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Статья посвящена разработке высокоэффективного метода выявления генетического материала риккетсий, основан-
ного на полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ) с использованием оригинальных праймеров 
к наиболее консервативным участкам гена цитратсинтазы (gltA). Аналитическая чувствительность разработанного 
ПЦР-РВ-теста позволяет выявлять от 80 геном-эквивалентов в анализируемой пробе в течение 3 ч. Высокая специфич-
ность тест-системы экспериментально подтверждена определением нуклеотидных последовательностей амплифици-
рованных фрагментов гена gltA. Апробация ПЦР-РВ-теста проведена на коллекции из 310 клещей видов I. persulcatus, I. 
pavlovskyi, D. reticulatus. Показано, что разработанный вариант праймеров и зонда позволяет с высокой степенью чув-
ствительности и специфичности выявлять ДНК различных видов риккетсий, распространенных на территории России 
(R. sibirica, R. raoultii, R. helvetica, R. tarasevichiae). Предлагаемый ПЦР-РВ-тест может быть также использован для 
выделения фрагмента гена gltA с целью определения нуклеотидной последовательности и последующего генотипирова-
ния риккетсий. Использование предложенного метода облегчит задачу мониторинга природных очагов риккетсиозов.
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The article considers development of highly effective technique of detection of genetic material of riсketsia based on polymerase 
chain reaction in real-time using original primers to the most conservative sites of gene of citrate synthase (gltA). The analytical 
sensitivity of the developed polymerase chain reaction in real-time test permits to detect from 80 genome equivalents in analyzed 
sample during three hours. The high specificity of test-system is substantiated by detection of nucleotide sequences of amplificated 
fragments of gene gltA. The approbation of the polymerase chain reaction in real-time test is carried out on collection of 310 ticks 
of species I.persulcatus, I.pavlovskyi, D.reticulatus. It is demonstrated that the developed alternate of primers and probe permits 
with high degree of sensitivity and specificity to detect DNA of different species of riсketsia widespread on territory of Russia 
(R.sibirica, R.raoultii, R.helvetica, R.tarasevichiae). The proposed polymerase chain reaction in real-time test can be applied for 
isolation of fragment of gene gltA with purpose for detecting nucleotide sequence and subsequent genetic typing of riсketsia. The 
application of the proposed technique can facilitate task of monitoring hot spots of ricketsiosis.
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Введение. Род Rickettsia (семейство Rickettsiaceae) пред-
ставлен мелкими полиморфными α-протеобактериями, яв-
ляющимися облигатными внутриклеточными паразитами 
эукариотических клеток. Многие виды риккетсий являются 
возбудителями различных инфекционных заболеваний чело-
века – риккетсиозов, число которых постоянно увеличивается 
[1, 2]. Передача инфекции осуществляется широким кругом 
кровососущих членистоногих (клещами, вшами, блохами). 
Одним из наиболее значимых риккетсиозов является сып-
ной тиф, вызываемый R. prowazekii, переносчиком которой 
является платяная вошь. Так, сыпной тиф унес жизни более 
3 млн человек в России в 1917–1923 гг. [3]. Важное значение 
в инфекционной патологии человека имеют риккетсии груп-
пы клещевой пятнистой лихорадки (ГКПЛ), передающиеся 

иксодовыми клещами различных видов [4, 5]. ГКПЛ вклю-
чает возбудителя пятнистой лихорадки Скалистых гор (R. 
rickettsii), возбудителя марсельской лихорадки (R. conorii), 
возбудителя японской клещевой пятнистой лихорадки (R. 
japonica) и некоторых других риккетсиозов, распространен-
ных практически на всех континентах. Важность изучения 
патогенности риккетсий также обусловливается возможно-
стью их применения с биотеррористическими целями [6].

На территории Российской Федерации регистрируется 
заболеваемость североазиатским клещевым риккетсиозом 
(риккетсиоз Средней Азии, сибирский клещевой тиф), Астра-
ханской пятнистой лихорадкой и дальневосточным клещевым 
риккетсиозом [7]. Североазиатский клещевой риккетсиоз, воз-
будителем которого является R. sibirica, регистрируется преи-
мущественно на юге Западной и Восточной Сибири, Дальнего 
Востока, а также в Казахстане, Киргизстане, Монголии и Ки-
тае [8, 9]. Так, в 2013 г. на территории России было зафиксиро-
вано 1567 случаев этого заболевания, в 2012 г. – 1759 случаев. 
Эпидемически активные очаги Астраханской пятнистой лихо-
радки располагаются в Астраханской области и смежных с ней 
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территориях (Калмыкия, Волгоградская область) [10]. Возбу-
дителем данного заболевания является R. conorii subsp. cuspia. 
В 2013 г. на территории России было зарегистрировано 397 
случаев Астраханской пятнистой лихорадки (официальная ре-
гистрация ведется только с 2013 г.). Дальневосточный клеще-
вой риккетсиоз, вызываемый R. heilongjiangensis, встречается 
в Хабаровском крае и Амурской области [11]. Использование 
молекулярно-биологических методов позволило обнаружить 
генетический материал и других патогенных для человека ви-
дов риккетсий (R. slovaca, R. raoultii, R. helvetica, R. aeschli-
mannii, R. tarasevichiae), а также риккетсий с неустановленной 
патогенностью для человека в клещах, собранных на террито-
рии России [8, 12, 13]. Заболевания, вызываемые риккетсиями, 
могут иметь различные клинические проявления, в основном 
неспецифические (головная боль, повышение температуры, 
тошнота, сопровождающаяся рвотой, воспаление регионар-
ных лимфоузлов, сыпь), поэтому риккетсиозы довольно труд-
но диагностировать [14]. В зависимости от генетических осо-
бенностей как возбудителя, так и пациента клиническая кар-
тина риккетсиозов может сильно изменяться, что существенно 
затрудняет диагностику этой группы инфекционных заболева-
ний. Поэтому в диагностике риккетсиозов особое значение 
имеют лабораторные методы анализа – микробиологические, 
серологические и молекулярно-биологические [14–17]. Совер-
шенствование этих методов принципиально важно для более 
быстрой и надежной диагностики риккетсиозов, в том числе 
протекающих с атипичной симптоматикой, для идентифика-
ции различных видов риккетсий, а также откроет новые воз-
можности для мониторинга природных очагов риккетсиозов и 
проведения научных исследований.

В лабораторной диагностике инфекционных заболева-
ний все чаще используется полимеразная цепная реакция в 
режиме реального времени (ПЦР-РВ), характеризующаяся 
высокой чувствительностью и специфичностью, а также зна-
чительным сокращением времени проведения анализа.

Цель настоящего исследования – разработка и апробация 
новой экспериментальной тест-системы для выявления ДНК 
различных видов риккетсий методом ПЦР-РВ в клинических 
и природных образцах.

Материалы и методы. Нуклеотидные последовательно-
сти гена цитратсинтазы: [R. prowazekii (CP004888), R. typhi 
(AE017197), R. sibirica (JX945526), R. asiatica (AB297810), 
R. helvetica (KM288467), R. raoultii (EU036985), R. rickettsii 
(DQ150686), R. slovaca (U59725), R. conorii subsp. caspia 
(U59728), R. aeschlimannii (DQ235776), R. peacockii (DQ100162), 
R. japonica (AY743327), R. heilongjiangensis (AB473812), R. 
tarasevichiae (DQ168981), R. canadensis (U59713)] были вы-
браны для анализа и конструирования праймеров в между-
народной базе данных GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/). Сравнительный анализ и выравнивание нуклеотид-
ных последовательностей были проведены с использовани-
ем пакетов программ MEGA 6.06 и DNASTAR Lasergene 7.0. 
Дизайн олигонуклеотидов выполняли с помощью программы 
PerlPrimer v1.1.21 и VectorNTI 8.

Иксодовых клещей собирали в биотопах Томской и Ново-
сибирской областей, как описано нами ранее [18]. Суспен-
зии клещей приготавливали путем растирания в ступке с 
300 мкл фосфатно-солевого буфера (pH 7,4). Для выделения 
суммарной нуклеиновой кислоты из суспензий клещей после 
их индивидуальной гомогенизации использовали коммерче-
ские наборы Литех («Литех», Россия) или 
«РИБО-Преп» (ЦНИИЭ, Россия) согласно 
инструкциям производителей.

ПЦР-РВ, а также детекцию флуоресцен-
ции (на канале ROX) проводили на прибо-
рах как плашечного типа – DT-lite («ДНК-
Технология», Россия) и CFX96 Touch («Bio-
Rad», США), так и роторного типа – Rotor 
Gene 6000 («Corbett Research», Австралия). 
Концентрацию нуклеиновых кислот в кон-
трольных материалах определяли спектрофо-

тометрически с помощью флуориметра «Qubit 2.0» («Invitro-
gen», США). Оптимизацию ПЦР-РВ проводили с использова-
нием в качестве ДНК-матрицы рекомбинантной плазмиды pCR 
2.1 («Invitrogen», США) со вставкой фрагмента гена-мишени 
gltA (в количестве 1000 копий плазмидной ДНК на реакцию).

В качестве ПЦР набора сравнения была использована 
пара праймеров CS409d (5'-CCTATGGCTATTATGCTTGC-3') 
и RP1258n (5'-ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA-3'), пред-
назначенных для выявления фрагмента гена gltA длиной 
769 н. в ПЦР с электрофоретической детекцией продуктов 
амплификации. Реакцию амплификации проводили на при-
боре T100 («BioRad», США). Продукты амплификации раз-
деляли в 2% агарозном геле, их визуализацию проводили пу-
тем окрашивания геля бромистым этидием с последующим 
освещением УФ-спектром.

Для идентификации вида риккетсий определяли нуклео-
тидную последовательность фрагмента гена цитратсинтазы. 
Секвенирование осуществляли по методу Сэнгера с помощью 
набора реагентов BigDy v.3.1 на автоматическом секвенато-
ре «ABI Prism 3130xl DNA Analyser» («Applied Biosystems», 
США). Сравнение установленных нуклеотидных последова-
тельностей с представленными в базе данных GenBank про-
водили с использованием поисковой системы BLAST (http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Результаты и обсуждение. Для исследования генети-
ческого разнообразия риккетсий наиболее часто использу-
ются нуклеотидные последовательности генов 16S рРНК, 
цитратсинтазы (gltA), поверхностного белка А (ompA), по-
верхностного белка В (ompB), 17 kDa белка [15, 19]. Ну-
клеотидные последовательности генов ompA, ompB и 17 kDa 
белка достаточно вариабельны, что не позволяет подобрать 
родоспецифические праймеры для целей диагностики. По-
следовательности генов 16S рРНК и gltA являются доста-
точно консервативными, при этом последовательность гена 
16S рРНК является чрезвычайно консервативной. Таким об-
разом, в качестве гена-мишени для разрабатываемой нами 
ПЦР-РВ-системы был выбран ген gltA, кодирующий один из 
ферментов цикла трикарбоновых кислот. Анализ известных 
последовательностей гена gltA позволил найти достаточно 
консервативные участки гена gltA, пригодные для дизайна 
диагностических олигонуклеотидных праймеров и зонда.

При конструировании олигонуклеотидов учитывались 
следующие требования: отсутствие протяженных участков 
повторяющихся нуклеотидов, а также комплементарных по-
следовательностей длиной более трех оснований внутри оли-
гонуклеотидов, высокое содержание GC-оснований (не менее 
50%). Таким образом, в работе была выбрана пара прайме-
ров длиной 17 и 23 нуклеотида, а также ДНК-зонд длиной 26 
нуклеотидов. Структура разработанных праймеров и зонда 
представлены в табл. 1.

В качестве флуоресцентной метки на 5'-конце зонд содер-
жал флуорофор ROX (поглощение λ 585 нм; флуоресценция  
λ 610 нм), на 3'-конце гаситель флуоресценции BHQ2. В каче-
стве положительного контрольного образца в ПЦР-РВ была ис-
пользована рекомбинантная плазмидная ДНК pCR2.1 содержа-
щая нуклеотидную последовательность фрагмента гена gltA.

Амплификацию проводили в 30 мкл реакционной смеси, 
оптимизированный состав которой приведен в табл. 2.

При выборе оптимальных параметров проведения ПЦР-
РВ температуру гибридизации праймеров изменяли в диапа-

Т а б л и ц а  1
Структура праймеров и зонда

Праймер/
зонд

Нуклеотидная последовательность (5'→3') Длина ПЦР-
продукта, п.н.

PrF_gltA 5'-GGCTTCGGTCATCGTGT-3'
120PrR_gltA 5'-TTGCTATTTGTAAGAGCGGATTG-3'

Z(ROX)_gltA ROX-CCACGTGCCGCAGTACTTAAAGAAAC-BHQ2'



41

Микробиология

Эксперимент по оценке аналитической чувствительности 
разрабатываемой тест-системы был выполнен также с исполь-
зованием ДНК-полимераз различных фирм-производителей. 
Показано, что для надежного обнаружения ДНК риккетсий 
возможно применение как Smart, так и Taq ДНК-полимераз 
(табл. 4).

Специфичность разрабатываемой ПЦР-РВ определялась 
в два этапа. На первом этапе специфичность праймеров и 
ДНК-зонда была проанализирована с использованием по-
исковой системы BLAST в режиме online. Нуклеотидные 
последовательности праймеров/зонда проверяли на нали-
чие гомологии со всеми известными нуклеотидными после-
довательностями в международной базе данных GenBank. 
Выбранные праймеры и ДНК-зонд не имели гомологии с 
человеческой ДНК. На втором этапе аналитическая специ-
фичность была оценена нами экспериментально. Для этого 
использовали панель, содержащую геномную ДНК человека, 
мыши, клещей различных видов (Ixodes persulcatus, Ixodes 
pavlovskyi, Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus, Hyalomma 
anatolicum), возбудителей других инфекций, передающих-
ся клещами (Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia muris, 
Ehrlichia canis, Borrelia burgdorferi, Borrelia afzelii, Borrelia 
garinii, Babesia divergens, Babesia microti, кДНК вируса кле-
щевого энцефалита штаммов 205 и Коларово-2008). Отрица-
тельные результаты ПЦР-РВ анализа с каждым из вышепе-
речисленных образцов позволяют оценить специфичность 
набора по использованной выборке образцов как 100%.

Для оценки возможности применения разработанной 
тест-системы для анализа полевых проб была сформиро-
вана коллекция из 310 образцов гомогенатов клещей, кото-
рую разделили на 4 выборки. В качестве метода сравнения 
использован метод ПЦР с электрофоретической детекцией 
образца и известная пара праймеров CS409d/RP1258n [13]. 
Положительные образцы, выявленные с использованием 
праймеров CS409d/RP1258n, были генотипированы путем 

зоне 54–64°С. Экспериментально были подобраны оптималь-
ные временн'ые промежутки инкубации (временнόй диапа-
зон для стадий денатурации, отжига праймеров и элонгации 
варьировал от 10 до 40 с с шагом в 5 с). В ходе исследования 
был подобран оптимальный протокол проведения ПЦР-РВ, 
представленный в табл. 3. В соответствии с подобранным 
протоколом время проведения анализа на большинстве ам-
плификаторов, применяемых для ПЦР-РВ, составляет не 
более 2 ч. С учетом этапа пробоподготовки (гомогенизации 
клещей и выделения нуклеиновых кислот) суммарное время 
анализа составляет примерно 3 ч.

Результаты оценки аналитической чувствительности 
ПЦР-РВ представлены на рисунке. Значение минималь-
ной аналитической чувствительности составило 80 геном-
эквивалентов на реакцию.

Т а б л и ц а  2
Состав реакционной смеси (с использованием SmartTaq ДНК-
полимеразы («Медиген», Россия))

Компонент реакционной смеси Количество компо-
нента на одну пробу 

(V=30 мкл), мкл

Исследуемый образец ДНК 5
Taq буфер без Mg2+ (×10) 3
Раствор MgCl2 (100 mM) 1
Раствор dNTP (5 mM) 1
Праймер прямой (2-3 µM; ≈2 о.е.) 1,5
Праймер обратный (2-3 µM; ≈2 о.е.) 1,5
Флуоресцентный зонд (2-3 µM; ≈2 о.е.) 1,5
SmartTaq ДНК-полимеразы (5 ед. акт./мкл) 0,3
Вода для ПЦР (деионизированная) 15,2

П р и м е ч а н и е. ед.акт.– единицы активности; о.е. – оптиче-
ские единицы.

Т а б л и ц а  3
Оптимальный протокол проведения ПЦР-РВ

Этап ПЦР-РВ Темпера-
тура, °C

Время Количество 
циклов

Активация HotStart (Smart) ДНК-
полимеразы

95 5 мин 1

или
Активация Taq ДНК-полимеразы 95 40 с 1
Денатурация ДНК 95 15 с 40
Отжиг праймеров (детекция на 
канале ROX)

60 20 с

Элонгация 72 20 с

Т а б л и ц а  4
Зависимость значений Ct от концентрации рекомбинантной плазмиды при ее выявлении с использованием различных видов ДНК-
полимераз и детекцией результатов на различных приборах

Используемый термоциклер (производитель) Используемая ДНК-полимераза 
(производитель)

Количество ДНК-матрицы (копий гена-мишени  
на реакцию)

8•107 8•106 8•105 8•104 8•103 8•102 8•101

DT-lite («ДНК-Технология», Россия) SmartTaq («Медиген», Россия) 15,5 19,1 22,5 25,9 29,1 34,1 35,7
Taq («Медиген», Россия) 15,6 18,9 23,9 26,1 30,8 33,7 35,9
Taq («СибЭнзим», Россия) 15,6 19,4 22,7 26,7 29,7 33,8 36,1

CFX-96 («Bio-Rad», США) SmartTaq («Медиген», Россия) 14,9 18,7 22,2 26,1 28,8 34,1 36,5
Rotor-Cene 3000 («Corbett Research», Австралия) SmartTaq («Медиген», Россия) 14,5 18,3 21,1 25,5 28,6 34,1 36,0

Зависимость интенсивности флуоресценции от концентра-
ции рекомбинантной плазмиды в реакции (концентрация вы-
ражена в геном-эквивалентах на реакцию). Данные получены 
на приборе DT-lite («ДНК-Технология», Россия).
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Т а б л и ц а  5
Характеристика исследуемых выборок и результаты сравнительного анализа

Вы-
бор-
ка

Объем 
выбор-

ки

Вид клещей Место сбора 
клещей

Вид патогена (подтвержден 
секвенированием фрагмента 

гена gltA)

Количество инфицированных об-
разцов

Сходимость 
результатов, 

%ПЦР (CS409d/RP1258n) ПЦР-РВ

1 10 D. reticulatus Новосибирская 
область

R. sibirica 5 5 100

2 50 D. reticulatus То же R. raoultii 20 20 100
3 50 I. persulcatus "  " R. helvetica 20 20 100
4 200 I. persulcatus, I. pavlovskyi Томская область R. tarasevichiae 50 52 99

секвенирования. Для решения вопроса о влиянии этапа про-
боподготовки на ход ПЦР-РВ, апробация проведена с образ-
цами ДНК, выделенными как методом фенол-хлороформной 
экстракции (выборки 1–3), так и сорбционным методом 
(выборка 4). При параллельном анализе результаты выявле-
ния ДНК R. sibirica, R. helvetica и R. raoultii совпали в 100% 
случаев, а по определению ДНК R. tarasevichiae – в 99% 
случаев (табл. 5). Полученное расхождение может быть 
объяснено более высокой чувствительностью метода ПЦР-
РВ по сравнению с таковой ПЦР с электрофоретической 
детекцией. Показано, что различные методы выделения 
нуклеиновых кислот пригодны для применения разработан-
ной тест-системы.

С использованием разработанного набора праймеров ге-
нетический материал Rikketsia spp. может быть определен в 
клинических образцах, наиболее подходящих для диагности-
ки риккетсиозов методом ПЦР (цельная кровь, сгустки кро-
ви, биоптаты кожи, а также секционный материал).

Заключение. Разработан лабораторный вариант экспери-
ментальной тест-системы с использованием методологии 
ПЦР в реальном времени для выявления генетического ма-
териала различных представителей рода Rickettsia. Для кон-
струирования ПЦР-РВ-теста использовались оригинальные 
праймеры, комплементарные к наиболее консервативным 
участкам гена цитратсинтазы риккетсий. Выбранные прай-
меры и ДНК-зонд не имеют гомологии с человеческой ДНК 
и не взаимодействуют с геномной ДНК человека, мыши, 
клещей различных видов (I. persulcatus, I. pavlovskyi, I. 
ricinus, D. reticulatus, H. anatolicum), генетическим материа-
лом возбудителей клещевых инфекций (A. phagocytophilum, 
E. muris, E. canis, B. burgdorferi, B. afzelii, B. garinii, B. 
divergens, B. microti, кДНК вируса клещевого энцефалита), 
обеспечивая 100% специфичность ПЦР-РВ. Показано, что 
тест-система ПЦР-РВ обладает высокой чувствительно-
стью, что позволяет надежно выявлять ДНК риккетсий в 
концентрации от 80 геном-эквивалентов и более в исследуе-
мом образце. Общее время проведения анализа составляет 
3 ч. Специфичность выявления генетического материала 
риккетсий подтверждена определением нуклеотидных по-
следовательностей амплифицированных фрагментов гена 
gltA риккетсий.

Данная тест-система была апробирована на 310 образ-
цах клещей видов I. persulcatus, I. pavlovskyi, D. reticula-
tus. Результаты анализа по выявлению ДНК риккетсий в 
клещах различных видов, полученные с помощью тест-
системы ПЦР-РВ и ПЦР-теста с электрофоретической 
регистрацией результатов совпали на 99–100%. Разрабо-
танная тест-система позволяет надежно выявлять ДНК R. 
sibirica, R. raoultii, R. helvetica и R. tarasevichiae, распро-
страненных на территории России и сопредельных госу-
дарств. Модификация предложенного метода может быть 
также использована для амплификации фрагмента гена 
цитратсинтазы с целью последующего секвенирования и 
генотипирования Rikketsia spp.

Исследование выполнено при поддержке ГК №6.657.2014/К 
и 1411740142, а также гранта РФФИ № 15-34-50113.
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Харсеева Г. Г.1, Воронина Н. А.1, Миронов А. Ю.2, Алутина Э. Л.1

СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ МЕТОДОВ ИДЕНТИФИКАЦИИ Corynebacterium non 
diphtheriaе

1ГБОУ ВПО «Ростовский государственный медицинский университет», 344022, г. Ростов-на-Дону; 2ФБУН МНИИЭМ им. Г. 
Н. Габричевского Роспотребнадзора, 125212, г. Москва

Проведен сравнительный анализ эффективности трех методов идентификации Corynebacterium non diphtheriae: бак-
териологического, молекулярно-генетического (секвенирование по 16S рРНК), масс-спектрометрического (MALDI-ToF 
MS). Исследовано 49 штаммов Corynebacterium non diphtheriae (С. pseudodiphtheriticum, С. amycolatum, C. aurimucosum, 
C. propinquum, C. falsenii) и 2 штамма Corynebacterium diphtheriae, выделенных при различной патологии из урогени-
тального тракта и верхних дыхательных путей. Коринебактерии идентифицировали бактериологическим методом, 
секвенированием по 16S рРНК и масс-спектрометрометрическим методом (MALDI ToF). Полное совпадение результа-
тов видовой идентификации отмечено у 26 (51%) штаммов C. non diphtheriaе при использовании трех методов ис-
следования, у 43 (84,3%) – при сравнении бактериологического метода и секвенирования по 16S рРНК, у 29 (57%) – 
при масс-спектрометрическом исследовании и секвенировании по 16S рРНК. Бактериологический метод эффективен 
для идентификации C. Diphtheriaе. Для точного установления видовой принадлежности коринебактерий с вариабель-
ными биохимическими свойствами необходимо использовать молекулярно-генетический метод исследования. Масс-
спектрометрический метод (MALDI-ToF MS) требует дальнейшего пополнения баз данных для определения более широ-
кого спектра представителей рода Сorynebacterium.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: Corynebacterium non diphtheria; бактериологический метод; молекулярно-генетический метод; 
масс-спектрометрический метод.
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