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АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ НОВЫХ 
ИММУНОФЕРМЕНТНЫХ ТЕСТ-СИСТЕМ  
НА БЕТА-ЛАКТАМНЫЕ АНТИБИОТИКИ  

В ПИЩЕВОЙ ПРОДУКЦИИ И ПРОДОВОЛЬСТВЕННОМ СЫРЬЕ

Аннотация. Исследованы аналитические характеристики двух разработанных микроплан-
шетных тест-систем для прямого конкурентного иммуноферментного анализа бета-лактам-
ных антибиотиков. Одна из систем «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» включает реком-
бинантный микробный рецептор бета-лактамов, который распознает и связывает как 
пенициллины, так и цефалоспорины. Вторая биоаналитическая система «ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Пенициллин» основана на взаимодействии пенициллинов со специфичными к ним 
высокоаффинными поликлональными антителами. Калибраторы для построения градуиро-
вочного графика в обоих случаях готовят путем последовательного разведения раствора 
ампициллина, и массовая доля суммы бета-лактамов или пенициллинов в образцах измеря-
ется относительно концентрации этого антибиотика. Найдены показатели специфичности 
обеих тест-систем, рассчитаны параметры точности выполнения измерений, установлены 
диапазоны определений и охарактеризована область применения соответствующих методик 
иммуноферментного анализа. Для тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» по-
казано наличие смещения результатов измерений массовой доли антибиотиков в кисломо-
лочной продукции, мясе и субпродуктах, что учтено при расчете суммарной неопределенно-
сти методики. Метрологически аттестованные рабочие характеристики, область применения 
и порядок проведения анализа с использованием тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пе-
нициллин» соответствуют описанию в МВИ.МН 5336-2015. 

Ключевые слова: бета-лактамные антибиотики, пенициллины, цефалоспорины, иммуно-
ферментный анализ, методика измерений.
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Abstract. The analytical characteristics of two developed kits for enzyme-linked immunosorbent 
assay of beta-lactam antibiotics were studied. PRODOSCREEN® ELISA-Beta-Lactam kit includes 
a recombinant microbial beta-lactam receptor that recognizes and binds both penicillins and 
cephalosporins. PRODOSCREEN® ELISA-Penicillin kit is based on the interaction of penicillins 
with high affinity polyclonal antibodies specific to these antibiotics. Calibration solutions in both 
cases are prepared on the basis of ampicillin, therefore, the contents of beta-lactams or penicillins 
in the samples are measured relative to the concentration of this antibiotic. In the experiments, the 
specificities of the test systems were determined, the accuracy parameters for measuring the sum of 
beta-lactam antibiotics were calculated, the ranges of determination and the scopes of application 
of enzyme-linked immunosorbent assays of beta-lactams were established. It was shown that the 
recovery is significantly different from 1 when the measurements of beta-lactam concentrations in 
fermented milk products, meat and offal are carried out using the PRODOSCREEN® ELISA-Beta-
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Lactam kit. This finding was taken into account when calculating the total uncertainty of the method. 
As for PRODOSCREEN® ELISA-Penicillin test system, its metrologically certified performance 
characteristics, scope of application and the analytical procedure correspond to the parameters 
described in MVI.MN 5336-2015.

Keywords: beta-lactam antibiotics, penicillins, cephalosporins, enzyme-linked immunosorbent 
assay, validation.

Введение. Мероприятия по обеспечению биобезопасности продукции, выполняемые на 
постоянной основе пищевой промышленностью и лабораторными службами, включают 
проведение обязательного контроля продуктов питания и продовольственного сырья на со-
держание в них остатков антибиотиков различных классов. Дело в том, что нарушение ве-
теринарных технологий и правил применения лекарственных противомикробных препаратов 
приводит к их распространению в сфере агрохозяйственной деятельности, накоплению в про-
дукции животного происхождения и попаданию в организм человека, что может вызывать 
серьезные расстройства здоровья. Кроме того, увеличение разнообразия и массы антибио-
тиков в объектах окружающей среды вызывает быстрый рост бактериальной резистентности 
к антибиотикам [1]. В наше время проблема антибиотикоустойчивости патогенных микро-
организмов стала настоящим вызовом науке и обществу. В октябре 2022 года Советом Глав 
СНГ принят План совместных действий государств-участников содружества по противодей-
ствию устойчивости к противомикробным препаратам, в выполнение которого включилась 
Национальная академия наук Беларуси. План включает, в частности, развитие в период 
2022–2026 годов системного мониторинга остаточных количеств противомикробных лекарств 
в пищевых матриксах, а также укрепление материально-технической базы специализирован-
ных лабораторий, выполняющих такие определения (мероприятия 2.17.1 и 2.17.2 Плана). 

Данная статья посвящена современным средствам и методикам биоаналитического мони-
торинга бета-лактамных антибиотиков, пожалуй, самого обширного класса противомикроб-
ных субстанций, входящих в составы порядка 150 ветеринарных препаратов, зарегистриро-
ванных в государственном реестре Республики Беларусь. Авторы надеются, что их скромный 
вклад будет полезен для выполнения названных мероприятий Плана по противодействию 
устойчивости к антибиотикам.

В Беларуси, как и во многих странах мира, законодательно установлены максимально 
допустимые уровни (МДУ) остаточных количеств бета-лактамов в пищевой продукции жи-
вотного происхождения, которые варьируются в широком пределе от 4 до 400 мкг/кг. Су-
ществующий в пищевой аналитике порядок измерения содержания бета-лактамных анти-
биотиков в пищевых матриксах состоит из первичного скрининга путем биоанализа 
и последующего подтверждения положительного результата чаще всего высокоэффективной 
жидкостной хроматографией в комбинации с масс-спектрометрией. Биоаналитические ме-
тоды, включающие иммунный и рецепторный анализы, постоянно совершенствуются, со-
ставляя актуальную область прикладных научных исследований. 

Главное внимание при разработке биоаналитических систем на антибиотики класса бе-
та-лактамов уделяется, естественно, соединениям, входящим в нормируемые перечни, а имен-
но группам пенициллинов и цефалоспоринов [2-5], однако, описаны, как бы впрок, 
и тест-системы, распознающие соединения и из двух других групп — карбопенемов и мо-
нобактамов [6]. В основе молекул пенициллинов лежит структура пенициллановой кисло-
ты, включающая конденсированные тиазолидиновый и бета-лактамный циклы, тогда как 
цефалоспорины являются производными цефалоспорановой или дезацетоксицефалоспо-
рановой кислот и содержат конденсированные бета-лактамное и дигидротиазиновое коль-
ца (рис. 1). Для проявления биологической активности, которая реализуется через сродство 
к тому или иному бактериальному белку-рецептору, большое значение имеет целостность 
и реакционная способность бета-лактамного цикла, который очень неустойчив в кислой 
и щелочной средах, а также может разрушаться в ходе химической модификации. Пери-
ферическая структура антибиотика, обозначенная радикалами R1–R3 на рис. 1, влияет на 
силу сродства к природному или рекомбинантному рецептору, а с другой стороны опреде-
ляет различия в антигенных свойствах и иммунореактивностях бета-лактамов в процессах 
продуцирования специфических антител у животных и взаимодействий в иммуноаналити-
ческих системах. 

Химия и биотехнологии использования бета-лактамных антибиотиков как гаптенов хоро-
шо освещены в литературе, и научные результаты нашли свое воплощение в практических 
системах иммуноанализа. Описаны способы синтеза иммуногенных конъюгатов пеницилли-
нов и цефалоспоринов с белками-носителями, схемы получения поликлональных и моно-
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клональных антител, характеристики обратимых конкурентных реакций антиген-антитело 
с участием свободных и конъюгированных с инертными белками или ферментами антибио-
тиков. Отметим, однако, что исследователям редко удается получить высокоаффинные ан-
титела и достичь требуемой чувствительности иммуноанализа [2–5, 7]. Неизвестны антитела, 
которые связывают все соединения группы пеницилиллинов или группы цефалоспоринов, 
не говоря уже об их специфичности в отношении полного перечня контролируемых бета-лак-
тамов. Кроме того, каждый вновь полученный препарат антител имеет новый набор свойств, 
что создает трудности в разработке и стандартизации иммунных тест-систем и методик их 
применения. 

Рис. 1. Химические структуры основных бета-лактамных антибиотиков: пенициллинов (А) 
и цефалоспоринов (Б)  

Fig. 1. Chemical structure of the main beta-lactam antibiotics: penicillins (A)  
and cephalosporins (B)
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Биоанализ данного класса антибиотиков получил мощный импульс для дальнейшего раз-
вития после открытия и применения in vitro бактериальных белков со свойствами мембран-
ных рецепторов бета-лактамов, например, в Streptococcus pneumoniae, получивших название 
«пенициллинсвязывающие белки» (penicillin-binding proteins, PBPs) [8, 9.]. В клетке патоген-
ного микроорганизма белок-рецептор выступает в качестве мишени антибиотика, распозна-
ет его бета-лактамную структуру и специфически связывает лекарственную субстанцию. 
В результате комплексообразования напряженное бета-лактамное кольцо раскрывается и аци-
лирует остаток серина в активном центре рецептора, что ингибирует этот важный для функ-
ционирования клетки белок и вызывает ее гибель. В биоаналитической системе in vitro, 
основанной на принципе рецепции и включающей PBP, образование нековалентного ком-
плекса между PBP и бета-лактамом также происходит, но оно не приводит к химической 
модификации активного центра рецептора из-за крайне малых концентраций реагентов. 
В рецепторно-аналитических системах на бета-лактамы наиболее часто исследовался белок 
PBP 2х* [7, 10-12]. 

К семейству PBPs, представители которого связывают пенициллины, цефалоспорины и не-
которые соединения других групп бета-лактамов, относится и трасмембранный белок BlaR — 
трансдуктор сигнала в индуцируемом бета-лактамными антибиотиками синтезе бета-лакта-
мазы Bacillus licheniformis [13]. Данный белок включает С-концевой домен (BlaR-СTD), 
экспонированный вне клетки. Этот сенсорный домен выполняет рецепторную функцию, 
связанный им бета-лактам ацилирует активный центр, структурные изменения формируют 
сигнал, в результате которого инактивируется белок-репрессор, включается транскрипция 
гена и осуществляется синтез бета-лактамазы. BlaR-СTD был гетерологически экспрессиро-
ван в E. Сoli как водорастворимый РВР с молекулярной массой 26 кДа, и его высокоочи-
щенная форма получена в препаративных количествах [14-19]. Анализ кристаллической 
структуры BlaR-СTD показал, что его полипептидная цепь свернута в 2 домена с полостью 
лигандсвязывающего центра между ними [20] 

В последнее десятилетие опубликован ряд статей об использовании рекомбинантного 
BlaR-СTD из B. Licheniformis дикого и мутантного типов в микропланшетных и мембрано-
хроматографических рецепторых системах для количественного определения широкого спек-
тра бета-лактамных антибиотиков в пищевых продуктах [6, 16–19]. Разработан метод коли-
чественного определения BlaR-CTD, обладающего лигандсвязывающей и антигенной 
активностями, установлены характеристики стабильности рецептора в технологиях изготов-
ления практических биоаналитических систем на его основе [19]. 

В данной статье представлены результаты разработки и испытаний двух предназначенных 
для практики тест-систем иммуноферментного анализа (ИФА) бета-лактамных антибиотиков 
в пищевых продуктах и сырье животного происхождения. Одна из систем основана на вза-
имодействии пенициллинов с высокоаффинными поликлональными антителами, а другая 
включает рекомбинантный микробный рецептор BlaR-CTD, который распознает и связыва-
ет как пенициллины, так и цефалоспорины.

Целью данной работы является определение аналитических характеристик тест-систем 
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» и «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин». Перечень 
задач состоял из выяснения специфичности анализа, проводимого с использованием тест-си-
стем, расчета параметров точности методик ИФА бета-лактамов, установления области их 
применения с указанием диапазонов измерения концентраций антибиотиков. 

Материалы и методы исследований. Применяли препараты бета-лактамных антибиотиков 
с установленными значениями содержания основного компонента от следующих фирм-по-
ставщиков. Аналитические стандарты VetranalTM пеницилина G калиевой соли (99,3 %), 
цефалония гидрата (99,3 %), диклоксациллина натриевой соли гидрата (98,0 %) — Sigma-
Aldrich (США); референсные материалы феноксиметилпенициллина (98,26 %), цефапирина 
бензатина (93,8 %), цефоперазона (999,0 мкг/мл), цефазолина натриевой соли (98,5 %) — 
LGC Labor GmbH (Германия); амоксициллина тригидрат (99,9 %) ампициллина тригидрат 
(99,3 %), цефкином сульфат (96,0 %), нафциллина натриевая соль моногидрат (95,7 %), 
оксациллин натриевая соль моногидрат (99,4 %) — HPC Standards GmbH (Германия); сер-
тифицированные референсные материалы клоксациллина натриевой соли моногидрата 
(98,2 %), цефтиофура (97,5 %), цефалексина (98,5 %) — CPAchem Ltd (Франция); пипера-
циллина натриевая соль (946 мкг/мг) — Glentham Life Sciences (Великобритания). Кроме 
того использовали бацитрацин, хлорамфеникол, стрептомицина сульфат фирмы Glentham 
Life Sciences (Великобритания), колистина сульфат — LGC Labor GmbH (Германия), тетра-
циклина гидрохлорид Merck (США). 
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Детекцию колориметрического сигнала в лунках микротитровальных планшетов осущест-
вляли при длине 450 нм с использованием фотометра универсального Ф300ТП (ОАО «Ви-
тязь», Беларусь).

Использовали тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» и «ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Пенициллин», изготовленные в соответствии с ТУ BY 100185129.196-2023 в составе:

 � микротитровальный планшет, 96-луночный полистирольный планшет с биоспецифиче-
ски иммобилизованными бета-лактамным рецептором BlaR-CTD или антителами к пени-
циллинам, 12 стрипов по 8 лунок, готов к использованию, 1 планшет;

 � конъюгат ампициллина с пероксидазой, 100-кратный концентрат, 1 флакон, 
(0,10±0,01) мл;

 � раствор для разведения конъюгата, 1 флакон, (10,0±0,5) мл;
 � стандарт ампициллина, 4 нг/мл в восстановленном виде, лиофилизированный препарат, 

3 флакона;
 � буфер для разбавления, 1 флакон, (50,0±1,0) мл; 
 � моющий буфер, 10-кратный концентрат, 1 флакон (50,0±1,0) мл;
 � хромоген-субстратный раствор,1 флакон (14,0±0,5) мл;
 � стоп-реагент, 1 флакон (14,0±0,5) мл;

Подготовка к проведению ИФА. 
Стандарт ампициллина восстанавливали 2 мл буфера для разбавления, получали 4 нг/мл 

раствор антибиотика. Далее последовательным разведением этого раствора буфером для 
разбавления приготавливали градуировочные растворы для проведения ИФА. Концентрации 
ампициллина в градуировочных растворах тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лак-
там» — 0_0,08_0,20_0,50_1,25 нг/мл, тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» — 
0_0,125_0,25_0,50_1,00_2,00_4,00 нг/мл. 

Рабочий раствор конъюгата готовили в пробирке или флаконе, разбавляя концентрат 
раствором для разведения в 100 раз. Рабочий моющий буфер подготавливали, разбавляя 
концентрат дистиллированной водой в 10 раз. 

Приготовление растворов для внесения добавок бета-лактамных антибиотиков
Для получения основных растворов бета-лактамных антибиотиков навески их препаратов, 

взвешенные с точностью до 0,1 мг, помещали в отдельные мерные колбы объемом 100 мл, 
приливали 50 мл дистиллированной воды или метанола, и перемешивали до полного рас-
творения. Затем доводили объем раствора в колбе до метки и тщательно перемешивали. 
Концентрацию антибиотика в основном растворе рассчитывали по формуле (1), неопреде-
ленность концентрации вычисляли по формуле (2) как указано в [21].

            , (1)

где СBL_0 — концентрация бета-лактамного антибиотика в основном растворе, нг/мл; mBL·X — навеска 
бета-лактамного антибиотика, мг; MBL — молярная масса бессолевой и/или безводной форм антибио-
тика, г/моль; PBL·X — массовая доля основного вещества в сухом препарате антибиотика, %; MBL·X — 
молярная масса основного вещества антибиотика, г/моль; Vk — объем мерной колбы, в которой при-
готавливается основной раствор антибиотика, мл.

                             , (2)

где  — относительная стандартная неопределенность массы навески бета-лактамного анти-

биотика;  — относительная стандартная неопределенность массовой доли основного вещества; 

 — относительная стандартная неопределенность объема основного раствора антибиотика, при-

готавливаемого в мерной колбе; Δm — величина погрешности взвешивания весов, мг;  — предел 
допускаемой погрешности на номинальную вместимость мерной посуды, см3.
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Растворы для добавок получали методом последовательного разведения основных раство-
ров. Вычисляли неопределенность концентрации каждого из растворов. 

Подготовка проб
В работе использовали образцы продуктов питания животного происхождения, закуплен-

ные в торговой сети г. Минска, не содержащие бета-лактамные антибиотики (массовые 
доли бета-лактамных антибиотиков в расчете на ампициллин ниже предела количествен-
ного определения тест-систем «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» и «ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Пенициллин»).

В навески образцов продуктов вносили отдельные бета-лактамные антибиотики (пени-
циллины и цефалоспорины). Объем вносимой аликвоты антибиотика составлял от 25 до 
300 мкл и не превышал 2 % от объема экстракта (объема аликвоты образца при анализе 
жидких продуктов). Внесение добавок осуществляли на трех уровнях контаминации.

Образцы продукции животного происхождения для анализа в тест-системе «ПРОДОС-
КРИН® ИФА-Бета-Лактам» готовили следующим образом. Образцы молока, восстанов-
ленного сухого молока и восстановленной сухой молочной смеси для детского питания 
разводили в 5 раз буфером для разбавления. К навеске (1,00±0,01) г молочной сыворот-
ки, восстановленной сухой молочной сыворотки, творога, коктейля молочного, кисло-
молочных продуктов (йогурт, сметана, кефир, пахта и т.п.), мороженого на молочной 
основе, мяса (мышцы) и мясных продуктов, креветок, субпродуктов (печень, почки) 
приливали 4,0 мл воды. Встряхивали образцы в течение 10 мин, затем центрифугировали 
при 4000 g (4–10) °С в течение 10 мин. Аликвоту надосадочной жидкости разбавляли 
в (2–10) раз буфером для разбавления. К навеске (1,00±0,01) г сыра (мягкого, полутвердо-
го, твердого, сверхтвердого), масла сливочного, животного жира приливали 4,0 мл воды 
и 4,0 мл хлористого метилена. Встряхивали образцы в течение 10 мин, затем центрифуги-
ровали при 2000 g (20–25) °С в течение 10 мин. Аликвоту верхнего водного слоя разбавля-
ли в 2 раза буфером для разбавления.

Образцы продукции животного происхождения для анализа в тест-системе «ПРОДОС-
КРИН® ИФА-Пенициллин» готовили, как описано ниже. Образцы молока, восстановлен-
ного сухого молока и восстановленной сухой молочной смеси для детского питания раз-
водили в 2 раза буфером для разбавления. Навеску (25,0±0,1) г сгущенного молока 
растворяли в воде и доводили объем раствора до 100 мл. Затем аликвоту разводили в 2 раза 
буфером для разбавления. К навеске (0,50±0,01) г молочной сыворотки, восстановленной 
сухой молочной сыворотки, творога, коктейля молочного, кисломолочных продуктов (йо-
гурт, сметана, кефир, пахта и т.п.), сыра (мягкий, полутвердый, твердый, сверхтвердый), 
масла сливочного, мороженого на молочной основе приливали 3,5 мл воды и 4,0 мл хло-
ристого метилена. Встряхивали образцы в течение 10 мин, затем центрифугировали при 
2000 g (20–25) °С в течение 10 мин. Аликвоту верхнего водного слоя разбавляли в 5 раз 
буфером для разбавления. К навеске (1,00±0,01) г мяса (мышцы) и мясных продуктов, 
субпродуктов (печень, почки) и продуктов из них, рыбы, креветки приливали 4,0 мл воды. 
Встряхивали образцы в течение 10 мин, затем центрифугировали при 2000 g (20–25) °С 
в течение 10 мин. Аликвоту надосадочной жидкости разбавляли в 8 раз буфером для раз-
бавления.

Проведение ИФА. В лунки микротитровального планшета, покрытые антителами или ре-
цептором, вносили 50 мкл градуировочных растворов или подготовленных проб и 50 мкл 
рабочего раствора конъюгата. Инкубировали в течение 1 ч при (20–25) °С в случае тест-си-
стемы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» или при (4–8) oС в случае тест-системы «ПРО-
ДОСКРИН® ИФА-Пенициллин». По окончании времени инкубации удаляли жидкость из 
всех лунок путем резкого переворачивания планшета и промывали лунки 3 раза по 200 мкл 
рабочего моющего буфера. Далее в каждую лунку вносили по 100 мкл хромоген-субстратно-
го раствора. Спустя 15 мин инкубации при (20–25) °С в темноте во все лунки планшета 
добавляли по 100 мкл стоп-реагента. В течение не более 15 мин измеряли оптическую плот-
ность в лунках микропланшета при 450 нм. 

На основании полученных экспериментальных данных строили градуировочные графики 

зависимости  от десяточного логарифма концентрации ампицилли-

на вида 
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   , (3)

где В0 — значение оптической плотности для градуировочного раствора С0, о.е.; В — значение опти-
ческой плотности, измеренное в лунке с градуировочным раствором ампициллина, о.е.; C — концен-
трация ампициллина в растворе, нг/мл; a и b — коэффициенты линейной регрессии.

По градуировочному графику определяли концентрацию бета-лактамных антибиотиков 
в каждой лунке с исследуемой пробой. Для расчета массовой доли антибиотиков в образце 
использовали фактор разведения, зависящий от способа подготовки пробы.

В случае тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» использовали величины B' 
и B0', которые получали после вычитания из зарегистрированной оптической плотности 
фонового сигнала. Величину фонового сигнала определяли в результате ИФА, проведенно-
го по описанной схеме, в лунках, в которые вносили 100 мкл буфера для разведения и не 
добавляли рабочий раствор конъюгата. 

Определение специфичности тест-систем. При проведении ИФА, как описано выше, в лун-
ки микротитровального планшета вместо подготовленных проб вносили растворы известной 
концентрации бета-лактамных и других антибиотиков, которые могут присутствовать в жи-
вотноводческой продукции. Специфичность рассчитывали как процент перекрестного реа-
гирования (кросс-реактивность, CR, %) различных антибиотиков со связывающими их бел-
ками, иммобилизованными в лунках микротитровального планшета, по формуле: 

   , (4)

где CAmp и Сx — концентрации соответственно вещества стандарта ампициллина и сравниваемого анти-
биотика, при которых максимальное значение ОП450, измеренное в отсутствие конкурентных ингиби-
торов в системе, уменьшается на 50 %, нг/мл.

Результаты исследований и их обсуждение. Принцип работы и специфичность тест-систем. 
Тест-системы для определения бета-лактамных антибиотиков «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бе-
та-Лактам» и «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» основаны на твердофазном прямом 
конкурентном ИФА, который проводится в лунках микротировального полистирольного 
планшета (иммуносорбента). В течение первой инкубации, выполняемой в ИФА, определя-
емое соединение (бета-лактамный антибиотик) и производное аналита в виде пероксидаз-
ного конъюгата конкурируют за связывание с иммобилизованными рецепторным белком 
BlaR-CTD или специфическими к бета-лактамным антибиотикам антителами. Не вступив-
шие в иммунохимическую реакцию, а значит и не связавшиеся с твердой фазой компонен-
ты, удаляют из лунок путем многократного промывания. Затем добавляют в каждую лунку 
хромоген-субстратный раствор, взаимодействие которого с пероксидазой в составе связан-
ного с твердой фазой конъюгата приводит к формированию голубой окраски. Интенсивность 
окрашивания тем выше, чем больше конъюгата связалось с рецепторным белком или спец-
ифическими антителами, то есть чем меньше определяемого соединения содержится в ана-
лизируемой пробе. Ферментативную реакцию, приводящую к окрашиванию раствора, оста-
навливают добавлением стоп-реагента, после чего измеряют интенсивность окраски. Схема 
ИФА приведена на рис. 2. 

Базовым компонентом ИФА тест-систем, во многом определяющим их свойства является 
функционализированный микропланшет, внутренняя поверхность лунок которого покрыта 
специальными белками. В лунках микротитровального планшета тест-системы «ПРОДОС-
КРИН® ИФА-Бета-Лактам» иммобилизован рекомбинантный белок-рецептор BlaR-CTD 
[19]. При изготовлении микропланшета для тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пеницил-
лин» применены специфические поликлональные антитела кролика к антибиотикам группы 
пенициллинов [7]. Специфичность двух тест-систем, найденная в эксперименте по опреде-
лению перекрестной реактивности BlaR-CTD и антител к бета-лактамным антибиотикам 
и другим лекарственным препаратам, приведена в табл. 1. 

С помощью тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» могут быть определены 
концентрации антибиотиков, как группы пенициллинов, так и цефалоспоринов (всего 14 
наименований). Эта система имеет низкую аналитическую чувствительность к цефтиофуру 
и цефалексину, зато обладает повышенным сродством к пенициллину G, присутствие кото-
рого, например, в молоке не допускается вовсе. Тест-система «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пе-
нициллин» позволяет определять антибиотики группы пеницилинов со специфичностью от 
18 до 120 % (всего 9 наименований), при этом она абсолютно не чувствительна к присутствию 
антибиотиков группы цефалоспоринов. При использовании каждой из двух тест-систем в от-
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сутствии информации о виде антибиотика, содержащего в пробе, концентрация определяе-
мых соединений выражается как сумма пенициллинов и цефалоспоринов (в случае тест-си-
стемы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам») или только пенициллинов (для тест-системы 
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин») в пересчете на ампициллин, который применяется 
для приготовления градуировочных растворов. 

Рис. 2. Схемы количественного определения бета-лактамных антибиотиков тест-системами 
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» (А) и «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» (Б) 

Fig. 2. Assay schemes for the quantitative determination of beta-lactam antibiotics by «PRODOSCREEN® 
ELISA-Beta-Lactam» (A) and «PRODOSCREEN® ELISA-Penicillin» (B) kits

T a b l e  1. Специфичность тест-систем 
T a b l e  1. Kits specificity

Антибиотик
Специфичность (CR), %

«ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Бета-Лактам»

«ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Пенициллин»

Пенициллины
Бензилпенициллин (пенициллин G) 244 100
Амоксициллин 111 120
Пиперациллин 110 80
Феноксиметилпенициллин (пенициллин V) 208 130
Ампициллин (вещество стандарта) 100 100
Оксациллин 75 54
Диклоксациллин 75 18
Клоксациллин 54 47
Нафциллин 15 29

Цефалоспорины
Цефалоний 129 < 0,01
Цефоперазон 109 < 0,01
Цефапирин 49 < 0,01
Цефкином 39 < 0,01
Цефазолин 10 < 0,01
Цефтиофур 5 < 0,01
Цефалексин 0,3 < 0,01

Антибиотики других групп
Хлорамфеникол < 0,01 < 0,01
Стрептомицин < 0,01 < 0,01
Тетрациклин < 0,01 < 0,01
Бацитрацин < 0,01 < 0,01
Колистин < 0,01 < 0,01

Градуировочные графики двух тест-систем приведены на рис. 3.



Том 17, № 4 (66) 202490

ПИЩЕВАЯ ПРОМЫШЛЕННОСТЬ: НАУКА И ТЕХНОЛОГИИ C. 82–95

Рис. 3. Градуировочные графики тест-систем «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» (А) 
и «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» (Б) 

Fig. 3. Calibration curves of «PRODOSCREEN® ELISA-Beta-Lactam» (A)  
and «PRODOSCREEN® ELISA-Penicillin» (B) kits

Оценка параметров точности методик измерений бета-лактамных антибиотиков. Для рас-
чета параметров точности анализа, проводимого согласно инструкции по применению 
тест-систем, был организован внутрилабораторный эксперимент, в котором получали ре-
зультаты в условиях повторяемости (одним и тем же операторов в течение ограниченного 
времени с применением одного и того же оборудования) и при варьировании параметров 
промежуточной прецизионности «оператор» и «время» (работа выполнялась двумя операто-
рами в течение двух дней). Для оценки показателей точности служил метод добавок. В ка-
честве добавки применяли растворы бета-лактамных антибиотиков, в которых неопределен-
ность концентрации основного вещества не превышала 3 %. Учитывали изменение объема 
экстракта (объема жидкой пробы), обусловленное внесением добавки. Исследуемые образцы 
продуктов питания и продовольственного сырья, в которые вносились добавки, сгруппиро-
ваны в матрицы по близости состава, особенностям подготовки проб и предварительно 
полученной информации об извлечении из них бета-лактамных антибиотиков. Далее при 
указании видов продукции также учитывали результаты определения бета-лактамных анти-
биотиков в других образцах, не вошедших во внутрилабораторный эксперимент. Отобранные 
образцы исследуемых видов продукции без добавок были предварительно проверены на 
отсутствие в них бета-лактамных антибиотиков.

Значение массовой доли бета-лактамных антибиотиков в пробе с добавкой в пересчете на 
ампициллин с учетом специфичности тест-систем рассчитывали по формуле (5).

   , (5)

где XREF — массовая доля суммы бета-лактамных антибиотиков в пробе с добавкой в пересчете на ам-
пициллин, мкг/кг; CBL — концентрация раствора антибиотика в растворе для внесения добавки, нг/мл; 
VBL — объем добавленного раствора антибиотика, мл, mS — масса навески пробы, в которую вносится 
добавка, г, CR — значение специфичности (кросс-реактивности), приведенное в таблице 1.

В табл. 2 приведен план внесения добавок в различные образцы, который позволяет оце-
нить параметры определения тест-системой «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» 14 бе-
та-лактамных антибиотиков на трех уровнях контаминации. Для тест-системы «ПРОДОС-
КРИН® ИФА-Пенициллин» использована аналогичная схема внесения добавок, включающая 
9 антибиотиков групп пенициллинов.

Среди полученных в условия повторяемости и промежуточной прецизионности с варьи-
рованием параметров «оператор-время» результатов не было выбросов и разбросов (прове-
дена проверка по критериям Кохрена и Граббса в соответствии с [22]). Среднее извлечение 
бета-лактамных антибиотиков R, рассчитанное как указано в [23], составило от 0,76 до 
1,09 для тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» (таблица 3). Величина R для 
9 пенициллинов с использованием тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» ва-
рьировалась от 0,94 до 1,06.
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T a b l e  2. Наименования бета-лактамных антибиотиков, вносимых в образцы для исследования 
тест-системой «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» 

T a b l e  2. Names of beta-lactam antibiotics added to samples for testing using the «PRODOSCREEN® 
ELISA-Beta-Lactam» kit

Матрица Наименование вносимого антибиотика на уровне контаминации
1 2 3

I ампициллин пенициллин G нафциллин
II амоксициллин цефазолин оксациллин
III ампициллин клоксациллин ампициллин
IV пенициллин V диклоксациллин ампициллин
V ампициллин пиперациллин цефапирин
VI цефалоний ампициллин цефкином
VII - ампициллин цефоперазон 

T a b l e  3. Извлечение бета-лактамных антибиотиков из различных образцов, найденное 
с использованием тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» 

T a b l e  3. Recovery of beta-lactam antibiotics from samples by  
«PRODOSCREEN® ELISA-Beta-Lactam» kit

Матрица Наименование образца XREF, мкг/кг R

I Молоко пастеризованное 0,56 1,07
Молоко обезжиренное сухое восстановленное 2,68 0,99
Детское питание на молочной основе 4,69 0,98

II Молочная сыворотка 1,01 0,98
Восстановленная сухая молочная сыворотка деменирализованная 4,02 1,00
Восстановленная сухая молочная сыворотка подсырная 10,06 0,96

III Молоко сгущенное 2,01 1,09
Напиток на основе сыворотки 6,71 0,93
Мороженое 16,76 0,99

IV Сливки 20 % жирность 1,01 0,94
Творог 4,02 0,93
Кефир 10,06 0,79

V Масло сливочное 1,02 1,02
Сыр 4,02 1,01
Животный жир 10,06 0,96

VI Говядина (мышечная ткань) 1,01 0,88
Куриная голень (мышечная ткань) 16,76 0,76
Креветки 50,29 0,77

VII Почки говяжьи 16,76 0,78
Печень говяжья 50,29 0,77

В качестве параметров повторяемости σr, %, и промежуточной прецизионности σI(TO), %, 
методик измерения бета-лактамных антибиотиков с применением тест-систем установлены 
максимальные значения дисперсий повторяемости и промежуточной прецизионности, вы-
численных для каждого вида продукции по [22, 24] (таблицы 4 и 5). Пределы повторяемости 
r, %, рассчитаны, как указано в [25]. Относительная суммарная стандартная неопределен-
ность u, %, рассчитана по формуле (6). 

   , (6)

где σr — максимальное значение относительного стандартного отклонения повторяемости для опреде-
ленного вида продукции, %; σI(TO) — максимальное значение относительного стандартного отклонения 
промежуточной прецизионности для вида продукции, %; tcrit — t-критерий Стьюдента, в данном экс-
перименте для N-1 степеней свободы при 95 % доверительной вероятности tcrit=2,36; u(R) — макси-
мальное значение стандартной неопределенности извлечения для вида продукции, в которую в методе 
добавок вносят вклад стандартное отклонение результатов измерения и неопределенность концентра-
ции аналита в образце с добавкой, %.
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Значимость отличия извлечения от единицы проверяли, как указано в [23] с использова-
нием t-критерия Стьюдента. Если R незначимо отличалось от единицы, то вместо u(R), %, 
в уравнении (6) подставляли значение u(R)', %, которое вычисляли по формуле (7).

      (7)

При измерении количества бета-лактамных антибиотиков с использованием тест-системы 
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» в кисломолочных продуктах, сливках, мясе, креветках 
и субпродуктах установлена значимость смещения. Для этих матриц при вычислении сум-
марной стандартной неопределенности по формуле (6) вместо u(R), %, подставляли значение 
u(R)'', %, вычисленное по формуле (8)

              ,  (8)

где R — значение извлечения для соответствующего вида продукции с максимальным отклонением от 
единицы; k — фактор охвата, который равен 2 для 95% доверительного интервала.

Относительная расширенная неопределенность измерений U, %, рассчитана по формуле (9).

   U = 2 · u.  (9)

Для расчета предела количественного определения тест-систем «ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Бета-Лактам» и «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» измерили содержание суммы 
бета-лактамных антибиотиков в чистых образцах отдельных представителей видов продук-
ции. Каждый образец анализировался 10 раз в условиях повторяемости. Расчет проведен 
путем прибавления к среднему из полученных значений массовой доли ампициллина ше-
стикратной величины стандартного отклонения результатов. Нижние границы установлен-
ных диапазонов измерений для тест-систем равны пределам количественного определения 
для каждой из матриц (таблицы 4 и 5).

T a b l e  4. Параметры точности методики измерений с использованием тест-системы 
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» 

T a b l e  4. The accuracy of the measurement method using the «PRODOSCREEN®  
ELISA-Beta-Lactam» kit

Виды продукции
Диапазон 

измерений, мкг/кг
σr, % σI(TO), %

r,  
%

u, % U, %

Молоко сырое, пастеризованное, стерилизо-
ванное, молоко сухое восстановленное, сухие 
молочные смеси для детского питания после 
восстановления

от 0,50 до 6,25 
включ.

5,8 8,4 16,1 9 18

Молочная сыворотка, восстановленная сухая 
молочная сыворотка

от 0,80 до 12,50 
включ.

6,1 8,2 17,1 8 16

Молоко сгущенное, напитки на основе сыво-
ротки, мороженое на молочной основе, молоч-
ные коктейли

от 1,60 до 25,00 
включ.

6,4 8,9 18,0 9 18

Творог, кисломолочные продукты (йогурт, сме-
тана, кефир, пахта и т.п.), сливки

от 0,80 до 12,50 
включ.

8,3 8,3 23,2 13 26

Сыр (мягкий, полутвердый, твердый, сверх-
твердый), масло сливочное, животный жир

от 0,80 до 12,50 
включ

6,7 7,9 18,9 8 16

Мясо, субпродукты, креветки от 0,80 до 62,50 
включ.

5,9 8,1 16,6 15 30

Согласно описанной в стандарте [25] процедуре сравнения альтернативных методов изме-
рения показано, что параметры, полученные для тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пе-
нициллин», не имеют значимых различий от количественных характеристик, указанных в ме-
тодике измерений МВИ.МН 5336-2015 «Методика выполнения измерений содержания 
антибиотиков группы пенициллинов в продукции животного происхождения методом ИФА 
с использованием тест-систем производства EuroProxima B.V., Нидерланды». Методика при-
менения тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» и методика МВИ.МН 5336-2015 
предназначены для определения антибиотиков группы пенициллинов (бензилпенициллина, 
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ампициллина, амоксициллина, оксациллина, пиперациллина) прямым иммуноферментным 
анализом в одинаковом перечне продукции животного происхождения в идентичных диапа-
зонах. В обеих методиках во всем диапазоне измерений отсутствует смещение извлечения 
пенициллинов из образцов, соответствующих области применения. Это позволило распро-
странить действие МВИ.МН 5336-2015 на измерения, проводимые с использованием тест-си-
стемы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» (экспертное заключение БелГИМ на извещение 
об изменении №1 МВИ.МН 5336-2015). Наименование МВИ.МН 5336-2015 изменено на 
«Система обеспечения единства измерений Республики Беларусь. Массовая доля антибиоти-
ков группы пенициллинов в продукции животного происхождения. Методика измерений 
методом ИФА с использованием тест-систем PENICILLIN ELISA и «ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Пенициллин». 

T a b l e  5. Показатели точности методики измерений с использованием тест-системы 
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» 

T a b l e  5. The accuracy of the measurement method using  
the «PRODOSCREEN® ELISA-Penicillin» kit

Виды продукции
Диапазон 

измерений, мкг/кг
σr, % σI(TO), %

r, 
%

u, % U, %,

Мясо от 2,5 до 160,0 
включ.

5,4 5,4 15,1 5 10

Молоко сырое, пастеризованное, стерили-
зованное, молоко сухое восстановленное

от 0,16 до 8,00 
включ.

5,5 7,8 15,4 8 16

Молоко сгущенное от 1,00 до 32,00 
включ.

5,4 7,0 15,1 7 14

Творог, сыр (мягкий, полутвердый, твер-
дый, сверхтвердый), масло сливочное, кок-
тейли молочные, кисломолочные продукты 
(йогурт, сметана, кефир, пахта и т.п.), мо-
роженое на молочной основе, молочная 
сыворотка, восстановленная сухая молоч-
ная сыворотка

от 2,5 до 160,0 
включ.

5,8 7,0 16,3 7 14

Стабильность тест-систем. Использованы серийно-изготовленные тест-системы опыт-
но-промышленных партий, хранившиеся при (4–8) °С в течение 1 года. Градуировочные 
графики ИФА соответствовали параметрам тест-систем, изготовленных в соответствии 
с ТУ BY 100185129.196-2023. Содержание ампициллина после внесения добавки в пробы 
определяли для молока при использовании тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Бе-
та-Лактам» и для мяса при использовании тест-системы «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пени-
циллин». Проводили работу с применением именно этих матриц, поскольку для них ха-
рактерны наименьшие значения относительных стандартных отклонений повторяемости 
и промежуточной прецизионности. В результате внутрилабораторного эксперимента по-
лучены данные и рассчитаны дисперсии повторяемости и промежуточной прецизионности 
при использовании тест-систем с истекшим сроком годности (табл. 6). С применением 
квантиля распределения χ2 по процедуре, описанной в [25] проведено сравнение получен-
ных в данном эксперименте результатов с установленными ранее параметрами (табл. 4 
и 5) и показано, что различия между ними незначимы. Также определено, что извлечение 
R незначимо отличается от единицы.

T a b l e  6. Рассчитанные значения дисперсий повторяемости и промежуточной прецизионности 
ИФА при использовании тест-систем с истекшим сроком годности 

T a b l e  6. Calculated values of repeatability and intermediate precision standard deviations of ELISA 
when using expired kits

Тест-система Матрица Sотн. r, % Sотн. I(TO), %

«ПРОДОСКРИН® ИФА-Бета-Лактам» Молоко стерилизованное 7,1 7,1
«ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин» Говядина 3,9 5,3

Заключение. Определены аналитические характеристики тест-систем «ПРОДОСКРИН® 
ИФА-Бета-Лактам» и «ПРОДОСКРИН® ИФА-Пенициллин». Эти биоаналитические систе-
мы основаны на прямом конкурентном ИФА и могут использоваться для измерения содер-
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жания суммы нормируемых бета-лактамных антибиотиков в широком перечне продуктов 
питания и пищевого сырья животного происхождения. Установленные для обеих методик 
показатели точности остаются неизменными в течение всего срока годности тест-систем.
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