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В статье рассматривается влияние соматического экстракта Anisakis simplex L3 на культуры клеток микроорганизмов in 
vitro. Ранее установлено, что под действием указанного экстракта нарушается и угнетается процесс деления эукариотических 
клеток. Сведений о механизмах взаимодействия соматических экстрактов гельминтов и микроорганизмов очень мало. Пред-
полагается, что соматический экстракт из анизакид оказывает негативное влияние на микроорганизмы за счет входящих в его 
состав белковых компонентов и метаболитов. Целью исследования являлось изучение влияния экстракта на культуры клеток 
разнообразных микроорганизмов, как по морфологическим признакам, так и по устойчивости к факторам внешней среды. Экс-
тракт готовили из личинок анизакид, извлеченных из замороженной путассу (Micromesistius poutassou), проверяли на стериль-
ность и безвредность, определяли содержание белка. Для исследования использовали суточные культуры бактерий: микрококки 
Micrococcus sp., палочки Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella tiphimurium и бациллы Bacillus subtilis. При культивиро-
вании микроорганизмов с дисками, пропитанными антигенным экстрактом анизакид, в термостате при +37 °С через 12 часов 
выявлена зона задержки роста у Micrococcus sp., E. coli и P. vulgaris. На рост бактерий палочек S. tiphimurium, бацилл B. subtilis 
экстракт влияния не оказывал. Формирование выраженной зоны стерильности свидетельствует о наличии в составе белкового 
экстракта биологически-активных компонентов, обладающих бактериостатическим действием. Обсуждаются механизмы бакте-
риостатического действия соматического экстракта. Полученные в ходе эксперимента данные подтверждают антагонистические 
отношения белковых продуктов личинок Anisakis simplex L3 и микроорганизмов, согласующихся с литературными данными. 
Выявлена различная степень активности антигенов соматического экстракта из анизакид на культуры микроорганизмов, наи-
большее влияние экстракт оказал на культуры палочек E. coli и микрококков Micrococcus sp. Полученные результаты можно 
использовать для разработки модели бактериальных клеток как тест объектов для оценки антигенной активности соматических, 
экскреторно-секреторных экстрактов и метаболитов различных гельминтов.
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In the article the influence of the somatic extract of Anisakis simplex L3 to the cultures of microorganism cells in vitro is considered. The 

somatic extract from A. simplex L3 disrupts and depresses the process of dividing eukaryotic cells was established earlier. There are very few 
data on the mechanisms of interactions of somatic extracts of helminths and microorganisms. Somatic extract anisakids renders a negative 
effect on microorganisms due to its constituent protein components and metabolites, it is supposed. Somatic extract from anisakids has a 
negative effect on microorganisms due to proteins and metabolites in its composition, it is assumed. The aim of the study was to study the 
effect extract on cell cultures of microorganisms diverse in morphology and resistance to environmental factors. The extract was prepared 
from the larvae of anisakids, the larvae were removed from frozen Micromesistius poutassou, then the extract was checked for sterility and 
harmlessness, the protein content was determined, then the disks were soaked with somatic extract. For the study, daily cultures bacteria 
were used: micrococci Micrococcus sp., of sticks Escherichia coli, Proteus vulgaris, Salmonella tiphimurium, and bacilli Bacillus subtilis. 
Microorganisms were cultured with discs that contained an antigenic extract of anisakids in a thermostat at + 37 °C, after 12 hours, a growth 
retardation zone was detected in Micrococcus sp., E. coli and P. vulgaris. The extract had no effect on the growth of S. tiphimurium, B. subtilis. 
The sterility zone, which is formed temporarily, indicates that the extract contains biological active components acting bacteriostatically on 
microorganisms. The mechanisms of bacteriostatic action of the somatic extract of Anisakis simplex L3 on bacteria were by assumed. The 
obtained results can be used to develop a model of bacterial cells as a test of objects for evaluating the antigenic activity of somatic, excretory-
secretory extracts and metabolites of various helminths.

Положительная рецензия представлена В. И. Плешаковой, доктором ветеринарных наук, 

профессором, заведующим кафедрой Омского государственного аграрного университета.
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В зарубежной литературе имеются сведения о 
бактериостатическом действии нематод на микро-
флору кишечника. Установлено, что бактериостати-
ческими и антимикробными свойствами обладают 
их эксреторно-секреторные и соматические продук-
ты [6, 16–18, 25–27]. 

Также известно, что соматический экстракт 
Anisakis simplex L3 является многокомпонентным 
составом, который содержит различные устойчивые 
белки (антигены) и пептиды [4, 12, 13], вызывающие 
патологические изменения в эукариотических клет-
ках [4]. Сведений относительно бактериостатическо-
го действия соматического экстракта личинок аниза-
кид практически нет. Есть сообщение, что добавле-
ние гомогената Anisakis simplex L3 ограничивает бак-
териальный рост [24]. Использование культур клеток 
бактерий в качестве моделей для изучения влияния 
экстракта на прокариотическую клетку не только до-
ступно, недорого, но и не требует создания специ-
альных дополнительных условий. Антимикробный 
эффект экстракта не изучен, поэтому полученные 
данные, возможно, окажутся полезными в поисках 
способов борьбы с патологическими последствиями 
воздействия гельминтов и микроорганизмов.

Цель и методика исследований.
Целью нашего исследования являлось изучение 

степени активности антигенных компонентов сома-
тического экстракта Anisakis simplex L3 в отношении 
культур грамположительных и грамотрицательных 
микроорганизмов in vitro. 

В задачи исследования входило получение анти-
генного экстракта A. simplex L3, приготовление дис-
ков для определения его активности в отношении ис-
следуемой микрофлоры.

Культуры клеток Micrococcus sp., E. coli, P. vulgaris 
были спонтанно выделены из пищевых продуктов 
в лаборатории ГБУВК «Пермский ВДЦ» г. Пермь, 
S. tiphimurium № 79 приобретен у ГИСК имени 
Л. А. Тарасевича, г. Москва. Бактерии B. subtilis по-
лучены из препарата «Споровит» B. subtilis штамма 
12В. 

Получение антигенного экстракта и его харак-
теристика. Извлеченных из тушек рыбы личинок 
A. simplex 3-й стадии тщательно многократно про-
мывали проточной водой, затем обрабатывали рас-
творами антибиотиков (пенициллин, стрептомицин и 
нистатин), стерильным физиологическим раствором 
и замораживали. После многократного заморажива-
ния и оттаивания личинок гомогенизировали, зали-
вали стерильным забуференным физиологическим 
раствором (рН 7,2) в соотношении 1:3 и экстрагиро-
вали белки при температуре +4 °С в течение 18 ча-
сов. После центрифугирования гомогенной массы из 
гельминтов при 12000 оборотов в минуту получен-
ный соматический экстракт хранили при температу-
ре −18 °С [3]. 

Далее для обнаружения контаминации бактерия-
ми, грибами и микоплазмами пробу экстракта из ли-
чинок анизакид высевали на МПА, МПБ и МППБ. 
Для выявления грибковой контаминации антиген вы-
севали на агар Сабуро. На микоплазменную контами-
нацию пробу экстракта высевали на универсальную 
плотную среду для выделения микоплазм. При обна-
ружении хотя бы одного из контаминантов партию 
экстракта считали нестерильной и в дальнейшей ра-
боте не использовали. 

Для определения концентрации белка в полу-
ченном экстракте использовали биохимический 
полуавтоматический анализатор StatFax 1904+ 
(AWARENESS technology inc) и набор реактивов 
Spinreact, S. A. согласно инструкции, при длине вол-
ны 540 нм. В качестве контроля использовали фос-
фатно-солевой буферный раствор. Содержание белка 
составляло 3,6 г/л.

Приготовление антигенных дисков. Стерильным 
антигеном-экстрактом A. simplex пропитывали ди-
ски из фильтровальной бумаги, которые затем ис-
пользовали путем нанесения на чашки Петри с ми-
кробным газоном из культур Micrococcus sp. E. coli, 
P. vulgaris, S. tiphimurium и B. subtilis. Микробный 
газон готовили из суточных культур микроорганиз-
мов, выращенных на скошенном агаре (МПА), кото-
рые затем смывали (каждый в отдельности) стериль-
ным физиологическим раствором с поверхности 
скошенного МПА. Пробирки закрывали пробкой и 
слегка взбалтывая, получали смывы культуры. При-
готовленные суспензии инкубировали 20–40 минут 
в термостате, при температуре +37 °С. Определение 
количества микроорганизмов оценивали по степени 
мутности суспензии. Десять единиц соответствова-
ло количеству микробных клеток в единице объема 
5 × 108. Для соблюдения бактериального стандарта 
мутности использовали отраслевые стандартные об-
разцы ОСО 42-28-85, разработанные Государствен-
ным институтом стандартизации и контроля имени 
Л. А. Тарасевича.

Перед заполнением расплавленной средой чашки 
Петри устанавливали на строго горизонтальную по-
верхность. После заполнения чашки оставляли при 
комнатной температуре для застывания. Перед ино-
куляцией контролировали отсутствие конденсата 
жидкости на внутренней поверхности крышек. При-
открытые чашки подсушивали при комнатной темпе-
ратуре в течение 10–15 мин. Инокулюмы микроорга-
низмов использовали в течение 15 минут после при-
готовления. Их наносили пипеткой на поверхность 
чашки Петри с питательной средой в объеме 1–2 мл, 
равномерно распределяли по поверхности покачива-
нием, выдерживали 15 минут для адаптации микро-
организмов, после чего избыток инокулюма удаляли. 
Не позднее, чем через 15 минут после инокуляции, 
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на поверхность питательной среды наносили диски 
с антигеном-экстрактом A. simplex. Расстояние от 
диска до края чашки и между дисками оставляли 
30–35 мм. Непосредственно после аппликации дис-
ков чашки Петри помещали в термостат кверху дном 
и инкубировали при температуре +37 °С в течение 12 
и 24 часов. 

После окончания инкубации чашки помещали 
кверху дном на темную матовую поверхность так, 
чтобы свет падал на них под углом в 45° (учет в от-
раженном свете). Диаметр зон задержки роста из-
меряли с точностью до 1 мм штангенциркулем или 
линейкой. При измерении зон задержки роста ори-
ентировались на зону полного подавления видимого 
роста [1].

Результаты исследований.
В процессе культивирования культур микроор-

ганизмов с соматическим экстрактом A. simplex L3 
установили различное проявление его ингибирую-
щей активности. При культивировании Micrococcus 
sp. в течение 12 часов вокруг бумажных дисков фор-
мировались зоны задержки роста диаметром 1,52–
1,64 см (рис. 1).

При культивировании бактерий E. coli с экстрак-
том в течение 12 часов вокруг бумажных дисков об-
разовывались зоны стерильности диаметром 2,12–
2,18 см (рис. 2). 

После культивирования P. vulgaris в течение этого 
же периода времени вокруг бумажных дисков также 
установлены зоны временной задержки роста диаме-
тром 1,58–1,63 см (рис. 3).

Спустя 24 часа культивирования данная зона сте-
рильности во всех случаях исчезала.

Проведенные нами исследования позволили уста-
новить бактериостатическое действие экстракта из 
анизакид в течение 12 часов. Следовательно, в экс-
тракте содержатся активные вещества, вызываю-

щие временный бактериостаз грамотрицательной и 
грамположительной облигатной микрофлоры, пред-
положительно за счет нарушения обмена энергии и 
веществ. В нашем случае нарушения этих процессов 
проявились у Micrococcus sp., E. coli, P. vulgaris. 

Проведенные ранее эксперименты in vivo в отно-
шении эукариотических организмов показали, что в 
активно делящихся клетках красного костного мозга 
и сперматогенного эпителия лабораторных мышей 
после однократного внутрибрюшинного введения 
соматического экстракта из анизакид нарушает-
ся процесс формирования микротрубочек веретена 
деления. Это явление сопровождается появлением 
патологических фигур в виде многополюсных мито-
зов, отставанием и преждевременным расхождением 
отдельных хромосом в метафазе и анафазе, а также 
нарушением структуры самих хромосом, проявляю-
щейся формированием «хромосомных мостов». Та-
кие процессы вызывают образование анэуплоидных 
и патологических клеток, в норме лизирующихся в 

Рис. 1. Зоны задержки роста культуры Micrococcus sp. 
вокруг диска с антигеном экстрактом A. simplex 

Fig. 1. Zones of growth retardation Micrococcus sp. around 
the disk with antigen-extract A. simplex

Рис. 2. Зоны стерильности культуры E. coli вокруг диска с антигеном-
экстрактом A. simplex 

Fig. 2. E. coli sterility zones around the disk with the antigen-extract 
of A. simplex

Рис. 3. Зоны временной задержки роста культуры P. vulgaris 
вокруг диска с антигеном-экстрактом A. simplex

Fig. 3. Zones of temporary growth retardation of P. vulgaris around 
the disk with the antigen-extract of A. simplex
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организме. Однако воздействие экстракта приводи-
ло к появлению патологических форм клеток в пе-
риферической крови и нарушению сперматогенеза, 
в результате чего самцы экспериментальных мышей 
становились бесплодными [4]. По всей видимости, 
аналогичные процессы могут происходить и в про-
кариотических клетках, что негативно отражается на 
скорости их деления. В то же время, при микроско-
пии мазков изменения в морфологии клеток в экспе-
рименте и контроле мы не зафиксировали. 

Нельзя не отметить, ткани и органы гельминтов 
могут содержать собственную бактериальную флору, 
которую они переносят, способную также влиять на 
микроорганизмы [18]. Так, наличие в кишечнике ли-
чинок Anisakis бактерии Photobacterium phosphoreum 
и Shewanella sp., вызывающих порчу рыбы и рыбо-
продуктов, напротив, благоприятно сказывается на 
сроках ее хранения. Ученые объясняют данный факт 
специфическими метаболическими свойствами гель-
минтов, вызывающих снижение рН, что приводит к 
торможению роста и снижению количества гнилост-
ной микрофлоры [24]. Однако в случае воздействия 
соматического экстракта из анизакид подобное дей-
ствие исключается, так как белковый экстракт оста-
вался стерильным, следовательно, за процесс воздей-
ствия на клетки прокариот ответственность лежит 
непосредственно на белковых компонентах самого 
гельминта.

Работами, проведенными ранее зарубежными 
специалистами, было выявлено наличие антибакте-
риальных факторов у нематод. Tarr [25] подтвердил 
наличие антибактериальных факторов у A. suum и 
у множества других видов. Wardlaw et al. [26], Kato 
[16] установили бактерицидную активность жид-
кости из полости тела Ascaris suum, Andersson et al. 
[6] антимикробную активность Ascaris lumbricoides 
против грамположительных микроорганизмов. Eb-
erle R., Brattig N. W. et al. [11] изолировали из экскре-
торно-секреторных продуктов Onchocerca ochengi 36 
антимикробных кандидата, из которых 3 пептида и 
33 пептидные смеси, активных в отношении E. coli. 
Abner et al. [5] проводили опыты in vitro и установи-
ли, что пептиды экскреторно-секреторных продуктов 
Trichuris suis размером менее 10 кДа, активны в отно-
шении Staphylococcus aureus, E. coli, и Campylobacter 
jejuni. Drake et al. [10] выделили из экскреторно-се-
креторных продуктов Trichuris trichiura и T. Muris 
белки 47 и 43 кДа, вызывающие разрушение липид-
ного слоя мембран и формирование пор. 

Известно, что антимикробные пептиды делятся 
на две группы: первые, низкомолекулярные катион-
ные пептиды. Они нарушают структуру и функции 
цитоплазматической мембраны, нарушая проницае-
мость и формируя ионные каналы. Вторые, цекропи-
ны, высокомолекулярные белки, состоящие из 30 и 

более аминокислот, литические ферменты и белки, 
связывающие питательные вещества, и белки, содер-
жащие сайты против микробных макромолекул, при-
водящие к разрушению мембран, лектины, лизоцим 
и другие [18]. Однако Joo H. S., Fu C. I. et al. [15] 
считают, что независимо от размера молекул антими-
кробных пептидов, их механизмы идентичны: проис-
ходит связывание с поверхностью цитоплазматиче-
ской мембраны бактериальной клетки, образование 
пор и уничтожение микроорганизма. Есть сведения, 
что процессу лизиса, вызванного низкомолекулярны-
ми катионными пептидами, обладающими антими-
кробной активностью, подвергаются как микробные, 
так и эукариотические клетки [2]. 

Возможно, в состав белков анизакид входят ком-
поненты, обладающие ингибирующим действием.

Так, в составе экскреторно-секреторных продук-
тов анизакид обнаружены ферменты и антиоксидан-
ты, молекулы ингибиторов протеаз, лектины, белки 
теплового шока, муцины и регуляторы цитокинов 
[17]. Потенциально из этих веществ антимикробным 
действием могут обладать лектины и белки теплово-
го шока.

 Из экскреторно-секреторных белков, соматиче-
ских антигенов личиночных стадий и кутикулярных 
белков A. simplex L3 [7] описаны 103 белка с молеку-
лярной массой от 3 до 200 кДа [12]. Среди них есть 
устойчивые ко многим факторам: Ani s 1 (21,2 кДа), 
Ani s 4 (15,6 кДа), Ani s 5 (16,6 кДа), Ani s 8 (16,1 кДа), 
Ani s 9 (15,5 кДа), Ani s 10 (23,3 кДа), Ani s 11.0101 
(30кДа) [17], которые также можно принять за анти-
микробные пептиды. 

Экстракт A. simplex содержит множество струк-
турных, мышечных, регуляторных, транспортных 
белков, катаболических ферментов, участвующих в 
процессах метаболизма углеводов и аминокислот, а 
также белков, связанных с дезинтоксикацией, и дру-
гих различных биологических функций [12].

Соматический антигенный экстракт не оказывал 
бактериостатического действия на патогенную гра-
мотрицательную микрофлору, представленную S. ti-
phimurium и на облигатную грамположительную B. 
subtilis. Вероятно, этот факт можно объяснить тем, 
что у бактерий существуют механизмы резистент-
ности к антимикробным пептидам, которые осно-
ваны на изменении физико-химических свойств по-
верхностных молекул цитоплазматических мембран 
[15], что можно рассматривать и в отношении пеп-
тидов анизакид. Вообще описано несколько страте-
гий устойчивости бактерий. Первая, внеклеточная 
диссоциация: бактерии при взаимодействии с анти-
микробными пептидами секретируют белки-про-
теазы, которые обладают в отношении их протео-
литической активностью. Так, грамположительные 
бактерии выделяют металлапротеазы, сериновые 
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эндопептидазы и цистеиновые протеазы [21], а гра-
мотрицательные, такие как E. coli, S. tiphimurium — 
аспартат протеазу, Proteus mirabitis — металлопро-
теазу [8]. Также возможна и внутриклеточная про-
теолитическая диссоциация, разрушение грамотри-
цательными бактериями антимикробных пептидов, 
попавших в клетку с транспортными белками [23]. 
Третья, грамотрицательные и грамположительные 
бактерии содержат поверхностные капсульные бел-
ки, связывающие антимикробные пептиды. У грам-
положительных бактерий и бацилл есть тейхоевые 
кислоты, увеличивающие плотность клеточной 
стенки, электрическую стабильность, тем самым 
отталкивают и снижают поверхностную проницае-
мость. Подобно грамположительным бактериям, у 
грамотрицательных S. tiphimurium, E. coli есть липо-
полисахарид, уменьшающий отрицательный заряд 
клеточной стенки и снижающий ее проницаемость. 
У грамотрицательных бактерий также самая длинная 
полисахаридная цепь, О-антиген, обеспечивающий 
дополнительный барьер к антимикробным пепти-
дам [22]. При взаимодействии антимикробных пеп-
тидов с цитоплазматической мембраной бактерий 
срабатывают механизмы для снижения притяжения. 
Так, для бацилл и грамположительных характер-
но наличие интегральных белков, обеспечивающих 
электростатическое отталкивание [19]. Но даже 
в случае присоединения антимикробных пептидов 
к цитоплазматической мембране бактерий, они мо-
гут их удалить, используя специальные комплексы 
сопротивления — насосы, также существующие у 
многих грамотрицательных микроорганизмов [9] и 
бацилл. По последним данным у грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий, в том числе и у 
 S. tiphimurium, идентифицирована система, регули-
рующая экспрессию генов, участвующих в регуля-
ции устойчивости к антимикробным пептидам [15]. 
Несмотря на то, что из литературных данных извест-
но, что защитные механизмы устойчивости к анти-
микробным пептидам присутствуют у многих ми-
кробов, они сработали не у всех исследуемых пред-

ставителей в отношении пептидов анизакид. Подоб-
ный эффект устойчивости мы ожидали от P. vulgaris, 
так как известно, что он также обладает сильными 
протеолитическими свойствами [8, 21]. Midha A., 
Schlosser J. et al. [18] установили, что к соматическим 
продуктам A. suum, к антибактериальным компонен-
там более чувствительна грамположительная микро-
флора S. aureus и B. subtilis, менее чувствительна 
или не чувствительна грамотрицательная E. coli и 
P. vulgaris.

Бактериостатическое действие гельминтов потен-
циально возможно использовать для лечения неко-
торых инфекционных заболеваний [14, 18, 20]. Эти 
данные основываются на том, что гельминты имеют 
природные механизмы устойчивости к бактериаль-
ным популяциям. Данные механизмы необходимо 
исследовать в связи с растущей антибиотикоустой-
чивостью и фармакологической устойчивостью па-
тогенов. По последним данным известно, что экс-
реторно-секреторные белки анизакид возможно ис-
пользовать для лечения иммунных и, в перспективе, 
аллергических заболеваний [17]. Поэтому необхо-
димо не только изучение влияния бактерий на про-
дукты нематод, но и наоборот, что в последующем 
может стать целью разработки антибактериальных и 
антигельминтных средств [18].

Выводы.
Полученные в ходе нашего эксперимента дан-

ные подтверждают антагонистические отношения 
белковых продуктов личинок Anisakis simplex L3 и 
микроорганизмов, согласующихся с литературными 
данными. В результате исследования выявлена раз-
личная степень активности антигенов соматического 
экстракта из анизакид на культуры микроорганиз-
мов, наибольшее влияние экстракт оказал на культу-
ры палочек E. coli и микрококков Micrococcus sp. 

Полученные результаты можно использовать для 
разработки модели бактериальных клеток как тест 
объектов для оценки антигенной активности сомати-
ческих, экскреторно-секреторных экстрактов и мета-
болитов различных гельминтов.
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