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Secventierea 16S
ARNr 16S

Ribozomii sunt complexe macromoleculare prezente in toate celulele, formate din
proteine si subunitati de ARN ribozomal (ARNr), cu rol in procesul de sinteza a proteinelor.
Ribozomii sunt compusi din doua componente: subunitatea ribozomalda mica (30S in celulele
procariote, 40S in celulele eucariote), si subunitatea ribozomalda mare (50S in celulele
procariote, 60S in celulele eucariote). Fiecare subunitate contine una sau mai multe molecule
de ARN (ARNTr) si o varietate de proteine. ARNr reprezinta aproape doua treimi din masa unui
ribozom, unde Tndeplineste atat un rol structural, formand arhitectura ribozomului, cat si
catalitic, fiind implicat direct in sinteza proteinelor.

Procariotele prezinta trei tipuri de ARNr, diferentiate in functie de rata de sedimentare
la ultracentrifugare (masurata in Svedberg): 23S, 16S si 55. ARNr 16S este codificat de gena
ARNr 16S (prezenta in toate celulele procariote, inclusiv bacteriile si archaea) si intra in
structura subunitatii ribozomale 30S. ARNr 23S si ARNr 5S sunt subunitatile de ARNr prezente
in subunitatea ribozomala 50S. Genele pentru ARNr sunt conservate in evolutie, adica
secventele si structurile lor s-au schimbat foarte putin de-a lungul timpului, ceea ce reflecta
importanta lor in traducerea ARNm in proteine. Clasificarea in cele trei domenii (Eukarya,
Bacteria si Archaea) se face in baza arborelui filogenetic construit pornind de la secventele
genelor ARNT.

Prin regiunea sa 3’ terminala, ARNr 16S interactioneaza cu ARNm si are un rol
important in fixarea ribozomului pe extremitatea 5’ a ARNm. Initierea translatiei la procariote
implica doua secvente distincte din regiunea 5 a ARNm: codonul START (AUG) si, la
aproximativ zece nucleotide in amonte, o regiune bogata in purine denumita Shine-Dalgarno.
ARNm interactioneaza prin intermediul Shine-Dalgarno cu capatul 3’ al ARNr 16S, favorizand
identificarea codonului START si initierea sintezei proteice. De remarcat ca ARNr 16S
interactioneaza de asemenea cu factorul de elongare EF-Tu si monitorizeaza acuratetea
interactiunii codon-anticodon din pozitiile 1 si 2. Mai mult de atat, la nivelul subunitatii 30S
se leaga factorii proteici initiatori ai translatiei (IF1, IF2 si IF3), fara de care formarea
complexului initiator 70S nu ar fi posibila.

in procariote, genele ARNr 5S, 16S si 23S sunt grupate, fiind spatiate prin regiuni ITS
(internal transcribed spacer) care contin ARNt si flancate prin regiuni adiacente conservate.
Clusterul este exprimat ca un singur operon, iar moleculele individuale de ARN transcrise sunt
procesate de ARNaze in ARNr si ARNt. Numarul si localizarea operonilor ARNr sunt foarte
diverse: acestia pot fi prezenti in 1-15 copii in genomurile procariote, peste 80% din
genomurile bacteriene secventiate avand mai mult de un operon. Gena ARNr 16S are o
lungime de aproximativ 1600 de perechi de baze si prezinta zece regiuni conservate, separate
prin noua regiuni hipervariabile (V1-V9). Regiunile conservate pot fi folosite pentru designul
primerilor de amplificare PCR; analiza regiunilor hipervariabile permite fincadrarea
taxonomica bacteriana la nivel de specie.
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Secventierea genei 16S

n mod traditional, identificarea bacteriilor in laboratoarele de microbiologie clinici se
realiza cu ajutorul testelor fenotipice, inclusiv a frotiului Gram si a testelor biochimice, luadnd
in considerare cerintele de cultura si caracteristicile de crestere. Cu toate acestea, aceste
metode de identificare a bacteriilor au limitdri majore. n primul rand, se intalnesc ocazional
organisme cu caracteristici biochimice care nu se incadreaza in tiparele niciunui gen si specie
cunoscute. Tn al doilea rand, acestea nu pot fi utilizate pentru organismele necultivabile. Tn al
treilea rand, identificarea unor grupuri particulare de bacterii, cum ar fi anaerobii si
micobacteriile, ar necesita echipamente si expertiza suplimentare, care nu sunt disponibile in
majoritatea laboratoarelor de microbiologie clinica. Folosind tehnici moleculare de analiza a
ADNr 16S, aceste probleme pot fi depasite, ceea ce faciliteaza, de asemenea, descoperirea de
noi genuri si specii.

Dezvoltarea tehnologiilor PCR si a secventierii ADN au extins studiile microbiologice la
populatii microbiene care nu au fost vreodata cultivate sau izolate, iar cea mai populara tinta
este gena ARNr 16S. Secventele nucleotidice ale genei ARNr 16S sunt utilizate pentru
clasificarea organismelor si sunt Tnregistrate in baze de date publice, cum ar fi DDBJ
(http://www.ddbj.nig.ac.jp), GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), EMBL
(http://www.embl.org) etc.

Secventierea ADNr 16S a fost intens exploatata in laboratoarele de microbiologie
clinica. Caracterizarea precisa a izolatelor bacteriene este cruciald pentru a determina daca
bacteria in cauzd provoaca o infectie sau este un simplu colonizator/contaminant, fiind
esentiala pentru alegerea antibioticului si stabilirea duratei tratamentului, precum si
instituirea procedurilor adecvate de control a infectiei. La scara populational3, o identificare
precisa este importanta pentru analiza modelelor de rezistenta la antibiotice, a planurilor de
tratament si a rezultatelor infectiilor asociate cu o anumita bacterie.

Identificarea rapida si precisa a izolatelor bacteriene este o sarcind fundamentala in
microbiologia clinica si ofera informatii privind etiologia bolilor infectioase si tratamentul
antibiotic adecvat. Desi metodele fenotipice conventionale sunt relativ ieftine si permit
identificarea celor mai des intalnite bacterii, anumite grupuri de bacterii sunt dificil de
identificat, necesitand expertiza si echipamente speciale, ca de exemplu, cromatografia in
faza gazoasa cuplata cu spectrometria de masa, pentru germenii anaerobi. Metodele
fenotipice esueaza, de asemenea, in cazul bacteriilor rare sau al bacteriilor cu profiluri
ambigue. Tn plus, metodele fenotipice se bazeaza pe disponibilitatea unei culturi pure si
depind de caracteristicile ulterioare de crestere si de profilarea biochimica. Prin urmare, este
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necesar un timp considerabil pentru identificarea bacteriilor cu crestere lenta. Secventierea
ADNTr 16S reprezinta o tehnologie universala care ofera solutii la aceste probleme, furnizand
date neechivoce, reproductibile intre laboratoare, chiar si pentru izolatele neobisnuite si cu
crestere lenta, Tn termen de maxim 48 de ore.

Secventierea ADNr 16S este deosebit de utild in identificarea bacteriilor neobisnuite
care sunt dificil (sau chiar imposibil) de identificat prin metode conventionale, permitand
identificarea genului in >90% din cazuri si identificarea a 65-83% dintre acestea la nivel de
specie. Spre deosebire de identificarea fenotipica, care poate fi afectatd de prezenta sau
absenta genelor non-housekeeping sau de variabilitatea expresiei caracterelor, secventierea
ADNTr 16S asigura o identificare precisa a izolatelor cu caracteristici fenotipice atipice si are un
impact semnificativ asupra deciziei de a initia antibioterapia si asupra alegerii regimului
specific de antibiotice cu consecinte importante asupra rezultatelor clinice.

Secventierea ADNr 16S are marele avantaj de a reduce timpul necesar pentru
identificarea bacteriilor cu crestere lenta, cum ar fi micobacteriile, care pot avea nevoie de 6-
8 saptamani pentru a creste in cultura suficient pentru a permite efectuarea de teste
fenotipice. Chiar si in cazul micobacteriilor cu crestere rapida, unele reactii biochimice pot
dura pand la 28 de zile pentru a se finaliza. in ceea ce priveste analiza acizilor grasi din celule
intregi prin cromatografie in faza gazoasa, aceasta necesita echipamente si expertiza speciale
care, adesea, nu sunt disponibile n laboratoarele de microbiologie clinica. Un numar limitat
de specii de micobacterii (Mycobacterium avium intracellulare si M. paratuberculosis, M.
chelonae si M. abscessus) nu au putut fi diferentiate prin secventierea ADNr 16S. Pentru
diferentierea acestor specii trebuie utilizate alte tinte genetice, uneori completate de
rezultatele fenotipice, cum ar fi hsp65 si rpoB pentru cele care cresc rapid, sau spacerul
transcris intern al ARNr 165-23S sau gyrB pentru micobacteriile care cresc lent.

Secventierea ADNr 16S este foarte utila in contextul speciilor bacteriene care sunt
adesea dificil de identificat cu ajutorul testelor fenotipice. Acest lucru a dus la o mai buna
intelegere a epidemiologiei si patogenitatii acestor bacterii "neidentificabile" din punct de
vedere clinic. Un exemplu remarcabil este oferit de bacteriile Gram-pozitive anaerobe, in
cazul carora metodele conventionale pur si simplu nu sunt fiabile, nici macar pentru
identificarea genului; cu ajutorul secventierii ADNr 16S, s-a constatat cd multe specii
bacteriene anaerobe nedescrise sau ignorate anterior contribuie la situatiile de bacteriemie.

Tn situatia in care exista o diferentd semnificativa intre caracteristicile fenotipice si/sau
secventele ADNr 16S ale bacteriilor analizate si ale celor mai apropiate bacterii, se presupune
ca identificam specii noi. Atunci cand se defineste o specie noua se foloseste de obicei o
abordare polifazica, care, in functie de grupul de bacterii analizate, implica diverse combinatii
de caracteristici fenotipice, secventierea ADNr 16S si secventierea altor gene housekeeping.
Speciile bacteriene noiizolate/identificate din specimene umane trebuie raportate, chiar daca
este disponibild doar o singura tulpind bine caracterizat3. In ciuda investigatiilor extinse, la
aproximativ jumatate dintre pacientii cu boli infectioase nu se poate determina o cauza
microbiologica. Pentru unele sindroame clinice, cum ar fi febra neutropenica, nu se poate gasi
nicio cauza microbiologica in pana la 80% dintre pacienti. Pentru alte cateva sindroame, de
exemplu gastroenterita acuta si pneumonia comunitara, cauza microbiologica a ramas
nedeterminata la circa 40% dintre pacienti. De-a lungul anilor, s-au depus eforturi uriase
pentru a determina microorganismele asociate cu aceste "sindroame de boli infectioase
inexplicabile". Desi formele standard sau neobisnuite ale microbilor cunoscuti sunt uneori
considerate a fi cauze noi ale "sindroamelor de boli infectioase inexplicabile”, majoritatea
cauzelor noi sunt, de fapt, microbii nedescrisi anterior.
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O utilizare importanta a secventierii ADNr 16S este identificarea sindroamelor clinice
cauzate de bacterii necultivabile sau cu culturi negative. Acestea se refera la infectii cauzate
de bacterii care nu au putut fi cultivate in mod fiabil prin metode cunoscute la momentul
descoperirii. Pana la o treime din toate cazurile de endocardita infectioasa sunt negative la
culturd, iar diagnosticul se bazeaza in principal pe constatérile clinice si ultrasonografice. Tn
multe cazuri, hemoculturile sunt negative din cauza utilizarii anterioare de antibiotice sau a
utilizarii unui volum insuficient de sange. Secventierea ADN 16S devine de asemenea
semnificativa in diagnosticul altor infectii cu cultura negativa, inclusiv meningita, infectiile
tractului urinar, artrita septica si septicemia.

Mai multe studii au demonstrat ca secventierea ADNr 16S duce la un procent mai mare
de identificare a speciilor relevante clinic decat metodele conventionale sau comerciale. Rata
de succes a identificarii speciilor prin secventierea ADNr 16S variaza intre 62% si 92%, in
functie de grupul de bacterii si de criteriile utilizate pentru definirea speciilor. Cu toate
acestea, exista "blind spots" in cadrul unor genuri majore, in care secventele ADNr 16S nu
sunt suficient de discriminatorii. In aceste circumstante, trebuie s3 se investigheze tinte
alternative, cum ar fi groEL si tuf pentru diferentierea speciilor de Staphilococcus.

Avantajul major al secventierii genei ARNr 16S prin NGS este acela cd nu necesita
cultivarea microbiologica, fiind astfel la fel de eficienta chiar daca bacteria este cultivabila sau
nu. Prin aceasta tehnica se poate determina abundenta relativa a tuturor bacteriilor din proba
si se pot secventia in paralel mai multe probe. Cultura microbiologica poate dura cateva zile,
insa tehnica 16S este rapida, astfel ca rezultatele pot fi obtinute Tn aceeasi zi in care a fost
prelevata proba. Secventierea 16S permite identificarea precisa a speciilor, spre deosebire de
cultura microbiand care se bazeaza pe identificarea fenotipica a bacteriilor testate prin
cresterea pe medii selective si evaluarea metabolismul bacterian pe diferiti nutrienti. in
comparatie cu analiza metagenomica, secventierea 16S genereaza un numar mai mic de citiri,
fiind o alternativd mai economa din acest punct de vedere. Numarul mai mic de citiri se
datoreaza pe de o parte lungimii mai reduse a genei Tn comparatie cu intregul genom, iar, pe
de alta parte, lipsei amplificarii altor genomuri in afara celui bacterian (inclusiv genomul
gazda). Alte avantaje ale tehnicii 16S sunt pretul de cost mai scazut si interpretarea
bioinformaticd mai usoara. in plus, bazele de date care arhiveaz& genele ARNr 16S sunt mai
cuprinzatoare si constant revalidate, prin comparatie cu cele continand intregul genom
bacterian.

Principalul neajuns al metodei de secventiere a genei 16S este universalitatea
primerilor ,,consens” din etapa de PCR. Designul primerilor este realizat astfel incat acestia sa
hibridizeze cu regiunile conservate din gena 16S, care sunt presupuse a fi invariabile de la o
specia la alta. ins3, in realitate, nu exista primeri perfect complementari si care sa se lege cu
aceeasi eficacitate de gena 16S a tuturor speciilor microbiene cunoscute (daramite speciile
ncd nedescoperite). Tn timp ce unele nepotriviri primer-template au efecte neglijabile asupra
amplificarii, o parte din ele pot anula complet hibridizarea primerilor si implicit identificarea
speciei respective. In plus, unele regiuni conservate ale genei bacteriene ARNr 16S se
aseamana intr-o proportie mare cu gena umana. Prin urmare, construirea de primeri
complementari acestor regiuni ar conduce la generarea de ampliconi umani. Un alt
dezavantaj al secventierii genei 16S este imposibilitatea detectiei speciilor patogene care nu
contin gena ARNr 16S, precum fungii, protistele, arheele si virusurile. Prin comparatie, analiza
metagenomica, este mai sigura, sensibila, universala si cu mai putine bias-uri decat
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secventierea 16S. Pentru a fi folosita pe scara larga in laboratoarele de diagnostic
microbiologic, tehnica necesita protocoale standardizate si validari riguroase.
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