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Цель. Определить виды и сиквенс-типы изолятов Achromobacter spp., выделенных от пациентов с 
муковисцидозом (МВ) в России, а также выявить среди этих изолятов носительство и интегронную 
организацию генов вирулентности и адаптивной резистентности. 
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали штаммы рода Achromobacter, 
выделенные из мокроты и верхних дыхательных путей 168 пациентов с МВ. Все изоляты были под­
вергнуты полногеномному секвенированию на платформе MGISEQ-2000, MGI с последующей био­
информатической обработкой при помощи стандартных программ.
Результаты. Achromobacter spp. был выделен у 16 из 168 (5,3%) обследованных пациентов с МВ; 
у двоих пациентов было выделено по 2 штамма. Наиболее распространенным видом оказался 
A. xylosoxidans (13/18, 72%). Штаммы характеризовались высоким сиквенс-типовым разнообра­
зием: всего было выявлено 14 сиквенс-типов, из которых 8 оказались новыми. Большинство вы­
деленных штаммов обладали типичным для ахромобактерий набором факторов вирулентности. 
Носительство генов адаптивной резистентности было редким феноменом (1 из 18 изолятов) для 
бактерий рода Achromobacter, выделенных от пациентов с МВ в России.
Выводы. Среди пациентов с МВ в России показатели колонизации дыхательной системы бакте­
риями рода Achromobacter соответствовали данным, зарегистрированным в других странах мира. 
Наиболее распространенным видом оказался A. xylosoxidans (72% от всех изолятов Achromobacter). 
Штаммы характеризовались высоким сиквенс-типовым разнообразием. Большинство выделенных 
штаммов обладали типичным для ахромобактерий набором факторов вирулентности. Носительство 
генов адаптивной резистентности было редким феноменом.
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Objective. To determine species, sequence-types, antimicrobial resistance and virulence genes in 
Achromobacter spp. isolates obtained from cystic fibrosis (CF) patients in Russia.
Materials and methods. Samples (sputum, nasopharyngeal swab) from 168 CF patients from 48 regions 
were studied. Whole-genome sequencing (WGS) was performed on MGISEQ-2000 platform. SPAdes 
software, Galaxy, ResFinder, Integrall, PubMLST were used for analysis of WGS data.
Results. A total of 18 strains of Achromobacter spp. were isolated from 16 of 168 CF patients. Achromobacter 
xylosoxidans was the most prevalent and detected in 13/18 cases (72%). Studied Achromobacter spp. 
isolates belonged to 14 sequence types, including 8 new sequence types. An adaptive resistance gene 
carriage was a rare phenomenon (1/18 isolates).
Conclusions. The Achromobacter spp. colonization rate of respiratory system in CF patients in Russia 
corresponds to the data reported in other countries. A. xylosoxidans isolates were the most prevalent 
(72%). Achromobacter spp. isolates from CF patients in Russia and show a high clonal diversity.
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Введение

Виды Achromobacter относят к числу восходящих па­
тогенов, которые поражают иммунокомпрометирован­
ных пациентов [1]. Доказано, что виды Achromobacter 
могут вызывать инфекционный процесс с разнообразной 
локализацией, включая ЛОР-органы (отит), глаза (эндоф­
тальмиты, кератиты), центральную нервную систему (це­
ребральные абсцессы, менингиты), систему кровотока 
(сепсис), кожу и подкожную клетчатку, сердце (эндо­
кардиты), кости, мочевыводящие пути, органы брюшной 
полости и малого таза [2]. Наиболее часто инфекцион­
ный процесс, вызванный Achromobacter spp., поражает 
органы дыхания [3]. Среди болезней органов дыхания, 
которые сопровождаются развитием Achromobacter-
ассоциированной инфекции, лидирует муковисцидоз. 
Муковисцидоз (МВ) – это генетическое заболевание, в 
основе которого лежат мутации в гене муковисцидоз­
ного белка-регулятора трансмембранной проводимости 
и возникающие вследствие этого нарушения трансэпите­
лиального транспорта хлорид-ионов [4, 5]. Типовым про­
явлением МВ является увеличение вязкости бронхиаль­
ного секрета, что приводит к нарушению его эвакуации 
и развитию инфекционного процесса. Инфекционный 
процесс является драйвером фатальных патологоанато­
мических изменений в легких – бронхообструкции, брон­
хоэктазов и/или пневмофиброза [6, 7]. Возбудители 
инфекционного процесса при МВ имеют различное па­
тогенетическое и клиническое значение. Несмотря на 
относительно небольшой процент (8–11%) выделения от 
пациентов, виды Achromobacter spp. относят к группе, 
несущей самую большую угрозу для больных [5, 8, 9]. 
Наличие Achromobacter spp. в дыхательных путях паци­
ента существенно повышает риск смерти или необходи­
мости трансплантации легких по сравнению со случа­
ями, когда Achromobacter spp. не обнаруживается [9]. 

Бактерии рода Achromobacter обладают широким 
спектром факторов вирулентности. В частности, у штам­
мов Achromobacter spp. выявляют гены систем секреции 
3 и 6 типов, гены основной субъединицы пилей yagZ/
ecpA, гены ферментов синтеза пиоцианина и пиовер­
дина [10]. Появляются сообщения о новых факторах 
вирулентности у Achromobacter xylosoxidans, таких как 
колицин V, фосфолипаза C, экзотоксин AxoU [3, 11]. 
Опасность Achromobacter spp. усугубляется особыми 
антибиотикорезистентными свойствами – широким спек­
тром природной устойчивости (ампициллин, амоксицил­
лин, цефтриаксон, цефотаксим, эртапенем) и быстро 
приобретаемой устойчивостью к карбапенемам, аминог­
ликозидам и фторхинолонам [12, 13]. 

Исследования, проведенные в различных регио­
нах мира, показали, что при МВ преобладают виды A. 
xylosoxidans, A. ruhlandii, A. insuavis, A. aegrifaciens, при 
этом наиболее опасные эпидемические штаммы (дат­
ский эпидемический штамм DES, российский эпидемиче­
ский штамм ST36) принадлежат к виду A. ruhlandii [10, 
14]. Следует обратить внимание на то, что виды рода 
Achromobacter неправильно идентифицируются рутин­
ными микробиологическими методами, включая MALDI-

TOF масс-спектрометрию и определение генов 16S 
рРНК. В связи с этим видовую идентификацию рекомен­
дуют проводить на основе определения последователь­
ности гена nrdA [15].

В мире накоплено достаточно информации о геном­
ных особенностях Achromobacter spp. при МВ. Описаны 
особенности молекулярной эпидемиологии, распростра­
ненность генов резистентности, профили интегронов, 
концентрирующих гены резистентности [10, 16, 17]. К 
сожалению, в России генетические характеристики штам­
мов Achromobacter spp. остаются мало исследованными.

Цель работы – определить виды и сиквенс-типы изо­
лятов Achromobacter spp., выделенных от пациентов с 
муковисцидозом в России, а также выявить среди этих 
изолятов носительство и интегронную организацию ге­
нов вирулентности и адаптивной резистентности.

Материалы и методы

В качестве объекта исследования использовали 
штаммы бактерий рода Achromobacter, выделенные из 
мокроты и верхних дыхательных путей (мазок со слизи­
стой глубоких отделов задней стенки глотки) пациентов 
с МВ в январе – феврале 2020 г. Количество пациентов 
составляло 168 человек (представители 48 регионов 
РФ в возрасте от 1 года до 33 лет), что соответствует 
5,3% от общего числа пациентов с муковисцидозом в 
РФ [18]. Первичную идентификацию микроорганизмов 
проводили при помощи MALDI-TOF масс-спектрометрии 
на приборе VITEK MS (bioMerieux, Франция).

Для получения бактериальной ДНК использовали 
культуры исследуемых штаммов рода Achromobacter, вы­
ращенные на кровяном агаре (Becton Dickinson, США). 
ДНК выделяли при помощи наборов QIAamp DNA Mini 
Kit (Qiagen, Нидерланды) по протоколу производителя. 
Образцы ДНК хранили при -20°C.

Для подготовки ДНК-библиотек применяли ульт­
развуковую фрагментацию (Covaris) бактериальной 
ДНК (400 нг) с последующей репарацией концевых по­
следовательностей и лигированием адаптеров (MGI). 
Концентрацию бактериальной ДНК и ДНК-библиотек 
измеряли при помощи прибора Qubit 4 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Для очистки ДНК-библиотек ис­
пользовали магнитные частицы Agencourt AMPure XP 
(Beckman, США).

Полногеномное секвенирование осуществляли на 
платформе MGISEQ-2000 (MGI). Длина прочтений со­
ставляла 250 пар оснований. Для сборки бактериаль­
ного генома применяли программу SPAdes 3.14 [19]. 
Контроль полноты сборки и исключение возможности 
контаминации проводили с использованием веб-сервера 
Contest16S и программы CheckM [20, 21]. Качество 
сборки оценивали при помощи QUAST 5.0 [22]. Для ана­
лиза геномов использовали сервисы ResFinder, Galaxy, 
BLAST и базу данных Integrall [23–26]. Реидентификацию 
вида проводили на основе определения аллели гена 
nrdA [15]. Сиквенс-тип (ST) изолятов определяли 
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в соответствии со стандартной схемой мультилокусного 
сиквенс-типирования для Achromobacter spp. с исполь­
зованием данных полногеномного секвенирования [27]. 

Результаты

Бактерии рода Achromobacter были обнаружены у 
16/168 (9,5%) пациентов. Всего было обнаружено 18 
штаммов, при этом у двух пациентов было выделено по 
2, принадлежащих к Achromobacter spp. (Таблица 1).

При первичной идентификации при помощи MALDI-
TOF масс-спектрометрии 17 штаммов были идентифици­
рованы как A. xylosoxidans, 1 штамм – как A. insolitus. 
При реидентификации по аллели гена nrdA принадлеж­
ность к виду A. xylosoxidans подтвердилась у 13/18 
(72%) штаммов, к виду A. insolitus – у 1 штамма. 
Остальные изоляты принадлежали к видам A. ruhlandii 
(2 штамма) и A. insuavis (2 штамма).

Среди исследованных изолятов было выявлено 
14 (в  том числе 8 новых) сиквенс-типов (Таблица 1). 
Штаммы, выделенные от одного пациента, в первом 
случае принадлежали к одному сиквенс-типу, являясь 
двухлокусным вариантом (DLV) сиквенс-типа ST157, 
во втором – к разным сиквенс-типам (ST236 и ST346). 

Число однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), выяв­
ленных при сравнении геномов штаммов DLV 157, выде­
ленных от одного пациента, составляло 33 SNP, что сви­
детельствовало о штаммовом различии изолятов.

Наличие генов еноил-КоА-гидратазы, колицина V, 
фосфолипазы C, гена aepA и оперона pgaABCD было 
подтверждено у всех штаммов. Ген основного белка ап­
парата экспорта системы секреции 3 типа (bcrD) был вы­
явлен у всех штаммов, за исключением A. insolitus. У всех, 
кроме одного штамма (A. insuavis 59/2), был найден ген 
убиквитин-активирующей фосфолипазы axoU. Гены кла­
стера bpl были выявлены у 8/18 (44%) штаммов. Генов 
основной субъединицы пилей yagZ/ecpA, генов фермен­
тов синтеза пиоцианина и пиовердина, а также генов си­
стемы секреции 6 типа обнаружено не было.

У 1 изолята – A. xylosoxidans 418/1 – были выявлены 
гены адаптивной резистентности – гены аминоглико­
зид-модифицирующего фермента ANT(2’’)Ia, бета-лакта­
мазы OXA-2 и устойчивой к сульфаниламидам дигидроп­
тероатсинтазы (sul1). Перечисленные гены находились 
в составе интегрона класса 1. Интегрон состоял из  
5’- и 3’-консервативных сегментов и вариабельного ре­
гиона. Консервативные сегменты были представлены ге­
ном интегразы intI1 (5’-консервативный сегмент), генами 

Таблица 1. Виды и сиквенс-типы бактерий рода Achromobacter, выделенных от пациентов с МВ

Номер пациента Номер штамма Вид (идентификация с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии) Сиквенс-тип (ST) Вид (идентификация по гену 

nrdA)

1 418/1 A. xylosoxidans DLV* ST7 A. xylosoxidans

2 451/1 A. xylosoxidans DLV ST157 A. xylosoxidans

451/2 A. xylosoxidans DLV ST157 A. xylosoxidans

3 471/1 A. xylosoxidans ST144 A. insuavis

4 561/1 A. xylosoxidans SLV** ST261 A. ruhlandii

5 17893/1 A. xylosoxidans SLV ST212 A. xylosoxidans

6 17901/1 A. xylosoxidans ST346 A. xylosoxidans

7 17909/1 A. xylosoxidans ST324 A. xylosoxidans

8 55/1 A. xylosoxidans ST236 A. xylosoxidans

55/2 A. xylosoxidans ST346 A. xylosoxidans

9 59/2 A. xylosoxidans Новый ST*** A. insuavis

10 74/3 A. xylosoxidans ST182 A. xylosoxidans

11 232/2 A. xylosoxidans ST433 A. xylosoxidans

12 234/1 A. xylosoxidans ST346 A. xylosoxidans

13 244/3 A. xylosoxidans Новый ST**** A. ruhlandii

14 41 726/4 A. xylosoxidans SLV ST166 A. xylosoxidans

15 41 779/2 A. xylosoxidans ST182 A. xylosoxidans

16 177/3 A. insolitus Новый ST***** A. insolitus

ST – сиквенс-тип.

        *	 Двухлокусный вариант.
      **	 Однолокусный вариант.
    ***	Отличается по 3 локусам от ST63.
  ****	Отличается по 4 локусам от ST262 и ST302.
*****	 Отличается по 3 локусам от ST98.
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qacEΔ1, sul1 и открытой рамкой считывания orf5 (3’-кон­
сервативный сегмент). Вариабельный регион интегрона 
имел размер 1430 пар оснований и был представлен 
генными кассетами ant(2’’)Ia и blaOXA-2 (Рисунок 1).

Обсуждение

В проведенном исследовании бактерии рода 
Achromobacter, выделенные от пациентов с МВ, были 
представлены видами A. xylosoxidans (самый распростра­
ненный вид, 72%), A. ruhlandii, A. insuavis и A. insolitus, 
что соответствует результатам европейских исследо­
ваний. Например, в работе Gabrielaite M. и соавт. по­
казано, что A. xylosoxidans, A. ruhlandii, A. insuavis об­
наруживаются у пациентов с МВ в 52%, 25% и 20% 
случаев соответственно [10]. Однако полученные дан­
ные отличаются от результатов отечественных иссле­
дований предыдущих лет. В 2015 г. наиболее распро­
страненным среди пациентов с МВ представителем 
рода Achromobacter был вид A. ruhlandii (58,5%), а доля 
A. xylosoxidans составляла 35,4% [14]. Большинство об­
наруженных в проведенном исследовании сиквенс-типов 
не выявлялись ранее у пациентов с МВ на территории 
России. Исключение составили ST346 и ST182, зареги­
стрированные, в соответствии с базой данных PubMLST, 
у российских пациентов в 2014–2015 гг. [27].

Интересным наблюдением стало обнаружение 
у двух пациентов парных штаммов A. xylosoxidans. 
Для многих клинически значимых микроорганизмов – 
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia complex, 
и в том числе Achromobacter spp., – доказан факт их 
постоянной эволюции в легких пациентов с МВ [28–
30]. Полученные результаты подтверждают, что выде­
ление нескольких штаммов A. xylosoxidans от одного 
пациента может быть не только результатом колони­
зации новыми штаммами из окружающей среды или 
от других пациентов (как в случае выявления парных 
штаммов ST236 и ST346), но и следствием эволюции 
штамма внутри дыхательной системы (как в случае вы­
явления парных штаммов DLV 157). 

Исследованные штаммы обладали широким спектром 
факторов вирулентности, функция которых направлена 
на инвазию в ткани дыхательной системы и формирова­
ние биопленок. В частности, белок-регулятор AepA, спо­
собствующий продукции целлюлазы и протеазы, и коли­
цин V обеспечивают инвазию в ткани, фосфолипаза C 
гидролизует фосфолипиды альвеолярного сурфактанта, 
оперон pgaABCD отвечает за синтез полисахаридов, обе­

спечивающих поверхностную и межклеточную адгезию, а 
еноил-КоА-гидратаза способствует формированию био­
пленок [3, 31]. Белок AxoU является субстратом системы 
секреции 3 типа A. xylosoxidans и обладает цитотоксиче­
ским действием [11]. Система секреции 3 типа, помимо 
основной функции – доставки эффекторных субстратов 
бактерии в клетки легочной ткани, оказывает непосред­
ственное повреждающее действие на альвеолы и спо­
собствует развитию воспалительного ответа [3]. Особое 
значение среди обнаруженных факторов вирулентно­
сти имеют гены кластера bpl, отвечающие за синтез уд­
линенной полисахаридной цепочки липополисахарида. 
Преимущество bpl-положительных бактерий заключается 
в том, что они защищены от одного из основных фак­
торов иммунитета – системы комплемента, так как уд­
линенная полисахаридная цепочка препятствует лизису 
бактериальной клетки конечным продуктом активации 
комплемента – мембраноатакующим комплексом [32]. 
По данным европейских исследований, доля штаммов-но­
сителей генов bpl среди МВ-ассоциированных штаммов 
рода Achromobacter составляла 66%, а доля носителей 
гена основного белка аппарата экспорта системы секре­
ции 3 типа (bcrD) – 84%, что соответствует результатам, 
полученным в нашем исследовании. 

Консервативные сегменты интегрона класса 1, об­
наруженного в настоящем исследовании, имели клас­
сическое строение: 5’-консервативный сегмент был 
представлен геном интегразы intI1, 3’-консервативный 
сегмент – геном qacEΔ1, продукт которого представляет 
собой неполную версию белка, обеспечивающего устой­
чивость к детергентам, геном устойчивой к сульфанила­
мидам дигидроптероатсинтазы (sul1) и открытой рамкой 
считывания orf5, предположительно кодирующей аце­
тилтрансферазу [33]. Однако по набору генных кассет 
вариабельного региона (ant(2’’)Ia и blaOXA-2) интегрон, 
выявленный в нашем исследовании, отличался от извест­
ных blaOXA-2-несущих интегронов. Наиболее близкий по 
строению интегрон In327 был описан в работе Schluter 
A. и соавт.: в состав вариабельного региона In327 вхо­
дили генные кассеты blaOXA-2 и aadA4 [26, 34]. Следует 
отметить, что носительство гена blaOXA-2 свойственно для 
P.  aeruginosa, а у бактерий рода Achromobacter ранее 
зарегистрировано не было [35].

Выводы

Исследование показало, что среди пациентов с МВ в 
России частота колонизации дыхательной системы бакте­
риями рода Achromobacter примерно соответствует дан­
ным, зарегистрированным в других регионах мира. Как 
и в других странах, наиболее распространенным видом 
оказался A. xylosoxidans (72% от всех представителей 
рода Achromobacter). Штаммы характеризовались высо­
ким сиквенс-типовым разнообразием. Большинство вы­
деленных штаммов обладали типичным для ахромобак­
терий набором факторов вирулентности. Носительство 
генов адаптивной резистентности было редким феноме­
ном (1 из 18 изолятов) для бактерий рода Achromobacter, 
выделенных от пациентов с МВ в России.

Рисунок 1.	Строение blaOXA-2-несущего интегрона, 
обнаруженного в геноме штамма A. xylosoxidans 
418/1 

		  Серым цветом показаны консервативные сегменты 
интегрона, белым цветом – вариабельный регион.
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