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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 

микропланшетных тест-систем для прямого конкурентного иммуноферментного анализа бета-

лактамных антибиотиков. Одна из систем «ПРОДОСКРИН
®
 ИФА-Бета-Лактам» включает 

рекомбинантный микробный рецептор бета-лактамов, который распознает и связывает как 

пенициллины, так и цефалоспорины……  

Ключевые слова: бета-лактамные антибиотики, пенициллины, цефалоспорины, 

иммуноферментный анализ, методика измерений. 
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ANALYTICAL CHARACTERISTICS OF NEW ENZYME IMMUNOASSAY SYSTEMS FOR 

BETA-LACTAM ANTIBIOTICS IN FOOD PRODUCTS AND RAW MATERIALS  

 

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  

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 

содержание в них остатков антибиотиков различных классов….. 

Данная статья посвящена современным средствам и методикам биоаналитического 

мониторинга бета-лактамных антибиотиков, пожалуй, самого обширного класса 

противомикробных субстанций, входящих в составы порядка 150 ветеринарных препаратов, 

зарегистрированных в государственном реестре РБ. 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)………  

Главное внимание при разработке биоаналитических систем на антибиотики класса бета-

лактамов уделяется……. 

 



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) 

 

Биоанализ данного класса антибиотиков получил мощный импульс для дальнейшего 

развития после открытия и применения in vitro бактериальных белков со свойствами мембранных 

рецепторов бета-лактамов, например, в Streptococcus pneumoniae, получивших название 

«пенициллинсвязывающие белки» (penicillin-binding proteins, PBPs) [8, 9.].  

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. …… 

Материалы и методы исследований. Применяли препараты бета-лактамных антибиотиков 

с установленными значениями содержания основного компонента от следующих фирм-

поставщиков. Аналитические стандарты Vetranal
TM

 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); сертифицированные референсные 

материалы клоксациллина натриевой соли моногидрата (98,2 %), цефтиофура (97,5 %), 

цефалексина (98,5 %) – CPAchem Ltd (Франция); пиперациллина 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), тетрациклина гидрохлорид Merck (США).  

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 растворения. 

Затем доводили объем раствора в колбе до метки и тщательно перемешивали. Концентрацию 



антибиотика в основном растворе рассчитывали по формуле (1), неопределенность концентрации 

вычисляли по формуле (2) как указано в [21]. 

 С𝐵𝐿_0  =  
106∙ 𝑚𝐵𝐿∙𝑋 ∙𝑀𝐵𝐿∙ 𝑃𝐵𝐿∙𝑋 

100 ∙𝑀𝐵𝐿∙𝑋∙𝑉𝑘
, (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 антибиотика, 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 приготавливается основной раствор антибиотика, мл. 
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где  
𝑢 (𝑚𝐵𝐿∙𝑋)

𝑚𝐵𝐿
 – относительная стандартная неопределенность массы навески бета-лактамного 

антибиотика; 

 
𝑢 (𝑃)

𝑃
 – относительная стандартная неопределенность массовой доли основного вещества; 

𝑢 (𝑉𝑘)

𝑉𝑘
 – относительная стандартная неопределенность объема основного раствора 

антибиотика, приготавливаемого в мерной колбе; 

∆𝑚 – величина погрешности взвешивания весов, мг; 

∆𝑉𝑘
2 – предел допускаемой погрешности на номинальную вместимость мерной посуды, см

3
. 

Растворы для добавок получали методом последовательного разведения основных 

растворов. Вычисляли неопределенность концентрации каждого из растворов.  

На основании полученных экспериментальных данных строили градуировочные графики 

зависимости 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (
𝐵

𝐵0
) = 𝑙𝑜𝑔 (

𝐵

𝐵0

1−
𝐵

𝐵0

) от десяточного логарифма концентрации ампициллина вида 

 𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡 (
𝐵

𝐵0
) = 𝑎 + 𝑏 ∙ 𝑙𝑔𝐶, (3) 

где  В0 – значение оптической плотности для градуировочного раствора С0, о.е.; 

В – значение оптической плотности, измеренное в лунке с градуировочным раствором 

ампициллина, о.е.; 



C – концентрация ампициллина в растворе, нг/мл; 

a и b – коэффициенты линейной регрессии. 

Результаты исследований и их обсуждение. Принцип работы и специфичность тест-

систем. Тест-системы для определения бета-лактамных антибиотиков «ПРОДОСКРИН
®
 ИФА-

Бета-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, определяемое соединение 

(бета-лактамный антибиотик) и производное аналита в виде пероксидазного конъюгата 

конкурируют за связывание с иммобилизованными рецепторным белком BlaR-CTD или 

специфическими к бета-лактамным антибиотикам антителами. Не вступившие в 

иммунохимическую реакцию, а значит и не связавшиеся с твердой фазой компоненты, удаляют из 

лунок путем многократного промывания. Затем добавляют в каждую лунку хромоген-субстратный 

раствор, взаимодействие которого с пероксидазой в составе связанного с твердой фазой конъюгата 

приводит к формированию голубой окраски. Интенсивность окрашивания тем выше, чем больше 

конъюгата связалось с рецепторным белком или специфическими антителами, то есть чем меньше 

определяемого соединения содержится в анализируемой пробе. Ферментативную реакцию, 

приводящую к окрашиванию раствора, останавливают добавлением стоп-реагента, после чего 

измеряют интенсивность окраски. Схема ИФА приведена на рис. 2.  

 А      Б 

      
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 

Специфичность двух тест-систем, найденная в эксперименте по определению перекрестной 

реактивности BlaR-CTD и антител к бета-лактамным антибиотикам и другим лекарственным 

препаратам, приведена в табл. 1.  

 
Таблица 1. Специфичность тест-систем 

 

Table 1. Kits specificity 

 

Антибиотик 

Специфичность (CR), % 

«ПРОДОСКРИН
®
  

ИФА-Бета-Лактам» 

«ПРОДОСКРИН
®
  

ИФА-Пенициллин» 

Пенициллины 

Бензилпенициллин (пенициллин G) 244 90 

Амоксициллин 111 110 

Цефалоспорины 

Цефалоний 129 < 0,01 

Антибиотики других групп 

Хлорамфеникол < 0,01 < 0,01 

 

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

А Б 

  



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 

 

В табл. 2 приведен план внесения добавок в различные образцы, который позволяет оценить 

параметры определения…….. 

 
Таблица 2. Наименования бета-лактамных антибиотиков, вносимых в образцы для 

исследования тест-системой «ПРОДОСКРИН
®
 ИФА-Бета-Лактам» 

Table 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 

 

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).  

Таблица 3. Извлечение бета-лактамных антибиотиков из различных образцов, найденное с 

использованием тест-системы «ПРОДОСКРИН
®
 ИФА-Бета-Лактам» 

Table 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 

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 

Пределы повторяемости r, %, рассчитаны, как указано в [25]. Относительная суммарная 

стандартная неопределенность u, %, рассчитана по формуле (6).  

 𝑢 =  √  𝜎 𝐼(𝑇𝑂) 
2 −  

𝜎𝑟
2

2
 + 𝑢(𝑅)2  (6) 

где 𝜎𝑟 – максимальное значение относительного стандартного отклонения повторяемости для 

определенного вида продукции, %;  

𝜎𝐼(𝑇𝑂) – максимальное значение относительного стандартного отклонения промежуточной 

прецизионности для вида продукции, %; 

tcrit – t-критерий Стьюдента, в данном эксперименте для N-1 степеней свободы при 95 % 

доверительной вероятности tcrit=2,36; 

u(R) – максимальное значение стандартной неопределенности извлечения для вида 

продукции, в которую в методе добавок вносят вклад стандартное отклонение результатов 

измерения и неопределенность концентрации аналита в образце с добавкой, %. 

Таблица 4. Параметры точности методики измерений с использованием тест-системы 

«ПРОДОСКРИН
®
 ИФА-Бета-Лактам» 

Table 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, стерилизованное, 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 
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