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Стафилококковые интоксикации занимают одно из 
ведущих мест в этиологии пищевых отравлений во 
многих странах мира и представляют серьезную 
проблему для здоровья во всем мире. За последние 
20-30 лет отмечается повсеместный рост 
стафилококковых заболеваний. Это связано с 
увеличением количества штаммов возбудителя, 
резистентных к антимикробным препаратам, 
нарастанием числа носителей патогенных 
стафилококков, нарушением технологических 
режимов получения сырья, его переработки и 
другими причинами. Причиной пищевых 
отравлений человека часто являются 
энтеротоксины, продуцируемые 
энтеротоксигенными стафилококками, которые 
вызывают патологические эффекты у человека, 
включая диарею, рвоту и шок. Так, до 50% 
выделяемых St. aureus, из пищевых продуктов и от 
пострадавших при пищевых интоксикациях 
способны вырабатывать энтеротоксины.       
Стафилококки, обладающие энтеротоксигенными 
свойствами, чаще (34,4%) обнаруживаются в 
молоке коров, больных маститом, и значительно 
реже (13,6%) в молоке здоровых коров. В настоящее 
время существует ряд методов по обнаружению 
энтеротоксинов золотистых стафилококков: реакция 
иммунодиффузии (РИД), реакция непрямой 
гемагглютинации (РНГА), латексагглютинации 
(ЛАГ), радиоиммунологический и 
иммуноферментный анализы (РИФ и ИФА), 
позволяющие обнаруживать энтеротоксигенных 
стафилококков и их энтеротоксины в объектах 
внешней среды. Широкого применения эти методы 
не получили в связи с отсутствием реактивов, 
оборудования, применения радиоактивных 
изотопов (РИА и ИФА) или низкой 
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Staphylococcal intoxication occupies one of the 
leading places in the etiology of food poisoning in 
many countries of the world and is a serious health 
problem worldwide. Over the past 20-30 years, there 
has been a widespread increase in staphylococcal 
diseases. This is due to an increase in the number of 
pathogen strains resistant to antimicrobial drugs, an 
increase in the number of carriers of pathogenic 
staphylococci, violation of technological regimes for 
obtaining raw materials, processing them, and other 
reasons. Human food poisoning is often caused by 
enterotoxins produced by enterotoxigenic 
staphylococci, which cause pathological effects in 
humans, including diarrhea, vomiting, and shock. 
Thus, up to 50% of St. aureus secreted from food 
products and from victims of food intoxication can 
produce enterotoxins.  Staphylococci with 
enterotoxigenic properties are more often (34.4%) 
found in the milk of cows with mastitis, and much less 
often (13.6%) in the milk of healthy cows. Currently, 
there are a number of methods for detecting 
enterotoxins of Staphylococcus aureus: 
immunodiffusion reaction (REID), indirect 
hemagglutination reaction (rnga), latexagglutination 
(LAG), radioimmunological and enzyme 
immunoassays (RIF and ELISA), which allow 
detecting enterotoxigenic staphylococci and their 
enterotoxins in environmental objects. These methods 
were not widely used due to the lack of reagents, 
equipment, the use of radioactive isotopes (RIA and 
ELISA) or the low sensitivity of the method (REED, 
rnga, LAG). This raises the question of the need to 
develop relatively simple and highly sensitive 
methods for detecting enterotoxigenic staphylococci 
and their products 
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чувствительности метода (РИД, РНГА, ЛАГ). В 
связи с этим встает вопрос о необходимости 
разработки относительно простых и 
высокочувствительных методов обнаружения 
энтеротоксигенных стафилококков и продуктов их 
жизнедеятельности 
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Введение 

 В 21 веке, в связи с повышением загрязнения окружающей среды 

важными становятся вопросы гигиены сырого молока, контроль его 

качества. Органолептические показатели, пищевая ценность и 

безопасность потребления молока и молочных продуктов становятся 

приоритетными. Стафилококковые интоксикации занимают одно из 

ведущих мест в этиологии пищевых отравлений. Это связано с широким 

распространением во внешней среде стафилококка, относительной его 

устойчивости к химическим и физическим факторам воздействия. 

[1,2,3,6,7,9] Термическая обработка продуктов уничтожает стафилококк, но 

не разрушает его токсины. В России регистрация пищевых отравлений, 

вызванных стафилококком проводится с 1936 года. Все стафилококковые 

энтеротоксины представляют собой белки с относительно небольшой 

молекулярной массой, от 26 900 до 29 600 Да. «Классические» 

энтеротоксины включают пять основных типов стафилококковых 

энтеротоксинов, A, B, C, D и E (SEA-SEE), которые, как полагают, 

отвечают за 95% всех стафилококковых отравлений. Профилактика 

пищевых отравлений зависит от эффективности их ранней диагностики, 

т.е. обнаружения энтеротоксигенных стафилококков в молоке, молочных и 

других пищевых продуктах. Особую опасность при пищевых 

интоксикациях представляют энтеротоксины, вырабатываемые некоторыми 
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штаммами золотистого стафилококка, поэтому необходимо прибегать к 

методам обнаружения самих энтеротоксинов. Большинство известных 

методов имеют различные недостатки: отсутствие реактивов, 

оборудования, недостаточную чувствительность, сложность в применении. 

В последние годы разрабатываются более совершенные методы индикации 

стафилококковых энтеротоксинов, но исследования противоречивы, в 

качестве тест-объектов используются, как правило, мясо и мясные 

продукты, тогда как основное место стафилококковых интоксикаций, 

связанных с употреблением пищевых продуктов, занимают молочные 

(молоко, сыры, творог, сметана).[1,2,3,6,7,910-16] 

 В связи с изложенным необходимо уделять особое внимание 

разработке новых методов обнаружения энтеротоксинов золотистого 

стафилококка именно в молоке и молочных продуктах. Разработка таких 

методов позволит повысить контроль за качеством молочных продуктов и 

профилактировать токсикозы молочного происхождения.[4,5,8] 

 

Материалы и методы исследований 

 Работа проводилась в лаборатории ветеринарно-санитарной 

экспертизы ВНИИВСГЭ-филиала ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН, образцы 

молока для исследования брали из молочных ферм московской области 

 Коньюгация энтеротоксина золотистого стафилококка с бычьим 

сывороточным альбумином проводилась с помощью глутарового альдегида 

по двухстадийной модификации общепринятым методом.  

 Для получения стафилококковых антитоксических сывороток 

проводили иммунизацию 12 кроликов породы шиншилла весом 2,5-3,0 кг, 

энтеротоксинами типов А, С,D, Е. Были проведены 3 схемы иммунизации, 

энтеротоксины вводили внутримышечно и подкожно. 

 Получение коньюгата пероксидаза-антиэнтеротоксические 

иммуноглобулины проводили по методу перйодатного окисления (Nakane 
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and Kawaoi, 1974). 

 Определение наличия энтеротоксинов и сравнительного анализа 

проводили с использованием тест-системы RIDASCREEN®SET A,B,C,D,E. 

 На первом этапе работы был проведен анализ имеющихся полевых 

штаммов золотистого стафилококка (10 образцов) и выбран полевой 

штамм №4, вырабатывающий максимальное количество энтеротоксинов 

типов А, С, D и Е при посеве на плотную питательную среду (МПА). С 

целью максимального продуцирования энтеротоксинов в качестве среды 

накопления была использована модифицированная среда Mueller Hinton 

Agar, содержащая кислотный гидролизат казеина, дрожжевой экстракт и 

комплекс витаминов. Культивирование штамма St. аureus проводили в 

чашках Петри с плотной питательной средой на целлофане в течение 48 ч 

при 370С, затем микробную массу отмывали фосфатным буфером (рН 7,4) 

и отделяли центрифугированием в течение 15-ти мин при 4000 об/мин с 

последующей фильтрацией надосадочной жидкости через стерильную 

фильтр-насадку. Фильтрат смыва культуры, содержащий энтеротоксины, 

центрифугировали при 4000 об/мин в течение 15 мин и надосадочную 

жидкость насыщали сухим сульфатом аммония до 80%, после чего 

выдерживали в холодильнике в течение 18 ч при 40С. Образовавшийся 

осадок снова отделяли центрифугированием при 4000 об/мин в течение 20 

мин. Осадок растворяли в дистиллированной воде в 1/10 части от 

исходного объема, полученный раствор помещали в диализную трубку и 

диализовали в дистиллированной воде до отрицательной реакции на 

содержание сульфат ионов (контроль 10%-ным раствором хлористого 

бария). После этого диализат центрифугировали с целью удаления 

нерастворимых примесей. Измерение концентрации белка 

(стафилококковых энтеротоксинов) проводили с помощью 

спектрофотометра СФ-26. Был использован метод Бредфорда, основанный 

на взаимодействии анионной формы красителя с белком. К 1,5 мл образца 
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добавляли 3 мл раствора кумасси ярко-синего G-250, через 20-30 мин 

измеряли оптическую плотность при длине волны 595 нм. Для построения 

калибровочной кривой использовали бычий сывороточный альбумин в 

концентрации 2-200 мкг/мл. Штамм продуцировал 150-200 мкг/мл 

энтеротоксигенного белка. 

«Сшивку» энтеротоксина золотистого стафилококка с бычьим 

сывороточным альбумином (БСА) проводили по двухстадийной 

модификации общепринятым методом с использованием глутарового 

альдегида.  

Следующим этап -проведение гипериммунизации 12 кроликов 

породы шиншилла массой 2,5-3 кг коньюгатом энтеротоксин-БСА и 

культуральным фильтратом золотистого стафилококка, содержащим 

энтеротоксины с целью получения антитоксических сывороток. Для этого 

фильтрат смыва культуры центрифугировали при 4000 об/мин в течение 15 

мин и надосадочную жидкость насыщали сухим сульфатом аммония до 

60%, после чего выдерживали в холодильнике в течение 18 ч при 40С. 

Образовавшийся осадок снова отделяли центрифугированием при 4000 

об/мин в течение 20 мин. Осадок растворяли в дистиллированной воде в 

1/10 части от исходного объема, полученный раствор помещали в 

диализную трубку и диализовали в в дистиллированной воде до 

отрицательной реакции на содержание сульфат ионов (контроль 10%-ным 

раствором хлористого бария). После этого диализат центрифугировали с 

целью удаления нерастворимых примесей, концентрировали в 50% 

растворе полиэтиленгликоля с молекулярным весом 20 000 Д и 

использовали для гипериммунизации. Было изучено 3 различные схемы, 

концентрация энтеротоксигенного белка для иммунизации 20 мкг/мл. 

 1-ая схема: коньюгат (энтеротоксин-БСА) вводили по 2 мл 

трехкратно с интервалом в 7 сут подкожно (4 кролика). 2-ая схема: 

фильтрат энтеротоксинов смешивали с адьювантом Фрейнда 1:1 и вводили 



Научный журнал КубГАУ, №161(07), 2020 год 

http://ej.kubagro.ru/2020/07/pdf/08.pdf  

6 

по 3 мл внутримышечно (3 кролика). 3-ая схема: фильтрат энтеротоксинов 

вводили подкожно без адьюванта в нарастающих дозах: 1 мл, 2 мл, 4 мл (3 

кролика). Схемы иммунизации представлены в табл. 1. Кровь брали через 

28 дней после завершения цикла иммунизации. Одно животное было 

контрольным, которое содержали в аналогичных условиях.  

 После взятия крови пробирки выдерживали в холодильнике при 8-

100С в течение 12 ч, отделившуюся сыворотку сливали и 

центрифугировали. 

 Определение титра антител антитоксической сыворотки проводили 

путем разведения физиологическим раствором в соотношении 1:2,1:4, 1:8, 

1:16, 1:32, 1:64 и 1:128. Разведенную сыворотку исследовали в реакции 

преципитации (РДП) в агаровом геле. В качестве антигена применяли 

полученные энтеротоксины, в качестве контроля использовали сыворотку, 

полученную от неиммунизированного кролика. Для этого 1,5 г агара Дифко 

суспендировали в 100 мл 0,85% раствора NаСl и кипятили до полного 

расворения агара. Расплавленный агар в объеме 3,0 мл наносили на 

предметные стекла и после затвердения геля специальным штампом в 

агаровой пластинке вырезали лунки для антигена (периферические) и 

иммунной сыворотки (в центре). Заполнив лунки соответствующими 

растворами (антигена и сыворотки) пластинки помещали во влажную 

камеру. Иммунодиффузию проводили в течение 24 ч. Титр полученных 

антисывороток в реакции преципитации в агаровом геле составил 1:32 — 

3-ая схема иммунизации, 1:64 — 2-ая схема. При проверке антисыворотки, 

полученной после иммунизации кроликов по 1-ой схеме, четкой полосы 

преципитата не было выявлено даже при использовании неразведенной 

сыворотки. В связи с этим было решено использовать для конструирования 

тест-системы антисыворотки с титром 1:64. 
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Таблица 1 

Результаты использования различных схем иммунизации кроликов  

Номер 
схемы 

Антиген 
 

Кол-во дней / 
инъекций 

Доза 
однократного 
введения 
(мл) 

Способ 
введения 

Максималь-
ный титр 
антител 

1 
Коньюгат 
(токсин-БСА) 

21/3 2,0 подкожно Нет 

2 

Культуральный 
фильтрат 
+ адьювант 
Фрейнда 1:1 

21/3 3,0 
внутримы-
шечно 

1:64 

3 
Культуральный 
фильтрат 

21/3 1,0;2,0;4,0 подкожно 1:32 

 

 Дальнейшей задачей исследований было выделение и очистка 

иммуноглобулинов из сывороток. Для этого иммуноглобулины 

антиэнтеротоксических сывороток осаждали при комнатной температуре 

насыщенным раствором сульфата аммония, забуференным до рН 7,3, при 

конечном насыщении 33% в сыворотке. Образующийся осадок отделяли 

центрифугированием при 10 000 об/мин в течение 20 мин, затем расворяли 

с дистиллированной водой и вторично осаждали сульфатом аммония при 

том же насыщении. Переосаждение повторяли еще один раз, а затем 

осадок растворяли в физрастворе и удаляли избыток солей путем диализа с 

помощью целлофановых мешочков против физраствора до отрицательной 

пробы с хлористым барием, очищенный раствор концентрировали в 

диализной трубке против 50%-ного раствора полиэтиленгликоля (20000 Д). 

Титр очищенных иммуноглобулинов при повторном исследовании в РДП 

составил 1:128. Количество иммуноглобулинов определяли 

спектрофотометрическим методом при 280 нм (160 мг/мл). 

 Следующий этап - получение коньюгата пероксидаза-

антиэнтеротоксические иммуноглобулины. Для этого использовали метод 
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перйодатного окисления (Nakane and Kawaoi, 1974). 5 мг пероксидазы 

растворяли в 1 мл свежеприготовленного 0,3М бикарбоната натрия рН 8,1. 

К раствору добавляли 0,1 мл 1%-ного 1-флюоро-1,4-динитрофторбензола, 

растворенного в этаноле и перемешивали на магнитной мешалке в течение 

60 мин при комнатной температуре. Затем добавляли 1 мл 0,06 М 

перйодата натрия, растворенного в дистиллированной воде и 

перемешивали в темноте в течение 30 мин. К окисленной пероксидазе 

добавляли 1 мл 0,16 М водного раствора этиленгликоля и продолжали 

перемешивание еще 60 мин. Активированную пероксидазу переносили в 

диализную трубку и диализовали против 0,01 М натрий карбонатного 

буфера рН 9,5 при 40С. К 3 мл диализованного раствора пероксидазы 

добавляли 5 мг иммуноглобулинов, растворенных в натрий карбонатном 

буфере рН 9,5 и перемешивали в течение 3 час при комнатной температуре. 

К полученному коньюгату добавляли 5 мг борогидрида натрия и помещали 

в холодильник при 40С на 24 час, затем раствор диализовали против 

физраствора в течение ночи при 40С. Для удаления несвязавшихся с 

иммуноглобулинами молекул пероксидазы к раствору коньюгата при 

постоянном помешивании добавляли по каплям равный обьем 

насыщенного раствора сульфата аммония, образовавшийся осадок 

отделяли центрифугированием при 10 000 об/мин в течение 20 мин. К 

осадку добавляли 1 мл физраствора и диализовали против физраствора в 

течение ночи при 40С. После диализа определяли оптическую плотность 

коньюгатов на спектрофотометре при 280 нм. 

 Для определения оптимальной концентрации антител и 

оптимального разведения коньюгата применяли метод шахматного 

титрования. Для постановки теста использовали полистироловые 

планшеты вместимостью 0,2 мл. 

В экспериментах испытывали различные количества антител в 

интервале 1-20 мкг/мл (разведения в 0,05 М карбонат-бикарбонатном 
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буфере рН 9,6 — 20 мкг/мл, 10 мкг/мл, 5 мкг/мл, 2,5 мкг/мл, 1,25 мкг/мл, 

0,63мкг/мл). В качестве антигена использовали культуральный фильтрат, 

содержащий энтеротоксины А, С, D и Е (готовили разведения в следующих 

количествах: 1000 нг/мл, 500 нг/мл, 250 нг/мл, 125 нг/мл, 63 нг/мл, 32 

нг/мл, 12 нг/мл, 8 нг/мл, 4 нг/мл и 2 нг/мл). Коньюгаты разводили 

фосфатносолевым буфером, содержащим Твин-20 (ФСБ-ТВ) в 

соотношении 1:200, 1:400, 1:600, 1:800. 

В ряды из 12 лунок планшета от А до F вносили 100 мкл 

глобулиновой фракции в концентрациях от 20 до 0,63 мкг/мл. В два 

последних ряда (G и H) добавляли иммуноглобулины нормальной 

кроличьей сыворотки в концентрациях 10 и 20 мкг/мл соответственно. 

Планшеты помещали во влажную камеру и выдерживали в течение ночи 

при 40С. Затем лунки планшета промывали раствором ФСБ-ТВ (в каждую 

лунку добавляли по 100 мкл буфера). Промывку повторяли 4 раза. После 

промывки в ряды 1-10 добавляли растворы энтеротоксинов в 

концентрациях от 1000 до 2 нг/мл, в ряды 11 и 12 вносили раствор ФСБ-

ТВ. Планшеты выдерживали в течение 12-16 час во влажной камере при 

комнатной температуре, снова промывали раствором ФСБ-ТВ. Описанным 

выше способом готовили 4 планшета. После промывки в лунки добавляли 

коньюгат в количестве 100 мкл. В лунки первого планшета вносили 

коньюгат в разведении 1:200, в лунки второго — в разведении 1:400, 

третьего — в разведении 1:600, четвертого — 1:800. Планшеты помещали 

во влажную камеру и выдерживали 2 часа. После очередной 4-кратной 

промывки раствором ФСБ-ТВ в каждую лунку добавляли 100 мкл 

свежеприготовленного раствора субстрата (17 мг орто-фенилендиамина 

растворяли в 50 мкл 30% перекиси водорода). Планшеты помещали на 30 

мин в темноту, останавливали реакцию добавлением 25 мкл 4N серной 

кислоты. Результаты учитывали визуально и по величине оптической 

плотности с помощью спектрофотометра при длине волны 492 нм. 
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В таблице 2 приведены результаты определения оптимальных 

концентраций иммуноглобулинов, разведения коньюгата и предела 

чувствительности метода. 

Таблица 2 

Результат выявления 
СЭТ(чувствительность) 

Оптимальная концентрация 
иммуноглобулинов 

Оптимальное разведение 
коньюгата 

12 нг/мл 10 мкг/мл 1:600 

 На следующем этапе работы мы сравнили чувствительность 

полученного иммуноферментного диагностикума с коммерческой тест-

системой RIDASCREEN®SET A,B,C,D,E.  

Первоначально для обнаружения энтеротоксинов испытали 

сконструированный диагностикум. Лунки планшета заполняли 100 мкл 

растворов иммуноглобулинов специфических антисывороток против 

энтеротоксинов А, С, D и Е в оптимальной концентрации, отработанной в 

предварительных опытах (10 мкг/мл). Планшеты помешали во влажную 

камеру на ночь при температуре 40С, затем промывали 3 раза раствором 

ФСБ-ТВ и добавляли по 100 мкл растворов энтеротоксинов 

соответствующих разведений: 1 нг/мл, 2 нг/мл, 4 нг/мл, 8 нг/мл, 12 нг/мл, 

32 нг/мл, 63 нг/мл, 125 нг/мл). Планшеты выдерживали во влажной камере 

при комнатной температуре в течение 12-16 час, затем четырежды 

промывали раствором ФСБ-ТВ и добавляли по 100 мкл соответствующего 

коньюгата (выдерживали 2 часа). После очередной промывки в каждую 

лунку вносили по 100 мкл субстрата (ОФД-Н2О2) и выдерживали в 

темноте 30 мин. Реакцию останавливали добавлением 25 мкл 4N H2SO4. 

Анализ энтеротоксинов с помощью тест-системы 

RIDASCREEN®SET A,B,C,D,E проводили по прилагаемой инструкции. 

Сравнительные данные по результатам исследований представлены в 

таблице 3. 
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Таблица 3 

Количество энтеротоксинов 
А, С, D, Е, нг/мл 

Результат выявления энтеротоксина 

Сконструированный 
диагностикум 

Тест-система 
RIDASCREEN®SET A,B,C,D,E 

125 + + 

63 + + 

32 + + 

12 + + 

8 - + 

4 - + 

2 - + 

1 - - 

К - - 

Примечание: + = положительный результат 

 - = отрицательный результат 

 К = отрицательный контроль 

Полученный диагностикум уступает коммерческой тест-системе как 

по величине затраченного времени, так и по чувствительности (предел 

обнаружения энтеротоксинов в тест-системе RIDASCREEN®SET в 6 раз 

выше). 

Выводы  

 Был выбран полевой штамм St. аureus, вырабатывающий на МПА 

максимальное количество энтеротоксинов типов А, С, D и Е, 

сконструирована питательная среда для культивирования золотистого 

стафилококка с целью увеличения выхода энтеротоксинов, получены и 

очищены стафилококковые энтеротоксины. 

 Проведена «сшивка» энтеротоксинов золотистого стафилококка с 

бычьим сывороточным альбумином (БСА) по двухстадийной модификации 

общепринятым методом с использованием глутарового альдегида с целью 

получения коньюгата для последующей иммунизации кроликов. 

 При гипериммунизации кроликов использовали 3 схемы проведения 
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опытов с использованием как фильтрата энтеротоксинов, так и 

полученного коньюгата энтеротоксин-БСА. В результате исследований был 

установлен максимальный титр антисыворотки, который составил 1:64 при 

иммунизации кроликов внутримышечно фильтратом энтеротоксинов, 

смешанным с адьювантом Фрейнда 1:1 в дозе 3 см3, тогда как при 

использовании коньюгата СЭТ-БСА даже при использовании 

неразведенной сыворотки четкой полосы преципитата не было выявлено, 

так как энтеротоксин обладает большой молекулярной массой, и при 

получении коньюгата иммуногенные свойства токсина снижаются. После 

очистки иммуноглобулинов методом высаливания сульфатом аммония титр 

антител повысился до 1:128. 

 Был получен коньюгат пероксидаза-антиэнтеротоксические 

иммуноглобулины методом перйодатного окисления. Были определены 

оптимальные концентрации антител и коньюгатов для постановки 

иммуноферментного «сэндвич» -метода. Анализ проводили методом 

«шахматного» титрования с применением полистироловых планшет. 

Оптимальными оказались следующие величины: концентрация 

иммуноглобулинов 10 мкг/мл, разведение коньюгата 1:600. 

Чувствительность метода оказалась 12 нг/мл. Установив оптимальные 

концентрации реагентов для проведения иммуноферментного анализа, мы 

использовали этот метод для конструирования диагностикума. 

 Для сравнения чувствительности полученного иммуноферментного 

диагностикума в качестве контроля использовали тест-систему 

RIDASCREEN®SET А, В, С, D, Е. При определении концентрации 

энтеротоксинов коммерческая тест-система оказалась более 

чувствительной (2 нг/мл) против 12 нг/мл у сконструированного 

диагностикума. 
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