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НОРМАТИВНЫЕ ССЫЛКИ

В настоящей диссертации использованы ссылки на следующие стандарты:

ГОСТ 33216-2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными: Правила содержания и ухода за лабораторными грызунами и кроликами.

ГОСТ 7.32-2001. Отчет о научно-исследовательской работе. Структура и правила оформления.
ГОСТ 7.1-2003. Библиографическая запись. Общие требования и правила составления.
ГОСТ РИСО 707–2010. Молоко и молочные продукты. Руководство по отбору проб.

ГОСТ 51477-99. Мясо и мясные продукты. Методы отбора проб.
ГОСТ 28085 - 89. Препараты биологические. Метод бактериологического контроля стерильности.

ГОСТ 4517-87. Реактивы. Методы приготовления вспомогательных реактивов и растворов, применяемых при анализе.

ГОСТ 4919.2-77. Реактивы и особо чистые вещества. Методы приготовления буферных растворов.

ГОСТ 4.492-89. Система показателей качества продукции. Препараты биологические ветеринарные. Номенклатура показателей.
ГОСТ 6709-72. Вода дистиллированная. Технические условия.
Методическая инструкция «Порядок оформления и написания докторской диссертации», МИ ВНД 110. 26-2023.
Кодекс Алиментариус: Максимальные остаточные уровни (МОУ) и рекомендаций по управлению рисками (RMR) для остатков ветеринарных препаратов в пищевых продуктах (CX/MRL 2-2018).

Регламент Комиссии (ЕС) №37/2010 об установлении максимальных уровней остатков ветеринарных препаратов в продукции животного происхождения от 22.12.2009 г.

Решение Коллегии ЕЭК №28 «О максимально допустимых уровнях остатков ветеринарных лекарственных средств (фармакологически активных веществ), которые могут содержаться в непереработанной пищевой продукции животного происхождения, в том числе в сырье, и методиках их определения» от 13.02.2018 г.

Технический регламент Таможенного союза (ТР ТС) 021/2011 «О безопасности пищевой продукции» от 22.12.2011 г.

Технический регламент Таможенного союза (ТР ТС) 033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции» от 9.10.2013 г.

Технический регламент Таможенного союза (ТР ТС) 034/2013 «О безопасности мяса и мясной продукции» от 9.10.2013 г.

ФС.2.1.0037.15. Стрептомицина сульфат от 2015 г.

ФС 001160-040815. Окситетрациклина гидрохлорид от 2015 г.

ОПРЕДЕЛЕНИЯ

В настоящей диссертации применяют следующие термины с соответствующими определениями:

Адьювант – вещество, которое вводится в организм вместе с антигеном с целью усиления и продления иммунного ответа.

Антибиотик – вещество природного животного, растительного или полусинтетического происхождения, которое используется для уничтожения или подавления роста микроорганизмов.

Антибиотикорезистентность – это способность микроорганизмов (бактерий и грибов) вырабатывать устойчивость к действию антибиотиков, предназначенных для их уничтожения или подавления их роста.

Антигены – вещества, несущие признаки генетически чужеродной информации, способные вызывать в организме иммунный ответ.

Антитела – белки, образующиеся в организме в ответ на проникновение чужеродных веществ.

Буферный раствор – раствор, способный поддерживать стабильный уровень рН  при добавлении небольших количеств сильного основания или сильной кислоты, а также при разбавлении и концентрировании.
Бычий сывороточный – белок плазмы крови крупного рогатого скота с молекулярной массой 69 000 Да, одноцепочечный, состоящий из 583 аминокислотных остатков.

Высаливание – выделение растворённого вещества из раствора прибавлением другого вещества (чаще всего соли), обладающего большей растворимостью.

Высокоэффективная жидкостная хроматография – аналитический метод, используемый для разделения сложных смесей веществ, широко применяемый как в аналитической химии, так и в химической технологии.

Гаптен – небольшая молекула, которая не может вызвать иммунный ответ самостоятельно, но становится антигеном при связывании с белковым носителем.

Диализ – процесс, при котором происходит разделение компонентов раствора с помощью полупроницаемой мембраны в результате их диффузии в чистый растворитель.

Иммунизация – процесс, направленный на создание иммунитета к определенным инфекциям с помощью введения иммунологических препаратов. Различают активную и пассивную иммунизацию.

Иммуногенность – свойство антигена вызывать иммунный ответ в организме.
Иммуноферментный анализ – иммунодиагностический метод, который исользуется для качественного и количественного определения различных веществ в биологических жидкостях.

Иммунохроматографический анализ – иммунохимический метод анализа, основанный на принципе иммунологического взаимодействия между антигенами и антителами в биологических материалах.
Иммунная сыворотка – сыворотка, содержащая специфические антитела, выработанные в ответ на инфекцию или вакцинацию. Обычно используется для пассивной иммунизации.
Коллоидное золото – это наночастицы золота, которые находятся в деминерализованной воде во взвешенном состоянии.

Конъюгат – искусственная молекула, которая состоит из не менее чем из двух химически объединённых компонентов, часто различного происхождения.
Конъюгация – соединение двух и более веществ в единый комплекс на уровне химических связей, посредством «сшивающих» агентов.

Концентрация – величина, которая характеризует количественный состав раствора.

Моноклональные антитела – антитела, синтезируемые плазматическими клетками единого клеточного клона В-лимфоцита и обладают высокой специфичностью к одному антигену.

Овальбумин или альбумин яичный – альбумин яичного белка. Основной белок яичного белка (около 60-65%). Молекулярная масса овальбумина, выделенного из куриных яиц, составляет 45 кДа.
Окситетрациклин – антибиотик из группы тетрациклинов, обладающий широким спектром антимикробной активности, эффективен против грамположительных и грамотрицательных бактерий, риккетсий, хламидий и микоплазм, синтезируется штаммом Streptomyces rimosus и действует бактериостатически, ингибируя синтез белков путём связывания с 30S субъединицей рибосомы.
Поликлональные антитела – это смесь антител, которые вырабатываются различными популяциями B-лимфоцитов в ответ на присутствие одного антигена.
Предел обнаружения теста – минимальная концентрация аналита, при которой он может быть достоверно обнаружен.

Предельно-допустимая концентрация – максимальная концентрация химического вещества, которая при условии постоянного действия на организм не вызывает возникновения заболеваний, снижение работоспособности, ухудшение самочувствия и снижение репродуктивных функций у настоящего и последующих поколений.

Серологическая реакция – метод иммунодиагностики, разработанный для установления в сыворотке крови антител или антигена.

Специфичность – свойство антигена и антитела избирательно взаимодействовать только или преимущественно друг с другом.

Сорбция (от лат.sorbeo – поглощаю) – процесс поглощения твёрдым телом либо жидкостью различных веществ из окружающей среды.
Стрептомицин – аминогликозидный антибиотик, эффективен против грамположительных и грамотрицательных бактерий, включая туберкулезную палочку (Mycobacterium tuberculosis), синтезируется штаммом Streptomyces griseus, и действует бактериостатически или бактерицидно, ингибируя синтез белков, связываясь с 30S субъединицей рибосомы.

Спектрофотометрия – физико-химический метод исследования растворов и твёрдых веществ, основанный на изучении спектров поглощения в ультрафиолетовой, видимой и инфракрасной областях спектра.

Тетрациклин – антибиотик широкого спектра действия, эффективен против грамположительных и грамотрицательных бактерий, риккетсий, хламидий и микоплазм, синтезируется штаммом Streptomyces aureofaciens, и действует бактериостатически, ингибируя синтез белков, связываясь с 30S субъединицей рибосомы.
Титр сыворотки – наибольшее разведение сыворотки, при котором действие антител на соответствующий антиген еще проявляется.

Тонкослойная хроматография – хроматографический метод, который используется для разделения, идентификации и количественного анализа различных химических веществ в смеси.
Хлорамфеникол – антибиотик, обладающий широким спектром действия, эффективен против широкого спектра грамположительных и грамотрицательных бактерий, риккетсий и микоплазм, синтезируется штаммом Streptomyces venezuelae, и действует бактериостатически, ингибируя синтез белков, связываясь с 50S субъединицей рибосомы.
Хроматография – метод разделения компонентов смеси, основанный на их различной скорости перемещения.

Чувствительность – минимальное количество антигена (наптена) или антител в образце, которое возможно выявить с помощью определенного иммунологического теста.

ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

	АБР
	– антибиотикорезистентность

	АТ
	– антитела

	БЛ
	– бета-лактамные антибиотики

	БСА
	– бычий сывороточный альбумин

	ВОЗ
	– Всемирная организация здравоохранения

	ВЭЖХ
	– высокоэффективная жидкостная хроматография

	г
	– грамм

	ЕС
	– Европейский союз

	ЖХ
	– жидкостная хроматография

	ЖХ-МС
	– жидкостная хроматография с тандемной масспектрометрией

	ИХА
	– иммунохроматографический анализ

	ИФА
	– иммуноферментный анализ

	к-ИФА
	– конкурентный иммуноферментный анализ

	КЗ
	– коллоидное золото

	КОЕ/мл
	– колониеобразующие единицы на миллилитр

	КТ
	– комнатная температура

	КТ-ИХА
	– иммунохроматографический анализ на основе квантовых точек

	КЭ
	– капиллярный электрофорез

	МКА
	– моноклональные антитела

	мкг
	– микрограмм

	мкл
	– микролитр

	мкм
	– микрон

	мл
	– миллилитр

	мм
	– миллиметр

	МПФ
	– металл-полидофамин

	МС
	– масс-спектрометрия

	НАО
	– Некоммерческое акционерное общество

	НАФ
	– неполный адъювант Фрейнда

	нг
	– нанограмм

	НТД
	– нормативно-техническая документация

	н-ИФА
	– непрямой иммуноферментный анализ

	об/мин
	– оборотов в минуту

	ОВА
	– яичный альбумин

	ООН
	– Организации объединенных наций

	ОПМ-ИХА
	– иммунохроматографический анализа на основе окрашенных полимерных микросфер

	ОТЦ
	– окситетрациклин

	ПАФ
	– полный адъювант Фрейнда

	пг
	– пикограмм

	ПДК
	– предельно допустимая концентрация

	ПЕН
	– пенициллин

	ПКА
	– поликлональные антитела

	РК
	– Республика Казахстан

	СанПиН
	– санитарные правила и нормы

	СИТ
	– соевый ингибитор трипсина

	СТР
	– стрептомицин

	США
	– Соединенные Штаты Америки

	ТР
	– таможенный регламент

	ТС
	– таможенный союз

	ТСХ
	– тонкослойная хроматография

	ТМБ
	– тетраметилбензидин

	ТЦ
	– тетрациклин

	ФИТЦ
	– флуоресцеин изотиоцианат

	ФСБ
	– фосфатно-солевой буфер

	ФСБ-ТВ
	– фосфатно-солевой буфер с твином-20

	ХАФ
	– хлорамфеникол

	Balb/c
	– линия мышей, используемых в гибридомной технологии

	et. al.

	– и другие

	Ig
	– иммуноглобулины

	LOD
	– это предел обнаружения, минимальная концентрация вещества или компонента, которая может быть достоверно обнаружена с использованием аналитического метода

	ppm
	– это единица измерения концентрации вещества в смеси или растворе. Она означает «частей на миллион» и используется для выражения очень низких концентраций вещества в другом веществе или растворе.

	SERS
	– поверхностно-усиленная Рамановская спектроскопия


ВВЕДЕНИЕ

Актуальность темы исследования. Антибиотики широко применяются в животноводстве как для профилактики, так и для лечения заболеваний, а также для повышения роста молодняка и улучшения продуктивных характеристик животных и птиц 1[]
. Ожидается, что в период с 2010 по 2030 годы мировое потребление антибиотиков увеличится на 67% 2[]
. Основным фактором данного роста станет необходимость их применения в условиях интенсивного крупномасштабного животноводства 
 ADDIN EN.CITE 
[3]
. Повсеместное использование антибиотиков в ветеринарии подтверждает их ключевую роль как незаменимых средств для поддержания здоровья и благополучия животных. В ближайшем будущем они не могут быть полностью заменены из-за отсутствия доступных и эффективных альтернативных препаратов 4[]
.
Остаточные количества антибиотиков могут передаваться человеку через продукты животноводства в рамках пищевой цепи, что создает определенные риски для здоровья населения 5[]
. Негативные последствия воздействия остатков антибиотиков чаще всего проявляются в виде аллергических реакций и анафилаксии. Кроме того, их применение может привести к развитию канцерогенеза, мутагенеза и тератогенеза, а также возникновению пороков развития плода и нарушению баланса кишечной микрофлоры 6[]
. Однако наиболее значимой проблемой, возникающей вследствие бесконтрольного применения антибиотиков, является развитие лекарственной устойчивости 7[]
, что представляет собой одну из величайших угроз общественному здоровью 8[]
. В связи с этим ВОЗ, а также другие органы, контролирующие пищевую безопасность (к примеру, Европейская организация по безопасности пищевых продуктов, Управление по контролю за продуктами и лекарствами США, Кодекс Алиментариус и другие), определили и установили максимальные ПДК остаточных количеств антибиотиков в продуктах животноводства [9, 10]. Превышение уровня ПДК представляет не только потенциальный риск для здоровья потребителей, но и вызывает значительные проблемы для производителей кисломолочных продуктов, поскольку повышенное содержание антибиотиков в молоке ингибирует активность заквасок 11[]
. Контроль за остаточным количеством антибиотиков особенно важен для развивающихся стран, включая РК, где более 70% перерабатываемого молока 12[]
 и всё молоко на торговых рынках поступает с личных подсобных хозяйств и подворий, где не всегда строго соблюдается время выдержки животных после инъекций антибиотиков. Так например, молоко, полученное всего лишь от одной коровы, получившей лечение антибактериальными препаратами, может контаминировать тонну молока и сделать его непригодным 13[]
. В этой связи, для практической ветеринарии необходимы быстрые и высокочувствительные методы определения остаточных количеств антибиотиков в молоке 14[]
.
Методы, используемые для обнаружения остаточных количеств антибиотиков в продуктах животноводства, такие как микробиологические, обладают ограниченной чувствительностью, специфичностью и точностью. Для их выполнения необходимы специалисты-микробиологи, а сам процесс является продолжительным и требующим значительных усилий. К тому же полученные результаты, представляют собой качественные или полуколичественные данные, на которых оказывает влияние непосредственно используемые тест-штаммы микроорганизмов и их физиолого-биохимические характеристики 15[]
. Напротив, инструментальные аналитические методы, к которым относятся ВЭЖХ и ЖХ-МС, обладают такими отличительными преимуществами, как чувствительность, специфичность и высокая точность 
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. Но несмотря на эти достоинства, они не находят широкого применения из-за необходимости в дорогостоящем оборудовании, требующем обслуживания квалифицированным персоналом, а также значительных затрат на реагенты и органические растворители 17[]
. Это ограничивает их применение за пределами лабораторий и делает невозможным их использование в полевых условиях 18[]
. Для обнаружения антибиотиков существуют наборы на основе ИФА, которые становятся все более востребованными для скрининга продуктов животноводства. Так, Директива ЕС 2002/657 подчеркивает необходимость использования валидированных методов для анализа остаточных количеств антибиотиков, к которым могут относиться ИФА 19[]
. В свою очередь, «Казстандартом» РК предусмотрено использование ИФА-наборов в соответствии с методикой выполнения измерений «Сырье продовольственное. Продукты питания животного происхождения. Метод иммуноферментного анализа антибактериальных препаратов» (Свидетельство об аттестации №KZ.07.00.03642-2017 от 27.12.2017) [20]. Но ограниченная оснащенность лабораторий ветеринарно-санитарной экспертизы на молокоперерабатывающих предприятиях и продовольственных рынках РК сдерживает широкое применение этого метода на практике. Кроме того, ИФА одновременно обнаружить несколько аналитов в исследуемых образцах и требует не менее 3-4 часов для выдачи результатов анализа [21, 22]. Для РК, как и для других развивающихся стран, более приемлемыми для оценки качества продуктов животноводства в части  содержания антибиотиков являются ИХА-тесты, отличающиеся простотой использования и экспрессностью анализа [23]. Однако, высокая стоимость зарубежных диагностикумов является сдерживающим фактором в их использовании на практике. Таким образом, для обеспечения пищевой безопасности населения страны нужны альтернативные ИХА-тесты, которые, не уступая зарубежным аналогам по своим характеристикам, будут более доступны в ценовом отношении.
Цель исследования: Разработать технологию изготовления отечественного иммунохроматографического теста для одновременного определения в молоке и мясе нескольких антибиотиков, содержание которых превышают ПДК.

Задачи исследования:
1. Приготовить реагенты ИХА теста для одновременного обнаружения СТР, ХАФ и ОТЦ в молоке и мясе.
2. Сконструировать мультиплексный конкурентный ИХА тест для определения антибиотиков в продуктах животноводства.
3. Отработать протокол использования непрямой метки антибиотикоспецифичных антител для обнаружения нескольких аналитов в исследуемом образце.
4. Испытать диагностическую ценность разработанного ИХА-теста на образцах молока и мяса в сравнении с зарубежным аналогом.
5. Разработать научно-техническую документацию на изготовление, контроль и применение ИХА-теста для экспресс-оценки молока и мяса на содержание СТР, ОТЦ и ХАФ.

Научная новизна диссертационной работы. Впервые описан принцип мультиплексного ИХА для одновременного и одноэтапного определения остатков СТР, ХАФ и ОТЦ в молоке с использованием специфичных антител и меченых антивидовых иммуноглобулинов – универсального маркирующего реагента, который пригоден для детекции в продуктах животноводства и других антибиотиков, а также антгельминтиков гаптенной природы. 
Разработан способ получения химически чистого окситетрациклина из терапевтического препарата, который может быть использован для очистки и других антибиотиков от солевых форм.
Практическая ценность. Разработана научно-техническая документация КП ВЭД 72.11.13 МКС 11.220:
– стандарт организации 230721000–001–2023 «ИХА тест для обнаружения антибиотиков в молоке и мясе»;

– наставление по применению ИХА теста для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке;

– инструкция по изготовлению и контролю ИХА теста для обнаружения антибиотиков в молоке и мясе (Приложение А).

Материалы диссертационной работы используются в учебном процессе НАО «Казахский агротехнический исследовательский университет им. С. Сейфуллина» при чтении лекции и проведении лабораторно–практических занятий магистрантам и докторантам по образовательным программам 7M05101 «Ветеринарная биотехнология» и 8D09101 «Ветеринарное благополучие животных» в рамках силлабусов дисциплин «Современные проблемы биотехнологии в ветеринарной медицине и животноводстве» и «Ветеринарная иммунология», соответственно (Приложение Б).
Основные положения, выносимые на защиту:
– способ очистки антибиотика из гидрохлоридной соли;

– методы конъюгации СТР, ОТЦ и ХАФ с белковыми носителями;

– техника приготовления антибиотикоспецифичных антител;

– конкурентный ИХА тест для одновременного определения СТР, ОТЦ и ХАФ в молоке и мясе;

– мультиплексный ИХА тест с использованием универсального маркирующего реагента для определения остатков антибиотиков в животноводческой продукции.

Апробация работы. Результаты исследований доложены и обсуждены на следующих научных форумах:

– международной научно-практической конференции «Сейфуллинские чтения – 18: «Молодёжь и наука – взгляд в будущее» (Астана, 2022 – 12 апреля);
– международной научно-практической конференции: «Наука ХХI века – эпоха трансформации» (Астана, 2022 – 6 октября);
– международной научной конференции: «Качество и безопасность продуктов питания» (Астана, 2023 – 20-22 сентября);
– 184-й международной научно-практической конференции «Инновационные подходы в современной науке» (Москва, 2025).
Опытный образец «ИХА тест для обнаружения стрептомицина, окситетрациклина и хлорамфеникола в молоке и мясе» был экспонирован на XXXIV международной сельскохозяйственной специализированной выставке «Белоагро-2024», состоявшейся в г. Минске, выставочном центре Китайско-Белорусского индустриального парка «Великий Камень»  с 4 по 9 июня 2024 г. (Приложение В).
Публикации результатов исследования. Основные результаты исследований отражены в 10 (десяти) опубликованных работах, в том числе в патенте на изобретение РК, монографии, трёх статьях в изданиях, рекомендованных Комитет по обеспечению качества в сфере науки и высшего образования Министерства науки и высшего образования РК, в статье журнала, входящего в базу данных Scopus и Web of Sciences (Veterinary World, процентиль 82) и трудах международных научных конференций.
Объем и структура диссертации. Диссертация изложена на 132 страницах компьютерного текста. Диссертация состоит из следующих разделов: введение, обзор литературы, материалы и методы, результаты собственных исследований, обсуждение результатов, заключение, список использованных источников и приложения. Диссертационная работа содержит 9 таблиц и 41 рисунок. Список источников использованной литературы включает 231 источника, в том числе 179 – на иностранном языке.
Работа выполнялась в рамках проекта «ИХА для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке» бюджетной программы 267, подпрограммы 101 «Программно-целевое финансирование научных исследований и мероприятий», приоритетного направления «Устойчивое развитие агропромышленного комплекса и безопасность сельскохозяйственной продукции», научно-технической программы BR10764944: «Разработка методов аналитического контроля и проведения мониторинга безопасности пищевой продукции» на 2021-2023 годы (Приложение Г).

1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Развитие устойчивости микроорганизмов к антибиотикам
Открытие первого антибиотика, пенициллина, Александром Флемингом в 1928 году [24] стало отправной точкой для разработки нескольких тысяч новых антибиотиков. В животноводстве огромное количество антибиотиков применяют в качестве терапевтических лекарств и профилактических препаратов [25]. Ежегодно около 80% всех антибиотиков, которые были произведены в мире, находят свое применение в ветеринарии [26]. По данным аналитических исследований 2020 года, в мировом животноводстве было задействовано более 160 тысяч т антибиотиков. По прогнозам, к 2030 году объём может превысить 200 тысяч т [27].

В сфере животноводства антибиотики применяются преимущественно для трех ключевых задач: лечения животных, предотвращения возникновения вторичных инфекций и стимулирования роста [28, 29]. К примеру, ветерианрные врачи молочной фермы в первую очередь применяют антибиотики для борьбы с маститом и другими инфекционными болезнями 30[]
. Кормовой антибиотик (или так называемый стимулятор роста) в низких субтерапевтических дозах может быть определен и как профилактическое лекарственное средство, обладающее бактериостатическим и/ил бактерицидным действием 31[]
. Таким образом, антибиотики становятся незаменимыми лекарствами в ветеринарной медицине 32[]
.

Использование противомикробных препаратов в сельском хозяйстве способствовало интенсификации животноводства и помогло удовлетворить глобальный рост спроса на животный белок 33[]
, но также сыграло значительную роль в распространении и возникновении бактерий, устойчивых к антибиотикам 34[]
. Масштабное распространение АБР связано с повышенным использованием антибактериальных препаратов в сельском хозяйстве в качестве добавок к кормам 35[]
, что направлено на увеличение массы откормленных домашних животных. Также это обусловлено нерациональным использованием антибиотиков в клинической практике, включая безрецептурный отпуск, самолечение и назначение без обоснованных показаний 36[]
. Дополнительно, неблагоприятная санитарно-эпидемическая ситуация в некоторых странах, сопровождающаяся выбросом неметаболизированных антибиотиков в окружающую среду, а также рост международной мобильности населения усугубляют проблему 37[]
.

Многие исследования показали, что значительная часть (30-70%) антибиотиков высвобождается в неизмененном виде, т.е. с потенциальной антимикробной активностью, в окружающую среду 38[]
, где остаются устойчивыми и биологически активными 39[]
. В человеческий организм остаточные количества антибиотиков попадают через продукты животноводства, такие как молоко, яйца, мясо и другие, в рамках пищевой цепи 42[[40, 41]. Несмотря на то, что молоко является одним из самых потребляемых продуктов питания в мире и обладает высокой ценностью для здоровья человека ]
, оно же становится вредным при содержании антибиотиков выше ПДК. Последствия могут проявляться в виде аллергических реакций, токсичности, тератогенности и канцерогенности 43[]
. К примеру, остатки гентамицина вызывают нефропатию и мутагенность; ХАФ провоцирует гепатотоксичность, репродуктивные нарушения и токсичность для костного мозга; ПЕН – аллергические реакции, а сульфаметазин, ОТЦ и фуразолидон – канцерогенность 44[]
. Более того, продукты контаминированные антибиотиками, могут изменить человеческую микробиоту и способствовать развитию АБР против них среди нормальной бактериальной флоры человека 45[]
.
По данным ВОЗ устойчивость бактерий, в основном возбудителей зоонозных болезней, к антибиотическим лекарственным средствам может представлять собой одну из величайших угроз здоровью населения 46[]
 и постепенно становится одной из глобальных проблем человечества 47[]
, создавая серьезные препятствия для поддержания ветеринарного благополучия. В мире постоянно появляются новые механизмы АБР, которые угрожают возможности использования антибиотиков для лечения распространенных инфекций, что приводит к увеличению сроков выздоровления, инвалидности и смертности среди населения. Инфицирование людей резистентными микроорганизмами вызывает серьезные заболевания, длительные госпитализации, рост расходов на здравоохранение, увеличение затрат на медикаменты и сбои в лечении 48[]
.

Антибиотикорезистентность – это явление, при котором микроорганизмы, вызывающие инфекционные заболевания, становятся невосприимчивыми к антибиотикам. Долгосрочное применение антибиотиков для лечения инфекций у людей и животных привело к тому, что некоторые бактерии приобрели устойчивость к этим препаратам, и некоторые заболевания стали труднолечимыми. Согласно ВОЗ, в настоящее время многие инфекции вызваны патогенными микроорганизмами, которые устойчивы к противомикробным лекарственным средствам 49[]
. Микроорганизмы способны вырабатывать гены, отвечающие за устойчивость к антибиотикам, что приводит к увеличению их выживаемости, тем самым сводя к минимуму варианты лечения микробных инфекций и увеличивая смертность в человеческих популяциях 50[]
. Согласно исследованию ВОЗ прогнозируемая смертность от устойчивых к лекарственным препаратам патогенов может возрасти к 2050 с 4.95 миллионов смертей до 10 миллионов смертей в год 51[]
 и ставит под угрозу мировое здравоохранение 52[]
. Больные, инфицированные устойчивыми к лечению микроорганизмами, страдают более тяжелыми симптомами, в большинстве случаев их госптитализируют, а лечение требует применения резервных препаратов. Все это приводит к увеличению затрат на лечение, ухудшению прогноза и созданию условий для появления персистирующих форм микроорганизмов и в итоге приводит к возникновению эпидемий 
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. В сентябре 2016 года Генеральная Ассамблея ООН признала ненадлежащее использование противомикробных препаратов у животных основной причиной роста АБР 54[]
. Установлено, что перманентное поступление супермалых доз антибиотиков в организм человека с продуктами питания стимулирует рост устойчивости. Передача АБР между животными и от животных к людям была тщательно изучена, и на сегодняшний день описаны биологические механизмы передачи генов между бактериями животных и человека [55, 56].
Существуют две формы резистентности микроорганизмов к антибиотикам: естественная и приобретенная. Естественная устойчивость развивается у бактерий в различных природных средах и проявляется в их способности сохранять жизнеспособность при наличии концентраций антибактериальных препаратов, которые могут быть достигнуты в организме человека. Такой тип резистентности является устойчивым видовым признаком, закодированным в хромосомных генах и легко поддается прогнозированию 57[]
.
Известны различные природные механизмы АБР, например, отсутствие у возбудителя мишени, на которую должен воздействовать антибиотик. Низкая проницаемость мембраны клеток, которая способствует ограничению доступа антибиотиков в клетку и препятствует их эффективному действию. Еще одним важным природным механизмом является ферментативная инактивация, при котором бактерии могут синтезировать ферменты, разрушающие определенные антибиотики. Антибиотики становятся клинически неэффективными, если у бактерий развита природная устойчивость к ним 58[]
.
В свою очередь второй тип устойчивости – приобретенная, характеризуется способностью бактерий выживать даже при сильном воздействии антибиотиков, при котором происходит подавление основной массы микробной популяции. Известны случаи, когда приобретенную резистентность имеет значительная часть микробной популяции 59[]
. Приобретенная устойчивость развивается в результате мутаций в генах, которые кодируют мишени антибиотиков, тем самым изменяя структуру молекул, к которым связываются антибиотики и уменьшая их восприимчивость. Также резистентность может передаваться от одной бактерии к другой посредством горизонтального переноса генов, в том числе плазмиды и транспозоны. Данный механизм способствует обмену генетическим материалом, отвечающим за резистентность к антибиотикам, между бактериями. К антибиотикорезистентности приводят мутации, которые образуются в трёх типах генов: гены, которые кодирут мишени антибиотика; гены, которые кодируют транспорт антибиотика; гены, которые кодируют регуляцию экспрессии переносчиков или разрушающих ферментов. При инактивации гена, который кодирует переносчик антибиотика или его мишень, препарат становится неэффективным.
Преодоление клеточной стенки является первостепенной задачей антибактериальных препаратов для подавления роста бактерий, к тому же отдельные антибиотики нуждаются в предварительной активации. Концентрация антибиотика при достижении мишени должна быть достаточной для возникновения эффекта. Таким образом классический механизм резистентности состоит из данных этапов. С точки зрения биохимии, они могут быть разделены на механизмы, которые либо модифицируют мишень антибиотика, либо изменяют концентрацию его лигандов (самого антибиотика). Интересным фактом является то, что с использованием эффлюксных насосов бактерии могут активно высвобождать антибиотики из клетки, таким образом понижая концентрацию внутри клетки. Соотвественно эти все механизмы провоцируют рост и распространенность резистентных устойчивых штаммов и усложняют борьбу с инфекциями 48[, с. 387-392]
. Эпидемия антибиотикорезистентных инфекций, продолжает бросать вызов, ставя под угрозу уход за животными, усложняя производство продуктов питания и создавая риски зоонозных заболеваний 60[]
.

Таким образом, изучение механизмов развития АБР у микроорганизмов имеет глобальное значение и представляет актуальную проблему как для ветеринарной, так и для медицинской науки в контексте концепции One Health с целью защиты людей, животных и окружающую среду от распространения патогенных и условно-патогенных микроорганизмов, устойчивых к антибиотикам.
1.2 Определение остаточного количества антибиотиков в молоке и молочных продуктах
Производство молока является важной экономической деятельностью во всем мире. По данным Продовольственной и сельскохозяйственной ООН, в 2020 году во всем мире было произведено более 853 миллионов т молока. Основными производителями являются ЕС, Индия и США 61[]
. Ожидается, что производство молока станет важным источником дохода для фермеров, поскольку молочные продукты являются одним из основных сельскохозяйственных продуктов, производимых во многих странах 62[]
.
В Казахстане молочная промышленность имеет значительное экономическое и социальное значение. В 2024 было произведено более 900 тысяч т молока. Больше всего молоко и молочные продукты производят в Северо-Казахстанской и Павлодарской областях 12[]
. В производстве этой продукции контролируется безопасность ее для здоровья населения. Для достижения этой цели необходимо соблюдать ряд требований и стандартов качества на протяжении всего процесса производства молока, начиная с корма скота и заканчивая сбытом готовой продукции, среди которых важное значение имеет контроль за содержанием в нем антибиотиков [63, 64]. В этой связи, мониторинг наличия антибиотиков в молоке имеет жизненно важное значение для контроля распространения антибиотикоустойчивых микроорганизмов.
Методы определения остатков антибиотиков могут носить качественный или количественный характер 65[]
. Существующие методы различаются по надежности, скорости получения результатов и стоимости анализа. Kantiani et al. 66[]
 разделили их на четыре категории: микробиологические методы, хроматографические методы, биосенсорные методы и иммунохимические методы.
Микробиологические методы являются первыми в истории и до сих пор используются для обнаружения остаточных количеств антибиотиков в биологических средах 67[]
. В современной микробиологии находят применение коммерческие тесты, основанные на двух методах для определения наличия антибиотиков в образце. Диско-диффузионный метод использует диски, покрытые определенным антибиотиком, которые помещают на чашки, на которых выращивают бактерии. Наличие ореола очищенного роста вокруг диска указывает на то, что бактерии были инактивированы антибиотиком. Этот тест может идентифицировать конкретные антибиотики или классы антибиотиков в зависимости от вида используемых бактерий. Второй метод использует штаммы бактерий с известной чувствительностью к антибиотикам, которые были разработаны для получения колориметрического результата 68[]
. Преимущество этих методов заключается в том, что они имеют широкий спектр обнаружения, их просто выполнять. Они не являются дорогостоящими и могут использоваться для скрининга большого количества образцов 69[]
.
Олиферчик и соавт. проанализировали следующие микробиологические методы: диффузия веществ в агар, редуктазная проба, биоколориметрия и биотестирование движения микроводорослей. Авторами были предложены экспресс-методы определения остаточных количеств антибиотиков и ингибиторов в сыром молоке на основе движения микроводоросли Euglena gracilis и биоколориметрии, которые позволяют повысить чувствительность обнаружения антибиотиков и сократить длительность и трудоемкость анализов 70[]
.

Tumini et al. разработали быстровыполнимый и высокочувствительный микробиологический метод для обнаружения макролидов в молоке с использованием Bacillus megaterium в агаризованной среде с фузидиевой кислотой. Метод позволяет легко обрабатывать большое количество образцов молока, благодаря его конструкции на микротитровальном планшете с 96 лунками 71[]
.

Зайнуллина и соавт. провели эксперименты по созданию микробиологического экспресс – метода определения антибактериальных препаратов в молоке. Показано, что необходимо подобрать концентрацию спор штамма Bacillus stearothermophilus для получения результатов за более короткий период инкубирования, чтобы в дальнейшем апробировать ее в опытах с антибиотиками. Принцип данного метода состоит в том, что при наличии антибиотиков в образце молока, происходит задержка роста микроорганизмов, вследствие того, что обанруживаемый антибиотик диффундировал в питательную среду с содержанием спор тестового миекроорганзима 72[]
.
Также большую популярность среди микробиологических тестов имеет «Copan Test», который создан на основе спор B. stearothermophilus calidolactis. Данный микробиологический тест позволяет обнаруживать  тетрациклины, бета–лактамы, макролиды, аминогликозиды и другие антибиотики. Имея ряд весомых преимуществ, таких как высокая чувствительность, обнаружение широкой линейки антибиотиков в молоке, доступное и простое использование, хороший срок годности, тест нашел широкое применение в молочных заводах и пищевых лабораториях, обеспечивающих контроль безопасности пищевых продуктов 73[]
.
Помимо вышесказанных преимуществ в микробиологических методах можно обнаружить и недостатки, такие как невысокая специфичность и надежность, у некоторых методах недостаточная чувствительность 74[]
. Помимо этого, низкая избирательность, трудоемкость и длительная продолжительность анализа (термостатирование проб обычно занимает 18-24 часов) считаются основными недостатками данного метода. К тому же микробиологические тесты имеют невысокую селективность и чувствительность 75[]
.

Хроматографические методы в основном находят применение в специализированных крупных лабораториях. Хроматография основана на принципе, где молекулы в смеси, нанесенные на поверхность или в твердое тело, и жидкая неподвижная фаза (стабильная фаза) отделяются друг от друга при движении с помощью подвижной фазы 76[]
. Для определения антибиотиков успешно применяются инструментальные методы, такие как ЖХ в сочетании с Ультрафиолетово-видимой спектроскопией или масс-спектрометрией 77[]
. Описано достаточно много работ по применению ЖХ для определения различных антибиотиков. Hermo et al. сообщали о многоостаточном определении хинолонов, включенных в регламенты Европейского Союза (марбофлоксацин, ципрофлоксацин, данофлоксацин, энрофлоксацин и флумекин), в коровьем молоке с использованием ЖХ-УФ, ЖХ-ФД, и ЖХ-МС/МС. Были исследованы пробы молока от животных, получивших лечение препаратами антибиотиков с помошью вышеуказанных методов. В работе проводилось количественное определение энрофлоксацина и его основного метаболита 78[]
.
Авторами Li et al. был предложен быстрый и чувствительный метод тандемной МС-ВЭЖХ для мультиплексного количественного определения амоксициллина и преднизолона в коровьем молоке. Средние показатели извлечения составили 89.2-92.3% для амоксициллина и 98.7-102.3% для преднизолона. Пределы обнаружения составили 0.5 мкг/кг для амоксициллина и преднизолона, а пределы количественного определения ‒ 2 мкг/кг 79[]
.

Hou et al. описали простой, чувствительный и надежный аналитический метод для одновременного определения 38 ветеринарных препаратов (18 сульфаниламидов, 11 хинолонов и 9 бензимидазолов) и 8 метаболитов бензимидазолов в коровьем молоке методом сверхвысокоэффективной жидкостной хроматографии с положительной электрораспылительной ионизацией и тандемной масс-спектрометрией. Средние показатели извлечения 46 аналитов находились в пределах от 87 до 119% 
 ADDIN EN.CITE 
[80]
.
Хроматографические методы широко используются для идентификации, разделения, обнаружения и количественного определения различных лекарственных средств и связанных с ними продуктов распада. Большинство лекарственных средств, а также других соединений можно анализировать описанными выше методами из-за ряда преимуществ, таких как быстрота, специфичность, точность и автоматизированность 81[]
, а также высокая чувствительность и воспроизводимость 
 ADDIN EN.CITE 
[82]
. Однако инструментальные методы требуют дорогостоящего оборудования, высокого уровня квалификации персонала, поэтому находят ограниченное применение и используются только в крупных центрах для мониторинга общей ситуации 70[, с. 176-178]
.
ИФА представляет собой иммунологический метод, основанный на высокой избирательности и специфичности антигена и антитела в котором, в зависимости от задачи, один из них помечен ферментом 83[]
. Он находит применение и для определения остаточных количеств антибиотиков, особенно в качестве рутинных скрининговых методов.
Dolatabadi et al. для измерения концентрации ПЕН в молоке разработали набор на основе колориметрического ИФА с использованием антибиотик-специфичного аптамера, связанного с наночастицами золота 84[]
.

Adrian et al. описали протокол многоаналитного ИФА для одновременного определения наиболее часто используемых семейств антибиотиков в ветеринарии в соответствии с типичной конфигурацией плоской микроматрицы, где идентичность целевого аналита кодируется его местоположением на платформе обнаружения 85[]
.

Ping et al. сообщили об эффективности непрямого к-ИФА на основе биотин-стрептавидина, который с высокой чувствительностью и специфичностью может обнаруживать остатки канамицина в молоке и меде. Иммуноген и покрывающий антиген были синтезированы путем ковалентного связывания канамицина с белками-носителями с использованием карбодиимидного метода. Следовые количества канамицина в образцах молока и меда обнаруживались с удовлетворительным извлечением в пределах 91,0-103,3% 86[]
.

Tang et al. приводят результаты испытания псевдо-ИФА, где в качестве синтетического захватывающего антитела были использованы молекулярно-импринтированные наночастицы (МИП). Последние были получены с помощью твердофазного подхода и использованы для обнаружения гентамицина в реальных образцах. По данным авторов, гентамицин был определен в молоке в клинически значимых концентрациях со средней точностью 94% 87[]
.
В отличие от методов, основанных на хроматографии, ИФА прост, специфичен, удобен в использовании, обладает высокой пропускной способностью и не требует дорогостоящего оборудования. Это делает анализ пригодным для использования его в полевых условиях. Наиболее удобным вариантом является микропланшетный ИФА, который использует небольшие объемы образцов и простые этапы предварительной обработки. Он имеет высокую производительность без необходимости в сложном оборудовании, и может достигать пределов обнаружения, аналогичных ВЭЖХ или ЖХ-МС/МС 88[]
. По мнениям Mohammadi et al. ИФА имеет наибольшую скорость выдачи результатов и чувствительность анализа, а также является менее затратным, чем инструментальные методы детекции антибиотиков 89[]
. Метод, бесспорно, удобен для пользователя когда необходимо проанализировать большое количество образцов 90[]
.
Биосенсорные методы определения антибиотиков являются одним из перспективных подходов. Оборудование, используемое в данных методах, является портативным и компактным, дает возможность получить результаты за несколько минут без необходимости предварительной обработки образцов, а селективность и чувствительность сопоставимы с методами иммуноанализа 91[]
.

Биосенсоры привлекли огромное внимание в последние годы благодаря превосходной чувствительности, специфичности и простоте. Различные типы элементов биораспознавания, такие как антитела, аптамеры, ДНКзимы и МИП, используются как биосенсоры антибиотиков. Недавние достижения в разработке биосенсоров привели к внедрению различных типов наноматериалов (углеродные наноматериалы, металлические наноматериалы, квантовые точки и магнитные наноматериалы), обеспечивающих высокую производительность анализа 92[]
.

Среди различных аналитических устройств электрохимические биосенсоры становятся перспективными устройствами для быстрого, специфичного, чувствительного и локального обнаружения антибиотиков 93[]
. В разработке биосенсоров применяются различные типы наноматериалов и биораспознающих элементов 94[]
. Так, например, Singh et al. 95[]
 в своем обзоре описали основные используемые электрохимические биосенсоры для детекции остаточных количеств антибиотиков в молоке и молочных продуктах. К ним относятся иммуносенсоры, пьезоэлектрические сенсоры и оптические сенсоры, которые используют наноматериалы, такие как наноэлектроды из углеродных нанотрубок и графена, полимеры, нанопористое золото, магнитные наноматериалы, квантовые точки для высокочувствительного обнаружения антибиотиков.
Wu et al. испытали биомиметический фосфорилхолиновый электрохимический биосенсор для анализа ТЦ в молоке. Авторами был синтезирован биомиметический фосфорилхолин, который значительно повысил гидрофильность чувствительных поверхностей, а биомиметическая фосфорилхолиновая поверхность показала превосходную противообрастающую способность. Сконструированный биосенсор для предотвращения обрастания способен определять ОТЦ с низким пределом обнаружения (8.8 пг/мл) 96[]
.
Al Borhani et al. использовали безметочный электрохимический аптасенсор на основе нового аптамера для амоксициллина. Выбранный аптамер показал хорошую специфичность в отношении других антибиотиков, включая структурно родственные антибиотики: ампициллин и ципрофлоксацин. Аптасенсор показал очень хорошую чувствительность со сверхнизким пределом обнаружения (0,097 нм). Испытание аптасенсора на реальных образцах молока с добавлением тех или иных антибиотиков показало высокие проценты восстановления 97[]
.

Sharma et al. сообщают о конструировании простого, безмаркерного и портативного аптасенсора для количественного определения канамицина методом электрохимической импедансной спектроскопии (ЭИС), которая сопровождает сборку инвитро отобранных одноцепочечных ДНК анти-канамицин-аптамер функционализированных экранных углеродных электродов, используемых в качестве преобразователя. Разработанный аптасенсор наделен хорошей селективностью и специфичностью к канамицину без помех со стороны конкурентных аналогов (СТР и гентамицина) 98[]
. Однако биосенсоры имеют ряд ограничений, связанных как со стабильностью работы, так и со стерилизацией отработанных образцов 99[]
.

На сегодняшний день наиболее практичными для контроля качества молока на содержание антибиотиков являются тесты, основанные на ИХА, который уже длительное время используется в клинической медицине 100[]
. Преимущества этих тестов перед современными лабораторными анализаторами заключаются в их доступности, возможности быстрого обнаружения и простоте использования. Привлекательность этих диагностических инструментов связана, прежде всего, с их высокой аналитической чувствительностью и специфичностью, а также с легким визуальным считыванием результатов 101[]
.

ИХА тесты, как гетерогенные аналитические системы, широко используются в различных областях медицины, ветеринарии и сельского хозяйства (например, обнаружение патогенов, выявление различных гормонов, экологический мониторинг, контроль качества продуктов питания, аквакультура и др.) 102[]
. Тест-полоска представляет собой мультимембранный композит, на определенных участках которого предварительно иммобилизованы все необходимые иммунореагенты и их комплексы с меткой 103[]
. После контакта тест-полоски с анализируемой жидкостью инициируются специфические взаимодействия, которые продолжаются при движении пробы под действием капиллярных сил. Анализ завершается окрашиванием определенных линий тест-полоски, свидетельствуя о наличии или отсутствии контролируемого соединения в пробе 104[]
. Реализация этого принципа позволяет получать результаты анализа в течение 10–15 мин ‒ как качественные (наличие или отсутствие окраски, на основании чего можно сравнить содержание аналита в образце с заданным пороговым уровнем), так и количественные (интенсивность окраски, отражающая концентрацию аналита) 105[]
.

В качестве маркера в ИХА используются наночастицы золота, серебра и латекса, а также флуоресцентные и магнитные наночастицы и др. В настоящее время золотые наночастицы являются наиболее распространенными метками, используемыми для обнаружения антибиотиков в продуктах животного происхождения, за ними следуют флуоресцентные наночастицы. Выбор метки зависит от системы анализа, типа тестируемых образцов и других факторов 5[, р. 108356]
.

Zvereva et al. сообщили о результатах использования конкурентного ИХА для определения ХАФ в молочных продуктах. Зоны детекции были образованы с использованием конъюгатов белок-гаптен и антивидовых антител. Антитела с наночастицами золота были нанесены на мембрану для конъюгата. Авторы изучили влияние изменения состава и концентрации этих конъюгатов на пороговый уровень и предел инструментального обнаружения окраски аналитической зоны. Данные свидетельствуют о том, что при изменении параметров происходит смещение порогового уровня и предела обнаружения на один-два порядка. Например, пороговый уровень сместился с 1500.0 до 2.0 нг/мл путем варьирования состава для конъюгатов ХАФ–БСА и с 930.0 до 9.0 нг/мл для конъюгированных препаратов ХАФ–СИТ 106[]
.

Простой и чувствительный ИХА тест для детекции остаточных количеств ципрофлоксацина был разработан исследователями Liu et al. В процессе оптимизации параметров ИХА теста были получены минимальные пределы обнаружения в молоке, которые составили 5 нг/мл в ФСБ и 2,5 нг/мл в образцах молока. Продолжительность анализа составляла не более 3 мин. Степень перекрестной реакций по отношению к энрофлоксацину, норфлоксацину, надифлоксацину, данофлоксацину, пефлоксацину, ломефлоксацину, эноксацину и сарафлоксацину характеризовалась следующими показателями: 71.4, 71.4, 66, 50, 33, 20, 12.5 и 6.25%, соответственно. Сделан вывод о том, что созданный тест чувствителен и специфичен, и может быть использован для скрининга остаточных количеств ципрофлоксацина в образцах молока 107[]
.

Авторы Hemeda et al. разработали ИХА тест для выявления β-лактамов в молоке, который может быть использован на практике для контроля качества продуктов животноводства. В качестве составляющего реагента конкурентного ИХА были использованы антибиотикоспецифические поликлональыне антитела. В процессе анализа, а именно на завершающем этапе производили учет результатов продолжительностью 8 минут, не используя какого-либо дополнительного оборудования. Тест отличался чувствительностью с низким  пределом обнаружения β-лактамов – 10 мкг/кг в обезжиренном молоке и 5 мкг/кг в ФСБ растворе. Семьдесят пять образцов молока крупного рогатого скота были исследованы с помощью предлагаемого и коммерчески доступного SNAP β-Lactam наборов. Результаты сравнительных исследований показали, что специфичность, чувствительность и точность разработанного набора достигали 93.7, 95.3 и 94.6%, соответственно 108[]
. Высокая чувствительность ИХА при исследовании образцов молока (15, 15 и 50 мкг/л) и меда (40, 40 и 40 мкг/л) на остатки ТЦ, ОТЦ и хлортетрациклина (ХТЦ) была установлена и Chen et al. 109[]
.

Guo et al. сообщают о результатах испытания полуколичественного ИХА для определения цефалексина. Нижний предел детекции препарата в необработанном молоке невооруженным глазом был равен 10.0 нг/мл, а с помощью считывателя полосок – 1.3±0.1 нг/мл, что намного ниже, чем максимальный предел остатка антибиотика, рекомендуемого ЕС в молоке (100 мкг/кг). Восстановление в диапазоне 87–120% было измерено в другом образце молока. Высокая чувствительность и удовлетворительное восстановление показывают значительный потенциал анализа для обнаружения остатков цефалексина в молоке 110[]
. О возможности использования ИХА для определния колистина в кормах и продуктах питания сообщают Wang et al. По данным исследователей, благодаря использованию антибиотикоспецифичных моноклональных антител и считывателя полосок, метод позволил обнаружить колистина до концентрации 0.87 нг/мл в ФСБ в течение не более 15 минут. Предел обнраужения колистина в корме для свиней, для кур, в молоке и мясе были определены как 110.4, 118.7, 5.9 и 23.9 мкг/кг, соответственно 111[]
.

Люминесцентные наночастицы широко изучались из-за привлекательности спектральных характеристик. ФИТЦ представляет собой типичный флуоресцентный зонд, поглощающий УФ или синий свет и излучающий видимый желто-зеленый свет 112[]
. Chen et al. сообщили об использовании флуоресцентных микросфер в ИХА для количественного определения сульфаметазина в молоке. Количественное обнаружение сульфаметазина в молоке определялось путем регистрации интенсивности флуоресценции микросфер, захваченных на тестовой линии после пятикратного разбавления образцов молока. При оптимальных условиях тест демонстрировал быстрый ответ на сульфаметазин с пределом обнаружения 0.025 нг/мл в буфере и 0.11 мкг/л в образцах молока. При испытании теста на образцах молока с различной концентрацией аналита степень извлечения варировалась в пределах 101.1-113.6% с коэффициентом вариации от 6.0 до 14.3% 
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.

ИХА, усиленный сигналом наночастиц магнетита, маркированных двойным зондом, был применен для быстрого обнаружения метаболита фуразолидона 3-амино-2-оксазолидинона (АОЗ) во внелабораторных условиях. Усиленный сигнал выиграл от высокого сродства между двумя зондами МНП, маркированными мышиными МКА и козьими антимышиными антителами, и был достигнут путем генерации комплекса сети с двойным зондом. Метод позволил осуществить высокочувствительное обнаружение АОЗ, пороговое значение которого составило 0.88 нг/мл, предел обнаружения 0.044 нг/мл. Чувствительность ИХА теста была выше, чем у традиционного ИХА на основе золотых наночастиц как минимум в 10 раз. Разработанный тест для  обнаружения АОЗ показывает новые возможности для создания аналогичных тестов с целью определения других опасных веществ в пищевых продуктах в полевых условиях и может быть использован во всех анализах с латеральным потоком 
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.

Установлено, что золотые наночастицы с разветвленной поверхностью (наноцветы) могут служить маркерами для иммуносенсоров, которые обеспечивают более высокий прирост чувствительности, чем обычно используемые сферические золотые наночастицы. Хотя аналитические характеристики систем, использующих наночастицы, существенно различаются в зависимости от их размера и формы, вопрос выбора лучших золотых наноцветов остается открытым 115[]
.

Hendrickson et al. предложили новую схему амплификации для улучшения чувствительности ИХА и поддержания высокоинтенсивной окраски. Она основана на непрямом введении метки в иммунные комплексы, образующиеся с помощью модуля биотин-стрептавидин. В разработанном анализе предел обнаружения СТР составил 30 нг/мл в молоке. Достигнутые характеристики превысили характеристики стандартного конкурентного ИХА с использованием антител, связанных непосредственно с меткой 116[]
.

Chen et al. разработали ИХА, основанный на анти-β-лактамных рецепторах и позволяющий быстро и одновременно обнаружить 15 β-лактамов в образцах молока за 5-10 минут. Авторы заменив антитела, используемые в традиционном анализе, на анти-β-лактамные рецепторы, устранили трудность в производстве широкоспецифичных антител против β-лактамов. Конъюгаты ампициллина с БСА и козьим антимышиным иммуноглобулином (IgG) были иммобилизованы на тестовых и контрольных линиях на нитроцеллюлозной мембране, соответственно. Пределы обнаружения 15 антибиотиков (амоксициллина, диклоксациллина, ПЕН G, ПЕН V, нафциллина, цефтиофура, ампициллина, оксациллина, цефаклора, цефтезола, клоксациллина, цефотаксима, цефоперазона, цефатиамидина и цефепима) соответствовали максимальным остаточным пределам, установленным ЕС 117[]
.

Taranova et al. разработали ИХА тест для одновременного обнаружения нескольких соединений в сложной матрице образца. Система была разработана в формате «светофора», включающем три линии разного цвета на тестовой полоске, тем самым предоставляя простой инструмент для идентификации интересующего аналита на основе видимого цвета сформированной линии (качественный анализ) и для определения количества присутствующих аналитов на основе интенсивности флуоресценции линий (количественный анализ). Для разработки многоцветного ИХА теста использовались антитела против антибиотиков трех различных классов в качестве селективных связующих веществ. Каждое антитело было помечено водорастворимыми квантовыми точками с максимумом излучения при 525.0, 585.0 или 625.0 нм. Тестовая система показала высокую чувствительность с пределами обнаружения для офлоксацина 0.3 нг/мл, для ХАФ 0.12 нг/мл и для СТР 0.2 нг/мл. Даже при использовании аналогичных антител, данный ИХА тест чувствительнее в 80-200 раз по сравнению с ИФА тестом. Еще одним преимуществом разработанного теста «светофор» является его простота в использовании, а именно процедура тестирования занимает 10 минут без какой-либо дополнительной подготовки проб молока. Анализ «светофор» также продемонстрировал высокую степень обнаружения аналита (92-101%) в процессе тестировании молочных проб с антибиотиками и точностью с количественной ошибкой <8% от среднего 
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.

Для анализа таких известных антибиотиков, как гентамицин, линкомицин, канамицин, СТР и неомицин авторами Peng et al. был создан  ИХА тест для мультиплексного обнаружения с использованием пяти соответствующих МКА. Несмотря на мультиплексность теста и использование пяти различных МКА, чувствительность теста не уступала и составила 25 нг/мл для гентамицина, 25 нг/мл для линкомицина, 50 нг/мл для канамицина, 50 нг/мл для СТР и 100 нг/мл для неомицина. Пороговые значения теста не превышают установленные максимально допустимые уровни остаточных количеств антибиотиков, установленных ЕС. При инструментальном анализе с использованием считывателя полосок были получены минимальные значения антибиотиков в молоке, а именно для линкомицина 2.5 нг/мл, гентамицина 2.5 нг/мл, канамицина 2.5 нг/мл, СТР до концентрации 2.5 нг/мл и неомицина до 5 нг/мл, соответственно. Данный разработанный тест можно использовать для обнаружения остаточных количеств антибиотиков в пищевых продуктов благодаря его характеристикам, таким как высокая точность и воспроизводимость 119[]
.

Chen et al. разработали новый мультиплексный латерально-поточный анализ на основе флуоресценции в ближнем инфракрасном диапазоне путем конъюгации метки с МКА/рецептором широкой специфичности в качестве инструмента обнаружения. Этот формат анализа позволил одновременно выявить четыре семейства антибиотиков (β-лактамы, ТЦ, хинолоны и сульфаниламиды) в молоке в течение 20 минут. Качественный и количественный анализ целевых антибиотиков был реализован путем визуализации интенсивности флуоресценции метки в ближнем инфракрасном диапазоне, помеченной на конкретных тестовых линиях. Пределы обнаружения теста составили для β-лактамов 8 нг/мл, для ТЦ 2 нг/мл, для хинолонов 4 нг/мл и для сульфаниламидов 8 нг/мл, что намного ниже, чем у обычного метода ИХА/КЗ 
 ADDIN EN.CITE 
[120]
.

Zhou et al. сконструировали квадруплексный ИХА на основе КЗ для одновременного определения четырех семейств антибиотиков, включая β-лактамы, ТЦ, СТР и ХАФ в молоке. Визуальные пороговые значения при качественном анализе были равны 2-100 нг/мл, 16-32 нг/мл, 50 нг/мл и 2.4 нг/мл для β-лактамов, ТЦ, СТР и ХАФ, соответственно. Для количественного анализа диапазоны обнаружения составили 0.13-1 нг/мл для ПЕН 0.13-8 нг/мл для ТЦ, 0.78-25 нг/мл для СТР, 0.019-1.2 нг/мл для ХАФ, соответственно. Линейные коэффициенты корреляции были выше 0.97. Средние показатели извлечения антибиотиков колебались от 84.5% до 107.6% с коэффициентом вариации менее 16.2%, а анализ реальных образцов показал, что предлагаемый вариант ИХА дает согласованные результаты с инструментальным анализом, поэтому является многообещающим подходом для быстрой детекции ветеринарных препаратов в молоке 
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Используя поверхностно-усиленную Рамановскую спектроскопию (SERS) исследователи Li et al. разработали ИХА тест для обнаружения колистина в молоке. В данном методе для значительного усиления сигнала молекулы-репортеры адсорбируются на поверхности наночастиц, что вызывает электромагнитное и химическое усиление при воздействии возбуждающего света. SERS может повысить сигнал обнаружения до 10–14 порядков величины, превосходя типичную рамановскую спектроскопию. Иммуносенсор на основе SERS демонстрирует отличную чувствительность и может быть использован для быстрой и высокочувствительной идентификации малых и крупных молекул. Как показали результаты исследований, предел обнаружения колистина в молоке был равен 0.10 нг/мл, что значительно ниже значений, полученных в ИФА. Тест характеризовался высокой точностью с восстановлением 88.1%–112.7% и стандартным отклонением ниже 15% при продолжительности анализа не более 20 минут, что делает его перспективным для быстрого мониторинга колистина в молоке 
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 в производственных условиях. Аналогичный иммуносенсор для мультиплексного обнаружения двух известных остаточных количеств антибиотиков ТЦ и ПЕН в молоке был разработан Fan et al. 
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[123]
. После проведения оптимизации протокола иммуносенсорного анализа были определены минимальные пределы обнаружения ТЦ и ПЕН равные 0.015 нг/мл и 0.010 нг/мл, соответственно. Эти значения были намного ниже, чем у большинства других задокументированных биоаналитических методов. Более того, использование теста на образцах молока с определенной концентрацией антибиотиков показало превосходную точность анализа с восстановлением от 88.8 до 111.3% и удовлетворительную точность анализа с относительным стандартным отклонением ниже 16%. Авторы заключают, что иммуносенсор на основе SERS обладает явными преимуществами в чувствительности и адаптируемости к мультиплексированию, и иметь большой потенциал применения в мониторинге безопасности пищевых продуктов.

Таким образом, представленный анализ научной литературы подтверждает актуальность создания и дальнейшего совершенствования ИХА тестов для обнаружения остаточных количеств антибиотиков в молоке и молочных продуктах, как одних из самых доступных методов на сегодняшний день из всех предложенных вариантов. Данные тесты просты в исполнении, при этом являются достаточно точными, чувствительными и специфичными. Первоочередно данные методы аналитического контроля молока и молочных продуктов принесут колосалльную пользу непосредственно людям, как оосновным потребителям и станут надежным звеном в охране здоровья населения, а также сыграют немаловажную роль и для развития животноводства в целом.

1.3 Качественные и количественные определения антибиотиков в мясе и мясных изделиях

Мясо и мясные продукты занимают особое место в рационе людей, особенно нашей страны, за счет вкусовых качеств и содержания огромного количества питательных веществ в своем составе. За 2023 год потребление мяса и мясопродуктов в РК составило в среднем 80.1 килограмм на душу населения, что на 2.4% больше, чем в 2022 году 124[]
.
Существующие методы обнаружения остатков антибиотиков в мясе можно разделить на две категории: скрининговые и подтверждающие 125[]
. В свою очередь скрининговые методы подразделяются на качественные и количественные. Качественный cкрининговый метод используется для обнаружения присутствия либо отсутствия остаточного количества антибиотика. Количественный скрининговый метод способен не только идентифицировать наличие остаточного количества антибиотика, но и определить его количественное содержание 126[]
. К скрининговым методам относятся ТСХ и тесты на ингибирование роста микроорганизмов, а также ИФА 127[
, 128]
.
Главное преимущество подтверждающих методов – высокая специфичность, точность определения типа и концентрации исследуемого остатка антибиотиков 129[]
, но они дороги, продолжительны по времени выдачи результатов и требуют обученного персонала и соответствующего оборудования 130[]
. Такие методы, как жидкостная хроматография в сочетании с различными режимами обнаружения, такими как МС и УФ 131[]
, ВЭЖХ и КЭ обычно используются в качестве подтверждающих методов в количественных исследованиях 132[]
.
Если в результате скринингового метода были обнаружены остаточные количества антибиотиков, то необходимо реализовать подтверждающий метод с помощью физико-химического метода. К примеру, в работе Ramatla et al. 125[, р. 34-1-34-16]
 куриные, свиные и говяжьи мышцы исследовались на содеражание  остатков ципрофлоксацина, СТР, сульфонамида и ТЦ с помощью ИФА и ТСХ, а полученные положительные образцы были дополнительно проанализированы с использованием ВЭЖХ для количественной оценки.

Авторы Agmas и Adugna 133[]
 исследовали свежее говяжье мясо с помощью коммерческого набора Premi®Тест. Данный набор представляет собой микробиологический скрининговый тест, который используется для определения остаточных количеств антибиотиков в пищевых продуктах. Микробиологический тест основан на ингибировании роста термофильной бактерии B.stearothermophilus, которая является чувствительной ко многим антибиотикам и сульфонамидным соединениям. Предел обнаружения теста Premi®Тест составил 100 мкг/кг, 5 мкг/кг и 100 мкг/кг для ОТЦ, БЛ и сульфаниламидных препаратов в образцах свежего говяжьего мяса, соответственно. Это показывает, что за исключением сульфаниламидов другие антибиотики были обнаружены в количестве ниже ПДК, но выше допустимого суточного потребления, указанного стандартом ВОЗ.

Bielecka et al. изучили параметры, влияющие на чувствительность, точность и простоту метода диффузионной пластины для определения остаточных количеств антибиотиков в мясе с использованием спор B.stearothermophilus в качестве тестового организма. В данном исследовании было изучено восемь антибиотиков, включая ПЕН, бацитрацин, ТЦ, хлортетрациклин, ОТЦ, СТР, эритромицин и неомицин. На чувствительность метода больше всего влияние оказали концентрация инокулята, количество среды для анализа на пластине и размер образца. Оптимальная концентрация инокулята была установлена в объеме 2×105 спор/мл среды. pH среды также был важен как для активности антибиотика, так и для роста тестового организма. Наиболее чувствительной к изменению pH оказалась активность СТР и эритромицина 134[]
.

Kusano et al. разработали микробиологический метод скрининга остаточного бензилпенициллина, OTЦ и спирамицина в мясе с использованием одного смешанного режима – обращенно-фазового и катионообменного картриджа. В этом методе средние показатели извлечения бензилпенициллина при 0.05 мкг/г, OTЦ при 0.1 мкг/г и спирамицина при 0.2 мкг/г составили 70%, 92 и 84%, соответственно. Была обнаружена толерантность к трем антибиотикам. Авторы утверждают, что этот метод является простым, быстрым и полезным для скрининга мяса на остатки указанных трех антибиотиков в мясе 135[]
.

Тонкослойная хроматография – менее дорогая и менее сложная хроматографическая процедура, которая может успешно использоваться при предварительном скрининге аналитов 136[]
. Целью ТСХ является получение четко определенных, хорошо разделенных пятен. Метод использует неподвижную фазу, обычно оксид алюминия или диоксид кремния, который является высокополярным или неполярным, и подвижную фазу – какой-либо растворитель, полярность которого будет выбрана. В большинстве случаев используются пластины из диоксида кремния на которую наносят стандартные и тестовые вещества, а затем «запускают» пластину, позволяя растворителю  перемещаться вверх за счет капиллярного действия 137[]
.
Islam et al. исследовали возможность использования ТСХ для количественного анализа остатков антибиотиков в образцах мяса. Скрининговое исследование проводилось на известных антибиотиках, таких как амоксициллин, цефалексин, ОТЦ, хлортетрациклин, ципрофлоксацин, энрофлоксацин и левофлоксацин, и завершались выявлением положительных образцов мяса бройлеров 138[]
.

Moats описал результаты использования двумерной тонкослойной хроматографии для обнаружения тилозина и эритромицина. В качестве образцов использовали мясо птицы, яйца и молоко. Хроматография позволила обнаружить тилозин в количестве 0.1 ppm в мясе птицы, 0.05 ppm в яйце и 0.01 ppm в молоке, а также эритромицин 0.25 ppm в мясе птицы 139[]
.
Для диагностики остаточных количеств антибиотиков в мясе и мясной продукции широко применяется ИФА метод. Данный метод основан на взаимодействии специфических антител с молекулами целевого вещества, что обеспечивает высокую точность, селективность и чувствительность 140[]
. Метод позволяет определять различные антибиотики, в том числе СТР, ТЦ, ХАФ 141[]
.

В работе Baghani et al. ТЦ и ципрофлоксацин были извлечены из образцов и протестированы с помощью непрямого к-ИФА. Семьдесят пять процентов образцов говядины и 58% образцов куриного мяса были положительными, причём ИФА характеризовался низким пределом обнаружения антибиотиков в мясе 
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. Другие исследователи успешно использовали данный метод для скрининга ТЦ в говяжьем мясе 143[]
.
Для количественного определения тилозина и тилмикозина в съедобных тканях животных Wei et al. изучили эффективность флуороиммуноанализа с временным разрешением. По данным авторов, предел обнаружения для тилозина составил 0.03 нг/мл, а для тилмикозина ‒ 0.05 нг/мл. Степень извлечения колебалась от 73.6 до 120.5%. Сделан вывод о том, что анализ менее затратен как в ценовом, так и во временном аспектах, позволяя использовать упрощенные протоколы анализа и малые объемы образцов 144[]
.

Li et al. сконструировали ИХА на основе флуоресцентных микросфер с временным разрешением, интегрированный с портативным флуоресцентным ридером для количественного определения дексаметазона в молоке и мясе свинины. ИХА тест показал высокие показатели чувствительности, которые составили 0.003 нг/мл для молока, 0.062 мкг/кг для свинины и 0.25 нг/мл и 0.7 мкг/кг, соответственно составляли пороговые значения 145[]
.

Er et al. 146[]
 протестировали образцы куриного и говяжьего мяса на наличие хинолонов с помощью процедуры ИФА. В 51.1% исследованных образцах мяса были обнаружены остатки антибиотиков. Содержание хинолонов в образцах куриного мяса и говьяжего мяса были определены в количествах 30.81±0.45 мкг/кг и 6.64±1.11 мкг/кг, соответственно.
ИФА для обнаружения остаточных количеств клиндамицина и линкомицина был применен авторами He et al. с использованием съедобных тканей животных в качестве образца, а именно мышц крупного рогатого скота, курицы, свиньи и рыбы. Пределы обнаружения составили 1.8 мкг/кг для линкомицина и 6.8 мкг/кг для клиндамицина. Как считают авторы, ИФА может быть использован для одновременного определения остатков указанных антибиотиков в мышцах животных, птиц и рыб 
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.

Rasheed et al. описали новый, простой, быстрый и надежный спектрофотометрический метод для одновременного определения энрофлоксацина и тилозина в образцах мышц, печени и почек кур. Спектрофотометрия использовалась для одновременного определения энрофлоксацина и тилозина в диапазоне концентраций 0.3–31.0 и 0.5-77.5 мкг/мл, соответственно. Проценты восстановления находились в диапазоне 93,01–103,67% 148[]
.

Song et al. отработали метод одновременного определения остатков семи макролидных антибиотиков в свинине с использованием ЖХ с тандемной МС. При уровнях пиков 5, 10, 25 и 100 мкг/кг средние показатели извлечения семи макролидов варьировались от 68.6 до 95.5% с относительными стандартными отклонениями менее 8%. Пределы обнаружения и пределы количественного определения были на уровне 0.2–0.5 и 0.5–2.0 мкг/кг, соответственно 149[]
.
Alrhia et al. провели определение следовых количеств ТЦ в грудной клетке, бедрах и печени птицы с использованием ВЭЖХ - детектора на диодной матрице с подвижной фазовой смесью, состоящей из ацетонитрила, метанола, щавелевой кислоты (0.01 М) и хроматографической колонки C8. Детектор на диодной матрице оказался мощным инструментом для определения и идентификации соединений, поскольку позволяет получать УФ-спектры аналитов в режиме реального времени 150[]
.
Aman et al. исследовали образцы мяса цыплят на наличие остатков препаратов ТЦ: ОТЦ и ТЦ с использованием метода ВЭЖХ. Экстракция ОТЦ и ТЦ из образцов цыплят проводилась с помощью подвижной фазы, состоящей из метанола, ацетонитрила и 0.01 М дигидрата щавелевой кислоты в изократическом режиме 151[]
.
Amelin et al. описали простой метод определения ХАФ и его сукцинатных эфиров в пищевых продуктах с использованием ВЭЖХ/масс-спектрометрии высокого разрешения. Результаты проверки были удовлетворительными, показывая извлечения от 85 до 111% в мясе говядины, свинины, птицы, а также в молоке, печени, почках, яйцах, рыбе и меде 152[]
.
Уланова и соавт. совершенствовали методику определения ХАФ в мясной продукции с использованием ЖХ в сочетании с ЖХ/МС. Усовершенствованная методика хромато-масс-спектрометрического обнаружения ХАФ в мясных продуктах характеризовалась высокой степенью точности и чувствительности, нижний предел детекции составил 0,00005 мг/кг 153[]
.
Исследователи Jammoul et al. идентифицировали и количественно определили 30 антибиотиков из четырех различных химических классов (сульфаниламиды, ТЦ, хинолоны и БЛ) с использованием ЖХ-МС. Метод был оптимизирован соответствии с Директивой Европейской комиссии 2002/657/EC для обнаружения антибиотиков в курином мясе 154[]
.
Kang et al. 155[]
 описаны более быстрый, высокоселективный и чувствительный метод обнаружения ветеринарных препаратов на основе ЖХ-МС/МС и времяпролетной МС. В проверенные соединения входили основные классы лекарств, такие как кокцидиостатики, амфениколы, антигельминтики, β-лактамы, хинолоны, нестероидные противовоспалительные препараты, бензимидазолы, макролиды, сульфаниламиды, ионофоры, ТЦ и транквилизаторы. Данный метод способен одновременно проанализировать более 100 ветеринарных препаратов в мясных, молочных продуктах, яйцах и рыбе в рамках одного аналитического цикла.

КЭ считается более доступным и быстрым методом анализа, эффективность разделения и экологичность которого превосходят многие методы, в том числе ВЭЖХ 156[]
. Метод КЭ основан на разделении компонентов сложной смеси в кварцевом капилляре под действием приложенного электрического поля. Суть метода состоит в том, что при приложении напряжения до 30 кВ к подготовленным капиллярам компоненты смеси начинают двигаться с различной скоростью, что приводит к их перемещению в разные зоны детектирования. Это позволяет достичь разделения компонентов и их последующего выявления в различных продуктах, напитках или сырье 157[]
.

Описан метод КЭ с твердофазной экстракцией для количественного определения восьми обычно используемых сульфаниламидов (сульфаметазин, сульфамеразин, сульфадиазин, сульфадиметоксин, сульфамонометоксин, сульфафеназол, сульфахиноалин и сульфизоксазол) в мясе. По данным авторов показатели извлечения находились в пределах от 80 до 97%. Пределы обнаружения каждого сульфонамида приблизительно варьировались от 5 до 10 мкг/кг 158[]
.

В работе García-Campaña et al. приведен обзор в отношении основных групп антибиотиков, используемых в ветеринарии и медицине с использованием КЭ [159]. Описаны научные исследования с применененим КЭ в исследовании сульфонамидов, тетрациклинов, хинолонов и др. Отмечены основные характеристики метода и главные отличительные преимущества перед ВЭЖХ, а именно высокая эффективность, гибкость и низкий расход образцов и реагентов.
Существуют различные типы биосенсоров. Электрохимические биосенсоры являются одними из наиболее популярных биосенсоров, которые созданы с целью объединения чувствительности электрохимического детектора и специфичности активного слоя. Например, в работе Stevenson et al. описан электрохимический биосенсор на основе сродства к цефтиофуру для безмаркерного обнаружения остатков этого антибиотика в образцах мяса. Анализ основан на методе, при котором самоорганизующие молекулы способны целенаправленно обнаружить биомаркер антибиотика. С помощью электрохимической импедансной спектроскопии исследуют изменения в межфазных емкостях; которые возникают при соединении анализируемого вещества с поверхностью. Тест позволяет обнаружить цефтиофур через 15 минут после введения образца, причем его концентрация может быть до 0,01 нг/мл в ФСБ и 10 нг/мл в образцах фарша из мяса индейки массой 220 мг 160[]
.

Мясо представляет собой сложную матрицу, которая состоит из нескольких веществ, таких как вода (72-75%), азотистые соединения (примерно 21%, включая белки и небелковые азотистые соединения) и липиды (2.5-15%). Поэтому исследование мяса на остатки антибиотиков с использованием ИХА представляет собой более сложную задачу, чем анализ молока 161[]
. Сложный состав мяса затрудняет анализ образцов мяса на содержание антибиотиков. В этой связи для удаления ненужных компонентов из тканей мяса применяются различные методы пробоподготовки образцов. Для эффективной практики необходимо разработать методы экстракции антибиотиков из мяса, которые будут быстрыми, недорогими, надежными, воспроизводимыми, селективными и чувствительными. Процедуры подготовки проб должны обеспечивать эффективное извлечение максимального количества остаточных антибиотиков и минимизировать возможные помехи. Необходимы разработки новых методов пробоподготовки, которые будут сочетаться с высокочувствительными тестами. Детальный анализ современных тенденций и возможных направлений для будущих исследований приведен в обзорах Moga et al., Wang et al. 162[]
. Недоступность коммерческих тестов ИХА для определения остатков антибиотиков в мясе и мясных продуктах объясняется, в том числе, сложностью извлечения антибиотиков из мышечной ткани и трудностью подготовки проб для анализа.

Chen et al. описали ИХА на основе КЗ для обнаружения остатков цефалексина в молоке и говядине. ИХА тест для цефалексина имел визуальный предел обнаружения 0.5 мкг/кг, который можно было оценить в течение 3-10 мин 163[]
.

Li et al. описали два вида ИХА: первый основан на использовании окрашенных полимерных микросфер (ОПМ-ИХА), другой ‒ квантовых точек (КТ-ИХА). Оба метода позволяли визуально обнаруживать энрофлоксацин в тканях животных и молоке, имели визуальные пределы обнаружения 1 мкг/л в буфере, 5 мкг/кг в тканях животных и 10 мкг/л в молоке. Предложенные методы ОПМ-ИХА и КТ-ИХА демонстрировали значительные преимущества в плане удобства и скорости выполнения анализов. Результаты могут быть получены в течение 20 минут, что значительно быстрее по сравнению с коммерческим ИФА-набором, для которого требуется минимум 120 минут. Кроме того, ОПМ-ИХА и КТ-ИХА обладали более высокой чувствительностью по сравнению с традиционным методом ИХА, использующим коллоидные золотые метки и те же поликлональные антитела. Анализ образцов с применением ОПМ-ИХА и КТ-ИХА показал хорошее согласование с результатами, полученными при использовании коммерческого набора для ИФ, что подтверждает точность и высокую надежность предложенных методов 164[]
.

Hendrickson et al. разработали ИХА на основе КТ в сочетании с портативным считывателем для быстрого и количественного обнаружения линкомицина. Производительность предлагаемого флуоресцентного теста сравнивалась с обычным латерально-поточным анализом на основе золотых наночастиц. Визуальные пороговые значения достигали 10 нг/мл для ИХА на основе КЗ и 20 нг/мл для ИХА/КТ. Инструментальные пределы обнаружения для обоих наноразмерных маркеров находились почти на одном уровне и составили 0.2-0.4 нг/мл. Оба этих теста могут быть применены для быстрого и экономически эффективного тестирования линкомицина и других антибиотиков во внелабораторных условиях. Тем не менее, анализ, основанный на КТ, демонстрировал более низкий предел обнаружения при наименьшем расходе иммунореагента, что делает его экономически выгодным 165[]
.

Флуоресцентные микросферы, как маркеры конкурентного латерально-поточного анализа, были испытаны для обнаружения линкомицина в образцах молока, меда, говядины и свиной моче. Остатки препарата в разных видах образцов конкурировали с его конъюгатами, мечеными БСА, на тест-линии за связывание с флуоресцентными микросферами, мечеными антибиотикоспецифичными МКА. В оптимизированных условиях динамический диапазон колебался в пределах 1.35-3.57 нг/мл, а концентрация 50% ингибирования (IC50) равнялась 2.20 нг/мл. Метод имел весьма низкую перекрестную реактивность с клиндамицином (4.4%) и с другими использованными аналогами (<0.1%). По мнению исследователей, ИХА имеет очевидные преимущества перед ИФА, такие как простота применения, экономия времени, высокая чувствительность и специфичность, а также более широкие перспективы 166[]
.

Tian et al. использовали каркас из металл-полидофамина (МПФ) в качестве метки для загрузки МКА непосредственно в качестве пробы в ИХА для высокочувствительного обнаружения ТЦ. Объединяя каркас цеолитового имидазолата и полидофамин, был получен стабильный МПФ с большим размером, хорошо диспергируемый в воде, превосходным сродством и оптическими свойствами с помощью многослойной сборки. В оптимизированных условиях биосенсор МПФ-ИХА продемонстрировал отличную линейную зависимость в диапазоне 0.09–6.0 нг/мл и с пределом обнаружения 0.045 нг/мл, что было более чем в 66 раз чувствительнее традиционного ИХА на основе КЗ. Кроме того, МПФ-ИХА был успешно применен для скрининга ТЦ в образцах рыбы, курицы, молока и креветок с процентом восстановлениями от 91 до 114% 
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Lei et al. сравнивали ИХА/КЗ и ИХА на основе Eв-флуоресценции (ИХА/ EФ) при определении энрофлоксацина в образцах яиц, молока, меда и куриного мяса. Диапазоны обнаружения антибиотика при использовании первого варианта анализа находились в пределах от 0.16-3.9 нг/г, а в случае второго теста – 0.022-2.2 нг/г) по данным. Коэффициенты внутрипробного и межпробного восстановления составили от 88.9 до 108.5% с коэффициентами вариации от 1.3 до 7.0% по ИХА/КЗ и от 88.6 до 113,6% с коэффициентами вариации от 1.3 до 8.1% по ИХА/ЕФ 168[]
.

Согласно информации Юрчак, на рынке России можно встретить различные экспресс-тесты, предназначенные для обнаружения и различения антибиотиков. Например, Tetrasensor представляет собой ИХА тест, основанный на использовании специфичных антител, который позволяет выявлять остаточные количества антибиотиков тетрациклиновой группы в мясных образцах, кормах, моче и других тканях животного происхождения. Этот метод работает при обычной температуре и не нуждается в предварительном термостатировании, что существенно облегчает процесс контроля качества сырья на предприятиях мясной промышленности 169[]
.
Таким образом, обзор существующих литературных источников свидетельствует о наличии разнообразных методов для обнаружения остаточных количеств антибиотиков в мясе. Тем не менее, ИХА тест представляет собой один из наиболее перспективных и удобных способов анализа. Однако его широкое применение в практике ограничивается трудностями, связанными с пробоподготовкой образцов. Разработка и совершенствование ИХА-тестов имеют ключевое значение для обеспечения более эффективного и доступного контроля за качеством мясной продукции, что особенно важно в условиях ужесточения требований к безопасности продуктов питания и защиты здоровья потребителей.
2 СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
2.1 Материалы и методы исследований

Работа выполнялась в Казахстанско-Китайской лаборатории по биологической безопасности НАО «Казахский агротехнический исследовательский университет имени С. Сейфуллина» (КАТИУ) и лаборатории иммунобиохимии Института биохимии имени А.Н. Баха Федерального исследовательского центра «Фундаментальные основы биотехнологии» РАН (Москва) (Приложение Д) в рамках проекта «ИХА для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке» научно-технической программы BR10764944: «Разработка методов аналитического контроля и проведения мониторинга безопасности пищевой продукции» на 2021-2023 годы, финансированной МСХ РК.

2.1.1 Материалы исследований

Лабораторные животные

В работе использовались следующие виды лабораторных животных: белые беспородные мыши (n=12, самцы 8-10 недельного возраста с живой массой 20-25 г), мыши линии Balb/c (n=12, самки 7-8 недельного возраста с живой массой 20-25 г), кролики породы советская шиншилла (n=10, самцы 6 месячного возраста с живой массой 3100-3300 г), коза зааненской породы (возраст 1 год, живая масса 38 кг), которые содержались в хороших условиях в виварии КАТИУ в соответствии с Межгосударственным стандартом ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными: Правила содержания и ухода за лабораторными грызунами и кроликами».

Использование животных и зоогигиенические условия содержания были одобрены Комитетом по этике Факультета ветеринарии и животноводства КАТИУ (протокол №1 этической комиссии от 11.01.21).

Продукты животноводства

Для отработки оптимальных параметров протокола ИХА для обнаружения антибиотиков в продуктах животноводства были использованы коровье и козье молоко, а также образцы мяса говядины в которые вносили определенное количество СТР, ОТЦ и ХАФ. Животные, выбранные для отбора указанных проб, были здоровыми и не подвергались лечению или стимуляции антибиотиками и другими лекарственными препаратами.

Образцы молока от здоровых коров голштинской черно-пестрой породы (n=210) и пробы мяса крупного рогатого скота казахской белоголовой породы (n=60), отобранные в соответствии с требованиями ГОСТ РИСО 707.2010 «Молоко и молочные продукты. Руководство по отбору проб» и ГОСТ 51477-99 «Мясо и мясные продукты. Методы отбора проб», были использованы для определения чувствительности и специфичности разработанного ИХА теста для обнаружения СТР, ОТЦ и ХАФ в животноводческой продукции. Образцы мяса были взяты от бычков, убитых на убойном цехе Северо-Казахстанской сельскохозяйственной опытной станции (Северо-Казахстанская область, с. Шагалалы), пробы молока – от коров молочной фермы «Айна» (Акмолинская область, Бурабайский район).
2.1.2 Методы исследований

Очистка антибиотиков из коммерческих лечебных препаратов
ОТЦ или СТР (БиоФармГарант, Владимир, Россия) массой 3 гр засыпали в 0.5 л трехгорлую колбу, оснащенную капельной воронкой, газоотводной трубкой и стеклянной пробкой со шлифом (Simax, Прага). ОТЦ/СТР растворяли в 50 мл воды с pH 7.01 при температуре от 30 до 35ºС. Затем в течение 60 минут капельно вводили 100 мл 7%-ного раствора бикарбоната натрия. Смесь перемешивали в течение 8 часов при KT на низких оборотах магнитного ротора. По окончании разделения, антибиотик фильтровали на воронке Шотта (Simax, Прага). В дальнейшем фильтрат промывали дистиллированной водой, сушили под вакуумом 170[]
.

Чистоту очищенного препарата определяли методом ТСХ. На линию старта пластины (Sorbfil, Краснодар) очень малым пятном наносили препарат очищенного антибиотика и исходный лечебный препарат с помощью микропипеток. После этого пластину устанавливают в герметичную камеру с растворителем, который функционирует как подвижная фаза. Благодаря капиллярным силам растворитель движется вдоль слоя сорбента, достигая конечной точки, и с разной скоростью переносит элементы смеси, что приводит к их разделению. После окончания хроматографического процесса пластинку вынимали из камеры и высушивали 171[]
.

Конъюгация ОТЦ с белками-носителями:
Метод 1. 100 мг БСА (Jackson Immuno Research, Пенсильвания) или ОВА (Sigma-Aldrich, Сент-Луис) растворяли в 5 мл бидистиллированной воды, затем добавляли ОТЦ в количестве 30 мг, растворенного в 1 мл метанола. После этого к полученной смеси добавляли 1,2 мл 37%-ного раствора формальдегида при постоянном перемешивании. Раствор инкубировали в темноте при KT в течение 24 часов и пропускали через фильтр 109[, p. 905-913]
.

Метод 2. ОТЦ в количестве 4 мг растворяли в 200 мкл 30%-ного этанола и комбинировали с 10 мг БСА/ОВА, растворенного в 300 мкл очищенной воды. Затем вводили 200 мкл 3,0 моль/л натрий-ацетатного буфера с pH 5,5 и 7,5%-ный раствор формальдегида (200 мкл) и перемешивали в течение ночи при KT. Смесь помещали в диализную трубку и диализовали 5 раз против 0.01 моль/л ФСБ, pH 7.4. После диализа конъюгированный ОТЦ фильтровали через 0.2-мкм мембрану из ацетата целлюлозы (Sigma-Aldrich, Сент-Луис) 
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Конъюгация ХАФ с белками-носителями
Метод 1. 50 мг БСА/ОВА, 10 мг N-гидроксисукцинимида (NHS) (Biomedicals, Клермон-Ферран) и 20 мг 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) карбодиимид гидрохлорида (EDC) (Biomedicals, Клермон-Ферран) растворяли в 4 мл 0.01 М 2-(N-морфолино)этансульфоновой кислоты (MES) (Biomedicals, Клермон-Ферран, Франция) и перемешивали в течение 15 минут. Затем добавляли раствор 20 мг ХАФ (Panreac, Барселона) в 1 мл диметилформамиде (ДМФ) (Biomedicals, Клермон-Ферран). Реакционную смесь перемешивали 3 часа при KT. Конъюгат очищали диализом против ФСБ при 4°C 173[]
.

Метод 2. ОВА или БСА 10 мг растворяли в 1 мл ФСБ (рН 7.4) и диализовали против ФСБ. Отдельно растворяли 5 мг ХАФ в 1 мл ФСБ (рН 7.4). Далее, смешивали раствор ХАФ с ОВА или БСА и выдерживали на ледяной бане в течение 10 минут. Затем медленно вводили 5 мг EDC, растворенного в 1 мл дистиллированной воды, и инкубировали в течение 15 минут на ледяной бане, после чего продолжали инкубацию еще 1 час при KT. Раствор центрифугировали при 10 000 об/мин в течение 20 минут. Супернатант диализовали против ФСБ в течение 72 часов при +4С 174[]
.

Метод 3. 50 мг белка-носителя растворяли в 4 мл воды. Отдельно брали EDC и NHS по 50 мг и растворяли в 2 мл воды. Далее смешивали с белком - носителем в течение 30 минут при KT. Добавляли полученную смесь к 25 мг ХАФ, растворенного в 3 мл воды. Смесь перемешивали в течение 24 часов при KT. Полученную смесь диализовали против ФСБ 175[]
.
Конъюгация СТР с белками-носителями

Метод 1. Растворяли 73 мг СТР в 500 мкл ФСБ (pH 9.3, 0.01 моль/л-1). Затем добавляли 2.5 мл 1% (мас./мас.) глутарового альдегида (ThermoScientific, Массачусетс). По истечении 6 часов при KT вносили 40 мг белка-носителя (БСА/ОВА). Смесь инкубировали при KT в течение 12 часов. Конечные конъюгаты диализовали при 4°C в течение 72 ч против ФСБ (pH 7.4, 0.01 моль/л) 176[]
.

Метод 2. Конъюгаты СТР-БСА и СТР-ОВА были синтезированы с использованием метода глутарового альдегида. 5.37 мл раствора глутарового альдегида (25%), разбавленного в 10 раз 0.01 М ФСБ (pH 7.4), по каплям добавляли к 13,4 ммоль антибиотика, растворенного в 600 мкл 0.01 М ФСБ. Смесь растворов медленно добавляли к 10 мг БСА/ОВА, растворенного в 3,4 мл 0.01 М ФСБ при перемешивании в течение 10 мин при KT. После 40 минут реакции при КТ добавляли 16 мг натрий-боргидрида (ThermoScientific, Массачусетс). Смесь оставляли для реакции на 2 часа при 4°C, а затем диализовали против 0.01 M ФСБ в течение 3 дней 119[, p. 7798-7804]
.

Конъюгацию антибиотиков с носителями подтверждали с помощью оптической спектрофотометрии по методике, предложенной Temirgaziyev et al. [177]. Спектральные данные исследуемых проб регистрировали на спектрофотометре Agilent Cary 360 (Agilent Technologies, Калифорния) в диапазоне длин волн от 200 до 1100 нм. Содержание белков в приготовленных конъюгатах определяли с помощью УФ-спектрофотомерии.
Иммунизация белых беспородных мышей для определения иммуногенности конъюгата антибиотик-носитель
Конъюгаты ОТЦ, ХАФ, СТР с БСА вводили внутрибрюшинно по 0,1 мл с концентрацией 50 мкг/мл, повторяя инъекции пять раз с интервалом в семь дней в течение месяца. В первый день иммунизации использовали смесь с ПАФ (ThermoScientific, Массачусетс), а в последующие четыре инъекции добавляли НАФ (ThermoScientific, Массачусетс).
Иммунизация кроликов для определения иммуногенности конъюгата «антибиотик-носитель»

Для оценки иммуногенных характеристик конъюгатов с БСА кроликам вводили один из конъюгатов в дозе 1000 мкл с концентрацией 1 мг/мл подкожно в несколько точек на спине, повторяя инъекции четыре раза с интервалом 7 дней. При первой иммунизации использовали НАФ в качестве иммуностимулятора, а в последующих – ФСБ.
Определение иммуногенности конъюгата антибиотик-носитель в н-ИФА

Анализ проводили на 96-луночных микропланшетах (Nunc, Копенгаген, Дания), которые предварительно сенсибилизировали конъюгатом антибиотика с ОВА в концентрации 1 мкг/мл при температуре +4ºС в течение ночи. Для удаления несвязанного антигена планшет промывали трижды с использованием промывочного раствора ФСБ-ТВ. Затем добавляли 0,1 мл антителосодержащей жидкости или сыворотки крови и титровали. Инкубацию проводили при температуре +37ºС в течение одного часа. После инкубации планшет снова промывали трижды промывочным раствором. Затем добавляли 0,1 мл антивидового конъюгата (Jackson Immuno Research, Пенсильвания) и ставили в термостат на один час. После этого снова проводили промывку для удаления несвязанного вещества и добавляли по 100 мкл раствора субстрата фермента в каждую лунку. Субстрат ТМБ (НВО Иммунотех, Москва, Россия) вносили по 100 мкл и инкубировали планшет 10-15 минут при комнатной температуре. Реакцию завершали добавлением 0,5 М раствора серной кислоты. Результаты ИФА фиксировали с помощью спектрофотометра с вертикальным потоком света (Hangzhou Allsheng Instruments Co., Ханчжоу) при длине волны 450 нм. Результат н-ИФА считали положительным, если ОП тестируемой жидкости (сыворотки крови иммунизированного лабораторного животного) превышала ОП контроля (сыворотка крови интактной мыши и/или кролика) в два и более раза.

Иммунизация мышей Balb/c
Иммунизацию мышей линии Balb/c конъюгатом ОТЦ, ХАФ и/или СТР с БСА проводили пятикратно в концентрации 25 мкг/мл в объеме 100 мкл иммуногена 178[]
, через каждые 10 дней с использованием ПАФ (в 1-день) и НАФ (в последующие дни). Отбор и тестирование в н-ИФА сыворотки крови проводили через 5 дней после последней иммунизации.

Подготовка миеломных клеток

В работе использовали миеломные клеточные линии Х63Ag8.653, замороженные в ампулах (Nunc, Копенгаген) в жидком азоте. Непосредственно перед процедурой гибридизации ампулы извлекали из жидкого азота и помещали в водяную баню (37°C) для разморозки. После оттаивания суспензию миеломных клеток добавляли к 10 мл холодной неполной питательной среды и подвергали центрифугированию (5-7 минут, 1000 об/мин). После осаждения клеток в пробирке, сливали верхний жидкий слой, добавляли полную питательную среду к осадку и перемешивали. Отбирали суспензию клеток и добавляли к «питающим клеткам» в 24-луночный планшет и оставляли при 37°C в 5% CO2. При достижении клетками логарифмической фазы роста проводили их отбор для гибридизации.

Приготовление культуры перитонеальных макрофагов

Выделение перитонеальных макрофагов проводили за пару дней до гибридизации. Для данной процедуры использовали белых беспородных мышей, которых обрабатывали 70% этанолом и умeрщвляли методом цервикальной дислокации. Далее мышь закрепляли на препаравальном столике и в стерильных условиях удаляли кожу в районе брюшной полости и аккуратно вводили охлажденную неполную питательную среду (10 мл). Для тщательно отделения макрофагов проводили лeгкиe постукивания брюшной стeнки в течение нескольких минут и отбирали суспензию из брюшной полости, содержащую макрофаги, затем центрифугировали  (1000 об/мин, 10 минут). Верхний супернатант сливали, а к осадку добавляли полную питательную среду (2×10⁵ клеток/мл). Суспензию макрофагов отбирали из пробирки и распределяли в планшеты и помещали в СО₂-инкубатор при 37°C и 5% СО2 179[]
.

Подготовка иммунных спленоцитов

Спленоциты извлекали от мыши, у которой были отмечены наиболее высокие титры антител в н-ИФА (не менее 1:800) после иммунизации. Для этого мышь обрабатывали 70% спиртом, подвергали эвтаназии методом цервикальной дислокации и снимали верхний слой кожи живота. Работу проводили в стерильных условиях в ламинарном боксе. Извлекали селезенку с помощью пинцета и помещали в чашку Петри и с использованием 10 мл неполной питательной среды проводили перфузию для извлечения спленоцитов. Полученную клеточную суспензию переносили в стерильную пробирку с коническим дном и центрифугировали (1000 об/мин, 10 минут). После этого к получившемуся осадку добавляли 5 мл неполной питательной среды, тщательно перемешивали и с использованием камеры Горяева делали подсчет клеток.

Гибридизация клеток

Слияние меломных клеток X63Ag8.653 с иммунными спленоцитами мыши линии Balb/c проводили по методу Oi & Herzenberg 180[]
 в ламинарном боксе (TelStar, Барселона). ПЭГ-4000 использовали в качестве сшивающего агента. Отбор гибридом проводили в селективной среде, содержащей гипоксантина, аминоптерина и тимидина (ГАТ) (Biomedicals, Клермон-Ферран). Клоны клеток, продуцирующие МКА против использованных антибиотиков, определяли с помощью н-ИФА по вышеописанной методике. Результат н-ИФА считали положительным, если ОП супернатанта тестируемой гибридомы превышала контроля (супернатант миеломной линии X.63.Ag.8.653) в два и более раз.

Клонирование гибридом методом лимитирующих разведений

Суспензию клеток гибридом-продуцентов МКА разводили до концентрации 10, 1 и 0.5 клеток/мл и распределяли в лунках в 96-луночных планшет с предварительно засеянными перитонеальными макрофагами (1×106 клеток в 0.1 мл питательной среды RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Сент-Луис) на лунку). Клетки инкубировали при 37°C и 5% CO2. Антительную активность клеток-субклонов оценивали с помощью н-ИФА на 10-14-й день.

Получение препаративного количества МКА
Для наработки антител субклоны гибридом-продуцентов переносили в пластиковые матрацы и культивировали 3-4 дня, затем с помощью пипетирования снимали клетки с поверхности пластика, подвергали центрифугированию и инъецировали мышам внутрибрюшинно 2×106 клеток. После формирования асцитной опухоли (через 10-12 дней) асцитную жидкость, содержащую МКА, собирали и отделяли от клеток центрифугированием.
Получение кроличьей антисыворотки против конъюгатов ХАФ, СТР и/или ОТЦ с БСА
Метод 1. Иммунизацию проводили по схеме Шанина и соавт. 181[]
 с некоторой модификацией. Для этого равнообъёмную смесь раствора иммуногена (1 мг/мл) и ПАФ в общем объеме 1 мл вводили подкожно кроликам в 1 день иммунизации. Далее, инъекции проводили с НАФ через каждые 2 недели двукратно. Кровь собирали через 7 дней.
Метод 2. Иммунизацию кроликов проводили по схеме, отработанной в ходе выполнения диссертационной работы, которая включала 4 подкожные инъекции конъюгата с концентрацией 0,5 мг/мл в область спины в 10 точках каждые 10 дней. При первой инъекции использовали 0.5 мл ПАФ в качестве иммуностимулятора и 0.5 мл НАФ в последующих. Отбор сыворотки проводили на пятый день после последней иммунизации.

Метод 3. В первый день иммунизации в качестве иммуногена использовали 0.5 мг/мл конъюгата в ПАФ, данную смесь вводили в область спины от холки вниз в 10 точках. Следующую инъекцию осуществляли в аналогичной концентрации на 15 день, но с применением НАФ. Повторные инъекции (0.5 мг/мл в НАФ) проводили через каждые 10 дней (25, 35, 45, 55 дни). На 65 день иммунизации проводили отбор сыворотки 182[]
.

Метод 4. Кроликов иммунизировали путем подкожных инъекций с 2-недельными интервалами. Первую иммунизацию проводили с использованием конъюгата (1 мг/мл), эмульгированного с равным количеством ПАФ (0.5 мл). При последующих иммунизациях использовали иммуноген (1 мг/мл), эмульгированный с НАФ (0.5 мл). У кроликов брали кровь через 10 дней после последней инъекции 176[, p. 4430-4434]
.

Определение титра антисывороток против ХАФ, СТР и ОТЦ проводили  в н-ИФА с использованием конъюгатов указанных антибиотиков с гетерологичным белком.
Определение концентрации белка проводили по методу Bredford (1976) 183[]
.
Выделение IgG фракции из антисыворотки и нормальной сыворотки крови кролика
Выделение из сыворотки крови кролика нормальных (естественных) иммуноглобулинов и IgG против использованных антибиотиков осуществляли методом высаливания сульфатом аммония до 50% насыщения. Сыворотку разбавляли с ФСБ с рН 7.2 в равных пропорциях. Разбавленную сыворотку смешивали с насыщенным раствором сульфата аммония также в одинаковых пропорциях. Полученную смесь инкубировали при постоянном перемешивании в течение 12 часов при 4(С, затем центрифугировали (5000 об/мин, 30 минут при 4(С). Супернатант сливали, а к полученному осадку добавляли минимальное количество ФСБ (рН 7.2-7.4) и ставили на диализ на 24 часа против ФСБ (рН 7.2-7.4) 184[]
.

Обессоливание IgG фракции кролика с использованием колонок PD-10

Для начала готовили колонку Sephadex G-25 (GE Healthcare, Иллинойс) для обессоливания, для этого снимали верхнюю крышку, удаляли консервирующий раствор и обрезали запаянный конец колонки. Затем проводили уравновешивание, заполнив колонку уравновешивающим буфером и позволив ему полностью пропитаться гелем. Этот процесс повторяли трижды. После этого сливали буфер, а затем повторно заполняли колонку уравновешивающим буфером и центрифугировали при 1000×g в течение 20 минут. После слива буфера добавляли в пределах 1.75–2,5 мл иммуноглобулиновой фракции в центр колонки. После того как гель полностью впитает буфер, его сливали. В завершение колонку помещали в новую пробирку и центрифугировали при 1000×g в течение 2 минут. Элюат собирали в финальной стадии обессоливания.

IgG козы против IgG кролика получали с использованием ранее описанной классической технологии 185[]
.
Выделение и очистку IgG фракции из сыворотки крови кролика проводили последовательным использованием методов высаливания сульфатом аммония, как описано выше, и гель-фильтрационной хроматографии. 1 мл IgG-фракции кролика (2 мг/мл) смешивали в равном объеме с ПАФ и инъецировали в область спины козы от холки вниз в 10 точках. На 14, 28, 42 дни проводили повторные иммунизации в концентрации 1 мг/мл, но с использованием НАФ. Отбор сыворотки осуществляли на 49 день иммунизации.
Очистка антивидовых антител методом гель-фильтрационной хроматографии

Вначале готовили колонку от гель-фильтрационного хроматографа AKTA Pure (Cytiva, Суедебрун, Швеция). Для этого в пробирки для сбора добавляли от 60 до 200 мкл 1 М Tris-HCl, pH 9.0, на 1 мл фракции. Далее заполняли шприц или трубку насоса связующим буфером. Пробку снимали и подсоединяли колонку к шприцу (с прилагаемым коннектором Люэра) или к трубке насоса «капля к капле», чтобы избежать попадания воздуха в колонку. Отломившийся конец на выходе из колонки удаляли. Перед внесением пробы колонку промывали 10 мл ФСБ со скоростью 1 мл/мин. Вносили образец с помощью шприца, подсоединенного к коннектору Люэра. Затем колонку промывали с помощью 10 мл буфера для связывания. Элюируирование проводили добавлением 2 колоночных объемов элюирующего буфера. Cобирали фракции по 5 мл. Активность антивидовых антител проверяли в н-ИФА, как описано выше.
Синтез и характеристика КЗ

Растворы КЗ синтезировали по методу, описанному Бызовой и соавт. 186[]
. Вкратце, деионизированную воду (97.5 мл) смешивали с 1 мл 1% HAuCl4 (Biomedicals, Клермон-Ферран, Франция). Смесь нагревали до кипения с последующим добавлением 1.5 мл 1.0 % раствора цитрата натрия (Biomedicals, Клермон-Ферран, Франция) при перемешивании. Реакционный раствор одновременно перемешивали и осторожно кипятили в течение 25 минут, пока цвет раствора не изменился с соломенно-желтого на красный. Полученную смесь охлаждали и выдерживали при температуре 4–6°C до использования. С помощью спектрофотометрии Libra S80 (Biochrom, Кембридж) при 400–800 нм и просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) (JEOL, Токио, Япония) оценивали размер и форму полученного КЗ.

Приготовление конъюгата КЗ с антителами

Перед процедурой конъюгации доводили рН КЗ до 8.5 с помощью карбоната натрия. Конъюгацию АТ и КЗ проводили в соответствии с методологией, описанной Hayat 187[]
. К раствору КЗ по каплям добавляли ПКА/МКА либо козьи антитела против мышиного IgG (Arista Biologicals, Пенсильвания) предварительно разбавив в 10 мМ трис-буфере (pH 8.5). Далее пробирки с полученной смесью инкубировали в течение получаса при постоянном перемешивании. Следующим этапом приготовления конъюгата было добавление БСА до конечной концентрации 0.25%. Оставляли на 15 минут при KT (20ºC) и столько же минут подвергали центрифугированию (13400×g). Супернатант удаляли, а к осадку добавляли трис-буфер с БСА и сахарозой (Cristalco, Лион). Для обеспечения стабильноти конъюгата и сохранения его свойств в раствор добавляли азид натрия (Biomedicals, Клермон-Ферран) до конечной концентрации 0.05%.

Конструирование иммунохроматографического композита

Растворы конъюгатов антител с КЗ наносили на стекловолокнистую мембрану MDI Easypack (Advanced Microdevices, Амбала-Кантонмент, Индия), используемую в качестве подушки для конъюгата. Для формирования тестовой зоны на полоску нитроцеллюлозной мембраны раздельно наносили конъюгаты ОТЦ с ОВА, СТР с ОВА и ХАФ с ОВА с помощью программируемого автоматического диспенсера Easy Prіnter Модель LMP-0.2 (Agilent Cary 360, Калифорния), для контрольной зоны – раствор антивидовых антител. Оставляли сушиться при 37ºС в течение 2 часов либо 16 часов при KT. После полного высыхания реагентов на мембране, проводили нарезку на полоски шириной 3.0 мм с использованием устройства «Advanced Sensor system» (Амбала-Кантонмент, Индия). Готовые тест-полоски хранили при KT в герметично закрытой упаковке.

Конструирование иммунохроматографического композита при непрямом мечении

С помощью автоматического дозатора наносили реагенты на мембрану CNPC с размером пор 15 микрон со скоростью 0.12 мкл/мм. Конъюгаты ОТЦ-БСА, ХАФ-БСА, СТР-БСА наносили на тестовую зону, тогда как белок А (Fluka, Базель) наносили на контрольную зону. В качестве сорбционной среды использовали раствор ФСБ, содержащий 1% сахарозы и 0.25% БСА и 0.1% азида натрия. Мембрану с нанесенными реагентами сушили 16 ч при 20ºC. Конъюгат не включали в конструкцию тест-полоски. После сборки компонентов мембранный лист разрезали на тест-полоски шириной 3,0 мм, а затем хранили в герметичной упаковке с силикагелем при температуре от 20°C до 22°C до использования 188[]
.

Пробоподготовка молока

Образцы молока были собраны у голштинских черно-пестрых коров и зааненских коз. Молоко центрифугировали при 5000×g в течение 4 минут, после чего в зависимости от целей эксперимента, либо непосредственно использовали для анализа либо добавляли известные количества антибиотиков перед исследованием. Пробы молока тщательно перемешивали и использовали для тестирования в объеме 100 мкл 
 ADDIN EN.CITE 
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.
Пробоподготовка образцов мяса

10 г пробы мяса гомогенизировали в ступке до максимального измельчения. Далее добавляли 20 мл дистиллированной воды и ставили на качалку на 10 минут. Полученную смесь смешивали в равном объеме с ацетоном и 10 минут подвергали активному встряхиванию. Пробирки ставили в центрифугу при 3000 об/мин на 10 минут. Надосадочный слой отбирали в чистую пробирку и упаривали на ротационном испарителе Heidolph Laborota 4000 (Heidolph Instruments, Штадт) (50ºС) до возможного минимального объема. Полученный остаток растворяли в 980 мкл ФСБ и использовали для исследования 190[]
.

Постановка к-ИФА
Конъюгаты ХАФ, ОТЦ, СТР с ОВА в концентрации 0.01 мг/мл в ФСБ (рН 7.4) использовали для сенсибилизации планшета в течение ночи  при 4℃. На следующий день планшет промывали трижды с использованием промывочного раствора ФСБ-ТВ и удаляли лишнюю жидкость путем постукивания о фильтровальную бумагу. 0.05 мл стандартных растворов антибиотика (ХАФ, СТР и/или ОТЦ) в концентрациях 0; 0.5; 1.5; 4.5; 13.5; 40.5 нг/мл и пробы, подготовленные к исследованию вносили в лунки планшета и инкубировали в течение часа при КТ. Повторяли процедуру промывки и  добавляли 0.05 мл раствора антивидового конъюгата. После часовой инкубации снова повторяли промывку и добавляли субстрат ТМБ. Планшет инкубировали в тчение 15 минут в темноте, затем добавляли 0.5М серной кислоты для остановки реакции. С помощью спектрофотометра с вертикальным потоком света при длине волны 450 нм проводили учет результатов к-ИФА 191[]
.

Постановки ИХА и учет его результатов

Иммуноанализ проводили при температуре 20ºC. Тест-полоску ИХА погружали в лунку, содержащую 200 мкл образца. Далее полоску извлекали из лунки, помещали на сухую поверхность и визуально регистрировали результаты анализа на наличие СТР, ОТЦ и ХАФ. Результаты регистрировали через 10 минут.

ИХА с непрямой маркировкой специфичных антител и учет его результатов
Процедура ИХА проводилась при температуре 20ºC. Тестовые полоски погружались в растворы, содержащие конъюгаты КЗ с антивидовыми антителами (КЗ-АТ) в разведении, соответствующем оптической плотности (OП) OП522=1.0 и МКА против СТР, ХАФ (Всероссийский научно-исследовательский центр молекулярной диагностики и лечения, Москва) и/или ОТЦ (Eximio Biotec, Шанхай). Результаты регистрировались через 10 мин. Для статистической обработки все измерения проводились в трех повторах.

Статистический анализ

Результаты иммунохроматографии обрабатывали по методике, описанной Тарановой и соавт. 192[]
. Полоски сканировали с помощью сканера Epson Perfection V600 Photo (Epson, Suwa, Япония) с разрешением 600 dpi без режимов контрастности и цветокоррекции. Интенсивность цвета тестовых и контрольных линий, а также зависимость интенсивности цвета в относительных единицах от концентрации антибиотиков (C) определяли с помощью программного обеспечения TotalLAB (Cleaver Scientific, Rugby, UK). Инструментальный предел обнаружения (LOD) означал как концентрация аналита, при которой интенсивность окрашивания тестовой зоны превышала заданный порог, по следующей формуле (1) 193[]
:

                                        LOD = X 3S


  
(1)
где X ‒ средняя интенсивность цвета бланка;

S ‒ стандартное отклонение бланка.

Определение извлечения антибиотиков

Расчет степени извлечения антибиотиков из образцов молока проводили с использованием следующей формулы (2) 194[]
: 


R = A×100/N  
(2)
где R ‒ степень извлечения аналита, %; 
A ‒ обнаруженное содержание аналита; 
N ‒ содержание добавленного аналита.

Расчет экономической эффективности 

Для расчета суммы денег, которую удастся сэкономить благодаря использованию разработанного теста, по сравнению с коммерческими тестами применяли формулу (3):


∆С = С0 - С1, 
          (3)

где ∆С – абсолютное снижение стоимостных затрат;

С0 ‒ стоимостные затраты на исследование пробы с помощью коммерческого теста; 

С1 ‒ стоимостные затраты на исследование пробы с помощью разработанного теста.

Для того, чтобы узнать на сколько процентов уменьшатся расходы при использовании разработанного теста по сравнению с коммерческими тестами применяли формулу (4): 


Кс = ∆С/ С0 × 100%
(4)

где Кс – коэффициент относительного снижения стоимостных затрат (Кс).

Для определения насколько эффективно удалось уменьшить затраты при использовании разработанного теста по сравнению с коммерческими тестами применяют формулу вычисляют с помощью формулы (5): 


Ус = С0 / С1
(5)

где Ус – индекс снижения стоимостных затрат. 
Прямая экономия стоимостных затрат при использовании к примеру 1000 тест-полосок составляет: 


∆С ×1000
(6)

2.2 Результаты собственных исследований

2.2.1 Получение химически чистых антибиотиков из коммерческих лечебных препаратов

Химическая очистка СТР. Антибиотик был очищен из лекарственного препарата - стрептомицина сульфат, предназначенного для ветеринарных целей и представляющий собой белый кристаллический порошок, расфасованный в пенициллиновый флакон массой 1.0 г. Наличие 3-х молекул серной кислоты занимает 20% от всей массы производимого препарата.

В результате химического разделения аптечного препарата стрептомицина сульфата было получено 2.1 г кристаллического порошка желтого оттенка с учетом потерь при фильтрации. Аутентичность (подлинность) полученного продукта была проверена экспресс-методом  тонкослойной хроматографии. В результате хроматографического анализа на алюминиевой пластине проявилось одно пятно с желтовато-зеленым оттенком, а также небольшие светло-коричневые вкрапления (рисунок 1).
На хроматографической пластине было замечено, что сульфат СТР находится близко к линии старта, что обусловлено увеличением полярности компонента за счет присутствия трех сернокислотных групп. В результате этого СТР элюировался немного выше центральной линии. При дальнейшем хроматографировании раствора субстанции СТР в колонке с полиамидным слоем, с использованием в качестве элюента смеси ацетонитрила, изопропанола и 0.5 М раствора фосфата калия в соотношении 4:1:1. на хроматограмме был выделен один пик, который был идентифицирован как СТР (рисунок 2).

[image: image1.emf]                                                      а             б  


а - СТР, очищенный из аптечного препарата; б - исходный лечебный препарат стрептомицина сульфата 

Рисунок 1 – ТСХ продукта химической очистки 
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Рисунок 2 – Хроматограмма нативного (очищенного) стрептомицина

При математической обработке данных с использованием программного обеспечения ChemStation чистота полученного компонента составила 98.1%. Для идентификации функциональных групп была проведена инфракрасная спектроскопия Фурье-преобразования (ИК-Фурье спектроскопия) кристаллического порошка стрептомицина на спектрометре Thermo Avatar 330 (Nicolet, Делавэр) в таблетках KBr. Измерения валентных колебаний были выполнены в диапазоне 4000–400 см (рисунок 3).
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Рисунок 3 – Инфракрасный спектр субстанции СТР

Как видно из рисунка 3, в инфракрасном спектре СТР наблюдаются интенсивные сигналы в области 3300 см⁻¹, которые соответствуют колебаниям -ОН группы, принадлежащей фрагменту гликозидного звена СТР. Валентные колебания в диапазоне 2300-2900 см⁻¹ свидетельствуют о наличии σ-связей в алифатических углеводородах, что указывает на присутствие метильных радикалов, а также простейших химических связей в гетероциклах гликозидов. Сигнал на 1678 см⁻¹ подтверждает наличие аминогрупп, а также карбонильной группы, сопряженной с циклом. Однако, в молекуле отсутствует карбонильная группа, что позволяет предположить присутствие производных карбамида NH₂, соответствующих данному сигналу. 

Для более детального анализа структурных особенностей молекулы СТР была проведена оптическая спектрофотометрия соединения (рисунок 4).
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Рисунок 4 – УФ-спектр нативного стрептомицина

В УФ-спектре исследуемой субстанции наблюдается один пик на длине волны 525 нм с батохромным сдвигом, что характерно для одного гомогенного компонента. Этот результат подтверждается нормативным документом (Фармакопейная статья ФС.2.1.0037.15), что свидетельствует о подлинности полученного вещества.

Химическая очистка ОТЦ. Антибиотик был извлечен из аптечного лекарственного препарата - окситетрациклина гидрохлорида, предназначенный для ветеринарных целей. Данный аптечный препарат имеет широкий антибактериальный спектр действия, проявляя активность как против грамположительных, так и против грамотрицательных микроорганизмов и представляет собой желтый, гигроскопичный кристаллический порошок. Брутто формула окситетрациклина гидрохлорида C22H24N2O9 HCl, молекулярная масса 496.9 г/моль, содержит не менее 93% исходного ОТЦ в пересчёте на безводное и свободное от остаточных кислотных оснований вещество.

Лекарственый препарат был подвергнут химическому разделению в ходе которого, с учетом потерь на стадии разделения, было получено 2.7 г нативного ОТЦ, что составляет 90% от общего количества антибиотика в препарате. Для установления чистоты и количественного содержания ОТЦ был использован метод ВЭЖХ согласно нормативной документации (ФС 001160-040815). В качестве подвижной фазы использовалась смесь тетрагидрофурана, метанола и ацетонитрила в соотношении 50:150:800. Субстанция ОТЦ в количестве 20 мг растворяли в 25 мл 0.01 М раствора хлористоводородной кислоты. В качестве сорбента для хроматографической колонки использовался силикагель, октилсилильный эндкепированный для хроматографии, размер частиц 5 мкм, и был выбран следующий режим: температура колонки ‒ 50°C, скорость потока ‒ 1.3 мл/мин, детектор ‒ спектрофотометрический при 254 нм, объем пробы ‒ 10 мкл.

Анализ данных ВЭЖХ на хроматограмме показал, что в области времени удержания от 0 до 5 минут, наблюдаются несколько слабых пиков (рисунок 5), идентифицированных как остаточные примеси, а также продукты окисления, образовавшиеся при контакте с воздухом в процессе разделения.
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Рисунок 5 – ВЭЖХ хроматограмма ОТЦ
Наличие целевого компонента в полученной субстанции, рассчитанное с использованием программного обеспечения ChemStation, составило 96% в пересчете на сухое вещество. Для дальнейшей идентификации полученное соединение было исследовано с помощью ИК-спектроскопии для выявления основных сигналов функциональных групп в прессованных таблетках KBr (рисунок 6).
Как показано на рисунке 6, в спектре ОТЦ наблюдаются сигналы в области 3300–3600 см⁻¹, характерные для –ОН групп, содержащихся в молекуле исследуемого вещества в количестве двух единиц. Далее, валентные колебания на 3200 см⁻¹ и 1238 см⁻¹ соответствуют фенольному фрагменту молекулы. Сигнал на 1666 см⁻¹ указывает на карбонильную группу С=О, сопряженную с циклом, а сигнал на 1619 см⁻¹ свидетельствует о наличии аминогруппы NH2. Сигналы в диапазоне от 2999 до 2827 см⁻¹ говорят о наличии алифатических связей в молекуле. Аналогично СТР, ОТЦ был исследован с использованием оптической фотометрии для выявления характерных свойств поглощения ультрафиолетового излучения (рисунок 7).
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Рисунок 6 – ИК-спектр ОТЦ
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Рисунок 7 – УФ-спектр ОТЦ

В данном случае также наблюдается батохромный сдвиг на длине волны 354 нм, который ассоциируется с фенольным фрагментом молекулы ОТЦ. Подобные характерные сигналы в диапазоне 340–360 нм наблюдаются и у других соединений фенольной структуры, таких как полифенолы, фенокислоты и стильбены. Наличие данного спектрофотометрического признака полностью соответствует требованиям нормативного документа ФС 001160-040815.
2.2.2 Приготовление реагентов ИХА теста для обнаружения СТР, ОТЦ и ХАФ в продуктах животноводства
Для придания иммуногенности антибиотикам, которые по природе являются гаптенами, ковалентно сшивали их с высокомолекулярными носителями, такими как ОВА и БСА. Следует отметить, что приготовление иммуногена из гаптена с одним эпитопом, коим являются антибиотики, и определение специфичного к нему антитела – сложный процесс, поскольку львиная доля антител будет вырабатываться, в первую очередь, против  детерминант высокомолекулярного носителя. Более того, гаптен не сорбируется твердой фазой полистиролового планшета для ИФА, поэтому для определения гаптен-специфичных антител необходимо использовать его конъюгат уже с другим носителем.

Приготовление коньюгатов СТР-носитель
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Рисунок 8 – Конъюгирование СТР с белками носителями с использованием глутарового альдегида
В соответствии с рисунком 8, в ходе реализации задач диссертационной работы было отобрано два основных оптимальных способа сшивания СТР с белками-носителями, которые подробно описаны в разделе 2.1.2. Глутаровый альдегид в обоих случаях использовался в качестве сшивающего агента. Оба метода просты, не требуют большого разнообразия реагентов. По длительности приготовления конъюгата первый метод занимает немного больше времени, чем второй метод. Полученные конъюгированные препараты диализовали при 4°C в течение 72 часов против ФСБ (pH 7.4, 0.01 моль/л). После диализа конъюгаты визуально имели однородную структуру.

Концентрация конъюгатов, приготовленных по первому методу составила 1.8 и 3.14 мг/мл, по второму 2.5 и 2.8 мг/мл для СТР-БСА и СТР-ОВА, соответственно. 

Иммуногенность приготовленных конъюгатов (СТР-БСА) была изучена на кроликах и белых мышах путем определения титра СТР-специфичных антител в н-ИФА в конце иммунизации. Результаты серологических исследований показали, что полученные конъюгаты способны иниицировать антителообразование с различной интенсивностью. Так, например, если анти-СТР антитела в образцах сывороток крови лабораторных животных против конъюгата, полученного с помощью второго метода, обнаруживались лишь в начальных разведениях (1:200-1:400), тогда как конъюгат, приготовленный по первому методу, был более иммуногенен, поскольку антибиотико-специфичные антитела у кроликов и мышей определялись до титров 1:1600-1:3200 и 1:1600, соответственно. Используя первый метод, нами проведён ряд серий конъюгации в результате которых были приготовлены препаративное количество СТР-БСА  (5.0 мл) и СТР-ОВА (4.0 мл). Конъюгаты, разлитые  по аликвотам, хранили до использования при -20ºС.

Приготовление конъюгатов ОТЦ-носитель. Конъюгаты ОТЦ с белками-носителями готовили двумя способами (см. раздел 2.1.2). В обоих методах в роли конъюгирующего вещества выступал формальдегид (рисунок 9). 
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Рисунок 9 – Конъюгирование ОТЦ с белками носителями с использованием формальдегида
Оба метода схожи между собой и просты в исполнении. Основным отличием является использование натрий-ацетатного буфера во втором методе.

Конъюгаты, приготовленные по двум использованным методам после диализа и фильтрации имели однородную структуру, без посторонних примесей и осадков. Концентрация белков в конъюгате, приготовленном по первому методу, составила 2.5 мг/мл и 1.9 мг/мл, по второму 4 и 3 мг/мл для ОТЦ-ОВА и ОТЦ-БСА, соответственно. Оба конъюгата характеризовались одинаковой иммуногенностью для мышей. Так, антитела против обоих конъюгатов в н-ИФА выявлялись в пределах титров 1:800-1:1600 у мышей. Однако, конъюгат, приготовленный по методу №2, оказался более иммуногенным для кролика  (1:1600-1:3200), нежели его аналог №1 (1:800). В результате нескольких серий сшивок ОТЦ к носителю были получены достаточное количество препаратов ОТЦ-БСА (10.0 мл) и ОТЦ-ОВА (6.0 мл), необходимое для реализации поставленных задач. Конъюгаты, разлитые  по аликвотам, хранили до использования при -20ºС.
Приготовление конъюгатов ХАФ–носитель. Конъюгацию антибиотика ХАФ осуществляли тремя методами, описанными в разделе 2.1.2. Во всех трех методах для конъюгации ХАФ с белками был использован карбодиимид (рисунок 10). После завершения конъюгации антибиотика с БСА и/или ОВА смесь диализовали против ФСБ.
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а – метод 1; б – метод 2; в – метод 3

Рисунок 10 – Конъюгирование ХАФ с белками носителями с использованием карбодиимида 
С помощью УФ-спектрофотомерии были определены следующие концентрации белков в конъюгатах – 2.5 и 1.5 мг/мл для ХАФ-ОВА и ХАФ-БСА, приготовленному по первому методу, 1.8 и 1.6 мг/мл по второму и 2 и 1.9 мг/мл по третьему методу.

Конъюгат, приготовленный по первому методу, стимулировал иммунную систему как мышей, так и кроликов на более выраженный синтез антител (1: 1600-1:3200) против ХАФ, чем аналоги, полученные двумя другими методами. Выполняя несколько серий конъюгации по протоколу первого метода, нам удалось получить необходимое количество препаратов ХАФ-БСА (5.0 мл) и ХАФ-ОВА (6.0 мл) для предстоящих исследований. Конъюгаты, разлитые по аликвотам, хранили до использования при -20ºС.

Оптическая спектрофотометрия. Контроль конъюгации антибиотиков с белками-носителями, т.е. установления межмолекулярных связей между конъюгирующими веществами, осуществляли с помощью оптической спектрофотометрии.
Результаты спектрофотометрии приготовленных конъюгатов показаны на рисунках 11, 12,13, где наблюдаются непрерывные сигналы с характерными пиками для исходных субстанции. Такие спектральные данные говорят о том, что полученные целевые продукты представляют собой гомогенные вещества.
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а - ОТЦ-БСА; б – ОТЦ-ОВА 

Рисунок 11 – УФ-спектры конъюгатов ОТЦ
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а - СТР-БСА; б – СТР-ОВА 

Рисунок 12 – УФ-спектры конъюгатов СТР
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а - ХАФ-БСА; б – ХАФ-ОВА 

Рисунок 13 – УФ-спектры конъюгатов ХАФ 
Как показано на рисунках 11, 12, 13, в спектрах оптической фотометрии не замечены следы исходных антибиотических соединений, только зарегистрированы сигналы, характерные для субстратов белковых полимеров. Это говорит о том, что в процессе сшивания антибиотиков с белками-носителями произошло полное поглощение низкомолекулярных соединений.
В ходе данного этапа работы были получены и успешно конъюгированы препараты антибиотиков с белками-носителями с использованием различных сшивающих агентов. Использование разных методов конъюгации позволило отобрать наиболее оптимальный вариант из имеющихся и синтезировать стабильные конъюгаты ОТЦ, СТР и ХАФ с БСА и ОВА, которые успешно показали себя в дальнейших исследованиях при конструировании теста.
Получение моноклональных антител против СТР, ОТЦ и ХАФ.

На 45 день иммунизации мышей линии Balb/c конъюгатами СТР, ОТЦ и ХАФ с БСА проводили отбор крови из хвостовой вены с целью дальнейшего тестирования в н-ИФА. Полученные результаты подтвердили пригодность схемы иммунизации, которая позволяет стимулировать иммунную систему на выработку достаточного количества антител против конъюгированных препаратов антибиотика с высокомолекулярными носителями. Так, например, титры антител в н-ИФА против ОТЦ, СТР и ХАФ находились в пределах от 1:800-1:3200. У мышей с высокими титрами антител были отобраны селезенки для процедуры слияния.

После проведенной гибридизации, клетки изучали с помощью н-ИФА, в качестве образца для исследования использовали их супернатанты. Проведенный отбор и клонирование гибридом-продуцентов МКА способствовал выделению 6 клонов, 3 из которых обладали хорошими ростовыми свойствами и вырабатывали МКА с относительно высокой аффинностью (таблица 1).
Таблица 1 – Характеристика штаммов гибридом, продуцирующих МКА против использованных антибиотиков

	Наименование гибридом- продуцентов МКА
	Продуктивность гибридомы in vitro, мкг/мл
	Класс IgG
	Продуктив-ность гибридомы in vivo, мкг/мл
	Титр

МКА

в асцитной жидкости
	Константа связывания МКА
	Специ-фичность МКА

	4A3
	60
	IgG3
	4000
	1:800
	2.3х10-8М
	ОТЦ

	3C8
	40
	IgG1
	2000
	1:800
	2.5х10-9М
	ХАФ

	4B5
	60
	IgG3
	4000
	1:1600
	2.5х10-9М
	СТР


Данные таблицы 1 свидетельствуют о том, что клоны гибридом вырабатывают МКА IgG класса и характеризуются достаточной аффинностью и продуктивностью как в культуральной среде, так и в условиях культивирования в брюшной полости сингенных мышей. С помощью тестирования в н-ИФА была доказана достаточная специфичность МКА, которые взаимодействуют с гетерологичными антибиотиками лишь в начальных разведениях асцитной жидкости (1:100-1:200).

Таким образом, культуральные характеристики гибридом-продуцентов и специфичность производимых ими анти-СТР, анти-ОТЦ- и анти-ХАФ МКА, свидетельствуют о возможности их использования в иммунологических тестах для обнаружения указанных антибиотиков в продуктах животноводства.

Получение поликлональных антител, специфичных к СТР, ОТЦ и ХАФ.
В работе были использованы четыре метода иммунизации кроликов конъюгатами антибиотиков с БСА.
Методы отличались между собой длительностью и периодичностью иммунизации, а также количеством введенного иммуногена (рисунки 14, 15).
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Рисунок 14 – Продолжительность методов иммунизации кроликов конъюгатами антибиотиков
Как показано на рисунке 14, длительность двух коротких схем иммунизации составляла 35 дней, остальные два метода имели продолжительность равную 65-66 дням. 

Концентрация иммуногена (СТР-БСА, ОТЦ-БСА и/или ХАФ-БСА) использованная в четырех методах иммунизации кроликов показана на рисунке 15.
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Рисунок 15 – Количество разового вводимого иммуногена при различных методах иммунизации
Из рисунка 15 видно, что кроликам инъецировалось по 500 мкг (по 2 и 3 методам) и 1000 мкг (по 1 и 4 методам) иммуногена.
После иммунизации кроличьи антисыворотки тестировались на содержание антибиотико-специфичных антител с помощью н-ИФА. Сенсибилизацию планшета проводили конъюгатом этого же антибиотика, но с использованием другого белка-носителя (в данном случае ОВА). Полученные результаты исследований сывороток кроликов в н-ИФА, иммунизированных по четырем методам, представлены на рисунке 16.
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Рисунок 16 – Иммуногенность конъюгатов в н-ИФА
Как показано на рисунке 16, схема иммунизации №1 способствовала образованию антител, титры которых были значительны ниже по сравнению с другими. Наиболее высокий титр антител был зафиксирован в исследуемых сыворотках против ХАФ и составил 1:1600. Титр антител в образцах сывороток против СТР и ОТЦ составил 1:800, что свидетельствует о неэффективности примененной схемы иммунизации.
При использовании 2-й, 3-й, 4-й схем иммунизации интенсивность антителообразования у кроликов против антибиотиков была достаточно выраженной, о чем свидетельствуют высокие титры антител (1:1600-1:3200). Более эффективной оказалась вторая схема, которая позволила получить антисыворотки против СТР и ХАФ с титром антител 1:3200.
В таблице 2 обобщены результаты по итогам получения антисывороток против использованных антибиотиков.
Таблица 2 – Сравнительный анализ методов иммунизации кроликов
	Метод иммунизации
	Продол жительность иммунизации
	Расход иммуногена, мкг
	Активность антител в ИФА

	
	
	
	ХАФ-БСА
	СТР-БСА
	ОТЦ-БСА

	1
	35 дней
	3000
	1:1600
	1:800
	1:800

	2
	35 дней
	2000
	1:3200
	1:3200
	1:1600 -1:3200

	3
	65 дней
	3000
	1:3200
	1:1600-1:3200
	1:1600

	4
	66 дней
	5000
	1:3200
	1:1600
	1:1600

	-
	Контрольные сыворотки
	-
	РО
	РО
	РО

	Примечание – РО – реакция отрицательная


Данные таблицы 2 показывают, что все методы иммунизации обеспечивают развитие иммунного ответа, за исключением первого. Использование 1 и 2 методов позволяет практически в два раза сократить время иммунизации, что ускоряет получение специфических антител. Однако, второй метод требует на 33.4 и 40.0% меньше иммуногена, чем первый/ третий и четвертый методы, соответственно.

Таким образом, второй метод иммунизации представляет собой оптимальный вариант для получения высокоактивных антисывороток против СТР, ОТЦ и ХАФ за короткий промежуток времени и с минимальными затратами иммуногена.
Очистка антибиотико-специфичных антител. Метод, описанный в разделе 2.1.2, позволил получить по 4-5 мл элюата IgG против конъюгированных препаратов антибиотиков с белками-носителями в концентрации от 4 до 8 мг/мл, титр антител которых составил 1:3200 в н-ИФА.
Приготовление козьих антител против IgG кролика

В результате последовательной очистки методами сульфат-аммонийного высаливания и гель-фильтрационной хроматографии содержание IgG-фракции в сыворотке крови кролика составило 10 мг/мл. Очищенные иммуноглобулины использовались как иммуноген для получения антивидовых антител. Использованная нами технология приготовления козьих антикроличьих антител показана на рисунке 17.
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а – отбор сыворотки крови кролика; б – очистка сыворотки; в – очищенный Ig G; г – иммунизация козы IgG кролика; д – развитие иммунного ответа; е – отбор сыворотки крови козы; ж – очистка антивидовых иммуноглобулинов; з – готовые козьи антикроличьи видовые антитела

Рисунок 17 – Схема приготовления антивидовых антител

Антивидовая сыворотка козы, отобранная на 49 день иммунизации и очищенная методом высаливания сульфатом аммония, подвергалась обессоливанию с помощью гель-фильтрационной хроматографии. Для элюирования иммуноглобулинов применяли буферный раствор 0.1 М глицин-HCl с pH 2.7, полученный пик элюата представлен на рисунке 18.
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Рисунок 18 – Пик элюата IgG антител в гель-фильтрационной хроматографии

Как видно из рисунка 18, IgG фракция выходила из колонки одним пиком, что свидетельствует о высокоэффективном разделении и чистоте полученной фракции. Пик был четким, что указывает на успешное изотермическое элюирование с минимальными примесями других белков. При тестировании в н-ИФА сыворотка имела титр 1: 6400 против IgG кролика. Это свидетельствует о высокой активности антисыворотки и возможности ее использования в дальнейшей работе.

Приготовление коллоидного золота и конъюгирование с антителами.

Синтез наночастиц КЗ проводили с использованием основного реагента – HAuCl4 и цитрата натрия в качестве восстановителя. Для получения коллоидных частиц диаметром около 20 нм была строго соблюдена оптимальная пропорция добавления реагентов. 
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Рисунок 19 – Изменение цвета раствора в процессе приготовления КЗ
Как показано на рисунке 19, изменение цвета раствора в процессе синтеза КЗ связано с образованием наночастиц и эффектом поверхностного плазмонного резонанса. На начальной стадии когда золото находится в ионной форме раствор бесцветный. По мере восстановления ионов золота с помощью цитрата натрия образуются первичные золотые наночастицы, и раствор приобретает фиолетовый цвет. При увеличении размера частиц и их стабилизации, цвет раствора изменяется на винно-красный. Это происходит из-за изменения резонансных свойств наночастиц, которые зависят от их размера.
Таким образом, изменение цвета раствора от бесцветного через фиолетовый к винно-красному подтверждает успешное формирование и стабилизацию золотых наночастиц, что связано с их размерами и спектром поглощения.

Фрагменты микрофотографии наночастиц приготовленного образца КЗ показаны на рисунке 20.
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Рисунок 20 – Фрагменты микрофотографий КЗ

Для наночастиц КЗ, изображенных на фрагментах микрофотографий (рисунок 20), получена гистограмма распределения по размеру (рисунок 21).
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Рисунок 21 – Гистограмма распределения по размеру КЗ

Данные гистограммы показывает, что среднее значение размера наночастиц КЗ в образце составило 19.47±2.53 нм (минимальное значение – 13.96 нм, максимальное значение – 26.65 нм), что свидетельствует об успешном синтезе наночастиц золота с ожидаемым размером, подходящим для применения в разработке ИХА теста для определения антибиотиков.

В результате измерения КЗ с помощью оптической спектрофотометрии был зафиксирован пик поглощения света на длине волны 527 нм, что подтверждает наличие наночастиц золота в исследуемом образце (рисунок 22).
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Рисунок 22 – Спектрофотометрия препарата КЗ
Конъюгирование антител с КЗ

Полученное КЗ использовалось для метки антител, т.е. для приготовления антительного конъюгата ИХА, который является ключевым реагентом данного иммунологического теста. Качество конъюгата имеет решающее значение для таких параметров, как интенсивность окраски тестовой линии и эффективность взаимодействия его с антигеном, а также оказывает непосредственное влияние на чувствительность иммуноанализа.

Для получения высококачественного конъюгата необходимо оптимизировать условия синтеза, позволяющие обеспечить стабильную метку антител золотыми наночастицами, что в свою очередь усилить их прочность связывания с целевыми молекулами. Приготовленные наночастицы КЗ были сшиты с анти-СТР, -ОТЦ и –ХАФ антителами методом физической адсорбции. Иммуноактивность приготовленных антительных конъюгатов была проверена методом ИХА. Результаты реакции учитывали визуально. Следует отметить, что МКА, специфичные к СТР, ОТЦ и ХАФ, после конъюгации с КЗ значительно снижали активность связывания с использованными антибиотиками, тогда как меченые ПКА сохраняли свою аффинность. По всей вероятности, «пришивка» молекул КЗ к МКА изменила пространственную конфигурацию антигенсвязывающего участка антитела, что негативно отразилось на сродстве антигенсвязывающего участка антител к эпитопу антибиотика. В этой связи, в дальнейшей работе в качестве антибиотик-детектирующих антител были использованы конъюгаты, представляющие собой кроличьи ПКА со специфичностью к определенному антибиотику, меченые КЗ.

Ниже представлены результаты измерения оптической плотности готовых конъюгатов антител с КЗ (АТ-КЗ) с помощью УФ-спектрофотометрии (рисунки 23, 24, 25).
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Рисунок 23 – УФ-спектры конъюгатов АТ-КЗ к СТР
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Рисунок 24 – УФ-спектры конъюгатов АТ-КЗ к ОТЦ
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Рисунок 25 – УФ-спектры конъюгатов АТ-КЗ к ХАФ
Данные оптической спектрофотометрии на рисунках 23, 24 и 25 показывают, что во всех трёх конъюгатах АТ-КЗ пиковое поглощение света наблюдается в диапазоне длин волн 520–540 нм, что является характерным для наночастиц золота. Оптическая плотность приготовленных антительных препаратов, имеющих специфичность к СТР (3.2), ОТЦ (3.3) и ХАФ (3.5),  находилась примерно на одном уровне.
Таким образом, результаты спектрофотометрии подтверждает успешный синтез конъюгатов, представляющий собой антибиотико-специфичные антитела, меченые наночастицами КЗ.
2.2.3 Оптимизация протокола иммунохроматографического анализа продуктов животноводства на содержание антибиотиков
Приготовление тест-полоски.
Архитектура ИХА теста для мультиплексного обнаружения СТР, ОТЦ и ХАФ показана на рисунке 26.
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Рисунок 26 – Схема устройства ИХА теста

Принцип теста основывается на конкуренции между антибиотиком и иммобилизованным аантибиотиком с ОВА за связывание с антигенсвязывающим участком антител, меченных КЗ. Появление красной линии в области К-зоны (рисунок 27), показывает, что тест проведен верно и служит внутренним контролем теста. 
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Рисунок 27 – Учет результатов ИХА теста

При нанесении исследуемый пробы, содержащей анализируемое вещество, антитела, иммобилизованные на подушке для конъюгата и меченые КЗ, связываются с этим аналитом. Образовавшийся иммунокомплекс перемещается через тестовую зону, где иммобилизованы конъюгаты антибиотиков (СТР, ОТЦ и ХАФ) с белком-носителем - ОВА. Вследствие стерических ограничений, антитела не могут связываться с антибиотиком на тестовой линии, поскольку антигенсвязывающие фрагменты антител уже заняты аналитом исследуемого образца. Затем иммунный комплекс (АТ-КЗ + аналит) взаимодействует с антивидовыми антителами, расположенными на контрольной линии теста и образует связь. В результате, отсутствие окрашенной полосы в тестовой зоне и присутствие окраски в контрольной зоне указывают о наличии остаточного количества антибиотика в исследуемом образце. Окрашивание контрольной линии и соответствующей своему антибиотику тестовой линии (ОТЦ, СТР и/или ХАФ) происходит при отсутствии анализируемого вещества в исследуемом образце. При этом возможно полное отстуствие анализируемого вещества в пробе, так и его частичное содержание, то есть ниже предела обнаружения теста.

Определение оптимальных условий формирования реагентов тестовых и контрольной зон ИХА
Конъюгаты ОТЦ, СТР и ХАФ с ОВА наносили на тестовые зоны в буферном растворе ФСБ с рН 7.4, дополненный БСА, сахарозой и азидом натрия, с целью обеспечения необходимой стабильности и активности используемых препаратов.
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Рисунок 28 – Оптимизация концентрации антивидовых антител и конъюгатов СТР, ОТЦ и ХАФ с ОВА при формировании контрольной и тестовых зон нитроцеллюлозной мембраны
В соответствии с рисунком 28, для оптимизации концентрации конъюгатов белков с ОВА и антикроличьих антител были подготовлены серийные разведения препаратов в диапазоне от 0.3 до 1.0 мг/мл, которые были нанесены на нитроцеллюлозную мембрану, что позволило определить влияние концентрации реагентов на эффективность формирования зон детекции и оптимизировать условия анализа. В качестве аналита использовалось коровье молоко 2.5% жирности после центрифугирования, без добавления антибиотиков.

Из рисунка 28 видно, что при нанесении конъюгатов белков с ОВА и антивидовых антител в концентрации 1 мг/мл наблюдается фоновый сигнал из-за избыточного количества антител. При снижении концентрации антивидовых антител до  0.5 мг/мл достигается наилучшая воспроизводимость результатов. Использование конъюгата СТР-ОВА в концентрации 1 мг/мл приводит к сильному окрашиванию, что указывает на избыточность компонента, в то время как 0.3 мг/мл снижает чувствительность теста. Тестовая зона ОТЦ-ОВА при 0.3 и 0.5 мг/мл приводит к снижению чувствительности анализа. Тестовая зона ХАФ-ОВА в концентрации 0.5 мг/мл дает оптимальный визуальный эффект без фона. 
Таким образом, исходя из вышесказанного, оптимальная концентрация антивидовых антител, необходимая для формирования контрольной зоны нитроцеллюлозной мембраны составляет 0.5 мг/мл, конъюгированных препаратов для тестовых зон, а именно ОТЦ – ОВА составляет 1 мг/мл, а для СТР-ОВА и ХАФ-ОВА - 0.5 мг/мл. Увеличение концентрации выше оптимальных значений способствует увеличению количества несорбированных молекул на поверхности нитроцеллюлозной мембраны и как следствие возникновению фонового сигнала. Наоборот снижение указанных  оптимальных концентрации препятствует эффективному специфическому взаимодействию и формированию тестовых и контрольной зон высокой интенсивности, что несомненно влияет на чувствительность теста.

Выбор нитроцеллюлозной мембраны с оптимальным размером пор.

Чувствительность и специфичность разрабатываемой тест-системы во многом зависят от выбора рабочей поверхности нитроцеллюлозной мембраны, на которой в ходе анализа формируются иммунные комплексы. В нашей работе для сравнения были использованы три вида нитроцеллюлозных мембран фирмы «MDI Easypack» (Advanced Microdevices, Амбала-Кантонмент, Индия), отличающихся по сорбционной емкости, скорости протекания капиллярного потока и размерам пор: CNPF (10 µ), CNPF (12 µ), CNPC (15 µ). Предел обнаружения антибиотиков в ИХА и интенсивность окрашивания полос в зависимости от размера пор нитроцеллюлозной мембраны показаны на рисунке 29.
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Рисунок 29 – Влияние различных образцов нитроцеллюлозной мембраны на характеристики иммунохроматографического определения антибиотиков

В качестве исследуемого образца использовалось молоко (2.5% жирности) после центрифугирования, без добавления антибиотиков (рисунок 29а) и с добавлением ОТЦ (рисунок 29б). Как видно из рисунка 29а, самый высокий аналитический сигнал наблюдался при использовании мембраны CNPF (15 µ). Кроме того, при использовании в анализе мембраны CNPF (10 µ) и CNPF (12 µ) наблюдалась неравномерная интенсивность окрашивания среди тест-линий. Использование мембраны CNPF (15 µ) способствовало повышению  чувствительности теста. Так, например, предел обнаружения при визуальной детекции снижался до 10 нг ОТЦ на 1 мл пробы (рисунок 29б). 
В таблице 3 представлена характеристика матрицы и концентрации реагентов, необходимые для обеспечения достаточной чувствительности разрабатываемому ИХА тесту.

Таблица 3 – Оптимальные параметры тест-полосок ИХА для обнаружения антибиотиков
	Матрица и реагенты ИХА 

	Нитроцеллюлозная мембрана CNPC -15 с размер пор 15 мкм, со скоростью капиллярного потока 4 см за 100 сек.
	Концентрация

реагентов

	Контрольная зона: Козьи антитела против IgG кролика
	0.5 мг/мл

	Тестовая зона стрептомицина : СТР - ОВА
	0.5 мг/мл

	Тестовая зона хлорамфеникола: ХАФ - ОВА
	0.5 мг/мл

	Тестовая зона окситетрациклина: ОТЦ - ОВА
	1 мг/мл


Таким образом, полученные результаты явились основой для определения оптимальной концентрации антибиотиков, иммобилизируемых на тестовых зонах и отбора нитроцеллюлозной мембраны CNPC (15 µ) в качестве матрицы ИХА теста для обнаружения остаточного количества СТР, ХАФ и ОТЦ в продуктах животноводства.
2.2.4 Пробоподготовка образцов молока и мяса для исследования в ИХА на наличие антибиотиков

Важным этапом для достижений надежных и точных результатов в ИХА для определения остаточных количеств антибиотиков является пробоподготовка образцов, в частности молока и мяса.

Пробоподготовка молока. Пробы молока были собраны у голштинских черно-пестрых коров и зааненских коз, не получавших антибиотики или другие лекарственные препараты. Молоко подвергалось центрифугированию при 5000×g в течение 4 минут с целью удаления возможных помех, таких как жиры, белки и другие вещества, которые могут оказывать влияние на процесс тестирования и снижать его эффективность. Причем, нами были использовано как образцы молока, прошедшие центрифугирование, без добавления дополнительных веществ, так и пробы, с определенным содержанием антибиотиков. Поскольку молоко является продуктом, содержащим различные компоненты, такие как жиры и белки, образцы его разбавлялись перед исследованием. В качестве контроля использовалось молоко 2,5% жирности после центрифугирования, без добавления антибиотиков.
Образцы молока для исследования в ИХА были подготовлены тремя способами: молоко в исходном виде; молоко с добавлением 1% Твин-20 и  молоко, разбавленное в ФСБ с 1%Твин-20 (Biomedicals, Клермон-Ферран, Франция). В образцы были добавлены ХАФ или ОТЦ в начальных концентрациях 1 нг/мл и 100 нг/мл, соответственно, и раститрованы с шагом 3. Анализируемые пробы молока не содержали СТР. После проведения тестирования тест-полоски были отсканированы (рисунок 30).
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а – исходное молоко; б – молоко с 1% Твин-20; в – молоко, разбавленное в ФСБ с 1% Твин-20

Рисунок 30 – ИХА молока на содержание антибиотиков 

Визуальный осмотр результатов анализа проб молока, подготовленных к исследованию различными способами, не выявил значительных изменений в интенсивности окрашивания или смещений пределов обнаружения теста. Интенсивность окрашивания всех зон детекции при использовании трех видов образцов была одинаковой. Это свидетельствует о возможности использования молока в исходном виде при анализе его на содержание антибиотиков в ИХА, что упрощает процесс тестирования, поскольку исключает необходимость пробоподготовки и снижает возможные отклонения, связанные с добавлением буферных растворов и Твина-20.

Пробоподготовка мяса
В качестве образца использовали мясо говядины, инъецированное растворами, содержащими ХАФ, ОТЦ и СТР. Для этого в три пробы мяса навеской 10 гр вносили разные антибиотики в известном количестве. В первую пробу вносили 50 нг/мл ОТЦ, во вторую - 250 нг/мл СТР и в третью - 50 нг/мл ХАФ. Пробы оставляли в холодильнике при температуре 4ºС на 24 часа. Схема метода, использованная нами для подготовки мяса к исследованию на содержание антибиотиков в ИХА, показана на рисунке 31.
[image: image30.jpg]



а – взвешивание пробы, б – гомогенизация, в – добавление воды, г – встряхивание, д – центрифугирование, е – добавление ацетона, ж – выпаривание

Рисунок 31 – Схема пробоподготовки мяса для исследования на антибиотики

Результаты исследования мяса, подготовленного к исследованию в ИХА на наличие антибиотиков по вышеуказанной методике, показаны на рисунке 32.
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а - исследование образцов мяса: образец не содержит антибиотики (1), содержит ОТЦ (2), СТР (3), ХАФ (4); б – обнаружение сигналов детекции тест-полоски с помощью программного обеспечения TotalLab

Рисунок 32 – Анализ проб мяса на наличие антибиотиков

Из рисунка 32 следует, что в образцах мяса №2, №3 и №4, искусственно контаминированных антибиотиками, обнаружены остаточные количества ОТЦ, СТР и ХАФ, соответственно. 

Пригодность метода, использованного для пробоподготовки мяса перед его иммунологическим исследованием на наличие антибиотиков, была доказана нами и в к-ИФА (таблица 4).

Таблица 4 – Результаты исследования образцов интактного и искусственно контаминированного антибиотиками мяса в к-ИФА
	Оптическая плотность в к-ИФА, 450 нм

	ОТЦ
	СТР
	ХАФ

	0 нг/мл
	50 нг/мл
	0 нг/мл
	250 нг/мл
	0 нг/мл
	50 нг/мл

	1.044
	0.101
	1.134
	0.007
	1.246 
	0.066

	Примечание – В таблице приведены средние значения ОП от трех исследований


ОП образца мяса без антибиотиков была выше 1.0, тогда как экстинция в случае наличия аналита не превышала 0.1. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о возможности применения описанного нами метода для эффективного экстрагирования СТР, ОТЦ и ХАФ из тканей животных и детекции их как с помощью к-ИФА, так и ИХА.

2.2.5 Лабораторное испытание мультиплексного ИХА-теста для определения остаточного количества антибиотиков в молоке и мясе 

Определение чувствительности ИХА при обнаружении антибиотиков в молоке и мясе. Образцы молока с содержанием известных концентрации антибиотиков были протестированы с помощью разработанных готовых тест-полосок. Для постановки данного эксперимента за основу брали пробы, в которых содержания ОТЦ, СТР и ХАФ составляли 10 нг/мл, 600 нг/мл и 0.9 нг/мл, соответственно. Далее, исходные образцы титровались с шагом 3. Отсутствие окрашенной полосы в тестовой зоне и окраска полосы в контрольной зоне свидетельствовали о наличии в пробе остаточных количеств антибиотиков (рисунок 33). 
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К - контрольная зона; ОТЦ - тестовая зона с иммобилизованным окситетрациклином; СТР - тестовая зона с иммобилизованным стрептомицином; ХАФ - тестовая зона с иммобилизованным хлорамфениколом

Рисунок 33 – Определение чувствительности ИХА при исследовании молока на антибиотики

Тест-полоски сканировали и регистрировали сигналы детекции с помощью программного обеспечения TotalLAB (рисунок 34).
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Рисунок 34 – Регистрация сигналов ИХА с помощью ПО

Как показано на рисунке 34, контрольная линия была выявлена на всех тест-полосках. При этом ни одна из тестовых линии не регистрировала сигналы при концентрациях ниже 10 нг/мл, 200 нг/мл и 0.3 нг/мл для ОТЦ, СТР и ХАФ соответственно. Другими словами, данный тест распознает наличие антибиотиков ОТЦ, СТР и ХАФ в образцах молока только в том случае, если содержание антибиотиков в нем будет превышать 10 нг/мл, 200 нг/мл и 0.3 нг/мл, соответственно. Эти результаты подтверждают применимость данного теста для экспресс-обнаружения проб молока в которых содержание антибиотиков превышает ПДК. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что разработанный тест обладает достаточной чувствительностью для детекции остаточных количеств антибиотиков в исследуемых пробах при концентрациях, равных или превышающих указанные значения ПДК. 
Проверка специфичности ИХА теста при определении СТР, ОТЦ и ХАФ в молоке. Определение специфичности ИХА теста проводили с использованием образцов молока, с содержанием ОТЦ, СТР и ХАФ в концентрациях 20 нг/мл, 400 нг/мл и 0.6 нг/мл, соответственно. В таблице 5 указаны образцы молока, использованные для изучения специфичности иммунологического теста.

Таблица 5 – Образцы молока, приготовленные для определения кросс-реактивности ИХА теста

	Антибиотики
	Наличие или отсутствие антибиотика в образце

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	ОТЦ
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	-
	+

	СТР
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	+

	ХАФ
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+


Результаты ИХА, полученные через 7-10 мин. после нанесения проб молока на подушечку для образца, показаны на рисунке 35.
[image: image36.png]


[image: image37.png]D@mh kb 3 a5,

Bl |

Lane 1 [100%]

Blfe| m| 1a=)aly] k|

Mirimum sope 100 =]

Neise reduction [§ =
MaxPesk 1 =]

~ Instructions:

1. Detect bands using
detection parameters above.

2 Edit bands and edges in
image or rofle. Left cick
dd/move, ght cck deete

1% Aol to allanes.

44 | Detectbands
M
Clear albands I
X 0 10 2 3 4 S 6 70 & % 10 M0 120 13 140 150 160 170 180
— Pixel Position
7 T T T val
L e g e e e e e e e e

Opiins.

T
20 0 20 2 w0 0 wd

Lanet | Lane2 | Lanes | Lames | Lane5 | Lanet Lanes =]
Volume | _Voume | Volume | Volume | Vome | Volume Volume.
S94377| 5483 |  sw718| 518528 | 555300 | 541258 242400

265314 | s7ares|  622000|  212060| se1sS0| 118078
171000 | 175480 | 216267

4 Band Detection

)

3
)

Selected Lane \All Lanes {Comparison £ Matrix /.

8

MainUser Gert
J 221
#F scmofsnowtonight A 3 dx B e S0 B





 
а
б

а - визуальная детекция; б - регистрация сигналов с помощью ПО

Рисунок 35 – Проверка специфичности ИХА теста

Из хроматограммы видно, что каждая из подготовленных тест-полосок обнаруживала наличие антибиотика при концентрации, превышающей ПДК, но не демонстрировала положительных результатов при исследовании растворов, содержащих другие антибиотики. Эти данные свидетельствуют о высокой специфичности теста, обеспечивающий детекцию только целевых антибиотиков без перекрестных реакций с гетерологичными аналитами. Полученные результаты подтверждают пригодность данного ИХА теста для использования в анализе остаточных количеств антибиотиков в продуктах животноводства.

Диагностическую ценность конкурентного ИХА для определения остаточных количеств СТР, ОТЦ и ХАФ оценивали на образцах молока и мяса, подготовленных к исследованию и содержащих указанные антибиотики в концентрациях как ниже, так и выше ПДК. Сравнение проводилось с использованием коммерческого тест-набора ‒ экспресс тест-набора Pioneer Meizheng Bio-tech (Beijing Meizheng Bio-Tech Co., Пекин). Для анализа использовались образцы, содержащие антибиотики в концентрациях, превышающих ПДК. Результаты реакции регистрировались визуально при KT.

Результаты исследований образцов молока на присутствие антибиотиков с использованием ИХА тест-полосок представлены на рисунке 36.
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Рисунок 36 – Результаты анализа молока на содержание СТР (а), ОТЦ (б) и ХАФ (в) с помощью отечественного (3,4) и коммерческого (1,2) ИХА-тестов

В образцах молока №1. содержащих СТР, ОТЦ и ХАФ в концентрациях ниже ПДК, разработанный ИХА тест не обнаруживал наличие антибиотиков, в то время как в образцах молока №2, в которых концентрации антибиотиков превышали ПДК, показал положительные результаты. Результаты отечественного теста были подтверждены показаниями импортного коммерческого аналога. Образцы молока от здоровых коров (n=120) и проб мяса от забитых на мясокомбинате бычков (n=60), не подвергавшихся инъекциям или стимуляции антибиотиками и/или другими лечебными препаратами, показали отрицательные результаты на наличие остатков антибиотиков как в отечественном, так и в коммерческом ИХА тестах.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о высокой диагностической ценности разработанного ИХА теста, который по своим характеристикам не уступает коммерческому аналогу.
2.2.6 Использование непрямой маркировки антибиотико-специфичных антител для мультиплексного обнаружения аналитов в молоке

Метка антител наночастицами или ферментами сопровождается некоторым снижением их аффинности, что не может не отразиться на чувствительности иммуноанализов. Для устранения этого эффекта в рамках диссертационной работы был разработан мультиплексный ИХА-тест, основанный на использовании непрямой маркировки иммуноглобулинов, специфичных к антибиотикам, с использованием вторичных меченых антивидовых антител.

Принцип работы теста ИХА проиллюстрирован на рисунке 37.
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а - образец не содержит антибиотики; б – образец содержит антибиотики СТР, ОТЦ, ХАФ 

Рисунок 37 – Принцип мультиплексного ИХА для обнаружения антибиотиков в молоке с использованием немеченных специфичных антител 

Конец тестовой полоски, противоположный абсорбционной подушечке и без подушечки для образца, погружается в образец молока, содержащий МКА против СТР, ОТЦ и/или ХАФ, а также вторичные антитела - антивидовые иммуноглобулины, меченые наночастицами золота (АТ-КЗ). В присутствии антибиотика в образце, аналит связывается с соответствующим антителом, что будет препятствовать взаимодействию иммунного комплекса (МКА+антибиотик), окрашенного посредством АТ-КЗ, с иммобилизованным аналогом во время прохождения его через тестовую зону. В случае отсутствия аналита в образце, специфическое антитело связывается с иммобилизованным антибиотиком на тестовой зоне и детектируется АТ-КЗ в виде окрашенной полосы. Таким образом, в присутствии антибиотика в образце окрашивается только контрольная зона, сформированная белком А, тогда как проявление как тестовой, так и контрольной зон свидетельствует об его отсутствии.

Чувствительность ИХА в значительной степени зависит от выбора оптимального соотношения реагентов. Для настройки метода были использованы различные концентрации МКА, начиная от 600 до 4.7 нг/мл и разные ОП конъюгатов АТ-КЗ ‒ 4, 8 и 13.3 единицы. Для конструирования теста использовали концентрацию антивидовых антител 10 мкг/мл, что способствовало образованию полислоев иммуноглобулинов на поверхности наночастиц, обеспечивая максимальный аналитический и минимальный фоновый сигналы. Ррабочим объемом молока для анализа был выбран 100 мкл, что обеспечивало максимальное обнаружение антигена и оптимальное время анализа.

Интенсивность окраски тестовых линий в зависимости от концентрации МКА против СТР, ОТЦ и ХАФ показана на рисунке 38.
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Рисунок 38 – Зависимость интенсивности окраски тестовых зон от концентрации антибиотико-специфичных МКА

Выбор оптимальной концентрации специфичных антител основан на формировании аналитического сигнала, который должен быть на 10% выше фона (пустого оптического сигнала). Как показано на рисунке 39, наилучшее обнаружение СТР, ХАФ и ОТЦ с помощью МКА, косвенно меченых КЗ-АТ (с ОП = 8 единиц), достигалось при концентрациях антител 75, 100 и 500 нг/мл, соответственно. 

ОП АТ-КЗ определялась путем добавления конъюгата с ОП 4, 8 или 13.3 единиц к молоку, содержащему указанные концентрации МКА (рисунок 39).
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Рисунок 39 – Гистограмма оптической плотности АТ-КЗ

 для СТР, OТЦ, ХАФ

Гистограммы показывают, что интенсивность окраски тестовых линий заметно различалась при разных значениях OП для конъюгата. Например, при OП 8 единиц интенсивность окраски тестовой зоны ХАФ была ниже, чем при 13.3 единицах, но выше, чем у ОТЦ и СТР. Таким образом, оптимальной ОП можно считать 8 единиц при анализе молока на три антибиотика одновременно. 

Определение аналитических характеристик теста ИХА. После выбора оптимальной концентрации мышиных анти-СТР, -ОТЦ и -ХАФ антител, а также маркерных антивидовых АТ-КЗ чувствительность ИХА была испытана в трех повторах на образцах коровьего и козьего молока.
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а – концентрация для СТР: 600 нг/мл (1), 200 нг/мл (2), 66.6 нг/мл (3), 22.2 нг/мл (4), 7.4 нг/мл (5), 2.4 нг/мл (6), 0.8 нг/мл (7), 0.2 нг/мл (8) и для ХАФ и ОТЦ: 30 нг/мл (1), 10 нг/мл (2), 3.3 нг/мл (3), 1.1 нг/мл (4), 0.37 нг/мл (5), 0.12 нг/мл (6), 0.04 нг/мл (7), 0.01 нг/мл (8); б - калибровочные кривые СТР; в – ТЦ; г – ХАФ  в конкурентном ИХА 

Рисунок 40 – Анализ тест-полосок трех антибиотиков в коровьем молоке 
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а – концентрация для СТР: 600 нг/мл (1), 200 нг/мл (2), 66.6 нг/мл (3), 22.2 нг/мл (4), 7.4 нг/мл (5), 2.4 нг/мл (6), 0.8 нг/мл (7), 0.2 нг/мл (9) и для ХАФ и ОТЦ: 30 нг/мл (1), 10 нг/мл (2), 3.3 нг/мл (3), 1.1 нг/мл (4), 0.37 нг/мл (5), 0.12 нг/мл (6), 0.04 нг/мл (7), 0.01 нг/мл (8); б – калибровочные кривые СТР; в – ТЦ; г – ХАФ в конкурентном ИХА 

Рисунок 41 – Анализ тест-полосок трех антибиотиков в козьем молоке 
На рисунках 40 и 41 показаны калибровочные кривые антибиотиков в мультиплексном ИХА и внешний вид тест-полосок после анализа образцов коровьего и козьего молока, содержащих аналиты в различных концентрациях: СТР от 600 нг/мл до 0 нг/мл; ОТЦ и ХАФ от 30 нг/мл до 0 нг/мл.

Аналитические характеристики разработанного теста были рассчитаны на основе графиков, показанных на рисунках 40, 41 и представлены в таблице 6.

Таблица 6 – Аналитические характеристики тест-системы

	Антибиотики
	Инструментальный ПО, нг/мл
	Визуальный ПО, нг/мл

	
	коровье молоко
	козье молоко
	коровье молоко
	козье молоко

	СТР
	7.27
	1.2
	600.0
	600.0

	ОТЦ
	0.96
	0.05
	10.0
	10.0

	ХАФ
	2.07
	1.3
	30.0
	30.0


Визуальные значения предела обнаружения (ПО) в молоке обоих видов животных были одинаковыми; однако инструментальный ПО дал более высокую чувствительность тесту при анализе козьего молока.

Исследование молока от здоровых коров (n=90), которым не вводили антибиотики и/или другие препараты, показало отрицательные результаты на наличие остатков антибиотиков как при использовании предлагаемого варианта ИХА, так и коммерческого набора.

Критерием диагностической ценности ИХА тестов является степень извлечения аналита из пищевой матрицы. Этот показатель определяли на образцах коровьего молока с добавлением известного количества антибиотиков (таблица 7).
Таблица 7 – Степень извлечения антибиотиков из образцов молока при использовании разработанного ИХА теста

	Введено, нг/мл
	Найдено ± СО, нг/мл
	Извлечение ± СО, %

	
	ИХА
	ИФА
	ИХА
	ИФА

	СТР

	200.0
	195.0±4.0
	197.0±1.0
	97.0±2.0
	98.0±0.5

	66.7
	69.0±2.0
	67.0±1.0
	103.0±3.0
	100.0±1.0

	22.2
	23.0±1.0
	23.0±2.0
	105.0±5.0
	105.0±9.0

	ОТЦ

	30.0
	28.0±2.0
	29.0±2.0
	94.0±9.0
	98.0±5.0

	3.3
	3.1±0.2
	3.4±0.2
	95.0±5.0
	103.0±4.0

	1.1
	1.2±0.1
	1.0±0.1
	103.0±5.0
	94.0±5.0

	ХАФ

	30.0
	29.0±2.0
	˃0.2*
	96.0±6.0
	НО

	10.0
	9.7±0.1
	˃0.2
	97.0±1.0
	НО

	3.3
	3.2±0.1
	˃0.2
	97.0±3.0
	НО

	* - набор ИФА не определяет количество ХАФ, если оно превышает 0.2 нг/мл; 
Примечания:
1. СО – стандартное отклонение, 
2. НО – не определен


Предлагаемый нами ИХА не уступал по изучаемому показателю  коммерческим ИФА наборам (Tetracycline ELISA HU0050014, I’screen STREPTO и I’screen CAP (Gold Standards Diagnostics, Будапешт, Венгрия), показав высокую степень извлечения аналитов (94%–105%).

Таким образом, разработан ИХА тест для экспресс-обнаружения СТР, ОТЦ и ХАФ на основе непрямой маркировки антибиотикоспецифических антител. Инструментальный метод обнаружения позволял выявлять более низкие концентрации антибиотиков и точнее определять количественное содержание каждого аналита в молоке по сравнению с визуальным методом. Кроме того, использование антивидовых антител, меченых КЗ, снижает потребление специфических антител, что делает метод более экономичным и универсальным для анализа молока на наличие остатков различных антибиотиков. Этот подход может быть использован в ИХА для обнаружения и других антибиотиков в молоке.

2.2.7 Определение экономической эффективности разработанного теста
Основными базовыми реагентами, необходимыми для изготовления предлагаемого диагностического «ИХА для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке» являются:

- конъюгаты антибиотиков с БСА и/или ОВА;

- конъюгаты ПКА с наночастицами КЗ;

- козьи антитела против IgG кролика.

- составные части тест-полоски: нитроцеллюлозная мембрана, подушечки для образца, конъюгата и абсорбции.
Ниже приводится расчёт себестоимости реагентов, необходимые для изготовления 1000 тест-полосок ИХА (таблица 8).
Таблица 8 – Себестоимость реагентов и составных частей ИХА-набора для обнаружения антибиотиков в продуктах животноводства

	Себестоимость реагентов и составных частей ИХА-набора

	1

	1 Себестоимость реагентов тест-полосок

	материалы
	ед. изм.
	стоимость за ед., тенге
	расход (в ед.) на 1000 тест-полосок
	общая себестои мость, тенге

	СТР
	гр
	100.0
	0.073
	7.3

	ОТЦ
	гр
	90.0
	0.004
	0.4

	ХАФ
	гр
	1 516.0
	0.02
	30.3

	БСА
	гр
	156.4
	0.3
	46.9

	ОВА
	гр
	113.3
	0.3
	34.0

	Глутаровый альдегид (25%)
	мл
	48.5
	2.5
	121.3

	NHS
	гр
	2 760.0
	0.01
	27.6

	EDC
	гр
	12 726.0
	0.02
	254.52

	MES
	мл
	2 055.0
	4
	8 220.0

	ДМФ
	мл
	6 307.0
	1.0
	6 307.0

	Формальдегид
	мл
	7.4
	0.2
	1.48

	Продолжение таблицы 8



	1

	Натрий-ацетатный буфер
	гр
	76.8
	0.048
	3.7

	Этанол (90%)
	мл
	2.7
	0.066
	0.2

	ПАФ
	мл
	3 278.0
	2.5
	2284.5

	НАФ
	мл
	2 310.0
	7.5
	4200.0

	Тетрахлороаурат водорода
	гр
	730 000.0
	0.01
	7 300.0

	Цитрат натрия
	гр
	435.0
	0.002
	0.9

	Трис
	гр
	198.0
	0.048
	9.5

	Кролики
	шт
	4.0
	7000
	28 000.0

	Коза
	шт
	1.0
	10000.0
	10 000.0

	Итого
	66 849.6

	2. Себестоимость составных частей тест-полосок

	названия составных частей тест-полоски
	расход материалов
	себестоимость
1 комплекта тест-полоски,
в тенге
	общая себестои мость 1000 комплектов тест-полосок, в тенге

	Мембрана
	64 шт размерами 21×260 мм
	162.5
	162 500.0

	Абсорбирующие подушки
	64 шт размерами 21×260 мм
	
	

	Подушки для конъюгата
	6 шт размерами 70×260 мм
	
	

	Подушки для образца
	64 шт размерами 13×260 мм
	
	

	Продолжение таблицы 8

	Общая себестоимость реагентов и составных частей тест-полосок и цена «ИХА для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке»

	Общая стоимость реагентов и составных частей тест-полосок (I+II), в тенге
	Цена набора при наценке 50%, в тенге 
	Себестоимость 1 тест-полоски в тенге 

	66 848.4 + 162 500.0 = 229 349.6
	344 024.4
	344.0


Как видно из таблицы 8, для расчета себестоимости был проведен учет всех основных материалов, необходимых для создания ИХА теста с добавлением 50% наценки. Таким образом, итоговая себестоимость одной тест-полоски составила 344.0 тенге.

Для определения экономической эффективности проводили сопоставление стоимости существующих коммерческих тестов и разработанного «ИХА для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке». В качестве коммерческих тестов для сравнения были выбраны два зарубежных продукта. Первый ‒ наиболее доступный по цене ИХА тест на нашем рынке Pioneer Meizheng Bio-Tech (Beijing Meizheng Bio-Tech Co., Пекин). Цена набора составляет 92 160 тенге, при этом в комплект входит 96 тест-полосок, что позволяет определить стоимость одного анализа в 960 тенге. Второй коммерческий тест ‒ 4sensor от компании Unisensor (Льеже, Бельгия), стоимость которого составляет 158 515 тенге, что эквивалентно 1 651 тенге за один анализ.

Расчет экономической эффективности проводили по прямому расчету эффективности 195[]
.
Экономическая эффективность разработанного теста по сравнению с зарубежными аналогами приведена в таблице 9.

Таблица 9 – Показатели экономической эффективности ИХА теста для определения остаточных количеств антибиотиков
	Показатель
	Зарубежные аналоги

	
	Pioneer Meizheng 
(Bio-Tech, Пекин)
	4sensor (Льеже)

	Прямая экономия стоимостных затрат за 1 анализ (∆С = С0 - С1)
	616.0 тенге
	1307.0 тенге

	Коэффициент снижения стоимостных затрат (Кс = ∆С/ С0 × 100%)
	64.1%
	79.2%

	Индекс снижения стоимостных затрат (Ус = С0 / С1)
	2.8
	4.8

	Прямая экономия стоимостных затрат за 1000 анализов (∆С ×1000)
	616 000 тенге
	1 307 000 тенге


Данные таблицы 9 показывают, что при использовании отечественного теста стоимостные затраты по сравнению с китайским аналогом снижаются в 2.8 раз, при этом экономия составляет 616.0 тенге за 1 тест-полоску, коэффициент снижения равен 64.1%. Стоимостные затраты в сравнении с европейским набором снижаются в 4.8 раз с экономией 1 307.0 тенге за 1 тест-полоску и коэффициентом снижения 79.2%. Таким образом, расчеты экономической эффективности производства мультиплексного ИХА для определения антибиотиков в продуктах животноводства доказывают его конкурентоспособность на рынке и импортозамещающий потенциал.

2.2.8 Обсуждение результатов исследований

Антибиотики широко используются в ветеринарии как лечебно-профилактические препараты и в животноводстве - для стимуляция роста с целью сокращения периода откорма 196[]
. В государственном реестре ветеринарных препаратов Казахстана зарегистрировано более 1000 видов антибиотиков. Среди них лекарственные препараты на основе СТР: Эстрепен В плюс (Laboratorios Microsules Uruguay S.A., Уругвай), Мастилек (БиоФармГарант, Россия), Сантамоксин (Аalbafarma ilac sanayi ve ticaret limited sirketI, Турция), Трицилин (Бровафарма, Украина); ОТЦ: Оксилин (Нebei lihua pharmaceutic al co., Китай), Оксифур (БиоХимФарм, Россия), Хиток (Biowelness Lifescience Private Limited, Индия), Пульсоокситет (Ветимпульс, Россия); ХАФ:  мазь Левомеколь (Нижфарм, Россия), Дезацид форте (Агробиопром, Россия) и др. 197[]
.
Несоблюдение дозы или излишне частое использование антибиотиков в животноводстве становится причиной аккумуляции их в молоке 198[]
, а также в других продуктах животного происхождения, таких как мясо и яйца 199[]
. При употреблении данных контаминированных продуктов животноводства, в организм человека попадают содержащиеся в них остаточные количества антибиотиков, провоцируя неблагоприятные последствия здоровью человека 200[]
. К ним относятся такие осложнения как аллергия, различные заболевания ЖКТ, канцерогенные и мутагенные эффекты, нефропатия и другие патологии, что подчеркивает важность строгого контроля за ПДК антибиотиков в продуктах животноводства 201[]
. Так, например, ОТЦ может стать причиной нарушения функции желудочно-кишечного тракта, сенсибилизации кожи к УФ лучам и нарушения морфологического состава крови, СТР негативно влияет на функцию нервной системы, ХАФ подавляет кроветворение 202[]
. Кроме того, длительное потребление продуктов, контаминированных антибиотиками, приводит к распространению генов антибиотикорезистентности и появлению антибиотикорезистентных бактерий, что представляет собой одну из глобальных проблем ВОЗ 203[]
. Также можно отметить и тот факт, что молоко с содержанием остаточных количеств антибиотиков не пригодно для использования в производстве йогуртов и других кисломолочных продуктов, из-за неблагоприятного влияния на производственные процессы, а именно увеличению времени свертывания сычужного фермента, снижению продукции диацетила, ингибировании продукции молочной кислоты 204[]
.
Согласно требованиям ТР ТС 021/2011 «непереработанное продовольственное (пищевое) сырье животного происхождения должно быть получено от здоровых продуктивных животных только по истечении сроков выведения из организма лекарственных средств, в том числе антибиотиков». В том случае, когда поставщик сообщает о применении в лечении каких-либо антибактериальных препаратов, то предприятие, перерабатывающее сырье, непосредственно может проверить полученное молоко на содержание остаточных количеств антибиотиков на своей базе 205[]
. Усиление этого контроля становится особенно важным в контексте глобальной проблемы антибиотикорезистентности, что вынуждает некоторые страны принимать соответсвующие меры по ограничению применения антибактериальных препаратов в сельском хозяйстве и разработке альтернативных подходов, направленных на минимизацию возможных рисков, связанных с последствиями остаточных лекарственных веществ 162[, p. 555-1-555-31]
.
Решением Коллегии Евразийской экономической комиссии от 13 февраля 2018 г. №28 утверждена «Перечень ветеринарных лекарственных средств (фармакологически активных веществ), максимально допустимые уровни остатков которых могут содержаться в непереработанной пищевой продукции животного происхождения, в том числе в сырье, и методики их определения». В нем определены ПДК лекарственных препаратов в сырье и продукции животного происхождения 206[]
. Аналогичные нормы прописаны и в ТР ТС 021/2011 «О безопасности пищевой продукции», однако только по 6 группам антибиотиков, таких как левомицетин, стрептомицин, тетрациклин, бацитрацин, ПЕН и гризин. В ЕС продукты животноводства исследуются на такие антибиотики, как тетрациклины, сульфаниламиды, ПЕН, а также на запрещенные – хлорамфеникол, нитрофураны и нитроимидазолы 207[]
. Документ устанавливает ПДК лекарственных препаратов и протоколы анализа продуктов питания. При этом контроль ПДК должен осуществляться производителями сырья и переработчиками 208[]
.

В ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции» и ТР ТС 034/2013 «О безопасности мяса и мясной продукции», а также в регламентах ЕС установлены ПДК для некоторых антибиотиков. Значения ПДК в нормативных документах стран ТС для тетрациклинов установлены на более строгом уровне, которые не превышают 0.01 мг/кг для всех нормируемых пищевых продуктов по сравнению с другими международными регламентами. В стандартах международного документа Codex Alimentarius, предельно допустимые уровни находятся в пределах от ≤0.1 до ≤1.2 мг/кг в зависимости от типа продукта, а в регламентах ЕС данные показатели варьируются от ≤0.1 до ≤0.6 мг/кг 209[]
. Также можно отметить, что ПДК, установленные для ХАФ в нормативных документах ТС, составляют не более 0.0003 мг/кг, а в европейских документах их остаточные количества не установлены и не допустимы. Единый показатель максимального допустимого уровня установлен для СТР во всех вышеуказанных нормативных документах: 0.2 мг/кг для молока и 0.5-0.6 мг/кг для мяса. Таким образом, качественный и количественный контроль остатков антибиотиков в продуктах питания является неотъемлемой частью обеспечения безопасности пищи для здоровья потребителей. В этой связи, нужны простые и специфичные тесты, позволяющие за короткое время определить безопасность продуктов питания, в первую очередь, молока и мяса для здоровья потребителей.

В настоящее время в некоторых странах постсоветского пространства разработан ГОСТ 32254-2013: Межгосударственный стандарт «Молоко» (Армения, Молдова, РФ, Узбекистан), регулирующий методы определения остаточных количеств ПЕН, ТЦ, ХАФ, СТР, сульфаниламидов и других лекарственных препаратов в молоке. Данный стандарт описывает методику для анализа молока с использованием ИХА теста, что позволяет эффективно контролировать качество молочной продукции. Помимо этого, в соответствии с ГОСТ 32219-2013: Межгосударственный стандарт «Молоко и молочные продукты» (Армения, Беларусь, Киргизия, РФ, Узбекистан), разработанным с учетом международного стандарта ISO 18330:2003 «Молоко и молочные продукты», стандартизируются методы определения остаточных количеств антибиотиков в молоке. Данный документ распространяется на сырое, пастеризованное, стерилизованное и предварительно восстановленное сухое молоко и определяет качественные иммунологические методы определения БЛ, ТЦ, ХАФ и СТР с использованием ИХА-тестов зарубежных производителей: «Reveal for CAP/STREP» (США), «4sensor» (Бельгия), «СНАП Бета-Лакта СТ» (США), «СНАП Дуо Бета-Тетра СТ» (США) и др. Согласно данному документу допустимо применение других тестов, при условии, что их основные характеристики не будут уступать установленным требованиям. В свою очередь, Институт биоорганической химии НАН Республики Беларусь разработал ИХА-наборы для обнаружения ТЦ и БЛ (Продоскрин Лактест-2) и ТЦ, БЛ, ХАФ и СТР (Продоскрин Лактест-4), которые имеют пределы чувствительности, соответствующие нормативам, установленным ТР ТС 033/2013 «О безопасности молока и молочной продукции» 210[]
. РК не имеет государственного стандарта, устанавливающий метрологические технические характеристики ИХА-наборам, которые могут быть использованы для экспресс-анализа антибиотиков в молоке и мясе. В постсоветском пространстве также отсутствует ГОСТ для определения остаточных количеств антибиотиков и  лекарственных препаратов в мясе.

В соответствии с ТР ТС перерабатывающие предприятия ТС, в том числе РК, не должны принимать молоко, которое не соответствует его стандартам, даже имея технические возможности доводить сырье, которое имеет нарушения, до стандартных кондиций. В РК молоко перерабатывается на 173 предприятиях, большая часть которого (около 80%) поступает от личных подсобных хозяйств 211[]
. К сожалению, не на всех молокоперерабатывающих предприятиях молоко, хотя проверяется на обязательные санитарные показатели, не исследуется на содержание остаточных количеств антибиотиков. Более того, по статистике треть населения страны приобретает сырое молоко на торговых центрах, где сырье также не исследуется на наличие антибиотиков. Причина в обоих случаях одна – дороговизна экспресс-тестов. Лаборатории по пищевой безопасности, как и перерабатывающие предприятия и торговые центры, находящиеся в руках частных предпринимателей, не заинтересованы в приобретении дорогих наборов ИХА, предлагаемых отечественными дилерами зарубежных производителей.

В настоящее время на рынке ветеринарных препаратов имеются  ИХА наборы для анализа молока, такие как PROQUI-TEST 4 (Испания) для обнаружения БЛ, ТЦ, СТР, ХАФ; Twinsensor (Бельгия) - БЛ и ТЦ; BetaStar (США) - СТР, ХАФ, ОТЦ, ПЕН и др. Стоимость одного набора последнего производителя равна 64321 тенге, который предназначен для исследования 25 проб молока, т.е. стоимость одного анализа составляет составляет 2572 тенге 212[]
. Более привлекательным в ценовом отношении является ИХА тест Pioneer Meizheng Bio-Tech (Китай). Набор позволяет исследовать 96 проб молока на ТЦ, СТР, ХАФ, БЛ при стоимости 960 тенге за один анализ 213[]
.
Небезопасным для здоровья населения страны становятся также мясо и мясопродукты, контаминированные высоким содержанием антибиотиков 214[]
. В убойных пунктах и мясоперерабатывающих предприятиях РК продукция на содержание антибиотиков не проверяется. Выборочные исследования импортной продукции, проведенные РГП «Национальный центр экспертизы» Комитета контроля качества и безопасности товаров и услуг МЗ РК показали, что в отдельных образцах молока и молочных продуктов, мяса птицы, мяса и мясной продукци, яиц и прочих продовольственных товаров производства стран ЕАЭС содержания антибиотиков, включая ХАФ, значительно превосходят ПДК 215[]
. Таким образом, для обеспечения населения страны доброкачественной животноводческой продукцией имеется острая необходимость в разработке простых и доступных в ценовом отношении диагностикумов, которые могут быть использованы для проверки качества сырья и продуктов животноводства на содержание вредных веществ, неблагоприятно влияющих на здоровье человека, в частности антибиотиков.

Целью диссертационной работы явилось разработка отечественного ИХА набора для одновременного определения в молоке и мясе СТР, ОТЦ и ХАФ, который, имея чувствительность на уровне зарубежного аналога, будет более конкурентоспособным по себестоимости.

Одним из узловых реагентов в ИХА наборах для определения антибиотиков являются сами антибиотики, которые используются для получения специфичных к ним антител и как реактант тестовой зоны диагностической матрицы. В целях удешевления себестоимости разрабатываемого набора нами был разработан способ очистки ОТЦ из его терапевтического аналога (Приложения Е, Ж). Например, закупочная цена 1 г химически чистого ОТЦ у производителя равна 2218 тг., а стоимость его на рынке препаратов РК достигает 3859 тг 216[]
, тогда как такое же количество окситетрациклина гидрохлорида для инъекции реализуется по цене 100 тенге 217[]
.

Патентный поиск показал (Приложение И), что имеется ряд работ, посвящённые получению гидрохлоридных и гидросульфатных солей лекарственных средств путем взаимодействия через вторичные и третичные аминогруппы с целью синтеза гидрофильной и стабильной лекарственной формы оксиморфона – полусинтетического опиантного аналгетика 218[]
, эпидаунорубицина – противоракового химиотерапевтического лекарственного средства 219[]
 и дофамина - кардиотонического препарата 220[]
. Близким аналогом является изобретение, описанное Wu Hongyun et al. 221[]
. Наш способ отличается тем, что антибиотик растворяется бидистилированной водой-pH=7.01, при температуре 30-35ºС, затем в течение 1 часа капельно добавляется 100 мл 7%-ного раствора бикарбоната натрия. Далее смесь инкубируют 8 часов при КТ при постоянном перемешивании на низких оборотах магнитного ротора. По окончанию разделения составных компонентов, антибиотик фильтруется на воронке Шотта и промывается дистиллированной водой. Полученный антибиотик высушивают при 40ºС под вакуумом. Выход химически очищенного антибиотика из ОТЦ гидрохлорида для ветеринарии (БиоФармГарант, Владимир, Россия) при использовании нашего способа составил более 90%. При этом содержание целевого компонента в полученной субстанции при расчёте на программном обеспечении ChemStation доходило до 96% в пересчете на сухое вещество.
Важнейшим методом анализа, который используется как для идентификации, так и контроля чистоты и количественного определения антибиотиков, наряду с ВЭЖХ, является и спектроскопический метод. В нашей работе идентификация полученного соединения проводилась с помощью ИК-спектроскопии путём определения основных сигналов функциональных групп в прессованных таблетках калия бромида. В спектре очищенного ОТЦ присутствовали сигналы 3300-3600 см-1, характерные для гидроксильных групп (ОН– групп) и содержащихся в молекуле исследуемого вещества в количестве двух единиц. Валентные колебания 3200 см-1 и 1238 см-1 соответствовали фенольному фрагменту молекулы, 1666 см-1 - карбонильной группе С=О, сопряжённой с циклом и 1619 см-1, что свидетельствует о наличии аминогруппы (NH2- группы). Сигналы от 2999 до 2827 являлись доказательствами наличия алифатических связей в молекуле. Данный способ оказался пригодным и для очистки СТР из сульфатной соли.

Следующим этапом нашей работы явилось приготовление антигенных и иммуногенных препаратов – конъюгатов антибиотиков с белками-носителями, которые служили в качестве реагента тестовой зоны нитроцеллюлозной мембраны и иммуногена для получения специфичных антител, соответственно. Установлено, что белки-носители следует выбирать с учетом его возможного физико-химического взаимодействия с гаптенами. Так, например, Fasciglione et al. сообщают, что для гидрофильных гаптенов подходит любой носитель, в то время как выбор носителя для гидрофобных гаптенов имеет решающее значение для получения специфического иммунного ответа. Причем, на специфичность реакции антител с гаптеном влияние оказывали методы конъюгации 222[]
. Сывороточный глобулин, альбумины и овальбумин – белки, наиболее часто используемые в качестве усилителей иммунного ответа против гаптенов, т.к. они по своей природе легко связывают чужеродные субстанции. Так, например, альбумины крови способны связывать ксенобиотики через свои субстратно-связывающие карманы и удалять вторгшегося химического вещества из кровообращения или тканей, действуя таким образом как механизм детоксикации. При выборе подходящего метода конъюгации гаптенов необходимо идентифицировать функциональные группы на гаптене и его носителе. В зависимости от присутствующих групп может быть использована одна из двух основных стратегий: cпонтанная химическая реакция и сшивание промежуточных молекул. Первая стратегия используется для гаптенов - химически активных молекул (например, ангидриды и изоцианаты) и не требует сшивающих агентов. Вторая стратегия в основном применяется к нереактивным гаптенам и реализуется с использованием агентов, содержащих по крайней мере две химически активные группы, такие как карбодиимид или глутаровый альдегид, способствующие конъюгации гаптенов с их носителями 223[]
.
В качестве конъюгирующего агента можно использовать и другой  альдегид – формальдегид у которого, как у глутарового альдегида,  карбонильная группа (-CHO) на конце их молекулярной структуры, образующая ковалентные связи между функциональными группами биомолекул, что приводит к сшиванию 224[]
.
Использованные нами антибиотики ОТЦ, СТР и ХАФ, относящиеся к гидрофильным препаратам,  конъюгировались с БСА и/или ОВА с помощью различных методов, основанных на применении формальдегида, карбодиимида и глутарового альдегида, соответственно. Изучение иммуногенности приготовленных конъюгатов на кроликах и белых мышах позволило нам отобрать по каждому препарату наиболее подходящий метод сшивки антибиотика с белками. Каждый из конъюгатов вызывал выраженный гуморальный иммунный ответ у лабораторных животных, о чем свидетельствовали высокие титры специфичных антител в образцах сывороток крови (1:1600-1:3200). Наличие межмолекулярных связей между антибиотиками и белками-носителями подтверждалась по результатам оптической спектрофотометрии. Выход конъюгата по концентрации белка был разным в зависимости от вида носителя: 1.8 и 3.14 мг/мл для СТР-БСА и СТР-ОВА; 4.0 и 3.0 мг/мл для ОТЦ-ОВА и ОТЦ-БСА и 2.5 и 1.5 мг/мл для ХАФ-ОВА и ХАФ-БСА.

Следующий реагент ИХА - ПКА и/или МКА против ОТЦ, СТР и ХАФ, меченые КЗ (антительный конъюгат), был использован как инструмент, распознающий антибиотики в образцах молока и мяса. На сегодняшний день не существует стандартного способа получения от лабораторных или продуктивных животных высокоактивных антисывороток (ПКА) против полноценных антигенов, не говоря о гаптенах. Такие сыворотки, как правило, готовят методом проб и ошибок, так как каждый иммуноген специфичен в своей антигенной структуре и антительный ответ имеет свои особенности в зависимости от вида животного.
В нашей работе для приготовления ПКА из кроличьих антисывороток были использованы четыре метода (схем) иммунизации. При отборе методов иммунизации мы учитывали не только активность антисывороток и затраченное времени, но и дозу вводимого иммуногена, поскольку расход инъецируемого антигена вносит свой вклад в себестоимость разрабатываемой тест-системы. Исходя из этих условий, мы отобрали ту схему, которая при минимальном количестве иммуногенов и временных издержек позволяет получать высокоактивные антисыворотки против использованных антибиотиков. Продолжительность иммунизации по четырем схемам составляла от 35 до 66 дней при расходе иммуногенов от 2 000 мкг до 5000 мкг. Относительно низкая активность антисывороток отмечалась у кроликов, иммунизированных по первому методу, тогда как остальные методы способствовали развитию более интенсивного гуморального ответа против всех использованных антибиотиков, что выражалось в высоких титрах специфических антител в н-ИФА (1:1600 – 1:3200). Среди этих трех схем иммунизации предпочтение было отдано второму методу, отработанному в ходе выполнения настоящей работы, поскольку он по продолжительности был короче (35 день против 65 и 66 дней) и был реализован с использованием меньшего количества иммуногенов (2000 мкг против 3000 мкг и 5000 мкг).

Был проведен скрининг гибридных клонов на антигены СТР-, ОТЦ- и ХАФ-ОВА, отбор положительных гибридом, клонирование клеток-продуцентов. Для приготовления антительного конъюгата ИХА были отобраны клоны 4A3, 3C8 и 4B5, которые продуцировали МКА против ОТЦ, ХАФ и СТР, соответственно. Все антитела принадлежали классу IgG, имели относительно высокую аффинность (2.3х10-8М - 2.5х10-9М) и хорошую продуктивность как в in vitro, так и в in vivo.
Эффективность иммунохимических тестов, основанных на использовании меченых антител или антигенов, в том числе ИХА, во многом определяется свойствами маркеров. Синтез наночастиц КЗ имеет решающее значение для таких параметров ИХА, как интенсивность окраски тестовой зоны и эффективность взаимодействия антител с антигеном, что в конечном итоге определяет чувствительность иммуноанализа. Известны два основных подхода в приготовлении КЗ 225[]
. Один из них основывается на методах дезинтеграции металлического золота, а другой, наиболее распространенный - на синтезе КЗ из золотохлористоводородной кислоты с использованием химических восстановителей и/или облучения, например, метод Frens (1973). Последний был использован нами для синтеза наночастиц КЗ со средним размером 19.47±2.53 нм.

Ключевым реагентом ИХА является антительный конъюгат, в нашем случае - антибиотикоспецифичные антитела, меченые КЗ методом физической адсорбции. Следует отметить, что МКА, специфичные к СТР, ОТЦ и ХАФ, после конъюгации с КЗ значительно снижали активность связывания с использованными антибиотиками, тогда как меченые ПКА сохраняли свою аффинность. По всей вероятности, «пришивка» молекул КЗ к МКА изменила пространственную конфигурацию антигенсвязывающего участка антитела, что негативно отразилась на сродстве антигенсвязывающего участка антител к эпитопу антибиотика. В этой связи, в дальнейшей работе в качестве антибиотик-детектирующих антител были использованы конъюгаты, представляющие собой кроличьи ПКА со специфичностью к определенному антибиотику, меченые КЗ.

Реагент контрольной зоны ИХА – антитела козы против IgG кролика был приготовлен с использованием классической технологии, предусматривающей  выполнение последовательных этапов, таких как выделение IgG фракции из сыворотки крови, иммунизация животного другого вида выделенными иммуноглобулинами и очистка антивидовых антител из антисыворотки [185, p. 4-350].

В дальнейшей работе нами были определены оптимальные концентрации: антител, меченых КЗ, для пропитки подушечки для конъюгата, конъюгата антибиотиков с ОВА в тестовой зоне и антивидовых антител в контрольной зоне для обнаружения в конкурентном ИХА остаточных количеств СТР, ОТЦ и ХАФ в молоке и мясе, превышающих ПДК. В итоге нам удалось отработать условия постановки ИХА теста, позволяющие определить наличие СТР, ОТЦ и ХАФ в животноводческой продукции, в которой содержание антибиотиков будет превышать ПДК для указанных препаратов: 200 нг/мл, 10 нг/мл и 0.3 нг/мл, соответственно. По своей чувствительности ИХА тест не уступал известному зарубежному аналогу (Pioneer Meizheng Bio-tech, Beijing Meizheng Bio-Tech Co., Пекин, Китай). Полученные результаты легли в основу разработанной Научно-технической документация КП ВЭД 72.11.13 МКС 11.220, а именно: Стандарта организации 230721000–001-2023 «ИХА тест для обнаружения антибиотиков в молоке и мясе»; Наставления по применению иммунохроматографического теста для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке и Инструкции по изготовлению и контролю ИХА теста для обнаружения антибиотиков в молоке и мясе. Экономические  расчеты по определению стоимости разработанного конкруентного ИХА теста показывают, что отечественная тест-система будет дешевле в 4.8 и 2.8 раза по сравнению с аналогами из европейских стран и Китайской Народной Республики.

Обзор мировой литературы, посвященные вопросам совершенствования ИХА для обнаружения остаточных количеств антибиотиков, показывает, что имеются возможности дальнейшего упрощения и повышения чувствительности иммуноанализа. Известно, что маркировка специфичных антител, как правило, сопровождается ослаблением их константы связывания и специфичности 226[]
. Поэтому, использование в ИХА немеченных антител представляет определенный интерес в части упрощения анализа и снижения его себестоимости анализа. Эту проблему можно решить путем непрямой маркировки иммуноглобулинов, специфичных к антибиотикам, с использованием меченых вторичных антител. Установлено, что чувствительность ИХА можно повысить в 80 раз если использовать интактные IgG, специфичные к неомицину, а для обнаружения комбинации антитело-антибиотик использовать вторичные меченые антитела 227[]
. Вторичные антитела, меченые наночастицами КЗ, успешно использовались для повышения чувствительности ИХА к афлатоксину В1 228[]
, афлатоксину В1 и токсину Т-2 229[]
. Эти варианты показали значительно более низкие пределы обнаружения, чем традиционный ИХА с использованием тех же реагентов. Как отмечают авторы, важным преимуществом нового ИХА является снижение расхода специфических антител, которые значительно дороже вторичных антител. Более того, маркированные антивидовые вторичные антитела являются универсальными реагентами, которые можно использовать для обнаружения различных аналитов.
В отличие от вышеперечисленных методов, в нашем исследовании мы разработали мультиплексный ИХА для одновременного мониторинга безопасности молока по остаткам трех антибиотиков (СТР, ОТЦ и ХАФ). Во-вторых, наша тест-система не содержит подушечки для антивидовых антител, меченых КЗ, которая использовалась в структуре ИХА для обнаружения неомицина 227[, p. 292-300]
, и не предполагает двух последовательных инкубаций тест-полосок (сначала в тестовом образце со специфическими антителами, а затем в растворе вторичных антител, конъюгированных с наночастицами КЗ), как в случае ИХА для детекции афлатоксина B1 228[, p. 1939-1945]
. Предлагаемый нами мультиплексный ИХА проводится одноэтапно путем погружения тест-полоски в аналит, содержащий как специфические антитела против СТР, ОТЦ и ХАФ, так и вторичные меченые антивидовые антитела.

Известные методы ИХА позволяют обнаружить СТР 230[]
, ТЦ, ОТЦ, хлортетрациклин 109[, p. 905-913]
 и ОТЦ 
 ADDIN EN.CITE 
[189, p. 85-91]
 в молоке в диапазоне 15.0–30.0 нг/мл. Испытание мультиплексного ИХА показало, что иммуноанализ имеет инструментальный LOD 7.3. 0.9 и 2.1 нг/мл для СТР, ТС и ХАФ в коровьем молоке, а в козьем молоке эти антибиотики обнаруживаются в концентрациях не менее 1.2, 0.1 и 1.3 нг/мл соответственно. Таким образом, наш тест по чувствительности не уступает описанным аналогам, и достигнутые пределы обнаружения соответствуют установленным стандартам 231[]
. Кроме того, непрямое введение маркера позволяет использовать универсальный иммунореагент, тем самым снижая количество специфических антител и увеличивая концентрацию окрашенного маркера в аналитической зоне.  Одностадийность иммуноанализа, т.е. одновременная инкубация в образцах молока антибиотикоспецифических антител и маркированных наночастицами КЗ антивидовых IgG, делает новый вариант ИХА более привлекательным по сравнению с известными методами. Использование антител в форме раствора требует соответствующего хранения специфичных и антивидовых антител. В этой связи, в перспективе можно создать формата ИХА, в котором все реагенты будут представлены на тест-полоске.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Из результатов, полученных в ходе выполнения диссертационной работы, вытекают следующие выводы:

1. Разработан способ получения химически чистого ОТЦ из ветеринарного терапевтического препарата – окситетрациклина гидрохлорида для инъекции с выходом целевого компонента до 96% в пересчете на сухое вещество. Данный способ оказался пригодным и для получения химически чистого СТР из его сульфатной соли, используемого в ветеринарной практике. Спектрофотометрические признаки очищенных антибиотиков полностью соответствовали требованиям нормативных документов для ОТЦ (ФС 001160-040815) и СТР (ФС. 2.1.0037.15).

2. Определены наиболее эффективные методы конъюгирования ОТЦ, СТР и ХАФ с БСА и/или ОВА, основанные на использовании сшивающих агентов – формальдегида, карбодиимида и глутарового альдегида, соответственно. Выход конъюгатов составлял 1.8 и 3.14 мг/мл для СТР-БСА и СТР-ОВА; 4.0 и 3.0 мг/мл для ОТЦ-ОВА и ОТЦ-БСА и 2.5 и 1.5 мг/мл для ХАФ-ОВА и ХАФ-БСА.

3. Конъюгаты антибиотиков с белками-носителями характеризовались стабильностью межмолекулярных связей, что подтверждалась оптической спектрофотометрией в виде непрерывных сигналов с характерными пиками исходной субстанции. Каждый из антибиотиков в составе конъюгата проявлял свойство иммуногена, вызывая выраженное антителообразование у белых мышей и кроликов, о чем свидетельствовали высокие титры специфичных антител в образцах сывороток крови (1:1600-1:3200).

4. Метод, предложенный нами для получения кроличьих антисывороток против СТР, ОТЦ и ХАФ, позволяет получить высокоактивные ПКА за относительно короткое время (35 дней) с использованием меньшего количества иммуногенов (2 000 мкг) по сравнению с известными способами. Получены клоны гибридом, обозначенные как 4A3, 3C8 и 4B5 и продуцирующие МКА IgG класса против ОТЦ, ХАФ и СТР, соответственно.

5. Наночастицы КЗ, синтезированные методом восстановления золотохлористоводородной кислоты, имели средние размеры в пределах 19.47±2.53 нм с пиком поглощения на длине волны 527 нм при спектрофотометрии, что свидетельствует о возможности их использования в качестве маркеров антител.
6. Антибиотико-специфичные кроличьи ПКА, в отличие от мышиных МКА, после маркировки наночастицами КЗ методом физической адсорбции сохраняли свою способность связываться с ОТЦ, ХАФ и СТР, и были использованы для приготовления меченого антительного конъюгата.

7. Отработана технология получения реагента контрольной зоны ИХА - антивидовых антител, представляющие собой антитела козы IgG класса против иммуноглобулинов кролика.

8. Разработанная ИХА тест-система, основанная на конкуренции антибиотиков, имеющихся в аналите и иммобилизованных в тестовой зоне нитроцеллюлозной мембраны, за связывание с мечеными антителами,  обнаруживает СТР, ОТЦ и ХАФ в молоке и мясе при концентрациях, превышающих 200 нг/мл, 10 нг/мл и 0.3 нг/мл, соответственно, что позволяет использовать ее для контроля качества продуктов животноводства на содержание указанных антибиотиков.
9. Предлагаемый диагностикум для обнаружения остаточных количеств СТР, ОТЦ и ХАФ имеет относительно низкую стоимость по сравнению с аналогами на рынке ветеринарных препаратов, что делает его более конкурентоспособным и доступным для отечественных лаборатории контроля безопасности пищевой продукции.

10. Установлена возможность применения немеченых СТР-, ОТЦ- и ХАФ-специфичных МКА и антивидовых антител - универсального маркирующего реагента в одноэтапном ИХА для определения остаточных количеств антибиотиков в молоке. Инструментальные пределы обнаружения (LOD) нового варианта иммуноанализа составляют 7.3. 0.9 и 2.1 нг/мл для СТР, ОТЦ и ХАФ в коровьем молоке, а в козьем - не менее 1.2. 0.1 и 1.3 нг/мл соответственно.
Практические предложения:

1. Научно-техническая документация КП ВЭД 72.11.13 МКС 11.220: «Стандарт организации 230721000–001-2023 ИХА тест для обнаружения антибиотиков в молоке и мясе», «Наставление по применению ИХА теста для определения остаточного количества антибиотиков в мясе и молоке» и «Инструкция по изготовлению и контролю ИХА теста для обнаружения антибиотиков в молоке и мясе».

2. Опытный образец «ИХА тест для обнаружения стрептомицина, окситетрациклина и хлорамфеникола в молоке и мясе» имеет импортозамещающий потенциал и предлагается для коммерциализации в рамках гранта и/или программы поддержки АО «Фонд науки» РК.
3. Результаты диссертационных исследований включены в главу «Разработка методов аналитического контроля безопасности продукции животноводства» монографии «Контроль качества и безопасности пищевой продукции - Астана: Издательство КазАТИУ, 2023. – С. 109-121», предназначенной для широкого круга специалистов, работающих в сфере обеспечения безопасности пищевой продукции, а также обучающихся высших учебных заведений по образовательным программам 7M05101 «Ветеринарная биотехнология» и 8D09101 «Ветеринарное благополучие животных».
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50 мг  ОВА/БСА   в  4 мл воды    

50 мг  EDC   и  NHS   в 2 мл воды    

  25 мг  ХАФ   в 3 мл воды    

Д иализ   72 ч  при 4 ºС   в  ФС Б    

30   мин   при КТ    

  24 ч   при КТ  
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Инструкция 
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MUHHCTEPCTBO CEALCKOTO XO3SIHCTBA
PECTIVEMKH KABAXCTAH

HAO «KABAXCKHIT ATPOTEXHHYECKHI HCCAELOBATEILCKHIT
VHHBEPCHTET nwenn CAKEHA CERIOYLTHHA»

KNBILT21L13 MKC 11.220.

«YTBEPKIAION
e Ipanenns i
Sinnonaiop

&xi0p 10 waywoi u

Ceiidpymnan
Toxtieprenon H.T

HAY
0 MPHNEHEHHIO HMMYHOXPOMATOTPaHiETR 4 U8 ONIpEAECHHA OCTATONHOTO.
KOTHYECTBa AHTHGHOTHKOB B MACE 1 MOTOKE.

1. OBILHE NOJIOKEHHS

11 Hwsynospowarorpadmucckni  tect  (MXA-Tecr)  mpemnamaten i
OHOBPEMEHNOTO (MY TTWILIEKEHOTD)  OTPCACACHHS B MPOIYKTAX  AMBOTHOBOICTB
ocraTounoro  Komsecta  oKcwterpauwnknna  (OTLD,  crpentowmunna  (CTP)  w
Xropagennkona (XA®), COTEpXaNHE KOTOPOO NPCBMUIAET NPEAETHHO AOMYCTHNMR
Yponeth.

1.2 XA TeCT BKTIONACT CEAYIOUIHE KOMONENTH:

- KownonenT Nel - TECT-N0710CKa W) WHTPOCATOTOTNON GYNATH G HIHECEHHMNM
T —

- Korowent Ne2 — cumkares

1.3 KownonenTst XA TecTa A0TKH GHT YTIZKOBANS b NOTHOTHIEHOBME TAXETHK
WMETH JTHKETKH © YKIIAHHEM HAKMEHOBAHIA MPENAPATa, HONEPA CCPHM W KOTPOTA, 7aThi
WOOTOBIEHNA, OGYEMa MPENAPATS, YCAORHH XPANCHHS H CPOKE FOTHOCTH B KIKAYIO KOPOGKY
AOTKHO GHITS BIOKEHO HACTABICHHE 10 TIpHNEHEHHIO HaBopa.

2. TIOPSIZIOK IPUMEHEHHS| BETEPHHAPHOTO TIPENAPATA

2.1 Onpeseseine. KBATHOAKALINH THLA TIDABONONHOTO HETIOTHIONATS BETEPUNIPHAIT
npenapar

OnpeseseHHe OCTATONHOTO KOTHYECTB QHTHEHOTHKOD B MACE W NOOKE TECT-NOAOGKOH
OTXNO NPOBOINTLCA B BCTEPHNADHIX AGGOPATOPHAX COTPYANHKOM Ges creumanswoi
OATOTOBKH 1A €10 HCAOTIORINH.

22 Moaroroska KownoneToB H nocTaronka HOA

1) Mepez Ha4a10M PAGOTH TECT-TOOCKY HEOGXOAHNO BULAEPXATS IpH TeNTEpaType 18-
22°C b Tesenne 30 winy.

2) Moaroronka oBpasiios NoroKka

MoioKo Hecrenyerca b Teenne 24 wacon mocne AockHs. [IpH HEBOINOKHOSTH
HCCHEAORATS MOTOKO B TEHEHHE YKINUHOTO BPENEIIN €10 HEOGXOMNO. CTACHTHSHPORTS
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б
Справка о внедрении в учебный процесс

[image: image50.jpg]Munnereperso ceanekoro xossiicrsa Pecnyoankn Kasaxeran

HAO «Kasaxekmii arpotexinyeckmii HCe/IeA0BaTeNLCKHiT YHHBEPCHTET HMEHH
Caxena Ceiidyyaanna»

YTBEPKIAIO

151~ [IPOPEKTOP 10 HAY4NOii
AESTEALHOCTH, K.h-M.1.
E.O. Ceiprasmnen
2025

AKT
0 BHEAPEHHH Pe3YALTATOB HAY4HOIT paGoThI B yuebnbiii npouece

1. Hauwenosanue pesyrmamos naywnoii u (uin) HAYHHO-MEXHUNECKOT
desmensnocmu

- Monorpagus: Kowrpons kauectsa u  6e30nachocTd  nuienoii
npoaykunn: / nox pen. AK. Byrawesa- Acrama: Manarennerso KasATHY,
2023.-254 c.

- Mavent PK N2 36797 na usobperenne A61K 39/385 (2006.01): Cniocol
OUHCTKH OKCHTeTpaumkanna / Bynawes A.K., Akanosa JK.JK., Axuberkos O.C.,
Cepukosa H1.C., Warunap ®.C., Temuprazues B.C., JUkanrynosa A.H.; sassurens
u narentoobaanarens Hekommepueckoe akimoneproe obuecrso «Kasaxekuii
ArpoOTEXHHYECKHit HCCICA0BATEILCKHI YHHBEPCHTET HMEHH Cakena
Ceiipynmnay (KZ) - 3ansn. 07.03.2023; onydn. 13.09.2024.- Bionn, Ne37.- 7 ¢,

2. Kpamkas annomanyus;

Moworpadus noaroToriiena Ha ocione pesyabTaTon, NONYYEHHBIX B X0AC
PCATH3AUMN - HAYYHO-TEXHHUECKOR nporpammbl: BR 10764944  «PaspaGorka
METO/108 aHAIHTHUCCKOTO KOHTPOJIS H MPOBEACHHS MOHHTOPHHIA Ge30NacHoCTH
nHeBoit  npoaykumky (20212023 rr),  dunancuposanoii Munmcrepersom
cebekoro xosmiersa Pecny6iukn Kasaxcran. Monorpadus paccuntasa na
WHPOKHI KPYr crieunaiueTon, paGotaioumx B chepe obecneuenms ©BesonackoeTi
THULEBOI NPOAYKILMH, A TaKske 00YHAIONIMXCA BLICIIHX YUeOHbIX 3aBeeHHI.

WsoGperenne (Matent PK Ne 36797) otnocues k obnactu HMMYHOXHMHM
FANTEHOB M MOKCT ObiTh HCMIOALIOBAHO B MEAMUMHE W BETEpHHADHH 15
HPHIOTORACHNS  KOHBIOTATOB  aHTHOHOTHK-HOCHTEAL,  CyuuiocTs  H30GpeTenns
COCTOHT B NOAYUCHHH XHMHUYCCKH YHCTOrO aln'uﬁnmun’u W3 TECPANCBTHUCCKOIO
AHAIOMA € HEBIO HCTIOAB3OBAHNA M0 JUIS IPHIOTORACHHA KOWBIOTATA ¢ OblubHM
CHIBOPOTOUHBIM ALGYMHHOM H/niH OBAILGYMIHOM. Texunueckum pesyanrarom
WIOOpETEHUs  ABISETCH  MCTOJL  OMHCTKM  OKCHTCTPAUMKAMMA W3 ero
PHAPOXIOPHIHOI COAM, KOTOPBITT MOKET GhiTh HCTIONB30BAN B KOUCTPYHPOBAIMI





[image: image51.jpg]HMMYHOJIOTHYCCKHX  TecToB Juis (lﬁuapy)m:lmu anmbnoTnka B NpojlyKrax
nuranus.

3. Mecmo eneopenus:

Dakyabier  BeTepUHAPHM W TeXHONOTHM AUBOTHOBOJCTRA,  Kadeapa
Berepunapnoii  meanumin, Kadeapa  Mukpobuosornu  u  GHOTEXHONOM MM,
Obpasosareaninie  nporpammii: — 8D09101 «Betepunapnoe  Grarononyune
KUBOTHBIX 1 TMOST01 «Berepunapiias GHOTeXHOMOM M.

4. Dopua eneopenus:

Pesyanratn HUP, onucannue s monorpadun «Konrpons kauectna u
Gesonacnoctn nuienoii npojykummy (raasa «Hosuie noaxoas! onpesenetus
KOUTAMHHANTOB B niesoli npoaykiunmy, crp.109-121), u «Crnocod oumersu
OkenreTpatmkannay (Marent PK Ne 36797 ua usobperenne), paspaborannnie B
PAMKAX JIHCCEPTAUHOHHOM paboThi Jukanrynosoii A.H. na Ttemy: «PaspaGorka
MMM'VII(\Xn(\.\lu’l’()l‘pad)il'l KOro ananusa juis MYALTHIICKCHOIO 06napy;xcuuu
lelll‘l\’"l()’l"MKOll B 1poj Tax KWBOTHOBO/ICTBAY, HCTIONL3YIOTCH B yqe5ll0.\(
!poLiceee. MAUCTPATY B M IOKTOPAITYPHE 110 0BpA3OBATENLHBIM IPOrPaMMam
TMO05101 «Berepunapras  Guotexnonorusy  u 8D09101 «Berepunaproe
Garonony e JKHBOTHBIX» NPH H3yNCHHH AHCLHNAMI «Cospemennpie npoGaemut
(’)IIOTCXHOJI()I'HM B RCTE[NAIIH]’HIOii ME/IHIIHHE " KHBOTHOBOJICTRE» H
((BL‘TL‘DVIII;IPII:\Q HMMYHOIIOTHA», COOTBETCTREHHO.

AKT coctamsien 8 4 (uethipex) IRICMILIAPAX W Nepeian Ha XpaHenue no
OIHOMY IKIEM| BIpYy B Achax ﬂCIl{lp]ﬂMCH’I"ﬂ HAYKH 1 Mllll(\ll&!llnﬁ. IIBI'I'JPTL\\ICII'III
110 aKAACMHICCKUM Bonpocan, kaeapsl Berepunaphoii Meaniwig u Kadespb
MukpoGuosorun u Guotexnonorun,

Haeint kKomueenu:

Jlekan  dakyabrera Berepunapun  wn

TEXHOJNOIHH KHBOTHOBOJICTBA 0.C. Axudexos
3asenylommii - kadespoit  Berepunaphoii

MBI ‘_‘Zéo‘“‘”/‘ 7K.0.Kemewon
3aseayiommii kadeapoii MukpoGuonorum

1 DHOTEXHONIOIMH W/ A.b. Berenosa
Jlouent  kadpenpel Berepunapnoi

MEJHLAIBI W I".A. Baiikanamona
Hpeacenarenn coBera 1o

akaieMuieckoMy  Kauecrsy  (akyanreta

Berepunapun " TEXHONOIHN /}p/
KHBOTHOBOACTBA g CC

sCeHeeBa





ПРИЛОЖЕНИЕ В 
Справка об экспонировании

[image: image52.jpg]Wi,
PTTEY
CHTETI» KOMMEPIHSLIBIK
EMEC AKHHOHEPRTIK KOFAMBI

N,

i

SEIFULLIN AR |\numn; )

v wanacu, Kenic aamrua, 6 Astana city, 62, Zhenis avenue
393918, dusc: (7172) 316-072 ) 393918, fax: (7172) 316-072
<-mail:officct kazatu.edu kz, www kazatu.cdu kz -mail: office(@kazatu.cdu kz, www kazatu.cdu kz

01.03.02.2025 1.5.9.4-14/364
»

CIIPABKA

HAO «Kasaxckuii arpoTexHH4ecKHii HMCC/IC/I0BATENbCKHIT YHUBEPCHTET
nmenn Cakena Celidyyuimsa» noarsepiiaet, uro Hayunas npoaykums: «HMXA
TECT /U1 OGHAPYKEHNHS AHTHOHOTHKOB B MOJIOKE H Msice» ObLIa JKCNIOHHPOBAHA HA
XXXIV  mexayHapoAHOil  CeNbCKOXO3AHCTBEHHOM  CheUMaNH3HpPOBaHHON
BoicTaBke «benoarpo-2024», cocrossuieiics B r. MHHCKe, BbICTABOYHOM LIEHTpE
Kuraiicko-Benopycckoro unaycrpuanshoro napka «Bennkuii Kamens» ¢ 4 no 9
MioHs 2024 r.

CnpaBka 1aHa JUIs NPEAbABICHUA 110 MECTY TPEGOBAHMS.

Yien-Tlpasienus — NPOPEKTOP 10 HAYUHOI

M HHHOBAUMOHHOI JIeATEILHOCTH E.O. Cuipranues

[5] 2003 xoums 7 s o 3704 <3nepon T Xame HETPoRRX ik KOTTIAGRs Typams KP Tamann TGats | Tapuaans caizec
XO2 KoMOFR GEineTTir 6ap ARAMILIN MMEKTPOICIAK GUPRTIK KOTTANSC APRAMTN KyS SUGMpLIFan. (04 KYRAT KAFad MeTKLrimTer] KOs Koduman
Gt

st soaywest cornacuo myery 1 craTis 7 3K ot 7 sxnapa 2003 Fota Yo 370-11 400 AmekTpommG RokyMETS H 200£TPORNOR apossd SoRCE,
yscToaepemmc nocpeACTacA AnexTpoNND upoach NORTHCH THZA, NNEEGIEFD HOTIOMOTS 12 €10 NORTHCAINS, PAENOCUER DOFTRCKNCY.
[ —————
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г 
 Отчет о научно-исследовательской работе
[image: image54.png]Muuucrepcmo cenbekoro xo3aicrsa Pecny6nuku Kasaxcran
HAO «KA3AXCKHI1 ATPOTEXHUYECKHMIA UCCIIEAOBATENBCKMIA YHUBEPCUTET
um. C. CENOYIIIMHA»
(HAO «KATHY nw. C. Ceiipynnnnar)

MPHTH: 68.41.31; 68.41.35; 68.41.63
Y]IK: 637:006.015(047.3); 619:639.37(047.3); 579.25:575:576.30(047.3)

Nerocperucr.  0121PK00743
Ne unsentapn

YTBEPXKJIAIO
Unen [lpaBnenus — mpopeKkTop Mo Hay4HoOH W
HHHOBAIIHOHHOH nenTeanocTu HAO
«(](a IXCKHIT arpOTeXHHYECKHI

/'u\;m’[i,ma n urigepcuter  um.  C.

Y
vl W.T. Toxdeprenos
» ,‘..ﬁl,.. 2023r.

O HAYYHO-| MCCJ]E}IOBATEJ][:CKOM PABOTE

PA3PABOTKA METOJIOB AHAJIMTUYECKOI'O KOHTPOJIS Y IIPOBEJIEHUS
MOHUTOPUHI'A BE3OITACHOCTH MUIIEEBO# IMTPOAYKIUA
(3aKJIIOYHTEIBHBIH)

LLIncp nporpambi 0.0958

ITporpamMmHo-LeneBoe GHHAHCHPOBAHHE 110 HAYYHBIM, HAYYHO-TEXHHYECKHM NPOrpamMma
Ha 2021-2023 roast

Pykosoautens HUP,

npoceccop kapeapsl MHKPOGHOIOTHH
1 GHOTEXHONOTHH, /I.B.H. )\M . ww—? AK. Bynawes

Acrana 2023
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Цен трифугирование   при 10000  об/мин   20 минут    

Д иализ   72 ч  при 4 ºС   в  ФС Б    

10 мг  ОВА/БСА   в  1 м л ФСБ    

Д иализ   в  ФС Б    

5  мг  Х АФ   в 1 мл ФСБ    

5   мг  EDC   в 1 мл воды  

  10   мин   в ледяной бане  

  15 мин в ледяной бане   1 час при КТ  
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1.2, 1.3, 1.3.3)

I''M. Orenosa

(paznen 1, moxpasnens: 1.1,
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2K.K. Bai6omun

(pasuen 1, moppaszuensr 1.1,
1.2,1.3,1.3.3)

7_1% “AE /0 207 2 M. Jlxanrynosa

(pa3gmen 1, moppaznenst 1.1,
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— A& 70 L C222]13. CynTaHaeBa
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A.A. XKaxuna
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I'. K. A6apaxmaHoBa
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J. Acay

(paznen 3)

I'. XKy3zxacapoBa

(pa3nen 3)

11b» M3 PK)

C.K. AGenbaeHnos
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b.b.Xacenos

(pasznen 1, moapaszens: 1.1,
1.2,,1.3; 1.3.4)

K.H. MykanTaeB

(pazgen 1, 1.1, moapa3zensr
1:2:.1:3, 1.3.2)

- K.K. Bantun

(pa3zgen 1, noppasnenst 1.1,
1.2,1.3,1.3.4)

K.A. TypcyHos

(paszen 1, 1.1, noapasnesnst
1.2; 1.3, 1.3.2)

AM. TyprumbaeBa




ПРИЛОЖЕНИЕ Д 
Справка о прохождении зарубежной стажировки
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COYHAAMEHTANBHbIE
‘OCHOBLI BHOTERHONOT S
VKON AAATIMI FATK

19071, Mocxaa, Tlewmcwa ap-r. 2. 33, c1p. 2
Tea +7 (495) 954-52-83, gave (495) 954-27-32
s fbras u, info@bras ru

360t 48 o 12 06T 13

CIMPABKA

llana noktopanty 3 Kkypea GaKynsTera BeTepHHapHM M TEXHOMOTHM
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quantitative immuno-chromatographic test paper
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