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Ââåäåíèå
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ êðàéíå âîñòðåáîâàíû âû-

ñîêî÷óâñòâèòåëüíûå è ïðîèçâîäèòåëüíûå ìåòîäû

äåòåêöèè àíòèáèîòèêîâ. Ýòî ñâÿçàíî êàê ñ èõ ìå-

äèöèíñêèì ïðèìåíåíèåì (âûáîð èíäèâèäóàëü-

íûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ äîç), òàê è ñ ñîïîñòàâèìûì

ïî îáúåìàì èñïîëüçîâàíèåì â âåòåðèíàðèè. Íå-

êîíòðîëèðóåìîå ïðèìåíåíèå àíòèáèîòèêîâ â æè-

âîòíîâîäñòâå äëÿ ëå÷åíèÿ è ïðîôèëàêòèêè çàáî-

ëåâàíèé ïðèâîäèò ê çàãðÿçíåíèþ ïðîäóêòîâ ïè-

òàíèÿ æèâîòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ îñòàòî÷íûìè

êîëè÷åñòâàìè ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðåïàðàòîâ [1, 2]

è èõ íåãàòèâíîìó âîçäåéñòâèþ íà çäîðîâüå ÷åëî-

âåêà — âîçíèêíîâåíèþ àëëåðãè÷åñêèõ ðåàêöèé,

ðàçâèòèþ äèñáàêòåðèîçîâ è äð. [3]. Âàæíûì ïî-

ñëåäñòâèåì öèðêóëÿöèè àíòèáèîòèêîâ â íèçêèõ

êîíöåíòðàöèÿõ â áèîñôåðå ÿâëÿåòñÿ ðàñïðîñòðà-

íåíèå øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ, ðåçèñòåíòíûõ

ê äåéñòâèþ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, ÷òî îñëîæíÿ-

åò áîðüáó ñ èíôåêöèîííûìè çàáîëåâàíèÿìè [4].

Äëÿ äåòåêöèè àíòèáèîòèêîâ ðåàëèçóþòñÿ ïðå-

èìóùåñòâåííî äâå ãðóïïû ïîäõîäîâ — õðîìàòî-

Ðàññìîòðåíû îñîáåííîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ïîëÿðèçàöèîííîãî èììóíîàíàëèçà (ÔÏÈÀ) êàê ñðåäñòâà ýêñïðåññíîãî
êîíòðîëÿ íàëè÷èÿ è ñîäåðæàíèÿ àíòèáèîòèêîâ â ðàçëè÷íûõ âèäàõ ïðîá, åãî ïðåèìóùåñòâà ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè àíà-
ëèòè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Íà ïðèìåðå äåòåêöèè àíòèáèîòèêà õëîðàìôåíèêîëà ðàññìîòðåíû ýòàïû ðàçðàáîòêè àíàëèòè-
÷åñêîé ìåòîäèêè, îïðåäåëåíèÿ å¸ ïàðàìåòðîâ. Àíàëèç îñíîâàí íà êîíêóðåíòíîì âçàèìîäåéñòâèè àíòèòåë ïðîòèâ õëî-
ðàìôåíèêîëà ñ êîíúþãàòîì õëîðàìôåíèêîë-ôëóîðîôîð è ïîòåíöèàëüíî ñîäåðæàùèìñÿ â òåñòèðóåìîé ïðîáå ñâîáîäíûì
àíòèáèîòèêîì. Ïðåäñòàâëåíû ýêñïåðèìåíòàëüíûå ðåçóëüòàòû ñðàâíåíèÿ ìåòîäèê ÏÔÈÀ õëîðàìôåíèêîëà, ðåàëèçî-
âàííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ êîíúþãàòîâ, êîòîðûå îòëè÷àþòñÿ äëèíîé ìîñòèêîâîãî ó÷àñòêà ìåæäó ôóíêöèîíàëüíû-
ìè ãðóïïàìè àíòèáèîòèêà è ôëóîðîôîðà (ôëóîðåñöåèíà). Îõàðàêòåðèçîâàíû òðåáîâàíèÿ ê âûáîðó êîíöåíòðàöèé àíòè-
òåë è êîíúþãàòà, îáåñïå÷èâàþùèõ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíóþ äåòåêöèþ. Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ õëîðàìôåíèêîëà ïðè
èñïîëüçîâàíèè ðàçðàáîòàííîãî ÔÏÈÀ — 10 íã/ìë, äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé — îò 20 íã/ìë äî 10 ìêã/ìë.
Âðåìÿ îïðåäåëåíèÿ — 10 ìèí.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: õëîðàìôåíèêîë, èììóíîàíàëèç, ôëóîðåñöåíòíûé ïîëÿðèçàöèîííûé èììóíîàíàëèç.

Characteristics of the fluorescence polarization immunoassay (FPIA) as a mean for express control of antibiotic levels in various spec-
imens and its advantages vs. other analytical tests are described. The developmental stages of the analytical procedure and its para-
meters are considered for chlorampnenicol as an example. The analysis is based on competitive interaction of anti-chloramphenicol
antibodies with the chloramphenicol-fluorophore conjugate and the potential free chloramphenicol in the specimen. The experimental
results of the comparison of the chloramphenicol FPIA with the use of two conjugates differing in the length of the bridge length
between the antibiotic functional groups and fluorophore (fluorescein) are presented. The requirements to the choice of the antibody
and conjugate concentrations providing highly sensitive detection are characterized. The detection limit of chloramphenicol in the
FPIA was 10 ng/ml and the determination of the concentrations ranged from 20 ng/ml to 10 mcg/ml. The time of the assay was 10
min.

Key words: chloramphenicol, immunoassay, fluorescence polarization immunoassay.
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ãðàôè÷åñêèå è èììóíîõèìè÷åñêèå. Õðîìàòîãðà-

ôè÷åñêèå ìåòîäû ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü èçìåðå-

íèÿ ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ, íî òðåáóþò ñïåöèàëü-

íîãî äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâàíèÿ è ñëîæíîé

ïðîáîïîäãîòîâêè [5—7]. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ âûñî-

êîïðîèçâîäèòåëüíîãî ñêðèíèíãà âîñòðåáîâàíû

èììóíîõèìè÷åñêèå ìåòîäû, ñî÷åòàþùèå ÷óâñò-

âèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü, íî ïðè ýòîì ðåà-

ëèçóåìûå ñ èñïîëüçîâàíèåì ñðàâíèòåëüíî ïðî-

ñòîãî ïðèáîðíîãî îáåñïå÷åíèÿ, ñ ìèíèìàëüíîé

ïðîáîïîäãîòîâêîé è ïîçâîëÿþùèå îäíîâðåìåí-

íî õàðàêòåðèçîâàòü íåñêîëüêî äåñÿòêîâ è äàæå

ñîòåí ïðîá [8, 9]. Ñëåäóåò, îäíàêî, çàìåòèòü, ÷òî

äîìèíèðóþùèå â íàñòîÿùåå âðåìÿ èììóíîõèìè-

÷åñêèå ìåòîäû äåòåêöèè àíòèáèîòèêîâ — ìèêðî-

ïëàíøåòíûé èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç (ÈÔÀ)

è èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêèé àíàëèç (ÈÕÀ) ñ

èñïîëüçîâàíèåì òåñò-ïîëîñîê — èìåþò ñâîè îã-

ðàíè÷åíèÿ. Â ñëó÷àå ÈÔÀ ýòî ñóùåñòâåííîå âðå-

ìÿ, òðåáóåìîå äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåçóëüòàòîâ òåñòè-

ðîâàíèÿ — 1—2 ÷. Èììóíîõðîìàòîãðàôè÷åñêèå

æå òåñòû â òðàäèöèîííîì èñïîëíåíèè ïðåäíàç-

íà÷åíû ëèøü äëÿ êà÷åñòâåííîãî çàêëþ÷åíèÿ î

ïðåâûøåíèè îïðåäåë¸ííîé êîíöåíòðàöèè àíà-

ëèòà â ïðîáå è íå ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü êîëè÷åñò-

âåííûé àíàëèç [10]. 

Â ýòîì îòíîøåíèè ïåðñïåêòèâíû ðàçðàáîòêè

èììóíîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ñî÷åòàþùèõ ýêñ-

ïðåññíîñòü ñ âîçìîæíîñòüþ êîëè÷åñòâåííîãî îï-

ðåäåëåíèÿ, íî ïðè ýòîì íå òðåáóþùèõ ñëîæíîãî

íåñåðèéíîãî ïðèáîðíîãî îáåñïå÷åíèÿ è òðóäî¸ì-

êèõ àíàëèòè÷åñêèõ ïðîöåäóð. Òàêèì ðåøåíèåì,

ïîêàçàâøèì ýôôåêòèâíîñòü ïðè êîíòðîëå ðàçíî-

îáðàçíûõ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ ñîåäèíåíèé,

ÿâëÿåòñÿ ôëóîðåñöåíòíûé ïîëÿðèçàöèîííûé èì-

ìóíîàíàëèç (ÔÏÈÀ). ÔÏÈÀ îòíîñèòñÿ ê ãîìî-

ãåííûì ìåòîäàì àíàëèçà è îñíîâûâàåòñÿ íà ÿâëå-

íèè ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè, êîòîðîå

îáóñëîâëåíî îäíîâðåìåííûì ïðîòåêàíèåì â ðàñ-

òâîðå ïðîöåññîâ ïîãëîùåíèÿ è èñïóñêàíèÿ ñâåòà

ìîëåêóëàìè ôëóîðîôîðà è èõ âðàùåíèåì [11, 12].

Ïðè îáëó÷åíèè ðåàêöèîííîé ñðåäû ïëîñêîïîëÿ-

ðèçîâàííûì âîçáóæäàþùèì ñâåòîì ñòåïåíü ïî-

ëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè çàâèñèò îò òîãî, íàõî-

äèòñÿ ëè ôëóîðîôîð â ñâîáîäíîì âèäå (âûñîêàÿ

ñêîðîñòü âðàùåíèÿ ìîëåêóëû, íèçêàÿ îñòàòî÷íàÿ

ïîëÿðèçàöèÿ) èëè â êîìïëåêñå ñ àíòèòåëîì (íèç-

êàÿ ñêîðîñòü âðàùåíèÿ êðóïíîãî êîìïëåêñà, âû-

ñîêàÿ ïîëÿðèçàöèÿ), ÷òî ïîçâîëÿåò èçìåðÿòü êîí-

öåíòðàöèþ àíàëèòà â ïðîáå. Â êà÷åñòâå

èñòî÷íèêà ïëîñêîïîëÿðèçîâàííîãî ñâåòà è ðåãè-

ñòðàòîðà ôëóîðåñöåíöèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâà-

íû ðàçëè÷íûå ñåðèéíî âûïóñêàåìûå ïðèáîðû,

ñóùåñòâóþùèå êàê â ñòàöèîíàðíîì, òàê è â ïåðå-

íîñíîì èñïîëíåíèè.

Äîñòîèíñòâàìè ÏÔÈÀ ÿâëÿþòñÿ: äîñòàòî÷íî

âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü, õî-

ðîøàÿ âîñïðîèçâîäèìîñòü, îòñóòñòâèå òðóäî¸ì-

êîé ïðîáîïîäãîòîâêè, ýêñïðåññíîñòü è ïðîèçâî-

äèòåëüíîñòü àíàëèçà. Ñëåäóåò òàêæå îòìåòèòü

ïðîñòîòó ïåðåõîäà îò ìèíèìàëüíîãî êîëè÷åñòâà

íåîáõîäèìûõ èñõîäíûõ ðåàãåíòîâ — ñòàíäàðò àí-

òèáèîòèêà, ôëóîðîôîð è ñïåöèôè÷åñêèå (ïîëè-

èëè ìîíîêëîíàëüíûå) àíòèòåëà — ê ïðàêòè÷åñ-

êîé ðåàëèçàöèè àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè, ñîñòî-

ÿùåé ëèøü â ñèíòåçå êîíúþãàòà ôëóîðîôîð-àí-

òèáèîòèê (òðåéñåð) è ïîñëåäîâàòåëüíîì âûáîðå

èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé ðåàãåíòîâ.

Â íàñòîÿùåé ñòàòüå íà ïðèìåðå èììóíîäåòåê-

öèè õëîðàìôåíèêîëà ïðåäñòàâëåíû âñå ñòàäèè

òàêîé ðàçðàáîòêè è õàðàêòåðèñòèêè àíàëèòè÷åñ-

êîé ìåòîäèêè. Ýêñïðåññíûé êîíòðîëü ñîäåðæà-

íèÿ õëîðàìôåíèêîëà êðàéíå âîñòðåáîâàí. Õîòÿ

îáíàðóæåíèå ñåðü¸çíûõ ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ ïðè-

âåëî ê çàêîíîäàòåëüíûì îãðàíè÷åíèÿì ïðèìåíå-

íèÿ äàííîãî ïðåïàðàòà è ââåäåíèþ îôèöèàëüíûõ

òðåáîâàíèé ê åãî ìàêñèìàëüíî äîïóñòèìûì óðîâ-

íÿì â ïèùåâîé ïðîäóêöèè [3, 13], õëîðàìôåíè-

êîë âñëåäñòâèå øèðîêîãî ñïåêòðà àíòèáàêòåðè-

àëüíîé àêòèâíîñòè è äåøåâèçíû ïðîäîëæàåò

àêòèâíî èñïîëüçîâàòüñÿ â ëå÷åáíûõ è ïðîôèëàê-

òè÷åñêèõ öåëÿõ.

Äàííàÿ ðàçðàáîòêà ïðîäîëæàåò öèêë èññëåäî-

âàíèé, ïðîâîäèìûõ íà Õèìè÷åñêîì ôàêóëüòåòå

ÌÃÓ è íàïðàâëåííûõ íà ñîçäàíèå êîìïëåêñà

òåñò-ñèñòåì äëÿ ìîíèòîðèíãà ñîäåðæàíèÿ àíòè-

áèîòèêîâ, îñíîâàííûõ íà ïðèíöèïå ÔÏÈÀ. Ðàç-

ðàáîòêè ìåòîäèê ÔÏÈÀ àíòèáèîòèêîâ äðóãèõ

êëàññîâ ïðåäñòàâëåíû â ðàíåå âûøåäøèõ ïóáëè-

êàöèÿõ [14—18]. Äîïîëíåíèå ýòîãî ðÿäà òåñò-ñèñ-

òåì äàííîé ðàçðàáîòêîé îáåñïå÷èâàåò âîçìîæíî-

ñòü êîìïëåêñíîãî ìîíèòîðèíãà àíòèáèîòèêîâ

îñíîâíûõ êëàññîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Õèìè÷åñêèå ðåàãåíòû. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ñèíòåçîâ è ðàçðà-

áîòêè ìåòîäèêè áûëè èñïîëüçîâàíû õèìè÷åñêèå ðåàêòèâû

îòå÷åñòâåííîãî (ìàðêè îñ.÷. è õ.÷.) è èìïîðòíîãî («Sigma»)

ïðîèçâîäñòâà. Îâå÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ õëî-

ðàìôåíèêîëà áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ïðîô. Ð. Àáóêíå-

øà (R. Abuknesha), Âåëèêîáðèòàíèÿ. 

Èñõîäíûé êîíöåíòðèðîâàííûé ðàñòâîð õëîðàìôåíèêîëà

äëÿ õðàíåíèÿ ãîòîâèëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå. Äëÿ ïðîâå-

äåíèÿ ÔÏÈÀ ðàñòâîðû ðåàãåíòîâ ðàçáàâëÿëè 2,5 ìÌ áîðàò-

íûì áóôåðîì, ðÍ 8,0, ñîäåðæàùèì 0,1% àçèäà íàòðèÿ. 

Îáîðóäîâàíèå. Ïîëÿðèçàöèþ ôëóîðåñöåíöèè ðåãèñòðè-

ðîâàëè â êþâåòàõ ñ ïîìîùüþ ïîëÿðèçàöèîííîãî ôëóîðèìåòðà

«Beacon 2000» (Panvera, ÑØÀ). Äëèíà âîëíû âîçáóæäåíèÿ —

480 íì, ýìèññèè — 520 íì. 

Ïîëó÷åíèå êîíúþãàòîâ õëîðàìôåíèêîë-ôëóîðîôîð. Èñ-

ïîëüçîâàëè ôëóîðîôîðû ôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò (ÔÈÒÖ)

è ýòèëåíäèàìèíôëóîðåñöåèíèçîòèîöèàíàò (ÝÄÔ). Èõ êîíú-

þãàöèþ ñ õëîðàìôåíèêîëîì ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ [17].

Ïðîäîëæèòåëüíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ — 2 ÷ ïðè êîìíàòíîé

òåìïåðàòóðå. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè ìåòîäîì

òîíêîñëîéíîé õðîìàòîãðàôèè ïðèìåíÿëè ïëàñòèíû «Silufol»,

×åõèÿ; ýëþåíò — ñìåñü ìåòàíîëà è õëîðîôîðìà â îáúåìíîì

ñîîòíîøåíèè 1:4. 

Îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíîãî ðàçâåäåíèÿ òðåéñåðà. Â 10 êþ-

âåòàõ ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëüíîå äâóêðàòíîå ðàçâåäåíèå



òðåéñåðà â 0,1 ìë áîðàòíîãî áóôåðà, íà÷è-

íàÿ ñ ðàçâåäåíèÿ 1:100. Â êþâåòû äîáàâëÿ-

ëè ïî 0,4 ìë òîãî æå áóôåðà è çàòåì èçìåðÿ-

ëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè è å¸

ïîëÿðèçàöèþ.

Îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíîãî ðàçâåäåíèÿ
àíòèòåë. Â 10 êþâåòàõ ïðîâîäèëè ïîñëåäî-

âàòåëüíîå äâóêðàòíîå ðàçâåäåíèå àíòèòåë â

0,1 ìë áîðàòíîãî áóôåðà, íà÷èíàÿ ñ ðàçâå-

äåíèÿ 1:20. Â êþâåòû äîáàâëÿëè ïî 0,3 ìë

ðàñòâîðà òðåéñåðà â ðàíåå âûáðàííîì ðàç-

âåäåíèè è ïî 0,1 ìë áóôåðà, ïîñëå ÷åãî èç-

ìåðÿëè ïîëÿðèçàöèþ ôëóîðåñöåíöèè.

Ìåòîäèêà ÔÏÈÀ: ïîñòðîåíèå ãðàäóè-
ðîâî÷íîãî ãðàôèêà è òåñòèðîâàíèå ïðîá. Â

êþâåòû ê 0,1 ìë ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà

õëîðàìôåíèêîëà (èëè òåñòèðóåìîé ïðîáû)

äîáàâëÿëè ïî 0,3 ìë ðàñòâîðà òðåéñåðà è ïî

0,1 ìë àíòèòåë â ðàíåå âûáðàííûõ ðàçâåäå-

íèÿõ, çàòåì èçìåðÿëè ïîëÿðèçàöèþ ôëóî-

ðåñöåíöèè.

Îäíîðåàãåíòíûé ÔÏÈÀ ïðîâîäèëè â

ñîîòâåòñòâèè ñ [19]. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ

èñõîäíîãî ðåàãåíòà — êîìïëåêñà òðåé-

ñåð-àíòèòåëî — ñìåøèâàëè ðàâíûå

îáú¸ìû ðàáî÷èõ ðàçâåäåíèé òðåéñåðà è

àíòèòåë, ðàçáàâëÿëè áóôåðîì â 5 ðàç è îñ-

òàâëÿëè ðåàãåíò íà íî÷ü â õîëîäèëüíèêå,

÷òîáû îáåñïå÷èòü äîñòèæåíèå õèìè÷åñ-

êîãî ðàâíîâåñèÿ.

Ïðè ïðîâåäåíèè àíàëèçà â êþâåòû ê

0,1 ìë ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà õëîðàìôå-

íèêîëà (èëè òåñòèðóåìîé ïðîáû) äîáàâ-

ëÿëè 0,4 ìë îäíîðåàãåíòíîãî ðàñòâîðà,

èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-

ðå 10 ìèí è èçìåðÿëè ïîëÿðèçàöèþ ôëóî-

ðåñöåíöèè.

Îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé.
Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ àíàëèçà îïðåäåëÿëè

ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì IUPAC ïî ìåòîäó

Ðîäáàðäà [20]. Ïðîâîäèëè 10 èçìåðåíèé ñòàíäàðòà ñ íóëåâîé

êîíöåíòðàöèåé àíòèáèîòèêà è ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå çíà÷å-

íèå ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè (mP0), à òàêæå ñòàíäàðòíîå

îòêëîíåíèå (S) ýòîé âåëè÷èíû. Çíà÷åíèå ïîëÿðèçàöèè ôëóî-

ðåñöåíöèè, ñîîòâåòñòâóþùåå ïðåäåëó îáíàðóæåíèÿ, âû÷èñëÿ-

ëè ïî ôîðìóëå mPmin = mP0 — 3S, ïîñëå ÷åãî ïî ãðàäóèðîâî÷-

íîé êðèâîé îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ õëîðàìôåíèêîëà,

îáåñïå÷èâàþùóþ äîñòèæåíèå äàííîé âåëè÷èíû mPmin.

Ïðè îöåíêå âîñïðîèçâîäèìîñòè ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé

âûáèðàëèñü êîíöåíòðàöèè èç ëèíåéíîé îáëàñòè ãðàäóèðîâî÷-

íîãî ãðàôèêà è äëÿ íèõ ïî òð¸ì ïîâòîðíîñòÿì, âûïîëíåííûì

â òå÷åíèå îäíîãî äíÿ, ðàññ÷èòûâàëè ñòàíäàðòíîå êâàäðàòè÷íîå

îòêëîíåíèå (SE) è êîýôôèöèåíòû âàðèàöèè (SE/Xñð•100%).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ïîëó÷åíèå êîíúþãàòîâ õëîðàìôåíèêîë-ôëóîðî-

ôîð. Äëÿ êîíúþãàòà õëîðàìôåíèêîë-ÔÈÒÖ ïðè

î÷èñòêå ðåàêöèîííîé ñìåñè áûëè âûäåëåíû òðè

ôðàêöèè ñ ðàçíûìè çíà÷åíèÿìè Rf (0,1, 0,5, 0,6).

Õëîðàìôåíèêîë-ÝÄÔ áûë ïîëó÷åí â âèäå îäíîé

ïîëîñû ñ Rf = 0,7. 

Ïðîäóêòû ñèíòåçà ðàñòâîðÿëè â áîðàòíîì áó-

ôåðå è õðàíèëè ïðè +4°Ñ  (ðèñ. 1).

Îïðåäåëåíèå îïòèìàëüíûõ ðàçâåäåíèé òðåéñåðîâ
è àíòèòåë. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðàêòèêîé ÔÏÈÀ

[12] âûáèðàëè ðàçâåäåíèÿ òðåéñåðîâ, äëÿ êîòîðûõ

èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ïðè 520 íì â 10 ðàç

ïðåâûøàëà ôîíîâîå çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè

ðàáî÷åãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà.

Áûëè ïðîòåñòèðîâàíû äâå àíòèñûâîðîòêè íà

õëîðàìôåíèêîë, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãå-

íîâ, ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû êîòîðûõ ïðåäñòàâëå-

íû íà ðèñ. 1 á, â. Ïîëó÷åíû çàâèñèìîñòè ñòåïåíè

ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè îò ðàçâåäåíèÿ àíòè-

ñûâîðîòîê ïðè ôèêñèðîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ

âçàèìîäåéñòâóþùèõ ñ íèìè òðåéñåðîâ õëîðàìôå-

íèêîë-ÝÄÔ è õëîðàìôåíèêîë-ÔÈÒÖ (ðèñ. 2).

Îñíîâíûì ïàðàìåòðîì ñâÿçûâàíèÿ ÿâëÿëîñü ðàç-

âåäåíèå àíòèñûâîðîòêè (òèòð), ïðèâîäÿùåå ê 50%

èíãèáèðîâàíèþ ïîëÿðèçàöèè ôëóîðåñöåíöèè. 

Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëÿ òðåéñåðà õëîðàìôåíè-

êîë-ÝÄÔ îòñóòñòâóåò âçàèìîäåéñòâèå ñ àíòèñû-

âîðîòêàìè. Ïðè èñïîëüçîâàíèè òðåéñåðà õëîðàì-

ôåíèêîë-ÔÈÒÖ òèòðû àíòèñûâîðîòîê 1 è 2

ñîñòàâèëè 1:100 è 1:250, ñîîòâåòñòâåííî.

Îïðåäåëåíèå àíàëèòè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê
ÔÏÈÀ. Â îïòèìèçèðîâàííûõ óñëîâèÿõ áûëî ðåà-

ëèçîâàíî êîíêóðåíòíîå âçàèìîäåéñòâèå àíòèñûâî-

ðîòîê ñî ñâîáîäíûì õëîðàìôåíèêîëîì (ñòàíäàðò

äëÿ ãðàäóèðîâêè èëè òåñòèðóåìàÿ ïðîáà) è õëîðàì-

ôåíèêîëîì, âõîäÿùèì â ñîñòàâ òðåéñåðà. Ïîëó÷åí-

íûå ãðàäóèðîâî÷íûå ãðàôèêè ïðåäñòàâëåíû íà
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Рис. 1. Химические структуры.

а — хлорамфеникол; б, в — иммуногены для получения антител 1 и 2; г —
трейсер 1 — хлорамфеникол�ФИТЦ; д — трейсер 2 — хлорамфеникол�ЭДФ.
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ðèñ. 3, à õàðàêòåðèñòèêè ðàçðàáî-

òàííîé ìåòîäèêè ÔÏÈÀ õëîðàì-

ôåíèêîëà — ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ

è äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ êîí-

öåíòðàöèé — â òàáë. 1.

Îäíîðåàãåíòíûé ÔÏÈÀ. Îõà-

ðàêòåðèçîâàíà âîçìîæíîñòü äå-

òåêöèè õëîðàìôåíèêîëà ìåòî-

äîì ÔÏÈÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì

îäíîðåàãåíòíîãî ïðåïàðàòà —

ïðåäâàðèòåëüíî ñôîðìèðîâàí-

íîãî êîìïëåêñà àíòèòåëî-òðåé-

ñåð. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êèíåòèêè

äèññîöèàöèè äàííîãî êîìïëåêñà

ê íåìó äîáàâëÿëè ñâîáîäíûé àí-

òèãåí (õëîðàìôåíèêîë) â ðàçíûõ

êîíöåíòðàöèÿõ, ÷òî ïðèâîäèëî ê

âûòåñíåíèþ òðåéñåðà èç èììóí-

íîãî êîìïëåêñà (ðèñ. 4). Óñòà-

íîâëåíî, ÷òî ïðè ýòîì âûòåñíå-

íèè ðàâíîâåñèå â ñèñòåìå

äîñòèãàåòñÿ çà 10—15 ìèíóò â çà-

âèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè àíà-

ëèòà. Ïîäòâåðæäåííàÿ ýêñïðåññ-

íîñòü äàííîãî âàðèàíòà ÔÏÈÀ â

ñî÷åòàíèè ñ ìèíèìàëüíîé òðóäî-

åìêîñòüþ òåñòèðîâàíèÿ îáóñëàâ-

ëèâàþò åãî êîíêóðåíòíûé ïîòåí-

öèàë ïî ñðàâíåíèþ ñ

òðàäèöèîííûì ÔÏÈÀ.

Ïðèìåíåíèå ÔÏÈÀ äëÿ êîí-
òðîëÿ õëîðàìôåíèêîëà â ïðî-
äóêòàõ ïèòàíèÿ. Äëÿ ïîä-

òâåðæäåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè

ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè ïðî-

âåäåíû ýêñïåðèìåíòû ïî âíå-

ñåíèþ â ïðîáû ïèùåâîé ïðî-

äóêöèè (ìîëîêà) èçâåñòíûõ

êîëè÷åñòâ õëîðàìôåíèêîëà

(ìåòîä «ââåäåíî-íàéäåíî»)

(òàáë. 2). Ïîêàçàíà âûñîêàÿ

ñòåïåíü ñîîòâåòñòâèÿ ðåçóëüòà-

òîâ îïðåäåëåíèÿ õëîðàìôåíè-

êîëà ìåòîäîì ÔÏÈÀ ñ äàííû-

ìè î ðåàëüíîì åãî ñîäåðæàíèè

â êîíòàìèíèðîâàííûõ ïðîáàõ.

Рис. 2. Концентрационные зависимости связывания антисывороток с

хлорамфениколом.

(а — антитела 1; б — антитела 2) с трейсером 1 (хлорамфеникол�ФИТЦ). По
оси абсцисс — кратность разведения антисыворотки; по оси ординат — поля�
ризация флуоресценции.

Àíòèòåëà Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ, Cmin, íã/ìë Äèàïàçîí îïðåäåëÿåìûõ êîíöåíòðàöèé (íã/ìë)

Àíòèòåëà 1 20 40—20 000

Àíòèòåëà 2 10 20—10 000

Таблица 1. Аналитические характеристики ФПИА хлорамфеникола

Êîíöåíòðàöèÿ, íã/ìë Ïðîöåíò îòêðûòèÿ, %

10 101,4±3,0

50 92,4±4,0

150 87,3±4,0

300 87,6±2,0

Таблица 2. Полнота открытия хлорамфеникола в молоке



Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé, ðàçðà-

áîòàíà ìåòîäèêà ôëóîðåñöåíòíîãî ïîëÿðèçàöèîí-

íîãî èììóíîàíàëèçà àíòèáèîòèêà õëîðàìôåíèêîëà.

Ïîäîáðàíû èììóíîðåàãåíòû è èõ êîíöåíòðàöèè,

îïòèìàëüíûå äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà. Îïðåäåëåíû

àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ìåòîäà — ïðåäåë îá-

íàðóæåíèÿ ñîñòàâèë 10 íã/ìë, äèàïàçîí îïðåäåëÿå-

ìûõ êîíöåíòðàöèé — 20—10000 íã/ìë. Ïðîäîëæè-

òåëüíîñòü òåñòèðîâàíèÿ — 10 ìèí. Ïîêàçàíà

âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðàçðàáîòàííîé ìåòî-

äèêè ïðè òåñòèðîâàíèè ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è íàóêè ÐÔ â ðàìêàõ
Ôåäåðàëüíîé öåëåâîé ïðîãðàììû «Èññëåäîâàíèÿ è
ðàçðàáîòêè ïî ïðèîðèòåòíûì íàïðàâëåíèÿì ðàçâè-
òèÿ íàó÷íî-òåõíîëîãè÷åñêîãî êîìïëåêñà Ðîññèè íà
2014—2020 ãîäû» (Ñîãëàøåíèå î ïðåäîñòàâëåíèè
ñóáñèäèè îò 11 íîÿáðÿ 2015 ã. ¹ 14.616.21.0061,
óíèêàëüíûé èäåíòèôèêàòîð RFMEFI61615X0061).
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Рис. 3. Градуировочные графики ПФИА хлорамфе�

никола

( — антитела 1, — антитела 2). По оси абсцисс — кон�
центрация хлорамфеникола (мкг/мл) в пробе; по оси
ординат — отношение поляризации флуоресценции тес�
тируемой пробы и пробы без хлорамфеникола.
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