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Исследовано 267 штаммов Neisseria gonorrhoeae, полученных в 2016 г. из 16-ти регионов Российской Федерации, включая 
Южный, Центральный, Северо-Западный, Приволжский, Уральский, Сибирский федеральные округа. Все микроорганиз-
мы идентифицированы по биохимическому профилюна анализаторе Vitek 2 Compact. Альтернативным методом иденти-
фикации N. gonorrhoeaeбыла матричная лазерная десорбционно-ионизационная времяпролетная масс-спектрометрия 
(MALDI-ToFMS). В 49,1% исследований (131 штамм) биохимическое типирование (БТ) выявило атипичный фермента-
тивный профиль, не свойственный N. gonorrhoeae (утрата ферментации D-глюкозы, редуцирование специфических фер-
ментов: ProA, TyrA, APPA), в результате 39 штаммов (14,6%) отнесены к другим видам микроорганизмов. Дополнитель-
ное биохимическое типирование позволило снизить процент ошибки почти в пять раз (с 14,6 до 3%), но верификации 
всех штаммов, как N. gonorrhoeae не получено. Верификация на масс-спектрометре установила 100% принадлежность 
микроорганизмов к N. gonorrhoeae. Выявленный биохимический атипизм N. gonorrhoeae, представленный утратой ряда 
таксономически значимых характеристик, определяет необходимость комплексного подхода к идентификации, включа-
ющего, наряду с БТ, протеомные (масс-спектрометрия) и/или геномные (ПЦР) исследования.
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A total 267 strains of Neisseria gonorrhoeae obtained in 2016 from 16 regions of the Russian Federation in six federal districts: 
Southern, Central, Northwestern, Volga, Ural and Siberian were investigated. All microorganisms were identified by biochemical 
profile on the Vitek 2 Compact analyzer. Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry(MALDI-ToF 
MS) was used as an alternative method of identification. Biochemical typing revealed an atypical indistinctive enzymatic profile 
of N. gonorrhoeae(loss of D-glucose fermentation abilityand reducing of specific enzymes: ProA, TyrA, APPA in 49.1% of studies 
(131 strains), resulting in 39 strains (14.6%) were assigned to other types of microorganisms. Additional biochemical typing 
reduced the percentage of error by almost five times (from 14,6 to 3), but 100% confirmation of N. gonorrhoeae was not received.
However, verification by mass spectrometer study showed 100% affiliation of the microorganism to N. gonorrhoeae. Biochemical 
atypia of N. gonorrhoeae represented by the loss of a number of taxonomically significant characters determines the need for an 
integrated approach to its identification which includes proteomic (massspectrometry) and/or genomic (PCR) studiesalong with 
biochemical typing.
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Введение. Гонококковая инфекция остается одной 
из распространённых инфекций, передаваемых поло-
вым путём [1-2]. В Российской Федерации в 2018 г. За-
регистрировано 8,7 случаев гонококковой инфекции на  
100 тыс. населения [2]. Риск возникновения неизлечи-
мых форм гонореи вследствие быстрого формирования 
резистентности N.gonorrhoeae к антимикробным пре-
паратам, явился основанием для включения данного за-
болевания  ВОЗ в проект Глобальной стратегии сектора 
здравоохранения на 2016-2021 гг. с приданием статуса 
стратегического приоритета [3]. В РФ данное направле-
ние реализуется по программе RU-GASP [4-6].

Обнаружение N.gonorrhoeae в биологическом мате-
риале осуществляется микроскопией, ПЦР, культураль-
ным методом, масс-спектрометрией.

ПЦР-исследование [7] позволяет решить задачу 
идентификации даже при условии нежизнеспособности 
микроорганизма. Полученная с помощью ПЦР инфор-
мация, может быть использована для отслеживания пу-
тей распространения возбудителя инфекции и детекции 
генетических детерминант антибиотикорезистентности 
[8].

MALDI-TOFMS –точный и экономически эффектив-
ный метод идентификации бактерий, используемый во 
многих лабораториях [9, 10]. MALDI-TOFMS хорошо 
зарекомендовала себя при идентификации патогенных 
Neisseriae [11], но из-за высоких психосоциальных и 
медико-правовых последствий неправильного типиро-
вания возбудителя при клиническом диагнозе «гонорея» 
[12] возникает необходимость в подтверждающем мето-
де, которым может выступить культуральный.

Исследование биохимических профилей микроорга-
низмов для видовой идентификации предложено на ран-
них этапах развития медицинской микробиологии [13, 
14]. Оно основано на комплексной оценке ферментатив-
ных реакций и наличия самих ферментов, мозаично рас-
пределённых среди представителей идентифицируемой 
группы микроорганизмов,что позволяет отнести их к 
определённому таксонону [13].

Идентификация N. gonorrhoeae на основе определе-
ния биохимических профилей (БТ), может проводиться 
тестами разных производителей: GonochekII, RapIDNH, 
Neisstrip, API-NH, RCUT (Rapidcarbohydrateutilization-
test) с широким варьированием ферментов и субстратов 
[15-18]. В наборах API-NH используется комплекс те-
стов, сочетающий определение ферментов, синтезиру-
емых микроорганизмом, и метаболизм углеводов [15]. 
Специфичными для N. gonorrhoeae считаются фермен-
ты L-пролинариламидаза(ProA), L-аланилфенилаланил
пролинариламидаза(APPA), тирозинариламидаза(TyrA) 
и способность к окислению D-глюкозы(dGlu). Диагно-
стический диапазон панели предполагает наличие ряда 
неспецифичных для метаболизма N. gonorrhoeae биомо-
лекул, позволяющих верифицировать другие виды рода 
Neisseria или другие роды [19]. Штаммы N. gonorrhoeae 
обладают высокой изменчивостью культуральных и 
биохимических свойства. Ярким примером является ва-
риативность фермента ProA [20].

Впервые хромогенный субстрат, специфичный 
для ProA, успешно использован при идентификации  
N. gonorrhoeae в 1978 г. [21]. Оценка метода, проведён-
ная в 1991 г., показала, что только у двух из 398 изоля-
тов N. gonorrhoeae фермент ProA не выявлен [22]. Более 
поздние исследования показали, что при использовании 
коммерческих наборов биохимических тестов, включа-

ющих, в том числе, и определение ProA, высок процент 
ложноположительных результатов [18, 20, 23, 24].

Цель исследования – оценка информативности и вос-
производимости результатов биохимической идентифи-
кации N. gonorrhoeae коммерческим набором API-NH, 
выявление биохимически атипичных клинических изоля-
тов, полученных из разных регионов Российской Федера-
ции в 2016 г., определить необходимость подтверждения 
результатов применения биохимического типирования 
другими методами идентификации N. gonorrhoeae.

Материал и методы. Исследованы 267 штаммов 
N. gonorrhoeae, поступившие в 2016 г. в отдел лабора-
торной диагностики инфекций, передаваемых половым 
путём и дерматозов ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава Рос-
сии из специализированных медицинских организаций 
дерматовенерологического профиляиз 16-ти субъектов 
РФ: Архангельской, Астраханской, Брянской, Калуж-
ской, Новосибирской, Омской, Пензенской, Псковской, 
Рязанской, Томской, Челябинской областей, Республики  
Татарстан, Тывы, Чувашии, Ставропольского края, горо-
да Москвы. Оксидазаположительные, грамотрицатель-
ные диплококки субкультивированы на шоколадном ага-
ре с добавлением 1% ростовой добавки ISOVitalex и 1% 
селективной добавки VCAT (Becton Dickinson, США) и 
инкубированы при 37°C в атмосфере с 5% CO2.

Для всех культур соблюдены одинаковые временные 
и температурные условия культивирования, пробопод-
готовки, верификации. Суточную культуру верифициро-
вали по совокупности биохимических свойств с исполь-
зованием NH-карт на анализаторе VITEK 2 Compact 
(BioMérieux, Франция) по принципу сравнительного 
анализа результата с имеющейся базой данных. Если по-
лученному биохимическому спектру не соответствовал 
ни один из имеющихся в базе данных, система выдавала 
список вероятных микроорганизмов или сообщение о 
невозможности их идентификации (unidentified organ-
ism). При этом рассчитывается количественный показа-
тель относительной вероятности (96, 95, 92, 90, 85%), 
который отражает, насколько полученные результаты 
соответствуют типичным реакциям каждого микроорга-
низма базы данных. При высокой степени соответствия 
с каким-либо профилем базы данных относительная ве-
роятность равна 99%.

Масс-спектрометрическое исследование культур 
проводили на времяпролётном масс-спектрометре с 
ионизацией MALDI Microflex (Bruker Daltonics GmbH, 
Германия) с индексом идентификации выше 2,0 [11].

Результаты. При анализе биохимических свойств 
по специфическим для N. gonorrhoeae ферментам, со-
гласно руководству к NH картам (BioMerieux, Франция) 
ключевую роль играют следующие ферменты: LeuA, 
PheA с вероятностью идентификации 95-100%; TyrA, 
APPA, ArgA, LysA и субстрат dGlu с вариабельной веро-
ятностью идентификации 6-94%[19].

Установлено стабильное содержание ферментов 
LeuA иPheA у всех исследуемых штаммов N. gonorrhoe-
ae. LysA (положительный результат вместо отрицатель-
ного) обнаружен у 13-ти штаммов (4,7% выборки), что 
на результат идентификации гонококка не влияет. Фер-
мент ArgA охарактеризован как нетипичный в 7-ми слу-
чаях, что привело к идентификации системой VITEK 2 
Systems этих микроорганизмов как Moraxella catarrhalis 
и Neisseria cinerea (2,6% выборки).

БТ только половину штаммов (50,9% или 136 
штаммов из 267, соответственно) идентифицировали 
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с вероятностью 99% как N. gonorrhoeae, оставшиеся 
49,1% или 131 штаммпоказали различную степень 
утраты биохимических признаков. Большинство этих 
штаммов (82 штамма из 131 или 30,7% от общего чис-
ла) утратили единичный тест, демонстрируя отсут-
ствие способности к ферментации dGlu, и распозна-
ны с вероятностью 96% как N. gonorrhoeae. Единич-
ные или двойные выпадения специфически значимых 
признаков, таких, как ProA, TyrA, ArgA, APPA наблю-
дались у 10-ти штаммов (3,8%), что соответствовало 
верификации их как N. gonorrhoeae с вероятностью 
92-96% (см.таблицу).

Vitek 2 Compact не идентифицировал 18 штаммов 
(6,7%) с атипичным биохимическим профилем, отсут-
ствующим в базе данных. Одновременное отсутствие 
ферментов ProA, TyrA, APPA и способности к окислению 
глюкозы идентифицировано системой как Moraxella 
catarrhalis (3,8%), Neisseria elongata (1,3%), Neisseria 
meningitidis (0,7%), Neisseria cinerea (0,7%), Gardnerella 
vaginalis (0,7%), Neisseria sicca (0,7%).

Для атипичных штаммов, API NH-экспертиза показа-
ла принадлежность изолятов к N. gonorrhoeae (с 92-96% 
вероятностью) в 70% случаев. 30% микроорганизмов не 
идентифицированы или идентифицированы как другой 
вид (Neisseria elongata, Neisseria meningitidis, Neisseria ci-
nerea, Neisseria sicca) или род (Moraxella catarrhalis, Gard-
nerella vaginalis). Проведённый масс-спектрометрический 
анализ данных штаммов указывал на то, что они относят-

ся к виду N. gonorrhoeae с индексом иденти-
фикации выше 2,0.

Для подтверждения воспроизводимо-
сти результатов системой Vitek 2 Compact 
проанализировано 39 штаммов (14,6% вы-
борки), в первом исследовании не иденти-
фицированные как N. gonorrhoeae с вероят-
ностью 92-99%. Повторная серия тестов по-
зволила 41% (16 штаммов) данной выборки 
идентифицировать как N. gonorrhoeae с 
вероятностью 99%. Отсутствие способно-
сти ферментировать D-глюкозу выявлено у 
20,5% (8 штаммов), что определено как N. 
Gonorrhoeae с 96% вероятностью; 10,3%  
(4 штамма) определены системой как  
N. gonorrhoeae с 92-96% вероятностью за 
счёт отсутствия ферментов ProA, АРРА, 
TyrA; 7,7% (3 штамма) не распознаны си-
стемой как какой-либо известный микроор-
ганизм в виду смешанных показателей (на-
личие/отсутствие) ферментативного про-
филя, 20,5% (или 8штаммов), с выпадением 
некоторых специфических тестов, распоз-
наны API NH-экспертизой как Moraxella 
catarrhalis (15,4%), Neisseria sicca (2,55%), 
Capnocytophaga spp (2,55%).

11 штаммов N. gonorrhoeae, прошедшие 
повторный цикл идентификации и подтвер-
дившие атипичный ферментативный про-
филь, проанализированы по той же схеме в 
третий раз. Лишь 27,3% образцов (3 штам-
ма) верифицировались как N. gonorrhoeae, 
8 штаммов (72,7%) демонстрировали ати-
пизм по энзимо-субстратному профилю, 
показывая принадлежность к другим видам 
(Moraxella catarrhalis 54,5%, Neisseria cine-

rea 9,1%) и роду (Capnocytophaga spp 9,1%) (рис. 1).
Три проведённых цикла БТ позволили снизить количе-

ство неверифицированных как N. gonorrhoeae микроорга-
низмов с 39-ти до 8-ми (из 267), т. е. в пять раз (рис. 2).

Проведение даже нескольких повторов БТ не позво-
лило все исследуемые штаммы отнести к N. gonorrhoe-
ae, что свидетельствует о необходимости подкрепления 
полученных БТ результатов другими методами иденти-
фикации микроорганизмов.

Обсуждение. Микроорганизмы рода Neisseria и близ-
кие виды идентифицируются по ряду биохимических 
тестов, включающих продукцию кислоты из глюкозы, 
мальтозы, сахарозы, лактозы, окисление нитратов и про-
дукцию полисахаридов. Дифференциация N. gonorrhoeae 
от других микроорганизмов рода Neisseria обеспечивает-
ся её способностью анаэробно окислять только глюкозу 
и неспособностью к метаболизму дисахаридов (мальтоза, 
лактоза, сахароза) [25]. При этом после истощения глюко-
зы в течение стационарной фазы N. gonorrhoeae экспрес-
сирует мощные аутолизины, активность которых ведёт к 
гибели клеток [26]. Нами показано, что у отечественных 
штаммов N. gonorrhoeae часто отсутствует способность 
к ферментации dGlu. Данный признак не критичный, по-
тому что отсутствие только одного показателя в виде dGlu 
снижает вероятность идентификации с 99% до 96%. Ча-
сто штаммы характеризовались сочетанным отсутствием 
ферментов ProA и APPA, что в итоге давало идентифи-
кацию в 92%, сочетанное отсутствие ProA, APPA и dGlu/
TyrA вело к ошибочной идентификации, отличной от N. 

Биохимический профиль штаммов

Показатель

Норма Эксперимент
Руко-

водство 
Берджи 

[13]

Контроль 
Биомерье 

(ATCC 
19424)

Кон-
троль 
(ATCC 
49226)

Штаммы 
2016 г.

Аргининариламидаза (ArgA)
g-глютамилтрансфераза
L-лизинариламидаза (LysA)
D-галактоза
Лейцинариламидаза(LeuA)
Эллман
Фенилаланинариламидаза (PheA)
L-пролинариламидаза (ProA)
L-пирролидонилариламидаза
Тирозинариламидаза (TyrA)
APPA
D-глюкоза (dGlu)
Гликоген
D-манноза
D-мальтоза
Сахароза
N-ацетил-D-глюкозамин
Уреаза
b-галактопиранозидазаиндоксил
Орнитиндекарбоксилаза
a-арабинозидаза
Пируват
Фосфорилхолин
D-малат
Мальтотриоза
L-глютамин
Фосфатаза
D-рибоза
Фенилфосфонат
D-ксилоза
Фруктоза
Лактоза

Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д

+
Н/Д

-
-
-

Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д
Н/Д

-
-

+
-
-
-
+
-
+
+
-
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Н/Д
Н/Д

+
-
-
-
+
-
+
+
-
+
+
+
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Н/Д
Н/Д

97,4%
-

95,3%
-
+
-
+

96,3%
-

96,3%
96,3%
69,3%*

-
-
-
-
-

97,4%
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

Н/Д
Н/Д

П р и м е ч а н и е . Н/Д – нет данных; *- данные после первого цикла тестов.
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gonorrhoeae. Проведённое исследование позволило опи-
сать несколько атипичных паттернов (сочетания нехарак-
терной для N. gonorrhoeae биохимической активности) 
в популяции N. gonorrhoeae. У некоторых штаммов они 
отличаются (различное сочетание отсутствующих фер-
ментов), а у некоторых схожи (один и тот же паттерн), что 
требует дальнейшего изучения.

БТ позволило идентифицировать практически все 
анализируемые изоляты как N. gonorrhoeae, при этом 
39 штаммов после первой, 11 штаммов после повтор-
ного, 8 штаммов после троекратного повторения те-
стирования по схеме не определены как таковые по 
API NH-экспертизе. Использование MALDI-TOFMS со 
100% результатом позволило идентифицировать все 267 
штаммов как N. gonorrhoeae, что свидетельствует о его 
высокой надежности и предпочтительности в иденти-
фикации N. gonorrhoeae. Рекомендовать использование 
только масс-спектрометрии для верификации штаммов 
N. gonorrhoeae не совсем правильно, поскольку до-
полнительная фенотипическая характеристика полезна 
для окончательной идентификации [27]. Лаборатории, 
имеющие MALDI-TOFMS, потенциально могут исполь-
зовать её для идентификации в обычных клинических 
случаях, резервируя API NH и другие методы для более 
сложных случаев с медико-правовым значением [12].

Заключение. Значительная доля отечественных 
штаммов N. gonorrhoeae характеризуется биохимиче-
ским атипизмом, вплоть до потери ключевых видовых 
признаков. Одним из возможных механизмов высокой 
биохимической изменчивости N. gonorrhoeae может 
быть окислительный стресс, формирующийся в резуль-
тате развития под действием данного микроорганизма 
локальных воспалительных процессов, а биохимиче-

ский атипизм –способ выживания N. gonorrhoeae в по-
лиморфноядерных лейкоцитах и урогенитальных эпите-
лиальных клетках [28]. Идентификация  N. gonorrhoeae 
требует дополнительного использования протеомных 
и геномных методов исследования, с формулировкой 
окончательного заключения на основе как минимум 
двух совпадающих тестов.
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