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Аннотация. Приводятся данные о разработке комплекса качественных тест-систем на основе по-

лимеразной цепной реакции для установления качественного и количественного состава сообществ мик-
роорганизмов. Целью исследования являлось создание ПЦР-тест-систем для детекции видоспецифичных 
фрагментов гена 16S рРНК санитарно-показательных микроорганизмов лечебной грязи месторождения 
озера Утиное (полуостров Камчатка). Проведена оценка эффективности нескольких методов очистки 
ДНК в отношении представителей санитарно-показательных микроорганизмов. Протестированы методи-
ки очистки ДНК, использующие различные комбинации химических (обработка GuSCN и CTAB) воздей-
ствий на клетки. Оценку эффективности проводили с помощью ПЦР в реальном времени. Приводятся 
данные о качественном соотношении санитарно-показательных микроорганизмов Escherichia coli и 
Clostridium perfringens в исходной пробе лечебной грязи и в пробе, подвергавшейся длительной экологи-
ческой активации. В исходной лечебной грязи обнаружены бактерии E.coli и С. perfringens, в активиро-
ванной лечебной грязи бактерии С. perfringens не обнаружены, бактерии E.coli – в незначительном коли-
честве. Эти данные подтверждаются ранее проведенными микробиологическими исследованиями проб 
на содержание бактерий E.coli и С. perfringens. Разработанная модификация метода позволяет на уровне 
ДНК устанавливать минимальную загрязненность грязе-лечебного месторождения санитарно-
показательными микроорганизмами. 

Ключевые слова: лечебная грязь, бактериостатичность, полимеразная цепная реакция, антибак-
териальность. 
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Abstract. This article presents the data on the development of a set of high-quality test systems based on 

the polymerase chain reaction to determine the qualitative and quantitative composition of microbial communi-
ties. The research purpose was to develop PCR-test systems for the detection of species-specific 16S rRNA gene 
fragments sanitary indicator microorganisms therapeutic mud deposits Lake Utinoye (Kamchatka peninsula). 
Assessment the effectiveness of several methods of DNA purification for the representatives of sanitary indicator 
microorganisms was carried out. The authors tested the methods of DNA purification using various combina-
tions of chemical (processing GuSCN and CTAB) effects on cells. Evaluation of efficacy was performed by real-
time PCR. The data on the ratio of quality sanitary indicator microorganisms Escherichia coli and Clostridium 
perfringens in the original sample curative mud and the sample was subjected to long-term environmental activa-
tion. In the initial therapeutic mud it was found E.coli and C. perfringens, in activated therapeutic mud  - C. per-
fringens, the E.coli – in small quantities. These findings are supported by previous microbiological testing of 
samples for the content of E.coli and C. perfringens. Developed modification of the method allows to set a min-
imum level of DNA contaminated with fields of the therapeutic mud of sanitary indicators microorganisms. 

Key words: therapeutic mud, bacteria statics, polymerase chain reaction, antibacteria. 
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Использование гена 16S рРНК в качестве эволюционного маркера у бактерий послужило значи-
тельному развитию представлений в области экологии микроорганизмов [11]. Анализ данного гена, ос-
нованный на полимеразной цепной реакции (ПЦР), широко применяется при характеристике сообществ 
почвенных бактерий и архей, установлении их роли в формировании субстратов, а также определении 
особенностей их метаболизма и жизненного цикла [9]. Важным преимуществом метода ПЦР является 
возможность проведения молекулярного анализа напрямую из естественной среды обитания микроорга-
низмов, минуя этап культивирования. 

Наиболее значимым прорывом в развитии технологии ПЦР с момента ее открытия в 1985 году 
принято считать разработку модификации метода, основанную на использовании флуоресцентных кра-
сителей в качестве маркера, отражающего накопление продуктов ПЦР. Данный подход открыл широкие 
возможности в области количественного анализа нуклеиновых кислот. В свою очередь исключительная 
чувствительность метода позволяет детектировать единичные копии молекул даже в сложных смесях 
нуклеиновых кислот, что делает его максимально приспособленным для решения поставленных в на-
стоящем исследовании задач. 

Целью работы являлось адаптация ПЦР-тест-систем для детекции видоспецифичных фрагментов 
гена 16S рРНК санитарно-показательных микроорганизмов лечебной грязи месторождения озера Утиное 
Камчатского края. В настоящее время лечебная грязь имеет большую ценность как признанное высоко-
эффективное природное лечебное средство. Практическое применение лечебной грязи определяет необ-
ходимость контроля всех составляющих параметров экологии столь сложного субстрата, зависящего от 
условий формирования [5]. 

В результате наблюдений за динамикой изменений санитарно-микробиологических показателей 
лечебной грязи озера Утиное [2] было установлено несоответствие нормативам содержания условно-
патогенной (Escherichia coli и Clostridium perfringens) флоры (при отсутствии патогенных микроорганиз-
мов в грязевых отложениях и покровных водах месторождения). Специфическая иловая микрофлора ле-
чебной грязи отличается разнообразием и достаточной численностью, но очистительная способность 
лечебной грязи озера снижена в связи с техногенным влиянием эксплуатации Нижне-Паратунского гео-
термального месторождения. Разработанный ранее нами метод экологической активации лечебной грязи 
обеспечивает быстрое очищение от привнесенных санитарно-показательных и патогенных микроорга-
низмов различных систематических групп [2, 3]. 

Озеро Утиное расположено в 1,5 км на север от пос. Паратунка Елизовского района Камчатского 
края, имеет неправильную форму с глубоко вдающимися в берега заливами. Пробы лечебной грязи отби-
рались с глубины отбора стерильной лопаткой в специальную упаковку из полимерного материала при 
отсутствии видимых источников загрязнения. Исследовались пробы грязевого раствора в исходной 
(озерной) грязи и активированной в аэробных и анаэробных условиях. 

При обработке GuSCN осадок ресуспендировали в 500 мкл лизирующего буфера (5,25 M GuSCN, 
50 мM трис, pH 6,4, 20 мM ЭДТА, 1,3%-ный тритон), инкубировали в течение 30 мин при 65°С [1]. При 
обработке CTAB ресуспендировали 1 г субстрата в 500 мкл лизирующего буфера, содержащего 100 mM 
Tris-HCl, 100 mM EDTA, 1,5 M NaCl, 1% CTAB. Тщательно гомогенизировали образец на вортексе. Затем 
термостатировали пробирку при 65ºС в течение 5 мин. После этапа лизиса проводили очистку от ингиби-
торов с помощью стандартной методики фенол-хлороформной экстракции [7]. После преципитации ДНК 
растворяли в 50 мкл ТЕ-буфера (10 мМ трис-HCl pH 8,6, 1 мМ ЭДТА). 

При проведении ПЦР использовали пару универсальных праймеров upr2-d 
(3’TGCATGGCYGTCGTCAGCTCGT5’) и upr3-r (3’TGACGGGCGGTGTGTRCAAGG5’), позволяющих ам-
плифицировать суммарную ДНК в пробе [4]. ПЦР проводили по следующей программе: 94˚С – 10 с, 
70˚С – 20 с, 72˚С – 10 с в течение 40 циклов, с измерением флуоресценции при 70˚С.  

В связи с вышесказанным, нами разработаны последовательности олигонуклеотидов (праймеров) 
для проведения качественного и количественного анализа санитарно-показательных микроорганизмов E. 
coli и C. perfringens. В общей сложности проанализировано 158 референтных последовательностей, в том 
числе 146 для E. coli и 12 для C. perfringens. С помощью программы Oligo 6.0 подобраны пары прайме-
ров с учетом формирования вторичных структур и димеров. Выбранные пары праймеров, соответствую-
щие гипервариабельным участкам V3 и V4 гена 16S рРНК, были проверены на специфичность относи-
тельно 5000 соответствующих последовательностей бактерий и архей. В соответствии с референтной 
последовательностью E. coli [10] координаты выбранных фрагментов определены 338-534 и 515-700 по-
зициями нуклеотидной цепи соответственно. 

Проверку работоспособности тест-систем осуществляли с использованием плазмид, содержащих 
специфическую вставку E. coli и C. perfringens. По результатам проверки получены данные, свидетельст-
вующие о работоспособности разработанных тест-систем. Заключение о специфичности разработанных 
пар праймеров сделано на основании анализа последовательностей, содержащихся в базах Gen Bank и 
Ribosomal Database Project (RDP) [www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank, 8]. 
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Одним из основных ограничений при молекулярно-генетическом анализе сообществ почвенных 
микроорганизмов является наличие ингибиторов ПЦР в образцах. Так, например, недостаточная очистка 
от ингибиторов (гуминовых кислот или ионов железа, содержащихся в средах для выращивания ацидо-
фильных микроорганизмов) оказывает влияние на эффективность работы Taq-полимеразы и приводит к 
искажению результатов количественной ПЦР. Кроме того, смешанные сообщества могут содержать мик-
роорганизмы из различных таксономических групп, обладающих различной устойчивостью к воздейст-
вию лизирующих агентов. Так, например, из-за особенностей строения клеточной стенки, грамотрица-
тельные клетки разрушаются легче, чем грамположительные, что приводит к изменению исходного со-
отношения различных типов нуклеиновых кислот и, как следствие, к некорректным результатам [6]. 

Таким образом, метод очистки ДНК должен отвечать двум условиям: эффективно удалять ингиби-
торы из препарата ДНК и обуславливать максимальную репрезентативность нуклеиновых кислот. Исхо-
дя из полученных ранее данных [4], к сравнению были выбраны два метода очистки ДНК, основанные на 
лизирующем действии гуанидин изотиоцианата (GuSCN) и гексадецил триметиламония бромида 
(CTAB). 

Анализ эффективности методов очистки ДНК проводили на образцах грязевого субстрата с озера 
Утиное методом ПЦР в реальном времени. Визуализацию накопления продукта реакции осуществляли с 
помощью интеркалирующего красителя SYBR Green (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1. Протокол ПЦР-анализа с результатами сравнения методов очистки ДНК: 1 – метод, основанный 
на лизирующей активности GuSCN, 2 – метод, основанный на лизирующей активности CTAB 

 
Оба подхода к очистке ДНК продемонстрировали сходную эффективность, однако предпочтение 

было отдано сравнительно более простому методу, основанному на лизирующем действии CTAB. 
 

 
 

Рис. 2. Протокол ПЦР-анализа с результатами анализа проб № 1 и № 2 грязевого субстрата на наличие 
бактерий E.coli (a) и С. perfringens (b) 

 
С помощью разработанной методики очистки ДНК был проведен ПЦР-анализ двух проб лечебной 

грязи: исходной (№ 1) и подвергавшейся длительной активации (№ 2). pH пробы № 1 слабокислый, pH 
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пробы № 2 выраженнокислый. Визуализацию накопления продукта реакции осуществляли с помощью 
интеркалирующего красителя SYBR Green. Результаты исследования приведены на рис. 2. В результате 
проведенных исследований в пробе № 1 (исходная лечебная грязь) обнаружены бактерии E.coli и С. 
perfringens, в пробе № 2 (активированная лечебная грязь) бактерии С. perfringens не обнаружены, бакте-
рии E.coli – в незначительном количестве. Эти данные подтверждаются микробиологическими исследо-
ваниями проб на содержание бактерий E.coli и С. perfringens [3]. 

Нами разработана модификация метода с применением молекулярно-биологических подходов, по-
зволяющая на уровне ДНК устанавливать минимальную загрязненность месторождения озера Утиное 
санитарно-показательными микроорганизмами. Акватория озера Утиное является месторождением ле-
чебной грязи с высокими кондициями по физико-химическим параметрам, содержанию разнообразной и 
достаточной по численности микрофлоры лечебной грязи. Особая ценность этого месторождения заклю-
чается и в том, что это единственное разведанное месторождение лечебной грязи в Камчатском крае, на 
базе которого планируется создание курорта федерального значения «Паратунка» с целью обеспечения 
нарастающего спроса на восстановительное лечение, что является тенденцией развития современного 
российского здравоохранения. В дальнейшем планируется работа по созданию комплекса ПЦР-тест-
систем для определения семейств лидирующих микроорганизмов, специфичных для лечебных грязей 
озера Утиное, в том числе: Bacillaceae, Micrococcaceae, Pseudomonadaceae, Nitrobacteriaceae, Clostridium, 
Chromathiaceae, Thiobacillaceae, Desulfovibrio desulfuricans, Hydrogenbacteriaceae, Siderocapsaceae, 
Hyphomicrobiales, Spirochaetaceae, Mycobacteriaceae, Actinomycetales. 
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