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Аккумуляция единичных генов антибиотикоре-
зистентности в интегронах – генетических элемен-
тах, способных включать в свой состав экзогенные 
кодирующие последовательности по механизму 
сайт-специфической рекомбинации и обеспечивать 
их экспрессию, является важнейшим молекулярно-
генетическим механизмом формирования множе-
ственной устойчивости к антибиотикам у ряда бак-
териальных патогенов [2, 5, 6]. 

Общими элементами структуры интегронов, 
охарактеризованных к сегодняшнему дню, являют-
ся наличие гена intI, кодирующего интегразу семей-
ства тирозиновых рекомбиназ, сайта рекомбинации 
attI и промоторной последовательности Pc, обеспе-
чивающей транскрипцию генных кассет в составе 
интегрона [5, 6]. Последовательности генных кассет 
содержат attC сайт (59-be, 59 base element) – несовер-
шенный инвертированный повтор протяженностью 
57–141 п.н. с консервативными краевыми участ-
ками, служащий сайтом узнавания интеграз [5, 6]. 
Существующая классификация интегронов основана 
на различиях в последовательностях генов intI; в соот-
ветствие с ней выделяют 7 классов данных генетиче-
ских элементов. По характеру геномной локализации 
интегроны разделяют на «мобильные», входящие в 
состав IS-элементов, транспозонов, конъюгативных 
плазмид, и так называемые суперинтегроны – про-
тяженные участки хромосом, содержащие генные 

кассеты различных функциональных групп [5]. В 
процессы аккумуляции и горизонтального переноса 
генов устойчивости к антибиотикам у бактерий во-
влечены преимущественно «мобильные» интегроны 
1–5-го классов [5, 6]. 

Важным биологическим свойством патогенных 
буркхольдерий (возбудители мелиоидоза и сапа – 
Burkholderia pseudomallei, B. mallei) является высокая 
природная резистентность к широкому спектру анти-
микробных соединений [3, 7]. Наличие этого свой-
ства создает значительные трудности для успешного 
лечения вызываемых ими заболеваний. Необходимо 
отметить, что биологические основы полирезистент-
ности патогенных Burkholderia на сегодняшний день 
являются малоизученными.

Исследования систем генетического обмена пато-
генных Burkholderia [1] доказывают принципиальную 
возможность горизонтального переноса и наследова-
ния этими микроорганизмами R-детер минант в со-
ставе мобильных генетических элементов. Очевидно, 
что детекция и структурно-функциональный анализ 
данных последовательностей является актуальным 
направлением исследований как в плане более пол-
ного понимания биологических основ устойчивости 
возбудителей мелиоидоза и сапа к антимикробным 
соединениям, так и в аспектах совершенствования 
схем лечения инфекций и создания систем геномного 
сканирования штаммов патогенных буркхольдерий с 
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целью решения практических задач генодиагности-
ки, молекулярно-эпидемиологического мониторин-
га и прогнозирования возможных эпидситуаций, 
вызванных антибиотикорезистентными штаммами. 
Цель данной работы, таким образом, заключалась в 
выявлении последовательностей интегронов класса 1 
в геномах штаммов исследуемых видов Burkholderia 
с использованием полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и их первичной структурной характеристике.

Материалы и методы

В работе использованы 11 штаммов B. pseudo-
mallei, 3 штамма B. mallei, 3 штамма B. thailandensis 
из коллекции ФГУЗ ВолгоградНИПЧИ. Культуры ми-
кроорганизмов выращивали на Nutrient agar (Difco) 
в течение 24–48 ч при 37 °С. 200 мкл бактериаль-
ной суспензии в 0,15 М NaCl (pH 7,2) плотностью 
2·109 м.к./мл, инактивированной в соответствии с 
МУ 1.3.1794-03, смешивали с равным объемом лизи-
рующего буфера (20 мМ трис-HCl, 100 мМ KCl, 5 мМ 
MgCl2, 0,2 мг/мл желатина, 0,9 % Nonidet P-40, 0,9 % 
Твин 20, 150 мкг/мл протеиназы К), инкубировали 
при 65 °C 120 мин и прогревали при 96 °C 30 мин 
для инактивации фермента. Далее пробы центрифу-
гировали (10000 об./мин, 1 мин), 10 мкл супернатан-
та использовали при постановке ПЦР. Праймеры для 
ПЦР-детекции последовательностей In1 приведены 
в таблице. 

 ПЦР проводили на ДНК-амплификаторе 
«Терцик» (ДНК-Технологии, Россия) с использовани-
ем стандартных реагентов фирмы «ИнтерЛабСервис» 
(Россия). Область кассетной вставки In1 амплифици-
ровали с использованием праймеров inF–inB по про-
грамме: прогрев 95 ºС 1 мин, 35 циклов (94 ºС 30 с, 
55 ºС 30 с, 72 ºС 45 с), финальная элонгация 72 ºС 
5 мин. Амплификацию участка 3’-консер ва тив ного 
сегмента In1 (праймеры qacEd1-sul) проводили по 
аналогичной программе, температура отжига прай-
меров составляла 58 ºС. Продукты ПЦР анализиро-
вали в 1,5 % агарозном геле.

Продукты амплификации секвенировали на сек-
венаторе ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, США), используя наборы BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems).

Результаты и обсуждение

Первичный ПЦР-скрининг интегронов 1 класса 
с использованием пары праймеров qacEd1-sul пока-
зал присутствие последовательностей 3’-консер ва-
тив ного сегмента In1в геномах большинства иссле-
дуемых штаммов B. pseudomallei (рис. 1). Размер ам-
пликонов qacEd1-sul составил порядка 800 п.н., что, 
в целом, соответствовало ранее полученным данным 
о структуре 3’-сегментов данных генетических эле-
ментов [2, 5, 6]. 

Последующий анализ области кассетной вставки 
интегронов в ПЦР с праймерами inF-inB продемон-
стрировал наличие ампликонов различного размера в 
геномах 4 штаммов возбудителя мелиоидоза (рис. 2). 
В штамме B. pseudomallei 56830 размер области кас-
сетной вставки интегрона составил 2300 п.н., тогда 
как в штамме B. pseudomallei С141 области кассетной 
вставки In1 соответствовало 2 ампликона размером 
500 и 900 п.н. Еще в двух исследованных штаммах 
B. pseudomallei размер амплифицируемого региона 
составил 120 п.н., что, вероятно, следует объяснять 
отсутствием внедренных генных кассет в структуре 
интегронов у данных изолятов.

Секвенирование ампликонов qacEd1-sul и по-
следующий анализ сиквенсов на предмет наличия 
кодирующих участков (ORF, open reading frame) 
продемонстрировали 2 наиболее вероятных вариан-
та ORF, ориентированных в направлении 5’ - 3’- ис-

Праймеры, использованные в работе

Праймер* Последовательность 5’-3’ Мишень**

in-F GGCATCCAAGCAGCAAGC 5’-консервативный сегмент интегронов In1  
(accession no. U12338, 1416-1433)

in-B AAGCAGACTTGACCTGAT 3’-консервативный сегмент интегронов In1  
(accession no. U12338, 4831-4814)

qacEd1 ATCGCAATAGTTGGCGAAGT
Ген устойчивости к четвертичным аммонийным соединени-
ям qacEdelta1 3’-консервативного сегмента  интегронов In1 

(accession no. X15370, 211-230)

sul GCAAGGCGGAAACCCGCC Ген устойчивости к сульфонамидам sul 3’- консервативного 
сегмента интегронов In1 (accession no. X12869, 1360-1341)

* Праймеры синтезированы на базе НПК «Синтол» (Россия) по последовательностям, приведенным в работе L.Bass et al. [2].
** Указаны позиции праймеров на последовательностях интегронов In1, представленных в Genbank NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Рис.1. Амплификация последовательности 3’-консервативного 
сегмента интегронов In1 в штаммах буркхольдерий  

с праймерами qacEd1-sul:
 1 – ДНК-маркер, 2000, 1000, 900, 700, 450 п.н.; 2 – B. thailandensis 

E251; 3 – B. thailandensis E264; 4– B. thailandensis E299; 5 – B. mallei 
10230; 6 – B.mallei B-120; 7 – B. mallei Ц-5; 8 – B. pseudomallei 56770; 

9 – B. pseudomallei 57576; 10 – B. pseudomallei 56830; 11 – B. pseudomal-
lei 111; 12 – B. pseudomallei 114; 13 – B. pseudomallei 135; 14 – B. pseudo-

mallei 140; 15 – B. pseudomallei 107; 16 – B. pseudomallei 100
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следуемой последовательности. Дальнейший анализ 
обозначенных ORF с применением алгоритма BLAST  
(www.ncbi.nlm.nih.gov\blast\Blast.cgi\) показал их 
высокую гомологию консервативным структурным 
компонентам 3’-сегмента интегронов класса 1 – ге-
нам qacEdelta1 и sul1 – детерминантам устойчивости 
к четвертичным аммонийным соединениям и суль-
фонамидам соответственно.

Таким образом, проведенное исследование по-
казало, что в геномах штаммов возбудителя мелиои-
доза имеются последовательности интегронов клас-
са 1. Установленный в рамках данной работы факт 
присутствия интегронов In1 у B. pseudomallei свиде-
тельствует о принципиальной осуществимости ме-
ханизма аккумуляции и наследовании генных кассет 
антибиотикорезистентности в составе данных гене-
тических элементов и формировании, таким обра-
зом, штаммов с фенотипом множественной антибио-
тикоустойчивости. Отрицательный результат ПЦР с 
праймерами qacEd1-sul у ряда штаммов с детекти-
рованной областью кассетной вставки интегронов, 
возможно, опосредован вторичными рекомбинаци-
онными событиями на участках 3’-консервативного 
сегмента, нарушающими сайты связывания с прай-
мерами. В частности, подобные модификации струк-
туры 3’-консервативного сегмента In1 были описаны 
у Proteus mirabilis [8].

Вопрос о характере геномной локализации вы-
явленных генетических элементов требует дальней-
ших исследований. Отметим, что на сегодняшний 
день у микроорганизмов рода Burkholderia интегро-
ны класса 1 были выявлены в составе конъюгатив-
ных плазмид отдельных эпидемических штаммов B. 
cepacia [4], а в исследованных нами штаммах возбу-
дителя мелиоидоза ранее были отмечены криптиче-
ские плазмиды различного размера [1]. Структурный 
анализ и генетическое картирование регионов кас-
сетных вставок интегронов также являются задачами 
дальнейших исследований.
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Рис. 2. Амплификация области кассетной вставки интегронов 
In1 в штаммах B. pseudomallei с праймерами inF-inB:

 1 – B. pseudomallei С141; 2 – B. pseudomallei 111; 3 – B. pseudomallei 
114; 4 – B. pseudomallei 135; 5 – B. pseudomallei 139; 6 – B. pseudomallei 
140; 7 – B. pseudomallei 56830; 8 – GeneRuler Plus леддер (Fermentas), 

3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 
100 п.н. 


