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РЕФЕРАТ 
Микотоксины являются группой биологически активных веществ, 
попадание которых в организм сельскохозяйственных животных 
невозможно предотвратить полностью. В статье приводятся резуль-
таты экспериментальных исследований по адаптации набора ПРО-
ДОСКРИН ИФА-Афлатоксин В1 для определения концентрации 
афлатоксина В1 в гомогенатах печени свиней. В процессе пробопод-

готовки, печень гомогенизировалась и случайным образом делилась на навески массой 5 
грамм. Методика основана на постановке прямого конкурентного иммуноферментного 
анализа, принцип действия которого заключается в избирательном связывании специфи-
ческого антигена с антителом, который под действием фермента, в составе связанного с 
антителами конъюгата, превращается в окрашенный продукт. Суть комплекса мероприя-
тий по адаптации данного метода заключается в использовании методики по поиску ан-
тигенов не в заявленном в инструкции растительном сырье, а в органах свиней. В статье 
приводятся подробные данные по пробоподготовке органов к исследованию, расчетам 
дозировок афлатоксина В1, вносимых в гомогенат печени, а также описываются этапы 
постановки иммуноферментного анализа. Полученные в ходе эксперимента данные, по 
адаптации ИФА-набора для определения концентрации афлатоксина В1 не только в рас-
тительном сырье, но и в гомогенатах печени свиней, позволяют сделать ряд выводов, где 
прямой конкурентный ИФА может быть использован в составе комплексной диагности-
ки микотоксикозов в условиях сельскохозяйственных предприятий как экспресс метод 
для качественной (афлатоксин В1 есть в органе\афлатоксина В1 в органе нет) оценки 
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наличия афлатоксина В1 в органах свиней. Так же учитывая погрешность измерения от 0 
до 28% данный метод позволяет дать полуколичественную оценку содержания афлаток-
сина В1 в гомогенате печени свиней. Так же мы отметили, чем ниже объем Афлатоксина 
В1, вносимый в гомогенат печени, тем меньше погрешность при определении данных 
концентраций методом прямого конкурентного ИФА. 

ВВЕДЕНИЕ / INTRODUCTION 
Микотоксины являются группой био-

логически активных веществ, попадание 
которых в организм сельскохозяйствен-
ных животных невозможно предотвра-
тить полностью. Современные техноло-
гии кормозаготовки позволяют снизить 
концентрацию микотоксинов, а в случае 
обнаружения их в кормах специализиро-
ванными диагностическими тестами, та-
кими как иммуноферментный анализ 
(ИФА), высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ) и другие, мини-
мизировать неизбежный ущерб за счет 
введения сорбентов [1]. Во многих стра-
нах, в том числе в Республике Беларусь 
разработаны нормативные документы, в 
которых установлены предельно допусти-
мые уровни (ПДУ) самых часто встречае-
мых микотоксинов в кормах. Однако дан-
ные нормативные документы не являются 
совершенными, так как регулируют до-
вольно узкий спектр известных микоток-
синов, а ПДУ данных микотоксинов не 
учитывают время поступления того или 
иного микотоксина в организм животных. 
Учитывая ряд вышенаписанных особен-
ностей регулирования содержания мико-
токсинов в кормах, а также уже извест-
ные биологические особенности влияния 
микотоксинов на организм животных 
(кумулятивный эффект, синергизм и по-
тенцирование патологических эффектов 
различных микотоксинов, термостабиль-
ность и практически полное отсутствие 
патогномоничных клинических симпто-
мов при хроническом воздействии низких 
доз микотоксинов), существует высокая 
потребность в поиске новых диагностиче-
ских возможностей [2]. Действительно, на 
протяжении последних лет отечественны-
ми учеными предпринимались попытки 
определения клинических, патологоана-
томических и биохимических изменений 
в организме животных под действием 
микотоксинов [3,4]. Однако, определение 

концентрации того или иного микотокси-
на только в корме и в последующем опи-
сание патологических изменений, выяв-
ленных в организме животного, которому 
этот корм скармливался, является недо-
статочной. Ведь не учитывается такой 
фактор как биодоступность, то есть какое 
именно количество микотоксина из об-
щей концентрации воздействует на орга-
ны мишени, а сколько микотоксина выде-
лилось из организма или инактивирова-
лось в процессе метаболизма. Только вы-
являя концентрации микотоксинов в орга-
нах можно проследить стадийность пато-
логоанатомических признаков, дозозави-
симые эффекты, а также определить, как 
влияют сверхнизкие концентрации мико-
токсинов поступающие в организм дли-
тельное время.  

Для осуществления скрининговых 
исследований по определению микоток-
синов в органах, наиболее подходящим из 
известных методов является ИФА, как 
менее дорогостоящий по сравнению с 
ВЭЖК. Однако следует учитывать более 
низкую чувствительность и специфич-
ность ИФА в сравнении с хроматографи-
ческими методиками. В зарубежных лите-
ратурных источниках встречаются дан-
ные по определению отдельных микоток-
синов в органах и биологических жидко-
стях с использованием ИФА в сравнении 
с ВЭЖК, которые описывают возмож-
ность получения достоверных данных как 
при использование хроматографических 
методов, так и ИФА [5,6]. При этом в Рес-
публике Беларусь не существует валиди-
рованной методики по проведению по-
добных исследований. Цель данной ста-
тьи показать результаты опыта по адапта-
ции метода определения афлатоксина В1 
в комбикорме для определения афлаток-
сина В1 в гомогенатах печени при помо-
щи ИФА.  
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ /  
MATERIALS AND METHODS  

Адаптация метода – это комплекс ме-
роприятий, позволяющих усовершенство-
вать определенную, уже существующую, 
лабораторную методику и использовать 
ее для выполнения других задач.  В каче-
стве лабораторного метода по определе-
нию микотоксинов в органах и тканях, 
был выбран прямой конкурентный имму-
ноферментный анализ, как более распро-
страненный и доступный метод в боль-
шинстве лабораторий страны. Тесты про-
водились с использованием набора ПРО-
ДОСКРИН ИФА-Афлатоксин В1, предна-
значенный для детекции афлатоксина В1 
в комбикормах, разработанный институ-
том биоорганической химии НАН Бела-
руси (рисунок 1).  

Рисунок 1 – Набор ПРОДОСКРИН 
ИФА-Афлатоксин В1. 

Рисунок 2 – Образцы печени  
в процессе пробоподготовки. 

Основным исследуемым материалом 
являлся образец печени свиньи, так как 
именно печень является основным орга-
ном мишенью для афлатоксина В1 [7]. 
Материал (печень целиком) отбирали от 
одного животного на убойном пункте.  В 
процессе пробоподготовки, печень гомо-
генизировалась и случайным образом 
делилась на навески массой 5 грамм 
(рисунок 2). 

После этого в каждый образец добав-
лялся стандарт афлатоксина В1 (Trilogy 25 
мкг\мл, с заявленной в инструкции по-
грешностью +\- 1,96 мкг\мл, объём 10 мл) 
(рисунок 3) в следующих обьемах 
(таблица 1). 

Вышеописанные концентрации стан-
дарта были выбраны исходя из чувстви-
тельности данного метода (2 мкг\кг). Так-
же проводилось тестирование набора 
сверх диапазона измерения (предел обна-
ружения Афлатоксина В1 методом ИФА 
от 2 мкг\кг до 50 мкг\кг), указанного в 
инструкции (100 мкг\кг и 250 мгк\кг соот-
ветственно). Контролем выступали обра-
зец гомогената печени без внесения стан-
дарта, а также образец чистого стандарта 
в концентрации 50 мкг\кг без тканей пе-
чени. Необходимый объём вносимого 
стандарта Афлатоксина В1 в гомогенат 
печени рассчитывали согласно следую-
щей формулы: 

Для концентрации 5 мкг\кг: 
1 кг гомогената печени- – 5 мкг афла-

токсина В1 
0,005 кг гомогената печени (5 грамм) 

-– 0,025 мкг афлатоксина В1 

2) 1 мл (1000 мкл) стандарта -– 25 мкг 
афлатоксина В1 

  1 мкл стандарта – 0,025 мкг афла-
токсина В1 

Чтобы получить концентрацию афла-
токсина В1 5 мкг\кг в навеске печени 5 г, 
необходимо внести 1 мкл аналитического 
стандарта афлатоксина В1 (рисунок 4). 
Для эмпирического создания в гомогена-
тах печени концентрации 25, 40, 50, 100 и 
250 мкг\кг использовали аналогичные 
расчеты. 
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Таблица 1 – Объем вносимого стандарта Афлатоксина В1 и эмпирически  
получаемая концентрация микотоксина в гомогенате печени свиньи 

Объем вносимого стандарта 
Афлатоксина В1, 

 мкл 

Концентрация Афлатоксина В1, эмпириче-
ски создаваемая в гомогенате печени массой 

5 грамм, мкг\кг 

1 5 

5 25 

8 40 

10 50 

20 100 

50 250 

Далее проводилась постановка прямо-
го конкурентного ИФА согласно стан-
дартной инструкции к набору: афлаток-
син В1 экстрагируют из гомогената рас-
твором метанол/вода в соотношении 
70/30. В лунки планшета для предвари-
тельного смешивания вносят конъюгат 
афлатоксина В1 с пероксидазой из корней 
хрена, добавляют градуировочные рас-
творы с известной концентрацией афла-
токсина В1 или подготовленные к анализу 
растворы проб и аликвоты полученной 
смеси переносят в лунки планшетного 
иммуносорбента. Во время последующей 
инкубации афлатоксин В1 в составе гра-
дуировочного раствора или анализируе-
мой пробы конкурирует с конъюгатом за 
связывание с антителами, иммобилизо-
ванными на внутренней поверхности лу-
нок иммуносорбента. После промывки, в 
ходе которой из лунок удаляют не проре-
агировавшие с антителами микотоксины, 
добавляют хромоген-субстратный рас-
твор, который под действием фермента в 
составе, связанного с антителами конъ-
югата превращается в окрашенный про-
дукт. Интенсивность окраски обратно 
пропорциональна концентрации афлаток-
сина В1 в анализируемом образце или 
градуировочном растворе, т.е. чем боль-
ше содержится афлатоксина В1, тем мень-
ше конъюгата связывается с антителами 
на твердой фазе. Затем добавляют стоп-
реагент, останавливающий ферментатив-
ную реакцию и одновременно изменяю-
щий окраску раствора с голубой на жел-
тую. Интенсивность окрашивания раство-
ра в лунках измеряют на многоканальном 

планшетном фотометре как величину 
оптической плотности, выраженную в 
оптических единицах (о.е.), при длине 
волны 450 нм. На основании значений 
оптической плотности компьютерная 
программа строит градуировочный гра-
фик и автоматически рассчитывает кон-
центрации афлатоксина В1 в исследуемых 
образцах [9]. 

Для оценки взаимосвязи между вноси-
мым в гомогенат печени объемом мико-
токсина и получаемой концентрацией 
афлатоксина В1 при помощи ИФА, был 
рассчитан коэффициент корреляции Пир-
сона (r) и p-значение. 

Рисунок 3 – Стандарт Афлатоксина 
В1, 25 мкг\мл, 10 мл. 
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Рисунок 4 – Этапы пробоподготов-
ки. Внесение стандарта в гомогенат 

печени свиньи. 

РЕЗУЛЬТАТЫ/ RESULTS  
В таблице 2 представлены полученные 

концентрации Афлатоксина В1 в гомоге-
натах печени в ходе проведения иммуно-
ферментного анализа с добавлением заве-
домо известного количества микотокси-
на. Анализируя выявленные значения, 
следует отметить, что существует ряд 
определенных, статистически значимых 
закономерностей (рисунок 5). 

Действительно, при повышении коли-
чества вводимого микотоксина в печень, 
повышаются определяемые ИФА значе-
ния, содержащиеся в полученных экс-
трактах исследуемой печени (r = 0.98, p 
<0.04). Концентрация 250 мкг\кг не вклю-
чалась в расчет линейной корреляции, т.к. 
получены недостоверные результаты из-
мерений.   

При этом существуют некоторые от-
клонения между внесенной и определяе-
мой при помощи ИФА концентрацией 
афлатоксина В1. При внесении в гомоге-
нат печени 25, 40 и 50 мкг\кг афлатоксина 
В1, получили 35, 51,2 и 56,9 мкг\кг соот-
ветственно, что на 28,6%, 21,9% и 12,1% 
превышает концентрацию вносимого 
стандарта. При оценке контрольного об-
разца, такого как чистый гомогенат пече-
ни без добавления стандарта микотоксина 
получили 2,1 мкг\кг афлатоксина В1. Дру-
гой контрольный образец, без тканей пе-
чени, показал 69,4 мкг\кг афлатоксина В1, 
что на 28 % превышает исходную объем 

вносимого стандарта 50 мкг\кг. Данные 
отклонения можно объяснить следующим 
образом: 

1) Заявленной производителем по-
грешностью +\- 1,96 мкг\мл аналитиче-
ского стандарта афлатоксина В1 исполь-
зуемого в эксперименте, что составляет +\
- 7,84% от 25 мкг\мл. 

2)  Дополнительное содержание афла-
токсина В1 в гомогенате печени свиньи до 
внесения аналитического стандарта при-
водит к увеличению результатов при про-
ведении ИФА. 

3) Согласно свидетельству о метроло-
гической пригодности методики выполне-
ния измерений № 1064МПП/2017 
«Определение массовой доли афлатокси-
на В1 в зерне, зернобобовых и масличных 
культурах с использованием набора реа-
гентов «ИФА-АФЛАТОКСИН»», относи-
тельная расширенная неопределенность 
(величина, которая характеризует разброс 
измеряемых значений относительной ис-
тинного показателя) составила от 16% до 
26% в зависимости от группы продуктов.  

Важным наблюдением являет то, что 
более низкие объемы вносимого стандар-
та (близкие к нижнему порогу диапазона 
измерений от 2 до 50 мкг\кг), позволяют 
получать более точные измерения при 
постановке ИФА с минимальными откло-
нениями (при внесении в гомогенат пече-
ни 5 мгк\кг афлатоксина В1, при измере-
нии получили аналогичное значение 5 
мкг\кг). Учитывая, что основной целью 
данного исследования являлся поиск но-
вых диагностических возможностей при 
субклинических микотоксикозах, которые 
развиваются при длительном поступле-
нии в организм сверхнизких доз микоток-
синов, метод прямого конкурентного 
ИФА является перспективным в данном 
направлении. 
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Таблица 2 – Результаты эксперимента по адаптации ИФА метода по определению 
афлатоксина В1  в гомогенате печени свиньи 

№ 
п\п 

Концентрация 
стандарта внесенная в го-

могенат печени, мкг\кг 

Масса пробы печени, 
г/объем вносимого 

стандарта, мкл 

Фактически получен-
ные значения после 
постановки ИФА, 

мкг\кг 

1 5,0 5,0/1 5,0 

2 25,0 5,0/5 35,0 

3 40,0 5,0/8 51,2 

4 50,0 5,0/10 56,9 

4 100 5,0/20 99,7 

4 250 5,0/50 98,9 

4 Печень без стандарта 5,0/0 2,1 

4 50,0 стандарта, без тканей 
печени 

0/50 69,4 

Рисунок 5 – Линейная зависимость 
определенной при помощи ИФА концен-

трации микотоксина, от введенного 
объема афлатоксина В1 в гомогенат 

печени свиньи 

ВЫВОДЫ / CONCLUSION 
Полученные в ходе эксперимента 

данные, по адаптации ИФА-набора для 
определения концентрации афлатоксина 
В1 не только в растительном сырье, но и в 
гомогенатах печени свиней, позволяют 
сделать ряд выводов: 

1. Прямой конкурентный ИФА может 
быть использован в составе комплексной 
диагностики микотоксикозов в условиях 
сельскохозяйственных предприятий как 
экспресс метод для качественной 
(афлатоксин В1 есть в органе\афлатоксина 
В1 в органе нет) оценки наличия афлаток-
сина В1 в органах свиней. 

2. Учитывая погрешность измерения 
от 0 до 28% данный метод позволяет дать 
полуколичественную оценку содержания 
афлатоксина В1 в гомогенате печени сви-

ней. 
3. Чем ниже объем Афлатоксина В1, 

вносимый в гомогенат печени, тем мень-
ше погрешность при определении дан-
ных концентраций методом прямого кон-
курентного ИФА. 
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ABSTRACT 

Mycotoxins are a group of biologically 
active substances, the penetration of which 
into the organism of farm animals cannot be 
completely prevented. The article presents 
the results of experimental studies on the 
adaptation of the PRODOSCREEN IFA-
Aflatoxin B1 kit for determining the concen-
tration of aflatoxin B1 in pig liver homoge-
nates. The material (whole liver) was col-
lected from one animal at a slaughterhouse. 
During sample preparation, the liver was 
homogenized and randomly divided into 5-
gram portions. The technique is based on the 
formulation of a direct competitive enzyme 
immunoassay, the principle of which is the 
selective binding of a specific antigen to an 
antibody, which, under the action of an en-
zyme, as part of an antibody-bound conju-
gate, turns into a colored product. The es-
sence of the set of measures for the adapta-
tion of this method is to use the technique 
for searching for antigens not in the plant 
materials declared in the instructions, but in 
the organs of pigs. The article provides de-
tailed data on the preparation of organ sam-
ples for the study, calculations of aflatoxin 
B1 dosages introduced into the liver homog-
enate, and describes the stages of setting up 
an enzyme immunoassay. The data obtained 
during the experiment on the adaptation of 
the ELISA kit for determining the concen-
tration of aflatoxin B1 not only in plant ma-
terials, but also in pig liver homogenates, 
allow us to draw a number of conclusions 
where direct competitive ELISA can be used 
as part of a comprehensive diagnosis of my-
cotoxicoses in agricultural enterprises as an 
express method for qualitative (aflatoxin B1 
is in the organ / aflatoxin B1 is not in the 

organ) assessment of the presence of aflatox-
in B1 in pig organs. Also, taking into ac-
count the measurement error from 0 to 28%, 
this method allows for a semi-quantitative 
assessment of the content of aflatoxin B1 in 
pig liver homogenate. We also noted that the 
lower the volume of Aflatoxin B1 introduced 
into the liver homogenate, the lower the er-
ror in determining these concentrations using 
the direct competitive ELISA method. 
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