
91

Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]. 2023; 4 		        Original articles

DOI: 10.21055/0370-1069-2023-4-91-95

УДК 616.98:579.841.11

Д.Н. Лучинин, Д.В. Устинов, И.М. Шпак, Е.В. Молчанова

Полногеномное секвенирование и поиск детерминант формирования устойчивости  
к действию бензалкония хлорида у Burkholderia pseudomallei

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт», Волгоград, Российская Федерация

Цель исследования – полногеномное секвенирование и сравнительный анализ исходного и резистентного к 
действию бензалкония хлорида штаммов Burkholderia pseudomallei. Материалы и методы. В работе исполь-
зованы штаммы: B. pseudomallei 134, B. pseudomallei 134К, устойчивый к бензалкония хлориду. Полногеномное 
секвенирование производили на платформе MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle). Сборку геномов обоих штаммов 
проводили с помощью ассемблера SPAdes v3.11.1. Для сравнения последовательностей геномов исследуемых 
штаммов использовали программу Snippy v4.6.0. Для построения выравниваний нуклеотидных и аминокислот-
ных последовательностей применяли программный продукт MEGA X. Результаты и обсуждение. Поиск и анализ 
детерминант, которые могут быть ответственны за появление устойчивости к биоцидам у B. pseudomallei 134K, 
выявили два гена: ген транскрипционного репрессора TetR и ген эффлюксной помпы AmrAB-OprA. В регуляторе 
TetR обнаружен однонуклеотидный полиморфизм, что обусловило замену серина на пролин в мутантном белке 
и, как следствие, изменение его вторичной структуры. Предполагается, что данная мутация ведет к потере функ-
ции белка-регулятора, в результате чего увеличивается экспрессия регулируемых им генов эффлюксной помпы 
(AcrB/AcrD/AcrF), в связи с чем происходит как снижение уровня чувствительности к бензалкония хлориду, так 
и появление резистентности к цефтазидиму. В гене эффлюксной помпы AmrAB-OprA выявлена инсерция 16 нук
леотидов в положении 544-го участка оперона amrA, что повлекло за собой увеличение длины цистрона, сдвиг 
рамки считывания, изменение аминокислотного состава вторичной структуры кодируемого протеина. Вероятнее 
всего, данная мутация приводит к потере функции оперона AmrAB-OprA и невозможности нормального оттока 
ксенобиотиков из цитоплазмы микроорганизма. Данное предположение подтверждается тем фактом, что мутант-
ный штамм утратил устойчивость к гентамицину. 
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Abstract. The aim of the study was to carry out whole-genome sequencing and comparative analysis of the original 
and benzalkonium chloride-resistant strains of Burkholderia pseudomallei. Materials and methods. We used the strain 
B. pseudomallei 134 and resistant to benzalkonium chloride B. pseudomallei 134K. Whole-genome sequencing was 
conducted on the MiSeq Reagent Kit v3 platform (600-cucle).Genome assembly for both strains was performed with the 
help of SPAdes v3.11.1. In order to compare genome sequences of the studied strains, Snippy v4.6.0 software was ap-
plied. MEGA X program was used to align the nucleotide and amino acid sequences. Results and discussion. The search 
and analysis of determinants responsible for the emergence of resistance to biocides in B. pseudomallei 134K have 
revealed two genes: the TetR transcriptional repressor gene and the AmrAB-OprA efflux pump gene. A single nucleo
tide polymorphism has been found in the TetR regulator, which led to the replacement of serine by proline in the mutant 
protein, and, as a result, a change in its secondary structure. It is believed that this mutation causes the loss of regulatory 
protein functionality, resulting in an increased expression of the efflux pump genes (AcrB/AcrD/AcrF) regulated by it. 
This follows by both, decrease in the level of sensitivity to benzalkonium chloride and the emergence of resistance to 
ceftazidime. In the AmrAB-OprA efflux pump gene, an insertion of 16 nucleotides has been detected at the position 544 
of the amrA operon, which led to an increase in the length of the cistron, a shift in the reading frame, a change in the 
amino acid composition, and, as a result, a change in the secondary structure of the encoded protein. It is most likely that 
this mutation contributes to the loss of AmrAB-OprA operon function and the failure of normal outflow of xenobiotics 
from the cytoplasm of the microorganism. This assumption is evidenced by the loss of resistance to gentamicin in the 
mutant strain. 

Key words: Burkholderia pseudomallei, melioidosis, resistance, disinfectant, whole-genome sequencing.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Funding: The authors declare no additional financial support for this study.



92

Проблемы особо опасных инфекций. 2023; 4						      Оригинальные статьи

Мелиоидоз – опасное инфекционное заболе-
вание, возбудителем которого является микроорга-
низм Burkholderia pseudomallei. B. pseudomallei – 
представитель микрофлоры почвы и воды откры-
тых водоемов на территориях Северной Австралии, 
стран Юго-Восточной Азии, Латинской Америки, 
островов Карибского архипелага [1–3]. Патоген 
обладает достаточно высоким уровнем резистент-
ности к различным классам антибиотиков, таким 
как цефалоспорины I и II поколений, пенициллины, 
аминогликозиды, полимиксины. У B. pseudomallei 
описаны практически все известные механизмы, 
обусловливающие невосприимчивость к антибак-
териальным препаратам [4, 5]. Однако на данный 
момент накоплено мало информации о механиз-
мах формирования устойчивости к дезинфицирую-
щим и антисептическим средствам у возбудителя  
мелиоидоза и наличии у него генетических детер-
минант резистентности. 

Сейчас на российском рынке представлено бо-
лее 1300 дезинфекционных композиций, большая 
часть из которых содержит в своем составе в качестве 
активного вещества такое четвертично-аммонийное 
соединение (ЧАС), как алкилдиметилбензиламмо-
ния хлорид (бензалкония хлорид, АДБАХ, БХ) [6, 7]. 
Механизмом действия бензалкония хлорида являет-
ся разрушение клеточной стенки и, как следствие, 
высвобождение клеточных компонентов, что в итоге 
приводит к гибели клетки [8, 9]. 

Изначально считалось, что формирование у 
микроорганизмов устойчивости к ЧАС невозможно. 
Однако начиная с 1950-х гг. неуклонно растет коли-
чество сообщений о микроорганизмах, обладающих 
устойчивостью к четвертично-аммонийным соедине-
ниям, в том числе и к АДБАХ [10–12]. В частности, 
рядом авторов показано, что вследствие нарушения 
правил дезинфекционной обработки препаратами 
на основе бензалкония хлорида у микроорганизмов 
может многократно, до 500 раз, возрастать степень 
устойчивости к данному дезинфекционному агенту 
[13, 14].

Ранее установлено, что возбудитель мелиоидоза 
способен развивать высокую степень устойчивости 
к БХ, а также показана корреляционная связь между 
снижением чувствительности B. pseudomallei к бен-
залкония хлориду и появлением резистентности к 
антибиотикам различных классов [15]. Однако для 
поиска возможных детерминант, ответственных за 
устойчивость B. pseudomallei к антибактериальным 
средствам, необходимо провести поиск мутаций, ко-
торые способны привести к появлению такой рези-
стентности.

Таким образом, цель исследования заключалась 
в полногеномном секвенировании и сравнительном 
анализе исходного и резистентного к действию бен-
залкония хлорида штаммов B. pseudomallei.

Материалы и методы

В работе использованы два штамма: ис-
ходный B. pseudomallei 134 и полученный на его 
основе мутантный штамм B. pseudomallei 134К. 
B. pseudomallei 134К характеризовался повышенной 
устойчивостью к действию АДБАХ, а также, в отли-
чие от B. pseudomallei 134, был резистентен к цеф-
тазидиму, обладал промежуточной устойчивостью к 
амоксициллину / клавулоновой кислоте, доксицик
лину и меропенему и чувствительностью к гентами-
цину. Культуры выращивались на агаре Мюллера – 
Хинтон (Himedia, Индия) при температуре 37 °С  
в течение 18–24 часов. 

Геномную ДНК исходного штамма B. pseu
domallei 134 и штамма-селектанта B. pseudomal
lei 134K выделяли при помощи набора Thermo 
Scientific GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Life 
Technologies Inc., США) согласно инструкции про-
изводителя. Измерение концентрации ДНК прово-
дили с использованием спектрофотометра Qubit 2.0 
(Thermofisher Scientific, США) и набора для опреде-
ления концентрации двухцепочечной ДНК Qubit 
dsDNA HS Assay Kit (Thermofisher Scientific, США).

Приготовление библиотеки полногеномно-
го секвенирования выполняли набором Nextera 
XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, США). 
Мультиплексирование образцов осуществляли набо-
ром реагентов Nextera XT Index Kit (Illumina, США). 
Полногеномное секвенирование производили на 
платформе MiSeq Reagent Kit v3 (600-cycle) в режи-
ме парноконцевого чтения (Illumina, США).

Для анализа качества полученных прочте-
ний применяли программные продукты FASTQC 
v0.11.9 [16] и MultiQC [17]. Сборку геномов обо-
их штаммов проводили с помощью ассемблера 
SPAdes v3.11.1 [18] в режиме анализа парноконце-
вых прочтений с использованием параметра careful 
для снижения числа мисматчей и коротких деле-
ций. Для сравнения последовательностей геномов 
штамма B. pseudomallei 134 и мутантного штамма 
B. pseudomallei 134K использовали программу для 
быстрого поиска геномных вариантов и выравнива-
ния ядра генома – Snippy v4.6.0 [19]. Для построе-
ния выравниваний нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей применяли программный про-
дукт MEGA X. 
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Результаты и обсуждение

В результате секвенирования (таблица) ито-
говый размер геномов исходного и резистент-
ного к алкилдиметилбензиламмония хлори-
ду штаммов B. pseudomallei составил свыше 
4 млрд п.о. Количество прочтений с параметром 
качества выше Q30 превышало 75 %. Геном штамма 
B. pseudomallei 134 был собран из 120 контигов дли-
ной не менее 500 п.н. с суммарной длиной свыше 
7 млн п.о. Размер самого протяженного контига (L1) 
превышал 500 тыс. п.о. Геном штамма, устойчивого 
к воздействию БХ, собран из 127 контигов расчетной 
общей длиной более 7 млн п.о. Размер его L1 – боль-
ше 400 тыс. п.о.

После сборки полученных геномов двух иссле-
дуемых штаммов проведено их сравнение, в резуль-
тате которого в последовательности резистентного 
штамма обнаружено 16 мутаций в кодирующей об-
ласти генома. Поиск и анализ детерминант, которые 
могут быть ответственны за появление устойчиво-
сти к биоцидам у B. pseudomallei 134K, определили 
два гена: ген транскрипционного репрессора TetR с 
точечной миссенс-мутацией и ген эффлюксной пом-
пы AmrAB-OprA с инсерцией.

TetR – большое семейство транскрипционных 
регуляторов (TFTR). Изначально считалось, что 
они осуществляют регуляцию экспрессии генов  
эффлюкс-насосов. Однако в последнее время пред-
ставления о TFTR претерпели изменения. Получены 
данные, что они также регулируют гены, задейство-
ванные в клеточном делении и обусловливающие па-
тогенность микроорганизмов [20–22]. Зачастую TFTR 
располагаются в пределах 200 п.о. от регулируемо-
го гена. У штамма B. pseudomallei 134K регулятор 
транскрипции находился на расстоянии 240 п.о. от 
генов системы эффлюксной помпы семейства AcrB/
AcrD/AcrF. Данный насос обусловливает устойчи-
вость как к антибиотикам (фторхинолоны, цефало-
спорины) [23], так и к дезинфекционным и антисеп-
тическим соединениям (хлоргексидин, бензалкония 
хлорид) [24, 25]. Однонуклеотидная замена в гене 
регулятора TetR у устойчивого к АДБАХ штамма 
привела к замене серина на пролин в мутантном бел-
ке, что обусловило изменение его вторичной струк-
туры. Так, произошло сокращение длины α-спирали 
за счет появления в структуре протеина β-листа 
(рис. 1). По всей видимости, данная мутация приве-
ла к частичной (а возможно, и полной) потере функ-

ции белка-регулятора, в результате чего увеличилась 
экспрессия регулируемых генов эффлюксной помпы 
(AcrB/AcrD/AcrF) и, как следствие, снизился уро-
вень чувствительности к бензалкония хлориду и по-
явилась резистентность к цефтазидиму. Полученные 
в настоящей работе данные подтверждаются иссле-
дованием J.L. Chodkowski и A. Shade, в котором ав-
торы показали, что мутация в гене регулятора TetR 
привела к повышению уровня устойчивости к анти-
биотикам у Burkholderia thailandensis [26].

Эффлюксная помпа AmrAB-OprA – первая эф-
флюксная система, описанная у B. pseudomallei, 
относится к суперсемейству RND-транспортеров. 
Являясь гомологом насоса MexXY-OprM у 
Pseudomonas aeruginosa, определяет устойчивость 
возбудителя мелиоидоза к аминогликозидам и мак
ролидам [23, 27]. Согласно полученным данным, 
у B. pseudomallei 134K выявлена обширная инсерция 
в гене эффлюксной помпы AmrAB-OprA. У устой-
чивого к бензалкония хлориду варианта произошла 
вставка 16 нуклеотидов в 544‑м положении участ-
ка оперона amrA, что привело к увеличению длины 
цистрона, сдвигу рамки считывания, изменению 
аминокислотного состава и вторичной структуры 
кодируемого протеина (рис. 2). Это, вероятнее всего, 
привело к потере функции оперона AmrAB-OprA и 
невозможности нормального оттока ксенобиотиков 
из цитоплазмы микроорганизма. Данная гипотеза 

Характеристика полученных сборок и ридов B. pseudomallei 134  
и B. pseudomallei 134K

Characterization of the assemblies and reads of B. pseudomallei 134  
and B. pseudomallei 134K

Характеристика
Characteristics

Штаммы B. pseudomallei
Strains of B. pseudomallei

B. pseudomallei 
134

B. pseudomallei 
134K

Объем данных (млрд п.о.)
Data volume (billions bp)

2 2,2

Качество Q30 и выше
Quality Q30 and more

76,4 % 77,0 %

L1 (п.о.)
L1 (bp)

510911 429835

N50 (п.о.)
N50 (bp)

182001 222391

Количество контигов (≥500 п.о.)
Number of contigs (≥500 bp)

120 127

Общая длина (≥500 п.о.)
Total length (≥500 bp)

7285364 7287238

Рис. 1. Мутация и вторичная структура белка транскрипционного репрессора TetR

Fig. 1. Mutation and secondary structure of the transcriptional repressor protein TetR
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подтверждается тем фактом, что мутантный штамм 
утратил устойчивость к гентамицину. При анализе 
литературных данных не удалось найти информа-
цию о том, что эффлюксная система AmrAB-OprA 
может быть ответственна за устойчивость к каким-
либо дезинфектантам. В связи с этим снижение сте-
пени чувствительности к АДБАХ из-за мутации в 
описываемом эффлюксе является маловероятным.

Таким образом, секвенированы исходный 
штамм B. pseudomallei 134 и полученный на его 
основе штамм B. pseudomallei 134К, имеющий по-
вышенный уровень устойчивости к действию бен-
залкония хлорида. В ходе сравнительного анализа 
геномов обнаружена мутация в гене транскрипцион-
ного репрессора TetR, которая потенциально может 
быть ответственна за снижение чувствительности 
возбудителя мелиоидоза к АДБАХ. 
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