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ИХА-ТЕСТ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ИВЕРМЕКТИНА В ПРОДУКТАХ
ПИТАНИЯ

Дордочкина С.А.

Ивермектин является действующим веществом ряда широко применяемых
препаратов для уничтожения нематод, чесоточных клещей, личинок оводов и
других паразитов сельскохозяйственных животных.Бесконтрольное
применениеэтого антгельминтика в ветеринарии представляет определенную
угрозу для здоровья людей, поскольку он может выделяться с молоком,
накапливаться в органах и тканях животных, и в случае не соблюдения
инструкции по его применению, может попасть с продуктами животного
происхождения в организм человека.

В настоящее время в странах Европы и США для выявления остаточных
количеств ивермектина в биологическом материале используется метод
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с флюоресцентным
детектором и его различные модификации. Однако, его широкое применение
ограничивают существенные недостатки: высокая стоимость оборудования,
сложность пробоподготовки, необходимость привлечения специалистов и низкая
скорость проведения анализа. В качестве альтернативы ВЭЖХ
предложениммуноферментный метод определения ивермектина на основе
антител, специфичных к данномуантгельминтику. Преимуществами данного
метода являются относительно высокая специфичность и быстрота получения
результатов анализа. Тем не менее, иммуноферментный анализ (ИФА)
продуктов на наличие или отсутствие ивермектина проводятся в условиях
хорошо оснащенной лаборатории с использованием дорогостоящих реагентов и
требует не менее 4-х часов времени для получения окончательных результатов.
В этой связи, большую практическую значимость имеют методы, позволяющие
провести анализ продуктов на содержание ивермектина за считанные минуты.

В последнее время в медицинской и ветеринарной науке в разработке
экспресс-методов детекции различных антигенов находит применение
иммунохроматографический анализ (ИХА), который отличается от описанных
выше методов своей простотой и экспреcностью. Основным компонентом ИХА
являются специфические антитела, меченные индикаторными веществами.
Данный тест может найти применение и в экспресс-обнаружении остаточных
количеств ивермектина в продукции животноводства. Однако, получить
антитела, специфичные к ивермектину – дело не простое, так как он является
гаптеном, и в нативном виде не вызывает антителообразование в организме
иммунизируемых животных.

Целью работы явилось получение поликлональных антител против
ивермектина и использование их вразработке ИХА-теста для
обнаруженияостаточных количествангельминтика в продукции животноводства.



В последнее время в иммунологии в качестве одного из весьма
эффективных высокомолекулярных носителей, придающихгаптенам свойства
антигенности, находит свое применение коллоидное золото. Оно, в отличие от
других известных носителей, не вызывает антителообразования иаллергию, не
токсично и обладает иммуномодулирующими свойствами.

Для конъюгированияивермектина с коллоидным золотом использовали
метод, описанныйСтароверовым С.А. (2009).Одновременно антгельминтик
конъюгировали с общеизвестным носителем - бычьим сывороточным
альбумином (БСА) по методу Тарасова И.Е.и соавт. (2010). Результаты
исследований показали, что ивермектин при конъюгировании с коллоидным
золотом (ИКЗ) приобретает весьма выраженные иммуногенные свойства и
способен вызватьиммунный ответ у лабораторных животных в виде
антителообразования. Так, например, титры антител в «dot» варианте ИФА
против ивермектина в сыворотке крови кроликов, иммунизированных ИКЗ,
находились в пределах от 1:400-1:800, а у их аналогов, подвергнутых
иммунизации БСА, специфические антитела обнаруживались до разведения
сыворотки крови 1:800 – 1:1600. Для выделения антител были взяты образцы
сывороток крови, полученные от кроликов, иммунизированных ИКЗ. При этом
мы имели в виду, что в сыворотке крови этой группы кроликов содержатся
антитела, специфичные только к эпитопамивермектина, тогда как антисыворотка
их аналогов является более гетерогенной из-за развития иммунного ответа не
только против антгельминтика, но и на БСА. Фракцию иммуноглобулинов из
антисывороток выделяли с помощью гель-фильтрационной хроматографиина
колонке с сефакриломS-200.

Поликлональные антитела, имеющие специфичность к ивермектину, были
помечены коллоидным золотом и предложены для использования в качестве
основного реагента ИХА-теста с целью выявления антгельминтика в продуктах
питания. При этом антитела, конъюгированные коллоидным золотом, наносятся
на подложкутест-стрипа, предназначенную для конъюгата. При погружении
тест-стрипа в исследуемую жидкость, последняя мигрирует вдоль полосы по
принципу тонкослойной хроматографии.Совместно с жидкостью движутся и
антитела с красителем. Если в пробе имеется ивермектин, то происходит его
связывание, как с первым, так и со вторым типом антител, жестко
иммобилизированных в тест-зонестрипа. При этом происходит скопление
антител с коллоидным золотом вокруг антител тест-зоны, что проявится в виде
броской красной полосы.

Несвязавшиеся антитела с индикатором мигрируют далее вдоль полосы и
взаимодействуют сантивидовыми антителами в контрольной зоне, где и
формируется вторая красная полоса. Отрицательная реакция будет
характеризоваться образованием лишь одной полосы в контрольной зоне тест-
стрипа. Как и все методы, основанные на принципе ИХА, предлагаемый тест
позволяет получить ответ о наличии или отсутствии антгельминтика в продуктах
питания за считанные минуты.
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