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цель – поиск и сравнительный анализ потенциальных детерминант резистентности к аминогликозидам у 
чувствительных к гентамицину штаммов Burkholderia pseudomallei. материалы и методы. проведен биоинфор-
матический анализ шотган полногеномных сиквенсов трех чувствительных к гентамицину штаммов возбудителя 
мелиоидоза. результаты и обсуждение. возбудитель мелиоидоза естественно резистентен к аминогликозидам, 
и этот признак является диагностическим, однако встречаются штаммы, полностью или частично утратившие 
его. такие штаммы при классической схеме выделения и идентификации, как правило, не учитываются. при 
этом значимых отличий в клинических проявлениях мелиоидоза при инфицировании резистентными и чувстви-
тельными к гентамицину штаммами не обнаружено. у исследованных штаммов, принадлежащих к трем разным 
сиквенс-типам (ST70, ST948 и ST1566), обнаружены точечные миссенс-мутации в генах трех эффлюкс-насосов 
семейства RND: AmrAB-OprA, BpeAB-OprB и BpeEF-OprC – и одного с неизвестными функциями, а также в 
гене аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы AAC(6’)-III. у всех трех штаммов обнаружены аминокислотные 
замены в периплазматическом адаптере AmrA: ARG160SER, Arg116Gln и Gly237Arg, Thr317Lys. у умеренно 
чувствительных штаммов (ST948 и ST1566) обнаружена идентичная замена Val222Met в репрессоре оперона 
AmrAB-OprA – AmrR. возможно, что у исследованных штаммов промежуточный уровень чувствительности к 
гентамицину опосредован конститутивной экспрессией оперона AmrAB-OprA, что частично компенсирует вы-
явленные структурные дефекты. также не исключена вероятность участия в утрате резистентности к гентамици-
ну динуклеотидной делеции в гене аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы AAC (6’)-III, а также обнаруженных 
мутаций у гомологов периплазматического адаптера (BPSL2234) неохарактеризованного эффлюкс-оперона се-
мейства RND.
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Abstract. The aim of the study was to identify and compare potential determinants of aminoglycoside resistance in 
gentamicin susceptible Burkholderia pseudomallei strains. Materials and methods. A bioinformatics analysis of whole 
genome shotgun sequences of three B. pseudomallei strains having different levels of sensitivity to gentamicin was car-
ried out. Results and discussion. B. pseudomallei is intrinsically resistant to aminoglycosides. Such strains, as a rule, are 
not taken into account in the classical scheme of isolation and identification. At the same time, there were no significant 
differences in the clinical manifestations of melioidosis during infection with gentamicin-resistant and sensitive strains. 
In B. pseudomallei strains of different sequence types (ST70, ST948, and ST1566), point missense mutations were found 
in the genes of three efflux pumps of the RND family: AmrAB-OprA, BpeAB-OprB, BpeEF-OprC, and one with un-
known functions, as well as in the gene aminoglycoside-6’-N-acetyltransferase AAC(6’)-III. All three strains had amino 
acid substitutions in the AmrA periplasmic linker: ARG160SER, Arg116Gln and Gly237Arg, Thr317Lys, respectively. 
In moderately sensitive strains (ST948 and ST1566), an identical Val222Met substitution was found in the repressor of 
the AmrAB-OprA operon, AmrR. It is likely that the intermediate level of sensitivity to gentamicin in the studied strains 
is mediated by the constitutive expression of the AmrAB-OprA operon, which partially compensates for the structural 
defects. It is also possible that a dinucleotide deletion in the AAC (6’)-III aminoglycoside-6’-N-acetyltransferase gene, as 
well as detected mutations in the homologues of the periplasmic linker (BPSL2234) of an uncharacterized efflux operon 
of the RND family, are involved in the loss of resistance to gentamicin.
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Burkholderia pseudomallei является возбудите-
лем мелиоидоза и представляет собой грамотрица-
тельную палочковидную подвижную бактерию, ко-
торая распространена в почве тропических и субтро-
пических регионов всех континентов. подавляющее 
большинство штаммов B. pseudomallei обладает 
высоким уровнем устойчивости к аминогликози-
дам, что используется для выделения возбудителя из 
почвы и клинического материала с использованием 
агара эшдауна, основным селективным ингредиен-
том которого является гентамицин. чувствительные 
к гентамицину (GmS) изоляты при таком способе 
выделения культуры практически не учитывают-
ся и встречаются в соотношении к резистентным 
(GmR) приблизительно 1 на 1000 [1]. однако фак-
тическое число штаммов, чувствительных к ами-
ногликозидам, может быть значительно выше. так, 
при использовании альтернативных методов выде-
ления было обнаружено, что в отдельных случаях 
GmS-штаммы являются в популяции доминирую-
щими [2]. недавно показано, что клинические про-
явления случаев мелиоидоза, обусловленные GmS-
штаммами B. pseudomallei, не имеют значимых от-
личий от инфекций, вызванных GmR-штаммами. 
кроме того, опубликованы данные, свидетельствую-
щие о более высокой инфекционности и вирулент-
ности GmS-штаммов. в частности, среди взрослых, 
инфицированных GmS-штаммами, доля пациентов 
без выявленных факторов риска была статистически 
достоверно выше, чем среди зараженных резистент-
ными, а доля пациентов с диабетом – ниже [3]. при 
педиатрическим мелиоидозе, вызванном преиму-
щественно GmS-штаммами B. pseudomallei, бакте-
риемия с септическим шоком присутствовала у 57 % 
пациентов, из которых 43 % окончились летально, 
несмотря на отсутствие каких-либо очевидных пред-
располагающих факторов [4].

ключевую роль в естественной или приобре-
тенной лекарственной устойчивости многих грам-
отрицательных патогенов играют системы эффлюкса 
семейства RND (resistance, nodulation, cell division), 
среди которых участие в обеспечении устойчивости 
к аминогликозидам и макролидам у B. pseudomal
lei доказано только для эффлюкс-насоса AmrAB-
OprA [5, 6]. у обнаруженных ранее гентамицин-
чувствительных штаммов B. pseudomallei идентифи-
цированы точечные миссенс-мутации и динуклеотид-
ные (GC) делеции в гене транспортера AmrB [2, 7],  
а также отсутствие экспрессии оперона AmrAB-
OprA из-за его делеции или регуляторных мута-
ций [1]. участие других систем эффлюкса семейства 
RND в обеспечении резистентности к гентамицину 
остается неясным, так же как неясен вклад амино-
гликозидтрансфераз. в связи с этим цель настоящей 

работы – проведение поиска и сравнительного ана-
лиза потенциальных детерминант резистентности к 
аминогликозидам у высоко и умеренно чувствитель-
ных к гентамицину штаммов B. pseudomallei, выде-
ленных в центральном вьетнаме.

материалы и методы

проведен биоинформатический анализ шотган 
полногеномных сиквенсов штаммов возбудителя 
мелиоидоза, полностью (B. pseudomallei V1512) или 
частично (B. pseudomallei V1607 и V1608) утратив-
ших резистентность к гентамицину: диаметры зон 
подавления роста на агаре мюллера – хинтон – 
30, 13 и 14 мм соответственно, при полном отсут-
ствии подавления роста у резистентных штаммов. 
выделение днк проводили с использованием на-
бора реагентов GeneJET Genomic DNA Purification 
Kit (Thermo Scientific, литва) в соответствии с ин-
струкцией производителя. секвенирование про-
водили на платформе Illumina MiSeq (Illumina Inc., 
сШа), используя рекомендованные производителя-
ми наборы реагентов. геномы собирали de novo на 
ассемблерах Newbler v. 3.0 [8] и SPAdes v. 3.13.0 [9]. 
аннотацию осуществляли при помощи сервиса 
NCBI PGAP v. 5.3 [10]. аллели локусов по схеме 
MLST определяли при помощи инструментария 
базы данных Burkholderia pseudomallei MLST Data 
bases (https://pubmlst.org/bpseudomallei). данные ана-
лизировали с помощью программного пакета Snippy 
(https://github.com/tseemann/snippy), в качестве рефе-
рентных использовали последовательности хромо-
сом 1 и 2 B. pseudomallei K96243 (GenBank NC006350 
и NC006351). моделирование белковых структур 
проводили с использованием алгоритмов SWISS-
MODEL (Swiss Institute of Bioinformatics) [11].

Шотган-полногеномные сиквенсы штаммов 
B. pseudomallei V1512 и B. pseudomallei  V1607 
доступны в GenBank NCBI под номерами  
NZ_PHRB00000000.1 и NZ_WTLF00000000.1.

результаты и обсуждение

в геномных последовательностях штаммов 
B. pseudomallei V1512 (ST70), V1607 (ST948) и V1608 
(ST1566), полностью или частично утративших рези-
стентность к гентамицину, проведен поиск и анализ 
детерминант, доказанно или потенциально обеспечи-
вающих этот признак. в сравнении с референтными 
последовательностями большой и малой хромосом 
штамма B. pseudomallei K96243 (NCBI: NC 006350.1 
и NC 006351.1) у исследованных штаммов обнару-
жены точечные миссенс-мутации в генах трех ча-
стично охарактеризованных эффлюкс-насосов се-
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мейства RND: AmrAB-OprA, BpeAB-OprB и BpeEF-
OprC – и одном с неизвестными функциями, а так-
же в гене аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы  
(AAC (6’)-III). 

инактивация основного для B. pseudomallei 
RND эффлюкса AmrAB-OprA, который является го-
мологом MexXY-OprM Pseudomonas aeruginosa [12], 
у возбудителя мелиоидоза приводит к значительно-
му снижению мпк для широкого спектра антибио-
тиков, включая аминогликозиды. сходным образом 
инактивация BpeAB-OprB, гомолога P. aeruginosa 
MexAB-OprM, увеличивает чувствительность ко 
многим антибиотикам, хотя спектр заметно уже, чем 
для AmrAB-OprA [13]. интактный BpeEF-OprC об-
ладает узкой субстратной специфичностью и опо-
средует устойчивость B. pseudomallei к триметопри-
му, широко распространенную среди клинических и 
почвенных изолятов. у мутантов со сверхэкспрес-
сией этого насоса его субстратный спектр подобен 
его гомологу MexEF-OprN у P. aeruginosa и включа-

ет хлорамфеникол, фторхинолоны, тетрациклины, 
сульфаметоксазол и триметоприм [14].

в описанных ранее случаях чувствительность 
штаммов к гентамицину авторы связывали с мута-
циями в гене транспортера AmrB эффлюкса AmrAB-
OprA [2, 7], тогда как у всех исследованных в на-
стоящей работе штаммов отсутствовали изменения 
в данном гене. у всех трех штаммов присутство-
вали аминокислотные замены в периплазматиче-
ском адаптере AmrA – Arg160Ser у чувствительного 
штамма V1512; Arg116Gln и Gly237Arg, Thr317Lys –  
у умеренно чувствительных штаммов V1607 и 
V1608 (табл. 1). аминокислотные замены в пери-
плазматическом адаптере AmrA штаммов V1512 
и V1607 локализованы на антипараллельных спи-
ралях домена α-шпильки. для MexA эффлюкса 
MexAB-OprM P. aeruginosa показано, что инакти-
вирующие помпу мутации сгруппированы между 
остатками P68 и V129, что соответствует домену 
α-шпильки в N-концевой части этого белка [15], 

Таблица 1 / Table 1

аминокислотные замены белков частично охарактеризованных эффлюкс-насосов семейства RND у штаммов B. pseudomallei,  
утративших резистентность к гентамицину

Amino acid substitutions in proteins of partially characterized RND efflux pumps in B. pseudomallei strains bereft of resistance to gentamicin

белок
Protein

локус  B. pseudomallei K96243
Locus B. pseudomallei K96243
(GenBank NCBI NC_006350, 

NC_006351)

аминокислотные замены 
(референс>проба)

Amino acid substitutions  
(reference>sample)

Штаммы  
B. pseudomallei 

Strains of 
B. pseudomallei

чувствительность  
к гентамицину
Susceptibility  
to gentamicin

AmrAB-OprA
белок канала внешней мембраны OprA
Outer membrane channel protein OprA

BPSL1802
Ala443>Thr
Gly514>Glu

V1608 I

транспортер AmrB 
Transporter AmrB

BPSL1803 нет/absent

периплазматический адаптер AmrA 
Membrane fusion protein AmrA

BPSL1804

Arg160>SER V1512 S
Arg116>Gln V1607 I
Gly237>Arg
Thr317>Lys

V1608 I

регуляторный белок AmrR семейства TetR
TetR family regulatory protein AmrR

BPSL1805 Val222>Met
V1607
V1608

I
I

BpeAB-OprB 
регуляторный белок BpeR семейства TetR 
TetR family regulatory protein BpeR

BPSL0812 нет/absent

периплазматический адаптер BpeA 
Membrane fusion protein BpeA

BPSL0814 Pro46>Ser
V1607

I

транспортер BpeB 
Transporter BpeB

BPSL0815 Asn956>Lys V1512 S

белок канала внешней мембраны OprB 
Outer membrane channel protein OprB

BPSL0816
Cys72>Arg

V1512
V1607

S
I

Ala50>Ser V1512 S
BpeEF-Oprс 

транскрипционный регулятор семейства LysR 
BpeT
Putative LysR-family transcriptional regulator BpeT 

BPSS0290 нет/absent

транспортер BpeE 
Transporter BpeE

BPSS0292 нет/absent

периплазматический адаптер BpeF
Membrane fusion protein BpeF

BPSS0293 нет/absent

белок канала внешней мембраны OprC
Outer membrane channel protein OprC

BPSS0294 Val294>Ala
V1512
V1607
V1608

S
I
I

примечание :  S – чувствительный, I – умеренно устойчивый.
No te :  S – sensitive, I – intermediate level of resistance.
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причем одна из замен, нарушающих олигомериза-
цию MexA (V129M), в сравнении с AmrA локали-
зована в пределах двух соседних аминокислотных 
остатков. у штамма V1608 мутации затронули 
проксимальный мембранный домен (Thr317Lys) и 
β-бочонок (Gly237Arg) (рисунок, а). необходимо 
отметить, что у обоих умеренно чувствительных 
штаммов V1607 и V1608 в репрессоре оперона 

AmrR семейства TetR присутствовали идентичные 
замены Val222Met, вследствие чего нарушается 
фрагмент β-структуры C-концевого участка белка, 
входящего в состав лиганд-связывающего домена 
(рисунок, B). кроме того, у штамма V1608 обнару-
жены замены Ala443Thr и Gly514Glu в белке канала 
внешней мембраны OprA, что привело к изменению 
его вторичной структуры (рисунок, C).

спектр мутаций и вторичная структура белков исследованных штаммов в сравнении с гомологами референтного штамма B. pseudo
mallei K96243:
A – 3D-модели периплазматического адаптера AmrA эффлюкса AmrAB-OprA; схемы вторичной структуры B – репрессора AmrR эффлюкса AmrAB-
OprA; C – белка канала внешней мембраны OprA эффлюкса AmrAB-OprA; D – аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы; E – гипотетического транс-
портера семейства AcrB/AcrD/AcrF неохарактеризованного эффлюкса семейства RND. аминокислотные замены указаны стрелками, неизмененные 
части не показаны

The spectrum of mutations and the secondary structure of the investigated strains' proteins in comparison with homologues of the reference 
strain B. pseudomallei K96243:
A – 3D-models of the membrane fusion protein AmrA of the AmrAB-OprA efflux; schemes of the secondary structure: B – TetR family regulatory protein AmrR 
of the AmrAB-OprA efflux; C – outer membrane channel protein OprA of the AmrAB-OprA efflux; D – putative aminoglycoside 6’-N-acetyltransferase; E – 
putative AcrB/AcrD/AcrF family membrane protein of the putative RND multi-drug efflux pump. Amino acid substitutions are indicated by arrows, unchanged 
parts are not shown
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эффлюкс BpeAB-OprB имеет доказанную суб-
стратную специфичность для хлорамфеникола, фтор-
хинолонов, тетрациклинов и макролидов. роль этого 
эффлюкса в устойчивости к аминогликозидам оста-
ется неопределенной. так, по одним данным, деле-
ция bpeAB у сингапурского штамма B. pseudomallei 
KHW приводила к повышению чувствительности к 
гентамицину [13], тогда как по другим – эффлюкс 
BpeAB-OprB не опосредует отток аминогликозидов. 
при этом сравнительный анализ показал значитель-
ные отличия в аминокислотных последовательно-
стях BpeA и OprB сингапурского штамма от гомоло-
гов других штаммов, что не исключало возможности 
изменения субстратной специфичности эффлюкса 
BpeAB-OprB у B. pseudomallei KHW [16]. у одного из 
исследованных штаммов с промежуточной чувстви-
тельностью к гентамицину – B. pseudomallei V1608 – 
каких-либо изменений в последовательностях белков 
эффлюкса BpeAB-OprB не обнаружено, у другого – 
B. pseudomallei V1607 – присутствовали аминокис-

лотные замены в BpeA (Pro46Ser) и OprB (Cys72Arg). 
у полностью утратившего резистентность к гентами-
цину штамма B. pseudomallei V1512 в OprB в положе-
нии 72 обнаружена идентичная замена цистеина на 
аргинин и дополнительная – Ala50Ser, а также замена 
Asn956Lys в транспортере BpeB (табл. 1). 

среди компонентов эффлюкса BpeEF-OprC об-
наружена единственная аминокислотная замена в 
белке канала внешней мембраны OprC (Val294Ala), 
идентичная для всех трех исследованных штаммов 
(табл. 1). 

сопоставление спектра мутаций с фенотипами 
штаммов позволяет предположить, что утрата рези-
стентности к гентамицину не связана с изменениями 
первичной структуры продуктов эффлюкс-оперонов 
BpeAB-OprB и BpeEF-OprC. кроме того, известно, 
что эти два насоса экспрессируются у B. pseudomallei 
только в мутантах по регуляторным белкам BpeR и 
BpeT [7], тогда как у исследованных штаммов мута-
ции в генах этих белков отсутствовали.

Таблица 2 / Table 2
аминокислотные замены белков неохарактеризованного эффлюкс-насоса семейства RND и аминогликозид-6'-N-ацетилтрансферазы  

у штаммов B. pseudomallei, утративших резистентность к гентамицину
Amino acid substitutions in proteins of putative RND multi-drug efflux pump and aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase in B. pseudomallei strains 

that lost resistance to gentamicin

белок
Protein

локус  B. pseudomallei K96243
Locus B. pseudomallei K96243  
(GenBank NCBI NC_006350, 

NC_006351)

аминокислотные замены 
(референс>проба)

Amino acid substitutions  
(reference>sample)

Штаммы  
B. pseudomallei

Strains 
B. pseudomallei

чувствительность  
к гентамицину
Susceptibility  
to gentamicin

неохарактеризованный эффлюкс-насос семейства RND 
Putative RND multi-drug efflux pump

предполагаемый периплазматический  
адаптер
Putative membrane fusion protein

BPSL2234

Met68>Ile V1512 S
Arg102>His V1512 S
Ala123>Thr V1512 S

ProAlaAla395>Pro V1512 S

Ala396>Asp
V1512
V1607
V1608

S
I
I

Ser416>Pro V1512 S

Ser419>Pro
V1607
V1608

I
I

гипотетический транспортер семейства 
AcrB/AcrD/AcrF
Putative AcrB/AcrD/AcrF family membrane  
protein

BPSL2235

Arg208>His V1512 S

Leu303>Arg
V1607
V1608

I
I

гипотетический мембранный белок
Putative membrane protein

BPSL2236 Thr93>Met V1607 I

аминогликозид-6'-N-ацетилтрансфераза 
Putative aminoglycoside 6'-N-acetyltransferase

аминогликозид-6'-N-ацетилтрансфераза
Putative aminoglycoside  
6'-N-acetyltransferase

BPSS0262

сдвиг рамки считывания за счет 
∆GC: замена Leu106Val  
и смещение стоп-кодона  

в область соседней открытой  
рамки считывания

Shift of the reading frame due  
to ∆GC: substitution of Leu106Val 

and drifting of the stop-codon  
towards the neighboring  

open reading frame 

V1512 S

Ala5>Thr V1608 I
Val102>Ala
Glu144>Gly

V1607
V1608

I

примечание :  S – чувствительный, I – умеренно устойчивый.
No te :  S – sensitive, I – intermediately resistant.
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у полностью чувствительного к гентамицину 
штамма B. pseudomallei V1512 в гене AAC (6')-III об-
наружена делеция GC, повлекшая замену Leu106Val 
и сдвиг рамки считывания с образованием аномально 
длинного продукта за счет смещения стоп-кодона в 
область соседней CDS. у штаммов V1607 и V1608 с 
промежуточной чувствительностью к гентамицину в 
этом гене присутствуют две (Val102Ala и Glu144Gly) 
и три миссенс-мутации (Ala5Thr, Val102Ala и 
Glu144Gly) соответственно (табл. 2, рисунок, D). 

в периплазматическом адаптере неохарактери-
зованного эффлюкс-оперона семейства RND – го-
мологе BPSL2234 – у всех исследованных штаммов 
обнаружены две идентичные замены Ala396Asp 
и Ser416Pro, у штамма B. pseudomallei V1512 до-
полнительно присутствовали три миссенс-мутации 
Met68Ile, Arg102His, Ala123Thr и делеция двух остат-
ков аланина (ProAlaAla395Pro). в гипотетическом 
транспортере семейства AcrB/AcrD/AcrF (гомолог 
BPSL2235), имеющем сходство с транспортером эф-
флюкса аминогликозидов AcrD Escherichia coli [17],  
у B. pseudomallei V1512 присутствовала замена 
Arg208His, а у двух штаммов с промежуточной чув-
ствительностью – Leu303Arg (табл. 2, рисунок, E).

проведенное исследование спектра мутаций 
в потенциальных детерминантах резистентно-
сти к аминогликозидам, выявленных у штаммов 
B. pseudomallei с различным уровнем резистент-
ности к гентамицину, расширило представление об 
известном механизме естественной резистентности 
возбудителя мелиоидоза к аминогликозидам, опо-
средованном эффлюксом AmrAB-OprA. в частности, 
показано, что чувствительность к гентамицину воз-
никает не только при полной делеции оперона или 
при наличии аминокислотных замен и коротких де-
леций в транспортере AmrB, но и в случаях мутаций 
в периплазматическом адаптере AmrA. также обна-
ружено, что при дефектном AmrA уровень устойчи-
вости к гентамицину может быть частично компен-
сирован за счет мутаций в репрессоре AmrR, вероят-
но, вследствие конститутивной экспрессии оперона. 
кроме того, впервые показано возможное участие в 
формировании резистентности к гентамицину неоха-
рактеризованного эффлюкс-оперона семейства RND 
(BPSL2234_ BPSL2235_ BPSL2236) и аминогликозид-
6’-N-ацетилтрансферазы AAC (6’)-III.
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