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ЭКСПРЕСС-МЕТОД ОБНАРУЖЕНИЯ ИВЕРМЕКТИНА
В ЖИВОТНОВОДЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ

Булашев А.К., Акибеков О.С.

Препараты, содержащие в качестве активного вещества ивермектин,
широко распространены в ветеринарии как антгельминтики широкого
спектра действия. Они  обладают низкой токсичностью для организма и
неплохими экологическими свойствами. Однако, при бесконтрольном
применении они  могут накапливаться   в органах и в тканях животных, а
затем,  попадая в организм человека с продуктами питания,  вызывать
различные патологии.  В настоящее время  основным  методом контроля
остаточных количеств  ивермектина в животноводческой продукции
является высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ).
Дороговизна  используемого оборудования, рутинность   подготовки проб к
исследованию,  продолжительность  анализа ограничивают  его широ-
комасштабное применение.  В качестве замены ВЭЖХ предложены тесты на
основе иммуноферментного анализа (ИФА).  Последние имеют ряд
существенных преимуществ перед ВЭЖХ,  такие как высокая специфи-
чность, скорость и простота постановки реакции, а также сравнительно
невысокая стоимость процедуры анализа.  Однако,   ИФА-тесты могут найти
свое применение только лабораториях, оснащенных  специальными
приборами и  реактивами.  Одним из простых иммунологических тестов,
которые могут найти свое применение в разработке  экспресс-методов
детекции ивермектина,  является ИХА.  Диагностическая ценность этого
анализа  во многом определяются специфичностью используемых
антител. В этой связи, большой теоретический и практический интерес
представляют вопросы, связанные с получением высокоспецифичных
антител против ивермектина.

Ивермектин  относится к низкомолекулярным соединениям, не
способных самостоятельно вызвать иммунный ответ по причине малого
размера молекулы. Для того, чтобы придать молекуле гаптена способность
вызвать антителообразование его необходимо конъюгировать с
высокомолекулярным носителем. Иммунизация - самый «творческий» этап в
процессе получения антител,  именно ее эффективностью в наибольшей
степени определяется конечный успех всей работы.

В наших исследованиях мы использовали коллоидное золото (КЗ),   как
наиболее пригодный носитель для ивермектина с целью получения
специфичных к нему антител.  Во-первых  КЗ не токсично для организма и



обладает адъювантными свойствами; во-вторых,  в отличие от других
известных носителей,   не вызывает антителообразование; в-третьих,  сохра-
няет состав прикрепленных к нему молекул гаптенов, в том числе
ивермектина,  а значит "представляет" их клеткам, ответственным за
иммунитет, в неизменном виде. Конъюгат ивермектина с бычьим
сывороточным альбумином был использован нами в качестве антигена в
ИФА для определения титра антител против антгельминтика  у
иммунизируемых животных.

Конъюгат ивермектина с КЗ (ИКЗ) имел хорошо выраженные
иммуногенные свойства и вызывал иммунный ответ в виде
антителообразования у кроликов и овец.  В конце иммунизации
специфические поликлональные антитела (ПКА) в образцах антисывороток
обнаруживались до титра 1:6 400.   Специфичность ПКА кролика и овцы  к
ивермектину определялась  нами и в dot-имуноанализе на нитроцеллюлозной
мембране (НЦМ).  Формирование иммунного комплекса из ПКА  и
конъюгата  ИКЗ  наблюдалось  в первых 7  точках на которые были нанесены
образцы иммунной сыворотки  в различных разведениях,  начиная с 1:25,  т.е.
антитела  вступали в реакцию  с ивермектином до разведения 1: 1 600.
Реакцию следует считать специфичной, так как на контрольных полосках
НЦМ, на которые были нанесены образцы сыворотки интактного кролика
или овцы,  образование иммунного комплекса не наблюдалось.

При конструировании ИХА тест-системы были использованы
композиты, состоящие из   различных типов нитроцеллюлозных,
фильтрующих и абсорбирующих мембран,  а также  подушек для конъюгата.
Антитела конъюгата и антитела тестовой полосы  ИХА были представлены
ПКА кролика или овцы. Как показали результаты анализа, концентрация
антител,  равной  1,0 мкг/мл, оказалась наиболее оптимальной для
формирования полос НЦМ,  а также для пропитки подушки для конъюгата.
Чувствительность сконструированного теста при использовании различных
вариантов подбора композитов ИХА находилась в пределах от 30,0 до 15
нг/мл. При этом, наибольшую чувствительность  показала тест-полоска
сконструированная  из НЦМ  типа HF 239390- 071 с размером пор 8 µ и
стекловолоконного фильтра G028 Glass Fiber Conjugate Pads. В данном
случае ИХА-тест позволил обнаружить ивермектин   в концентрации не
менее 15.0 нг/мл.

Для определения специфичности ИХА-теста были приготовлены
растворы ивермектина,  стрептомицина  и  хлорамфеникола в  различных
концентрациях Как известно, эти вещества являются продуктами
жизнедеятельности бактерий из рода Streptomyces. Первое вырабатывается
S. avermitilis, второе - S. griseus, а третье - S. venezuelae).
Сконструированная тест-полоска  выявляла  ивермектин в концентрации
выше 15,0 нг/мл и показала  отрицательную реакцию на  стрептомицин  и
хлорамфеникол. Таким образом,   предлагаемый  нами ИХА-тест  может
быть использован при оценке ветеринарно-санитарного качества
животноводческой продукции,  поскольку предельно-допустимое количество



ивермектина в мясных продуктах  по  Рекомендации  Объединенного
совещания ФАО/ВОЗ  не должно превышать 10 мкг/кг.


