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Введение. Для ускоренного получения качественного результата при выявлении ДНК Gardnerella vaginalis разработана но-
вая технология постановки реакции амплификации – прямая ПЦР (direct polymerase chain reaction), при которой исключает-
ся предварительный этап экстракции и очистки ДНК возбудителя – образец непосредственно добавляется к реакционной 
ПЦР-смеси. 
Цель исследования - апробация инновационной технологии прямой ПЦР для выявления ДНК Gardnerella vaginalis при клини-
ческой лабораторной диагностике или быстрого получения ампликонов с целью последующего исследования нуклеотидных 
последовательностей. 
Материал и методы. Использованы информационные базы в Интернете, содержащие сведения о генах ДНК Gardnerella 
vaginalis; стандартные реагенты и 120 клинических образцов, содержавших Gardnerella vaginalis. Анализ нуклеотидных по-
следовательностей проведён с помощью AlignX; специфичность олигонуклеотидов оценена с помощью BLAST. 
Результаты и обсуждение. Эффективность разработанных условий постановки прямой ПЦР сопоставлена с результа-
тами исследования в ПЦР предварительно выделенной и очищенной ДНК (с новыми посчитанными олигонуклеотидами и 
набором реагентов сравнения «РеалБест ПЦР-12 ИППП»). Выявляемость ДНК Gardnerella vaginalis при исследовании 120 
клинических образцов составила в прямой ДНК - 96,7%, в классической ПЦР с предварительно выделенной и очищенной 
ДНК с новыми разработанными условиями постановки и с набором реагентов сравнения – по 98,3%. Заключение. Новая 
ускоренная технология прямой ПЦР успешно апробирована, она может быть рекомендована для качественной диагностики 
ДНК Gardnerella vaginalis. Условия применения новой технологии будут совершенствоваться и будут апробированы на воз-
будителях иных ИППП.
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Introduction. To accelerate the production of high–quality results in the detection of Gardnerella vaginalis DNA, a new technology for 
setting up an amplification reaction was developed – direct PCR (direct polymerase chain reaction), which eliminates the preliminary 
stage of extraction and purification of the DNA of the pathogen - the sample is directly added to the reaction PCR mixture. 
Purpose of the study. Testing of innovative direct PCR technology for the detection of Gardnerella vaginalis DNA in clinical laboratory 
diagnostics or rapid production of amplicons for subsequent study of nucleotide sequences. 
Material and methods. Information bases on the Internet containing information about the genetic composition of Gardnerella 
vaginalis DNA were used; standard reagents and 120 clinical samples containing Gardnerella vaginalis. The analysis of nucleotide 
sequences was performed using AlignX; the specificity of oligonucleotides was evaluated using BLAST. Discussions and results. 
The effectiveness of the developed conditions for direct PCR was compared with the results of a PCR study of pre-isolated and 
purified DNA (with newly counted oligonucleotides and a set of «RealBest PCR-12 STI» comparison reagents). The detectability of 

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2024; 69(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-12-686-692 
EDN: CIKDON

MICROBIOLOGY



687

Gardnerella vaginalis DNA in the study of 120 clinical samples was 96.7% in direct DNA and 98.3% in classical PCR with pre-isolated 
and purified DNA with newly developed staging conditions and with a set of comparison reagents. 
Conclusion. The new direct PCR technique has been successfully tested and is suitable for qualitative diagnosis of the presence of 
Gardnerella vaginalis DNA. The technology will be improved and tested on other STIs.
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Введение. Дисбиоз влагалища относят к невоспа-
лительным заболеваниям женской репродуктивной си-
стемы, поскольку при этой патологии часто могут не 
определяться такие симптомы как боли, воспаление и 
отёк; происходит изменение видового и количествен-
ного состава микрофлоры: значительное уменьшение 
количества Lactobacillus spp ., потребляющих гликоген 
с образованием молочной кислоты, перекиси водорода 
и вырабатывающих антимикробные пептиды, и тесно 
связанное с этим размножение условно-патогенной 
анаэробной микрофлоры, в составе которой преобла-
дают: Gardnerella vaginalis, Bacteroides spp., Prevotella 
spp., Atopobium vaginae . Клиницисты в подобных слу-
чаях ставят диагноз бактериального вагиноза - БВ (по 
МКБ-10 – № 89 – «Другие невоспалительные болезни 
влагалища») . Возникновению указанной патологии мо-
жет способствовать нарушение менструального цикла 
или изменение уровней циркуляции половых гормонов, 
нерациональное применение антибиотиков и местных 
спермицидных средств, нарушение правил личной ги-
гиены, частые спринцевания, использование внутрима-
точной спирали, снижение иммунной защиты, острые 
и хронические инфекционные заболевания, повышен-
ная лучевая нагрузка, заражение возбудителями инфек-
ций, передаваемых половым путём (ИППП) [1, 2] .

Частота распространения БВ в популяции колеблет-
ся в пределах 12-80% в зависимости от особенностей 
контингентов обследуемых женщин . Субъективные 
жалобы женщин с БВ связаны с образованием обиль-
ных выделений из половых путей, часто с неприятным 
«рыбным» запахом, сопровождающихся дискомфор-
том, зудом или жжением . Диагноз устанавливается на 
основании определения врачом трёх из четырёх крите-
риев Amsel:

- гомогенные беловато-серые выделения из половых 
путей, с неприятным «рыбным» запахом;

- рН влагалищных выделений выше 4,5 (при иссле-
довании лакмусовой полоской);

- положительный аминотест (появление или уси-
ление неприятного «рыбного» запаха при добавлении 
10% раствора КОН к нанесённому на предметное стек-
ло отделяемому влагалища);

- выявление «ключевых» клеток при микроскопии 
влагалищных выделений (отдельно расположенных кле-
ток эпителия слизистой оболочки влагалища, на поверх-
ности которых в большом количестве прикрепляются 
гарднереллы и другие патогены; при окраске по Граму 
или метиленовым синим эти эпителиальные клетки при-
обретают зернистый вид и нечёткие очертания) [3] .

Gardnerella vaginalis является индигенным предста-
вителем условно-патогенной микрофлоры влагалища, 
которая может вызывать клинику БВ только при на-
личии дополнительных благоприятных условий; более 
того, в количествах до 103 КОЕ/мл гарднереллы расце-
нивают как представителя нормальный микрофлоры .

При незащищённых половых контактах с женщина-
ми, страдающими БВ, у мужчин (особенно иммуноком-
прометированных или страдающих хроническими за-
болеваниями мочеполового тракта) могут развиваться 
явления уретрита или простатита; но примерно в 10% 
случаев в мочеполовом тракте у мужчин G. vaginalis 
могут сохраняться бессимптомно, делая их резервуа-
ром и источником возбудителя инфекции .

Согласно современной классификации, род 
Gardnerella spp . включает как минимум 13 генетиче-
ских видов . Новая таксономическая классификация 
рода Gardnerella spp . создана с учётом биохимических 
свойств микроорганизма, на основе анализа генов и их 
генетической близости (рис . 1) .

Согласно новым разработкам в области молеку-
лярной генетики, бывший вид Gardnerella vaginalis 
многими исследователями поднят в таксономии до 
рода, а его отличные в метаболическом и патоген-
ном потенциале генотипы составляют отдельные 
виды внутри этого рода . Генетические отличия рода 
Gardnerella spp . включают: наборы уникальных гене-
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тических маркёров для каждого из видов, что свиде-
тельствует о различиях в их патогенном потенциале; 
значительный групповой коровый геном, состоящий 
из 746 генов; частую гомологичную внутригруппо-
вую рекомбинацию генов [4] . Выделяют следующие 

виды рода Gardnerella spp .: Gardnerella vaginalis, 
Gardnerella leopoldii, Gardnerella swidsinskii, Gard-
nerella piotii и 9 пока безымянных видов Gardnerella 
spp . (из-за малого числа известных нуклеотидных 
последовательностей) .

Рис . 1 . Новая таксономическая классификация рода Gardnerella spp., включающая классификацию по генетическим видам (Gardnerella vaginalis и дру-
гие), генотипам 1-4 и подгруппам (A, B, C, D) .

Для детекции и количественной оценки состава 
микробиоты отделяемого из половых путей в настоя-
щее время в дополнение к исследованию нативных и 
окрашенных микропрепаратов применяют современ-
ные молекулярно-генетические методы исследования, 
обладающие высокой чувствительностью и специфич-
ностью (как в формате моно- . так и мультиплексных 
исследований в классической или реал-тайм полиме-
разной цепной реакции, ПЦР) [5-7] . Метод ПЦР ос-
нован на выявлении в исследуемой пробе с помощью 
парных праймеров специфических для изучаемого 
вида микроорганизмов участков нуклеиновых кис-
лот (ДНК или РНК) с последующим многократным 
увеличением – амплификацией их количества благо-
даря комплементарному присоединению дезоксину-
клеотид-трифосфатов под регулирующим действием 
фермента Taq-полимеразы и циклического изменения 
температуры в реакционной среде с помощью ампли-
фицирующего аппарата - термоциклера . По окончании 
ПЦР производят детекцию продуктов амплификации 
одним из способов: гибридизационно-ферментным, 
гель-электрофоретическим, гибридизационно-флуо-
ресцентным [7] .

При подготовке исследуемой пробы к проведению 
анализа методом ПЦР используют различные методы 
выделения нуклеиновых кислот (ДНК или РНК) из ис-
следуемого материала и одновременного удаления или 
нейтрализации посторонних примесей (экспресс-мето-
ды температурного лизиса с последующим центрифу-
гированием, сорбентные методы выделения на твёрдо-
фазном носителе, спиртовая преципитация) . Каждый 
метод извлечения нуклеиновых кислот имеет свои 
особенности и показания к применению . Для ускоре-
ния процесса лабораторного исследования разработана 

новая технология в рамках постановки реакции ампли-
фикации - прямая ПЦР (direct polymerase chain reaction) 
- при которой исключается этап экстракции и очистки 
пробы; исследуемый образец непосредственно добав-
ляют к реакционной ПЦР-смеси .

Цель исследования - апробация технологии пря-
мого метода ПЦР (direct polymerase chain reaction) 
в качестве инновационной методики детекции ДНК 
Gardnerella vaginalis с целью клинической лаборатор-
ной диагностики или быстрого получения продуктов 
амплификации (ампликонов) и последующего исследо-
вания нуклеотидных последовательностей .

Материал и методы . При постановке ПЦР исполь-
зованы:

- подобранные олигонуклеотиды (парные прайме-
ры) нужного дизайна (синтезированы фирмой «ДНК-
Синтез», Россия);

- набор реагентов для выделения ДНК методом 
магнитной адсорбции (набор «МагнитЭк», АО «ЭКО-
лаб» [8]);

- концентрат 2-х ПЦР буфера (0,5 М Tris Cl, pH 8,6; 
0,05 М KCl; 15 мМ MgCl2; 1% Tween 20);

- вода деионизированная, свободная от нуклеаз 
(«Merck», «Millipore», Германия);

Амплификация, детекция, обработка полученных 
результатов проведена с помощью амплификатора мо-
дели Bio-Rad CFX 96, ФСЗ 2008/03399, фирмы ООО 
«Био-Рад Лаборатории» (США) [9] .

Клинические образцы биологического материала 
в виде мазков (n=120), содержащих ДНК Gardnerella 
vaginalis, получены от компании «INVITRO» (г . Мо-
сква); до начала исследования их хранились при тем-
пературе  –20 0C .

В качестве эндогенного внутреннего контроль-
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ного образца (ВКО) в выделении использован ген 
β-глобулина человека . Детекция ВКО по окончании 
реакции амплификации свидетельствует о правильном 
проведении всех этапов исследования: хранения, экс-
тракции, амплификации .

Детекция нуклеиновых кислот для сопоставления 
результатов амплификации с разработанными олигону-
клеотидами проведена при помощи набора реагентов 
«РеалБест ПЦР-12 ИППП» (РУ № РЗН 2021/14056, 
фирмы «Вектор-Бест», Россия), согласно положениям 
инструкции по его применению .

Анализ нуклеотидных последовательностей, пред-
ставленных в базе данных GenBank проведён с помо-
щью программы VectorNTl Suite 9 .0 .0 (AlignX) . Спец-
ифичность подобранных олигонуклеотидов изучена с 
помощью компьютерной программы BLAST online [10] .

Оценка аналитической надёжности с определением 
специфичности и чувствительности проведена соглас-
но ГОСТ Р 53079 .1-2008 и ГОСТ Р 53022 .2-2008 .

Результаты и обсуждение. Для отработки основ-
ных положений технологии прямой ПЦР (direct poly-
merase chain reaction) просчитаны последовательности 
олигонуклеотидов, специфичные исключительно к G. 
vaginalis, подобран состав реакционной смеси для ПЦР 
и программа амплификации .

Олигонуклеотиды. В рамках подбора специфиче-
ских олигонуклеотидов проанализированы основные 
представители рода Gardnerella spp .

Согласно данным, просчитанным по оценке Ньюд-
жента, клинически важными для человека считаются 
Gardnerella vaginalis, Gardnerella swidsinskii, Gardner-
ella piotii, поскольку их связывают с клинической кар-
тиной БВ . Клиническое значение Gardnerella leopoldii 
и Gardnerella spp . при БВ не доказано [4] .

При разработке последовательности парных оли-
гонуклеотидов для ПЦР решено взять за основу геном 
Gardnerella vaginalis внутри нового рода Gardnerella 
spp . Примерами специфических генов внутри генетиче-
ского вида Gardnerella vaginalis можно назвать: 16S; 23S; 
Sialidase A; vly; cpn60 и прочие . Часть этих генов доста-
точно консервативны, например: Sialidase A (благодаря 
ему синтезируется фермент сиалидаза, разрушающий 
слизистые барьеры влагалища, что, в свою очередь, 
является клинически значимым фактором патогенеза) . 
Иные гены, такие как: vly (благодаря которому происхо-
дит синтез токсина-фактора вирулентности вагинолизи-
на) считаются достаточно вариабельными [11] .

Для изучения и подбора специфических олигону-
клеотидов для ПЦР отобраны последовательности ну-
клеотидов вышеназванных генов различных штаммов 
G. vaginalis из базы данных GenBank NCBI . Проведено 
множественное выравнивание нуклеотидных последо-
вательностей; для полученных версий выравненных 
последовательностей нуклеотидов каждого гена, созда-
ны варианты дизайнов праймеров для амплификации . 
При утверждении дизайнов учитывали: температуру 
гибридизации олигонуклеотидов, температуру отжига, 
последовательность азотистых оснований подбирае-
мых праймеров, длину подбираемых нуклеотидов [12] . 
Подобранные варианты олигонуклеотидов проверены 
на сходство и специфику к геномам G. vaginalis по ал-
горитмам BLAST .

В результате проведённой разработки получено не-

сколько вариантов праймеров и зондов для различных 
генов, но по результатам серии опытных постановок 
большинство подобранных олигонуклеотидов отсеяны . 
Основной причиной отсеивания являлась недостаточ-
ная специфичность подобранных олигонуклеотидов 
по отношению к G. vaginalis (у отсеянных вариантов 
отмечена перекрёстная реактивность с другими пред-
ставителями рода Gardnerella spp.) .

Итогами подбора олигонуклеотидов явилось: выбор 
гена Sialidase A как наиболее консервативного для G. 
vaginalis:

-  прямой праймер 5’-AAGAATGCGCAACAAAGT- 
GGCTAGT-3’;

- обратный праймер 3’- CGTCGTCCGAGTAG-
ATTTGCGCTATA - 5’

- зонд 5’- TTGCAAGCGAAAGTCAGCCATTATTT-
GC - 3’ .

На основе данных нуклеотидных последовательно-
стей синтезированы рабочие праймеры и зонды для не-
посредственной постановки ПЦР . Разработанные оли-
гонуклеотиды специфичны лишь к G. vaginalis среди 
всех представителей рода Gardnerella spp. Последова-
тельности нуклеотидов совпали при сопоставлении с 
геномом эталонного штамма G. vaginalis ATCC 14019 . 
(NCBI An: NC_014644 .1)

Буфер для ПЦР. Подобрана специальная буферная 
смесь для проведения амплификации (в том числе и 
технологии прямой ПЦР), включающая:

- MgCl2, ионы которого образуют растворимые 
комплексы с дезоксирибонуклеозидтрифосфатами 
(dNTPs), формируя субстрат для ДНК-полимеразы . 
Экспериментальным путём выбрана концентрация 15 
мМ на смесь;

- 0,5 М Tris-Cl, поддерживающий необходимую pH 
буферного раствора . С учётом существенного измене-
ния pH при нагревании во время процесса амплифика-
ции, выбрана pH=8,6;

- термостабильная Taq-полимераза, устойчивая к 
воздействию высоких температур, в дальнейшем экс-
периментально успешно опробованная для прямой 
ПЦР;

- «присадки», улучшающие результат ПЦР, к кото-
рым можно отнести неионный детергент Tween 20 в 
концентрации 1% и KCL в концентрации 0,05 М .

Разработанный состав буфера обеспечивает прове-
дение амплификации нуклеиновых кислот как с этапом 
их предварительной очистки, так и без неё .

Программа амплификации. Выбранный вариант 
амплификации (рис . 2) включает этапы:

- первоначальный прогрев реакционной смеси при 
55 0С в течение 15 минут;

- денатурацию ДНК, необходимую для разрушения 
водородных связей между двумя цепями ДНК, из-за че-
го они расходятся;

- отжиг праймеров, обеспечивающий связь одноце-
почечных матриц с праймерами;

- элонгацию праймеров (Taq-полимераза обеспечи-
вает синтез второй цепи ДНК, начиная от праймера) .

Результаты экспериментальных постановок. Экс-
периментальным путём проверена эффективность пред-
ложенных разработок и избранной программы для ам-
плификации нуклеиновых кислот . Работоспособность 
подобранной ПЦР-системы проверена на выделенных 
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и очищенных клинических образцах ДНК G. vaginalis . 
Всего выделено 120 образцов, содержащих ДНК G. vagi-
nalis, при помощи разрабатываемой методики для маг-

нитной адсорбции с набором реагентов МагнитЭК [8] . 
Выделенные образцы исследованы в ПЦР с просчитан-
ными праймерами и предложенным буфером .

Рис .2 . Программа амплификации нуклеиновых кислот для прибора Bio-Rad CFX 96 как для классической ПЦР с предварительной экстракцией нуклеи-
новых кислот, так и для прямой ПЦР .

В результате апробации разработанной ПЦР-
системы положительные результаты получены со 118 

(98,3%) образцов . Наглядным примером может послу-
жить рис . 3 .

Рис . 3 . Доказанная работоспособность набора реагентов ПЦР-системы на образцах, содержащ их ДНК Gardnerella vaginalis .
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Для контроля работоспособности разработанной 
ПЦР-системы все выделенные образцы последова-
тельно исследованы в ПЦР при помощи коммерческо-
го набора сравнения «РеалБест ПЦР - 12 ИППП» (РУ 
№ РЗН 2021/14056) . Результаты детекции искомой 

ДНК совпали, положительные результаты получены 
с теми же 118 (98,3%) образцами . Скорее всего, два 
(1,7%) отрицательных результата получены с двумя 
образцами, не содержавшими ДНК G. vaginalis (см . 
таблицу) .

Оценка работоспособности и диагностической эффективности разработанной ПЦР-системы в сравнении с результатами  
ПЦР коммерческого набора

Реагенты для постановки ПЦР
Результаты исследования ДНК G. vaginalis

Положительный (ДНК выявлено) 
(абс., %)

Oтрицательный (ДНК не выявлено) 
(абс., %)

Реагенты разработанной ПЦР-системы 118 (98,3%) 2 (1,7%)
Набор реагентов «РеалБест ПЦР-12 ИППП» 118 (98,3%) 2 (1,7%)

В качестве дополнительного контроля специфич-
ности просчитанных олигонуклеотидов, разработан-
ная смесь для детекции ДНК G. vaginalis апробиро-
вана на перекрёстную реактивность с другими часто 
встречающимися возбудителями ИППП, такими как: 
Mycoplasma hominis, Neisseria gonorrhoeae, Tricho-
monas vaginalis, Chlamydia trachomatis . Во всех поста-
новках ПЦР с определением перекрёстной реактив-
ности результаты исследования отрицательные, что 
демонстрирует высокую специфичность разработан-
ных олигонуклеотидов в отношении ДНК G. vaginalis, 
отсутствие генетического сродства с возбудителями 

иных ИППП, зачастую протекающих у обследуемого 
пациента сочетано с БВ .

Результат апробации прямой ПЦР на G. vaginalis. 
После получения результатов, связанных с разработкой 
олигонуклеотидов для ДНК G. vaginalis, подборкой со-
става реакционной смеси и программы амплификации 
с образцами выделенной и очищенной ДНК проведены 
исследования в прямой ПЦР . Результаты исследования 
ДНК Gardnerella vaginalis с новой технологией прямой 
ПЦР сопоставлены с результатами исследования ДНК, 
предварительно выделенной и очищенной с использо-
ванием метода магнитной адсорбции [8] .

Рис . 4 . Амплификации ДНК Gardnerella vaginalis напрямую и после этапа её предварительной экстракции . а - прямая ПЦР без этапа экстракции ДНК; 
б - классическая ПЦР с этапом выделения нуклеиновых кислот при помощи метода магнитной адсорбции .

Как следует  из рис . 4, а, б, подготовка и реализация 
технологии прямой ПЦР в проведении амплификации 
нуклеиновых кислот успешные . С применением новой 
ускоренной технологии положительные результаты 
детекции ДНК G. vaginalis получены со 116 (96,7%) 
клиническими образцами, тогда как с образцами ДНК, 
прошедшими процедуру выделения, в 118 (98,3%) . В 
ряде случаев, таких, как на представленном рис . 4, по-
казатели Ct и RFU для образцов, прошедших предва-
рительную экстракцию, незначительно лучше, чем в 
прямой ПЦР . Все эти факты и показатели свидетель-
ствуют о полезности этапа очистки для получения ка-
чественного результата исследования в ПЦР . Но при 
этом проделанная работа имеет важное значение, по-
скольку при её выполнении доказана сама возможность 

детекции ДНК G. vaginalis и получения её ампликонов 
в качественных клинических или исследовательских 
целях методом ПЦР-РВ без предварительного этапа 
экстракции .

Инновационная методика прямой ПЦР позволяет 
ускорить детекцию ДНК G. vaginalis в рамках каче-
ственной диагностики гарднереллёза и обеспечить 
более быстрый процесс получения копий ДНК данной 
бактерии для последующих исследований .

Заключение. Быстрая и эффективная диагностика 
инфекционных заболеваний методом ПЦР, как и уско-
ренное получение копий ДНК для научного исследова-
ния зачастую очень важны . Классический вариант ПЦР 
включает предварительный этап экстракции и очистки 
нуклеиновых кислот для их последующей амплифика-
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ции, что занимает различное время в зависимости от 
избранного метода выделения нуклеиновых кислот . 

Для ускорения исследования ДНК G. vaginalis путём 
амплификации для разных целей апробирован метод 
прямой ПЦР (direct polymerase chain reaction), при ко-
тором исследуемый образец вносится непосредственно 
в реакционную смесь для проведения ПЦР . Для реали-
зации этого подхода просчитаны специфичные к G. 
vaginalis олигонуклеотиды для ПЦР, разработан буфер 
для ПЦР, подобрана программа амплификации . 

Апробация прямой ПЦР успешно воспроизведена 
при исследовании 120 клинических образцов, содер-
жавших ДНК изучаемого патогена; результаты иссле-
дования сопоставлены с результатами разработанной 
методики выделения и классической амплификации 
после экстракции . Расхождение в эффективности вы-
явления составили 2 (1,7%) случая .

Разработанную методику прямой ПЦР можно реко-
мендовать к использованию при качественной детек-
ции ДНК G. vaginalis для целей клинической диагно-
стики или быстрого получения ампликонов . 

Необходимо продолжить научные исследования для 
нивелирования различий в результатах прямой ПЦР по 
сравнению с результатами амплификации после вы-
деления нуклеиновых кислот . Этот технологический 
подход необходимо апробировать при исследовании 
нуклеиновых кислот других возбудителей инфекций, 
передаваемых половым путём, таких как Candida 
albicans, Human papillomavirus и прочих .
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