριμένο μέσο 

ανάπτυξης θα πολλαπλασιαστούν ενώ θα καταστείλουν τα υπόλοιπα είδη που μπορεί να υπάρχουν 

στο δείγμα. Επομένως, ο μεγαλύτερος περιορισμός αυτής της τεχνικής είναι πως η προκύπτουσα 

μικροβιακή σύνθεση είναι ατελής και μη αντιπροσωπευτική30.

A.1.5 Πρώιμες αναλύσεις μικροβιώματος
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Α.2 16S rRNA

Όταν υπάρχει υποψία μόλυνσης, η έγκαιρη και ακριβής αναγνώριση των παθογόνων μπορεί να 

βελτιώσει τα αποτελέσματα των ασθενών και να μειώσει την υπερβολική χρήση αντιβιοτικών ευρέος 

φάσματος. Το ισχύον πρότυπο για τη διάγνωση λοιμώξεων είναι με βάση την καλλιέργεια ενός 

δείγματος και ακολουθείται από μορφολογικές και βιοχημικές μεθόδους για τον εντοπισμό των 

παθογόνων. Παρά τη διαδεδομένη χρήση και χρησιμότητά της, η διάγνωση μέσω της καλλιέργειας 

μικροοργανισμών, βασίζεται στην ανάπτυξη ενός η μερικών κυρίαρχων μικροοργανισμών, έναντι 

των πολλών δυνητικά κλινικά σημαντικών οργανισμών που μπορεί να υπάρχουν στο δείγμα 31.

Η ταυτοποίηση των βακτηρίων με βάση τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά τους δεν είναι τόσο 

ακριβής όσο η ταυτοποίησή τους με βάση γονοτυπικές μεθόδους. Η σύγκριση της βακτηριακής 

αλληλουχίας του 16S rRNA γονιδίου έχει προκύψει ως η προτιμώμενη γενετική τεχνική. Η ανάλυση 

αλληλουχίας του 16S rRNA γονιδίου μπορεί να αναγνωρίσει καλύτερα τα κακώς περιγραφόμενα, 

σπάνια απομονωμένα ή φαινοτυπικά παρεκκλίνοντα στελέχη, και μπορεί να οδηγήσει στην 

αναγνώριση νέων παθογόνων και μη καλλιεργημένων βακτηρίων.

Στη δεκαετία του 1980, άρχισε να αναπτύσσεται ένα νέο πρότυπο για τον εντοπισμό βακτηρίων. 

Αποδείχθηκε πως οι φυλογενετικές σχέσεις των βακτηρίων θα μπορούσαν να προσδιοριστούν 

συγκρίνοντας ένα σταθερό μέρος του γενετικού τους κώδικα. Το μέρος του DNA που χρησιμοποιείται 

πιο συχνά για ταξινομικούς σκοπούς στα βακτήρια είναι το γονίδιο 16S rRNA. Το συγκεκριμένο 

γονίδιο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για σύγκριση όχι μόνο μεταξύ των βακτηρίων, αλλά και με το 

γονίδιο 16S rRNA των αρχαιοβακτηρίων και το 18S rRNA γονίδιο των ευκαρυωτών.

Το 16S rRNA γονίδιο συμπεριφέρεται ως ένα μοριακό χρονόμετρο, ενώ ο βαθμός διατήρησής του 

θεωρείται πως προκύπτει από τη σημασία του 16S rRNA στην κυτταρική λειτουργία. Παρόλα αυτά 

ο ρυθμός μεταβλητότητας του γονιδίου μπορεί να μην είναι πανομοιότυπος για όλους τους 

οργανισμούς, ενώ διαφορετικές ταξινομικές ομάδες θα μπορούσαν να έχουν διαφορετικούς ρυθμούς 

μεταβολής του γονιδίου. Τα ποσοστά μεταλλαξιγένεσης θα μπορούσαν να ποικίλουν κατά καιρούς 

κατά τη διάρκεια της εξέλιξης και τα ποσοστά των μεταλλάξεων θα μπορούσαν να είναι διαφορετικά 

σε διαφορετικές θέσεις του γονιδίου. Υπάρχουν τα λεγόμενα «hot spots» που παρουσιάζουν μεγάλα 

ποσοστά μεταλλάξεων, χωρίς να είναι τα ίδια για όλα τα είδη. Επιπλέον το 16S rRNA εξυπηρετεί ως 

στόχος για αρκετούς αντιμικροβιακούς φορείς. Συνεπώς μεταλλάξεις στο γονίδιο μπορούν να 

επηρεάσουν την ευαισθησία του οργανισμού σε τέτοιους παράγοντες και να αποτελέσουν εργαλείο 

διάκρισης των μικροοργανισμών σε αντιμικροβιακούς φορείς32.
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Η αλληλουχία του 16S rRNA γονιδίου έχει μήκος περίπου 1.550 bp και αποτελείται από 

μεταβλητές και διατηρημένες περιοχές. Το γονίδιο είναι αρκετά μεγάλο, με επαρκείς ενδοειδικούς 

πολυμορφισμούς, έτσι ώστε να παρέχει διακριτικές και στατιστικά έγκυρες μετρήσεις33. Παράλληλα, 

το 16S rRNA γονίδιο είναι καθολικό στα βακτήρια, συνεπώς οι σχέσεις μπορούν να μετρηθούν 

μεταξυ όλων των βακτηρίων. Γενικά η σύγκριση του 16S rRNA γονιδίου επιτρέπει τη διάκριση σε 

επίπεδο γένους σε όλα τα κύρια φύλλα των βακτηρίων, αλλά και σε επίπεδο είδους και υποείδους σε 

αρκετά. Οι περιστασιακές εξαιρέσεις στη χρησιμότητα της αλληλουχίας του γονιδίου 16S rRNA 

σχετίζονται συνήθως με περισσότερα από ένα γνωστά είδη που εμφανίζουν τις ίδιες ή πολύ παρόμοιες 

αλληλουχίες.

Η ποικιλία των μικροοργανισμών σε μια δεδομένη τοποθεσία του σώματος ορίζεται ως ο αριθμός 

των διαφορετικών οργανισμών στη συγκεκριμένη τοποθεσία. Ο πιο άφθονος μικροοργανισμός 

ονομάζεται κυρίαρχος και κάθε περιοχή εντός του ανθρώπινου σώματος έχει τη δική του 

χαρακτηριστική σύνθεση. Διάκριση στην ποικιλομορφία των μικροοργανισμών πραγματοποιείται 

εντός (alpha diversity) και μεταξύ των δειγμάτων (beta diversity). Το alpha diversity αναφέρεται στη 

μέση ποικιλότητα των ειδών στην περιοχή ενδιαφέροντος, ενώ το beta diversity αντικατοπτρίζει τη 

διαφορετικότητα μεταξύ των διαφορετικών περιοχών ενδιαφέροντος, αν και όλα τα μικρόβια 

επηρεάζονται και αλληλοεπιδρούν ενεργά μεταξύ τους33.

27

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 18:24:28 EEST - 3.22.70.55



$ & £ * ! * *

Bacteria

Ch)arvk u9tnanc?spirî m
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Εικόνα 7: Φυλογενετικό δέντρο βασισμένο στο 16 S rRNA.( Clarridge JE 3rd. Impact of 16S rRNA gene sequence 
analysis for identification of bacteria on clinical microbiology and infectious diseases ,2004)
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Α.3 Αλληλούχηση Νέας Γενιάς (NGS) -  16S Metagenomics

Οι αναλύσεις των αλληλουχιών DNA μπορούν να χρησιμοποιηθούν για να απαντήσουν σε 

διάφορα διαγνωστικά ερωτήματα, όπως είναι η γενετική σχέση μεταξύ βακτηρίων ή ιών, η ανίχνευση 

μεταλλάξεων σε γονιδιώματα ιών ή βακτηρίων που οδηγούν σε αντίσταση κατά των ιών ή των 

αντιβιωτικών, η αναγνώριση μυκήτων μέσω αναλύσεων της αλληλουχίας του 18S rDNA, της 

περιοχής ITS, και η ταυτοποίηση βακτηρίων μέσω των αναλύσεων της αλληλουχίας του 16S rRNA 

γονιδίου. Γενικά γι’ αυτές τις διεργασίες χρησιμοποιείται η αλληλούχηση κατά Sanger, της οποίας 

προηγείται η ενίσχυση κάθε γονιδίου ή γενωμικής περιοχής χρησιμοποιώντας συγκεκριμένους 

εκκινητές. Η ίδια μέθοδος μπορεί να εφαρμοστεί για τον εντοπισμό παθογόνων παραγόντων στο 

κλινικό υλικό. Ωστόσο, αυτή η προσέγγιση καθίσταται προβληματική όταν το κλινικό υλικό είναι πιο 

περίπλοκο και περιέχει πολλαπλά είδη, όπως για παράδειγμα στην περίπτωση των κοπράνων. Σε 

τέτοιες περιπτώσεις τα αποτελέσματα που λαμβάνονται με τη μέθοδο Sanger δεν είναι αξιόπιστα και 

καθιστούν δύσκολο τον εντοπισμό συγκεκριμένων παθογόνων παραγόντων. Επιπλέον, το κόστος 

χρήσης της αλληλούχησης κατά Sanger για αυτές τις περιπτώσεις είναι υψηλό και ο χρόνος 

ολοκλήρωσης των αποτελεσμάτων μεγάλος.

Η Αλληλούχηση Νέας Γενιάς (NGS) επιτρέπει τον ταυτόχρονο προσδιορισμό της αλληλουχίας 

πολυάριθμων παθογόνων, είτε από απομονωμένα βακτήρια ασθενών, είτε από πολλά είδη που μπορεί 

να υπάρχουν στο υλικό ενός ατόμου. Το κόστος της συγκεκριμένης τεχνικής έχει μειωθεί δραματικά 

κατά την τελευταία δεκαετία. Ένα μεγάλο πλεονέκτημα του NGS, σε σχέση με τη Sanger, είναι πως 

ένα μόνο πρωτόκολλο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για όλα τα παθογόνα έτσι ώστε να γίνει εφικτή η 

ταυτοποίησή τους. Στο NGS, δεν υπάρχει ανάγκη για εκκινητές ειδικά σχεδιασμένους για τον 

εκάστοτε στόχο, όπως στην περίπτωση της Sanger. Σε ένα μόνο πείραμα, ολόκληρο το γονιδίωμα 

ενός οργανισμού αναλύεται τυχαία. Πριν από τον προσδιορισμό της αλληλουχίας, πραγματοποιείται 

κατακερματισμός του γονιδιώματος, αφού το μέγιστο μέγεθος που μπορεί να αλληλουχηθεί τη φορά 

κυμαίνεται μεταξύ 100 και 1000 βάσεων και συνεπώς το γονιδίωμα δεν μπορεί να προσδιοριστεί σε 

ένα μέρος. Άρα, το NGS απαιτεί την προετοιμασία βιβλιοθηκών, στις οποίες θραύσματα DNA 

συγχωνεύονται σε προσαρμογείς(adaptors) και κωδικούς ιχνηλασιμότητας(barcodes), το οποίο 

ακολουθείται από ενίσχυση των κλώνων που δημιουργήθηκαν και τέλος αλληλούχηση των εν λόγω 

κλώνων. Γ ι’ αυτό και απαιτείται μια προετοιμασία των βιβλιοθηκών, οι οποίες θα περιέχουν μια 

αντιπροσωπευτική πηγή του DNA του γονιδιώματος που βρίσκεται υπό έρευνα.

Οι βιβλιοθήκες NGS ενδέχεται να περιέχουν σφάλματα που μειώνουν την ποιότητα των

δεδομένων, διαταράσσοντας έτσι την ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Η λεπτομερής γνώση του είδους
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των σφαλμάτων είναι σημαντική έτσι ώστε να βρεθούν τρόποι αποφυγής εισαγωγής τέτοιων 

σφαλμάτων στο πείραμα, αλλά και για τη σωστή ερμηνεία των δεδομένων που εξάγονται. Σχεδόν σε 

όλα τα ξεχωριστά βήματα στη διαδικασία της αλληλούχησης μπορούν να εισαχθούν σφάλματα.

Προς το παρόν είναι διαθέσιμες αρκετές πλατφόρμες NGS. Οι διαφορετικές πλατφόρμες NGS 

χρησιμοποιούν και διαφορετικές τεχνολογίες αλληλούχησης. Οι γενετικοί αναλυτές της Illumina 

χρησιμοποιούν τεχνολογία αλληλούχησης με σύνθεση φθοριζόντων τερματιστών αλληλουχίας, ενώ 

οι γενετικοί αναλυτές της Thermo Fisher χρησιμοποιούν τεχνολογία αλληλούχησης με ημιαγωγούς, 

που μετρούν αλλαγές στο pH κατά την ενσωμάτωση των νουκλεοτιδίων. Μετά την αλληλούχηση, τα 

διαδοχικά θραύσματα που έχουν δημιουργηθεί μπορούν να συναρμολογηθούν de novo. Με αυτό τον 

τρόπο οι αλληλουχίες ευθυγραμμίζονται μεταξύ τους χωρίς τη χρήση ενός οργανισμού αναφοράς. 

Γενικά όσο μεγαλύτερα είναι τα θραύσματα, τόσο πιο εύκολη και ακριβής θα είναι η συγκρότηση του 

γονιδιώματος. Διάφορα πακέτα λογισμικού μπορούν να χρησιμοποιηθούν για τη συναρμολόγηση των 

γονιδιωμάτων34.

Η αξιολόγηση της μικροβιακής ποικιλομορφίας, ο εντοπισμός βακτηριακών ειδών και η 

ταξινομική διάκριση αυτών, είναι πιθανή πλέον λόγω της υψηλής διατήρησης του γονιδίου 16S rRNA 

στα βακτήρια και τα αρχαία. Η ταξινομική διάκριση είναι δυνατή με τη χρήση των 9 υπερμεταβλητών 

περιοχών του γονιδίου (V1-V9), που περιέχουν επαρκή ακολουθία και ποικιλομορφία για την 

ταξινόμηση των μικροβίων. Τις υπερμεταβλητές περιοχές (V1-V9), πλαισιώνουν συντηρημένες 

περιοχές, συνεπώς είναι δυνατή η χρήση κ ο ι ν ώ ν ^ ^ ^ Ι )  εκκινητών για την ενίσχυση των 

συγκεκριμένων περιοχών με PCR (Εικ. 8,9).

Ωστόσο, δεν υπάρχει καμία υπερμεταβλητή περιοχή που να είναι αρκετά διαφορετική έτσι ώστε 

να αρκεί για τη διάκριση σε όλα τα βακτηριακά είδη. Για να αντιμετωπιστεί αυτό χρησιμοποιούνται 

συνδυασμοί υπερμεταβλητών περιοχών και στην περίπτωση της Ion Torrent (Thermo Fisher) 

ερευνώνται ταυτόχρονα 7 από τις 9 υπερμεταβλητές περιοχές του γονιδίου35.
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Εικόνα 8: Αναπαράσταση του κυκλικού χρωμοσώματος των βακτηρίων. Τα γονίδια 16S και 23S rRNA 

επισημαίνονται μαζί με την περιοχή του διαγονιδιακού χώρου (IS). Οι V1-V9 περιοχές σηματοδοτούν τις μεταβλητές 

περιοχές, με τις διατηρημένες περιοχές μεταξύ τους. (Koedooder R. et all, Identification and evaluation of the microbiome 

in the female and male reproductive tracts.)

Εικόνα 9:Υπερμεταβλητές περιοχές 16S rRNA γονιδίου. (Ion 16S metagenomics kit software application note)
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Στις μελέτες με θέμα τα 16S Metagenomics και πιο συγκεκριμένα το μικροβίωμα του ενδομητρίου 

και τη συσχέτισή του με την αναπαραγωγική δυναμική των γυναικών παρατηρείται μία πολύ μεγάλη 

ανομοιογένεια. Το γεγονός αυτό μπορεί να οφείλεται στις διαφορετικές πλατφόρμες αλληλούχησης 

που χρησιμοποιούνται, στους διαφορετικούς εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την ενίσχυση των 

υπερμεταβλητών περιοχών, στους συνδυασμούς των υπερμεταβλητών περιοχών έτσι ώστε να 

επιτευχθεί η διάκριση των βακτηριακών ειδών, στις βάσεις δεδομένων αναφοράς των 

μικροοργανισμών αλλά και στην εθνικότητα των γυναικών, την ηλικία τους, τη διατροφή τους ακόμη 

και από τον αριθμό των αποτυχημένων κυήσεων (Πίνακας 1). Στην παρούσα μελέτη, έγινε μία 

διερεύνηση του μικροβιώματος του ενδομητρίου, του κόλπου και του τραχήλου, σε γυναίκες του

ελληνικού πληθυσμού, με τη χρήση της πλατφόρμας αλληλούχησης του Ion Torrent.

Δημοσίευση Μέθοδος αλληλούχησης No κύκλων PCR Ποσότητα DNA για 

PCR

Moreno I et al., 2016 16SrRNA gene V3-V5 region pyrosequencing 30 5 μ!

Kitaya K. et al., 2019
16SrRNA gene V4 region pyrosequencing, 

Illumina MiSeq

30 25ng

Kyono K. et al., 2019

16SrRNA gene V4 region sequencing 

(microbiome analysis performed by 3 rd party)

N ot mentioned (microbiome 

analysis performed by 3rd 

party)

(microbiome analysis 

performed by 3rd party)

Kyono K. et al., 2018
16SrRNA gene V4 region sequencing, 

Illumina MiSeq

30 2 5 n g ^ l

Franasiak J. M. et al., 

2015

16SrRNA gene V2-4-8 and V3-6, 7-9 regions 

next-generation sequencing Ion 16S 

Metagenomics Kit

N ot mentioned N ot mentioned

Tomoko Hashimoto& 

KoichiKyono., 2019

16SrRNA gene V4 region sequencing 

Illumina MiSeq

30 2 5 n g ^ l

Wee B. A. et al., 2017
16SrRNA gene V1-V3 region sequencing 

Illumina MiSeq

29 2μl

Winters D. A. et al., 2019
16SrRNA gene V4 region sequencing 

Illumina MiSeq

30 5μl

Pelzer E. S. et al., 2018
16SrRNA gene V5 and V8 regions sequencing 

454 GS-FLX Titanium platform

30 5μl

Verstraelen H. et al., 2016

16SrRNA gene V1-V2 region sequencing 

Illumina MiSeq

1st 20 cycle PCR 

2nd 15 cycle PCR 

3rd 10 cycle PCR

N ot mentioned

Yingyu Liu et al., 2018
16SrRNA gene V4 region sequencing 

Illumina MiSeq

N ot mentioned N ot mentioned
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Chen C. et al., 2017
16SrRNA gene V4-V5 region sequencing 

PGM Ion Torrent

25 N ot specified

Tao X. et al., 2017

16SrRNA gene V4 region sequencing 

Illumina MiSeq

1st PCR 20 cycles 

2nd PCR 8 cycles

1st PCR 7 .5 μ  (pre

amplified DNA) 

2nd PCR 5μΧ (purified 

DNA)

Fang R.-L. et al., 2016
16SrRNA gene V4 region sequencing 

Illumina Miseq250

N ot mentioned Not mentioned

Leoni C. et al., 2019

16SrRNA gene V5-V6 region Illumina MiSeq 10 and 15 (two-step 

amplification reaction)

100ng

Yingyu Liu et al., 2019

16SrRNA gene V4 region sequencing 

Illumina Miseq

N ot mentioned Not mentioned

Carosso A. et al., 2020
16SrRNA gene V3-V4-V6 region sequencing 

microbiota solution B kit

N ot specified N ot specified

Moreno I et al., 2020
16SrRNA gene V2-4-8 and V3-6, 7-9 regions 

sequencing Ion 16S Metagenomics Kit

N ot specified Not specified

W alther - Antonio et al., 

2016

16SrRNA gene V3-V5 region sequencing 

Illumina MiSeq

34 50ng

Πίνακας 1: Διαφορετικές μελέτες με θέμα τη διερεύνηση του μικροβιώματος του ενδομητρίου μέσω του γονιδίου
16S.
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ΕΙΔΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
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Β1. ΣΚΟΠΟΣ

Σκοπός της παρούσας μελέτης είναι η διερεύνηση του μικροβιώματος με τη μέθοδο αλληλούχησης 

νέας γενιάς (NGS-16S Metagenomics), σε δείγματα από ενδομήτριο και κόλπο γυναικών που 

βρίσκονται σε διαδικασία εξωσωματικής γονιμοποίησης.
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Β.2. ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ

Β2.1 Ασθενείς και όργανα υλικά της μελέτης

Στη μελέτη συμπεριλήφθηκαν 20 υπογόνιμες γυναίκες που υπόκεινται σε IVF στα πλαίσια του 

ερευνητικού προγράμματος με τίτλο «T2EDK-01371 Mi-IVF», σε συνεργασία με το κέντρο 

υποβοηθούμενης αναπαραγωγής ΑΚΕΣΩ Έμβρυο a.r.t . Από τις 20 γυναίκες το υλικό στο οποίο έγινε 

επεξεργασία ήταν υγρό από ενδομήτριο, κολπικό και τραχηλικό επίχρισμα (συνολικά 33 δείγματα 

κόλπου, τραχήλου και ενδομητρίου). Η ροή εργασιών που ακολουθήθηκε ξεκίνησε από την 

απομόνωση μικροβιακού DNA από τα εν λόγω υλικά. Στη συνέχεια έλαβε χώρα η ενίσχυση των 

υπερμεταβλητών περιοχών V1-V9, η δημιουργία των βιβλιοθηκών και η αλληλούχηση με τη χρήση 

του Ion Torrent (Thermo Fisher). Τέλος, η ανάλυση των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε στην 

πλατφόρμα Ion Reporter.

Τα αντιδραστήρια, τα αναλώσιμα και ο εξοπλισμός που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη 

παρουσιάζονται στο παράρτημα 1 (Πίνακες 4, 5, 6,).

Β.2.2 Κριτήρια ένταξης και κριτήρια αποκλεισμού γυναικών στη μελέτη

Τα κριτήρια σύμφωνα με τα οποία έγινε η επιλογή των γυναικών που συμπεριλαμβάνονται στη 

μελέτη είναι τα εξής:

• Γυναίκες <35 ετών με τουλάχιστον ένα έμβρυο καλής ποιότητας στην

εμβρυομεταφορά.

• Γυναίκες <40 ετών με τουλάχιστον δύο έμβρυα καλής ποιότητας στην

εμβρυομεταφορά.

• Σπέρμα συζύγου/συντρόφου από εκσπερμάτιση και όχι βιοψία όρχεος.

Ενώ τα κριτήρια αποκλεισμού περιλαμβάνουν τα εξής:

• Γυναίκες με ανατομικά προβλήματα μήτρας.

• Γυναίκες με διαγνωσμένη ενδομητρίωση, η οποία δεν έχει χειρουργηθεί.

• Γυναίκες με υδροσάλπιγγες οι οποίες δεν έχουν αφαιρεθεί.

Για την κάθε γυναίκα που έχει συμπεριληφθεί στη μελέτη, ο γυναικολόγος έχει συμπληρώσει 

πλήρες ιατρικό ιστορικό, ενώ οι γυναίκες που έχουν συμπεριληφθεί έχουν υπογράψει έντυπο 

συγκατάθεσης (Πρότυπο Έντυπο Ενημερωμένης Συγκατάθεσης). Τέλος κάθε γυναίκα συμπληρώνει 

ερωτηματολόγιο διατροφικών συνηθειών και φυσικής δραστηριότητας.
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Β.2.3 Συλλογή υλικού από ενδομήτριο και κόλπο

Η συλλογή υλικού από ενδομήτριο και κόλπο πραγματοποιήθηκε στις εγκαταστάσεις του ΑΚΕΣΩ 

από εξειδικευμένο προσωπικό. Στην περίπτωση του υγρού από ενδομήτριο, το δείγμα λαμβάνεται 

είτε κατά τη διάρκεια της ωοληψίας είτε κατά τη διάρκεια της εμβρυομεταφοράς σε ένα κύκλο 

εξωσωματικής γονιμοποίησης. Η δειγματοληψία πραγματοποιήθηκε με τον καθετήρα 

εμβρυομεταφοράς Cook Medical®, Australia, σύμφωνα με το πρωτόκολλο συλλογής υγρού 

ενδομητρίου του ΑΚΕΣΩ. Στην περίπτωση του κολπικού επιχρίσματος, το δείγμα λήφθηκε στον ίδιο 

κύκλο εξωσωματικής γονιμοποίησης που πραγματοποιήθηκε η δειγματοληψία ενδομητριακού υγρού. 

Ο γυναικολόγος τοποθέτησε αποστειρωμένο κολποδιαστολέα στον κόλπο της γυναίκας, και με 

αποστειρωμένο βουρτσάκι έλαβε δείγμα ιστού από τα τοιχώματα του κόλπου, σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο συλλογής δείγματος κολπικού επιχρίσματος του ΑΚΕΣΩ.

Εικόνα 10: Συλλογή υλικού από ενδομήτριο. (Ακεσώ Έμβρυο a.r.t.)
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Β.2.4 Απομόνωση DNA

Η απομόνωση DNA από υγρό ενδομητρίου και κολπικό επίχρισμα, πραγματοποιήθηκε στο 

ΑΚΕΣΩ Έμβρυο a.r.t., με τη χρήση δύο εμπορικών Kit για απομόνωση βακτηριακού μικροβιώματος 

(DNA) από μικτούς πληθυσμούς, τα QIAamp DNA Microbiome Kit και PureLink™ Microbiome 

DNA Purification Kit.

Β.2.5 Ενίσχυση υπερμεταβλητών περιοχών του γονιδίου 16s

Για την ενίσχυση των υπερμεταβλητών περιοχών χρησιμοποιήθηκε το Ion 16S Metagenomics Kit 

και η διαδικασία εκτελέστηκε στο μηχάνημα Veriti Thermal Cycler σύμφωνα με το πρωτόκολλο 16S 

Metagenomics NGS.

Συνοπτικά, ξεκινώντας μετρήθηκε η συγκέντρωση των δειγμάτων με τη μέθοδο Qubit® dsDNA 

HS Assay Kits στο μηχάνημα Fluorometer Qubit® 4.0 (σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή- 

User Guide: Qubit dsDNA HS Assay Kits), για να προσδιοριστεί εάν τα δείγματα είχαν συγκέντρωση 

μεγαλύτερη από μηδενική. Εφόσον αυτό ίσχυε, για την ενίσχυση των υπερμεταβλητών περιοχών 

χρησιμοποιήθηκε η μέγιστη ποσότητα αρχικού DNA (9-12 μΡ) ανά αντίδραση. Για κάθε δείγμα έγινε 

προετοιμασία δύο αντιδράσεων (μία για το κάθε σετ εκκινητών). Το ένα σετ εκκινητών περιλαμβάνει 

εκκινητές για τις περιοχές V2-4-8 ενώ το άλλο για τις V3-6, 7-9 αντίστοιχα. Μετά την ενίσχυση των 

υπερμεταβλητών περιοχών με PCR, ακολούθησε οπτικοποίηση των προϊόντων σε gel αγαρόζης έτσι 

ώστε να διαπιστωθεί η ορθή ενίσχυση των υπερμεταβλητών περιοχών και η ύπαρξη του προϊόντος 

ενίσχυσης. Στη συνέχεια ακολούθησε καθαρισμός των προϊόντων με Agentcourt AMPure XP 

Reagent σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή (MAN0010799) και ανάμιξη των δύο σετ 

εκκινητών για κάθε δείγμα σε ίσους όγκους.

Β.2.6 Δημιουργία βιβλιοθήκης

Για τη δημιουργία βιβλιοθήκης χρησιμοποιήθηκε το Ion Plus Fragment Library Kit και η 

διαδικασία εκτελέστηκε σε συσκευή Veriti Thermal Cycler σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή (MAN0010799). Πριν τη δημιουργία βιβλιοθήκης έγινε ποσοτικοποίηση των 

δειγμάτων με Qubit® dsDNA HS Assay Kits στο μηχάνημα Fluorometer Qubit® 4.0 για τον 

υπολογισμό της συγκέντρωσης DNA που θα χρησιμοποιηθεί στη δημιουργία της βιβλιοθήκης. Τα 

προϊόντα προσαρμόζονται έτσι ώστε η συγκέντρωση που θα χρησιμοποιηθεί να είναι lOOng/μΡ:. Στη 

συνέχεια έγινε προετοιμασία προϊόντων της PCR ενίσχυσης υπερμεταβλητών περιοχών έτσι ώστε να 

δημιουργηθούν οι βιβλιοθήκες. Η προετοιμασία περιλαμβάνει δημιουργία κατάλληλων άκρων στα 

προϊόντα PCR και καθαρισμό έτσι ώστε να υπάρξει σωστή τοποθέτηση σε αυτά των προσαρμογέων
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(Ion P1 Adapters) και των κωδικών ιχνηλασιμότητας (Barcodes) με τη χρήση του ενζύμου DNA 

λιγάση. Οι κωδικοί ιχνηλασιμότητας είναι γνωστές αλληλουχίες, διαφορετικές για κάθε δείγμα οι 

οποίες σκοπό έχουν να διαχωρίζουν τα δείγματα μεταξύ τους. Τελευταίο βήμα αυτής της διαδικασίας 

αποτέλεσε η ποσοτικοποίηση της βιβλιοθήκης ώστε να γίνει γνωστή η συγκέντρωση της και να 

υπολογιστεί ο παράγοντας αραίωσης.

Η ποσοτικοποίηση της βιβλιοθήκης πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του Ion Universal Library 

Quantitation Kit με το Real Time PCR system (ViiA7) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή 

(MAN0010799). Η διαδικασία περιλαμβάνει τη δημιουργία διαδοχικών αραιώσεων ενός πρότυπου 

δείγματος γνωστής συγκέντρωσης E.coli που περιλαμβάνεται στο kit, αλλά και τις διαδοχικές 

αραιώσεις των βιβλιοθηκών που έχουν δημιουργηθεί. Τέλος υπολογίζεται η συγκέντρωση των 

βιβλιοθηκών και κατά συνέπεια ο παράγοντας αραίωσης έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση των 

βιβλιοθηκών να είναι 100pM. Ακολούθησε ισοποσοτική ανάμιξη των βιβλιοθηκών σε ένα 

συγκεντρωτικό μείγμα βιβλιοθηκών.

Β.2.7 Προγραμματισμός του πειράματος στον Torrent Browser

Αρχικά πραγματοποιήθηκε σύνδεση στον Torrent Server μέσω του Torrent Browser. Επιλέχθηκαν 

οι καρτέλες Plan -> Template -> 16S Target Sequencing -> Ion 16S Metagenomics Template. Στη 

συνέχεια καθορίστηκαν οι παράμετροι του πειράματος. Στην καρτέλα Kits Tab επιλέχθηκαν τα Ion 

S5™ System, το κατάλληλο chip για το εκάστοτε πείραμα (510, 520 ή 530) και το Ion Chef for 

Template Kit με το αντίστοιχο 510, 520, ή 530 kit (η επιλογή γίνεται αναλογικά με τον αριθμό 

δειγμάτων που θα υπάρξουν σε κάθε πείραμα). Επιπλέον, στην ίδια καρτέλα επιλέχθηκε το είδος των 

barcodes που χρησιμοποιήθηκαν στη δημιουργία των βιβλιοθηκών (Ion Xpress), και ακολούθησε η 

επιλογή 400bp (μέγιστο μέγεθος παραγόμενων αλληλουχιών) στις προχωρημένες επιλογές. Μετά 

επιλέχθηκε το Ion S5 Sequencing Kit από τη λίστα Sequencing Kit και τα 850 flows για τις 

αλληλουχίες μεγέθους 400bp. Τέλος, δόθηκε όνομα στο προγραμματισμένο πείραμα, εισήχθησαν όλα 

τα barcodes που χρησιμοποιήθηκαν στο πείραμα όπως και τα ονόματα των δειγμάτων που 

αντιστοιχούν σε κάθε barcode και τα ονόματα των Ion Chef™ Library Sample Tubes. Εφόσον 

ολοκληρώθηκαν όλες οι παραπάνω επιλογές, το πείραμα αποθηκεύτηκε, και χρησιμοποιήθηκε από 

το Ion Chef™ System μετά την εισαγωγή των δειγμάτων σε αυτό.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε η προετοιμασία του Ion Chef™ System, στο οποίο 

διεκπεραιώθηκε η φόρτωση των δειγμάτων στο chip (510, 520, 530) σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή (MAN0016855).
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Εικόνα 11: Το Ion Chef™ System, παρέχει αυτοματοποιημένη προετοιμασία βιβλιοθήκης, προετοιμασία δείγματος 
και φόρτωση του chip, έτσι ώστε να χρησιμοποιηθεί από το σύστημα Ion GeneStudio S5.

Το chip κατόπιν τοποθετήθηκε στο Ion GeneStudio S5, όπου και πραγματοποιήθηκε η 

αλληλούχιση των δειγμάτων. Η προετοιμασία του Ion GeneStudio S5 έγινε σύμφωνα με τις οδηγίες 

του κατασκευαστή (M AN0017529, M AN0016855).

Εικόνα 12: Το Ion GeneStudio S5 και το Ion Chef™ System, στα οποία πραγματοποιείται η αλληλούχιση των 
βιβλιοθηκών.
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Β.2.8 Ανάλυση των αποτελεσμάτων στον Ion Reporter

Η αρχική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε στον Ion Torrent Server. Σημαντικές 

πληροφορίες για την αξιολόγηση των πειραμάτων αποτελούν: η ενότητα «ISP Density», στην οποία 

φαίνεται ο τρόπος με τον οποίο έχουν φορτωθεί τα ISPs στο chip και η ενότητα «ISP summary», στην 

οποία παρέχονται πληροφορίες για το ποσοστό του chip που έχει καλυφθεί με ISPs, το ποσοστό από 

τα άδεια φρεάτια του chip, το ποσοστό εμπλουτισμού των σφαιριδίων, το ποσοστό των 

μονοκλωνικών και πολυκλωνικών σφαιριδίων που παράχθηκαν καθώς και το ποσοστό της τελικής 

βιβλιοθήκης (Εικ.13). Όσο μεγαλύτερο είναι το ποσοστό φόρτωσης τόσο μεγαλύτερο μέρος του chip 

έχει καλυφθεί με ISPs. Το ποσοστό εμπλουτισμού των ISPs πρέπει να είναι περίπου 100%, ενώ το 

ποσοστό των πολυκλωνικών σφαιριδίων πρέπει να κυμαίνεται από 25-40% ώστε να επιτευχθεί 

ικανοποιητικός αριθμός ποιοτικών αλληλουχιών.

Στη συνέχεια, στον πίνακα «Aligned Reads» παρέχονται πληροφορίες για το σύνολο των 

αντιστοιχισμένων αλληλουχιών (Reads) που έλαβε το chip (Εικ 15). Υπάρχει η δυνατότητα εύρεσης 

πληροφοριών για τη διεξαγωγή του πειράματος σε κάθε δείγμα ξεχωριστά (Εικ.14).

Εικόνα 13: Αντιπροσωπευτική απεικόνιση των χαρακτηριστικών της αλληλούχησης με πυκνότητα σφαιριδίων 77%, 

αναλογία μονοκλωνικών/πολυκλωνικά σφαιρίδια 62/38% και usable reads 42%.
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Barcode Name Sample Bases >=Q20 Bases Reads Mean Read Length Read Length Histogram Files

Εικόνα 14: Αντιπροσωπευτικά αποτελέσματα διεξαγωγής του πειράματος. Διακρίνονται οι κωδικοί ιχνηλασιμότητας 

που αποδίδονται στο κάθε δείγμα (barcode name), το όνομα του δείγματος (sample name), οι αλληλουχίες που έλαβε το 

κάθε δείγμα κατά τη διεξαγωγή του πειράματος (Reads) και η κατανομή του μεγέθους των τμημάτων που 

αλληλουχήθηκαν στο κάθε δείγμα (Read Length Histogram).
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Εικόνα 15: Μέσος όρος μεγεθών των Reads που έλαβαν οι βιβλιοθήκες κατά τη διεξαγωγή του πειράματος, σύνολο 
αντιστοιχισμένων και μη αντιστοιχισμένων Reads.
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Το Ion 16S Metagenomics Kit προσφέρει απεικόνιση μεικτών μικροβιακών πληθυσμών σε 

συνδυασμό με ολοκληρωμένη βιοπληροφορική ανάλυση με τη χρήση του 16S Metagenomics 

workflow στο λογισμικό Ion Reporter software. Η διαδικασία έχει ως ακολούθως:

Πραγματοποιείται σύνδεση στον Ion Torrent Server όπου εμφανίζονται όλα τα ολοκληρωμένα 

πειράματα. Ανοίγεται το επιθυμητό πείραμα και επιλέγονται τα εξής: Plugins to ru n ^  Ion Reporter 

U p lo a d e d  cloud και επιλέγεται το .bam o n ly ^  Launch IRU. Κατόπιν, πραγματοποιείται σύνδεση 

στο λογισμικό Ion Reporter (https://ionreporter.thermofisher.com), και επιλέγονται τα A nalysis^ 

L aunch^ Metagenomics 16S -> Launch Analysis. Σαν βάσεις δεδομένων αναφοράς των 

μικροοργανισμών επιλέγονται οι Greengenes και MicroSEQ® 16S Reference Library της Thermo 

Fisher. Όταν η ανάλυση ολοκληρωθεί τα αποτελέσματα είναι διαθέσιμα για λήψη και περαιτέρω 

διερεύνηση. Τα αποτελέσματα μπορούν εύκολα να απεικονιστούν με τα διαγράμματα krona τα οποία 

παρέχονται από τον Ion Reporter.

Q  A  ion g h  16S rRNA Profiling g h  Metagenomics Metagenomics 16S w1.1 5.16 Curated Multi Oct 30 2020
MicroSEQ{R)

16S
Reference 

Library 
V2013.1 ...(2)

06:47 AM

Details

Λ  Ion torrent

Φ  Actions ·<

■ Metagenomics

Metagenomics 16S w1.1
Detects population diversity from a metagenomics 
sample from Ion semiconductor reads from the Ion 
16S Metagenomics Kit Released with: Ion 
Reporter Software 5 2 Workflow Version 1.1.

Version: 5.16

Revision: 0

Sample Group: Multi

Research
Category:

16S rRNA Profiling

Reference: Curated MicroSEQ(R) 16S 
Reference Library V2013.1
(2)

Primers: Default

Modified By: Admin. IR

Modified On: Oct 30 2020 06:47 AM

Created By: Admin. IR

Created On: Oct 30 2020 06:47 AM

Parameters: View

Tag for IRU: No
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Εικόνα 16: Παράδειγμα σχεδιασμού ανάλυσης πειράματος 16S Metagenomics μέσω της πλατφόρμας του Ion 
Reporter.

Param eter Value

File lonXpress_091_rawtib.basecallerbam

Database Curated MicroSEQ(R) 16S Reference Library v2013.1; Curated Greengenes v13.5

Number of copies needed 10

Primers detected Both ends

BP cutoff 150 - NOT in effect when using full coverage

Total number of reads 564610

Number of valid reads 413964

Number of reads ignored 117018 {due to low number of copies <10)

Mapped reads in sample 264067

Un-Mapped reads in sample 12879

Analysis dale 8/26/21, 4:55 AM

Prim er

name

#  o f

mapped

reads

#  o f  va lid  

reads

#  o f lo w  copy 

num ber reads

#  o f un

mapped 

reads

ff Of

forward

found

#  o f forw ard 

fu ll coverage

# o f

forw ard

short

#  o f forw ard 

va lid  reads

#  o f

reversed

found

#  o f  reversed 

fu ll coverage

ff o f

reversed

sh o rt

#  o f reversed 

va lid  reads

V2 27852 44272 16420 0 24414 20673 0 20673 36147 23599 0 23599

V3 170805 230227 50014 9408 171308 136844 0 136844 109046 93383 0 93383

V4 34718 53766 19048 0 33361 29069 0 29069 31300 24697 0 24697

V67 37599 61628 20558 3471 34148 28700 0 28700 39617 32928 0 32928

V8 12668 23453 10785 0 15856 11663 0 11663 15535 11790 0 11790

V9 425 618 193 0 498 350 0 350 438 268 0 268

Εικόνα 17: Αντιπροσωπευτική απεικόνιση των γενικών χαρακτηριστικών της ανάλυσης με το 16S Metagenomics 
workflow στον Ion Reporter. Στις πληροφορίες επισημαίνονται το όνομα του αρχείου, οι βάσεις δεδομένων αναφοράς, ο 
ελάχιστος αριθμός αντιγράφων (copies) που απαιτούνται για ένα έγκυρο αποτέλεσμα και ο αριθμός των αλληλουχιών 
(συνολικών, έγκυρων και σε αντιστοιχία με βάσεις δεδομένων) που έλαβε ο κάθε εκκινητής.
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Β.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Β.3.1 Εξέταση πρότυπου δείγματος

Στην παρούσα εργασία, αρχικά εξετάστηκε το πρότυπο δείγμα ZymoBIOMICS Microbial 

Community Standard (Zymo Research, D6300). Το ZymoBIOMICS Microbial Community Standard 

μιμείται μια μικτή μικροβιακή καλλιέργεια, η οποία περιέχει τρία βακτήρια Gram-αρνητικά, πέντε 

βακτήρια Gram- θετικά και δύο ζύμες. Η θεωρητική σύνθεση του είναι: Listeria monocytogenes - 

12%, Pseudomonas aeruginosa - 12%, Bacillus subtilis - 12%, Escherichia coli - 12%, Salmonella 

enterica - 12%, Lactobacillus fermentum - 12%, Enterococcus faecalis - 12%, Staphyl aureus - 12%, 

Saccharomyces cerevisiae - 2% και Cryptococcus neoformans - 2%. Το δείγμα αυτό χρησιμοποιήθηκε 

για να πραγματοποιηθεί η επικύρωση της μεθόδου 16S Metagenomics, ως προς τον ποιοτικό και τον 

ημιποσοτικό χαρακτήρα της.

Κατασκευάστηκαν 6 διαφορετικές βιβλιοθήκες του δείγματος ZymoBIOMICS Microbial 

Community Standard (TEST16S01), και αυτές οι βιβλιοθήκες αναλύθηκαν σε διαφορετικά πειράματα 

έτσι ώστε να ελεγχθεί η επαναληψιμότητα της μεθόδου 16S Metagenomics. Τα ποσοστά των 

μικροοργανισμών που εντοπίστηκαν στο δείγμα παρουσιάζονται στην παρακάτω εικόνα. Αναλυτικά 

τα ποσοστά των μικροοργανισμών παρουσιάζονται στο παράρτημα 2.
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Εικόνα 18: Απεικόνιση των ποσοστών των βακτηρίων που εντοπίστηκαν στις διαφορετικές βιβλιοθήκες του πρότυπου 
δείγματος TEST16S01.
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Β.3.2 Εξέταση δειγμάτων

Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκαν συνολικά 33 δείγματα κόλπου, τραχήλου και ενδομητρίου, 

από 20 γυναίκες σε διαδικασία εξωσωματικής γονιμοποίησης. Οι αρχικές συγκεντρώσεις των 

δειγμάτων μετά την απομόνωση DNA από υγρό ενδομητρίου, κολπικό επίχρισμα αλλά και βουρτσάκι

και επίχρισμα τραχήλου, που πραγματοποιήθηκε στο ΑΚΕΣΩ, παρουσιάζονται στον πίνακα 5.

ΟΝΟΜΑ ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ ΤΥΠΟΣ ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (ng/μΕ)
16S032S01 Τυφλό Ν/Α
16S032S02 Τράχηλος (ιστός) Ν/Α
16S032S03 Τράχηλος

(υπερκείμενο ιστού) 
Τράχηλος (ιστός)

Ν/Α

16S032S04 Ν/Α
16S035S01 Τράχηλος (βουρτσάκι) 

Τράχηλος (επίχρισμα) 
Ενδομήτριο (ιστός)

0,456
16S035S04 0,452
16S035S06 1,29
16S038S01 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 8,4
16S038S02 Κόλπος 22,2
16S038S03 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 9,3
16S038S04 Κόλπος 23
16S038S05 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 7,3
16S038S06 Κόλπος 7,7
16S038S07 Κόλπος 6,7
16S038S08 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 5,8
16S038S09 Κόλπος 13,8
16S038S10 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 10
16S038S11 Κόλπος 37,2
16S038S12 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 7
16S039S01 Κόλπος 17,6
16S039S02 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 71
16S039S03 Κόλπος 10,4
16S039S04 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 146,2
16S039S05 Κόλπος 9,6
16S039S06 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 6,8
16S039S07 Κόλπος 32,3
16S039S08 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 10,3
16S039S09 Κόλπος 14,3
16S039S10 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 5
16S040S01 Κόλπος 1,39
16S040S02 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 0,02
16S040S09 Κόλπος 2,4
16S040S10 Ενδομήτριο (επίχρισμα) 0,06

Πίνακας 2: Ονοματολογία, τύπος (τράχηλος, κόλπος, ενδομήτριο) και αρχική συγκέντρωση των δειγμάτων που 
συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη.
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*Να σημειωθεί πως ανά ζεύγη τα δείγματα ανήκουν στην ίδια γυναίκα, με εξαίρεση τα επτά  πρώτα 
(16S032S01, 16S032S02, 16S032S03, 16S032S04, 16S035S01, 16S035S04, 16S035S06). Για 
παράδειγμα 16S038S01-16S038S02, 16S038S03-16S038S04 κτλ.

Τα αποτελέσματα της ενίσχυσης των υπερμεταβλητών περιοχών του 16S rRNA γονιδίου των 

δειγμάτων παραθέτονται στις παρακάτω φωτογραφίες από γέλη αγαρόζης. Διακρίνονται δύο ζώνες 

ενίσχυσης για κάθε δείγμα, μία που αντιστοιχεί στο σετ εκκινητών V2-4-8 κα μία για το σετ V3-6, 7

9. Δεν παρατηρήθηκε ορατή με το μάτι ενίσχυση στη γέλη αγαρόζης για τα δείγματα ενδομητρίου. 

Επίσης δεν παρατηρήθηκαν ζώνες στη γέλη αγαρόζης και μετά την ενίσχυση των υπερμεταβλητών 

περιοχών στα δείγματα κόλπου και ενδομητρίου 16S040S01-16S040S02 και 16S040S09-16S040S10.

LD 165035501 165035504 16SG35S06 CONTROL SAMPLES

ID CONTROL 10 038S01(i) 038S02(K) 038S03 (t) 038504 (K] 038SQS4C) 038306 |K) 038507 (K) 0385081) 038509 (K) 038510(E)

- · +m 1 0 1 • ■

ID 38S11 38512 39S01 39502 39503 39504 39505 39S06 07A 08A 078 09A 08B 10A 098 COA 108 C08

I

Εικόνα 19 : Φωτογραφίες από γέλη αγαρόζης μετά την ενίσχυση των υπερμεταβλητών περιοχών.
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Στη συνέχεια παρουσιάζονται οι συγκεντρώσεις των δειγμάτων μετά την αρχική PCR ενίσχυσης 

(με τη μέθοδο Qubit) και μετά τη μέτρηση της συγκέντρωσης των βιβλιοθηκών με τη μέθοδο της Real 

Time PCR.

ΟΝΟΜΑ
ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ

ΤΥΠΟΣ
ΔΕΙΓΜΑΤΟΣ

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  
PCR (ng/μΕ)

ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ
ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΩΝ

(pM)
16S032S01 Τυφλό 1,5 9328
16S032S02 Τράχηλος 0,588 1937
16S032S03 Τράχηλος 1,54 1855
16S032S04 Τράχηλος 0,749 3100
16S035S01 Τράχηλος 14,2 1352
16S035S04 Τράχηλος 0,726 246
16S035S06 Ενδομήτριο 0,618 114
16S038S01 Ενδομήτριο 0,266 75
16S038S02 Κόλπος 51 1573
16S038S03 Ενδομήτριο 0,377 86
16S038S04 Κόλπος 2,88 1071
16S038S05 Ενδομήτριο 0,337 71
16S038S06 Κόλπος 31,2 1717
16S038S07 Κόλπος 21,2 855
16S038S08 Ενδομήτριο 0,425 84
16S038S09 Κόλπος 46,7 817
16S038S10 Ενδομήτριο 0,414 99
16S038S11 Κόλπος 38,8 1479
16S038S12 Ενδομήτριο 0,617 178
16S039S01 Κόλπος 25,2 409
16S039S02 Ενδομήτριο 0,229 46
16S039S03 Κόλπος 37,8 947
16S039S04 Ενδομήτριο 0,352 56
16S039S05 Κόλπος 30 1199
16S039S06 Ενδομήτριο 0,356 42
16S039S07 Κόλπος 41,1 2655
16S039S08 Ενδομήτριο 0,691 176
16S039S09 Κόλπος 40,7 2609
16S039S10 Ενδομήτριο 0,811 229
16S040S01 Κόλπος 46,8 2195
16S040S02 Ενδομήτριο 0,846 96
16S040S09 Κόλπος 50 3105
16S040S10 Ενδομήτριο 0,748 105

Πίνακας 3: Συγκεντρώσεις των δειγμάτων μετά την αρχική PCR ενίσχυσης (με τη μέθοδο Qubit) και μετά τη μέτρηση
της συγκέντρωσης των βιβλιοθηκών με τη μέθοδο της Real Time PCR
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Τα αποτελέσματα ανάλυσης των βιβλιοθηκών στον Ion Reporter, δηλαδή τα ποσοστά  των μικροοργανισμών που εντοπίζονται σε κάθε 

δείγμα παρουσιάζονται στις παρακάτω εικόνες (20, 21, 22).
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90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

Legionellaceae
Alteromonadaceae
Hyphomonadaceae
Xanthobacteraceae
Brucellaceae
Pseudanabaenaceae
Anaplasmataceae
Methylocystaceae
Ruminococcaceae
unclassified Burkholderiales
Enterococcaceae
Listeriaceae
Mycoplasmataceae
Acholeplasmataceae
Synergistaceae
Spirochaetaceae
Helicobacteraceae
Leptotrichiaceae
Fusobacteriaceae
Eubacteriaceae
Clostridiaceae
Christensenellaceae
Sphingobacteriaceae
Actinomycetaceae
Mycoplasmataceae
Alcanivoracaceae
Hydrogenophilaceae
Planococcaceae
Vibrionaceae
Halomonadaceae
Pseudoalteromonadaceae
Campylobacteraceae
Alcaligenaceae
Acetobacteraceae
Porphyromonadaceae
Coriobacteriaceae
Dietziaceae
unclassified Clostridiales
Bifidobacteriaceae
Peptoniphilaceae
Neisseriaceae
Veillonellaceae
Clostridiales Family XI. Incertae Sedis

Εικόνα 20: Ποσοστά μικροοργανισμών σε δείγματα ενδομητρίου.
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Εικόνα 21: Ποσοστά μικροοργανισμών σε δείγματα κόλπου.
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■  Lactobacillaceae
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Εικόνα 22: Ποσοστά μικροοργανισμών σε δείγματα τραχήλου.
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Τα δεδομένα που εξάγονται από το πρόγραμμα Ion Reporter έχουν τη μορφή ενός διαγράμματος Krona, το οποίο αποτελεί ένα διάγραμμα 

πίτας πολλαπλών στρωμάτων, που επιτρέπει τη διερεύνηση των ιεραρχικών σχέσεων μεταξύ των διαφόρων μικροοργανισμών που 

εντοπίζονται στο δείγμα. Παραδείγματα των διαγραμμάτων Krona που αντιστοιχούν στα δείγματα παραθέτονται παρακάτω, ενώ αναλυτικά 

όλα τα διαγράμματα Krona εντοπίζονται στο παράρτημα 3.

Εικόνα 23: Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα Krona δειγμάτων τραχήλου (16S035S01 και 16S035S04).
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Εικόνα 24: Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα Krona δειγμάτων ενδομήτρίου (16S038S01 και 16S035S06).
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Εικόνα 25: Αντιπροσωπευτικά διαγράμματα Krona δειγμάτων κόλπου (16S039S05 και 16S039S09).
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Επιπλέον πληροφορίες που εξάγονται από τον Ion Reporter είναι αυτές των Alpha και Beta

diversity, όπως παρουσιάζονται στις παρακάτω απεικονίσεις.

Show C ategories: All νchaol: SamplelD

Legend
jo loSQ39S08_vl 

16SQ3SSll_vl 

16S039S04_vl 

16S039S04S_vl 
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16SQ39S02_vl 

16S032S03_vl 

16S038S04_vl 

16S032S01_vl 

16S038S06_vl 

16S038S02_vl 

16S038S08_vl 

16S039S10_vl 

16S039S09 vl

: mi. JJUOOO 150000 /00UUU Z50000

Sequences Per Sample

Εικόνα 26 : Alpha diversity στα δείγματα της μελέτης.
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Εικόνα 27 : Beta diversity (Eucledian) στα δείγματα της μελέτης.

55

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
13/06/2024 18:24:28 EEST - 3.22.70.55



Β.4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Β.4.1 Επικύρωση της μεθόδου 16S Metagenomics

Διερευνήθηκε η αποτελεσματικότητα του κιτ Ion 16S Metagenomics Kit ως προς τον εντοπισμό 

των μικροβίων που υπήρχαν στο πρότυπο δείγμα ZymoBIOMICS Microbial Community Standard. 

Το ZymoBIOMICS Microbial Community Standard, το οποίο μιμείται μια μικτή μικροβιακή 

καλλιέργεια που περιέχει τρία βακτήρια Gram-αρνητικά, πέντε βακτήρια Gram- θετικά και δύο ζύμες. 

Καθώς η μέθοδος 16S Metagenomics δεν ανιχνεύει μύκητες και η ανάλυση γίνεται στο επίπεδο της 

οικογένειας, η θεωρητική σύσταση του δείγματος είναι: Bacillaceae 12,5%, Listeriaceae 12,5%, 

Staphylococcaceae 12,5%, Enterococcaceae 12,5%, Lactobacillaceae 12,5%, Enterobacteriaceae 

25%, Pseudomonadaceae 12,5%.

Ως προς την αξιολόγηση του ποιοτικού του χαρακτήρα, το κιτ έχει 100% αποτελεσματικότητα στο 

επίπεδο της ευαισθησίας και της ειδικότητας καθώς σε όλες τις δοκιμές εντοπίστηκαν μόνο οι 

μικροοργανισμοί που εμπεριέχονταν σε αυτό, ενώ δεν παρατηρήθηκε ενίσχυση άλλων 

μικροοργανισμών, κάτι το οποίο αποκλείει την ύπαρξη επιμόλυνσης κατά τη διάρκεια χρήσης του 

Ion 16S Metagenomics Kit36.

Για την αξιολόγηση της ημιποσοτικής εκτίμησης των διαφόρων βακτηρίων χρησιμοποιήθηκαν 

διαφορετικές βιβλιοθηκών του ίδιου πρότυπου δείγματος, καθώς και επαναλήψεις της αλληλούχησης 

της ίδιας βιβλιοθήκης σε διαφορετικά πειράματα. Στις δοκιμές επαναληψιμότητας καταγράφηκε η 

σχετική αφθονία που παρατηρείται στις ταξονομικές ομάδες που εντοπίζονται στο ίδιο δείγμα και 

υπολογίστηκε η τυπική απόκλιση (Εικ. 28).

Οι διακυμάνσεις που παρατηρήθηκαν ποικίλουν ανάλογα με τον οργανισμό. Στην περίπτωση των 

Bacillacea, η τυπική απόκλιση είναι 1,4%, στους Listeriacea 1,5%, στους Staplylococcaceae 1,4%, 

στους Enterococcaceae 1,2%, στους Lactobacillaceae 1,5%, στους Enterobacteriaceae 3,4% και στους 

Pseudomonadaceae 0,8%.
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Εικόνα 28: Κατανομή των μικροοργανισμών στο πρότυπο δείγμα ZymoBIOMICS Microbial Community Standard
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Παρατηρείται μία υπερτίμηση στα ποσοστά  των Enterobacteriaceae, τα οποία αναμενόταν να 

αποτελούν το 25% του συνολικού πληθυσμού βακτηρίων στο δείγμα, ενώ αντιθέτως στις 

διαφορετικές δοκιμές κατέλαβαν από το 34% έως 48%. Από την άλλη υπάρχει μία υποεκτίμηση των 

ποσοστών των υπόλοιπων οργανισμών, οι οποίοι θα έπρεπε να καταλαμβάνουν ο καθένας το 12,5% 

του πληθυσμού βακτηρίων στο δείγμα, αντ’ αυτού στους Bacillacea, τα ποσοστά κυμαίνονται από 

11% έως 14%, στους Listeriacea από 10% έως 15%, στους Staplylococcaceae από 7% έως 12%, στους 

Enterococcaceae από 6% έως 11%, στους Lactobacillaceae από 4% έως 9%, και στους 

Pseudomonadaceae από 4% έως 7%.

Αυτές οι διαφορές ανάμεσα στα παρατηρούμενα και τα αναμενόμενα από τον κατασκευαστή 

ποσοστά οργανισμών, μπορεί να οφείλονται στο πρωτόκολλο της PCR που χρησιμοποιήθηκε για την 

ενίσχυση των υπερμεταβλητών περιοχών, στους εκκινητές ενίσχυσης αυτών των περιοχών, ακόμα 

και στη βάση δεδομένων που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση των αποτελεσμάτων37. Οι 

διακυμάνσεις στις τιμές των οργανισμών μεταξύ των πειραμάτων είναι μικρές, και δικαιολογούν το 

χαρακτηρισμό της μεθόδου ως ημιποσοτική.

Αξιολόγηση της επαναληψιμότητας της μεθόδου μεταξύ των πειραμάτων (inter-experiment 

variability) πραγματοποιήθηκε και με τυχαία δείγματα κόλπου, τα 16S038S02_K, 16S038S04_K, 

16S038S06_K, 16S038S07_K, και 16S038S09_K. Δεν παρατηρήθηκαν αξιόλογες διαφορές μεταξύ 

των επαναλήψεων των βιβλιοθηκών σε διαφορετικά πειράματα, στο επίπεδο της ανίχνευσης των 

οργανισμών και στα ποσοστά των οργανισμών σε κάθε δείγμα, όπως παρουσιάζεται και στην εικόνα 

29.
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Εικόνα 29: Σύγκριση μεταξύ των ίδιων βιβλιοθηκών των δειγμάτων σε διαφορετικά πειράματα (inter-experiment 
variability).
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Τέλος, παρατηρήθηκε χαμηλή βιομάζα μικροοργανισμών στα δείγματα ενδομητρίου, η οποία 

γινόταν αντιληπτή μετά την ενίσχυση των υπερμεταβλητών περιοχών, όπου δεν υπήρχαν ευδιάκριτες 

ζώνες ενίσχυσης στο gel αγαρόζης, και η μέτρηση της συγκέντρωσης του DNA με τη μέθοδο Qubit 

ήταν αρκετά χαμηλή ( από 0,2 έως 0,9 ng^L). Αντίστοιχα ήταν τα αποτελέσματα των 

συγκεντρώσεων των βιβλιοθηκών των δειγμάτων ενδομητρίου μετά τη μέτρηση της Real Time PCR. 

Αντιθέτως οι αρχικές τιμές των συγκεντρώσεων των δειγμάτων, μετά την απομόνωση DNA από υγρό 

ενδομητρίου, ήταν αρκετά υψηλές, αλλά αυτό μπορεί να οφείλεται και στην παρουσία γενωμικού 

DNA, που πάρθηκε από τη γυναίκα κατά τη διάρκεια της δειγματοληψίας. Η pcr ενίσχυσης των 

υπερμεταβλητών περιοχών πραγματοποιούνταν στους 25 κύκλους για όλα τα δείγματα. Στην 

περίπτωση των δειγμάτων ενδομητρίου, κατ’ εξαίρεση χρησιμοποιήθηκαν σε ένα δείγμα 30 κύκλοι 

pcr, έτσι ώστε να υπάρξει μεγαλύτερη ενίσχυση του προϊόντος. Παρατηρήθηκε διαφορά στα ποσοστά 

των κυρίαρχων οργανισμών στο δείγμα και μία μεγαλύτερη ποικιλότητα στα είδη οργανισμών στους 

30 κύκλους pcr σε σχέση με τους 25 κύκλους. Πιο συγκεκριμένα, υπήρξε μία υποτίμηση του 

Burkholderiaceae, από 78,4% στους 25 κύκλους στο 41,89 στους 30 κύκλους, ενώ υπήρξε μία αύξηση 

στο ποσοστό των Propionibacteriaceae από 1,9% στους 25 κύκλους σε 11,9% στους 30. Οι αλλαγές 

στα ποσοστά των οργανισμών δε θεωρήθηκαν σημαντικές, συνεπώς στα υπόλοιπα δείγματα 

ενδομητρίου η ενίσχυση πραγματοποιήθηκε στους 25 κύκλους.
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■  Methylocystaceae
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Εικόνα 30: Σύγκριση των αποτελεσμάτων στο δείγμα ενδομητρίου 16S038S08 μετά την ενίσχυση των 
υπερμεταβλητών περιοχών σε διαφορετικές συνθήκες pcr (25 και 30 κύκλοι αντίστοιχα).
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Β.4.2 Alpha και Beta diversity

Τα αποτελέσματα Alpha diversity, αποτελούν έναν ποσοτικό δείκτη ο οποίος αντιπροσωπεύει την 

αφθονία και την ομοιομορφία των ειδών σε ένα συγκεκριμένο δείγμα. Στον άξονα x απεικονίζονται 

τα παρατηρούμενα είδη σε κάθε δείγμα, ενώ στον άξονα y εμφανίζονται τα Reads που έλαβε κάθε 

δείγμα κατά την διεξαγωγή του πειράματος έτσι ώστε να παραχθεί το ανάλογο αποτέλεσμα38. Για να 

είναι αξιόπιστο ένα αποτέλεσμα, χρειάζεται ένα ελάχιστο ποσοστό διαβασμάτων της αλληλουχίας, 

της τάξεως των 20000. Παρατηρήθηκε πως τα περισσότερα δείγματα ξεπέρασαν κατά πολύ το ποσό 

των 20000 διαβασμάτων, και έφτασαν έως τα 250000. Αυτό το γεγονός εξαρτάται από το είδος του 

chip που χρησιμοποιήθηκε στο πείραμα (510, 520, 530), από το ποσό των δειγμάτων που υπήρξαν 

ταυτόχρονα στο πείραμα και στο ίδιο chip, αλλά και από τη γενική ποιότητα της πειραματικής 

διαδικασίας. Επιπλέον, διακρίνεται πως τα δείγματα με τη μεγαλύτερη ποικιλομορφία είναι τα 

δείγματα ενδομητρίου, με τη μικρότερη ποικιλομορφία τα δείγματα κόλπου ενώ ενδιάμεσα 

βρίσκονται τα δείγματα τραχήλου.
| observed_speciesSelect a M etric: Select a Category: 1 SamplelD

observed species: SamplelD

10C

::'Jill II I 100000 150000 200000 250000
Sequences Per Sample

Show Categories: | ^ |

Legend
► ■ S001_16S039S08_vl

► □ SQ02_16S038SLl_vl i
► ■ S003_16S039S04_vl

► ■ S004_16S039S06_vl

► ■ S005_16S040S01_vl

► S006_16S035S01_vl

► S007_16SQ39S02_vl ■
► S0Q8_16S032S03_vl

► ■ S009_16SQ38S04_vl

► ■ S010_16S032S01_vl

► ■ S011_16S038S06_vl

► ■ S012_16SQ38S02_vl

► ■ S013_10S03S S08_vl

► ■ S014_16S039S10_vl

► S015 16S039S09 vl

Εικόνα 31: Alpha diversity με βάση την αφθονία των οικογενειών βακτηρίων στα δείγματα.
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Τα αποτελέσματα Beta diversity, περιγράφουν την ποικιλότητα μεταξύ των διαφορετικών 

δειγμάτων που εμπεριέχονται στο πείραμα. Πράγματι, παρατηρείται μία ομαδοποίηση των δειγμάτων 

με βάση την προέλευσή τους, κάτι το οποίο υπονοεί πως στην πλειοψηφία τους τα δείγματα που 

προήλθαν από το ίδιο αρχικό υλικό ( κόλπο, ενδομήτριο, τράχηλο) παρουσιάζουν και παρόμοιο 

μικροβίωμα.

Εικόνα 32: Beta diversity σε δείγματα της μελετης.

Β.4.2 Αποτελέσματα σε δείγματα κόλπου

Στην πλειοψηφία των δειγμάτων κόλπου (9 από τα 13 δείγματα που εξετάστηκαν), παρατηρήθηκαν 

υψηλά ποσοστά Lactobacillaceae, από 91% έως 99,9% του συνόλου των οργανισμών στο δείγμα. Τα 

είδη Lactobacillaceae που παρατηρήθηκαν στα εν λόγω δείγματα ήταν τα Lactobacillus crisparatus, 

delbrueckii, fornicalis, jensenii, vaginalis, gasseri, iners, johnsonii, paracasei. Στην πλειοψηφία των 

δειγμάτων η μέθοδος δεν μπορεί να καταλήξει σε ένα συγκεκριμένο κυρίαρχο είδος Lactobacillaceae, 

αλλά τα αποτελέσματα εμφανίζονται με τη μορφή των slash calls (Εικ. 34). Πιθανώς οι λόγοι της 

αδυναμίας ταυτοποίησης των ειδών σε αρκετά δείγματα και της εμφάνισής τους ως slash calls, να 

βρίσκονται στα προγράμματα που χρησιμοποιούνται για την βιοπληροφορική ανάλυση των 

δειγμάτων και την ταυτοποίηση των οργανισμών, στις βάσεις Greengenes και MicroSEQ® 16S 

Reference Library, στους εκκινητές που χρησιμοποιούνται για την ενίσχυση των υπερμεταβλητών 

περιοχών, αλλά και στη μεγάλη ομοιότητα στην αλληλουχία του 16s rRNA μεταξύ των ειδών ίδιου
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γένους. Στις οδηγίες του αλγορίθμου του προγράμματος Ion Reporter, περιγράφεται πως εάν ένα 

αποτέλεσμα από ένα διάβασμα αλληλουχίας περιέχει περισσότερα από ένα είδη σε ένα συγκεκριμένο 

εύρος, τα είδη στα αποτελέσματα εμφανίζονται ως slash calls, ενώ περισσότερες πληροφορίες για τα 

είδη που εμπεριέχονται στο συγκεκριμένο εύρος αλληλουχίας, μπορούν να βρεθούν στα raw 

δεδομένα του πειράματος39.

Εικόνα 33: Αντιπροσωπευτικό διάγραμμα Krona (δείγμα 16S038S04), στο οποίο οι κυρίαρχοι οργανισμοί 

ανήκουν στην οικογένεια Lactobacillaceae (91,9%) , ενώ ταυτοποιείται το είδος Lactobacillus gasseri με 27%. 

Τα υπόλοιπα είδη Lactobacillus εμφανίζονται ως slash calls.
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Το σύνολο των ειδών Lactobacillus που ανιχνεύθηκαν στα δείγματα κόλπου, φαίνεται πως 

ανήκουν στις 5 κύριες ομάδες βακτηρίων που εντοπίζονται στον κόλπο γυναικών (CST I-V), αλλά 

λόγω της παρουσίας των slash calls δεν μπορεί να καθοριστεί ο ακριβής τύπος της κάθε γυναίκας40.

Στο δείγμα 16S038S02_K, εντοπίστηκαν Enterobacteriaceae σε ποσοστό 93,79%. Η παρουσία των 

Enter οbacteriaceae σε τόσο μεγάλο ποσοστό στο κολπικό περιβάλλον μπορεί να υποδεικνύει μία 

δυσβιωτική συνθήκη41. Στη γυναικολογία, Enterobacteriaceae έχουν περιγραφεί σε περιπτώσεις 

φλεγμονώδους νόσους της πυέλου (PID), που είναι μία φλεγμονή που προκαλείται από τη μόλυνση 

του ανώτερου γυναικείου γεννητικού συστήματος. Στην PID, μικροοργανισμοί συνήθως ανέρχονται 

από την περιοχή του κόλπου και του ενδοτραχήλου στο ενδομήτριο αλλά και σε άλλα σημεία του άνω 

γεννετικού συστήματος των γυναικών και μπορούν να προκαλέσουν ενδομητρίτιδα, σαλπιγγίτιδα, 

παραμετρίτιδα, ωοφορίτιδα, σωληνοωοθηκικό απόστημα και πυελική περιτονίτιδα. Τα 

Enter οbacteriaceae και ο Staphylococcus aureus ευθύνονται για το 70% των περιπτώσεων PID σε

γυναίκες42.

Τα δείγματα 16S038S11_K, 16S039S07_ K και 16S039S09_ K εμφάνισαν διαφορετικό μοτίβο 

κολπικού μικροβιώματος. Τα δείγματα 16S038S11_K και 16S039S07_ K περιείχαν Lactobacillaceae 

σε ποσοστά μικρότερα του 90% (16S038S11_K-33,17% και 16S039S07_ K-63,98%) ενώ υπήρχαν 

άλλες δύο επικρατούσες οικογένειες οργανισμών σε κάθε δείγμα, η Coriobacteriaceae και η 

Bifidobacteriaceae αντίστοιχα. Το δείγμα 16S039S09_ K ήταν το πιο πολύπλοκο ανάμεσα στα 

κολπικά δείγματα, με τις κύριες οικογένειες οργανισμών να είναι οι Coriobacteriaceae(22,26%), 

Bifidobacteriaceae(23,92%), Clostridiaceae(12,39%) και Prevotellaceae(15,33%).

Η οικογένεια Coriobacteriaceae περιλαμβάνει το Atopobium vaginae. Το Atopobium vaginae 

είναι ένα νεοανακαλυφθέν βακτήριο που απαντάται συχνά σε γυναίκες με βακτηριακή 

κολπίτιδα(περισσότερο από 95%). Ο οργανισμός αυτός παρόλα αυτά έχει ανιχνευθεί και σε υγιής 

γυναίκες χωρίς βακτηριακή κολπίτιδα (έως και 20%). Γενικά η οικογένεια των Coriobacteriaceae δε 

θεωρείται ο μοναδικός αιτιολογικός παράγοντας για εκδήλωση βακτηριακής κολπίτιδας, αλλά είναι 

ένας πιθανός συνένοχος και αυτή την παθολογική έκβαση43.

Η οικογένεια των Bifidobacteriaceae σχετίζεται επίσης με τη βακτηριακή δυσβίωση στις γυναίκες 

και την εκδήλωση βακτηριακής κολπίτιδας. Πιο συγκεκριμένα τα Bifidobacteria εμφανίζονται αρχικά 

ανάμεσα στη φυσιολογική κολπική μικροχλωρίδα ( στο 12% των ασθενών), η οποία στη συνέχεια 

μετατρέπεται σε ανώμαλη μικροχλωρίδα (στο 41% των ασθενών) και στη συνέχεια σε βακτηριακή 

κολπίτιδα (στο 94% των ασθενών), σε αντίθεση με είδη όπως το G.vaginalis και Mycoplasma hominis 

που ανιχνεύονται μόνο στο τελευταίο στάδιο της βακτηριακής κολπίτιδας. Συνεπώς φαίνεται πως τα
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Bifidobacteriaceae εμπλέκονται στη σταδιακή μετατροπή της φυσιολογικής μικροχλωρίδας σε 

μικροχλωρίδα βακτηριακής κολπίτιδας44.

Τέλος οι Clostridiaceae και Prevotellaceae ανήκουν στα βακτήρια που συσχετίζονται με εκδήλωση 

βακτηριακής κολπίτιδας45. Σε υγιή κατάσταση το κολπικό μικροβίωμα κυριαρχείται όπως είπαμε από 

είδη Lactobacillus. Οι γαλακτοβάκιλλοι παράγουν γαλακτικό οξύ το οποίο μειώνει το pH του κόλπου 

και τον προστατεύει από εισβολή παθογόνων. Τα επιθηλιακά κύτταρα συνθέτουν επίσης χαμηλά 

επίπεδα αντιμικροβιακιών πεπτιδίων. Επιπλέον, τα επιθηλιακά κύτταρα και τα κύτταρα του 

ανοσοποιητικού συμβάλλουν στην ομοιόσταση με την παραγωγή αντιφλεγμονώδων κυτοκινών. Η 

κολπική δυσβίωση μπορεί να ξεκινήσει με τον αποικισμό του κολπικού περιβάλλοντος από 

Gardenella vaginalis. Ο G.vaginalis αποικίζει τα κολπικά επιθηλιακά κύτταρα, αντικαθιστά τους 

γαλακτοβάκιλλους και ξεκινά τη δημιουργία ενός βιοφίλμ. Μετά τον αποικισμό του G.vaginalis, η 

Prevotella προσλαμβάνεται στο βιοφίλμ. Οι G.vaginalis και Prevotella υποστηρίζουν την ανάπτυξή 

τους με τον μεταβολισμό της αμμωνίας και των αμινοξέων. Τόσο το G.vaginalis όσο και η Prevotella 

είναι ικανά να παράγουν ένζυμα τα οποία μπορούν να συμβάλουν στην αποδόμηση της βλέννας και 

κατά συνέπεια τη διάσπαση του φραγμού ενάντια στα παθογόνα. Δεν παρατηρείται εμφανής 

φλεγμονή μετά τον αποικισμό του κόλπου από τα συγκεκριμένα βακτήρια, κάτι το οποίο υποδηλώνει 

πως είναι σε θέση να αποφύγουν την ανοσοαπόκριση του ξενιστή μέσω άγνωστων μηχανισμών. Στη 

συνέχεια, άλλοι δευτερεύοντες αποικιστές, όπως οι Atopobium vaginae προσλαμβάνονται στο 

βιοφίλμ. Η παραγωγή βιογενών αμινών και άλλων μεταβολιτών από τα βακτήρια που σχετίζονται με 

την βακτηριακή κολπίτιδα, συμβάλλουν σε ένα αυξημένο κολπικό pH, το οποίο οδηγεί στην 

εκδήλωση συμπτωμάτων της βακτηριακής κολπίτιδας, όπως είναι η μυρωδιά ψαριού. Τα επιθηλιακά 

κύτταρα και τα στρατολογημένα ανοσοκύτταρα, παράγουν προ-φλεγμονώδεις κυτοκίνες και 

χημειοκίνες, οι οποίες θα μπορούσαν να οδηγήσουν σε φλεγμονή των γεννητικών οργάνων (Εικ.33).46
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Εικόνα 34: Απεικόνιση υποθετικού μοντέλου για την καθιέρωση της βακτηριακής κολπίτιδας και οι ανοσολογικές 
και φυσιολογικές αλλαγές που σχετίζονται με τις αλληλεπιδράσεις ανάμεσα σε ξενιστή και μικρόβια. (Muzny et al. Curr 
Opin Infect Dis. 2020)

Β.4.3 Αποτελέσματα σε δείγματα τραχήλου.

Το μικροβίωμα της περιοχής του τραχήλου αναμένεται να είναι παρόμοιο με αυτό του κόλπου, 

ενώ συχνά χαρακτηρίζεται τραχηλοκολπικό (cervicovaginal) μικροβίωμα. Πράγματι τα 

αποτελέσματα από δείγματα τραχήλου 6 διαφορετικών γυναικών περιείχαν Lactobacillaceae σε 

μεγάλα ποσοστά (5 γυναίκες από 31,8% έως 95% Lactobacillaceae), ενώ σε δείγμα τραχήλου μίας 

γυναίκας εμφανίστηκε Enterobacteriaceae σε ποσοστό 97,7%. Η μικροβίωση του τραχήλου 

ταξινομείται επίσης σε πέντε διακριτές ομάδες με βάση τη σύσταση των ειδών Lactobacillaceae σε 

αυτή (CST I-V). Σε περιπτώσεις τραχηλικής δυσβίωσης παρατηρούνται αντίστοιχα αναερόβιοι 

οργανισμοί όπως είναι οι Gardnerella, Megasphera, Atopobium και Prevotella. Ορισμένες γυναίκες 

με τραχηλοκολπική δυσβίωση αναπτύσσουν συμπτώματα όπως τη μη φυσιολογική κολπική έκκριση 

υγρών, τη φλεγμονή, την οσμή και τον κνησμό. Γενικά το γένος Lactobacillus εμφανίζει μεγάλη 

αφθονία στο τραχηλοκολπικό μικροβίωμα47. Στην περίπτωση της γυναίκας με Enter οbacteriaceae σε 

ποσοστό 97,7%, θα είχε ενδιαφέρον να γίνει ανάλυση και σε ένα κολπικό δείγμα έτσι ώστε να 

παρατηρηθεί εάν υπάρχει παρόμοια μικροβιακή σύσταση. Enterobacteriaceae στο περιβάλλον του 

τραχήλου σε τόσο μεγάλο ποσοστό θα μπορούσε να ανιχνευθεί στην περίπτωση της μικροβιακής 

δυσβίωσης και πιο συγκεκριμένα στην παθολογική συνθήκη PID42. Τα 5 δείγματα τραχήλου που
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περιείχαν Lactobacillaceae περιείχαν επίσης και Burkholderiaceae (από 3,1% έως 63,4 %). Το 

Burkholderiaceae είναι ένας κοινός περιβαλλοντικός παράγοντας επιμόλυνσης και εντοπίζεται συχνά 

στο νερό. Ακόμα και αν τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε στείρες συνθήκες, είναι πιθανόν τα 

δείγματα να έχουν μολυνθεί με μικροβιακά νουκλεϊκά οξέα Burkholderia48. Να σημειωθεί πως στα 

δείγματα που παρατηρείται η ύπαρξη Burkholderia σε αξιοσημείωτα ποσοστά, υπήρχε χαμηλή 

βιομάζα οργανισμών στο δείγμα, κάτι το οποίο μπορεί να ευνόησε την ενίσχυση διάφορων 

παραγόντων επιμόλυνσης (contaminants) που μπορεί να υπήρχαν στο δείγμα.

Β.4.4 Αποτελέσματα σε δείγματα ενδομητρίου

Τα δείγματα ενδομητρίου παρουσίασαν μεγαλύτερη ποικιλότητα από τα δείγματα κόλπου και 

τραχήλου, όπως ήταν αναμενόμενο και από τη βιβλιογραφία49. Από τα 14 δείγματα ενδομητρίου, στα 

11 εντοπίστηκε Burkholderia σε ποσοστά από 26% έως 82%. Τα βακτήρια που ανήκουν στο γένος 

Burkholderia είναι αρνητικά Gram βήτα-πρωτεοβακτήρια, που κατανέμονται ευρέως στο 

περιβάλλον. Διαθέτουν μεγάλη γονοτυπική και φαινοτυπική πλαστικότητα και είναι ικανά για ταχεία 

μετάλλαξη και προσαρμογή σε ακραία περιβάλλοντα. Τα Burkholderia μπορούν να προκαλέσουν 

σοβαρές αναπνευστικές λοιμώξεις, σε ασθενείς με υποκείμενα νοσήματα, όπως την κυστική ίνωση 

και τη χρόνια κοκκιωματώδη νόσο (CGD). Τα Burkholderia έχουν επίσης την ικανότητα να 

πολλαπλασιάζονται σε υδάτινα περιβάλλοντα, όπως είναι λίμνες, τα ποτάμια, το πόσιμο νερό και 

γενικά τα υγρά που περιέχουν μικρές ποσότητες θρεπτικών συστατικών. Επιπλέον, τα συγκεκριμένα 

βακτήρια περιγράφονται και ως οι κύριοι μολυσματικοί παράγοντες στείρων (π.χ. ενδοφλέβια 

φάρμακα και διαλύματα) και μη αποστειρωμένων φαρμακευτικών προϊόντων (π.χ. ρινικά σπρέι, 

προϊόντα με βάση το νερό, στοματικά διαλύματα, προεγχειρητικά διαλύματα δέρματος και 

απολυμαντικά χεριών), ενώ είναι η αιτία πολυάριθμων νοσοκομειακών εστιών μόλυνσης που 

καταγράφηκαν τις τελευταίες 2 δεκαετίες50. Πολλά από αυτά τα επεισόδια επιμόλυνσης έχουν 

συσχετιστεί με την ικανότητα των βακτηρίων Burkholderia να ευδοκιμούν παρουσία 

αντιμικροβιακών απολυμαντικών, ιδιαίτερα των βιοκτόνων που χρησιμοποιούνται σε σκευάσματα 

φαρμακευτικών προϊόντων51.

Το Burkholderia έχει περιγραφεί και στο γυναικολογικό σύστημα σε σπάνιες περιπτώσεις. Πιο 

συγκεκριμένα, το Burkholderia προκαλεί μελιοείδωση (Melioidosis), μία ασθένεια που είναι 

ενδημική στο βορειοανατολικό τμήμα της Ταϊλάνδης, στη νοτιοανατολική Ασία και τη βόρεια 

Αυστραλία. Οι οδοί εισόδου του Burkholderia στον οργανισμό είναι μέσω του δέρματος, της εισπνοής 

και της κατάποσης, ενώ υπάρχουν παράγοντες που προσδίδουν μία προδιάθεση για μελιοείδωση, 

όπως είναι ο σακχαρώδης διαβήτης, η νεφρική ανεπάρκεια, η θαλασσαιμία, ο αλκοολισμός και η
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χρόνια πνευμονική νόσος. Οι πιο κοινές κλινικές εκδηλώσεις της ασθένειας είναι η πνευμονία, το 

ηπατικό ή το σπληνικό απόστημα, η λοίμωξη του δέρματος και των μαλακών ιστών, η μόλυνση του 

ουροποιητικού συστήματος και η οστεοαρθρική λοίμωξη. Η εμφάνιση Burkholderia στο 

γυναικολογικό σύστημα είναι σπάνια, παρόλα αυτά υπάρχουν περιπτώσεις που ασθενείς με 

μελιοείδωση εμφάνισαν Burkholderia στο άνω γεννητικό σύστημα. Υπάρχει η υπόθεση πως η 

πρωτογενής λοίμωξη σε αυτούς τους ασθενείς προέκυψε από την επαφή των εξωτερικών γεννητικών 

οργάνων με το βακτήριο και στη συνέχεια αυτό προχώρησε μέσω της γεννητικής οδού όπου 

εγκαταστάθηκε στις σάλπιγγες και τις ωοθήκες. Η γυναικολογική εκδήλωση μετά από μόλυνση με 

Burkholderia περιλαμβάνει έλκος των γεννητικών οργάνων, τραχηλίτιδα, πυελική φλεγμονώδη νόσο 

και ωοθηκικό απόστημα. Οι επιπλοκές περιλαμβάνουν ηπατικά και σπληνικά αποστήματα. Η 

λοίμωξη με Burkholderia κατά τη διάρκεια της κύησης οδηγεί σε δυσάρεστα αποτελέσματα όπως 

είναι η σήψη στο νεογνό ’ ’

To Burkholderia έχει εντοπιστεί και σε μελέτες με θέμα το μικροβίωμα της αναπαραγωγικής οδού 

και πιο συγκεκριμένα στις περιπτώσεις του μικροβιώματος του ενδομητρίου και του μικροβιώματος 

των σαλπίγγων. Στις μελέτες με θέμα το ενδομήτριο, το Burkholderia εμφανιζόταν ως κυρίαρχο σε 

αυτό, ενώ δεν υπήρχε μεγάλη αντιπροσώπευσή του σε κολπικά δείγματα. Στην περίπτωση της 

διερεύνησης του μικροβιώματος στις σάλπιγγες, το Burkholderia εμφανιζόταν σε σημαντικά ποσοστά 

μεταξύ των Staphylococcus, Enterococcus, Lactobacillus και Pseudomonas, αλλά δεν ήταν εφικτή η 

καλλιέργειά του σε σχέση με τα άλλα βακτήρια. Σε κάποιες περιπτώσεις το Burkholderia θεωρήθηκε 

ως ένας παράγοντας επιμόλυνσης των δειγμάτων ενδομητρίου και όχι ως ένας οργανισμός του 

μικροβιώματος, ενώ στις περισσότερες μελέτες δεν του αποδόθηκε κάποια συσχέτιση με τη θετική ή 

μη έκβαση της εξωσωματικής γονιμοποίησης. Τέλος, η εμφάνιση του Burkholderia και η συσχέτισή 

του με τη δεκτικότητα του ενδομητρίου των γυναικών χρήζει περαιτέρω διερεύνησης48,55,59.

Lactobacillaceae εντοπίστηκε στα 11 από τα 14 δείγματα ενδομητρίου σε ποσοστά από 1,5% έως 

59%. Σε καμία από τι γυναίκες που έλαβαν μέρος στη μελέτη δεν παρατηρήθηκε συγκεκριμένο 

πρότυπο μικροβιώματος με ποσοστά Lactobacillaceae >90% (Lactobacillus dominated microbiota), 

όπως αναφέρεται σε ένα μεγάλο μέρος των μελετών που έχουν διεξαχθεί μέχρι τώρα. Το μικροβίωμα 

του ενδομητρίου διαθέτει μεγάλη ετερογένεια και μπορεί να σχετίζεται και αυτό, όπως και το 

μικροβίωμα του κόλπου, με την εθνικότητα και τις περιβαλλοντικές συνθήκες που βρίσκεται η κάθε 

γυναίκα.

Παράλληλα, οι περισσότερες μοριακές μελέτες που έχουν διεξαχθεί στο αντικείμενο του 

μικροβιώματος του ενδομητρίου, ανέλυσαν δείγματα τα οποία είχαν συλλεχθεί τραχηλικά. Αυτή η
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προσέγγιση δειγματοληψίας είναι επιρρεπής σε επιμόλυνση του μικροβιώματος του ενδομητρίου με 

μικρόβια που βρίσκονται στο περιβάλλον του κόλπου ή του τραχήλου. Κατά συνέπεια η ευρεία 

επικράτηση Lactobacillaceae στα δείγματα ενδομητρίου μπορεί να οφείλεται σε επιμόλυνση κατά τη 

διάρκεια της δειγματοληψίας. Επιπλέον, το ενδομήτριο διαθέτει μικροβίωμα πολύ χαμηλής βιομάζας, 

συνεπώς ο μοριακός χαρακτηρισμός του είναι επιρρεπής σε παράγοντες επιμόλυνσης του κιτ 

απομόνωσης του αρχικού υλικού, ακόμη και των αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν στην PCR. 

Το μολυσμένο DNA μπορεί να αποτελέσει ένα σημαντικό μέρος, αν όχι όλο, των παρατηρούμενων 

μικροβίων εντός του ενδομητρίου. Σε μελέτη που τα δείγματα για τη μελέτη του μικροβιώματος του 

ενδομητρίου λήφθηκαν από το μέσο του ενδομητρίου μετά από υστερεκτομή, η μικροβιακή σύσταση 

δεν περιείχε Lactobacillaceae σε μεγάλα ποσοστά. Αντιθέτως, τα ενδομητριακά βακτηριακά προφίλ 

κυριαρχούνταν σε μεγάλο βαθμό από τα Acinetobacter, Pseudomonas, Comamonadaceae και 

Cloacibacterium56.

Στα δείγματα ενδομητρίου υπήρχε επίσης μία συστηματική εμφάνιση (σε 11 από τα 14 δείγματα), 

βακτηρίων που ανήκουν στην οικογένεια Rhizobiaceae σε ποσοστά από 1,3% έως 17%. Τα Rhizobia 

είναι πρωτεοβακτήρια και κύρια μέλη του μικροβιώματος των φυτών, καθώς βοηθούν τα φυτά με την 

πρόσληψη αζώτου. Στη γυναικολογία δεν έχουν περιγραφεί τα Rhizobia σαν μέλη του 

μικροβιώματος, ενώ σε παρόμοιες μελέτες ανάλυσης μικροβιώματος του ενδομητρίου έχουν 

αποκλειστεί από την τελική ανάλυση καθώς εμφανιζόταν σε πολύ μικρά ποσοστά.17,57.

Βακτήρια που ανήκουν στην οικογένεια των Propionibacteriaceae ήταν παρόντα σε 13 από τα 14 

δείγματα ενδομητρίου σε ποσοστά από 0,5% έως 9,4%. Τα Propionibacteriaceae είναι βακτήρια που 

εντοπίζονται κατά κύριο λόγο σε γαλακτοκομικά προϊόντα, στο έντερο και στο δέρμα των ανθρώπων. 

Έχουν εντοπιστεί επίσης σαν μέλη του μικροβιώματος του ενδομητρίου σε αρκετές μελέτες. O Pelzer 

και οι συνεργάτες του πραγματοποίησαν ανάλυση του μικροβιώματος του ενδομητρίου γυναικών με 

δυσμηνόρροια. Η μελέτη συμπεριλάμβανε δείγματα γυναικών σε διάφορες φάσεις του 

εμμηνορροϊκού κύκλου μετά από υστεροσκόπηση(hysteroscopy) ή λαπαροσκόπηση. Το μικροβίωμα 

αυτών των γυναικών περιλάμβανε βακτήρια που ανήκαν στο γένος Lactobacillus, Propionibacterium, 

Staphylococcus και Pseudomonas58. Propionibacteriaceae έχουν εντοπιστεί και στις σάλπιγγες 

γυναικών τόσο στο προ- όσο και στο μετά- κλιμακτηριακό στάδιο γυναικών, μεταξύ άλλων 

βακτηρίων όπως τα Staphylococcus, Lactobacillus και Enterococcus59.

Στα δείγματα 16S040S02_E και 16S040S10_E, εκτός από Lactobacillaceae εντοπίστηκαν και 

Acetobacteraceae σε ποσοστά 20% και 40% αντίστοιχα. Αξίζει να σημειωθεί πως η απομόνωση DNA 

από υγρό ενδομητρίου σε όλα τα δείγματα πραγματοποιήθηκε με το κιτ QIAamp DNA Microbiome
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Kit με εξαίρεση τα δείγματα 16S040S02_E και 16S040S10_E, τα οποία απομονώθηκαν με το 

PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit. Τα βακτήρια Acetobacteraceae μπορούν να βρεθούν 

σε διάφορα περιβάλλοντα, χερσαία ή υδάτινα. Αποτελούν όπως και τα Burkholderia, έναν κοινό 

παράγοντα επιμόλυνσης, που μπορεί να γίνει διακριτός σε δείγματα με πολύ χαμηλή βιομάζα όπως 

αυτά του ενδομητρίου60.

Το δείγμα 16S035S06_E παρουσίασε ένα μοναδικό μικροβιακό προφίλ μεταξύ των άλλων 

δειγμάτων, με τους κυρίαρχους οργανισμούς να ανήκουν στις οικογένειες Pasteurellaceae- 40% και 

Streptococcaceae- 16%. Οι Pasteurella είναι οργανισμοί που προκαλούν μολυσματικά σύνδρομα, 

όπως λοιμώξεις των μαλακών ιστών και πιο σπάνια βακτηριαιμία, μηνιγγίτιδα, ενδοκαρδίτιδα, 

αυθόρμητη βακτηριακή περιτονίτιδα και ενδοκοιλιακό απόστημα. Παράλληλα αποτελεί μία σπάνια 

αιτία βακτηριαιμίας (bacteremia) κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης, η οποία μπορεί να οδηγήσει σε 

θάνατο του εμβρύου61. Ταυτόχρονα, βακτήρια που ανήκουν στο γένος Streptococcus έχουν 

χαρακτηριστεί ως βακτήρια που απαρτίζουν ένα δυσβιωτικό μικροβίωμα ενδομητρίου, μαζί με τα 

Staphylococcus, Gardnerella, Mycoplasma, Ureoplasma, Chlamydia και Neisseria. Θεωρείται πως τα 

εν λόγω βακτήρια είναι υπεύθυνα για περιπτώσεις χρόνιας ενδομητρίωσης και πως επηρεάζουν 

αρνητικά τη διαδικασία εμφύτευσης της βλαστοκύστης. Παρόλα αυτά, φαίνεται πως η 

παθογονικότητα μπορεί να διαφέρει ανάλογα με το είδος του Staphylococcus που εμφανίζεται στο 

ενδομήτριο3.

Εξαίρεση στα διαφορετικά μικροβιακά προφίλ μεταξύ των δειγμάτων κόλπου και ενδομητρίου 

από την ίδια γυναίκα αποτέλεσαν τα δείγματα 16S039S09_K και 16S039S10_Ε, που παρουσιάζουν 

παρόμοια μικροβιακά προφίλ, με εξαίρεση την εμφάνιση Burkholderia (44,8%) στο δείγμα 

ενδομητρίου. Στο δείγμα 16S039S10_Ε εντοπίστηκαν παράλληλα με το Burkholderia, 

Coriobacteriaceae(16,4%), Bifidobacteriaceae(7,7%), Clostridiaceae(3,84%) και Prevotellaceae(2%). 

Η παρουσία των παραπάνω βακτηρίων στον κόλπο, όπως έχει αναφερθεί και παραπάνω, είναι 

χαρακτηριστική μιας δυσβιωτικής κατάστασης στο περιβάλλον του κόλπου, και πιο συγκεκριμένα 

της βακτηριακής κολπίτιδας. Η παρουσία αυτών των βακτηρίων στο ενδομήτριο μπορεί να οφείλεται 

στην άνοδο βακτηρίων από το περιβάλλον του κόλπου, μέσω του τραχήλου στο ενδομήτριο ή σε 

επιμόλυνση που έχει συμβεί κατά τη διάρκεια της δειγματοληψίας.
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Β.4.5 Σύγκριση δειγμάτων κόλπου-ενδομητρίου

Φαίνεται πως υπάρχουν διακριτές κοινότητες βακτηρίων στη γυναικεία αναπαραγωγική οδό, οι 

οποίες σχηματίζουν μία συνέχεια μικροβίων που ξεκινάει από τον κόλπο και φτάνει έως τις σάλπιγγες. 

Τα αποτελέσματα της συγκεκριμένης μελέτης καταδεικνύουν πως υπάρχουν διαφορές στη σύνθεση 

των μικροβίων μεταξύ του κολπικού και του ενδομητριακού μικροβιώματος. Το γένος Lactobacillus 

είναι το κυρίαρχο γένος στο κολπικό μικροβίωμα, ενώ το μικροβίωμα του ενδομητρίου 

χαρακτηρίζεται από μία πιο ετερογενή σύνθεση, με την παρουσία ειδών που δεν έχουν εντοπιστεί 

ακόμα στις ανθρώπινες γεννητικές περιοχές στο γενικό πληθυσμό όπως το Burkholderia και το 

Rhizobiaceae (Εικ.35). Παρόμοια αποτελέσματα ετερογένειας μεταξύ δειγμάτων κόλπου και 

ενδομητρίου από υπογόνιμες γυναίκες έχουν περιγραφεί μέχρι στιγμής σε διάφορες μελέτες 

(Εικ.36)62. Σε σύγκριση με το κολπικό μικροβίωμα, το ενδομήτριο φιλοξενεί σημαντικά μικρότερη 

ποσότητα μικροβίων, υποδηλώνοντας πως ο τράχηλος και το περιβάλλον της μήτρας χρησιμεύουν ως 

φράγμα για τους ανερχόμενους οργανισμούς. Δεδομένου πως οι Lactobacillus αντιπροσωπεύουν τα 

πιο κυρίαρχα βακτήρια στον κόλπο και τον τράχηλο, η εμφάνιση αυτών των ειδών στην κοιλότητα 

της μήτρας υποδηλώνει πως βακτήρια μεταφέρονται ενεργά από τον κόλπο, στον τράχηλο, τη μήτρα, 

έως και τις σάλπιγγες και τα ωοθυλάκια. Το γεγονός αυτό προκαλείται από τις αυθόρμητες συστολές 

της μήτρας, με την υψηλότερη συχνότητα συστολών κατά τη διάρκεια της ωορρηξίας και των 

οργασμών, οι οποίοι συμμετέχουν ενεργά στη μεταφορά σπερματοζωαρίων στις σάλπιγγες2. 

Παράλληλα υπάρχει και η πιθανότητα επιμόλυνσης με Lactobacillus από το περιβάλλον του κόλπου 

και του τραχήλου κατά τη συλλογή του δείγματος63.
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Εικόνα 35: Αποτελέσματα δειγμάτων κόλπου-ενδομητρίου.
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Εικόνα 36: Ετερογένεια σε δείγματα ενδομητρίου και κόλπου από 34 υπογόνιμες γυναίκες με τη χρήση 16S 
Metagenomics. (Riganelli L et al Front Cell Infect Microbiol. 2020)

Β.4.6 Συμπεράσματα

Η παρούσα μελέτη επικεντρώθηκε στην απεικόνιση του μικροβιώματος της γεννητικής οδού 

(ενδομήτριο, κόλπο, τράχηλο), υπογόνιμων γυναικών, που βρίσκονται σε διαδικασία εξωσωματικής 

γονιμοποίησης. Η πλειοψηφία των δειγμάτων κόλπου εμφάνισαν ως κυρίαρχο μικροβίωμα είδη της 

οικογένειας Lactobacillaceae ενώ στα δείγματα ενδομητρίου και τραχήλου δεν υπήρξε κάποιο 

κυρίαρχο είδος οργανισμού. Η σύσταση των οργανισμών στα δείγματα ενδομητρίου χαρακτηριζόταν 

από μεγάλη ετερογένεια, ενώ δεν εντοπίστηκαν πολλές ομοιότητες στη σύσταση του μικροβιώματος 

μεταξύ κόλπου και ενδομητρίου.

Ένας από τους μεγαλύτερους περιορισμούς στη διερεύνηση του μικροβιώματος είναι η ποικιλία

των τεχνικών που χρησιμοποιούνται όπως και οι βάσεις δεδομένων που συνδέονται με αυτές τις

τεχνικές για τον εντοπισμό των ειδών και τον προσδιορισμό της σύνθεσης των μικροβίων. Τέτοιες

διαφορές ενδέχεται να εισάγουν σημαντικές παραλλαγές στην ανάλυση ενώ αποτελούν σημαντική

πηγή διαφορών στην ερμηνεία των δεδομένων. Παράλληλα, η πιθανότητα επιμόλυνσης του δείγματος

αποτελεί ένα σημαντικό εμπόδιο για να διαπιστωθεί εάν τα βακτήρια που εντοπίζονται στη μήτρα

αποτελούν στοιχεία του μικροβιώματός της, εισβολείς της γεννητικής οδού, ή bias λόγω της χαμηλής

αφθονίας βακτηρίων στη μήτρα. Άλλος ένας βασικός περιορισμός στο συγκεκριμένο πεδίο, είναι το

μέγεθος των δειγμάτων που υπάρχουν διαθέσιμα. Υπάρχει περιορισμένη προσέλευση ασθενών και

τεχνικές προκλήσεις όσων αφορά τη λήψη δειγμάτων μήτρας. Κατά συνέπεια, ο μικρός αριθμός

δειγμάτων μειώνει σημαντικά τη στατιστική ισχύ των μελετών. Επιπλέον υπάρχει έλλειψη εθνικής

ποικιλομορφίας στις μελέτες μικρής κλίμακας. Όπως έχει αποδειχθεί, η βακτηριακή κολπίτιδα

διαφέρει σημαντικά στις Καυκάσιες γυναίκες σε σχέση με άλλες φυλετικές και εθνικές ομάδες,
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συνεπώς είναι πιθανό το ίδιο να ισχύει και για το μικροβίωμα της μήτρας. Ένας αναπόφευκτος 

περιορισμός είναι η έλλειψη δειγμάτων από υγιείς γυναίκες, τα οποία μπορούν να χρησιμεύσουν ως 

δείγματα ελέγχου σε σχέση με τα δείγματα υπογόνιμων γυναικών. Τέλος, οι εκκινητές που 

χρησιμοποιούνται στην αλληλούχηση του 16S rRNA γονιδίου, είναι μία πιθανή αιτία παραγωγής 

διφορούμενων αποτελεσμάτων, καθώς ορισμένες περιοχές του γονιδίου έχει αποδειχθεί ότι 

υπερεκπροσωπούν ή υποεκπροσωπούν ορισμένες ομάδες βακτηρίων64.

Συμπερασματικά, υπάρχουν αρκετές πειραματικές πρακτικές που θα μπορούσαν να 

χρησιμοποιούνται, ώστε μία μελέτη να καταλήγει σε μία αξιόπιστη σύσταση μικροβιώματος. Αρχικά 

οι μελέτες θα μπορούσαν να περιλαμβάνουν μεγαλύτερα μεγέθη δειγμάτων, ταυτόχρονη χρήση 

διαφορετικών μεθόδων ανίχνευσης μικροβίων, αυστηρό έλεγχο των αντιδραστηρίων και του 

εξοπλισμού σε όλα τα στάδια της επεξεργασίας και της ανάλυσης των δειγμάτων για την παρουσία 

επιμολύνσεων, ενώ ο προσδιορισμός της σχετικής αφθονίας των βακτηριακών ομάδων θα πρέπει να 

προηγείται από την απόλυτη ποσοτικοποίηση του βακτηριακού φορτίου σε δείγματα και control και 

ταυτόχρονα θα πρέπει να λαμβάνεται υπόψιν η γεωγραφική κατανομή, η εθνική προέλευση και η 

κοινωνικές συνήθειες του πληθυσμού που περιλαμβάνεται στη μελέτη65.

Τέλος, τα επόμενα βήματα της παρούσας μελέτης περιλαμβάνουν την ανάλυση μεγαλύτερου 

όγκου δειγμάτων από γυναίκες σε εξωσωματική γονιμοποίηση, αλλά και την παρακολούθηση της 

πορείας των συγκεκριμένων γυναικών μετά την εμφύτευση της βλαστοκύστης, έτσι ώστε να 

αποσαφηνιστεί ο ρόλος του μικροβιώματος της γεννητικής οδού στην επιτυχία της εγκυμοσύνης από 

εξωσωματική γονιμοποίηση.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ

Παράρτημα 1

Όνομα kit Αντιδραστήριο Αριθμός
καταλόγου Προέλευση

Io n  16S M etag e n o m ic s  K it
K it εν ίσ χ υ σ η ς  υ π ε ρ μ ε τα β λ η τώ ν  
π ε ρ ιο χ ώ ν  16S rR N A  γο ν ιδ ίο υ

A 2 6 2 1 6 T h erm o
F ish e r

Io n  P lu s  F ra g m e n t L ib ra ry  K it
K it δ η μ ιο υ ρ γ ία ς  β ιβ λ ιο θ ή κ η ς 4 4 7 1 2 5 2 T h erm o

F ish e r

Io n  X p re ss  B a rc o d e  A d a p te rs  
1-96 k it

Π ρ ο σ α ρ μ ο γ ε ίς -κ ω δ ικ ο ί 
ιχ ν η λ α σ ιμ ό τη τα ς  Io n  X p re ss™  1 -96 
k it

IO N -X B A 7 O ne L a m b d a  
Inc

Io n  U n iv e rsa l L ib ra ry  
Q u a n tific a tio n  K it

K it κ α θ ο ρ ισ μ ο ύ  σ υ γ κ έν τρ ω σ η ς  
β ιβ λ ιο θ η κ ώ ν

A 2 6 2 1 7 T h erm o
F ish e r

Io n  S 5 ™  E x T  C h e f  S upp lies
Io n  S 5 ™  E x T  C h e f  δ ια λ ύ μ α τα  
α λ λ η λ ο ύ χ η σ η ς

A 3 0 6 7 3 T h erm o
F ish e r

Q u b it d sD N A  H S  A ssa y  K it Q u b it d sD N A  H S  A ssa y  K it Q 3 2 8 5 4 In v itro g en

Q IA am p  D N A  M ic ro b io m e  
K it

K it γ ια  α π ο μ ό νω σ η  β α κ τη ρ ια κ ο ύ  
μ ικ ρ ο β ιώ μ α το ς  (D N A ) α πό  μ ικ το ύ ς  
π λ η θ υ σ μ ο ύ ς

517 0 4 Q iag e n

P u re L in k ™  M ic ro b io m e  D N A  
P u rif ic a tio n  K it

K it γ ια  α π ο μ ό νω σ η  β α κ τη ρ ια κ ο ύ  
μ ικ ρ ο β ιώ μ α το ς  (D N A ) α πό  μ ικ το ύ ς  
π λ η θ υ σ μ ο ύ ς

A 2 9 7 9 0 T h erm o
F ish e r

R N A /a te r  S o lu tio n s fo r  R N A  
S ta b iliza tio n  a n d  S to rage

Σ τα θ ερ ο π ο ίη σ η  κ α ι α π ο θ ή κ ευ σ η  
ν ο υ κ λ ε ϊκ ώ ν  ο ξέω ν

T h erm o
F ish e r

C e llM a g  M a g n e tic  B ead s  fo r 
N u c le ic  A c id  P u rifica tio n

Κ α θ α ρ ισ μ ό ς  ν ο υ κ λ ε ϊκ ώ ν  ο ξέω ν C M C B 5 0 C elem ics

Πίνακας 4: Αντιδραστήρια που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και τα χαρακτηριστικά τους.
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Αναλώσιμα Όνομα προϊόντος Αριθμός
καταλόγου Προέλευση

Φιαλίδιο για PCR 0,5 ml PCR TUBES 0.5 ml thin wall, clear 321-05-051 AXYGEN
Φιαλίδιο για PCR 0,2 ml 0.2-mL PCR tubes 6571 Costar

Φιαλίδιο για PCR 
1.7ml

Microcentrifuge Tube 1.7ml MCT-175-C AXYGEN

Tips για πιπέτα P1000 TIPS DF1000ST F171703 Gilson

Tips για πιπέτα P200 TIPS DF200ST F171503 Gilson

Tips για πιπέτα P100 TIPS DF100ST F171403 Gilson

Tips για πιπέτα P10 TIPS DFL10ST F171203 Gilson

Tips για πιπέτα P20 TIPS DF30ST F171303 Gilson

Πιάτο αντίδρασης χωρίς 
barcode

MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate 
no Barcode 10/pkg

N8010560 Applied
Biosystems

Πίνακας 5: Αναλώσιμα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν στη μελέτη και χαρακτηριστικά τους.

Εξοπλισμός Όνομα Αριθμός
καταλόγου Προέλευση

Θερμοκυκλοποιητής Veriti® 96-well Thermal 
Cycler 2990224332 Life Technologies

Φθοριόμετρο Qubit® 4.0 Qubit® 4.0 Fluorometer Q32866 Life Technologies
Φυγόκεντρος για πιάτο με 96 
φρεάτια 96-well plate centrifuge 41011433 Thermo Fisher

Περιστροφικός αναδευτήρας πιάτου 
Αναδευτήρας

Plate orbital shaker 5353AH710086 Eppendorf
Vortex 01.438340 Gilson

Ion Chef 4484178 242470092 Life Technologies

Μικροφυγόκεντρος Microcentrifuge 40979526 Thermo Fisher

Σύστημα καθαρισμού του νερού water purification system 41634724 Thermo Fisher

Ion Rerorter server system Torrent Server 743V8N2 Thermo Fisher

Ion S5 XL SYSTEM 2772817010125 Life Technologies

Real Time PCR system ViiA7 278880296 AppliedBiosystems

πιπέτα P1000 Pipetman F123602 P1000 DA62146 Gilson

πιπέτα P200 PipetmanF123601 P200 DA50926 Gilson

πιπέτα P100 PipetmanF123615 P100 DA62031 Gilson

πιπέτα P10 Pipetman F144802 P10 CN62470 Gilson

πιπέτα P20 Pipetman F123600 P20 CM61741 Gilson

Πίνακας 6: Εξοπλισμός που χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη.
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Ποσοστά των οργανισμών που εντοπίστηκαν στις 6 διαφορετικές βιβλιοθήκες του δείγματος ZymoBIOMICS Microbial Community 

Standard (TEST16S01), και στα διαφορετικά πειράματα που αναλύθηκαν έτσι ώστε να ελεχθεί η επαναληψιμότητα της μεθόδου 16S

Παράρτημα 2

Metagenomics.

Family
LIB93 R 
UN1

LIB93 R 
UN2

LIB93 R 
UN3 LIB73 R 

UN1
LIB73 R 
UN2

LIB81 R 
UN1

LIB81 R 
UN2

LIB82 R 
UN1

LIB82 R 
UN2

LIB83 R 
UN1

LIB83 R 
UN2

LIB65 R 
UN1

LIB65 R 
UN2

contr
ol
samp
le

Bacillaceae 11,35 12,51 11,76 12,42 13,85 12,48 14,16 12,03 14,63 14,4 14,89 12,75 10,16 12,5
Listeriaceae 13,52 15,49 15,46 12,55 12,86 11,34 14,19 10,9 12,51 12,07 11,61 13,48 11,69 12,5

Staphylococca
ceae

12,07
8,47 11,24 8,85 10,29 7,15 11,23 10,58 10,09 8,76 9,34 8,68 9,09 12,5

Enterococcace
ae

11,47
8,55 10,54 6,8 8,81 10,49 9,96 8,89 9,51 8,36 8,87 8,77 8,95 12,5

Lactobacillace
ae

9,35
7,7 7,88 4,85 5,27 7,3 6,92 8,28 8,78 7,9 8,72 9,42 9,83 12,5

Enterobacteria
ceae

34,92
40,2 36,24 48,55 42,8 45,32 37,49 42,97 39,18 43,46 40,97 42,21 45,08 25

Pseudomonad
aceae

7,32
6,94 6,83 5,99 6,11 5,93 6,06 6,18 5,6 4,7 5,46 4,56 5,05 12,5
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Διαγράμματα Krona των δειγμάτων που συμπεριλήφθηκαν στη μελέτη.

Παράρτημα 3

Εικόνα 37: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S032S01 και 16S032S02 (τυφλό και τράχηλος).

Εικόνα 38: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S032S03 και 16S032S04 (τράχηλος και τράχηλος).
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Εικόνα 39: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S035S01 και 16S035S04 (τράχηλος και τράχηλος).

Εικόνα 40: Διάγραμμα Krona του δείγματος 16S035S06 (ενδομήτριο).
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Εικόνα 41: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S038S01 και 16S038S02 (ενδομήτριο και κόλπος).
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Εικόνα 43: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S038S05 και 16S038S06 (ενδομήτριο και κόλπος).

Εικόνα 44: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S038S07 και 16S038S08 (κόλπος και ενδομήτριο).
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Εικόνα 45: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S038S09 και 16S038S10 (κολπος και ενδομήτριο).

Εικόνα 46: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S038S11 και 16S038S12 (κόλπος και ενδομήτριο).
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Εικόνα 47: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S039S01 και 16S039S02 (κολπος και ενδομήτριο).

Εικόνα 48: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S039S03 και 16S039S04 (κόλπος και ενδομήτριο).
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Εικόνα 49: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S039S05 και 16S039S06 (κολπος και ενδομήτριο).

Εικόνα 50: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S039S07 και 16S039S08 (κόλπος και ενδομήτριο).
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Εικόνα 51: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S039S09 και 16S039S10 (κόλπος και ενδομήτριο).

Εικόνα 52; Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S040S01 και 16S040S02 (κόλπος και ενδομήτριο).
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Εικόνα 53: Διαγράμματα Krona των δειγμάτων 16S040S09 και 16S040S10 (κόλπος και ενδομήτριο).
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