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ИММУНОФЕРМЕНТНЫЕ СИСТЕМЫ И НАБОР РЕАГЕНТОВ  
ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ БАЦИТРАЦИНА В ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТАХ 

Аннотация. Разработаны тест-системы для непрямого и прямого иммуноферментного анализа (ИФА) пептид-
ного антибиотика бацитрацина (Бц). Поликлональные антитела для обеих тест-систем получены иммунизацией 
кроликов конъюгатом Бц и гемоцианина улитки, который синтезировали взаимодействием пептида с белком в при-
сутствии 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)-карбодиимида (EDC). В системе непрямого ИФА твердофазным конъ-
югированным антигеном служил продукт присоединения Бц к тироглобулину, предварительно активированному 
EDC и N-гидроксисульфосукцинимидом. Для прямого ИФА на поверхности лунок микропланшета были иммуно-
химически иммобилизованы антитела к Бц, а жидкая фаза содержала конъюгат Бц с пероксидазой из корней хрена, 
полученный путем последовательных реакций присоединения аминогрупп Бц к окисленной периодатом углеводной 
части фермента и восстановления образовавшегося основания Шиффа борогидридом натрия. В системах прямого 
ИФА и непрямого ИФА связывание конъюгированных антигенов с антителами к Бц обусловливало максимальные 
колориметрические сигналы около 2,0 и 1,2 единиц оптической плотности соответственно и зависело от содержания 
Бц в жидкой фазе. При этом концентрации антибиотика, вызывающие ингибирование связывания на 50 %, составили 
2,6 нг/мл в прямом ИФА и 10,0 нг/мл в непрямом ИФА. Простая и чувствительная система прямого ИФА послужила 
прототипом для создания готового набора реагентов и методики выполнения измерений, технико-аналитические 
параметры и метрологические характеристики которых позволяют определять остаточные количества Бц в пищевой 
продукции животного происхождения расширенного перечня, включающего 14 наименований, в диапазоне от 9,0  
до 405,0 мкг/кг с надлежащей правильностью и точностью. 
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ENZYME IMMUNOASSAY SYSTEMS AND A REAGENT KIT FOR THE DETERMINATION  
OF BACITRACIN IN FOODS 

Abstract. Two test-systems for a direct and an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) of peptide an-
tibiotic bacitracin (BC) were developed and studied. For the both systems, polyclonal antibodies were obtained by immu-
nizing rabbits with a conjugate of BC with keyhole limpet hemocyanine synthesized using reaction between the peptide and 
the high molecular weight protein in the presence of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC). The product  
of BC linking to thyroglobulin which was activated with EDC and N-hydroxysulfosuccinimide served as conjugated antigen  
on a solid phase in the indirect ELISA. For the direct ELISA, the antibodies against BC were immunochemically immobilized 
onto microplate surface, while the liquid phase contained a conjugate of BC with horseradish peroxidase. This conjugate was 
obtained by successive reactions of antibiotic amino groups coupling to periodate oxidized carbohydrate chains of enzyme 
and the reducting of formed Shiff’s base with sodium borohydride.  Conjugated antigens binding to anti-BC antibodies pro-
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vided maximum colorimetric signals of 2.0 and 1.2 optical units for the direct and indirect ELISA, respectively, and depended 
on BC content in the liquid phase. Antibiotic concentration that caused the inhibition of binding by 50 % was 2.6 ng/ml in the 
direct ELISA and 10.0 ng/ml in the indirect ELISA. The simple and sensitive direct ELISA system was used as a prototype  
of the finished reagent kit and a method for measurements with technical-analytical parameters and metrological characteristics 
allowing the determination of BC residues in a variety of foods including 14 items in a concentration range of 9.0 to 405.0 μg/kg 
with proper accuracy and precision. 
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Введение. Избыточное применение антибиотиков в ветеринарной практике для лечения  
и повышения продуктивности сельскохозяйственных животных приводит к накоплению оста-
точных количеств этих лекарств в продуктах питания человека. Длительное использование  
в пищу продуктов животного происхождения, содержащих антибиотики, может вызывать не-
благоприятные для здоровья последствия, а также способствовать появлению и развитию устой-
чивых к антибиотикам форм микроорганизмов.

Бацитрацин (Бц) – циклический пептидный антибиотик, который продуцируется некоторы-
ми штаммами бактерий Bacillus licheniformis и Bacillus subtilis, был обнаружен в 1943 г. Джон-
соном [1]. Он обладает мощной антимикробной активностью в отношении грамположительных 
бактерий, которая обусловлена воздействием антибиотика на синтез бактериальной клеточной 
стенки. Бц широко применяется в качестве кормовой добавки, а также для профилактики и лече-
ния инфекционных заболеваний у животных [2]. Из-за выраженной токсичности в терапевтиче-
ских целях для человека Бц используется только как средство для наружного применения. 

Первичная структура Бц, имеющего молекулярную массу 1423 г/моль, включает гептапептид- 
ное кольцо, которое связано с пентапептидной боковой цепью (рис.1). Циклический фрагмент 
состоит из L- и D-аминокислот, главная роль в образовании цикла принадлежит остатку L-Lys6, 
который присоединяется тремя амидными связями к аминокислотным остаткам за счет своих 
групп: –СООН (D-Orn7), α-NH2 (L-Ile5) и ε-NH2 (L-Asn12). N-концевая тиазолиновая группировка 
молекулы антибиотика образуется за счет конденсации карбоксильной группы L-Ile1 с амино-  
и сульфгидрильной группами L-Cys2. Предполагается, что циклическое строение, присутствие 
четырех D-аминокислот и особая пространственная конформация этого антибиотика обуслов-
ливают его устойчивость к протеолизу и наделяют свойствами потенциального ингибито-
ра протеиназ [3]. Важно отметить тот факт, что Бц обладает способностью хелатировать ионы 
двухвалентных металлов, таких как Zn2+, Ni2+, Cu2+, Co2+ и Mn2+ [4, 5]. В комплексообразова-
нии участвуют карбоксил D-Glu4, имидазольное кольцо L-His10 и тиазолиновая группировка [4, 
6]. Соединения Бц с ионами металлов характеризуются большей стабильностью по сравнению  
с апо-формой антибиотика, поэтому эти комплексы, в частности Zn-Бц, являются фармацевти-
ческими субстанциями коммерческих ветеринарных препаратов. В этой связи интересным пред-
ставляется запатентованное применение Бц для стабилизации при долговременном хранении 
хромоген-субстратной смеси (3,3’5,5’-тетраметилбензидин + Н2О2), предназначенной для детек-
ции конъюгированной пероксидазы из корней хрена (ПХ) в иммуноферментном анализе (ИФА) 
[7]. Скорее всего, стабилизирующее действие добавленного Бц обусловлено хелатированием 
ионов Fe2+, которые могут присутствовать в смеси или попадать в нее в следовых количествах  
и инициировать реакцию окисления даже в отсутствие фермента. 

Первоначально Бц был описан как индивидуальное соединение, однако позже его идентифи-
цировали как смесь структурно схожих додекапептидов. Основным компонентом антибиотика 
является Бц А, который и определяет его антимикробные свойства. Второстепенный активный 
компонент представляет собой Бц В. Идентифицированы также Бц С, F, H, I и F, которые обнару-
живаются в следовых количествах в препаратах Бц [3, 8–10]. 

В результате использования Бц в продуктивном животноводстве его остатки могут при-
сутствовать в продовольственном сырье и пищевой продукции. Поэтому с целью обеспечения  
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биобезопасности человека во многих странах мира уста- 
новлены максимально допустимые уровни (МДУ) оста- 
точных количеств этого антибиотика в животноводче-
ском сырье и продуктах питания и используются различные 
методы контроля его концентраций, в том числе иммуно-
анализ. Содержание Бц регулируется директивой Евро-
пейского союза (Commission regulation (EU) No 37/2010),  
и этот антибиотик включен в принятый 13.02.2018 Реше- 
нием № 28 Коллегии Евразийской экономической комис- 
сии перечень ветеринарных лекарственных средств, МДУ  
которых могут присутствовать в непереработанной пи-
щевой продукции животного происхождения. В пределах 
ЕС и Евразийского экономического союза установлены 
следующие МДУ (мкг/кг) для остатков Бц: коровье мо- 
локо – 100, кроличье мясо – 150, другие продукты < 20.  

Для определения лекарственных соединений в фарма- 
цевтических препаратах, биологических жидкостях, жи-
вотноводческой продукции и кормах разработаны и при-
меняются микробиологические, иммуноаналитические  
и хроматографические методы [11]. Официальным анали-

тическим методом Европейской фармакопеи (EP) и Фармакопеи США (USP) для Бц является ми-
кробиологический тест. Несомненно, микробиологические методы очень надежны в отношении  
оценки биологической активности препаратов, однако требуют много времени для анализа  
и не всегда специфичны [12]. Кроме того, эти методы в случае тестирования пищевых продуктов  
и сырья неизбежно подвержены влиянию присутствующих жиров, кислот, красителей, веществ 
с антибактериальной активностью и других ингибиторов. 

В ряде методов химического анализа для выявления Бц используется жидкостная хромато-
графия [13–17]. Хроматографические методы позволяют проводить выделение и идентифика-
цию субстанций одного или нескольких фармацевтических препаратов, устанавливать наличие 
и природу родственных соединений, но из-за сложности не подходят для мониторинга остат-
ков антибиотика в большом количестве исследуемых образцов. Кроме того, эти методы требуют 
использования дорогостоящего оборудования, существенных временных затрат и достаточно 
сложной многоэтапной пробоподготовки, что сдерживает их применение в рутинной лаборатор-
ной практике. 

Иммуноанализ широко используется в клинической диагностике и медицинской биохимии 
и становится все более применимым для определения остатков ветеринарных препаратов, таких 
как антибиотики. В основе метода лежит реакция специфического связывания между антителом, 
выработанным против лекарственной субстанции, и антигеном, в роли которого выступают два 
соединения: сам антибиотик и его конъюгат с инертным белком или активной меткой, напри-
мер с ферментом. ИФА Бц в кормах, животноводческой продукции и плазме крови описан в не-
скольких работах [18–21]. Часто иммуноферментные системы, включающие конъюгат антигена 
с инертным белком, используются в качестве модели систем иммунохроматографического ана-
лиза на тест-полосках, в которых твердофазный конъюгированный антиген окрашивается анти-
телом, меченным коллоидным золотом или флуоресцентным красителем из подвижной жидкой 
фазы. Такие тесты характеризуются экспрессностью, минимальной трудоемкостью и в случае 
молока не требуют дополнительной пробоподготовки. Следует отметить, что исследовательские 
и коммерческие иммунохроматографические системы для определения Бц отсутствуют. 

Цель нашей работы – получение иммунореагентов, сравнение характеристик иммунофермент-
ных систем, включающих общие поликлональные антитела к Бц и различные белковые конъю-
гаты антигена, и разработка на основе полученных данных иммуноферментного набора реаген-
тов для количественного определения Бц в продовольственном сырье и пищевых продуктах рас-
ширенного перечня, для которых установлен МДУ. В работе описаны технико-аналитические 

Рис. 1. Химическая структура бацитрацина А 

Fig. 1. Chemical structure of bacitracin A
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параметры и метрологические характеристики данного набора. Изложенные здесь результаты 
исследования другой иммуноферментной системы воплощены в конструкции первой в мире им-
мунохроматографической тест-системы [22], описание которой будет опубликовано в последую-
щей работе. 

Материалы и методы. В работе использованы чистый Бц (активность 76 IU/mg, Ph. Eur.) 
фирмы Carl Roth GmbH + Co. KG (Германия), Zn-Бц, полимиксин В, колистин, неомицин, гемоциа-
нин улитки (KLH), бычий сывороточный альбумин (БСА), 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин (ТМБ), 
NaIO4, NaBH4, детергенты и бактериостатики фирмы Sigma-Aldrich (США), N-гидроксисуль-
фосукцинимид (сульфо-NHS) и 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)-карбодиимид гидрохлорид 
(EDC) компании Thermo Fisher Scientific (США), колонка PD-10 (Сефадекс G-25) для обессоли-
вания растворов биополимеров фирмы GE Healthcare (США), ПХ (RZ = 3) фирмы ДИА-М (РФ).

ИФА выполняли в разборных микропланшетах из полистирола, состоящих из двенадцати 
8-луночных полосок (стрипов), фирмы Greiner bio-one (Германия), или в 96-луночных полно-
стью разделяемых микропланшетах повышенной сорбционной емкости КН-М-02 от ООО «Хе-
ма-медика» (РФ). Растворы хромогена (ТМБ) и субстрата (Н2О2), стоп-реагент (раствор H2SO4), 
а также препарат аффинно очищенных антикроличьих иммуноглобулинов G овцы для ИФА 
изготовлены в Институте биоорганической химии НАН Беларуси. Использовали готовый  
к использованию хромоген-субстратный раствор ООО «Алкор Импэкс» (РФ). Антикроличьи  
иммуноглобулины козы, меченные ПХ, предоставлены НИЦ микробиологии и эпидемиологии 
им. Н. Ф. Гамалеи (РФ). Тироглобулин (Тг) выделяли из экстрактов послеоперационной ткани 
щитовидной железы человека по лабораторной методике Института биоорганической химии 
НАН Беларуси, включающей хроматографию на аминоэтил-сефарозе. 

Для приготовления растворов использовали деионизированную воду с удельным электриче-
ским сопротивлением 17–18 МОм.см, полученную в модульной системе очистки воды Arium®pro 
VF фирмы Sartorius (Германия). Образцы продовольственного сырья животного происхождения 
приготовлены в Институте мясо-молочной промышленности. Пищевые продукты закуплены  
в торговой сети г. Минска. 

Для детекции колориметрического сигнала в микропланшетных ИФА использовали приборы 
АИФ М/340 (ОАО «Витязь», Беларусь) и Infinite M200 (Tecan Group Ltd., Швейцария). Спектры 
ультрафиолетового поглощения растворов Бц и его конъюгатов записывали в кювете с длиной 
оптического пути 1 см в приборе Specord M 40 (Carl Zeiss, Германия).

Получение антител к Бц. В качестве иммуногена для введения кроликам применяли конъю-
гат Бц с высокомолекулярным белком KLH, синтезированный карбодиимидным методом с ис-
пользованием водорастворимого EDC [19, 23]. Очистку иммуногена от низкомолекулярных сое-
динений проводили диализом. Продукт хранили при –18 оС в 50 % глицерине. 

Антитела получали у кроликов породы серый великан с массой тела 1,5–2 кг по общеприня-
той схеме. Титр, аффинитет и специфичность продуцируемых поликлональных антител оцени-
вали методом непрямого ИФА. Порция выбранной антисыворотки использована для получения 
иммуноглобулиновой фракции трехкратным переосаждением в растворе (NH4)2SO4 (50 % от на-
сыщения). Выбранные антисыворотки и иммуноглобулиновую фракцию хранили при –18 оС.

Синтез конъюгированных антигенов. Белковый конъюгат Бц, предназначенный для иммо-
билизации в лунках микропланшета системы непрямого ИФА, получали путем присоединения 
антибиотика к чистому Тг, карбоксильные группы которого активировались смесью EDC и суль-
фо-NHS [23] и затем вводились в реакцию с избытком Бц. Как и в случае иммуногена, конъюгат 
Бц-Тг очищали диализом, белковый раствор разводили равным объемом глицерина и хранили 
при –18 оС. 

Ферментный конъюгат Бц для жидкой фазы системы прямого ИФА синтезировали после-
довательными реакциями окисления углеводной части ПХ периодатом натрия, присоединения 
антибиотика через NH2-группу в боковой цепи Бц и восстановления неустойчивой иминной свя-
зи NaBH4 [23]. От низкомолекулярных фракций конъюгат Бц-ПХ отделяли гель-фильтрацией 
на колонке Superose 12 в приборе для быстрой хроматографии белков под давлением (Farmacia 
FPLC, Швеция). По поглощению света при длине волны 252 нм рассчитывали концентрацию 
присоединенных к ПХ остатков Бц, используя молярный коэффициент экстинкции Бц, равный 
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2500 М-1 см-1 [24], и данные о поглощении света немодифицированной ПХ при этой длине волны. 
Концентрацию ПХ определяли по коэффициенту экстинкции 102 000 М-1 см-1  при длине волны 
403 нм [25]. К раствору конъюгата приливали равный объем глицерина. Хранение продукта осу-
ществляли при –18 ºС.

Проведение ИФА. Для проведения непрямого ИФА конъюгат Бц-Тг был иммобилизован на 
внутренней поверхности лунок микропланшета путем инкубации в лунке 0,1 мл раствора Бц-Тг  
в 0,05 М НФБ с 0,15 М NaCl (pH 7,4) в течение ночи при 4 оС. После этого лунки промывали  
буфером, содержащим Тритон Х-100 (НФБТ). Затем в лунки вносили 50 мкл раствора Бц (кон-
центрации от 0,1 до 1 000 нг/мл) и 50 мкл раствора иммуноглобулиновой фракции антисыворот-
ки к Бц в НФБТ. Систему инкубировали 1 ч при 37 оС и промывали лунки 4 раза порциями по 
200 мкл НФБТ. Затем вносили в лунки 100 мкл пероксидазного конъюгата антивидовых антител, 
разбавленного НФБТ, и проводили вторую инкубацию 1 ч при 37 оС. После промывки твердой 
фазы последовательно тремя порциями НФБТ по 200 мкл в лунки добавляли 100 мкл свежепри-
готовленного раствора, содержащего 0,4 мМ ТМБ и 3,0 мМ Н2О2 в 0,04 М натрий-цитратном 
буфере (рН 4,0), и выдерживали 15 мин при комнатной температуре. Ферментативную реакцию 
в лунках останавливали внесением 50 мкл 1,0 М H2SO4 и сразу же измеряли оптическую плот-
ность при 450 нм (ОП450) в планшетном спектрофотометре. Калибровочный график зависимости 
конкурентного связывания от концентраций Бц в калибровочных пробах строили в координа-
тах: Bi/B0 в % (ось ординат, линейная), концентрация Бц в калибровочных пробах в нг/мл (ось 
абсцисс, логарифмическая), где B0 – оптическая плотность в отсутствии Бц в растворе, Bi – опти-
ческая плотность в присутствии возрастающих концентраций Бц в растворе.

На основе разборного полистирольного микропланшета получали иммуносорбент для про-
ведения прямого ИФА путем функционализации лунок адсорбцией антикроличьих иммуногло-
булинов овцы с последующей иммунохимической иммобилизацией специфических антисыво-
роток к Бц. Концентрацию специфических антител и разбавление конъюгата Бц-Пх в системе 
подбирали так, чтобы колориметрический сигнал (ОП450) после завершения иммунохимической  
и ферментативной реакций составлял 2,0–2,3 оптических единиц. В лунки иммуносорбента 
одноканальным дозатором вносили по 50 мкл растворов Бц в порядке возрастания их концен-
траций (0; 0,5–27,0 нг/мл), а затем добавляли по 50 мкл раствора пероксидазного конъюгата Бц.  
В экспериментах по оценке специфичности анти-Бц антител в лунки вместо Бц добавляли другие 
антибиотики в концентрациях от 1,0 нг/мл до 20,0 мкг/мл. Аккуратными круговыми движени-
ями планшета по поверхности стола перемешивали содержимое лунок. Иммуносорбент заклеива-
ли изолирующим листком или закрывали крышкой и выдерживали при температуре (20–25) °С  
в течение 1 ч, не допуская попадания прямого солнечного света на планшет. По окончании вре-
мени инкубации удаляли жидкость из всех лунок путем резкого переворачивания планшета. 
Затем с помощью восьмиканальной пипетки промывали лунки 3 раза по 300 мкл 0,05 М НФБ  
(рН 7,4), содержащим 0,15 М NaCl и 0,02 % твин 20, и вносили по 100 мкл готового хромоген-суб-
стратного раствора. Общее время внесения не превышало 2 мин. Закрывали планшет изолиру- 
ющим листком или крышкой и инкубировали в течение 15 мин при (20–25) °С в темноте. Останав-
ливали ферментативную реакцию путем добавления во все лунки планшета по 100 мкл стоп-ре-
агента (1,0 М H2SO4). Растворы в лунках перемешивали круговыми движениями планшета по 
поверхности лабораторного стола. В течение не более 15 мин после остановки реакции измеряли 
ОП450 в планшетном спектрофотометре. На основании полученных экспериментальных данных 
строили градуировочный график зависимости Bi/B0 в % (ось ординат, линейная) от концентрации 
Бц в нг/мл (ось абсцисс, логарифмическая).

Процент перекрестного реагирования различных антибиотиков с анти-Бц антителами (кросс- 
реактивность, CR) определяли по формуле: 

100,= i

x

C
CR

C

где Ci и Сx – концентрации соответственно Бц и сравниваемого антибиотика, при которых мак-
симальное значение ОП450, измеренное в отсутствие конкурентных ингибиторов в системе, 
уменьшается на 50 %.
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Для определения параметров качества ИФА применяли общепринятые подходы [26, 27, 29]. 
При этом точность прямого ИФА оценивали повторяемостью (сходимостью) результатов из-
мерений (коэффициент вариации, К.В.) концентрации Бц в растворе, содержащем 3,0 нг/мл Бц  
(n = 12). При расчете чувствительности анализа (минимальной достоверно определяемой концен-
трации Бц) получали 10 значений ОП450 для раствора, не содержащего Бц, и графически находи-
ли концентрацию, соответствующую 450ОП   – 2SD. В экспериментах по установлению параметра 
«степень извлечения (открытия) добавки Бц» в прямом ИФА использовали образцы мяса и про-
дуктов из мяса, рыбы и продуктов из рыбы, меда, яиц и яичных продуктов, не содержащих Бц  
(менее 9,4 мкг/кг по данным иммуноферментного набора BACITRACIN ELISA от EuroProxima 
B. V. (Нидерланды)). Эксперимент по оценке степени извлечения Rm проводили с раствором Бц  
с концентрацией 1 мкг/мл в 100 %-ном метаноле. В каждую навеску образца массой (1,00±0,01) г 
вносили аликвоту раствора 1 мкг/мл Бц объемом 100 мкл, что давало массовую долю антибио-
тика 100 мкг/кг. Пробоподготовку для ИФА, включающую водно-метанольную экстракцию Бц  
и разведение экстракта буфером, проводили как указано далее по тексту. Затем один оператор  
на одном и том же оборудовании в разные дни получал результаты измерения массовой доли Бц  
в продуктах с одинаковым уровнем добавки Бц. Расчеты проводили по формуле [29]:

obs

spike
100,=m

cR
c

где Rm – степень извлечения, %; obsc – среднеарифметический результат измерений проб с добав-
кой, мкг/кг, spikec  – среднеарифметическое значение добавки, мкг/кг.

Набор реагентов для прямого ИФА. В состав готового набора ПРОДОСКРИН® ИФА-Баци-
трацин входят следующие компоненты: иммуносорбент, 96-луночный микропланшет, 12 стри-
пов по 8 лунок, с иммобилизованными анти-Бц антителами, готов к использованию, 1 планшет; 
градуировочные растворы С0, С1, С2, С3, С4 и С5 со значениями концентрации Бц 0; 0,50; 1,00; 
3,00; 9,00 и 27,00 нг/мл, готовы к использованию, 6 флаконов, (0,70±0,02) мл; конъюгат (Бц-ПХ), 
21-кратный концентрат, 1 флакон или микропробирка, (0,70±0,02) мл; буфер для разбавления,  
1 флакон, (25,0±0,5) мл, готов к использованию; буфер для экстракции 1, 1 флакон, (20,0±0,5) мл;  
буфер для экстракции 2, 1 флакон, (20,0±0,5) мл; моющий буфер, 10-кратный концентрат, 1 флакон  
(30,0±0,5) мл; субстрат, (14,0±0,5) мл; хромоген, (0,70±0,02) мл; стоп-реагент, 1 флакон, (14,0±0,5) мл, 
готов к использованию.

Технические требования к изготовлению набора допускают применение готового хромоген- 
субстратного реагента вместо двух раздельных компонентов.

Компоненты набора подготавливают для выполнения прямого ИФА следующим образом. 
Содержимое флакона с концентратом моющего буфера интенсивно встряхивают, отмеренную 
аликвоту переносят в стакан, добавляют в 9 раз больший объем дистиллированной воды и пе-
ремешивают. Рабочий раствор конъюгата непосредственно перед использованием готовят в про-
бирке или во флаконе, куда вносят отмеренную аликвоту буфера для разбавления, добавляют  
в 20 раз меньший объем концентрата конъюгата Бц-ПХ и перемешивают, не допуская образова-
ния пены. Хромоген-субстратный раствор приготавливают в темных стеклянных или пластмас-
совых флаконах, в которые вносят отмеренную аликвоту субстрата, добавляют в 20 раз мень-
ший объем хромогена и перемешивают. 

Для приготовления проб из образцов продуктов, исследуемых с помощью набора  
ПРОДОСКРИН® ИФА-Бацитрацин, выполняют следующие процедуры. Экстрагирующие смеси 
№ 1 или № 2 готовят непосредственно перед проведением прямого ИФА из отмеренных аликвот 
водных буферных растворов для экстракции 1 или 2 (различаются по специальным добавкам),  
к которым приливают в 4 раза больше объема метанола и перемешивают. 

Отбор образцов для анализа выполняют по СТБ 1036 и проводят первичную обработку 
общепринятыми в анализе пищевой продукции приемами и способами. При анализе каждого  
образца выполняют два параллельных определения.
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Подготовка проб мяса, мясных и мясосодержащих продуктов (в том числе птицы, субпро-
дуктов, шпика), продукции аквакультуры (рыба, креветки), яиц птиц, сухих и жидких яичных 
продуктов. Взвешивают (1,00±0,01) г гомогенизированного образца. Навеску помещают в центри-
фужную пробирку с пробкой вместимостью 15 мл и добавляют 2 мл экстрагирующей смеси № 1 
(вся продукция кроме яиц и яичных продуктов) или № 2 (яйца и яичные продукты). Важно всег-
да соблюдать соотношение 1:2 массы образца и объема экстрагирующей смеси. Пробирку закры-
вают пробкой, встряхивают в течение 15 мин на ротаторе при частоте вращения 50 об/мин путем 
переворачивания вверх-вниз и выполняют центрифугирование в течение 10 мин при комнатной 
температуре и относительном центробежном ускорении 2000 g. Отбирают 50 мкл супернатанта,  
переносят в чистую пробирку, добавляют 200 мкл буфера для разбавления и перемешивают. 

Подготовка проб молока. Рекомендуется проверить рН образца и при необходимости довести 
показатель до значения 6,5–7,5, используя 0,1 М раствор гидроокиси натрия. Образец объемом  
10 мл центрифугируют в течение 10 мин при 4 °С и относительном центробежном ускорении 
2000 g. Можно центрифугировать при комнатной температуре образец, предварительно охлаж-
денный до (2–4) оС. Шпателем удаляют верхний жировой слой. Отбирают аликвоту обезжирен- 
ного молока объемом 20 мкл, переносят в чистую пробирку, добавляют 280 мкл буфера для раз-
бавления и перемешивают. 

Подготовка проб меда. Взвешивают (1,00±0,01) г образца. Навеску вносят в центрифужную 
пробирку с пробкой вместимостью 15 мл, помещают на водяную баню и выдерживают 10 мин  
при 60 °С. В пробирку добавляют 2 мл раствора экстрагирующей смеси № 1. Важно соблюдать 
соотношение масса образца/объем экстрагирующей смеси = 1:2. Пробирку закрывают пробкой, 
встряхивают в течение 15 мин на ротаторе при частоте вращения 50 об/мин путем переворачива-
ния вверх-вниз и выполняют центрифугирование в течение 10 мин при комнатной температуре 
и относительном центробежном ускорении 2000 g. Отбирают 50 мкл супернатанта, переносят  
в чистую пробирку, добавляют 200 мкл буфера для разбавления и перемешивают.

Подготовленные пробы, как и градуировочные растворы, вносятся в объемах по 50 мкл  
в лунки микропланшета и исследуются прямым ИФА по методике, описанной выше. 

Обработка результатов измерений проводится с применением прилагаемого к набору ПРО-
ДОСКРИН® ИФА-Бацитрацин шаблона в Microsoft Excel. Программой Excel автоматически 
строится градуировочная зависимость Вi/В0 в % от натурального логарифма концентрации Бц  
в градуировочных пробах в нг/мл и рассчитывается массовая доля Бц в мкг/кг в исследуемых 
пробах с учетом фактора разбавления пробы, равного 15. Для проверки качества выполнения 
ИФА автоматически рассчитываются значения КВ (коэффициент вариации между параллельны-
ми результатами измерений одной и той же градуировочной пробы или исследуемого образца) 
и интерсепт 50 % (IC50, на градуировочном графике это концентрация Бц в нг/мл, соответству- 
ющая Bi/В0 = 50 %). Проводится оценка приемлемости результатов измерений, полученных  
в условиях повторяемости. За окончательный результат принимают округленное до первого деся- 
тичного числа среднее арифметическое значение двух измерений параллельных проб одного об-
разца с учетом расширенной неопределенности, установленной для разных групп продуктов.

Разработка и валидация методики выполнения измерений (МВИ) с помощью набора реаген-
тов ПРОДОСКРИН® ИФА-Бацитрацин проведена на базе Института мясо-молочной промыш-
ленности. Метрологические характеристики МВИ определены в соответствии с СТБ ИСО 5725-
3-2002, СТБ ИСО 5725-4-2002, ГОСТ 34100.3, ГОСТ 8.010 и методическими руководствами [28, 
29]. Экспериментальные данные получали в процессе внутрилабораторных испытаний с исполь-
зованием продуктов, распределенных по 7 группам в зависимости от вида матрицы: мясо, в том 
числе птицы; мясные и мясосодержащие продукты; субпродукты, в том числе птичьи, и про-
дукты их переработки, сало, в том числе шпик; пищевая продукция аквакультуры животного 
происхождения (рыба, креветки); яйца птицы, сухие и жидкие яичные продукты; мед; молоко. 
Поскольку сырье и продукция животного происхождения с высоким содержанием бацитрацина 
практически не встречается, то для анализа использовались пробы продукции, не содержащие 
антибиотик (образцы), в которые вносили добавки бацитрацина. Образцы нагружали Бц до зна-
чений массовой доли антибиотика от 9,0 до 405,0 мкг/кг. ИФА выполняли серийным набором 
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реагентов ПРОДОСКРИН®ИФА-Бацитрацин. Для каждого образца проводили четыре серии 
измерений, состоящих из двух результатов единичных измерений на каждом из трех уровней. 
Каждая серия измерений получена при соблюдении условий повторяемости. Разные группы ана-
лизов получены при варьировании факторов «оператор», «время». На основании полученных 
экспериментальных данных рассчитали показатели точности и неопределенности результатов 
измерений, проведенных в соответствии с МВИ. 

Результаты исследований и их обсуждение. Иммунореагенты. В качестве базовых имму-
нореагентов в данной работе разработаны, исследованы и изготовлены три конъюгата Бц с бел-
ками KLH, Тг и ПХ, а также кроличья антисыворотка к Бц и ее иммуноглобулиновая фракция.

Как низкомолекулярное соединение Бц не способен индуцировать иммунный отклик при 
введении животным. Поэтому для получения специфических антител требуется осуществить 
конъюгирование Бц в качестве гаптена с высокомолекулярным носителем для придания ему 
иммуногенных свойств. В литературе описаны методики присоединения Бц через глутаровый 
альдегид к гюкозоксидазе [20] и БСА [21], а также с использованием водорастворимого карбо-
диимида – к имммуноглобулину быка [19]. Кроме этих иммуногенов для получения антител  
к Бц использовался конъюгат антибиотика с альбумином сыворотки человека [18]. Белком-носи-
телем был выбран KLH, который имеет молекулярную массу от 106 до 107 Да и содержит боль-
шое количество доступных для модификации остатков лизина и карбоксильных групп. При  
рН > 9 обычные для нейтральной среды агрегаты белка диссоциируют на субъединицы, что уве-
личивает антигенность конъюгированного гаптена [23]. При работе с этим белком мы учитыва-
ли некоторые особенности поддержания его функциональной активности в растворах, а именно 
присутствие высокой концентрации солей вплоть до 0,9 М по NaCl и также исключение про-
цедур замораживания–оттаивания, приводящих к потере растворимости и даже денатурации 
гаптен-белковых комплексов. Для конъюгирования Бц с KLH использовали водорастворимый 
карбодиимид – EDC, реагирующий с доступными карбоксильными группами с образованием 
активного интермедиата в форме О-ацилмочевины, который затем взаимодействует с первичной 
NH2-группой и формирует жесткую и прочную амидную связь [23]. Синтез конъюгата проводи-
ли в одну стадию, внося EDC в смесь пептидного гаптена и белка-носителя. В предварительных 
экспериментах было показано, что карбоксильные группы в составе Бц являются малоактив-
ными и практически не участвуют в образовании пептидных связей, а активные интермедиаты  
в основном образуются за счет СООН-групп белка. В очищенном конъюгате наблюдали появле-
ние характерного для Бц поглощения при 252 нм, что свидетельствовало о ковалентном присое-
динении антибиотика к KLH.

Конъюгированные антигены на основе Бц в ранее опубликованных работах получали с ис-
пользованием сывороточного альбумина [20,19], желатина [20] или овальбумина [20, 21], приме-
няя глутаральдегидный метод [20, 21], или с помощью карбодиимида [19]. Мы выбрали Тг (мо-
лекулярная масса ~ 660 кДа) для конъюгирования с целевым антигеном с тем, чтобы исключить 
в непрямом ИФА возможные помехи со стороны побочных антител, выработанных к белковому 
носителю KLH в составе иммуногена. Лучшим оказался способ конъюгирования Бц, включа-
ющий взаимодействие СООН-групп белка с сульфо-NHS в присутствии EDC и последующую 
реакцию активных эфиров с NH2-группами Бц.  

Поскольку ПХ представляет собой гликопротеин, богатый углеводами, которые не участву-
ют в ферментных реакциях, то можно присоединять Бц именно к олигосахаридной части ПХ 
без причинения ущерба каталитической активности ПХ и повреждения антигенной структуры 
Бц [19]. В нашей работе вицинальные гидроксилы углеводных цепей ПХ подвергали окислению, 
образовавшиеся альдегидные группы конденсировали с аминогруппами Бц и получившееся ос-
нование Шиффа восстанавливали до устойчивого вторичного амина. Вместо диализа, как в слу-
чаях первых двух конъюгатов, для эффективной очистки Бц-ПХ применили быструю гель-хро-
матографию под давлением. Рассчитанное по данным спектрофотометрии содержание остатков 
Бц составило 1,6 моль на 1 моль фермента. 

В ходе контроля динамики продуцирования анти-Бц антител и определения их характери-
стик в системах непрямого и прямого ИФА была установлена высокая иммуногенность конъюгата 
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Бц-KLH. Антитела к Бц в кроличьей сыворотке, разбавленной более чем в 10 000 раз, обладали  
способностью связываться с иммобилизованным на твердой фазе Бц-Тг или с жидкофазным Бц-ПХ. 
При этом удаленные от Бц-связывающих сайтов эпитопы антител могли эффективно взаимо-
действовать с антивидовыми иммуноглобулинами в растворе или на поверхности твердой фазы.  
Аналогичными свойствами обладали и частично очищенные антитела к Бц в составе имму-
ноглобулиновой фракции антисыворотки. Связывание обоих конъюгированных антигенов  
с анти-Бц антителами конкурентно ингибировалось свободным Бц в диапазоне концентраций  
0,4–14,0 нмоль/л, что указывало на достаточный для ИФА Бц аффинитет антител. Удовлетворя-
ющей требованиям ИФА оказалась и специфичность антисыворотки. Ее относительное сродство 
к некоторым полипептидным антибиотикам, структуры которых так же как и у Бц включают 
циклическую и линейную части, составило (%): Бц – 100, Zn-Бц – 100, неомицин < 0,02, поли-
миксин В < 0,01, колистин < 0,01.  

Система непрямого ИФА. Главными элементами иммунохимической конструкции этой ге-
терофазной системы были конъюгат Бц-Тг, адсорбированный на внутренней поверхности лунок 
микропланшета, растворенный Бц и иммуноглобулиновая фракция антисыворотки к Бц в жид-
кой фазе на первой стадии ИФА, твердофазный бинарный комплекс Тг-Бц с анти-Бц антителом 
кролика и жидкофазный компонент в виде антикроличьего иммуноглобулина, меченного ПХ, 
на втором этапе анализа. Количество метки в итоговом тройном комплексе находится в пропор-
циональной зависимости от концентрации Бц в системе и измеряется по интенсивности окра-
шивания раствора продуктом пероксидазной реакции. Термин «непрямой» отражает тот факт, 
что в ИФА этой конструкции первичный иммунный комплекс метится ферментом не напрямую 
в ходе реакции антиген–антитело, а на дополнительной стадии анализа. В литературе описано 
применение тест-систем данной конструкции для количественного определения Бц или Zn-Бц, 
экстрагированных из разнообразного продовольственного сырья [20] и кормов [21].

В нашем исследовании для повышения чувствительности системы непрямого ИФА к кон-
центрации Бц, внесенного в жидкую фазу, варьировались количества иммобилизованного конъ-
югата Бц-Тг и растворенного антитела к Бц. Оптимальные соотношения этих иммунореагентов 
были достигнуты при адсорбции конъюгированного Бц из раствора с концентрацией 1 мкг/мл  
и содержании анти-Бц иммуноглобулина в жидкой фазе 0,3 мкг/мл. В данных условиях на гра-
дуировочной кривой (рис. 2) концентрация Бц, вызывающая ингибирование связывания имму-
нореагентов и уменьшение колориметрического сигнала на 50 % (IC50), близка к 10 нг/мл, а ниж-
нее плато начинается с концентрации Бц 100 нг/мл. Последняя величина соответствует МДУ 
для Бц в молоке. 

Такие характеристики конкурентного 
связывания интактного и конъюгирован-
ного антигенов характерны для высокоаф- 
финных антител. Известно, что именно рав- 
новесная константа комплексообразования 
антиген–антитело определяет концентра-
ционные диапазоны в конкурентных им-
муноаналитических системах, в частности 
в ИФА и в ИХА [30, 31]. Следовательно, им-
мунореагенты, исследованные в непрямом 
ИФА, можно применить в ИХА и получить 
рабочий аналитический диапазон, анало-
гичный приведенному на рис. 2. Предпри-
нятые нами иммобилизация конъюгата 
Бц-Тг на нитроцеллюлозной тест-полоске 
и адсорбция анти-Бц иммуноглобулиновой 
фракции на коллоидных золотых наноча-
стицах в системе ИХА обеспечили высо-
кочувствительную инструментальную де-

Рис. 2. Калибровочный график непрямого ИФА бацитрацина

Fig. 2. Calibration curve of bacitracin indirect ELISA
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текцию Бц в данном диапазоне и возможность визуального обнаружения в молоке концентраций Бц, 
соответствующих МДУ [22]. 

Система прямого ИФА. Базовыми компонентами этой системы являлись кроличьи антите-
ла к Бц, опосредованно иммобилизованные на внутренней поверхности лунок микропланшета 
через адсорбированный антикроличий иммуноглобулин, а также растворенный Бц и конъюгат 
Бц-ПХ в жидкой фазе. Полученный тройной комплекс формируется в одну стадию, количество 
пероксидазного фрагмента в нем зависит от концентрации внесенного в систему Бц и обуслов-
ливает интенсивность окрашивания раствора продуктом ферментативной реакции. Термин 
«прямой» означает, что в ИФА этой конструкции комплекс антитела с определяемым антигеном 
метится ферментом напрямую в ходе одной реакции. В литературе имеются сведения о приме-
нении тест-систем прямого ИФА для количественного определения Бц в кормах [18] и в плаз-
ме крови животных [19]. Важной отличительной характеристикой разработанной нами системы 
является опосредованная иммобилизация кроличьих антител к Бц через антивидовые поликло-
нальные антитела овцы. При таком иммунохимическом способе иммобилизации «автомати-
чески» происходит выделение иммуноглобулина из антисыворотки к Бц и его специфическое 
связывание с твердой поверхностью, функционализированной вторичными антителами. Кроме 
того, сохраняется нативная конформация первичных антител и обеспечивается пространствен-
ная доступность их антигенсвязывающих сайтов не только для малой молекулы Бц, но и для 
высокомолекулярного конъюгата Бц-ПХ. 

При оптимальном соотношении количества иммобилизованных анти-Бц антител и содержа-
ния конъюгированного с ферментом Бц в жидкой фазе получена градуировочная кривая, рабо-
чий диапазон которой (IC50 = 2,5 нг/мл) позволяет измерять концентрации Бц меньшие, равные 
и большие МДУ, после экстракции антибиотика из образца любого контролируемого продукта 
(рис. 3).  

Определены также некоторые дополнительные характеристики качества прямого ИФА с ис- 
пользованием буферных растворов с точными концентрациями Бц. Средняя ОП450 для градуиро-
вочного раствора, несодержащего Бц (В0, связывание Бц-ПХ в отсутствие конкурентного инги- 
битора), составила 2,0 оптических единиц. Расчет минимальной достоверно определяемой кон-
центрации Бц в буферном растворе дал значение 0,3 нг/мл. КВ для градуировочной пробы из 
середины рабочего диапазона в условиях изменяющегося фактора оператор–время, оказался 
равным 7,1 %. 

Далее оптимизированная система прямого ИФА была исследована нами в качестве прото-
типа готового иммуноферментного набора 
для практического использования. Важней-
шим тестом на пригодность иммуноанали- 
тической системы к практическому при-
менению является испытание на открытие 
внесенной добавки определяемого анти-
гена в тот или иной исследуемый матрикс  
с расчетом степени извлечения Rm. Резуль-
таты выполненного теста с использованием 
различных продуктов показаны в табл. 1.

Из табл. 1 видно, что степень извлечения 
Бц из разных матриксов варьируется от 
84,1 до 114,4 %, что следует считать хоро-
шим результатом теста [26, 27, 29].

На базе тест-системы прямого ИФА со- 
здан иммуноферментный набор расфасо-
ванных, упакованных и маркированных 
реагентов, готовый к долговременному хра-
нению, транспортированию и применению 
в практике производственных, испытатель- 

Рис.3. Типичный градуировочный график прямого ИФА

Fig. 3. Calibration curve of bacitracin direct ELISA
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ных и контрольных лабораторий. Набор включает 3 главных реагента (микропланшетный им- 
муносорбент, градуировочные растворы, конъюгат) и 6 или 7 вспомогательных компонентов (бу- 
фер для разбавления, 2 буфера для экстракции, моющий буфер, субстрат и хромоген или их смесь, 
стоп-реагент). Товарная форма набора получила наименование «Тест-система ПРОДОСКРИН® 

ИФА-Бацитрацин», включающее товарный знак разработчика и изготовителя – Института био-
органической химии НАН Беларуси.

Т а б л и ц а  1.  Результаты определения прямым ИФА степени извлечения бацитрацина

T a b l e  1.  Bacitracin recovery ratio obtained by direct ELISA

Номер образца Продукт Rm, %

1 Фарш диетический (куриный) 98,7
2 Фарш говяжий 106,9
3 Филе минтая 112,0
4 Филе скумбрии 106,0
5 Мед цветочный №1 113,7
6 Мед цветочный №2 114,4
7 Яйцо куриное С1 84,1
8 Яичный порошок 88,0

Готовый набор реагентов прошел метрологические испытания в ходе разработки и последу-
ющей валидации методики выполнения измерений массовой доли Бц в различных видах про-
дуктов животного происхождения. Разработка включала пробоподготовку (экстракция и разве-
дение), процедуру ИФА, компьютерную обработку результатов ИФА, экспериментальные иссле-
дования и расчеты метрологических показателей.

В соответствии с требованиями действующих стандартов определены вероятностные грани-
цы погрешности измерений с учетом всех стадий измерительного процесса, а также системати-
ческих и случайных погрешностей измерений массовой доли Бц в животноводческой продукции 
с использованием иммуноферментного набора ПРОДОСКРИН®ИФА-Бацитрацина. Основные 
результаты приведены в табл. 2.

Т а б л и ц а  2.  Метрологические характеристики методики выполнения измерений содержания бацитрацина 
в продукции животноводства набором реагентов ПРОДОСКРИН® ИФА-Бацитрацин 

T a b l e  2.  Metrological characteristics of the method for measuring bacitracin content in products  
of animal origin by PRODOSCREEN® IFA-Bacitracin reagent kit

Вид продукции
Диапазон измерений 

массовой доли  
бацитрацина, мкг/кг

Относительное  
стандартное отклонение 

повторяемости, σr , %

Относительное стандартное 
отклонение промежуточной 

прецизионности, σI(TO), %

Относительная  
расширенная неопре-

деленность, U, % 
K = 2, P = 95 %

Мясо, в том числе птицы, мясные 
и мясосодержащие продукты

от 9,0 до 405,0 
включительно

6,1 7,4 16

Субпродукты, в том числе пти-
чьи, и продукты их переработки; 
сало, в том числе шпик 

7,8 8,3 18

Молоко 6,8 7,6 18
Пищевая продукция аквакуль-
туры животного происхождения 
(рыба, креветки)

6,2 7,7 16

Яйца птицы, сухие и жидкие 
яичные продукты 6,7 8,0 16

Мед 5,9 8,0 18
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На базе Института мясо-молочной промышленности проведена валидация разработанной 
МВИ. Подтверждены предел количественного определения бацитрацина во всех видах матриц 
на уровне 9,0 мкг/кг, диапазон применения МВИ от 9,0 до 405 мкг/кг, установлена приемлемая 
повторяемость и внутрилабораторная воспроизводимость результатов измерений, рассчитана 
степень извлечения Бц из продукции животного происхождения для подтверждения правиль-
ности метода. Полученные результаты показали, что выбранный метод анализа может приме-
няться испытательными лабораториями при проведении скрининговых исследований содержа-
ния бацитрацина в пищевых продуктах и продовольственном сырье животного происхождения 
методом ИФА с использованием набора реагентов ПРОДОСКРИН® ИФА-Бацитрацин.

Заключение. Тремя разными способами синтезированы конъюгаты Бц с KLH, Тг и ПХ. По-
ликлональные антитела к Бц выработаны у кроликов путем введения животным Бц, присоеди-
ненного к KLH, в качестве эффективного иммуногена. Эти высокоспецифичные антитела обла-
дали способностью связываться из раствора с конъюгатом Бц-Тц, физически адсорбированным 
в лунках полистирольного микропланшета, или после иммунохимической иммобилизации на 
твердой фазе взаимодействовать с Бц-ПХ в растворе. Найдено, что обе реакции антител с конъ-
югированными антигенами конкурентно ингибируются Бц, внесенным в раствор в наномоляр-
ных концентрациях. На основе полученных и охарактеризованных иммунореагентов созданы 
оптимизированные системы непрямого и прямого ИФА. Первая система послужила моделью  
в параллельной разработке тест-системы для ИХА Бц в молоке, а вторая более простая и чувстви-
тельная в данной работе трансформирована в готовый иммуноферментный набор «Тест-система 
ПРОДОСКРИН® ИФА-Бацитрацин» для количественного определения Бц в продовольственном 
сырье и продуктах животноводства. Разработана, метрологически аттестована и прошла валида-
цию в испытательной лаборатории методика, которая устанавливает диапазон измерений содер-
жания Бц от 9,0 до 405,0 мкг/кг с надлежащей правильностью и точностью в расширенном пе-
речне продовольственного сырья и продуктах его переработки, включающем 14 наименований.
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