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Приложение на пълното геномно

секвениране и подходите на 

биоинформатиката за 

епидемиологичен анализ на 

туберкулозата при хора и животни 

„Приложение на методите на пълен геномен секвентен анализ и ДНК-баркодинг при 

диагностиката и контрола на патогенни микроорганизми във ветеринарната медицина и 

общественото здраве – Готова ли е България за предизвикателствата на бъдещето?“

НАУЧЕН КОЛОКВИУМ, София, 20.11.2019г.
МИНИСТЕРСТВО НА ЗЕМЕДЕЛИЕТО, 

ХРАНИТЕ И ГОРИТЕ

ЦЕНТЪР ЗА ОЦЕНКА НА РИСКА 

ПО ХРАНИТЕЛНАТА ВЕРИГА



 В ерата на бурно развиващите се геномни

технологии, специалистите по молекулярна

диагностика ежедневно се сблъскват с редица

предизвикателства

 Нашите познания за човешкия, бактериалния или

вирусен геном, за взаимодействието между генетични

и епигенетични фактори, за това как да

интерпретираме всеки резултат и да анализираме

генотип-фенотипните корелации се променят

ежедневно

 Това до голяма степен е свързано с огромните

възможности на съвременните технологии, което

също изисква големи усилия от страна на

специалистите постоянно да надграждат

квалификационните си умения и да бъдат в крак с

технологиите от новата генерация



Приоритетни патогени, определени от ECDC за 

интегриране на молекулярно/геномно секвениране в 

постоянния (рутинен) надзор на инфекциозни 

заболявания в страните от EU 2019-2021

Източник: European Centre for Disease Prevention and Control. ECDC strategic framework for the

integration of molecular and genomic typing into European surveillance and multi-country outbreak

investigations –2019–2021. Stockholm: ECDC; 2019.



 Възможност да се използва богатството на новата информация и да се

разработят нови техники и методология за интелигентен информационен

анализ, обработка и откриване на знания

 Тези ресурси ще позволят ефективен достъп на учените до геномни данни,

позволяващи нови типове анализи чрез компютърно моделиране и

експериментално потвърждаване на комплексни геномнни мрежи, които

обуславят причините за много болести при хора и животни

 Геномен аналитичен подход, който позволява изследване на генома,

интерпретация на получената необятна база данни и на тази основа

молекулярно-генетично верифициране на диагнозата при хора и животни

 Нови биомаркери навлизат в клиничната практика, създаващи нови

предизвикателства за медици, генетици, биолози и биохимици.

КАК ПЪЛНОТО ГЕНОМНО СЕКВЕНИРАНЕ И БИОИНФОРМАТИКАТА МОГАТ ДА 

ПРОМЕНЯТ ЖИВОТА НИ



https://ec.europa.eu/digital-single-market/en/news/eu-countries-

will-cooperate-linking-genomic-databases-across-borders

2018 г. – България е присъединена към

проекта за Единен цифров пазар

«Достъп до най-малко 1 милион геноми

в EU до 2022 г.«
който включва следните основни моменти

 Изработване на съвместна декларация 

за развитие на съществуващи

национални и регионални инициативи за 

персонализирана медицина

 Укрепване на сътрудничеството между 

страните от EU и на Европейското

икономическо пространство

 Реализиране на ползите от 

трансграничния достъп до и обмен на 

геномни данни

 Постигане на напредък в 

персонализираната медицина



Въвеждането на молекулярно-

генетичните маркери

за сравнителни генетични изследвания и 

щамова диференциация

поставиха основата на нова концепция за:

 Проследяване динамиката на 

епидемиологичния и епизоотологичния процес

 Трансмисията, еволюцията и 

филогенетиката на бактерии и вируси

 Осъществяване на надзора и оценка на 

риска от възникването и разпространението 

на инфекциозните заболявания при хора и 

животни



 С въвеждането на пълното секвениране на ДНК (WGS) или

секвениране от следващо поколение (NGS), вече е възможно

секвениране на цели геноми на патогени в реално време

 За разлика от генотипирането, при което се използва само

малка част от генома на патогена за определяне на

филогенетични взаимоотношения, целият геном на патогена

може да се използва за отчитане динамиката на предаване

на епидемията с много по-големи подробности.

Реконструкцията на еволюцията обаче изисква модели, 

алгоритми, статистически и изчислителни методи със все 

по-голяма сложност



Технологията за секвенирането значително

разшири кръгозора ни за това как 

биологичната информация се кодира 

в последователността на ДНК, 

но също така доведе до нови въпроси: 

 Какво е значението на фините промени в

последователността, особено в некодиращите региони?

 Кога взаимодействието на регулаторните елементи влияе

върху експресията на гена?

 Как информацията, базирана на последствия - епигенетична

информация - допринася за програмирането на развитието и

диференцирането на клетките?

 Как отговорите на тези въпроси могат да бъдат от полза за

приложните науки?

Характеризирането на тази информация изисква изследователски 

инструменти от ново поколение, които дават възможност за 

гъвкавост на приложението и събиране на количествени данни



Биоинформатиката се занимава основно с:

 Моделиране на биологични системи и функции;

 Анализиране на лабораторни данни

(напр. появата и предаването на мутации за резистентност);

 Генериране на модели на база натрупани данни от експерименти;

 Изследване на нови данни с помощта на математически модели;

 Разпознаване на мотиви в експериментални данни;

 Предсказване на функции на гени и белтъци;

 In silico експерименти

Основни средства и методи:

 ДНК 

 Протеинни секвенции и структури 

 Геноми и протеоми

 Бази данни и извличане на информация

 WWW и компютърното програмиране

 Aрхиви с бази данни, както и начини 

за извличане на информация от тях



WGS / NGS  

процес на генериране на

файлове, съдържащи

ДНК последователности

(секвенции)

за постоянно /рутинно 

приложение изисква

 Финансиране –

Национални и

международни програми

 Налични щамове 

 WGS  платформи/ апаратура

 Биоинформатични софтуерни програми, базаданни

 Експерти, които да могат да интерпретират геномните данни 



 Приготвяне на ДНК библиотеки за 

секвениране

 Платформите за NGS, продуцират 

„секвенционни прочити” на 

- къси ДНК фрагменти (35-100bp) -

Illumina и ABI SOLiD

- по-дълги фрагменти  (250-500bp ) -

Roche 454 GS FLX



Биоинформатичен работен подход за обработка и анализ на данни от 

геномното секвениране

в 8 стъпки , означeн като “pipeline” последователна обработка на

данните:

1) Секвенционни формати и контрол на

качеството на прочетената секвенция/цял геном; 

2)    Изравняване на секвенциите, 

получени от секвенирането с референтни

последователности;

3) Сравняване, четене и картографиране

на референтната ДНК последователност 

и тази, която е секвенирана; 

4)  Вариации в нуклетидните бази

т.е откриване на еднонуклеотиден полиморфизъм (SNP), мутации (малка инсерция

или делеция (indels)) в секвенираната верига; 

5) De novo „сглобяване“на секвенциите/ цял геном; 

6) Геномна анотация - процес на идентифициране на местонахождението на гените и 

всички кодиращи региони в генома и определяне на функцията на тези гени т.е анализ 

на генната експресия; регулация; метаболитни процеси, откриване на нови лекарства;

7) Създаване на филогенетично дърво; 

8) Филогенетичен анализ; 



Биологични Бази Данни

Съдържание, Приложение

 Множество библиотеки на информация

за науките за живота, които са събрани от

научни експерименти, публикувана

литература, високопропускателна

екпериментална технология и изчислителни

анализи

 Съдържат информация от

изследователски области, включително

геномика, протеомика, метаболомика

 Важен инструмент, който помага на

учените да разберат и да обяснят

множеството биологични явления, от

структурата на биомолекулите и тяхното

взаимодействие до целият метаболизъм на

организмите и разбирането на еволюцията

на видовете





Sequence Similarity Search/Търсене на подобие на 

последователностите

 NCBI BLAST+, FASTA, PSI-Search/BLAST, 

HMMER 3 hmmscan, HMMER 3 phmmer и др .

Pairwise and Multiple Sequence Alignment/ популярни 

методи за подравняване по двойки и последователно 

множествено подравняване

 Clustal Omega, MAFFT, MUSCLE, T-coffee, 

Kalign, Needle, Water, Matcher, Lalign, и др.

Protein Functional Analysis/ Анализ на белтъчната 

функция

 InterProScan5, PfamScan, Phobius, Infernal 

cmscan,и др.

Други секвенционни приложения и статистика

 EMBOSS приложения, Simple Phylogeny, и др.

Биоинформатични програми в EMBL-EBI

https://www.ebi.ac.uk/services



База данни за микобактерии

подробна информация за гени и техните продукти



Молекулярна филогенетика и анализ на данни за 

епидемиологичен анализ на туберкулозата при хора 

и животни 

 Защо са ни нужни филогенетичните дървета от биологична

гледна точка

 Класификация на видовете в подгрупи

 Наследствени реконструкции

 Изучаване на древни геноми

 Филогеография и динамика на епидемии



Как да си постоим едно филогенетично дърво

 Трябва да си изберем молекулярен маркер

 Да си подравним последователностите

 Да си определим метода за построяване на филогенетичното дърво 

 чрез определяне на разстоянията “Distance methods” – UPGMA и Neighbour-

Joining алгоритми - определяне на разстоянието между клоновете и двойките

разстояния/ Матричен подход за определяне дължините на разклоненията

 чрез опростеност/парсимония “Maximum Parsimony” - което изисква най-

малко еволюционни стъпки или което най-кратко обяснява данните

 Чрез еволюционни модели - “Maximum likelihood”/Методи на максимална

вероятност- статистическа обработка, обобщение на най-малките квадрати

Чрез математически модели - преподреждания на секвенциите

- “Markov chain Monte Carlo (MCMC) sampling” - клас от алгоритми за 

разпределение на вероятностите, чрез конструиране на верига от няколко

стъпки

- “Bayesian inference” - метод на статистическа обработка, чрез използване на 

хипотеза, с повече доказателства или информация за вероятностите



Как изглежда едно филогенетично дърво

 Филогенетичното дърво е диаграма на

разклоняване, която показва изведените

еволюционни връзки между различни

биологични видове или други обекти - тяхната

филогения - въз основа на приликитe и

разликите в техните физически или генетични

характеристики



 базира се  на множество SNP

 (под) видовете в комплекса 

могат да бъдат ефективно 

разпознати

 няма нужда да се използват 

други методи за 

идентифициране на (под) 

видове и генотипни семейства 

като Beijing 

Идентификация на видове/ подвидове и генотипи

в Mycobacterium tuberculosis complex след WGS на 323 проби 





1970 1993 2009 2016

phage typing IS6110 RFLP

typing

24 locus

VNTR typing

whole genome 

sequencing 

Развитие на методите за проследяване на 

епидемиологията на туберкулозата



MGIT метод за фенотипна резистентност
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Отнема време, не винаги е надеждно ...

• Амплификация на katG, inhA, rpoB гени

• Хибридизация върху стрипове с див тип и 

мутантни проби

• надеждно прогнозиране на резистентност

• Обаче, само няколко мутации могат да се 

установят

• negative predictive value е ниска 

ДНК метод (Reverse Line Blot) за RIF/INH 

резистентност

GeneXpert® MTB/RIF тест
2ч от пробовземане до резултат

• Интегрирана и автоматизирана 

подготовка на проби, откриване 

чрез PCR система в реално време

• Крайният продукт е напълно автоматизиран, 

затворен, изискващ само основни умения на 

работниците и без специализирана структура 

на лабораторията



Предимство на пълното геномно секвениране за 

установяване на резистентност при туберкулоза 

 Изключително подходящ  метод за надеждна 

идентификация на (под) видове / генотипове

 Разкрива висока точност при прогнозиране на 

чувствителност към лекарства от първа линия, което дава 

възможност да заместване  по-голяма част от тестовете 

за фенотипна резистентност

 Има много по-висока специфичност като 

епидемиологичен маркер в сравнение с класическите 

методи DNA fingerprinting и  VNTR typing

 Може да бъде финансово достъпен, защото замества 

много други лабораторни изследвания и подобрява 

диагностиката

 Все още не може да се прилага директно върху

клиничен материал, а към ранни положителни MGIT 

култури



 Критериите за качество варират според геоположението на страните

и биоинформатичния подход

 Няма стандартен подход за определяне чистотата на получените

секвенции, поради възможност за замърсяване с бактериална флора или

човешка ДНК

 Информация за набора от щамове и биоинформатични подходи са

налични само в около половината от европейските лаборатории

 В много лаборатории не успяват да идентифицират филогенетичните

връзки между щамовете, поради липса на достатъчно пълна информация

за пациентите

 Установено е наличие на малки промени в генетичното разстояние на

епидемиологично свързаните случаи

Данните от качествения контрол на ECDC 2017/2018, показват, че:

Пълното геномно секвениране гарантира ли перфектни 

резултати?



 Установено е наличие на основни разлики в средните генетични

разстояния между неепидемиологично свързани случаи

 Много лаборатории пропускат “смислените” делеции в

резистентните гени

 Интерпретацията и отчитането на резистентните мутации не е

стандартизирана, особено за някои SNPs

 Понастоящем използваният референтен щам не е идеален за

щамове от други линии/родове

Пълното геномно секвениране гарантира ли перфектни 

резултати?
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