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Мастит — распространенное инфекционное заболевание молочного скота, наносящее 
существенный экономический ущерб животноводству и влияющее на качество молочной продук-
ции. Основной возбудитель мастита крупного рогатого скота (КРС) — золотистый стафилококк 
(Staphylococcus aureus). Заражение молочной железы S. aureus остается серьезной проблемой для 
всех стран мира. Болезнетворные свойства S. aureus и устойчивость в организме хозяина опреде-
ляются набором токсинов. Микроорганизм продуцирует патогенные факторы, которые оказывают 
значительно влияние на течение заболевания. В настоящее время не существует эффективного 
способа борьбы с маститом, поэтому исследования иммунного статуса коров по отношению к 
энтеротоксинам стафилококка актуальны. Цель нашей работы заключалась в выявлении и опре-
делении титров антител, специфичных к наиболее распространенным энтеротоксинам стафило-
кокков A, B, C, D, E, G, H, I и TSST, в сыворотке крови и молозиве коров (Bos taurus taurus). 
Объектом исследований были животные голштинизированной черно-пестрой породы второй лак-
тации (n = 47, 2016 год), которые находились на беспривязном содержании в хозяйстве Калуж-
ской области и 2 раза в год подвергались иммунизации вакциной Mastivak («Laboratorios Ovejero 
S.A.», Испания). Кровь отбирали из хвостовой вены (с последующим центрифугированием для 
осаждения форменных элементов), молозиво и молоко — непосредственно после доения из всех 
долей вымени в стерильные флаконы с соблюдением правил асептики. Наличие и титр Ig к энте-
ротоксинам A, B, C, D, E, G, H, I и TSST стафилококков оценивали методом непрямого имму-
ноферментного анализа. В 53,19 % образцов сывороток детектировались антитела класса G 
(IgG), специфичные к SEH. Антитела к TSST обнаружены в 4,26 % образцов, при этом их титр 
был самым низким по сравнению с антителами к другим энтеротоксинам. Антитела к SEB, SED, 
SEE, SEG, SEI и TSST вывили соответственно у 10,64; 23,47; 31,91; 29,78; 34,04 и 4,26 % 
животных. Анализ секретов молочной железы показал наличия в молозиве IgA к SEH, SEG и 
SEI. IgA к SEA, SEB, SEC, SED, SEE, TSST обнаружены не были. В молоке антитела к энте-
ротоксинам не выявляли. Таким образом, в сыворотке крови и молозиве клинически здоровых 
коров голштинизированной черно-пестрой породы установлено наличие антител к стафилококко-
вым энтеротоксинам SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI и TSST, то есть животные 
могли иметь контакт со стафилококками, продуцирующими такие типы токсинов. 

 

Ключевые слова: Staphylococcus aureus, мастит коров, кровь, молозиво, энтеротоксины, 
антитела против энтеротоксинов. 

 

Мастит коров — основная причина экономических потерь в произ-
водстве молока во всем мире (1). Заболевание может быть вызвано 137 
различными микроорганизмами (2), при этом наиболее часто с ним свя-
зывают Staphylococcus aureus, который выявляется как при субклинических, 
так и хронических инфекциях (3-5). Эффективность лечения мастита, вы-
зываемого стафилококками, с помощью антибиотиков низкая (6) из-за ан-
тибиотикорезистентности штаммов, способности S. aureus образовывать 
биопленки, а также выживать в эпителиальных клетках и макрофагах (7). 
Иммунные факторы молозива, молока и крови играют важную роль в есте-
ственном иммунитете и защите от мастита (8), однако S. aureus выделяет 
факторы вирулентности, способные подавлять иммунную систему организ-
ма хозяина, — энтеротоксины (SE) и токсин синдрома токсического шока 
(TSST-1) (9, 10), порообразующие токсины (11), фенолрастворимые моду-
лины (12). Наиболее важная роль в подавлении иммунной системы хозяина 
и развитии мастита принадлежит энтеротоксинам. Способностью микроор-
ганизмов продуцировать факторы, регулирующие иммунитет животных, 
обусловлен интерес к иммунологическим средствам предупреждения забо-
левания (13). Разработаны вакцины против мастита (14, 15), но вакцина-
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ция не обеспечивает 100 % защиты. В этой связи важны сведения о состоя-
нии иммунитета и наличии антител к патогенам, снимающих его напря-
женность. Антитела класса G могут переноситься из крови в другие биоло-
гические жидкости и ткани (16), тогда как продукция IgA носит локальный 
характер и отражает состояние воспалительных процессов в месте секреции 
(17). Антитела способны предотвращать размножение микробов и нейтрали-
зовать токсины (18), а при переносе с молозивом и молоком от матери к 
новорожденному служат факторами пассивной вакцинации.  

Комплексная оценка иммунного статуса животных в России в свя-
зи с инфицированностью S. aureus не проводилась. Мы впервые показали 
наличие в биологических жидкостях у коров голштинизированной черно-
пестрой породы антител сразу к нескольким токсинам этого патогена.  

Нашей целью было выявление и определение титров антител, спе-
цифичных к наиболее распространенным энтеротоксинам стафилококков 
A, B, C, D, E, G, H, I и TSST, в сыворотке крови и молозиве коров.  

Методика. Исследовали пробы сыворотки крови, молозива и моло-
ка от коров (Bos taurus taurus) голштинизированной черно-пестрой поро-
ды второй лактации (n = 47, 2016 год). Животные находились на беспри-
вязном содержании в хозяйстве Калужской области и 2 раза в год подвер-
гались иммунизации вакциной Mastivak («Laboratorios Ovejero S.A.», Ис-
пания). В состав вакцины входили Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, 
S. uberis, S. pyogenes, Staphylococcus aureus, Arcanobacterium pyogenes, Esch-
erichia coli (штаммы Bov-10, Bov-14, Bov-15, Bov-21, J5). Энтеротоксины 
стафилококков были получены, как описано ранее (19), стафилококковый 
энтеротоксин H (SEH) — в ФГБУ ФНИЦ эпидемиологии и микробиоло-
гии им. почетного академика Н.Ф. Гамалеи (г. Москва). 

Кровь отбирали из хвостовой вены в вакуумные пробирки с Clot 
Activator и центрифугировали для осаждения форменных элементов, моло-
зиво и молоко — непосредственно после доения со всех долей вымени в 
стерильные флаконы с соблюдением правил асептики. Образцы для ана-
лиза доставляли в термоконтейнерах при +4 С в течение 2 ч либо в замо-
роженном состоянии.  

Наличие и титр IgG к энтеротоксинам A, B, C, D, E, G, H, I и TSST 
стафилококков в сыворотке крови определяли методом непрямого иммуно-
ферментного анализа. Использовали 96-луночные планшеты («Corning», 
США). На иммунопланшеты сорбировали индивидуальные энтеротоксины 
в концентрации 2 мкг/мл, растворенные в карбонатном буфере (0,1 М 
NaHCO3, 0,1 М Na2CO3, pH 9,0) по 50 мкл на лунку. Свободные сайты 
лунок иммунопланшета блокировали 2 % раствором бычьего сывороточно-
го альбумина. Сыворотку крови титровали от разведения 1:100 с дальней-
шим двукратным разведением в фосфатно-солевым буфером PBST (30 мМ 
KCl, 1 мМ KH2PO4, 1,38 M NaCl, 160 мМ Na2HPO4, pH 7,5 с добавлением 
0,1 % Tween 20). Положительным контролем служили моноклональные 
антитела мыши к энтеротоксинам (20). Для идентификации сигнала ис-
пользовали конъюгат антител кролика, специфичных к IgG коров, с пе-
роксидазой хрена («Sigma», USA). Инкубацию на каждой стадии ИФА 
проводилю в течение 1 ч при 37 С. После каждой инкубации, лунки про-
мывали раствором PBST. Реакцию проявляли с помощью ортофениленди-
амина (0,4 мг/мл) в цитрат-фосфатном буфере (1,1 мМ Na2HPO4, 0,51 % 
лимонная кислота, pH 5 с добавлением 0,03 % H2O2). Реакцию пероксида-
зы с субстратом останавливали добавлением равного объема 10 % серной 
кислоты. Оптическую плотность определяли на планшетном фотометре 
при  = 490 нм («Bio-Rad», США). 



 

1275 

Определение наличия и титра IgА к энтероткосинам в молозиве и 
молоке осуществляли как описано выше для сывороток крови. IgA к ток-
синам детектировали с использованием антител козы, специфичных к IgА 
коров и конъюгированных с пероксидазой хрена («Abcam», США). За титр 
антител принимали максимальное разведение сыворотки (молозива), при 
котором ОD490 превышало фоновое значение сигнала в 2 раза. 

Измерения проводились в 3 повторностях. При статистической обра-
ботке рассчитывали средние (M) и стандартные ошибки средних (±SEM). 

Результаты. Энтеротоксин SEH был выявлен в сыворотке крови у 
53,19 % исследованных коров. Необходимо отметить его важное значение 
в патогенезе мастита и способность вызывать апоптоз эпителиальных кле-
ток молочной железы у коров (21). SEH-продуцирующие штаммы стафи-
лококков составляют треть от выделенных у больных маститом овец (22). 
На территории РФ у больных маститом животных не обнаруживалось ста-
филококков — носителей гена seh, однако присутствие специфических 
антител говорит о том, что животные могли иметь контакт со стафилокок-
ками, продуцирующими SEH. Высокое содержание в сыворотке крови ан-
тител против SEA было выявлено у 42,55 %, SEC — у 36,17 % коров, что 
согласуется с результатами других исследований (23). Антитела к SEB, 
SED, SEE, SEG, SEI и TSST были обнаружены соответственно у 10,64; 
23,47; 31,91; 29,78; 34,04 и 4,26 % животных. 

Самое низкое содержание антител в сыворотке крови наблюдалось 
к TSST (рис.), что может быть связано с тем, что он редко встречается и 
играет незначительную роль в развитии мастита у коров (24). В молозиве 
коров, как и в сыворотке крови, присутствовали антитела с высоким тит-
ром к SEH, а также к SEG и SEI (см. рис). IgA к энтеротоксинам SEG 
встречались у 48,93, SEH — у 53,19, SEI — у 42,56 % животных. IgA к 
SEA, SEB, SEC, SED, SEE, TSST обнаружены не были.  

 

 

Типичные кривые титрования cыворотки крови (А, образец ¹ 7) и молозива  (Б, образец 
¹ 10) на наличие энтеротоксина H (1), энтеротоксина A (2) и энтеротоксина TSST (3) у коров 
голштинизированной черно-пестрой породы (каждое измерение выполнено в 3 биохимических 
повторностях; Калужская обл., 2016 год). 

 

Гены, кодирующие энтеротоксины SEG и SEI, находятся в геноме 
стафилококков и имеют низкую степень экспрессии по сравнению с гена-
ми токсинов-суперантигенов (25), локализованными в фагах или плазми-
дах (25). Сообщалось, что совместное присутствие seg и sei наблюдается в 
изолятах S. aureus, выделенных из молока больных животных (21). Нали-
чие IgA к энтеротоксинам в молозиве может играть существенную профи-
лактическую роль в случае инфицирования животных стафилококками —  
продуцентами таких энтеротоксинов (25). 

В сыворотках крови и молозиве коров титр антител к SEH нахо-
дился в пределах 1:800-1:3200, для SEG и SEI — в пределах 1:800-1:1600. 
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Самый низкий титр антител был выявлен для TSST и SEB (соответственно 
1:400 и 1:800).  

В процессе исследования проб молока не удалось получить досто-
верных результатов по наличию в образцах антител к энтеротоксинам. 

Таким образом, мы установили наличие в сыворотке крови и моло-
зиве у клинически здоровых коров голштинизированной черно-пестрой 
породы антител к широкому спектру стафилококковых энтеротоксинов 
SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI и TSST, что свидетельствует о 
том, что животные могли иметь контакт со стафилококками, продуциру-
ющими такие типы токсинов. Отсутствие антител в молоке, может гово-
рить об их низкой концентрации в образцах. 
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A b s t r a c t  
 

Mastitis is a widespread infectious disease of the milk cattle causing essential economic 
damage to livestock production and influencing quality of dairy products all over the world. The 
main pathogen of cattle mastitis is Staphylococcus aureus. S. aureus pathogenicity and steady persis-
tence in the body are due to a set of toxins. The microorganism produces a number of pathogenic 
factors with an impact on character of the disease. At the moment there is no effective ways to fight 
against mastitis therefore research of the immune status of cows as per staphylococcus enterotoxins is 
under consideration. The aim of this study was identification and quantitation of Ig specific to the 
most widespread staphylococcus enterotoxins (A, B, C, D, E, G, H, I and TSST) in blood and in 
colostrum of Holstein black and motley cows of 2nd lactation (n = 47, Kaluga region, 2016). Animals 
were on loose housing keeping and two times a year exposed to immunization by vaccine MASTI-
VAK (Laboratorios Ovejero S.A., Spain). Anti-enterotoxin immunoglobulins were estimated using 
indirect enzyme immunoassay. In 53.19 % of blood samples IgG specific to SEH were detected. 
Antibodies to TSST were found in 4.26 % of samples, at the same time their amount was the lowest 
in comparison to the antibodies to other enterotoxins found. The analysis of colostrum and milk 
showed IgA to SEH, SEG and SEI in colostrum. In milk we did not revealed antibodies to entero-
toxins. Thus, the antibodies to a wide range of staphylococcal enterotoxins (SEA, SEB, SEC, SED, 
SEE, SEG, SEH, SEI and TSST) we have found in blood and colostrum of clinically healthy cows 
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could be indicative of animals’ contacts with the staphylococci producing these types of toxins. 
 

Keywords: Staphylococcus aureus, mastitis in cows, blood, colostrum, enterotoxins, anti-
bodies against enterotoxins. 
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