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Пенициллины представляют собой группу про-
тивомикробных соединений, в основе химической 
структуры которых лежит 6-аминопенициллано-
вая кислота. Эта базовая молекула состоит из двух 
конденсированных гетероциклических колец — 
пятичленного тиазолидинового и четырехчленно-
го бета-лактамного. Благодаря бета-лактамному 
циклу реализуется бактерицидное действие пени-
циллинов. Механизм такого действия заключает-
ся в нековалентном связывании и последующей 
химической реакции с ферментами (пенициллин-
связывающими белками), участвующими в синте-
зе клеточной стенки бактерии. В результате хими-
ческой модификации активного центра эти белки 
больше не могут выполнять свои функции, что 
ослабляет клеточную стенку и приводит в конеч-
ном итоге к гибели микроорганизма [1, 2].

Пенициллины широко используются не толь-
ко для лечения заболеваний человека, но и в ве-
теринарной медицине и сельском хозяйстве [3, 4]. 
Остаточные количества этих противомикробных 

субстанций могут присутствовать в пищевом сырье 
и продуктах питания животного происхождения, 
что приводит к их неконтролируемому потребле-
нию и вызывает серьезные расстройства здоровья 
человека. Однако основная проблема заключает-
ся в том, что, поступая в организм в дозах суще-
ственно ниже терапевтических, пенициллины сти-
мулируют возникновение у бактерий антибиоти-
корезистентности, которая горизонтально может 
передаваться между разными микроорганизмами 
[4–6]. Основными способами защиты бактерий от 
пенициллинов является экспрессия фермента бета-
лактамазы, расщепляющего бета-лактамное коль-
цо, и возникновение мутаций пенициллинсвязы-
вающих белков, что исключает их взаимодействие 
с антибиотиками [7, 8].

В  странах Таможенного союза, ЕАЭС, Евро-
пейского союза установлены максимально допу-
стимые уровни (МДУ) остатков антимикробных 
препаратов, которые могут содержаться в  непе-
реработанной пищевой продукции животного 
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Исследовано влияние термодинамических и кинетических условий на взаимодействия специфиче-
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циллинами наблюдались минимальные различия при проведении иммунохимической реакции при 
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антител только к амоксициллину и существенно увеличивало различия в чувствительности опреде-
ления индивидуальных пенициллинов. В подобранных температурных и временных условиях про-
ведения ИФА установлены следующие значения перекрестной реактивности антител: к пеницилли-
ну G — 90%, к ампициллину — 100%, к амоксициллину — 110%. Аналитическая чувствительность 
определения ампициллина составила 0.03 нг/мл, предел количественного определения ампициллина 
в молоке — 0.4 мкг/л. Предложенная система группоспецифического прямого ИФА использована 
для выявления в молоке семи антибиотиков группы пенициллинов — пенициллина G, ампициллина, 
амоксициллина, клоксациллина, оксациллина, диклоксациллина и нафциллина, нормативно контро-
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Таблица 1. Нормативно контролируемые антибиотики 
группы пенициллинов

Наименова-
ние Структурная формула

МДУ 
в мо-
локе, 

мкг/кг

Пеницил-
лин G 
(бензил- 
пенициллин)

4

Ампициллин 4

Амокси- 
циллин 4

Клокса- 
циллин 30

Оксациллин 30

Диклокса- 
циллин 30

Нафциллин 30

происхождения [9, 10]. Для представителей груп-
пы пенициллинов — пенициллина G (бензилпени-
циллина), ампициллина и амоксициллина — МДУ 
в молоке составляет 4 мкг/кг, для остальных пени-
циллинов — 30 мкг/кг (табл. 1).

Предложены различные способы определения 
антимикробных препаратов в пищевой продукции. 
Часто используемым для этих целей физико-хи-
мическим методом является жидкостная хрома-
тография с масс-спектрометрической детекцией 
[11–13]. Этот высокочувствительный метод позво-
ляет определять индивидуальные бета-лактамные 
антибиотики [14–16]. Он предполагает проведе-
ние длительной и  трудоемкой подготовки проб, 
требует дорогого оборудования и наличия высо-
коквалифицированного персонала. Образцы ана-
лизируются методом жидкостной хроматографии 
по одному. Альтернативой этому методу являются 
чувствительные, относительно простые и недоро-
гие биоаналитические методы (иммунохимические, 
биорецепторные), позволяющие одновременно 
проводить анализ большого числа проб. К таким 
методам относится, в частности, ИФА [17–21], ко-
торый в зависимости от характеристик связываю-
щего белка (антитела или белка-рецептора) может 
быть как моноспецифическим [22, 23], так и про-
являть групповую специфичность [24–27]. Груп-
поспецифический ИФА позволяет делать выводы 
о присутствии в исследуемом образце суммарно-
го количества ряда соединений с родственными 
структурами [28].

Ранее нами были получены высокоаффинные 
поликлональные антитела (ПАт) к пенициллинам, 
перекрестные реактивности (ПР) которых к пени-
циллину G, ампициллину и амоксициллину зна-
чительно различаются [29]. Это не позволяло ис-
пользовать данные ПАт в предложенных условиях 
проведения реакций связывания антиген-антитело 
(37°C в течение 1 ч) в ИФА для определения с близ-
кими чувствительностями трех основных пеницил-
линов. Из литературы [30–33] известно, что груп-
повая специфичность анализа зависит от условий 
его проведения, таких как состав реакционной 
среды, соотношение иммунореагентов и  их кон-
центрации. Также замечено, что к существенным 
изменениям ПР антител приводит варьирование 
термодинамических и кинетических (температур-
ных и временных) условий протекания иммунохи-
мической реакции. Так, в результате увеличения 
продолжительности конкурентного твердофазного 
ИФА наблюдали существенное возрастание раз-
личий в специфичности анализа по отношению 
к  представителям антибиотиков группы фторхи-
нолонов [30]. В свою очередь авторами [33] отме-
чено, что уменьшение времени инкубации сближа-
ет величины ПР специфических антител к струк-
турно похожим соединениям группы стероидных 
гормонов, а увеличение температуры проведения 
реакции, приводящее к ускорению наступления 
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в системе равновесного состояния, наоборот уси-
ливает различия в специфичности анализа.

Цель исследования — усиление ПР антител 
и  выравнивание их чувствительности к  разным 
пенициллинам, что позволит повысить аналити-
ческую ценность полученных ПАт и разработать 
группоспецифичную систему ИФА для определе-
ния семи пенициллинов в продовольственном сы-
рье и пищевой продукции.

МЕТОДИКА

В работе использовали реактивы фирмы “Sigma-
Aldrich” (США) ампициллина и  амоксициллина 
тригидраты, пенициллина G натриевую соль, окса-
циллина, клоксациллина, диклоксациллина и наф-
циллина натриевые соли моногидраты, бычий сы-
вороточный альбумин (БСА), тетраметилбензидин 
(ТМБ). Tween-20 произведен “AppliChem GmbH” 
(Германия). Все вспомогательные реагенты (соли, 
кислоты, щелочи) были аналитической или хими-
ческой чистоты.

Антисыворотка кролика, содержащая высоко-
аффинные ПАт к антибиотикам группы пеницил-
линов, получена в  результате продолжительной 
иммунизации животных конъюгатом ампицилли-
на с тиреоглобулином [29]. Продукты присоедине-
ния ампициллина и амоксициллина к пероксидазе 
из корней хрена Амп-ПХ, Амокс-ПХ, Амп-Ад-ПХ, 
Амокс-пФт-ПХ (Амп и Амокс обозначают остатки 
ампициллина и амоксициллина, Ад и пФт — остат-
ки адипиновой и п-фталевой кислот) синтезирова-
ны ранее [29]. Антитела овцы против иммуноглобу-
линов кролика получены на опытном производстве 
Института биоорганической химии НАН Беларуси 
(Республика Беларусь).

Хромоген-субстратную смесь готовили не-
посредственно перед использованием, добавляя 
1 часть 0.4 мМ раствора TMБ в диметилсульфок-
сиде к 20 частям 3.0 мМ Н2О2 в 0.04 М натрий-ци-
тратном буфере (рН 4.0).

Конкурентный иммуноферментный анализ. В лун-
ках полистирольного 96-луночного микроплан-
шета (“ХЕМА”, Россия) сорбировали из 100 мкл 
раствора антивидовые антитела овцы к  иммуно-
глобулинам кролика (5 мкг/мл) в 0.1 М NaHCO3 
в течение 18 ч при 4°C. Затем планшет промывали 
0.05 M Na-фосфатным буфером (НФБ), рН 7.4, со-
держащим 0.15 М NaCl и 0.05% Tween-20, и бло-
кировали не занятые антителами участки поверх-
ности лунок раствором 5 г/л БСА. Далее в лунки 
вносили по 100 мкл сыворотки кролика, содер-
жащей специфические к антибитикам группы пе-
нициллинов ПАт, в разведении 1 : 50 000 в 0.05 М 
НФБ, рН 7.4, содержащем 0.15 М NaCl, 1 г/л БСА 
и 0.05% Tween-20. Инкубировали в течение 18 ч 
при 4°C. После трехкратной промывки 0.05  М 
НФБ, рН 7.4, с  0.05% Tween-20 использовали 

Рис. 1. Кривые ингибирования связывания конъюга-
та Амп-ПХ с ПАт в присутствии пенициллина G (1), 
ампициллина (2) или амоксициллина (3) при инкуба-
ции в течение 1 ч при температурах 4 (а), 25 (б) или 
37°C (в).

(а)

(б)

(в)
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функционализированные планшеты для проведе-
ния ИФА. Для этого в лунки планшета вносили 
50 мкл раствора антибиотика группы пеницилли-
нов или другого анализируемого раствора и 50 мкл 
конъюгата Амп-ПХ, Амокс-ПХ, Амп-Ад-ПХ 
или Амокс-пФт-ПХ каждый в  концентрации 
0.1  мкг/мл. Для приготовления растворов анти-
биотиков и конъюгата требуемой концентрации 
использовали 0.05 М НФБ, рН 7.4, содержащий 
0.15 М NaCl, 1 г/л БСА и 0.05% Tween-20. Инку-
бировали систему при температуре 4, 25 или 37°C 
в течение 1–18 ч. Затем содержимое лунок удаляли 
и промывали планшет как описано выше. В лунки 
вносили по 100 мкл хромоген-субстратной смеси 
и инкубировали при 25°C в течение 15 мин. Оста-
навливали ферментативную реакцию добавлением 
100 мкл 1 М H2SO4. Оптическую плотность раство-
ров в лунках измеряли при 450 нм с использовани-
ем планшетного спектрофотометра SPECTROstar 
Nano (“BMG Labtech”, Германия).

Подготовка проб молока с добавками пеницил-
линов. Использовали молоко пастеризованное 
жирностью 3.2%, приобретенное в торговой сети. 
Отсутсвие в молоке антибиотиков группы пеници-
линов предварительно установливали с использо-
ванием тест-системы Penicillin Elisa (“EuroProxima”, 
Нидерланды). К 5 мл молока добавляли 50 мкл рас-
творов пенициллина G, ампициллина или амокси-
циллина до конечной концентрации 4 мкг/л или 
вносили 50 мкл растворов других пенициллинов 
до конечной концентрации 30 мкг/л. Затем раз-
водили аликвоты молока в 5 раз 0.05 М НФБ, рН 
7.4, содержащим 0.15 М NaCl, 1 г/л БСА и 0.05% 
Tween-20, и использовали в ИФА пенициллинов.

Аналитические характеристики ИФА и обработка 
полученных результатов. Для построения градуиро-
вочного графика и получения характеристик ИФА 
использовали соотношение B/B0, в  процентах, 
где B — измеренная оптическая плотность в лун-
ке с раствором антибиотика группы пеницилли-
нов, B0 — оптическая плотность в лунке, в которую 
вместо раствора антибиотика вносили буферный 
раствор, не содержащий специфически связываю-
щихся с ПАт соединений. Градуировочный график 
ИФА представляет собой зависимость величины 
B/B0 от десятичного логарифма концентрации ан-
тибиотика группы пенициллинов. Расчеты по гра-
дуировочному графику проводили по методу ку-
сочно-линейной аппроксимации, используя урав-
нение вида y = alg(x) + b.

Перекрестную реактивность ПАт к соединению 
Х вычисляли по уравнению

ПР X
IC Амп

IC X
( ) =

( )
( )

50

50
,

где IC50(Амп) и IC50(X) — концентрации ампицил-
лина и соединения X в нг/мл, вызывающие 50%-
ное ингибирование связывания конъюгата с ПАт, 

что проявляется как двукратное снижение детек-
тируемого сигнала, при котором соотношение 
B/B0 = 50%.

Концентрации пенициллинов в  образцах мо-
лока с добавками определяли по градуировочному 
графику в расчете на ампициллин. Предел количе-
ственного определения (ПКО) ампициллина в мо-
локе рассчитывали как концентрацию ампициллина 
в мкг/л, эквивалентную среднему из 10 измеренных 
значений концентрации антибиотика в чистом мо-
локе (C0ср) плюс шестикратная величина стандарт-
ного отклонения измерения содержания ампицил-
лина в данном эксперименте (C0ср + 6 SD).

Аналитическую чувствительность ИФА опреде-
ляли как концентрацию ампициллина в нг/мл, при 
которой связывание конъюгата Амп-ПХ с ПАт от-
личается от B0 на двухкратную величину стандарт-
ного отклонения B0 (B0–2 SD) [34] при количестве 
измерений, равном 10. Аналитическую чувстви-
тельность рассчитывали по уравнению прямой 
y = ax + b, проведенной по точкам градуировочно-
го графика, соответсвующим концентрациям ам-
пициллина 0, 0.06 и 0.13 нг/мл.

В  таблицах и  на рисунках приводятся значе-
ния средних арифметических из трех определений. 
Планки погрешностей обозначают среднеквадра-
тичное отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние условий проведения иммунохимиче-
ской реакции на ПР ПАт к пенициллинам исследо-
вали в системе прямого конкурентного ИФА. ПАт 
были биоспецифически иммобилизованны на вну-
тренней поверхности лунок полистирольного ми-
кропланшета. Антибиотики группы пенициллинов 
и  ферментый конъюгат Амп-ПХ присутсвовали 
в лунках в виде растворов. Иммунохимическую ре-
акцию с участием ПАт, свободных пенициллинов 
и конъюгата проводили при трех температурах 4, 25 
или 37°C в течение периода от 1 до 18 ч. Сравнива-
ли параметры кривых ингибирования связывания 
пероксидазного конъюгата с имобилизованными 
ПАт в  присутствии антибиотиков группы пени-
циллинов, определяли величину IC50 в выбранных 
условиях инкубации.

Исследование влияния термодинамических усло-
вий. Изменение температуры протекания иммуно-
химической реакции по-разному влияло на взаи-
модействие трех пенициллинов со специфически-
ми ПАт (рис. 1). Наибольший эффект повышение 
температуры оказывало на связывание с ПАт пени-
циллина G. Величина IC50 этого антибиотика при 
4°C составила 0.26 ± 0.01 нг/мл, при 25°C — 0.64 ± 
0.02 нг/мл, при 37°C — 1.63 ± 0.05 нг/мл. Для ам-
пициллина и  амоксициллина влияние темпера-
туры проявлялось в меньшей степени. Значения 
IC50 ампициллина и амоксициллина при 4°C были  
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ампициллина и амоксициллина проводили в ходе 
инкубации при выбранной температуре 4°C в тече-
ние 1, 2 и 18 ч (рис. 2). Увеличение времени инку-
бации с 1 до 2 ч приводило к уменьшению величин 
IC50. Для пенициллина G, ампициллина и амокси-
циллина этот параметр составил соответственно 
0.23 ± 0.01 нг/мл, 0.20 ± 0.02 и 0.15 ± 0.01 нг/мл. 
Дальнейшее увеличение продолжительности инку-
бации до 18 ч привело к увеличению IC50. Наиболее 
сильно влияние времени инкубации отражалось на 
ИФА пенициллина G: параметр IC50 увеличился до 
0.72 ± 0.04 нг/мл, что почти в три раза больше со-
ответствующей величины в случае инкубации 1 ч 
при 4°C.

Уменьшение времени инкубации при 4°C до 
30 мин приводило к существенному увеличению 
разброса (коэффициента вариации) получаемых 
результатов, поэтому далее эти результаты не 
обсуждаются.

Расчет ПР специфических ПАт. На основании 
средних значений величин IC50 была рассчитана 
ПР специфических ПАт для различных условий 
выполнения ИФА (табл. 2). При проведении ИФА 
при 4°C в течение 1 ч различия в ПР к пеницилли-
ну G, ампициллину и амоксициллину минимальны 
и составляют от 90 до 110%. Увеличение температу-
ры протекания иммунохимический реакции в ИФА 
приводило к уменьшению ПР ПАт и к другим ан-
тибиотикам группы пенициллинов оксациллину, 
клоксациллину, нафциллину, диклоксациллину. 
В отдельном эксперименте было показано, что ПР 
используемых специфических ПАт менее 0.01% по 
отношению к  ампициллину с  гидролизованным 
бета-лактамным циклом (гидролиз проводили как 
описано в [35], выдерживая раствор ампициллина 
в 0.2 М NaOH при 37°C в течение 2 ч) и к цефалек-
сину, представителю бета-лактамных антибиоти-
ков из группы цефалоспоринов.

Исследование стабильности антибиотиков группы 
пенициллинов в условиях ИФА. Ухудшение связы-
вания антибиотиков с  ПАт при увеличении вре-
мени или возрастании температуры, при которых 
проводилась иммунохимическая реакция, могло 
обусловливаться частичным расщеплением бета-
лактамного цикла пенициллинов. В контрольном 
эксперименте растворы пенициллина G, ампи-
циллина и амоксициллина выдерживали при 4°C 
в течение 18 ч или при 37°C в течение 1 ч, а затем 
использовали в ИФА. При этом не наблюдали раз-
личий в связывании хранившихся и свежеприго-
товленных растворов пенициллинов с ПАт (табл. 3). 
Поскольку ПАт не взаимодействовали с пеницил-
линами, имеющими гидролизованное бета-лак-
тамное кольцо, то полученные результаты свиде-
тельствовали о том, что хранение пенициллинов, 
а значит и проведение ИФА в выбранных условиях 
не приводило к гидролизу антибиотиков. Следова-
тельно, наблюдаемые изменения параметров ИФА 

Рис. 2. Кривые ингибирования связывания конъюга-
та Амп-ПХ с ПАт в присутствии пенициллина G (1), 
ампициллина (2) или амоксициллина (3) при инкуба-
ции в течение 2 ч (а) или 18 ч (б) при температуре 4 °C.

0.23 ± 0.03 и 0.21 ± 0.02 нг/мл, при 25°C — 0.24 ± 0.02  
и  0.19 ± 0.01  нг/мл, при 37°C — 0.45 ± 0.02  
и 0.29 ± 0.02 нг/мл соответственно.

Наиболее близкие друг к  другу значения ве-
личины IC50 для пенициллина G, ампициллина 
и амоксициллина наблюдались при 4°C. Очевид-
но, что эти условия, определяемых сродством ан-
тибиотиков к ПАт при данной температуре, явля-
ются предпочтительными для группоспецифичной 
системы ИФА.

Исследование влияние кинетических условий. 
Исследование влияния кинетических условий 
протекания иммунохимической реакции на ана-
литические характеристики ИФА пенициллина G, 
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Таблица 2. Перекрестные реакции ПАт к антибиотикам группы пенициллинов при различных условиях 
проведения иммунохимической реакции

Соединение
ПР,%

1 ч 2 ч 18 ч
+4°C +25°C +37°C +4°C

Амоксициллин 110 126 155 133 133
Ампициллин 100 100 100 100 100
Пенициллин G 90 38 28 86 33
Оксациллин 70 – 53 – –
Клоксациллин 47 25 24 – –
Нафциллин 29 – 15 – –
Диклоксациллин 18 17 7 – –
Цефалексин < 0.01 < 0.01 < 0.01 – –
Гидролизованный ампициллин < 0.01 < 0.01 < 0.01 – –
Примечание: “—” — определение не проводилось.

равновесного состояния в системе. Уменьшение 
времени инкубации и снижение температуры урав-
нивало ПР антител к нескольким антибиотикам 
группы пенициллинов.

Использование в  ИФА различных конъюгатов. 
Ранее было установлено, что аналитические пара-
метры прямого ИФА зависят от вида использован-
ного пероксидазного конъюгата [29]. В настоящей 
работе были применены ранее синтезированные 
ферментные конъюгаты ампициллина и амокси-
циллина, в которых антибиотики напрямую при-
соединены к  ПХ (Амп-ПХ и  Амокс-ПХ) или че-
рез остатки адипиновой или п-фталевой кислот 
(Амп-Ад-ПХ или Амокс-пФт-ПХ). Инкубацию 
на стадии иммунохимического взаимодействия 
в системе прямого ИФА проводили при 4°C в те-
чение 1 ч. Выявлены некоторые различия в вели-
чинах IC50 при использовании разных конъюгатов 

I II III IV

Рис. 3. Значения параметра IC50 для пенициллина G 
(1) и амоксициллина (2) при использовании различ-
ных конъюгатов пенициллинов с ПХ (инкубация в те-
чение 1 ч при 4°C). I — Амп-ПХ; II — Амокс-ПХ; III — 
Амп-Ад-ПХ; IV — Амокс-пФт-ПХ.

Рис.  4. Полнота выявления антибиотиков группы 
пенициллинов (%), добавленных в образцы молока. 
Приведены значения, полученные методом ИФА (1) 
и пересчитанные с учетом ПР специфичных ПАт (2). 
I — пенициллин G; II — ампициллин; III — амокси-
циллин; IV — оксациллин; V — клоксациллин; VI — 
диклоксациллин; VII — нафциллин.

при варьировании временных и  температурных 
условий проведения иммунохимической реакции 
обусловлены кинетическими и термодинамически-
ми особенностями взаимодействия индивидуаль-
ных пенициллинов с ПАт.

Наблюдаемые эффекты времени и температуры 
на ПР специфических ПАт связаны с существенно 
большим сродством данных антител к  ампицил-
лину и амоксициллину, чем к другим антибиоти-
кам группы пенициллинов. Как указывалось ранее 
[30, 33], проведение иммуноанализа в равновесных 
условиях сводит к минимуму взаимодействие ан-
тител с низкоаффинными перекрестно реагирую-
щими соединениями. В настоящем эксперименте 
наиболее ярко это проявилось для пенициллина G 
при увеличении времени инкубации до 18 ч и при 
проведении иммунохимической реакции при по-
вышенной температуре, ускоряющей наступление 
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(рис.  3), однако соотношения IC50(пенициллин 
G)/IC50(амоксициллин) оказались одинаковыми. 
Структура использованных конъюгатов не оказала 
влияния на ПР ПАт к пенициллинам.

Определение пенициллинов в молоке. ИФА в по-
добранных условиях инкубации использовали для 
определения пенициллинов в пробах молока. Для 
построения градуировочного графика применяли 
растворы ампициллина с концентрациями от 0.06 
до 4 нг/мл. Аналитическая чувствительность ИФА 
составила 0.03 нг/мл, ПКО ампициллина в моло-
ке оказался равным 0.4 мкг/л. По градуировочно-
му графику рассчитали количество пеницилли-
нов в образцах молока, содержащих антибиотики 
в  концентрациях, равных МДУ. Полученные ре-
зультаты приведены в табл. 4. В пробах с добавка-
ми нафциллина, диклоксациллина, клоксациллина 
и оксациллина полнота выявления пенициллинов 
составила от 23 до 74% (рис. 4), что связано со спе-
цифичностью ИФА к  этим антибиотикам. Най-
денные концентрации пенициллинов в молоке пе-
ресчитывали с использованием соответствующих 
значений ПР специфических ПАт (табл.  2). Ре-
зультаты приведены в табл. 4 и на рис. 4. Полнота 
выявления антибиотиков в пробах молока с учетом 
специфичности ИФА составила от 91 до 117%.

В  предложенном нами группоспецифичном 
ИФА расчет количества конкретного пенициллина 
в исследуемой пробе может быть осуществлен толь-
ко в том случае, когда известно, какое соединение 
содержится в образце, например в том случае, если 

ветеринарной службой предоставлены сведения 
о фармсубстанции, использованной для лечения 
продуктивных животных. При отсутствии такой 
информации необходимо выбрать критерий для 
интерпретации результатов скринингового ИФА. 
Данные, представленные в табл. 4 и на рис. 4, по-
зволили сделать такой выбор. Если было получено 
значение суммарной концентрации пенициллинов 
в молоке менее 4 мкг/л (в расчете на ампициллин), 
то в анализируемом образце содержание семи нор-
мируемых пенициллинов не превышает установ-
ленный МДУ. Если ИФА показал значение более 
4 мкг/л, то следует провести подтверждающий ана-
лиз инструментальным методом с определением 
концентраций индивидуальных пенициллинов.

Таким образом, найдены условия повышения 
ПР высокоаффинных ПАт для ИФА, позволяю-
щие определять, в частности, пенициллин G, ам-
пициллин и амоксициллин со специфичностью от 
90 до 110% в диапазоне концентраций от 0.06 до 
4 нг/мл с аналитической чувствительностью по ам-
пициллину 0.03 нг/мл. Найденное значение ПКО 
ампициллина в  молоке составило 0.4  мкг/л, что 
в 10 раз меньше МДУ. Скрининг образцов молока 
с использованием описанной системы ИФА дает 
возможность с высокой точностью сделать дока-
зательный вывод о непревышении МДУ для семи 
нормируемых антибиотиков группы пенициллинов.

Таблица 4. Результаты ИФА образцов молока, контаминированных одним из пенициллинов на уровне МДУ

Антибиотик Внесено, мкг/л
Определенная концентрация, мкг/л

по графику, в расчете на ампициллин с учетом ПР
Пенициллин G 4 4.1 ± 0.4 4.6 ± 0.4
Ампициллин 4 4.1 ± 0.3 4.1 ± 0.3
Амоксициллин 4 4.8 ± 0.4 4.3 ± 0.3
Клоксациллин 30 15.2 ± 1.2 32.3 ± 2.6
Оксациллин 30 22.3 ± 1.3 31.9 ± 2.6
Диклоксациллин 30 7.3 ± 0.4 36.7 ± 2.5
Нафциллин 30 7.4 ± 0.5 27.4 ± 2.2

Таблица 3. Ингибирование связывания конъюгата Амп-ПХ с ПАт в присутствии антибиотиков, хранившихся 
в различных условиях

Раствор антибиотика, 0.4 нг/мл
B/B0,%

свежеприготовленный раствор 
антибиотика

раствор антибиотика, хранившийся
18 ч при 4°C 1 ч при 37°C

Пенициллин G 37 ± 3 37 ± 2 37 ± 3
Ампициллин 40 ± 2 – 41 ± 3
Амоксициллин 31 ± 3 – 30 ± 2

Примечание: “—” — определение не проводилось.
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Dependence of the Group Specificity of Immunoenzyme Determination of Penicillins 
in Milk on the Temperature and Duration of Antibiotic Cross Reactions with 

Polyclonal Antibodies

O. S. Kuprienkoа, *, I. I. Vashkevichа, A. I. Zilbermanа, and O. V. Sviridovа
аInstitute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220084, Belarus

*e-mail: kuprienko@iboch.by

The influence of thermodynamic and kinetic conditions on the interaction of polyclonal antibodies to 
penicillins with the antibiotics of a penicillin group was studied in the system of a direct enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). Minimum differences in the cross reactions of the polyclonal antibodies 
with different penicillins were observed when the ELISA was carried out at 4°C for 1 hour. An increase in 
temperature and duration of the assay led to an increase in antibodies reactivity only to amoxicillin, and 
significantly enhanced differences among the sensitivities of individual penicillins determination. Under 
the chosen assay conditions, the following antibodies cross-reactivity values were obtained: to penicillin 
G — 90%, to ampicillin — 100%, to amoxicillin — 110%. The analytical sensitivity was 0.03 ng/mL for 
ampicillin, and the limit of ampicillin quantification in milk was 0.4 μg/L. The developed group-specific 
ELISA was used for the determination in milk of seven penicillins that are regulatory controlled in 
foods and raw materials of animal origin — penicillin G, ampicillin, amoxicillin, cloxacillin, oxacillin, 
dicloxacillin and nafcillin.

Keywords: antibody cross-reactivity, enzyme-linked immunosorbent assay, antibiotics, penicillins


