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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИХА ДЛЯ ОБНАРУЖЕНИЯ ИВЕРМЕКТИНА

Жагипар Ф.C.

Ивермектин является действующим веществом широко применяемых в
ветеринарной практике антгельминтиков с большим спектром действия, таких
какивомек, баймек,аверсект,новомек, нарвак, дермацин  и др. Они обладают низкой
токсичностью для организма и неплохими экологическими свойствами. Тем не менее,
бесконтрольное применение  данных препаратов   в животноводстве представляет
определенную угрозу для здоровья людей, так как в случае не соблюдения времени
выдержки скота после обработки антгельминтик может поступить с продуктами
животного происхождения в организм человека [1]. В соответствии с
рекомендациями Европейского комитета ветеринарных препаратов и Всемирной
организации здравоохранения наличие ивермектина в молокене допускается, а
максимальный уровеньпрепарата  в мышечной ткани  животных не должен
превышать 0,01 мг/кг.

Общепризнанным методом определения остаточных количеств ивермектина в
продуктах животноводства является  высокоэффективная жидкостная
хроматография, использование которого требует дорогого оборудования со
сложной многостадийной  подготовкойобразцов для анализа и продолжительного
времени. Известны работы по разработке экспресс-методовдетекцииивермектина на
основе иммуноферментного анализа (ИФА) [2-5]. Главным недостатком
ИФА-тестов является их  «прибороемкость», т.е. возможность проведения анализа
только в условиях лабораторий, оснащенных специальным оборудованием  и
реактивами. В связи с членством Казахстана в Евразийском ЭкономическомСоюзе и
предстоящим вхождением его во Всемирную Торговую Организацию ветеринарная
практикастраны нуждается в доступных, простых в исполнении и
высокоспецифичных тестах с невысокой стоимостью и быстротой выдачи  анализа.

Целью наших исследований явилось разработка ИХАдля обнаружения
ивермектина в продуктах животного происхождения, содержание которого
превышает предельно допустимый уровень.

В ИХА-тесте качестве антител, специфичных к ивермектину, были определены
поликлональные антитела (ПКА) кролика и мышиные моноклональные антитела
(МКА).  Для получения кроличьейантисыворотки в первый день животному вводили
подкожно в трех точках вдоль позвоночника  конъюгативермектина с коллоидным
золотом (ИКЗ) в полном адъюванте Фрейнда (ПАФ)  в общем объеме 1,0 мл (500
мклконъюгата + 500 мкл ПАФ). Через  20, 30 и 40 дней  по этой же схеме
инъецировали  такое же количество иммуногена, но в неполном адъюванте Фрейнда
(НАФ).  На 60-ый день осуществляли забор крови   в объеме  15-20 мл, и вводили
последнюю дозу иммуногена в НАФ. На 75 день  производили  обескровливание
животного  и получали антисыворотку. Активность последнейопределяли в
«точеченом» иммуноанализе. Для этого на поверхность нитроцеллюлозной
мембраны (НЦМ)  наносили в виде точек аликвоты образцов сывороток крови
иммунных кроликов в различных разведениях, начиная с 1:25. После блокирования



активных участков носителя  1% бычьим сывороточным альбумином (БСА) полоски
НЦМ выдерживали в растворе  конъюгата ИКЗ.  При этом ПКА связывались с
эпитопамиивермектина, который в свою очередь был «сшит» к коллоидному золоту,
окрашенному в красный цвет.  Реакция обнаруживалась по образованию красных
точек на местах нанесения на НЦМ образцов сывороток крови.

Иммунизация мышей Balb/cконъюгатамиивермектин+тиреоглобулин и
ивермектин+БСАпроводили по двум схемам. По первой (короткой)  схеме в первый
день иммунизации  внутрибрюшинно вводили по 0,1 мл конъюгата (концентрация
1мг/мл)  в объеме  0,1 мл ПАФ.  На 7 день  иммунизации иммуноген в указанной дозе
инъецировали в растворе НАФ,  далее  на 11, 12, 13 дни иммунизацию  продолжили с
использованием   только конъюгата-иммуногена  в забуференном физиологическом
растворе (ЗФР). Вторая (длительная) схема иммунизации предусматривала
пятикратную иммунизацию. Между первой, второй и третьей иммунизациями
интервал составлял две недели.  Четвертую иммунизацию проводили через три,  а
пятую – через четыре недели после предыдущего введения иммуногена.  Конъюгат
вводили внутрибрюшинно  в концентрации 0,2 мг/мл в смеси с ПАФ при первой
иммунизации, а при последующих - с НАФ.  Бустерная доза  в объеме по 0,2 мг/мл на
голову  вводилась  без адъюванта мышам обеих групп за 3 дня до выделения
иммунных лимфоцитов. Титр антител определяли в ИФА с использованием
гетерогенных иммуногенов, т.е. в случае иммунизации
конъюгатомивермектин+тиреоглобулин в качестве антигена выступал
конъюгативермектин+БСА, и наоборот.

При конструировании тест-системы были использованы различные типыНЦМ,
стекловолокнистых, фильтрующих и адсорбирующих мембран.Раствор конъюгата
ПКА с наночастицами коллоидного золота  наносили  в объеме 0,03 мл на 1 см2 на
стекловолокнистые мембраны двух типов: G041 GlassFiberConjugatePadsи G028
GlassFiberConjugatePads (Millipore). Пропитку мембран конъюгатом проводили в
концентрациях антител 2,0 мг/мл; 1,0 мг/мл; 0,5 мг/мл и 0.25 мг/мл. В тестовой полосе
НЦМ четырех типов:GF 242420-070, HF 239390- 071, F 255550- 072 иIC 064640 –
073с помощью автоматического диспенсераEasyPrintбыли иммобилизованы ПКА, а в
контрольной - антивидовые антитела. ПКА были нанесены на тестовую и
контрольную зоны  в концентрациях 2,0 мг/мл; 1,0  мг/мл; 0,5 мг/мл; 0.25 мг/мл. На
НЦМ  в нахлестку расположилимембрану одного из следующих типов:
Absorbent/samplepad С048; C068; С083; С248 для фильтрации исследуемого образца.
Эти же мембраны служили в качестве абсорбирующей подушки, которую наклеивали
на другую сторону НЦМ.  Полученные поликомпозитные листы нарезали  на
тест-полоски с помощью «Программируемого аппарата для нарезки
мембранныхстрипов» ProgrammableStripCutter. Стандартный раствор ивермектина с
концентрацией 200 мкг/мл готовили путем растворения точной навески стандартного
образца в метиловом спирте. Перед постановкой анализа готовили рабочие растворы
ивермектина с концентрацией 0,06 мг/мл; 0,03 мг/мл; 0,015 мг/мл и 0,0075 мг/мл  в
метиловом спирте.

Как показали результаты исследований, антгельминтик в составе ИКЗ
приобретает иммуногенные свойства и вызывает антителообразование у кроликов.
Интенсивность антителообразования постепенно нарастала и к 60 дню после
иммунизации титр антител  в сыворотке  крови  животных достиг 1:1 600. В конце
иммунизации антитела против ивермектина обнаруживались до титра 1:6 400.
Результаты серологических исследований свидетельствуют о том, что
использованная схема иммунизации обеспечивает достаточный уровень выработки
специфичных антител против ивермектина. Другими словами, «сшивка»



ивермектина к коллоидному золоту не помешало экспозиции детерминант
гаптенаантгельминтика клеткам иммунной системы.  Вdot-имуноанализе
формирование 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 НЦМ, на
которые были нанесены образцы сыворотки интактного кролика,  образование
иммунного комплекса не наблюдалось.Полученные образцы кроличьей
антисыворотки были очищены методом сульфат аммонийноговысаливания и
гель-фильтрационной хроматографии. Концентрацию белка в очищенных
препаратах устанавливали в пределах 3,5-4,0 мг/мл.

С целью получения МКА проведено 4 слияния иммунных лимфоцитов мышей
смиеломной линией клеток X63-Ag8.653. Первые два слияния осуществлялись с
использованием спленоцитов мышей, иммунизированных
конъюгатомивермектин+БСА. При третьей и четвертой гибридизации иммуногеном
выступал конъюгативермектин+тиреоглобулин.В результате первого тестирования
гибридных клеток на способность к  антителообразованиюположительные
результаты в обшей сложности были зарегистрированы
приисследованийсупернатантов 76 клонов четырех слияний. К сожалению,
полученные клоны оказались генетически неустойчивыми, что привело кпотере
антительной активностипо мере культивирования их в условиях invitroв результате
выбросалишних хромосом.

Определение чувствительности ИХА на основе кроличьих ПКА при детекции
концентрации антгельминтикапроводили визуально по степени окрашивания
тестовой и контрольной линий в четырех крестах. Результаты исследований
показали, что  концентрация антител,  равной 1,0 мкг/мл,  является оптимальной для
формирования тестовой и контрольной полос НЦМ, а также для пропитки подушки
для конъюгата. Увеличение концентрации антител до 2,0 мкг/мл существенно не
повлияло на результаты ИХА, а уменьшение данного показателя до 0,5 мкг/мл
привело к снижению интенсивности окрашивания тестовой и контрольной полос.
Наиболее броские полосы проявлялись при содержании ивермектина в образце в
количестве 0,06 мкг/мл.

Как показали результаты исследования, чувствительность теста при
использовании различных вариантов подбора композитов ИХА находится в
пределах от 0,03 до  0, 015 мкг/мл. Наибольшую чувствительность показала
тест-полоска сконструированная  из НЦМ типа HF 239390- 071 с размером пор 10 µ
и стекловолоконного фильтра G028 GlassFiberConjugatePads.  В данном случае
ИХА-тест обнаруживал наличие ивермектина в образце в концентрации не менее
0,015 мкг/мл. При использовании данной конструкции образовывались хорошо
окрашенные полосы на местах нанесения ивермектин-специфичных и
антикроличьих антител при  слабом фоновом окрашивания тест - полоски вне зон
связывания конъюгата.

Таким образом,  установлены  оптимальные концентрации  антител  для
формирования тестовой и контрольной полос НЦМ, а также определен композит
ИХА, обеспечивающий максимальную аналитическую чувствительность
тест-системе при определении антгельминтика в исследуемых образцах. Поскольку
предельно допустимое количество ивермектина в мясных продуктах  составляет не
более 0,01 мкг/мл,  то аналитическая чувствительность предлагаемого нами
варианта постановки ИХА-теста может быть использован для исследования
продуктов животноводства на остаточное количество антгельминтика.
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