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Цель. Анализ распределения генетических детерминант хелаторов железа (clbBN и 

iucBC) и их комбинаций у культур Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae, изолированных 

от условно-здоровых жителей Оренбургской и Тюменской областей. 

Материалы и методы. Объектами исследования послужили штаммы Escherichia 

coli и Klebsiella pneumoniae, изолированные из кишечника условно-здоровых жителей 

Оренбургской (n=184) и Тюменской областей (n=69). Выявление генетических детерми-

нант хелаторов железа (clbBN и iucBC) осуществлялось с применением раннее разрабо-

танных праймеров к изучаемым генам методом мультиплекс-ПЦР.  

Результаты. Анализ штаммов E. сoli и K. pneumoniae на наличие детерминант 

clbBN и iucBC позволил установить широкую частоту встречаемости (40,0–82,0 %) штам-

мов носителей генов аэробактина и/или колибактина и особенности их распределения в 

популяции условно-патогенных энтеробактерий толстого кишечника у жителей обеих об-

ластей. Среди культур E. сoli, выделенных от жителей Оренбургской области в 2,5-3 раза 

чаще отмечались штаммы с генами биосинтеза колибактина (clbBN) и их комбинации с 

генами биосинтеза аэробактина (iucBC), по сравнению с изолятами из Тюменской области. 

Напротив, в популяции штаммов E. сoli, изолированных от жителей Тюменской области 

преобладали штаммы с генами iucBC. Среди штаммов K. pneumoniae, в обеих областях, в 

25,0-43,0 % случаях регистрировались штаммы с комбинацией генов колибактина и аэро-

бактина, в Тюменской области выявлялись изоляты с генами iucBC (15±5,6 %). Большин-

ство штаммов E. coli с исследуемыми генетическими детерминантами относились по ре-

зультатам филогенетического анализа к патотипическим группам B 2 и D.   

Заключение. Были получены новые данные о широкой частоте встречаемости генов 

аэробактина и колибактина (40,0-82,0%) в популяции кишечных энтеробактерий, а также 

выявлены региональные особенности распределения генов clbBN и iucBC у штаммов E. 

coli и K. pneumoniae. Определение генетических детерминант железосвязывающих соеди-

нений у энтеробактерий имеет практическое значение для выявления культур в популяции 

условно-патогенных  энтеробактерий с патогенным потенциалом. 

Ключевые слова: энтеробактерии, генетические детерминанты, колибактин, аэро-

бактин, ПЦР, региональные особенности. 
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Aim. Analysis of the distribution of genetic determinants of iron chelators (clbBN and iu-

cBC) and their combinations in Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae cultures isolated 

from conditionally healthy residents of the Orenburg and Tyumen regions.. 

Materials and methods. The material for the study was Escherichia coli and Klebsiella 

pneumoniae strains isolated from the intestines of conditionally healthy residents of the Oren-

burg (n=184) and Tyumen regions (n=69). The identification of genetic determinants of iron che-

lators clbBN and iucBC was carried out using previously developed primers to the genes under 

study using the multiplex PCR method. 

Results. Analysis of E. coli and K. pneumoniae strains for the presence of clbBN and iu-

cBC determinants allowed us to establish a high frequency of occurrence (40.0–82.0%) of strains 

carrying aerobactin and/or colibactin genes and the features of their distribution in the population 

of opportunistic enterobacteria of the human colon in residents of both regions. Among E. coli 

cultures isolated from residents of the Orenburg Region, strains with colibactin biosynthesis 

genes (clbBN) and their combinations with aerobactin biosynthesis genes (iucBC) were noted 

2.5–3 times more often than isolates from the Tyumen Region. On the contrary, in the population 

of E. coli strains isolated from residents of the Tyumen region, strains with iucBC genes pre-

vailed. Among the K. pneumoniae strains, in both regions, strains with a combination of colibac-

tin and aerobactin genes were registered in 25.0-43.0% of cases; isolates with iucBC genes were 

detected in the Tyumen region (15±5.6%). Most of the E. coli strains with the studied genetic 

determinants belonged to the pathotypic group (B 2 and D) according to the results of phyloge-

netic analysis. 

Conclusion. New data were obtained on the high frequency of occurrence of aerobactin 

and colibactin genes (40.0-82.0%) in the population of intestinal enterobacteria, and regional fea-

tures of the distribution of clbBN and iucBC genes in E. coli and K. pneumoniae strains were re-

vealed. Determination of genetic determinants of iron-binding compounds in enterobacteria is of 

practical importance for identifying cultures in the population of opportunistic enterobacteria 

with pathogenic potential. 

Keywords: enterobacteria, genetic determinants, colibactin, aerobactin, PCR, regional 

features. 

 

Введение 

Микроорганизмы семейства Enterobacteriaceae широко распространены 

в различных природных экотопах, но подавляющее большинство видов, 

прежде всего Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae, приспособилось к оби-

танию в кишечнике млекопитающих, в том числе и кишечнике человека [1]. 
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Однако при определенных условиях энтеробактерии способны проявлять 

свой патогенный потенциал, распространятся в различные ткани и системы 

организма человека, становясь причиной развития тяжёлых инфекций раз-

личной локализации [2]. Выявление штаммов E. coli и K. pneumoniae с пато-

генным потенциалом с использованием современных и эффективных методов 

диагностики является актуальным направлением исследований в биологии и 

медицине. 

Одним из признаков патогенности микроорганизмов является способ-

ность культур продуцировать различные по химической структуре сидерофо-

ры – низкомолекулярные органические соединения, которые обладают высо-

кой степенью сродства к железу [3, 4]. Так, было показано, что потеря спо-

собности бактериальных клеток синтезировать сидерофоры коррелирует с 

потерей вирулентности у патогенов Pseudomonas aeruginosa [5] и Vibrio 

anguillarum [6].  Наличие связи секреции сидерофоров с вирулентностью бак-

терий определило внимание исследователей к пониманию биохимических и 

молекулярных механизмов поглощения железа патогенами в условиях ин-

фекции [7, 8]. Вместе с тем, научный интерес представляет изучение данных 

факторов среди условно-патогенных микроорганизмов, колонизирующих 

слизистые оболочки организма человека и являющихся симбионтными бак-

териями хозяина. 

 Сидерофоры способны извлекать металл из комплексов с белками че-

ловека и формировать комплекс сидерофор-железо (обычно трехвалентное, 

Fe3+), который транспортируется внутрь бактериальной клетки с помощью 

специфичных белковых рецепторов [9]. Установлено, что энтеробактерии 

способны секретировать 4 вида сидерофоров – энтеробактин, сальмохелин, 

иерсиниабактин и аэробактин. В работах Thomas A. Russo (2019, 2020) пока-

зано, что гипервирулентный вариант штамма K. pneumoniae (hvKp) может 

продуцировать четыре сидерофора (энтеробактин, сальмохелин, иерсиниа-

бактин и аэробактин), но на аэробактин приходится более 90% продукции си-

дерофоров [10, 11]. Кроме того, продукция аэробактина микроорганизмами 

рассматривается как один из факторов, способствующий адгезии к эндотелию 

урогенитального тракта и развитию инфекций мочевыделительной системы 

человека [12]. 

Железосвязывающей способностью у энтеробактерий помимо сидеро-

форов обладает генотоксин – колибактин [13]. Гены, кодирующие синтез ко-
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либактина, встречаются одновременно с детерминантами биосинтеза сиде-

рофора – иерсиниабактина [14]. Кроме того, ограничение железа в среде спо-

собствует усилению синтеза колибактина, поскольку его синтез регулируется 

белком-регулятором поглощения железа (Fur) [15]. Последние данные свиде-

тельствуют о том, что колонизация E. coli, продуцирующей колибактин в же-

лудочно-кишечном тракте, может быть важным фактором, способствующим 

развитию опухолей желудочно-кишечного тракта [16].  

Наличие у бактерий генов биосинтеза сидерофоров, которые часто вхо-

дят в состав мобильных генетических элементов и способны к горизонталь-

ному переносу, а также накопление в генах мутаций приводят к продукции 

одним и тем же видом бактерий разных сидерофоров, различающихся по 

структуре и свойствам. Известно, что адаптация микробных сообществ к ме-

няющимся условиям окружающей среды (температура, влажность, питатель-

ный субстрат, рН, дефицит кислорода, железа и т.д.) является проявлением их 

способности изменяться в направлении, увеличивающем шансы на выжива-

ние в различных экологических условиях [17]. Тем самым, под влиянием 

множества факторов, в частности экологических и географических, возможно 

формирование генотипической и фенотипической гетерогенности в популя-

ции микроорганизмов [18]. Учитывая пластичность генома микроорганизмов, 

представляет интерес изучения географических различий в распределении 

штаммов E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами, кодиру-

ющих колибактин и аэробактин.  

В связи с этим в работе был проведен анализ распределения генетиче-

ских детерминант хелаторов железа (clbBN и iucBC) и их комбинаций у куль-

тур Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae, изолированных из фекалий от 

условно-здоровых жителей Оренбургской и Тюменской областей. 

Материалы и методы 

Для анализа частоты встречаемости генов, кодирующих синтез коли-

бактина и аэробактина, были использованы разработанные родоспецифичные 

праймеры к генам clbBN (краевые гены острова pks, кодирующего колибак-

тин) и iucBC (ответственным за биосинтез аэробактина). Для разработки 

праймеров произведен поиск наиболее консервативных участков нуклеотид-

ных последовательностей из базы данных «GenBank» («National Library of 

Medicine», США) и осуществлен подбор праймеров родоспецифичного диа-

пазона для выявления генов биосинтеза хелаторов железа: колибактина и 
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аэробактина. 

Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей изучае-

мых генов и предполагаемых продуктов их трансляции, выровненных по ме-

тоду ClustalW [19], в виде дендрограмм, а также обработка полученных дан-

ных выполнены с применением пакета программного обеспечения «Lasergene 

7.1» («DNASTAR, Inc.», США). Верификация специфичности полученных 

олигонуклеотидов производилась с помощью сервиса Standard Nucleotide 

BLAST («National Library of Medicine», США). В работе для определения же-

лезосвязывающих веществ использовали праймеры с последовательностями: 

U:5-̓ACGGGAAATGCACAGAGGTCACT-3҆ и L:5҆-TAGCGAACGCCGGGTAA-

ACAC-3҆ c фрагментом 201 нуклеотидных пар – для определения гена clbB, 

кодирующих синтез колибактина и U:5҆-GCCCCTGCACATCATCAATC-3 ̓ и 

L:5-̓GCTACGCCATCGCTCCTAATAC-3҆ с длиной получаемых ампликонов 

162 для определения гена колибактина clbN; U:5҆-GTGGCCTGCATCTG-

CTGGTT-GGTG-3҆ и L:5҆-GTGCGCTGCGTA-CGTGGCTCATTC-3҆ на фрагмент 

длиной 115 нуклеотидных пар – для определения гена биосинтеза аэробакти-

на - iucB. U:5҆-CGCTGGCTGAAACCGGATGAAAGT-3҆ и L:5҆-ACCACCCGG-

AACAGTTGCGTAAGC-3҆ c длиной получаемых ампликонов 143 нуклеотид-

ные пары – для iucС аэробактина. 

В качестве положительных контролей использовали аннотированный 

геном штамма E. coli ICIS7, имеющего в генетическом аппарате гены коли-

бактина и аэробактина, а также отрицательный контроль – штамм E. coli K-

12, который не имел гены колибактина и аэробактина. 

Объектами исследования послужили штаммы Escherichia coli и 

Klebsiella pneumoniae, изолированные из кишечника условно-здоровых жите-

лей Оренбургской области (n=184) и Тюменской области (n=69). Фекалии от 

обследуемых лиц отбирали в одноразовые стерильные контейнеры. Навеску 1 

г испражнений растирали в ступке с 9 мл стерильного изотонического рас-

твора (pH 7,2). Далее методом серийных разведений получали ряд убываю-

щих разведений с 102 до 1012 и проводили высев суспензии на питательную 

среду Эндо. Культивировали в термостате при 37°С в течение 24 часов. Био-

химическую идентификацию бактерий проводили с помощью коммерческой 

тест-системы «ЭНТЕРОтест24» («LaСhema», Чехия), а также с использова-

нием видовой идентификации исследуемых культур по прямому белковому 

профилированию (с помощью масс-спектрометра «VITEK» MS (bioMerieux, 



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН, 2025, №1  

DOI: 10.24411/2304-9081-2025-11002 6 

Франция). Филогенетический анализ штаммов E. coli проводили методом 

филогенетической группировки на основе триплексной ПЦР [16]. 

 У каждого исследуемого штамма осуществлялось выделение матрич-

ной ДНК с использованием 0,1 мл смеси реагентов «ДНК-Экспресс» (НПФ 

«Литех», Россия) в термостате «Терцик МС-2» (ООО «ДНК-технология», 

Россия) в течение 20 минут при температуре 98°С. После чего производилось 

центрифугирование  при 16100 g в течение 1/2 мин.  

Реакционная смесь для ПЦР в объеме 15 мкл приготовлялась из набора 

праймеров и реагентов ООО «Синтол» в составе: 2 мкл 25 мM раствора маг-

ния хлорида, 2 мкл 10-кратного ПЦР-буфера Б, 1,6 мкл 2,5 мM раствора дез-

оксирибонуклеотидтрифосфатов, 0,5 мкл 10 мкМ смеси праймеров, 0,2 мкл 5 

ед/мкл раствора Taq-полимеразы и 8,7 мкл деионизованной воды. Реакция 

проводилась в ДНК-амплификаторе «Терцик МС-2» в режиме ускоренного 

регулирования температуры в течение 30 циклов при температуре отжига 

65,0±1,0°C для праймеров к генам колибактина и аэробактина. 

Ампликоны, полученные в результате ПЦР, подвергались агарозному 

гель-электрофорезу. С этой целью 18 мкл раствора, содержащего амплифици-

рованную ДНК, смешивали с 5 мкл 10-кратного буфера для внесения с бром-

феноловым синим, и вносили в лунки 2,5% агарозного геля. Электрофорез 

проводился в TBE-буфере однократной концентрации с 50 мкг/мл этидия 

бромида в качестве люминесцентного красителя при напряженности поля 11 

в/см в течение 20 мин [12]. Визуализация результатов разделения нуклеино-

вых кислот проводилась на установке гель-документирования «Vilber 

Lourmat» (Франция) с использованием маркера молекулярных масс «100 bp». 

Результаты проведенных исследований обработаны методами вариаци-

онной статистики с использованием пакета прикладных программ Microsoft 

Excel и «STATISTICA 10.0», включая методы параметрического (t-критерий 

Стьюдента), непараметрического (U-критерий Манна-Уитни) анализов. Ре-

зультаты исследований представлены в виде M±m, где М – средняя арифме-

тическая, m - стандартная ошибка средней. Статистически значимыми счита-

ли изменения при p<0,05. 

Результаты и обсуждение 

Анализ распределения генетических детерминант хелаторов железа 

среди кишечных штаммов E. coli и K. pneumoniae, изолированных от жителей 

Оренбургской и Тюменской областей, показал, что данные детерминанты 
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присутствуют у штаммов энтеробактерий указанных видов в обеих областях, 

однако их процентное распределение различно (рис. 1).  

В популяции фекальных штаммов E. coli, независимо от региона выде-

ления, отмечаются все варианты комбинаций генов clbBN и iucBC. Однако 

распределение этих комбинаций различно среди культур, изолированных от 

жителей Оренбургской и Тюменской областей. Среди штаммов E. coli от жи-

телей Оренбургской области преобладали культуры с генетическими детер-

минантами, кодирующими синтез колибактина (40,0±7,21%). Штаммы с ком-

бинацией генетических детерминант колибактина и аэробактина регистриро-

вались в 24,0±4,3% случаев. Штаммы с генами аэробактина и без изучаемых 

генетических детерминант встречались в равных количествах (18,0±2,1 и 

18,0±4,6%), соответственно. 

 

 

Рис. 1. Частота встречаемости и комбинаций генетических детерминант 

clbBN и iucBC у штаммов E. coli, выделенных из кишечника условно-

здоровых лиц Оренбургской области (А) и Тюменской области (Б). 

 

В Тюменской области среди штаммов E. coli обнаружено преобладание 

культур с генами аэробактина (36,0±11,2%). Штаммы E. coli с генами коли-

бактина обнаружены у 14,0±3,5% культур, а их комбинация с аэробактином – 

у 10,0±1,2% культур. Культуры без исследуемых генетических детерминант 

составляли 40,0±8,1% от исследуемой популяции эшерихий.  

Анализ распределения генетических детерминант, кодирующих синтез 

колибактина и аэробактина, в популяции кишечных штаммов К. pneumoniae 

А) Б) 
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позволил установить, что в Оренбургской и Тюменской областях встречались  

культуры в 25,0-43,0% случаев с комбинацией генов clbBN и iucBC (рис. 2). 

Среди штаммов К. pneumoniae, изолированных от жителей Тюменской обла-

сти, также обнаружены изоляты с генами аэробактина (15,0±5,6%). 

 

 

 Рис. 2.  Частота встречаемости и комбинаций генетических детерминант 

clbBN и iucBC у штаммов K. pneumoniae, выделенных из кишечни-

ка условно-здоровых лиц Оренбургской области (А) и Тюменской 

области (Б). 

 

Известно, что отличия по набору генов вирулентности, фенотипиче-

ским характеристикам и устойчивостью к антибиотикам у штаммов E. coli 

классифицируют по определению их филогенетических групп. Как правило, 

штаммы E. coli дифференцируют на патотипические (B2 и D) и комменсаль-

ные (A и B1) группы.  В работе было изучено распределение исследуемых 

культур энтеробактерий с генетическими детерминантами clbBN и iucBC по 

данным группам [20]. Определение филогенетической принадлежности 

штаммов E. coli проводилось на основе выявлении двух генов: chuA и yjaA, а 

также фрагмента ДНК TSPE4.C2 с помощью метода ПЦР (рис. 3).  

В качестве положительного контроля использовался секвенированный 

штамм E. coli ICIS3, в геноме, которого обнаружены все исследуемые детер-

минанты. В качестве отрицательного контроля использовали штамм E. coli 

LEGM-18, не имеющего в геноме вышеперечисленных детерминант.  Штамм 

E. coli ICIS7 являлся положительным контролем на наличие генов 

chuA и yjaA. По результатам детекции данных генов производили деление 

штаммов на основные группы: A, B 1, B 2 и D. Проведенный анализ позволил 

А) Б) 
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установить, что в обеих областях большинство штаммов E. coli с генетиче-

скими детерминанатами  clbBN и iucBC относилось к патотипическим груп-

пам B 2 и D: в Оренбургской области – 65,25±3,6% штаммов, в Тюменской 

области - 47,0±4,2% штаммов. В Оренбургской области в структуре патоти-

пических групп преобладали штаммы с генами, кодирующими синтез коли-

бактина (23,4±6,1%), а также с комбинацией генов колибактина и аэробактина 

(26,6±6,5%). В Тюменской области большинство культур (24,5±5,2%) несли 

ген iucBC. В структуре комменсальных групп A и B1 штаммов E. coli из обе-

их областей, как правило, не обладающими патогенными свойствами, преоб-

ладали штаммы без изучаемых детерминант. 

 

Рис. 3. Электрофореграмма ДНК штаммов E. coli по выявлению основных 

филогрупп (A, B 1, B 2 и D). 

 

Таким образом, в результате анализа встречаемости генов железосвя-

зывающих соединений были получены новые данные о широкой частоте 

встречаемости генов колибактина и аэробактина (40,0-82,0%) в популяциях 

кишечных штаммов E. coli и K. pneumoniae, а также выявлены региональные 

особенности распределения генов clbBN и iucBC у энтеробактерий указанных 

видов. Среди культур E. сoli, выделенных от жителей Оренбургской области, 

в 2,5-3 раза чаще отмечались штаммы с генами биосинтеза колибактина 
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(clbBN) и их комбинации с генами синтеза аэробактина (iucBC) по сравнению 

с изолятами из Тюменской области. Напротив, в популяции штаммов E. сoli, 

изолированных от жителей Тюменской области преобладали штаммы с гена-

ми iucBC. В 59,2-70,9% случаев культуры E. coli с генами clbBN и iucBC в 

обоих регионах относились к патотипической филогенетической группе (В2 и 

D). Среди штаммов K. pneumoniae, изолированных от жителей обеих обла-

стей, в 40,0-43,0% случаях регистрировались штаммы с генами колибактина 

и его комбинации с аэробактином. В Оренбургской области, по сравнению с 

Тюменской областью, в два раза чаще регистрировались культуры клебсиелл 

с генетическими детерминантами колибактина, однако отсутствовали куль-

туры с аэробактином.  

Заключение 

В настоящее время наблюдается неуклонный рост в популяции услов-

но-патогенных энтеробактерий штаммов с выраженным патогенным и рези-

стентным потенциалом, способных распространяться в различные ткани и 

системы организма человека, вызывая широкий спектр инфекций, включая 

инфекции мягких тканей, мочевыводящих путей, острое поражение лёгких, 

инфекции кровотока и сепсис, часто являясь причиной летального исхода за-

болеваний. Это связано с высокой частотой генетических изменений, таких 

как мутации и горизонтальный перенос генов, что позволяет бактериям 

быстро приспосабливаться к новым условиям обитания и приобретать новые 

свойства [18]. 

Результаты проведенного исследования демонстрируют высокую рас-

пространенность генетических детерминант, кодирующих синтез колибакти-

на и аэробактина, у энтеробактерий, выделенных из кишечника у жителей 

Оренбургской и Тюменской областей, а также иллюстрируют региональные 

особенности распределения данных генов в популяциях E. coli и K. pneu-

moniae. Наличие широкой частоты встречаемости генетических детерминант 

хелаторов железа у энтеробактерий связано с тем, что для роста и выживания 

большинства микроорганизмов в организме человека необходимы микроэле-

менты, среди которых важнейшим является железо [3, 4]. Кроме того, хелати-

рующие молекулы могут иметь решающее значение в формировании адап-

тивного потенциала энтеробактерий в организме хозяина и их распростране-

нии в микробной популяции [22].  

Помимо этого установлено, что большинство штаммов E. coli с генети-
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ческими детерминантами биосинтеза колибактина и аэробактина относятся к 

патотипической группе (В2 и D) независимо от региона, а также сохраняется 

тенденция преобладания штаммов с генами колибактина в Оренбургской об-

ласти и с генами аэробактина в Тюменской области.  

Поскольку Оренбургская и Тюменская области находятся в различных 

подзонах умеренного климатического пояса, можно предположить, что раз-

личное соотношение долей встречаемости анализируемых генетических де-

терминант может быть связано с отличиями климатических условий (в более 

широком смысле – экологических условий) в Оренбургской и Тюменской об-

ласти. Известно, что факторы окружающей среды влияют на формирование 

гетерогенности штаммов в популяции микроорганизмов [18]. Однако влияние 

условий окружающей среды на формирование особенностей генетических 

линий штаммов энтеробактерий многофакторное и необходимы дальнейшие 

исследования для выяснения особенностей формирования геномов микроор-

ганизмов в различных географических регионах.  

Определение генетических детерминант железосвязывающих соедине-

ний у энтеробактерий имеет практическое значение для выявления культур в 

популяции условно-патогенных штаммов энтеробактерий с патогенным по-

тенциалом, учитывая связь колибактина и аэробактина с развитием колорек-

тального рака и инфекций мочевыделительной системы организма человека 

[23, 24]. Возможно, выявление генетических детерминант у штаммов энте-

робактерий, кодирующих синтез колибактина и аэробактина, позволит в даль-

нейшем разработать критерии рисков возникновения ассоциированных с дан-

ными генами заболеваний у жителей в различных в географических регионах.  
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