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Конфликт интересов: авторы заявляют 
об отсутствии конфликтов интересов.

Внешнее финансирование: исследова­
ние проведено без внешнего финанси­
рования.

Цель. Провести филогенетический анализ для оценки изменений, происходящих в популяционной 
структуре российских клинических изолятов N. gonorrhoeae по протоколу NG-STAR.
Материалы и методы. Объектом исследования явились 34 клинических изолята N. gonorrhoeae, 
поступивших из российских медицинских организаций дерматовенерологического профиля в пе­
риод 2022–2023 гг. Поступившие культуры рассеивали на шоколадный агар с добавлением 1% ро­
стовой добавки ISOVitalex и 1% селективной добавки VCAT (Becton Dickinson, США). Затем про­
водили MALDI-TOF масс-спектрометрию на приборе MALDI Microflex (Bruker Daltonics, Германия). 
Определение чувствительности N. gonorrhoeae к 6 антимикробным препаратам – пенициллину, 
спектиномицину, цефтриаксону, тетрациклину, азитромицину и ципрофлоксацину осуществляли ме­
тодом серийных разведений в агаре с определением минимальных подавляющих концентраций. 
Геномную ДНК выделяли из чистых культур N. gonorrhoeae с использованием набора «Проба-НК» 
(ДНК-Технология, Россия). Молекулярное типирование данных штаммов проводили на платформе 
MiSeq (Illumina, США). Для молекулярного типирования штаммов N. gonorrhoeae использовали ме­
тод Sequence Typing for Antimicrobial Resistance (NG-STAR) для выявления генотипов, ассоциирован­
ных с детерминантами антибиотикорезистентности.
Результаты. По протоколу NG-STAR проведено генотипирование 34 штаммов N. gonorrhoeae, по­
ступивших из 4-х регионов России, с выявлением генотипических детерминант, ассоциированных с 
антибиотикорезистентностью. Было идентифицировано 19 сиквенс-типов, входящих в 7 уже опи­
санных клональных комплексов (CC). Наиболее представительными СС среди исследованных штам­
мов явились 199 и 427 (38,2% и 26,5% соответственно). У 44,1% штаммов выявлена резистент­
ность к 6 антибиотикам, ассоциированная с вариабельностью фрагментов генов penA, mtrR, porB, 
ponA, gyrA, parC и 23S рРНК.
Выводы. Выявлен ряд молекулярных типов N. gonorrhoeae, ассоциированных с фенотипической 
мультирезистентностью, что подтверждает важность проведения комплексных лабораторных ис­
следований клинических изолятов для предупреждения распространения резистентности в России.
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Objective. To perform phylogenetic analysis to assess ongoing changes in population structure of Russian 
clinical isolates of N. gonorrhoeae.
Materials and methods. The object of the study was 34 clinical isolates of N. gonorrhoeae obtained 
from dermatovenerological medical institutions of the Russian Federation in the period 2022–2023. The 
cultures were spread on chocolate agar with 1% ISOVitalex growth additive and 1% VCAT selective 
additive (Becton Dickinson, USA). Mass spectrometric studies were performed using MALDI-TOF mass 
spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). Susceptibility testing of N. gonorrhoeae to 6 antimicrobials 
(penicillin, spectinomycin, ceftriaxone, tetracycline, azithromycin, and ciprofloxacin) was performed by 
serial dilutions in agar with determination of minimum inhibitory concentrations. Genomic DNA was 
extracted from N. gonorrhoeae cultures using the Proba-NK kit (DNA-Technology, Russia). Molecular 
typing of the strains was performed on MiSeq platform (Illumina, USA).
Results. Genotyping of 34 N. gonorrhoeae strains from 4 Russian regions was performed using NG-STAR 
protocol to identify genotypic determinants associated with antibiotic resistance. A total of 19 sequence 
types included in 7 previously described clonal complexes (CC) were identified. The most representative 
CC among the studied strains were 199 and 427 (38.2% and 26,5%, respectively). Resistance to 6 
antimicrobials associated with variability of penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, parC and 23S rRNA gene 
fragments was detected in 44.1% of strains.
Conclusions. A number of molecular types of N. gonorrhoeae associated with phenotypic multidrug 
resistance was identified, which confirms the importance of comprehensive laboratory studies of clinical 
isolates to prevent spread of antimicrobial resistance in Russia.
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Введение

Возбудителем гонореи, одной из самых распро­
страненных инфекций, передаваемых половым путем 
(ИППП), является Neisseria gonorrhoeae, грамотрица­
тельный диплококк. Благодаря высокой пластичности 
генетического материала N. gonorrhoeae приобрел спо­
собность адаптироваться к иммунной системе хозяина 
[1–3]. Обладая чрезвычайно высокой вариабельностью 
генома, выражающейся в накоплении большого коли­
чества мутаций, зачастую реализующихся в генетиче­
ских детерминантах резистентности к антимикробным 
препаратам (АМП), N. gonorrhoeae может приобрести 
мультирезистентность, что впоследствии может переве­
сти вызываемое им заболевание в статус неизлечимого 
[4–6]. Показано, что гонококк сформировал устойчи­
вость к АМП, которые ранее применялись в терапии го­
нококковой инфекции: сульфаниламиды, пенициллины, 
тетрациклины, фторхинолоны, аминоциклитолы и ма­
кролиды [7, 8]. В настоящее время для лечения гоно­
кокковой инфекции в России используется цефтриаксон, 
относящийся к цефалоспоринам III поколения [9, 10]. 
При этом по литературным данным, все чаще выявля­
ются штаммы N. gonorrhoeae с резистентностью к этому 
АМП, особенно в таких странах, как Япония и Китай 
[11]. Данные штаммы встречаются и на территории 
Европы – в Англии, Ирландии и Дании [12, 13]. Данная 
тенденция послужила основанием для включения гоно­
кокка в список ВОЗ из 12 патогенов, для которых в не­
замедлительном порядке требуется разработка новых 
АМП [14]. Наряду с этим важной задачей является от­
слеживание как путей распространения N. gonorrhoeae, 
так и оценка антибиотикорезистентности штаммов, ре­
шить которую позволяет протокол молекулярного типи­
рования NG-STAR [15]. С учетом того, что в России, как 
и во многих других странах, заболеваемость гонореей 
возросла [16], возникает острая необходимость регу­
лярного филогенетического анализа российских кли­
нических изолятов N.  gonorrhoeae для оценки проис­
ходящих изменений в популяционной структуре, что и 
составило цель данной работы.

Материалы и методы

Объектом исследования явились 34 клинических 
изолята N. gonorrhoeae, поступившие из российских ме­
дицинских организаций дерматовенерологического про­
филя в период 2022–2023 гг. Первичную идентифика­
цию N. gonorrhoeae проводили бактериоскопическими и 
бактериологическими методами в соответствии со стан­
дартной операционной процедурой (СОП) «Проведение 
видовой идентификации возбудителя гонореи» [17]. 
Выделенные культуры N. gonorrhoeae замораживали в 
среде, содержащей 20% глицерина, и транспортиро­
вали в ГНЦДК в соответствии с СОП «Транспортировка 
и доставка биологического материала и выделенных 
культур возбудителя гонореи» [18]. Поступившие куль­
туры рассеивали на шоколадный агар с добавлением 

1% ростовой добавки ISOVitalex и 1% селективной до­
бавки VCAT (Becton Dickinson, США) и далее верифи­
цировали по биохимическим показателям с исполь­
зованием NH-карт на анализаторе VITEK  2 Compact 
(bioMerieux, Франция). Для культур, определенных как 
N. gonorrhoeae с вероятностью менее 99%, проводили 
MALDI-TOF масс-спектрометрию на приборе Microflex 
(Bruker Daltonics, Германия).

Определение чувствительности N. gonorrhoeae к 
6 АМП (пенициллину, спектиномицину, цефтриаксону, 
тетрациклину, азитромицину, ципрофлоксацину) осу­
ществляли методом серийных разведений в агаре с 
определением минимальных подавляющих концентра­
ций (МПК). Результаты определения чувствительности 
N.  gonorrhoeae к АМП интерпретировали в соответ­
ствии с критериями EUCAST (2022).

Геномную ДНК выделяли из чистых культур 
N. gonorrhoeae с использованием набора «Проба-НК» 
(ДНК-Технология, Россия). Молекулярное типирова­
ние данных штаммов проводили на платформе MiSeq 
(Illumina, США). Для приготовления геномных библио­
тек каждого анализируемого штамма использовали по 
600 нг ДНК, которые фрагментировали до размера 400–
700 п. н. по стандартному протоколу «GS RapidLibrary» 

Таблица 1.	Нуклеотидные последовательности по протоколу  
NG-STAR

Ген Название  
праймера

Нуклеотидная  
последовательность (5’ – 3’)

penA PenA-A1 forward CGGGCAATACCTTTATGGTGGAAC

PenA-B1 reverse AACCTTCCTGACCTTTGCCGTC

PenA-A2 forward AAAACGCCATTACCCGATGGG

PenA-B2 reverse TAATGCCGCGCACATCCAAAG

PenA-A3 forward GCCGTAACCGATATGATCGA

PenA-B3 reverse CGTTGATACTCGGATTAAGACG

PenA-A4 forward AATTGAGCCTGCTGCAATTGGC

mtrR MTR1 forward AACAGGCATTCTTATTTCAG

MTR2 reverse TTAGAAGAATGCTTTGTGTC

porB1b por-NGMAST-F 
forward

CAAGAAGACCTCGGCAA

por-NGMAST-R 
reverse

CCGACAACCACTTGGT

ponA ponA1-f forward CGCGGTGCGGAAAACTATATCGAT

ponA1-r reverse AGCCCGGATCGGTTACCATACGTT

gyrA GYRA-1 forward AACCCTGCCCGTCAGCCTTGA

GYRA-2 reverse GGACGAGCCGTTGACGAGCAG

parC parC F forward GTTTCAGACGGCCAAAAGCC

parCR reverse GGCATAAAATCCACCGTCCCC

23S 
рРНК

gonrRNAF forward ACGAATGGCGTAACGATGGCCACA

gonrRNAR2 reverse TTCGTCCACTCCGGTCCTCTCGTA



Генетическое разнообразие и антибиотикорезистентность N. gonorrhoeae в России

Шагабиева Ю.З. и соавт.

340

КМАХ . 2024 . Том 26. №3АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ

(Roche, Швейцария). После очистки полученных фраг­
ментов на колонках «MiniElutePCRPurificationKit» 
(Qiagen, США) проводили восстановление их кон­
цевых участков, лигировали с олигонуклеотидными 
адаптерами и иммобилизировали на связывающих ча­
стицах для секвенирования в соответствии с протоко­
лом «PCR Amplification Manual» (Roche, Швейцария). 
Амплификацию полученных библиотек проводили в 
эмульсионной ПЦР с использованием комплекта реа­

гентов «GS JunioremPCRkit» согласно рекомендациям 
производителя (Roche, Швейцария).

Для молекулярного типирования штаммов N. gonor­
rhoeae использовали протокол Sequence Typing for 
Antimicrobial Resistance (NG-STAR) для выявления гено­
типов, ассоциированных с детерминантами антибиоти­
корезистентности [15].

Молекулярное типирование N. gonorrhoeae прово­
дили путем анализа нуклеотидных последовательностей 

Таблица 2.	Сиквенс-типы исследованных штаммов N. gonorrhoeae

Субъект Российской 
Федерации Шифр penA mtrR porB ponA gyrA parC 23S CC NG-STAR

Республика Татарстан 09/23/02 854 216 1 100 7 4 100 426 3003

Республика Татарстан 09/23/03 538 89 9 100 7 4 100 426 1673

Республика Татарстан 09/23/04 23 216 11 100 7 4 100 168 3344

Калужская область 20/23/02 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Калужская область 20/23/03 288 40 100 1 7 3 100 199 3977

Калужская область 20/23/04 23 40 100 100 7 3 100 427 436

Калужская область 20/23/05 288 40 100 100 7 3 100 427 5296

Калужская область 20/23/06 288 40 100 100 7 3 100 427 5296

Калужская область 20/23/07 288 40 3 1 7 3 100 199 2178

Калужская область 20/23/08 1525 40 100 100 7 3 100 427 2413

Калужская область 20/23/10 3106 274 100 1 1 3 100 267 3991

Калужская область 20/23/12 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Калужская область 20/23/13 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Калужская область 20/23/14 266 1 11 1 1 3 100 90 90

Калужская область 20/23/15 266 1 11 1 1 3 100 90 90

Москва 00/22/01 288 39 3 1 7 3 100 199 3872

Москва 00/22/02 166 1 100 100 7 3 100 3420 1660

Москва 00/22/03 166 1 100 100 7 3 100 3420 1660

Москва 00/22/04 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Новосибирская область 21/22/04 284 19 12 1 1 123 100 38 2385

Новосибирская область 21/22/03 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Новосибирская область 21/22/02 166 39 100 100 7 4 100 168 2187

Новосибирская область 21/22/01 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Калужская область 20/22/10 288 122 1 1 7 3 100 1387 1615

Калужская область 20/22/09 23 40 100 100 7 3 100 427 436

Калужская область 20/22/05 288 39 3 1 7 3 100 199 3872

Калужская область 20/22/04 23 40 100 100 7 3 100 427 436

Калужская область 20/22/03 23 40 100 100 7 3 100 427 436

Калужская область 20/22/02 23 40 100 100 7 3 100 427 436

Калужская область 20/22/01 288 39 3 1 7 3 100 199 3872

Калужская область 20/22/06 288 39 3 1 7 3 100 199 3872

Калужская область 20/22/07 23 40 100 100 7 3 100 427 436

Калужская область 20/22/08 288 40 1 1 7 3 100 199 1869

Калужская область 20/22/11 288 122 1 1 7 3 100 1387 1615
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входящих в 7 ранее описанных клональных комплексов 
(CC) (Таблица 2). Новых ST выявлено не было. При этом 
наиболее распространенными СС среди исследован­
ных штаммов были 199 и 427 (38,2% и 26,5% соответ­
ственно).

Анализ резистентности исследованных штаммов 
N. gonorrhoeae к АМП (Таблица 3) показал, что к пе­
нициллину резистентны (МПК > 1 мг/л) 3% изоля­
тов, чувствительные при увеличенной экспозиции 
(МПК = 0,12–1 мг/л) – 50%, к тетрациклину резистентны 
(МПК  >  1  мг/л) 35,3% штаммов, чувствительные при 
увеличенной экспозиции (МПК ≤ 1 мг/л) – 41,2%; к ци­

вариабельных участков генов, вовлеченных в формиро­
вание антибиотикорезистентности (Таблица 1), в соот­
ветствии с протоколом NG-STAR.

Результаты

По результатам секвенирования в 34 исследованных 
штаммах N. gonorrhoeae было выявлено 9 вариантов ал­
лели penA, 8 вариантов аллели mtrR, 5 вариантов ал­
лели porB, 2 варианта аллели ponA, 2 варианта аллели 
gyrA, 3 варианта аллели parC и 1 вариант аллели 23S, 
что позволило идентифицировать 19 сиквенс-типов (ST), 

Таблица 3.	Значения МПК (мг/л) антибиотиков для клинических изолятов N. gonorrhoeae, выделенных в 2022–2023 гг.

№ 
п/п

№ 
в коллекции Пенициллин Цефтриаксон Тетрациклин Ципрофлоксацин Спектиномицин Азитромицин

1 20/22/01 0,25 0,06 1 64 32 0,12

2 20/22/02 0,06 0,03 16 64 16 0,5

3 20/22/03 0,06 0,03 0,5 32 16 0,12

4 20/22/04 0,06 0,06 0,5 32 16 0,12

5 20/22/05 0,5 0,03 1 128 32 4

6 20/22/06 0,25 0,03 1 64 32 4

7 20/22/07 0,12 0,03 8 32 32 1

8 20/22/08 0,12 0,03 1 64 32 1

9 20/22/09 0,12 0,03 0,5 32 64 0,12

10 20/22/10 0,5 0,12 1 32 16 0,5

11 20/22/11 0,5 0,03 1 32 32 0,5

12 00/22/01 0,12 0,06 8 64 16 2

13 00/22/02 0,12 0,06 8 64 16 2

14 00/22/03 0,12 0,06 8 64 16 1

15 00/22/04 > 1 0,06 8 128 32 1

16 21/22/01 0,25 0,06 1 64 16 2

17 21/22/02 0,12 0,06 1 32 16 4

18 21/22/03 0,12 0,06 1 32 16 0,5

19 21/22/04 0,5 0,12 8 128 16 0,12

20 09/23/02 0,03 0,03 16 0,12 4 0,12

21 09/23/03 0,03 0,03 16 0,12 16 0,25

22 09/23/04 0,03 0,03 16 0,12 16 0,5

23 20/23/02 0,06 0,06 1 0,12 2 0,03

24 20/23/03 0,06 0,03 2 0,12 32 0,25

25 20/23/04 0,06 0,03 1 0,25 8 0,25

26 20/23/05 0,06 0,06 1 16 8 0,5

27 20/23/06 0,015 0,004 0,25 0,06 16 0,12

28 20/23/07 0,03 0,008 1 0,03 16 0,5

29 20/23/08 0,12 0,008 0,5 0,06 16 1

30 20/23/10 0,015 0,03 0,5 0,12 8 0,03

31 20/23/12 0,12 0,002 8 16 16 0,25

32 20/23/13 0,06 0,002 0,06 0,008 16 1

33 20/23/14 0,06 0,004 0,03 0,015 16 0,5

34 20/23/15 0,015 0,002 1 0,06 2 0,03

Зеленым цветом выделены чувствительные штаммы (S); синим – штаммы, чувствительные при увеличенной экспозиции препарата (I); крас­
ным – резистентные штаммы (R).
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профлоксацину резистентны (МПК > 0,06 мг/л) 82,3% 
исследуемых штаммов, чувствительные при увели­
ченной экспозиции (МПК  =  0,06  мг/л)  – 8,8%. Более 
35,0% штаммов были резистентны к азитромицину 
(МПК > 1 мг/л). Следует отметить, что все исследован­
ные штаммы N. gonorrhoeae оказались чувствительны к 
спектиномицину и цефтриаксону.

Сравнительный анализ полученных результатов гено­
типирования (по протоколу NG-STAR) и значений МПК 
показал, что генотипы ST-1660, ST-1869, ST-436 ассо­
циированы с резистентностью к 3 АМП, что позволяет 
охарактеризовать их как штаммы, обладающие фено­
типической мультирезистентностью. Штамм 00/22/04 
обладает резистентностью одновременно к 4 АМП – 
пенициллину, тетрациклину, ципрофлоксацину и азитро­
мицину.

Обсуждение

Проведенное исследование показало сохранение 
высокой чувствительности изученных штаммов N.  go­
norrhoeae к цефтриаксону, применяемому для лечения 
гонореи в России [19, 20]. При этом следует отметить 
появление штаммов, в частности ST-2385, ST-1615, с 
признаками снижения чувствительности к данному ан­
тибиотику (МПК > 0,12 мг/л). Интересным фактом ока­
зался рост резистентности к азитромицину по сравне­
нию с предыдущим периодом. Так, если в 2020–2021 гг. 
13,6% изолятов оказались резистентны к азитромицину 
[21], то в нашем исследовании таких изолятов было 
уже 35%. С одной стороны, это согласуется с литера­
турными данными о росте доли устойчивых штаммов 
N. gonorrhoeae к данному антибиотику [22], а с другой, 
поскольку азитромицин не используется для лечения го­
нореи в России, может свидетельствовать о трансгра­
ничных переносах резистентных штаммов, тем более 
что во многих странах азитромицин используется в ком­

бинации с цефалоспоринами III поколения в качестве 
двойной антимикробной терапии гонореи [23]. Данное 
исследование показало сохранение высокого уровня 
устойчивости к тетрациклинам, фторхинолонам и ази­
тромицину, несмотря на их длительное отсутствие в ре­
комендуемых схемах терапии гонококковой инфекции 
[24, 25]. Также следует отметить формирование устой­
чивого тренда на постепенное восстановление чувстви­
тельности N. gonorrhoeae к пенициллинам по сравнению 
с предыдущими периодами [26].

Показанная в данном исследовании ассоциация ге­
нотипов ST-1660, ST-1869, ST-436 с фенотипической 
мультирезистентностью подтверждается литератур­
ными данными. В частности мультирезистентный гено­
тип 436 широко распространен в США и европейских 
странах [27].

Заключение

У 44,1% штаммов выявлена резистентность к 6 
АМП, ассоциированная с вариабельностью фрагментов 
генов penA, mtrR, porB, ponA, gyrA, parC и 23S рРНК, 
входящих в схему NG-STAR. В результате проведенных 
исследований российских штаммов N. gonorrhoeae было 
идентифицировано 19 ST, входящих в 7 ранее описан­
ных CC. Наиболее распространенными СС среди иссле­
дованных штаммов явились 199 и 427 (38,2% и 26,5% 
соответственно).

Выявление целого ряда ST N. gonorrhoeae, ассоции­
рованных с фенотипической мультирезистентностью, под­
тверждает важность проведения комплексных лабора­
торных исследований клинических изолятов, полученных 
из различных российских регионов, для предупреждения 
распространения резистентности на территории РФ.

Исследование проведено в рамках Государственного 
задания № 056-00003-24-02.
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