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Μικροβιακή χλωρίδα

vs

Μικροβίωμα



Μικροβίωμα

• Το σύνολο του γενετικού υλικού (DNA) των 

μικροοργανισμών αποτελεί το Μικροβίωμα

• Όπως το σύνολο του γενετικού υλικού των κυττάρων μας 

αποτελεί το Γονιδίωμα μας



(Wendy S. Garrett. J Cell Biol. 2015;210:919-920)

Μικροβιακή Χλωρίδα



Μικροβιακή Χλωρίδα
• 1012  βακτήρια του σώματός μας (3% του σωματικού 

βάρους) > 10 X 1011 ανθρώπεια κύτταρα

• Βακτηριδιακά γονίδια (3,000,000) >100 X ανθρώπεια
γονίδια (23,000) (Costello et al Science. 2009)

…more recent research 

estimates that to 3:1…
Nature 2016 

(PLOS Biology 2016)



Μικροβιακή Χλωρίδα

• Υπάρχουν 100 τρισεκατομμύρια μικροοργανισμοί 
στο σώμα του ανθρώπου… 10 φορές περισσότερα 
από ανθρώπινα κύτταρα…..



70% των μικροοργανισμών της χλωρίδας μας 

παραμένουν “μη καλλιεργήσιμα”
cultivated fraction

Tannock 2000 21-37%

Suau 1999 21-32%

➔ Ανάγκη για την 

ανάπτυξη νέων 

ανεξάρτητων τεχνικών



Ανίχνευση μικροβιώματος

• Σήμερα η ανάπτυξη των τεχνικών της 

Μοριακής Ιατρικής μας δίνει την δυνατότητα 

να ξεπεράσουμε τα προβλήματα των 

καλλιεργειών.

• Όμως ακόμη η μη ταυτοποίηση του 

μικροβιώματος όλων των μικροοργανισμών 

παραμένει ένα μεγάλο ζήτημα.



• Τιτλοδότηση (διαδοχικές 

• αραιώσεις DNA κοπράνων)

[a]: 164 ng/μl 

[b]: 1.64 ng/μl 

[c]: 164 pg/μl 

[d]: 16,4 pg/μl 

[e]: 1,64 pg/μl 

[f]: 164 fg/μl 

[g]: 16,4 fg/μl 

Ενίσχυση βακτηριδιακού DNA • Kαι με τις πρόσφατες μεθόδους 
γονοτύπησης του γονιδίου 16S (μικρή 
ριβοσωμική υπομονάδα), φτάνουμε 
μέχρι διακριτικής ικανότητας 
ταυτοποίησης του γένους, αλλά όχι του 
είδους.

• Και αν θέλουμε μεγαλύτερη ανάλυση, 
μπορούμε να γονοτυπήσουμε όλο το 
μικροβιακό γενετικό υλικό με shotgun 
sequencing.

16S



Παθοβιωτικά (pathobionts)
• Proteobacteria
• Actinobacteria

Συμβιωτικά - αντιφλεγμονώδη  
• Firmicutes
• Bacteriodetes



Βιοπληροφορική

• Το QIIME είναι η gold 
standard πλατφόρμα 
ανάλυσης.

• Το Calypso είναι πιο 
πρόσφατη online 
πλατφόρμα.

• Το STAMP είναι software 
ανάλυσης.

• Το PICRUSt (Phylogenetic 
Investigation of Comm by 
Reconstruction of 
Unobserved States).

(Morgan, et al. Trends Genet. 2013)





Bioinformatics:
Transforming bio-information to knowledge



(J. Pers. Med. 2017)



(Danese et al. Gut 2016)

The concept of the IBD interactome



(Annals of Gastroenterology 2019)



Εντερική χλωρίδα του ανθρώπου





(Laissue & Gebbers. Curr Stud Hematol Blood Transfus 1992)

Φυσιολογική χλωρίδα του πεπτικού σωλήνα



Φυσιολογική χλωρίδα του πεπτικού σωλήνα

(Brown et al. Nature Immunol 2013)

diversity-βιοποικιλότητα



Ο ρόλος της Εντερικής Χλωρίδας

• Η εντερική χλωρίδα και ο εντερικός βλεννογόνος είναι 
δύο συμβιωτικοί οργανισμοί.

• Που αναπτύχθηκαν παράλληλα  μέσα 
στην εξελικτική πορεία.

• Ο εντερικός αυλός παρέχει ευνοϊκές συνθήκες 
ανάπτυξης και θρεπτικά υλικά.

• Η χλωρίδα τροφικό/μεταβολικό ρόλο και προστασία 
από παθογόνους παράγοντες.



Ο ρόλος της Φυσιολογικής Εντερικής 
Χλωρίδας

(O’Hara & Shanahan. EMBO reports 2006)



Ανάπτυξη του βλεννογονίου ανοσολογικού συστήματος

(Macpherson & Harris. Nature Reviews in Immunol 2004)



Η τελική διαφοροποίηση των βλεννογονικών 

λεμφοκυττάρων επηρεάζεται απο την 

μικροχλωρίδα

segmentous filamentous bacteria    type 17 T helper (TH17) cells 

Clostridia Treg cells 

Bacteroides fragilis type 1 T helper (TH1) cells 

Hooper, L. V., Science 336, 1268–1273 (2012) 



(Kamada et al. Nature Rev Immunol 2013)

Έμμεση και άμεση συμβολή της χλωρίδας στην αντίσταση 
κατά των παθογόνων



Μηχανισμοί ανοχής

(Rescigno & Sabatino. J Clin Invest 2009)



Ανοχή (tolerance)

(Niess et al. Science 2005)

Βρήκες 
κάτι;



(Nature Immunology 2017)



• Methods Primary SEMFs were isolated from endoscopically-obtained
colonic biopsies from healthy individuals and were found a-SMA and
vimentin positive and desmin negative by immunofluorescence.

• Healthy SEMFs were stimulated with 102, 104, 108 BU/ml of a mix of
Lactobacillus Plantarum, Saccharomyces Boulardii,
Bifidobacterium Lactis, Lactobacillus Acidophillus for 6 or 48
hours. Total RNA was collected at 6h and mRNA transcripts for
profibrotic factors were measured by reverse transcription quantitative
PCR. At 48h, supernatants were collected, and total collagen protein
secreted was measured by Sircol Assay.

(Unpublished data)



Έλεγχος βιωσιμότητας με Trypan Blue

0h 24h 48h

40x

100x

10μm

10μm

Σχεδόν όλα τα κύτταρα 
παρέμειναν ζωντανά, καθώς 

δεν βάφτηκαν με τη χρώση με 
Trypan Blue:

Α. μείγμα των στελεχών 
Lactobacillus acidophillus, 
Lactobacillus plantarum, 
Bifidobacterium lactis, 

Saccharomyces boulardii

Β. Lactobacillus plantarum.

0h 24h 48h

100x

10μm

Α.

Β.



Collagen type I, III, and total protein

Α Β

The mix of Lactobacillus Plantarum, Saccharomyces Boulardii, Bifidobacterium Lactis

and Lactobacillus Acidophillus resulted in decreased:

• collagen protein expression (102 BU/ml: 3.057-fold, 2.586-2.894, p<0.01)

• mRNA collagen type I expression (104 BU/ml: 2.717-fold, 0.05231-0.05731, p<0.05; 108

BU/ml: 2.265-fold, 0.02628-0.09979, p<0.05) and

• mRNA collagen type III expression (104 BU/ml: 2.378-fold, 0.1272-0.1317, p<0.05; 108

BU/ml: 2.717-fold, 0.01924-0.1363, p<0,05)

(Unpublished data)



Fibronectin, tissue factor, α-Smooth 
Muscle Actin

C

The mix of Lactobacillus Plantarum, Saccharomyces Boulardii, Bifidobacterium Lactis

and Lactobacillus Acidophillus resulted in decreased:

• mRNA Fibronectin and α-SMA expression (although not statistically significant)

And in increased:

• mRNA Tissue Factor expression (102 BU/ml: 2.717-fold, 10.74-11.12, p<0.05)

(Unpublished data)



33

Επίδραση του L. plantarum στο 

μεταναστευτικό ρυθμό των ΕΥΜ
Το μεμονωμένο στέλεχος Lactobacillus plantarum οδήγησε στη

δοσοεξαρτώμενη αύξηση του ρυθμού μετανάστευσης των

ΕΥΜ:
➢ 102 cfu/ml: μετά από 24 ώρες κατά 128.30%, IQR: 100.60 – 161.80,

p<0.05,

➢ 104 cfu/ml: μετά από 24 ώρες κατά 124.10%, IQR: 96.09 – 156.10,

p<0.05 και μετά από 48 ώρες κατά 146.90%, IQR: 101.80 – 175.20,

p<0.0001,

➢ 108 cfu/ml: μετά από 24 ώρες κατά 222.20%, IQR: 153.10 – 271.00,

p<0.0001 και μετά από 48 ώρες κατά 162.70%, IQR: 146.30 – 179.90,

p<0.0001.

(Unpublished data)



Ευβίωση και δυσβίωση

(Kamada et al. Nature Rev Immunol 2013)



Ελάττωση βιο-ποικιλότητας εντερικής χλωρίδας

Μεταβολή της σχετικής σύστασης της χλωρίδας (αναλογική 
συμμετοχή φύλων) 

Υπερανάπτυξη δυνητικών παθογόνων/εξαφάνιση προστατευτικών 
μικροοργανισμών

Μεταβολές στη λειτουργική σύνθεση της χλωρίδας

Διαταραγμένη αναγνώριση της χλωρίδας από το βλεννογονικό 
ανοσολογικό σύστημα 



Αφθονία

(richness)

Βιοποικιλότητα

(diversity)

Βασικά χαρακτηριστικά του μικροβιώματος

Ομαλότητα

(eveness)



Εντερική χλωρίδα του ανθρώπου
και περιβαλλοντικές επιδράσεις



(Rogler & Vavricka Inflamm Bowel Dis. 2015;21:400-408) 



Εξωγενείς επιδράσεις στην 

εντερική χλωρίδα

• Δίαιτα

• Ηλικία

• Φάρμακα

• Κανόνες Υγιεινής

• Επάγγελμα

• Περιβάλλον

– Ε. Coli serogroups

• Κινητικότητα του 

εντέρου

• Κύηση

• Φλεγμονές

• Ανοσολογικό σύστημα

• Χρόνια νοσήματα

– Αλκοολισμός

– Διαβήτης

(Ogra PL. Adv Exp Med Biol. 2009)



Γέννηση: το έντερο είναι “στείρο”

Απόκτηση χλωρίδας του ενηλίκου (2 έτη)

Εποικισμός από 

βακτήρια

Περιβάλλον και 

παράγοντες 

ξενιστή

(Marie-Claire Arrieta Front Immunol. 2014; 5: 427)



(Gritz & Bhandari. Front Pediatr. 2015 )





Μητρικό γάλα

Conclusions: Our findings revealed that there 

is co-expression of more genes in breast-fed 

samples but lower microbial diversity 

compared to formula-fed.



Παχυσαρκία μητέρας και 
μικροβίωμα εμβρύου

(Gohir et al. Pediatr Res. 2015) 
(Soderborg et al. Diabetologia 2016)







Stomach microflora

(Gorkiewicz & Moschen. Virchows Archiv (2018) 



Proton pump inhibitors

Adverse drug reactions

• Τα τελευταία χρόνια, μελέτες έχουν δείξει ότι η 
εντερική χλωρίδα ασθενών που κάνουν χρήση PPIs
εμφανίζει σημαντική μείωση της βιοποικιλότητας της, 
με σαφή τροποποίηση ορισμένων τάξεων 
μικροοργανισμών.

• Η αλλαγή αυτή φαίνεται να σχετίζεται με αυξημένο 
κίνδυνο διαταραχών του πεπτικού, όπως λοιμώξεις με 
κλωστηρίδιο Difficile. (Freedberg et al. Clin Lab Med 2014; 

Seto et al. Microbiome 2014; 

Clooney et al. Aliment Pharmacol Ther 2016;

Jackson et al. Gut 2016)



α-Diversity Indices

(J. Clin. Biochem. Nutr. 2018)





Δίαιτα
Η τροφή είναι ο σύνδεσμος της εντερικής χλωρίδας με το 

περιβάλλον

• Η διατροφή είναι κυρίαρχος παράγοντας, που επηρεάζει 
τη σύνθεση και τη δραστηριότητα της εντερικής 
χλωρίδας. 

• Τόσο η βιοποικιλότητα όσο και οι μεταβολικές αποδόσεις 
της εντερικής χλωρίδας μεταβάλλονται μέσα σε λίγες 
ημέρες μετά από αλλαγές της δίαιτας,

• ένα αποτέλεσμα που πιστεύεται ότι συμβαίνει μέσω 
πολλαπλών αλληλένδετων οδών.

(David et al Nature 2014; Read and Holmes, Front Immunol. 2017)





(NATURE COMMUNICATIONS | (2019) 10:1286 )



Εντερική χλωρίδα και νοσολογία



Άξονας 
Μικροβιώματος –Μεταβολικών νόσων

Πρόσληψη/αποθήκευση 
ενέργειας 
Παραγωγή SCFA 
Σύνθεση βιταμινών 

Κινητικότητα εντέρου
Επιθηλιακός φραγμός/λειτουργία
Προστασία από παθογόνα 
Ανάπτυξη και ομοιόσταση 
ανοσοποιητικού συστήματος 
Ρύθμιση φλεγμονής 
Μεταβολισμός ξενοβιωτικών 

Μεταβολισμός 
Εντερική λειτουργία 

Άξονας 
Μικροβιώματος –

Εγκεφάλου

Λειτουργία ΚΝΣ  

Γνωστική λειτουργία
Διάθεση
Άγχος 
Stress 

Άξονας 
Μικροβιώματος –Ανοσολογικών διαταραχών

(American Society for Nutrition Adv. Nutr. 2016;7:323-330)



Δυσβίωση ως νοσογόνος μηχανισμός
Το φάσμα των παθήσεων με πιθανή συμμετοχή του μικροβιώματος



(Hubert E. Blum. Advances in Medical Sciences 2017)



Inflammatory Bowel Diseases

Nutr Clin Pract 2015



(Sheehan & Shanahan. Gastroenterol Clin N Am 2016) 

Archaea???



(Clinical Journal of Gastroenterology 2018)



(Dovrolis et al. Inflamm Bowel Dis. 2019)



(Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol , 2016)





(Briefings in Bioinformatics, 2017)



(Liu et al. Journal of Microbiology 2018)



(Gut 2020)



Broken Biome or Broken Host?

• Is this an abnormal immune response to a normal microbiota 

or is this an appropriate response to an abnormal microbiota? 

• It is now clear from various animal models that both situations 

may arise and may overlap.

• Genetically determined anomalies of the innate immune 

system can lead to a modification of the microbiota, which 

becomes colitogenic upon transfer to an otherwise normal 

recipient. 

• In addition, because the microbiota shapes the maturation of 

the immune system in early life, any disruption of the 

microbiota such as that caused by antibiotic exposure may 

lead to suboptimal immunity and/or risk of IBD in later life 

(Sheehan & Shanahan. Gastroenterol Clin N Am - (2016) 



(Drosos et al. Metabolism 2015)





Kaplan–Meier Estimates of Major Adverse Cardiovascular 

Events, According to the Quartile of TMAO Level

The quartiles of TMAO levels 

are as follows: 

✓quartile 1, less than 2.43 μM; 

✓quartile 2 2.43 to 3.66 μM; 

✓quartile 3, 3.67 to 6.18 μM; and 

✓quartile 4, more than 6.18 μM.

(Wilson Tang et al. NEJM 2013)

n=4007



Effects of a Phosphatidylcholine Challenge and Administration 

of Antibiotics on Mean Levels of Trimethylamine-N-Oxide 

(TMAO) and Its d9 Isotopologue (d9-TMAO).

Dietary phosphatidylcholine challenge:

✓deuterium-labeled phosphatidylcholine

(250 mg d9-phosphatidylcholine) and 

✓two hard-boiled eggs 

(appr. 250 mg of total choline each).

Broad-spectrum antibiotics 

for 1 week: 

✓metronidazole (500 mg twice daily) 

✓ciprofloxacin (500 mg once daily)

(Wilson Tang et al. NEJM 2013)



Archaebiotics
Proposed therapeutic use of archaea to prevent trimethylaminuria and 

cardiovascular disease

(Brugere et al. Gut Microbes 2014)



(Chen et al. Nature Biotech. 2020)



Gut Microbiota and metabolic 

disease
• The gut microbiota can 

contribute to:

✓ host insulin resistance, 

✓ low grade inflammation, and

✓ fat deposition 

• through a range of 

molecular interactions with 

the host and therefore can 

indirectly participate in the 

onset of obesity and 

metabolic diseases

(Boulangé et al. Genome Medicine 2016)



• SCFAs and Indoles are recognized by specific Gprotein coupled receptors expressed at 
the surface of enteroendocrine cells such as L-cells, producing GLP-1, GLP-2, and PYY. 

• Secondary messengers, including NO, serotonin, acetylcholine (Ach) or vasoactive 
intestinal polypeptide (VIP) release, are involved in the brain axis.

• Pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) are recognized by Toll-Like receptors 
(TLR’s) regulate numerous metabolic functions such as for instance leptin sensitivity, gut 
hormones signaling to the brain, hence controlling whole-body energy homeostasis.

(Cani & Knauf. Molecular Metabolism 2016)



(Nature. 2016, Jun 8)

Department of Internal Medicine, Yale University School of Medicine, New Haven, Connecticut 06520, USA



Microbial signals to the brain control 
weight

(Trajkovs K I & Wollheim. Nature 2016) 



Μικροβιακή χλωρίδα και παχυσαρκία

(Clarke et al. Molecular Endocrinology 2014)



Παχυσαρκία μητέρας και 
μικροβίωμα εμβρύου

(Gohir et al. Pediatr Res. 2015) 
(Soderborg et al. Diabetologia 2016)



(Geraint B Rogers Nat. Med. 21, 839–841 2015; Zhang et al. Nat. Med. 21, 895–905 2015)



(Kishikawa et al. Ann Rheum Dis 2020)



(Xu et al. Med.Inflamm.2020)



(Geraint B Rogers Nat. Med. 21, 839–841 2015)



(Xu et al. Med.Inflamm.2020)



(Reyes-Castillo et al. Clin. Exp. Med. 2020)



(Reyes-Castillo et al. Clin. Exp. Med. 2020)

Post-translational modification (PTM) of host 

proteins; oral bacteria such as Aggregatibacter a. 

(A.a) and Porphyromonas g. augment protein 

citrullination by leucotoxin-A (Ltx-A) production and 

Porphyromonas-PAD (PPAD) enzyme activity, 

respectively. More than 200 citrullinated peptides are 

detected in colon and it is possible that some of 

these in host proteome are mediated by intestinal 
bacteria.



(Reyes-Castillo et al. Clin. Exp. Med. 2020)

Molecular mimicry; 

the intestinal genus Prevotella spp. has antigens 

that are structurally similar to an RA-citrullinated 

autoantigen, N-acetylglucosamine-6-sulfatase 

(GNS), which activates T and B cell responses in 
about 50% of RA patients.



(Reyes-Castillo et al. Clin. Exp. Med. 2020)

Inflammatory responses; 

in experimental arthritis, P. copri, segmented 

filamentous bacteria (SFB) and Lactobacillus 

species have demonstrated effects on CD4+ T 

cells, specifically by increasing the numbers of IL-
17+ Th17 cells and activating Th1 cell responses.



(Reyes-Castillo et al. Clin. Exp. Med. 2020)

Intestinal permeability; 

in RA murine models, C. aerofaciens treatment 

was shown to promote intestinal permeability by 

increasing inflammatory mediators and 

chemokines (IL-17A, CXCL1, CXCL5) and 

reducing the expression of tight junction proteins 

(ZO-1 and occludin), whereas P. copri colonization 

increased CD4+ (IFNγ+) T cell numbers and 
induced colitis in mice.





(Tarallo et al. mSystems. 2019)

(Nature reviews | GastroenteroloGy & HepatoloGy 2019)



Trends Immunol. 2016 Jun; 37(6): 354–363 Science, Nov 2015



(Christian Jobin Science 2018)





The gut microbiota could 

Modulate immunotherapy

outcomes by stimulating or

inhibiting anti-tumor immunity. 

The messengers could be:

1) bacterial metabolites; 

2) microbe-associated 

molecular patterns (MAMPs); 

3) whole viable bacteria; 

4) immune cells conditioned 

by sensing microbiota signals;

5) cytokines released in the 

GALT in response to 

microbial stimuli.

(Gastroenterology 2021)





(Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2020 Oct;17(10):635-648)



(Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2020 Oct;17(10):635-648)



(Methods in Molecular Biology 2018)



(Cell Host Microbe 2019)



(Cell Host Microbe 2019)



Microflora-Microbiome

New players?



Our study cohort consisted of stool samples
collected from 90 human subjects, 30 of 
whom had healthy colons, 30 of whom had
adenomas, and 30 of whom had carcinomas.
Half of each stool sample was used
to sequence the bacterial communities 
using both 16S rRNA gene and shotgun
sequencing techniques. The other
half of each stool sample was purified for 
virus-like particles (VLPs) before genomic 
DNA
extraction and shotgun metagenomic 
sequencing were performed.

(MBio. 2018)



(Front in Microbiol 2019) (Microorganisms 2018)



Το εντερικό μικροβίωμα στο κέντρο της σύγχρονης έρευνας



Το εντερικό μικροβίωμα στο επίκεντρο της σύγχρονης 
χρηματοδότησης



Το εντερικό μικροβίωμα στο στόχαστρο της σύγχρονης 
φαρμακοβιομηχανίας

❖ Global sales of Probiotics – 31.1 billion in 2015

❖ Fastest growing segment of the global dietary

supplement & functional food industries



Papers in PubMed with Keyword Microbiome vs Year

2021= 5504



(Stephens et al PLoS Biol. 2015)



Σαν συμπέρασμα…

• Ο άνθρωπος και η μικροβιακή του χλωρίδα είναι δύο 

συμβιωτικοί οργανισμοί,

• Που έχουν απόλυτη ανάγκη ο ένας τον άλλον

• Παίζει σημαντικό ρόλο στην παθοφυσιολογία και ανοσολογία 

του γαστρεντερικού σωλήνα.

• Διαταραχές της εντερικής χλωρίδας φαίνεται να εμπλέκονται 

στην παθογένεια πολλών διαταραχών, πέραν του πεπτικού.

• Η δυσβίωση της εντερικής χλωρίδας φαίνεται να συνδέεται 

άμεσα με τους παθογενετικούς μηχανισμούς ανοσολογικών 

διαταραχών

• Η περαιτέρω μελέτης της χλωρίδας και του μικροβιώματος 

πιθανόν να μας αποκαλύψει παθογενετικούς μηχανισμούς 

ή/και να αποτελέσει στόχο νέων θεραπευτικών στρατηγικών.




