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Проведено изучение потребностей в факторах роста (ауксотрофности) у 199 изо-
лятов Escherichia coli, выделенных из ряда водных объектов Карелии, которые от-
личаются типом и интенсивностью антропогенного воздействия. Установлено, что 
ауксотрофные варианты эшерихий встречаются во всех обследованных водоемах. 
Минимальное количество E. coli, нуждающихся в факторах роста, зафиксирова-
но в центральной части Онежского озера. Отмечена зависимость встречаемости 
ауксотрофов от уровня поступления загрязняющих органических веществ. В водо-
емах, испытывающих интенсивную антропогенную нагрузку, большинство изоля-
тов обладали множественной ауксотрофностью. При культивировании выделенных 
изолятов E. coli обнаружены ауксотрофные варианты практически по всем ами-
нокислотам. Полученные результаты позволяют объективно оценивать состояние 
природных сообществ микроорганизмов в контексте процессов естественного са-
моочищения поверхностных водоемов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: ауксотрофность; Escherichia coli; аминокислоты; микробио-
логическая оценка водных объектов.

N. A. Sidorova, E. A. Zatsarinnaya. ASSESSMENT OF AUXOTROPHIC 
EsChERIChIA CoLI OCCURRENCE IN SOME KARELIAN RESERVOIRS

The study of nutrient requirements of growth promoting factors was carried among 
199 Escherichia coli species isolated from a series of water reservoirs in Karelia differing 
in the type and intensity of anthropogenic load. Auxotrophic E. coli were found in all of 
the surveyed reservoirs. A minimal percentage of E. coli that require growth factors was 
observed in the central part of Lake Onega. It is noted that the occurrence of auxotrophs 
depends on the level of water pollution. Most isolates in the reservoirs under intense an-
thropogenic load were multiple auxotrophs. Auxotrophic variants were discovered in al-
most all amino acids during the cultivation of E. coli isolates. The obtained results enable 
us to assess the state of natural microbial communities more objectively in terms of self-
purification of surface water bodies.

K e y w o r d s: Auxotrophy; Escherichia coli; amino acids; microbiological assessment of 
water reservoirs.

Введение

В последнее время все большее внима-
ние уделяется распространению явления 

потери биосинтетических генов у бактерий 
[Oсhman, Moran, 2001; Koskiniemi et al., 2012; 
Lee, Marx, 2012; Куклева и др., 2013; D’Souza 
et al., 2014], которая приводит к формированию 
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ауксотрофности, т. е. неспособности к само-
стоятельному синтезу какого-либо фактора 
роста [Жуков-Вережников, Пехов, 1963]. По-
требность экологически и эпидемически зна-
чимых микроорганизмов в аминокислотах, ви-
таминах, а также азотистых основаниях давно 
используется для изучения генетики и таксо-
номии прокариот [Иерусалимский, 1963; Клас-
совский, Степанов, 1975; Пейсахис, Степанов, 
1978]. Наиболее широко данный феномен 
представлен у молочнокислых бактерий [van 
de Guchte et al., 2006], эндосимбионтов [Mc-
Cutcheon, Moran, 2007] и патогенов [Oсhman, 
Moran, 2001; Куклева и др., 2013], существую-
щих в богатых питательными веществами ус-
ловиях. Однако биоинформационный анализ 
949 секвенированных геномов, проведенный 
G. D’Souza и ее коллегами [2014], допускает 
появление зависимости от различных факто-
ров роста у большинства (76 %) видов эубакте-
рий. По мнению Giovannoni et al. [2005] и Morris 
et al. [2012], ауксотрофы имеют селективное 
преимущество – более высокую скорость до-
стижения максимальной плотности популяции 
по сравнению с культурами дикого типа (прото-
трофами) при наличии необходимых аминокис-
лот, витаминов либо азотистых оснований.

Так, штаммы Escherichia coli, представителя 
семейства Enterobacteriaceae, в период сап-
рофитической стадии существования не ис-
пытывают потребности в каких-либо факторах 
роста. Однако еще в 1946 г. E. L. Tatum и J. Le-
derberg выделили ауксотрофные варианты 
эшерихий [цит. по: Жуков-Вережников, Пехов, 
1963]. Несмотря на то что исследованию гене-
тических, биохимических и физиологических 
параметров E. coli посвящено множество оте-
чественных и зарубежных исследований, осо-
бенностям формирования ауксотрофов этого 
вида в окружающей среде до сих пор уделяется 
недостаточно внимания [Пшеничнов, Колотви-
нов, 1986; Ihssen et al., 2007]. Причиной их рас-
пространения может являться не только обмен 
факторами роста бактерий в пределах одного 
микробного сообщества [D’Souza et al., 2014], 
но также увеличение содержания органических 
веществ в открытых водоемах [Műnster, 1993].

В настоящей работе предпринимается по-
пытка изучить явление ауксотрофности сре-
ди природных изолятов E. coli, выделенных из 
ряда водных объектов Республики Карелия.

материалы и методы

Спектр ауксотрофности оценивался 
у природных изолятов E. coli, выделенных из 
проб бактериопланктона на семи станциях, 

расположенных в акватории Петрозаводской 
и Кондопожской губы Онежского озера (стан-
ции 1 и 2), в центральной части озера − в районе 
острова Большой Клименецкий (ст. 3); рек Не-
глинка (ст. 4) и Лососинка (ст. 5); озера Камен-
ный карьер (ст. 6) и Святозеро (ст. 7). Районы 
исследования отличаются по типу и интенсив-
ности антропогенного воздействия (табл. 1).

Отбор проб воды проводили в соответствии 
с требованиями ГОСТ Р 53415–2009 «Вода. От-
бор проб для микробиологического анализа». 
Для выделения представителей семейства En-
terobacteriacaea использовали общепринятый 
метод мембранной фильтрации на среде Эндо 
(ГОСТ 31955–2012 (ISO 9308–1:2000) «Вода 
питьевая. Обнаружение и количественный 
учет Escherichia coli и колиформных бактерий. 
Часть 1. Метод мембранной фильтрации»). 
В работе применялись мембранные филь-
тры из нитрата целлюлозы с диаметром пор 
0,2 мкм («Владисарт», г. Владимир). Видовая 
идентификация E. coli проводилась с примене-
нием тестов, входящих в так называемую фор-
мулу ТИМАЦ [Санитарная микробиология…, 
1969] с использованием наборов ускоренно-
го микрообъемного определения (ФБУН НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, 
г. Санкт-Петербург).

Ауксотрофные варианты E. coli идентифици-
ровали по неспособности к росту на минималь-
ной агаризованной среде [Clowes, Hayes, 1968]. 
Минимальный агар готовили из 300 мл 2%-го 
водяного агара, 100 мл солевого концентрата 
(NH4Cl – 20 г, NH4NO3 – 4 г, Na2SO4 – 8 г,  K2HPO4 – 
12 г, KH2PO4 – 4 г, MgSO4 × 7 H2O – 0,4 г, дистил-
лированная вода – 1000 мл) и 4 мл 20%-го рас-
твора глюкозы. Пищевые потребности эшерихий 
определяли на минимальной среде аналогично-
го состава с различными комбинациями амино-
кислот [Clowes, Hayes, 1968]. В работе исполь-
зовали 21 аминокислоту из 10 наборов. Среди 
них 16 протеиногенных аминокислот (аланин, 
цистеин, аргинин, глицин, аспарагин, аспара-
гиновая кислота, фенилаланин, валин, гисти-
дин, глутамин, лейцин, лизин, метионин, серин, 
триптофан, цистеин), а также β-аланин, орни-
тин, β-фенил-β-аланин, норлейцин и норвалин. 
Концентрация аминокислот соответствовала 
2 мг/мл. Все культуры эшерихий инкубирова-
ли при +37 °С в течение 24 часов. Ауксотроф-
ность подтверждали, анализируя рост E. coli на 
минимальной среде указанного состава в при-
сутствии необходимых факторов роста. Поли-
ауксотрофными считали культуры, нуждающиеся 
в пяти и более факторах роста (аминокислотах).

Для оценки статистической значимости 
различий полученных результатов применяли 
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критерий χ2 Пирсона [Ивантер, Коросов, 2000]. 
Критический уровень значимости при проверке 
статистических гипотез p = 0,05.

результаты и обсуждение

Питательные потребности в аминокислотах 
изучены у 199 культур E. coli. Ауксотрофные 
варианты выделены на всех станциях отбора 
проб бактериопланктона в количестве от 47 до 
94 % от общего объема культур (табл. 2). На-
именьшее количество ауксотрофов установ-
лено для центральной части Онежского озера 
(47 %), подверженной менее интенсивному за-
грязнению, чем остальные водоисточники (см. 
табл. 1). 37 % ауксотрофных мутантов E. coli 
испытывали потребность в 1–4 аминокисло-
тах, полиауксотрофность зафиксирована толь-
ко для 10 % штаммов, дающих культуральный 
рост в присутствии 15 аминокислот из 21. Бак-
терии, выделенные в Петрозаводской и Кондо-
пожской губах Онежского озера, испытываю-
щих более интенсивную антропогенную нагруз-
ку, чем центральная часть озера [Бояринов, 

1992; Биоресурсы…, 2008], характеризовались 
высоким уровнем ауксотрофности (75 и 74 % 
соответственно). В Петрозаводской губе обна-
ружено 35 % культур, зависимых от 1–4 факто-
ров роста, а в Кондопожской губе этот показа-
тель приближался к 42 %. Полиауксотрофными 
оказались 45 % штаммов эшерихий в составе 
проб бактериопланктона Петрозаводской губы 
и 32 % − в составе проб Кондопожской губы.

Уровень ауксотрофности изолятов, выде-
ленных из Неглинки, превышал 60 %, из них 
30 % эшерихий были отнесены к полиауксотро-
фам. Культуры, нуждающиеся в присутствии 
одной аминокислоты, не обнаружены. В двух-
трех аминокислотах нуждалось 32 % выделен-
ных вариантов эшерихий. Максимальное коли-
чество необходимых аминокислот составило 
16. Культуры Escherichia coli, обнаруженные 
в составе бактериопланктона реки Лососинки 
и озера Каменный карьер, оказались наиболее 
зависимы от факторов роста. 93 % эшерихий 
из реки Лососинки и 94 % из озера Каменный 
карьер идентифицированы как ауксотрофы. 
Причем если среди изолятов реки Лососинки 

Таблица 1. Краткая характеристика антропогенного воздействия на анализируемые водные объекты [по 
данным Гос. докладов о состоянии окружающей среды в Республике Карелия 2010–2013; Онежское озеро, 
1999; Теканова, Тимакова, 2007; Биоресурсы…, 2008; Ильмаст и др., 2008]

Водный объект Основные источники 
антропогенного воздействия

Класс, разряд 
и характеристика 
загрязненности

Ингредиенты 
с превышением 

ПДК

Уровень 
сапробности 

водного объекта
Центральное 
Онего

Поступление веществ 
из загрязненных губ

1 – чистая олигосапробный

Петрозаводская 
губа Онежского 
озера

Сточные воды городского 
коллектора, речной дренажный 

сток с урбанизированных 
и сельскохозяйственных 

территорий, ливневый сток, 
выпадения из атмосферы

2 – слабозагрязненная
(в 2010 г. 3 «а» – 
загрязненная)

II-III класс – умеренно 
загрязненная

ХПК, Cu, Feобщ, 
БПК5

мезосапробный
(в 2010 г. – 

β-мезосапробный)

Кондопожская 
губа Онежского 
озера

Промышленные воды 
целлюлозно-бумажного 

производства, коммунально-
бытовые воды г. Кондопоги

III класс – умеренно 
загрязненная

БПК5, Feобщ, Mn, 
нефтепродукты

β-мезосапробный

р. Лососинка Поверхностный сток 
с водосборной территории, 
ливневые канализационные 
стоки, стоки промышленных 

предприятий

3 «а» – загрязненная
(в 2010 г. 4 «а» – 

грязная)
II класс

ХПК, Cu, Feобщ, 
БПК5, нефть, NO2

β-мезосапробный

р. Неглинка Поверхностный сток 
с водосборной территории, 
ливневые канализационные 
стоки, стоки промышленных 

предприятий

3 «б» – очень 
загрязненная

(в 2010 г. 4 «а» – 
грязная и 4 «б» – очень 

грязная на разных 
створах)

III-IV класс качества

ХПК, Cu, Feобщ, 
БПК5, нефть, NO2
рН – зафиксиро-

ваны значения 
до 4,21

β-мезосапробный

оз. Каменный 
карьер

Поверхностный сток 
с водосборной территории

не определялся - олиготрофный

оз. Святозеро Поверхностный сток с водосбор-
ной территории, коммунальные 

сточные воды п. Святозеро,  
форелевое хозяйство

- БПК5, ХПК, Feобщ мезосапробный
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6 % нуждались в 1–4 аминокислотах, то в соста-
ве бактериопланктона озера Каменный карьер 
таких культур не оказалось, и все выделенные 
эшерихии были отнесены к полиауксотрофам 
(94 %). Полиауксотрофия установлена для 
87 % исследуемых изолятов реки Лососин-
ки. Для эшерихий, выделенных из Святозера, 
также характерна высокая потребность в фак-
торах роста: ауксотрофность составила 83 %, 
нуждающимися в пяти и более аминокислотах 
оказались 79 % культур. Среди культур из реки 
Лососинки, озера Каменный карьер и Святозе-
ра встречались изоляты, нуждающиеся во всех 
анализируемых аминокислотах (21). Их коли-
чество составило 7, 6 и 14 % соответственно.

Питательные потребности эшерихий в от-
дельных факторах роста представлены в таб-
лице 3. При культивировании Escherichia coli на 

искусственных питательных средах с различ-
ным набором аминокислот обнаружены ауксо-
трофные варианты практически по всем ами-
нокислотам. Так, в составе бактериопланктона 
Кондопожской губы не идентифицированы аук-
сотрофные варианты по отношению к β-фенил-
β-аланину, из центральной части Онего – к ва-
лину, в Неглинке – по β-фенил-β-аланину и ли-
зину. В целом можно отметить, что достоверно 
реже (p < 0,05) ауксотрофные варианты встре-
чались в Онежском озере, чем в остальных 
водных объектах. Так, в центральной части 
только по глутамину и триптофану встречае-
мость ауксотрофов составила больше 15 %. 
В составе бактериопланктона Кондопожской 
губы изоляты эшерихий нуждались в цистеине 
(61 %), потребность в аланине, аргинине, гли-
цине, аспарагине и цистеине составила 16 %, 

Таблица 2. Частота встречаемости ауксотрофных и полиауксотрофных вариантов от общего количества 
исследуемых изолятов
Исследуемый водный объект
(количество изученных изолятов)

Количество
ауксотрофов, %

Количество полиауксотрофных 
вариантов, %

Онежское озеро:
Центральная часть (30) 47 10
Петрозаводская губа (20) 75 45
Кондопожская губа (38) 74 32
р. Лососинка (30) 93 87
р. Неглинка (20) 60 30
оз. Каменный карьер (32) 94 94
Святозеро (29) 83 79

Таблица 3. Частота встречаемости (%) питательных потребностей выделенных вариантов Escherichia coli 
в отдельных аминокислотах 

Аминокислота
Станции отбора проб бактериопланктона

1 2 3 4 5 6 7
аланин 35 16 3 38 10 63 41
аргинин 20 16 7 42 40 75 34
глицин 15 16 3 42 20 75 38
аспарагин 30 16 3 42 30 81 41
аспарагиновая кислота 10 5 10 35 10 88 28
фенилаланин 10 5 13 50 20 88 55
валин 25 5 0 42 20 88 52
гистидин 10 5 7 27 20 81 28
глутамин 30 11 20 73 10 50 72
лейцин 10 11 13 81 20 63 62
лизин 10 5 3 81 0 38 66
метионин 20 11 10 77 20 75 66
серин 15 5 13 81 10 44 48
триптофан 35 21 17 81 20 81 52
цистеин солянокислый 10 16 10 46 10 75 38
цистеин 40 63 7 62 10 44 52
β-аланин 35 5 10 46 20 81 59
орнитин 20 21 3 73 20 69 55
β-фенил-β-аланин 10 0 3 50 0 88 52
норвалин 10 5 3 46 20 75 41
норлейцин 45 21 3 73 20 63 59

Примечание. Полужирным шрифтом выделены аминокислоты, потребность в которых у Escherichia coli пре-
вышала 15 %.
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в норлейцине, орнитине и триптофане – 21 %. 
Для Петрозаводской губы Онежского озера 
потребность в аминокислоте чаще, чем у 15 % 
культур, отмечена по 11 аминокислотам. 45 % 
ауксотрофных культур эшерихий, выделен-
ных из Петрозаводской губы, были зависимы 
от наличия в среде норлейцина. Установлено, 
что норлейцин является аналогом метионина 
[Lawrence, 1979] и может замещать его в бел-
ках [Barker, Bruton, 1979; Bogosian et al., 1989]. 
Кроме того, синтез норлейцина клетками E. coli 
активируется при угнетении синтаз ацетогид-
роксикислот [Сычева, 2008].

Близкими к вариантам из Онежского озера 
по уровню ауксотрофности по отдельным ами-
нокислотам оказались культуры, выделенные 
из р. Неглинки. Встречаемость зависимости от 
фактора роста отмечена по 13 аминокислотам. 
Наибольшая зависимость установлена для ар-
гинина (40 %).

Культуры в составе бактериопланктона реки 
Лососинки, озера Каменный карьер и Святозе-
ра характеризовались очень высоким уровнем 
ауксотрофности по всем анализируемым ами-
нокислотам, значительно превышая данный 
параметр в ранее анализируемых водных объ-
ектах. Так, средний уровень ауксотрофности 
эшерихий по отдельным аминокислотам соста-
вил в Святозере 49,5 %, в Лососинке – 56,6 % 
и в озере Каменный карьер – 70,7 %. Для Свято-
зера и Лососинки отмечено сходство в том, что 
минимально культуры, выделенные в данных 
водных объектах, нуждались в гистидине и ас-
парагиновой кислоте. Наибольшая зависимость 
установлена для глутамина (72 %) среди ауксо-
трофных вариантов в Святозере. В составе бак-
териопланктона реки Лососинки больше всего 
(81 %) культур нуждались в лейцине, лизине, 
серине и триптофане. Изоляты из озера Ка-
менный карьер менее всего оказались зависи-
мы от наличия лизина: только для 38 % культур 
установлена зависимость роста от присутствия 
лизина в среде. Максимальная встречаемость 
(88 %) ауксотрофных вариантов среди выде-
ленных эшерихий из данного водоема отмечена 
по аспарагиновой кислоте, фенилаланину и ва-
лину. С такой же частотой (88 %) встречались 
ауксотрофные варианты, которые давали рост 
в присутствии в среде β-фенил-β-аланина.

Рассматривая встречаемость ауксотро-
фов среди E. coli в различных «фундаменталь-
ных экологических нишах» Пермской области, 
Р. А. Пшеничнов и С. В. Колотнинов [1986] впер-
вые предложили использовать потребность 
в факторах роста в качестве одного из парамет-
ров экологического мониторинга окружающей 
среды. Ими были обнаружены лишь отдельные 

ауксотрофные варианты, выделенные из орга-
низма здоровых людей и сельскохозяйствен-
ных животных. В открытом проточном водоеме 
(р. Сылва), бытовых сточных водах г. Перми 
и промышленных стоках ауксотрофных вари-
антов не обнаружено [Пшеничнов, Колотни-
нов, 1986]. Данный факт объяснялся тем, что 
спонтанно возникающие формы ауксотрофов 
могли сохраняться только в полноценной сре-
де (организм человека и животных), а в средах 
с качественно и количественно обедненным 
составом проходила элиминация дефектных 
культур [Пшеничнов, Колотнинов, 1986]. Од-
нако при изучении питательных зависимостей 
50 культур эшерихий, выделенных из открытого 
естественного водоема, находящегося в усло-
виях минимального антропогенного воздейст-
вия, Ю. Н. Маслов и З. Л. Парамонова [1983] 
обнаружили одного ауксотрофа, нуждающего-
ся в метионине. В рассматриваемых в рамках 
данного исследования акваториях ауксотроф-
ные варианты выделялись в чистую культуру 
повсеместно. Кроме того, в водных объектах 
Рязанской области также выделены ауксотроф-
ные варианты E. coli [Зацаринная, Круглова, 
2012], а их встречаемость в целом оказалась 
выше (см. табл. 3), чем в водоемах Карелии.

Выводы

Впервые оценена встречаемость ауксо-
трофных вариантов среди штаммов E. coli в со-
ставе бактериопланктона Онежского озера, рек 
Неглинки и Лососинки, озер Каменный карьер 
и Святозеро. Изучена зависимость эшерихий 
от 21 аминокислоты, показана перспективность 
использования ауксотрофных вариантов в ти-
пизации водоемов по экологическому и эпи-
демическому статусу. Выдвинуто предполо-
жение, что встречаемость ауксотрофов может 
зависеть от типа антропогенного загрязнения, 
интенсивности влияния хозяйственно-бытовых 
сточных вод на экосистему и скорость естест-
венного самоочищения. Таким образом, дан-
ные о распространении ауксотрофности среди 
эшерихий позволяют обосновать использова-
ние пищевых потребностей фоновых микро-
организмов в факторах роста для целей мони-
торинга и более подробно охарактеризовать 
сапрофитическую стадию их жизненного цик-
ла. Выявление ауксотрофных вариантов E. coli 
в различных природных средах, установление 
зависимости частоты и особенностей появле-
ния ауксотрофов от места выделения, пищевых 
потребностей диких штаммов представляет 
большой интерес при изучении эволюции вида 
в разных географических регионах.
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