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Псекупское	месторождение	минеральных	вод	обеспечивает	потребности	бальнеологического	курорта	
Горячий	ключ,	 а	 также	 завода	по	производству	минеральных	вод.	В	данной	работе	изучили	микробиоло-
гический	состав	минеральной	воды	из	данного	месторождения	с	целью	проверки	гипотезы	о	возможном	
наличии	терапевтического	действия	данной	воды	не	только	за	счет	химического	состава,	но	и	за	счет	вхо-
дящих	в	её	состав	микроорганизмов.	Среда	и	условия	пробоотбора	подобраны	таким	образом,	чтобы	вы-
являть	виды	бактерий,	с	одной	стороны,	способных	переносить	без	потери	жизнеспособности	нахождение	
в	горячем	источнике,	и,	с	другой	стороны,	способных	к	росту	в	нормальных	условиях	и	теоретически	хотя	
бы	некоторое	время	способных	выживать	в	ЖКТ	человека.	Видоидентификацию	выделенных	микроорга-
низмов	произвели	с	помощью	ПЦР	16S	рДНК	с	последующим	секвенированием.	В	ходе	исследования	были	
обнаружены	термофильные	бактерии	следующих	таксономических	единиц:	Ureibacillus thermosphaericus, 
Geobacillus sp., Bacillus licheniformis, Bacillus borbori, Streptomyces sp.	Произведен	 анализ	 литературы	на	
предмет	продукции	данными	микроорганизмами	биологически	 активных	веществ,	 потенциально	облада-
ющих	терапевтическим	эффектом	(антибиотиков,	ферментов	и	т.п.).	Для	ряда	микроорганизмов	примеры	
таких	веществ	действительно	были	найдены.
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The	Psekupskoe	mineral	water	deposit	provides	the	mineral	water	for	the	balneological	resort	Goryachiy	Klyuch,	
as	well	as	a	mineral	water	production	plant.	In	this	paper,	we	have	studied	the	microbiological	composition	of	mineral	
water	from	this	deposit	in	order	to	test	the	hypothesis	about	the	possible	presence	of	the	therapeutic	effect	of	this	water	
not	only	due	to	the	chemical	composition,	but	also	due	to	the	microorganisms	in	it.	The	environment	and	conditions	
of	sampling	were	selected	in	such	a	way	as	to	identify	the	types	of	bacteria	that,	on	the	one	hand,	could	be	tolerance	to	
hot	spring	conditions	without	losing	vitality,	and,	on	the	other	hand,	were	capable	to	grow	under	normal	conditions	and	
theoretically	could	survive	in	the	human	gastrointestinal	tract	for	at	least	some	time.	Species	identification	of	the	isolated	
microorganisms	was	 performed	 using	 16S	 rDNA	 PCR	 followed	 by	 sequencing.	The	 study	 revealed	 thermophilic	
bacteria	 of	 the	 following	 taxonomic	units:	Ureibacillus thermosphaericus, Geobacillus sp., Bacillus licheniformis, 
Bacillus borbori, Streptomyces sp.	An	analysis	of	 the	 literature	on	 the	 subject	of	production	of	biologically	active	
substances	by	these	microorganisms,	potentially	having	a	therapeutic	effect	(antibiotics,	enzymes,	etc.)	was	made.	For	
a	number	of	microorganisms,	examples	of	such	substances	have	indeed	been	found.
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В	 нашей	 работе	 осуществлены	 поиск	
и	 видоидентификация	 термофильных	 бак-
терий	в	Псекупском	месторождении	мине-
ральных	вод.

Псекупское	 месторождение	 минераль-
ных	 вод	 находится	 в	 южной	 части	 терри-
тории	 г.	 Горячий	 ключ.	 Город	 расположен	
в	 65	 км	 к	юго-востоку	 от	 краевого	 центра	
г.	 Краснодара	 в	 предгорье	 Кавказского	
хребта	 в	 долине	 реки	Псекупс.	Местность	
в	 районе	 месторождения	 имеет	 сложное	
геологическое	 строение	 и	 находится	 на	
стыке	 предгорий	 Кавказа	 и	 Прикубанской	

низменности.	 Источниками	 сульфатных	
вод	 Псекупского	 месторождения	 являются	
высокотермальные	воды	нижнемеловых	от-
ложений,	 разгружающиеся	 по	 отдельным	
тектонически	ослабленным	 зонам.	Смеше-
ние	 этих	 вод	 с	 более	 холодными	 поверх-
ностными	 водами	 в	 различных	 соотноше-
ниях	 приводит	 к	 большому	 разнообразию	
состава	вод	в	различных	скважинах	данно-
го	месторождения	[1].	Данная	ситуация	яв-
ляется	уникальным	случаем	и	представляет	
собой	очень	интересную	для	исследований	
нестабильную	 и	 динамически	 меняющую-
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ся	экологическую	нишу,	где	экстремальные	
термофилы,	 преимущественно	 анаэробы,	
попадают	в	аэробные	и	значительно	менее	
минерализованные	 условия	 с	 пониженной	
до	 50–60	°С	 температурой,	 а	 преимуще-
ственно	 аэробы	 из	 холодных	 поверхност-
ных	вод	попадают	в	условия	нехарактерных	
для	 них	 высоких	 температур	 и	 минерали-
зации.	На	выходе	минерального	источника	
имеется	 совершенно	 новое,	 активно	 рас-
селяющееся	 по	 опустевшей	 экологической	
нише	микробиологическое	сообщество,	оп-
тимизированное	под	создавшиеся	в	процес-
се	смешивания	вод	условия.	

Потребление	 минеральной	 воды	 Псе-
купского	источника	благотворно	 сказывает-
ся	на	 здоровье	 человека	при	различных	 за-
болеваниях.	Принято	считать,	что	полезные	
свойства	 минеральной	 воды	 обусловлены	
исключительно	 её	 минеральным	 составом,	

однако	мы	предположили,	что	микробиоло-
гический	состав	воды	также	может	влиять	на	
профилактические	и	 терапевтические	 свой-
ства	воды.	На	пути	к	проверке	этой	гипотезы	
было	принято	решение	изучить	максимально	
представленные	аэробные	виды,	способные	
некоторое	 время	 поддерживать	 жизнеспо-
собность	в	условиях	ЖКТ	человека.

Цель	исследования:	 поиск	и	 видоиден-
тификация	умеренно	термофильных	аэроб-
ных	бактерий	в	Псекупском	месторождении	
минеральных	вод. 

Материалы и методы исследования

В	 работе	 использовались:	 вода	 из	 Псекупского	
месторождения	 минеральных	 вод	 г.	 Горячий	 Ключ	
(Россия,	Краснодарский	край)	(рис.	1).

Вода	из	источника	«2-к»	была	собрана	15.08.2015	
в	стерильную	посуду	и	доставлена	в	место	проведе-
ния	эксперимента.	

Рис. 1. Схема Псекупского месторождения [2]  
и расположение места пробоотбора – источника «2-к» (красная стрелка)
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Непосредственно	 перед	 экспериментом	 была	

приготовлена	 среда	 LB	[3]	 с	 модификациями,	 опти-
мизированная	 для	 роста	 умеренно	 термофильных 
аэробов (О.К.	Кабоев,	устное	сообщение).

Образцы	 воды	 из	 источника	 были	 пропущены	
через	бактериальную	мембрану	размером	пор	25	µm	
c	использованием	максимального	давления	фильтра-
ции	 до	 67	 psi	 для	 концентрирования	 бактерий.	 На	
каждые	150	мл	воды	был	использован	один	фильтр.	
Мембрана	 с	микроорганизмами	была	перенесена	на	
питательную	среду	и	далее	микроорганизмы	выращи-
вались	 в	 термостате	 на	 температуре	 60	°С.	Эта	 тем-
пература	сходна	с	температурой	в	горячем	источнике	
и	позволяет	подавить	рост	других	бактерий	и	грибов,	
которые	могут	попасть	в	образец	в	результате	его	воз-
можного	загрязнения.

Далее	 образцы	 колоний	 были	 расштрихованы	
для	получения	чистой	культуры	(рис.	2).

Соскоб	культуры	размером	со	спичечную	голов-
ку	 ресуспендировали	 в	 300	 мкл	 дистиллированной	
воды,	замораживали	при	температуре	–70	°С,	а	затем	
нагревали	до	96	°С	в	течение	15	мин.	Остатки	клеток	
и	свернувшиеся	белки	удаляли	центрифугированием	
(10	мин,	*10000	g).

Постановка	 ПЦР:	 объем	 реакционной	 сме-
си	–	20	мкл	на	пробирку.	Состав	реакционной	сме-
си	 для	 ПЦР	 с	 праймерами	 к	 последовательности	
16S	 рДНК:	 1х	 буфер	 для	Taq-полимеразы,	 2,5	мМ	
магния	хлорид,	0,125	мМ	трифосфаты	нуклеотидов	
0,25	мкМ	 праймер	 прямой,	 0,25	мкМ	 праймер	 об-
ратный,	0,125	е.а./мкл	Taq-полимераза,	0,2	%	БСА.	

Использовали	праймеры	16SF:	GTGCCAGCMGC-
CGCGGTAA;	16SR:	GGACTACVSGGGTATCTAAT	[4].

Реакцию	 проводили	 по	 программе:	 начальная	
денатурация	–	94	°С	 (5	мин),	далее	45	циклов:	94	°С	
(18	 с),	 50	°С	 (40	 с),	 72	°С	 (40	 с),	 финальная	 элонга-
ция	–	72	°С	(5	мин).	Анализ	результатов	ПЦР	произ-
веден	методом	электрофореза	в	агарозном	геле.	Про-
дукты	ПЦР-реакции	были	секвенированы.	Обработка	
сиквенсов	производилась	с	использованием	програм-
мы	 «Mega5».	Последовательность	 праймера	 длиной	
19	нуклеотидов	из	сиквенса	вычиталась	и	в	дальней-
шем	анализе	не	использовалась.	

Анализ	сиквенса	производился	путем	поиска	го-
мологичных	 последовательностей	 с	 помощью	 базы	
данных	NCBI.	

В	случае,	если	полученный	сиквенс	был	одина-
ково	похож	на	последовательности	бактерий	разных	
видов,	 определение	 производилось	 только	 до	 рода.	
Такое	ограничение	связано	с	малой	длиной	амплико-
на,	 из-за	 чего	у	достаточно	близкородственных	бак-
терий	может	не	быть	различий	в	последовательности	
16S	рДНК	в	пределах	участка-мишени.	

Результаты исследования  
и их обсуждение

В	 ходе	 выполнения	 работы	 получены	
концентрированные	 образцы	 природных	
организмов,	 обитающих	 в	 Псекупском	
месторождении	 минеральных	 вод.	 После	
высева	 образцов	 на	 культуральную	 среду	
были	получены	одиночные	колонии,	позже	
расштрихованные	 для	 получения	 чистой	
культуры	(рис.	2).	

Была	 проведена	 ПЦР	 с	 праймерами	
к	таксономически	значимыми	районам	16S	
рДНК,	ПЦР	продукты	были	секвенированы.

Рис. 2. Расштрихованные образцы с колоний

В	ходе	исследования	были	обнаружены	
термофильные	бактерии	следующих	таксо-
номических	единиц:

Ureibacillus thermosphaericus, Geobacil-
lus sp.,	 Bacillus licheniformis, Bacillus bor-
bori, Streptomyces sp 

На	рис.	3	и	4	сиквенсы,	представленные	
ниже	(Query),	получены	в	ходе	работы.

Sbjct	–	последовательность	из	базы.
Bacillus licheniformis	 –	 грамположи-

тельная	 мезофильная	 спорообразующая	
бактерия.	 Широко	 представлена	 в	 раз-
нообразных	 сообществах,	 в	 частности	
в	 почве.	Выделялась	 также	 и	 из	 вод	 раз-
нообразных	 горячих	источников.	Данные	
бактерии	являются	продуцентами	высоко-
эффективных	 антибиотиков,	 в	 частности	
бацитрацина	–	циклопептидного	антибио-
тика,	эффективно	действующего	на	грам-
положительную	патогенную	микрофлору,	
в	 частности	 на	 стрептококки	 и	 стафило-
кокки.

Еще	 одной	интересной	 особенностью	
этих	бактерий	является	способность	про-
дуцировать	 ферменты,	 разрушающие	
внеклеточную	 ДНК	 (extracellular	 DNA,	
eDNA)	[5].	 Внеклеточная	 ДНК	 являет-
ся	 важным	 компонентом	 внеклеточного	
матрикса,	 участвующего	 в	 построении	
биопленок	 различных	 видов	 бактерий,	
включая	 патогенные	 штаммы.	 Одним	 из	
примеров	 подобного	 рода	 является	 зуб-
ной	 налет	[5].	 В	экспериментах	 in vitro 
фермент,	 выделенный	 из	Bacillus licheni-
formis,	 разрушал	 существующие	 био-
пленки	бактерий,	вызывающих	появление	
зубного	налета,	а	также	препятствовал	об-
разованию	новых.	Бактерии	рода	Bacillus 
довольно	 характерны	 для	 горячих	 ис-
точников,	 в	 частности	 они	 обнаружены	
в	 водах	 источников	 Горячий	 ключ	 (При-
морский	 край,	 Россия)	 и	 Чистоводное	
(Приморский	край,	Россия)	[6].
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Из	 бактерий	 вида Streptomyces 
globisporus	 рода	 Streptomyces	 выделяют	
аминогликозидный	 антибиотик	 стрепто-
мицин.	 Этот	 антибиотик	 используется	 для	
лечения	 туберкулеза	 в	 различных	 локаци-
ях,	 венерической	 гранулемы,	 туляремии,	
бруцеллеза,	 чумы,	 кишечных	 инфекций,	
инфекций	 мочевыводящих	 путей	 и	 бакте-
риального	эндокардита	[7].

Интересно	 отметить,	 что	 очень	 по-
хожий	 состав	 бактериальных	 сообществ	
получен	для	высокотемпературных	компо-
стов	[8].	Важно	подчеркнуть,	что	эти	бак-
терии	 (Bacillus	 sp.,	Ureibacillus	 sp.	 и	 др.)	
в	 указанной	 работе	 обнаружены	 в	 среде,	
в	которой	температура	почти	на	20	°С	пре-
вышает	 максимальные	 для	 роста	 данных	
бактерий	температуры.

Как	 и	 предполагалось,	 экстремальных	
термофилов	 обнаружено	 не	 было.	 Под-
тверждена	 высокая	 биологическая	 актив-
ность	 обнаруженных	 микроорганизмов,	
многие	 из	 них	 являются	 источниками	
высокоэффективных	 антибиотиков	 и	 об-

ладают	 активностью	 к	 разрушению	 био-
пленок.	 Таким	 образом,	 микробиота	 ми-
неральных	 вод	 Псекупского	 источника	
проявляет	 выраженные	 антимикробные	
свойства	 и	 не	 исключено,	 что	 профилак-
тические	 и	 терапевтические	 её	 свойства	
связаны	 с	 микробиологическим	 составом.	
В	случае	 дальнейшего	 подтверждения	 это-
го	тезиса	необходимо	будет	пересматривать	
способы	подготовки,	сроки	и	варианты	ис-
пользования	 бутилированной	 минераль-
ной	 воды	 и	 рассматривать	 минеральную	
воду	 в	 качестве	 пробиотического	 препара-
та.	 На	 настоящий	 момент	 максимальный	
титр	 жизнеспособных	 бактериальных	 кле-
ток	 в	 минеральной	 воде	 для	 внутреннего	
применения	 жестко	 нормируется	 ГОСТ	 Р	
54316-2011	«Воды	минеральные	природные	
питьевые.	 Общие	 технические	 условия»,	
а	 для	 выполнения	 этих	 требований	 произ-
водителями	нередко	применяются	жесткие	
методики	 обеззараживания	 (включая	 обра-
ботку	 ультрафиолетом)	 и	 глубокую	 филь-
трацию.

Рис. 3. Результаты поиска гомологичных последовательностей в базе данных NCBI.  
Выявлена гомология последовательностей к 16S рДНК Ureibacillus и Geobacillus
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Рис. 4. Результаты поиска гомологичных последовательностей в базе данных NCBI.  
Выявлена гомология последовательностей к 16S рДНК Bacillus и Streptomyces

Все	идентифицированные	бактерии	вы-
делены	в	виде	чистых	культур	и	поставле-
ны	на	хранение,	что	дает	возможности	для	
их	дальнейшего	изучения.

Выводы
В	 Псекупском	 месторождении	 мине-

ральных	вод	обнаружены	термофильные	

микрорганизмы	 родов	Ureibacillus, Geo-
bacillus, Bacillus, Streptomyces.	Показана	
потенциальная	 антимикробная	 актив-
ность	 минеральной	 воды,	 в	 том	 числе	
к	 патогенным	 бактериям	 формирующим	
биопленки.

Авторы работы выражают искреннюю 
благодарность В.Ю. Богомаз и П.В. Фоми-
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ну за помощь в получении материала, а так-
же за всестороннюю помощь и поддержку.
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