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стрептококки и стафилококки. Это дает по-
вод считать такой мастит смешанной этио-
логии. Вероятно, подобный диагноз необхо-
димо ставить очень осторожно, только при 
наличии в 1 см3 секрета более 500 плазмо-
коагулирующих стафилококков. 

Процесс экологизации ветеринарной 
гигиены молока как науки, требует фор-
мирования нового стиля мышления науч-
ного работника, ориентированного на ши-
рокое пользование законов экологии. Раз-
рабатываемые им средства лечения и про-
филактики мастита коров должны всемер-
но способствовать нормальному функцио-
нированию вымени как высокоорганизо-
ванной экосистемы, органически связан-
ной с другими органами макроорганизма 
законами гомеостаза.

Выводы 
Вымя коров как экосистема имеет свой 

нормомикробиоценоз, основную часть ко-
торого составляют стафилококки, облада-
ющие некоторыми свойствами, традицион-
но считающимися показателями патоген-

ности. Вероятно, эти показатели необходи-
мы для защиты экосистемы от посторон-
ней микрофлоры.

S. aureus var. bovis, проникая в вымя, не 
формирует свою популяцию, присутствие 
его в экосистеме периодическое.

Количество микроорганизмов в 1 см3 
цистернального молока здоровых коров 
колеблется от 500 до 6000, иногда достигает 
10000. Количество микроорганизмов в 1 см3 
соскового молока здоровых коров варьиру-
ет от 6000 до 20 000. В нем в 8-10 раз больше 
бацилл, нежели в цистернальном молоке.

Грамнегативная микрофлора, в том чис-
ле бактерии группы кишечных палочек и 
псевдомонад, встречается в сосковом моло-
ке в незначительном количестве сразу после 
механического доения, но до следующего до-
ения экосистема освобождается от них.

Противомаститные мероприятия долж-
ны быть направлены не на уничтожение 
нормальной микрофлоры вымени как эко-
системы, а на всестороннее способствова-
ние ее жизнедеятельности.

SUMMARY
Udder of healthy cows as ecosystem contains resident microflora. S. aureus constantly penetrate into udder 
from environment, but it don’t make up own population. Gram-negative microflora in small quantity 
penetrate into udder aborning machine milking, but a few hours later udder free oneself from Gram-negative 
microflora. Antimastitis arrangements must to not break functioing of the cow’s udder microbiocoenosis.
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Введение
Сложившаяся в производстве моло-

ка ситуация способствует снижению са-

нитарного качества молочной продук-
ции и обусловливает рост алиментарно-
зависимых заболеваний и общее ухудше-
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ние показателей здоровья населения. Во-
просы гигиены производства молока и 
контроля его качества становятся прио-
ритетными. К высококачественным мо-
жет быть отнесен лишь тот молочный 
продукт, который соответствует предъяв-
ляемым к нему требованиям не только по 
пищевой ценности и органолептическим 
показателям, но, прежде всего, по безо-
пасности потребления [1].

Особенностью интоксикаций стафи-
лококковой природы является то, что они 
развиваются в результате воздействия 
на организм энтеротоксинов, а не живых 
микробных клеток. Термическая обработ-
ка продуктов убивает стафилококки, но 
не разрушает токсины, и отравление на-
ступает даже после длительной термиче-
ской обработки. Это обстоятельство за-
трудняет выявление причин вспышек ми-
кробиологическими методами, заставляя 
прибегать к методам обнаружения энте-
ротоксинов [2, 6, 8, 10].

Большое негативное влияние на раз-
витие животноводства и повышение его 
продуктивности оказывают заболевания 
животных, среди которых наибольшее 
значение имеет мастит коров. Выделе-
ние значительного процента энтероток-
сигенных стафилококков из проб мастит-
ного молока указывает на то, что вымя 
больных коров может являться резерву-
аром энтеротоксигенных культур, кото-
рые инфицируют новорожденных телят 
при скармливании им молока и молози-
ва, а также вызывают пищевые отравле-
ния людей при употреблении ими молока 
и молочных продуктов [4, 7, 9].

Изучение энтеротоксигенности ста-
филококков представляет существенные 
трудности, обусловленные отсутствием 
стандартных коммерческих антиэнтеро-
токсичных сывороток (антиэнтеротокси-
нов). В развитых странах определение эн-
теротоксигенности изолированных куль-
тур стафилококков обязательно исполь-
зуется для их идентификации, а промыш-
ленность выпускает необходимые имму-
нологические и другие диагностические 
препараты. Это дает возможность опре-
делять энтеротоксигенность стафилокок-
ков в различных режимах (экспрессном, 
на этапах исследования материала, без 
выделения чистых культур и т.д.) [3, 5, 11, 
12].

Иммуноферментный анализ — один 
наиболее перспективных исследования 
биологических активных веществ. По 
чувствительности он не уступает радио-

иммунологическому. Методы иммунофер-
ментного анализа постоянно совершен-
ствуются фирмами-производителями: по-
вышается чувствительность и специфич-
ность тест-систем, подбираются наиболее 
удобные условия для работы, сокращает-
ся число этапов проведения исследований, 
что способствует уменьшению возмож-
ности совершения ошибок. Однако коли-
чество подобных диагностикумов недо-
статочно, выпускаются они, в основном, 
за рубежом [3, 6, 11].

Для эффективной оценки роли стафи-
лококков в возникновении пищевых от-
равлений самого факта выделения куль-
туры стафилококков, даже коагулазопо-
зитивных, недостаточно, тем более, что 
в пищевых продуктах, содержащих пато-
генные дозы энтеротоксина, жизнеспо-
собные микробные клетки могут и не вы-
являться. Поэтому в процессе биологиче-
ской диагностики стафилококковых пи-
щевых отравлений необходимо пресле-
довать двойную цель: найти энтеротокси-
генные стафилококки и выявить энтеро-
токсин. Оба патогена надо искать на всех 
этапах эпидемической цепи и тогда опре-
деление стафилококков позволит кон-
кретно выяснить источник и механизм 
развития эпидемического процесса, а на-
хождение энтеротоксина в продукте и в 
материале от потерпевших окончатель-
но подтвердит диагноз пищевой стафило-
кокковой интоксикации.

Материалы и методы исследований
Образцы сборного молока и моло-

ка от здоровых и больных субклиниче-
ским и клиническим маститом коров от-
бирались в хозяйствах и частных под-
ворьях Московской области. Выделе-
ние золотистых стафилококков и опре-
деление их ДНК-азной и плазмокоагу-
лирующей способности проводили в со-
ответствии с ГОСТ 30347-97 «Молоко 
и молочные продукты. Метод опреде-
ления Staphylococcus aureus» и соглас-
но «Методическим указаниям по бак-
териологическому исследованию моло-
ка и секрета вымени коров» (1983). Для 
первоначального определения нали-
чия энтеротоксинов у выделенных ста-
филококков использовали тест-систему 
RIDASCREEN®SET (R-Biopharm AG, 
D-Darmstadt) с чувствительностью 0,2 
нг/мл. В качестве продуцента исполь-
зовали наиболее токсигенный полевой 
штамм Staph. aureus, вырабатывающий 
энтеротоксин типа С. Выращивание ток-
сигенной культуры стафилококка про-
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водили на плотной питательной среде на 
целлофане (Major, 1978). Антиэнтероток-
сические сыворотки получали путем им-
мунизации кроликов породы шиншилла 
весом 2,5-3 кг по 3-м схемам. Количество 
токсигенного белка и содержание имму-
ноглобулинов определяли спектрофото-
метрически при 595 нм с помощью кра-
сителя кумасси бриллиантового сине-
го G-250 по методу Sendmack Grossberg, 
1977. Титр антисывороток определяли в 
реакции преципитации в агаровом ге-
ле по Ouchterlony, 1958. Очистку и кон-
центрацию иммуноглобулинов проводи-
ли путем высаливания сульфатом аммо-
ния и диализа в дистиллированной воде. 
Для получения конъюгатов IgG с перок-
сидазой из хрена использовали метод пе-
рйодатного окисления (Nakane P.K. and 
Kawaoi A., 1974). Была использована пе-
роксидаза хрена тип IV, RZ-3,0 («Sigma», 
США). Для определения оптимальной 
концентрации антител и оптимального 
разведения конъюгатов применяли ме-
тод «шахматного титрования» с приме-
нением полистироловых планшет. По-
становку реакции осуществляли методом 
ИФА в «сэндвич»-варианте, оптималь-
ные условия постановки которого опре-
деляли экспериментально.

Результаты исследований
Для выяснения уровня обсеменения 

молока золотистыми стафилококками на 
фермах и частных подворьях Московской, 
Вологодской и Смоленской областей бы-
ли проведены микробиологические ис-
следования 442 проб сборного молока и 
секрета вымени от лактирующих коров с 
различным состоянием вымени.

Как видно из представленных в рис.1 
данных, из молока и секрета вымени здо-
ровых и больных маститом коров бы-
ло выделено 168 штаммов (38%) золоти-
стого стафилококка, которые проявляли 
ДНК-азную активность и коагулировали 
кроличью плазму, из них 8 (8,7%) штам-
мов из молока клинически здоровых ко-
ров, 128 (59,3%) штаммов — из молока ко-
ров, больных субклиническим маститом, в 
2 раза меньше (21 /28,8%) штаммов из се-
крета вымени коров с клинической фор-
мой мастита и 11 штаммов (18,0%) - из 
сборного молока, что в 3,2 раза ниже, чем 
из молока коров с субклнической формой 
воспаления. 

При определении энтеротоксигенных 
золотистых стафилококков было обна-
ружено, что в сборном молоке их выявля-
лось 36,4%, тогда как в молоке здоровых 
коров и в секрете вымени больных клини-
ческим маститом — 25,0 и 33,3% соответ-
ственно. Наибольшее количество Staph. 
аureus, вырабатывающих энтеротоксины, 
выявлялось в молоке коров с субклиниче-
ской формой мастита (42,2%), что корре-
лирует со значительным процентом обна-
ружения золотистых стафилококков при 
этой форме заболевания (рис 2).

Нами были проведены исследования 
по определению типов энтеротоксинов, 
выявленных из культур золотистого ста-
филококка. Чаще всего выявлялись энте-
ротоксины типа С (53,8% от числа энте-
ротоксигенных стафилококков), причем 
количество распределялось приблизи-
тельно в равной пропорции между штам-
мами Staph. aureus, выделенными из сбор-
ного молока и секрета вымени коров с 

Рис. 1. Количество золотистых стафилококков из сборного молока и от лактирующих коров с раз-
ным состоянием молочной железы
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различным состоянием молочной желе-
зы; по 13,4% - типы D (были обнаруже-
ны только у клинически больных коров) 
и СD (чаще у здоровых коров — 50% от 
числа всех выделенных штаммов, выраба-
тывающих энтеротоксин тип СD). Что ка-
сается других типов энтеротоксинов, вы-
явленных среди энтеротоксигенных ста-
филококков, то обнаруживались следую-
щие: A, B, AB, BC, ABC, ACD и CDE - в ко-
личестве от 1,5 до 4,5%.

Для конструирования тест-системы 
было решено использовать наиболее ток-
сигенный штамм Staph. aureus, вырабаты-
вающий максимальное количество энте-
ротоксина типа С. С этой целью фильтрат 
бульонной культуры, содержащий энте-

ротоксин типа С, центрифугировали при 
4000 об/мин в течение 15 мин и надосадоч-
ную жидкость насыщали сухим сульфа-
том аммония до 75%, диализовали, и по-
сле повторного центрифугирования ис-
пользовали для иммунизации кроликов.

 Иммунизацию кроликов энтеротокси-
ном типа С с целью получения гиперим-
мунных сывороток проводили в смеси с 
адьювантом Фрейнда по 3-м схемам в на-
растающих дозах от 10 до 100 мкг/мл. Титр 
полученных антисывороток в РДП соста-
вил 1:32.

Иммуноглобулины выделяли как ука-
зано выше, значительного осаждения им-
муноглобулинов удалось добиться при ко-
нечном насыщении раствора сульфатом 

Рис. 2. Обнаружение энтеротоксигенных стафилококков среди золотистых, выделенных из сборно-
го молока и от лактирующих коров с разным состоянием молочной железы

Рис. 3. Типы стафилококковых энтеротоксинов, вырабатываемые энтеротоксигенными Staph.
aureus, выделенными из сборного молока и секрета вымени лактирующих коров 
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аммония до 45%.
Был получен коньюгат пероксидаза-

антиэнтеротоксические иммуноглобули-
ны и определены оптимальные параме-
тры постановки реакции: рН, время сен-
сибилизации и температуру, при которой 
идет более эффективная сенсибилизация 
в планшетах. При изучении влияния рН 
среды сенсибилизирующей буферной си-
стемы в пределах (6,5-10,5) на чувстви-
тельность тест-системы было выяснено, 
что оптимальной является концентрация 
буфера 9,5. При определении оптималь-
ной температуры и времени сенсибилиза-
ции не было выявлено значительных раз-
личий между режимами 40С -24 ч и 200С- 
16 ч, в то время как при 370С-1 ч адсорбци-
онная способность имммуноглобулинов 
была несколько ниже.

Определение концентрации антител, 
энтеротоксина и коньюгатов для создания 
тест-системы проводили методом «шах-
матного» титрования с применением по-
листироловых планшет. В экспериментах 
испытывали различные количества анти-
тел в интервале 1-20 мкг/мл, энтеротокси-
на (1-125 нг/мл) и разведений коньюгатов: 

1:200, 1:400, 1:600, 1:800. Оптимальными 
оказались следующие величины: концен-
трация иммуноглобулинов 10 мкг/мл, раз-
ведение коньюгата 1:600. Установив кон-
центрации реагентов для проведения им-
муноферментного анализа, мы использо-
вали этот метод для конструирования им-
муноферментного диагностикума.

Заключение
На основании проведенных исследо-

ваний установлено, что наибольший про-
цент энтеротоксигенных штаммов золо-
тистого стафилококка выделяется из се-
крета вымени коров, больных клиниче-
ским и субклиническим маститом, чаще 
в молоке выявляется энтеротоксин Staph. 
aureus типа С, D и CD.

Использование антиэнтеротоксиче-
ских сывороток с титром 1:32, получен-
ных после иммунизации кроликов энтеро-
токсином типа С, выделенным из культу-
рального фильтрата наиболее токсиген-
ного полевого штамма золотистого ста-
филококка, позволило сконструировать 
иммуноферментную тест-систему для об-
наружения энтеротосина типа С в культу-
рах Staph. aureus.

РЕЗЮМЕ
Были проведены исследования по выявлению энтеротоксигенных штаммов золотистого стафило-
кокка в сборном молоке и молоке коров с различным состоянием молочной железы, определены ти-
пы энтеротоксинов и частота их обнаружения. Из культурального фильтрата наиболее токсигенно-
го штамма Staph. aureus, вырабатывающего энтеротоксин типа С, получен энтеротоксин для имму-
низации кроликов. Из антитоксических сывороток выделены и очищены иммуноглобулины, кото-
рые использовались для конструирования иммуноферментного диагностикума.

SUMMARY
The investigations were conducted to detect enterotoxigenic cultures of Staph.aureus in bulk milk and milk 
from the cows with the various state of milk udder. In addition, the types of enterotoxins were detected as 
well as a rate of their isolation. Enterotoxin for rabbit’s immunization was extracted from most toxigenic 
culture of Staph.aureus which produced enterotoxin C. For immunoenzyme diagnosticum’s construction we 
used pure immunoglobulins which was extracted from antitoxic sera.
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