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Et nytt verk tøy for iden ti fi se ring av bak te rier

Genet rpoB har et stort 
poten sial til å for bedre 
iden ti fi se ring av bak te
rier. Resul ta tene fra denne 
stu dien viser at sek ven se
ring av rpoB skil ler bedre 
mellom nært beslek tede 
arter enn 16S rRNAgenet. 

16S rRNAgenet har vært brukt som fylo
ge ne tisk markør og til iden ti fi se ring 
av bak te rier siden 1970tallet. Selv om 
man i dagens labo ra to rier hoved sa ke
lig bruker MALDITOF (matrixassisted 
laser desorption/ionization timeof
flight) til iden ti fi se ring av bak te rier, så 
finner man jevn lig iso la ter som ikke lar 
seg sik kert arts be stemme. I slike til fel

ler kan man benytte seg av sek ven se
ring av det bak te ri elle 16S rRNAgenet. I 
til legg brukes ampli fi ka sjon og Sanger
sek ven se ring av 16S rRNAgenet som 
dyrkningsuavhengig dia gnos tikk direkte 
fra prøve mate ria let. Denne direkte 
16Ssek ven se rin gen har noen svak he
ter, blant annet at genet kan fore komme 
i mange kopier med vari ert sekvens. Det 
kan føre til sek ven se rings resul ta ter som 
er van ske lige å tolke. I til legg har 16S 
rRNAgenet lav muta sjons rate, noe som 
gjør det van ske lig å skille mellom mange 
nært beslek tede og kli nisk rele vante 
arter. Det bak te ri elle rpoBgenet fore
kom mer i kun én kopi per bak te rie celle 
og har en vesent lig høyere muta sjons
rate, noe som gir bedre mulig he ter for å 
skille mellom ulike arter. rpoB har tid li
gere blitt fore slått som mulig kan di dat 
for iden ti fi se ring av bak te rier, men ingen 
har klart å designe uni ver selle rpoBpri
mere. I denne stu dien har vi utvik let 
nett opp slike pri mere, og har under søkt 
ampli fi ka sjon og sek ven se ring av rpoB
gen frag men tet som et alter na tiv til 16S 
rRNAgenet. 

Metode og sen trale funn 
Basert på et bredt utvalg av 
referansegenomer fra NCBIdata ba
sen, desig net vi bred spek trede rpoBpri
mere ved bruk av et såkalt DPOdesign 
(dualpri ming oligonucleotide). Denne 
meto den begren ser kryss re ak ti vi tet mot 
humant DNA til et lavt nivå, selv om pri

merne inne hol der en rekke dege ne rerte 
baser.

Vi gjen nom førte bred in silicoana lyse 
av det ampli fi serte 550 bp lange rpoB
gen frag men tet, og ana ly serte 39 kli nisk 
rele vante bak te rie slek ter. Vi sam men lig
net rpoBgen frag men tet med type stam
mer og andre refe ran ser av høy kva li
tet for å vur dere varia sjo nen mellom 
arter og gene tisk avstand til neste art. 
Denne ana ly sen viste at rpoB er egnet til å 
skille mellom nært beslek tede bak te rier, 
for eksem pel innen for slek tene Strep
to coc cus, Staphylococcus, Enterococcus, 
Fusobacterium og noen av slek tene i 
Enterobacteriaceaefami lien. 

Videre sekven serte vi rpoB og 16S 
rRNAgenet fra 115 bak te rie iso la ter (figur 
1), som repre sen terte 95 for skjel lige arter 
fra 36 slek ter. Bak te rie iso la tene ble valgt 
ut på bak grunn av kli nisk rele vans eller 
fordi de er utford rende å iden ti fi sere med 
16S rRNAgenet. Alle iso la tene ble først 
dyrket og ana ly sert med MALDITOF. 
Med rpoB klarte vi å iden ti fi sere 84% 
av bak te ri ene til arts nivå, noe som var 
bety de lig flere enn med 16S rRNAgenet 
(50%). PCR for rpoB var mindre efek
tiv enn vår 16S rRNAPCR, og ga gene relt 
høyere Ctver dier. Dette hadde imid ler
tid ingen kon se kven ser for iden ti fi se ring 
fra bak te rie ko lo nier, der man har rike lig 
med bak te ri elt DNA. 

Til slutt eva lu erte vi den rpoBbaserte 
meto den for dyrkningsuavhengig iden
ti fi se ring av bak te rier direkte fra prøve
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mate riale på 33 pasi ent prøver. Som 
for ven tet resul terte den lavere PCRefek
ti vi te ten i en litt lavere sen si ti vi tet, men 
meto den ga posi tivt utslag for 88%, og 
arts iden ti tet for 91% av disse. Til sam
men lig ning hadde 16S rRNAmeto den en 
sen si ti vi tet på 100%, men ga arts iden ti
tet bare for 52% av dem. 

Kon klu sjon og betyd ning for fag fel tet
I denne stu dien pre sen terte vi den første 
uni ver selle PCRampli fi ka sjo nen av det 

bak te ri elle rpoBgenet. Det ampli fi serte 
rpoBfrag men tet gjør det mulig å iden ti
fi sere mik ro ber med høyere opp løs ning 
enn 16S rRNAgenet, og meto den kan 
enkelt imple men te res i mik ro bio lo giske 
labo ra to rier. rpoBmeto den egner seg 
også til bak te rie iden ti fi se ring direkte fra 
pasi ent prøver, men på grunn av en lavere 
sen si ti vi tet anbe fa ler vi den som et sup
ple ment og ikke som en erstat ning for 
direkte 16Ssek ven se ring. n
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Figur 1: Resul ta ter fra 16S rRNA og rpoBampli fi ka sjon og Sangersek ven se ring av 115 bak te rie iso la ter. Far gene indi ke rer tak so no misk 
klas si fi se rings nivå; art/species (mør ke blå), slekt/genus (lyse blå) og feil klas si fi serte (oran sje). Tal lene under figu ren indi ke rer antall inklu
derte iso la ter fra hver slekt/slekts gruppe. Figu ren er hentet fra (1)(CCBY 4.0).
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