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Резюме	 Актуальность. Определение количества жизнеспособных клеток является важным микро-
биологическим исследованием при оценке качества лекарственных препаратов, содер-
жащих живые микроорганизмы. Для оптимизации трудовых и материальных затрат, по-
вышения точности и воспроизводимости испытаний целесообразно применение частично 
автоматизированных инструментальных методов, к которым относится метод спирально-
го посева.
Цель. Проведение валидационных исследований методики спирального посева при испы-
тании по показателю «Специфическая активность» биологических лекарственных препа-
ратов, содержащих живые бактериальные клетки, на примере лактосодержащего пробио-
тического лекарственного препарата.
Материалы и методы. В исследовании использовали культуру Lactiplantibacillus plantarum, 
выделенную из образца пробиотического лекарственного препарата. Спиральный посев 
на агаризованные питательные бактериологические среды осуществляли с помощью 
автоматической системы нанесения пробы Eddy Jet 2 с последующим автоматическим 
учетом результатов с применением счетчика колоний IUL Flash & Go. Валидационные ис-
следования проводили согласно требованиям Государственной фармакопеи Российской 
Федерации (ОФС.1.1.0021.18).
Результаты. Определены основные валидационные характеристики методики спираль-
ного посева: рабочий диапазон от 104 до 105 КОЕ/мл, предел количественного опреде-
ления — 102 КОЕ/мл, коэффициент линейной детерминации R2 — 0,99. Правильность ме-
тодики спирального посева при определении специфической активности составила 93% 
с повторяемостью 4,9%.
Выводы. Методика спирального посева с применением автоматического счетчика коло-
ний может использоваться при оценке качества лактосодержащих пробиотических лекар-
ственных препаратов по показателю «Специфическая активность», поскольку результаты 
валидационных исследований подтверждают аналогичность анализируемых характери-
стик методу Коха, который применяется в настоящее время в соответствии с требовани-
ями Государственной фармакопеи Российской Федерации. Использование методики спи-
рального посева способствует оптимизации затрат и повышению точности результатов 
испытаний.

Ключевые слова: 	 метод спирального посева; валидационные исследования; оценка качества биологических 
лекарственных препаратов; специфическая активность; пробиотики; лактосодержащий 
пробиотик
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Abstract	 Scientific relevance. Viable cell counting is an important microbiological test for the quality 
assessment of medicinal products containing live microorganisms. To optimise labour and ma-
terial costs and enhance testing precision and reproducibility, it is practical to use partially 
automated instrumental methods, such as the spiral plating method.
Aim. The aim was to conduct a validation study of the spiral plating method for assessing the 
potency of biologicals containing live bacterial cells, using a lactobacillus-containing probiotic 
medicinal product as a case study.
Materials and methods. This study used a culture of Lactiplantibacillus plantarum isolated from 
a probiotic medicinal product. Spiral plating on agar-based biological culture media was per-
formed using an automatic Eddy Jet 2 plating system. The study used an IUL Flash & Go colony 
counter for automatic reporting of the results. The validation study was conducted according 
to the general chapter on the validation of microbiological testing methods (OFS.1.1.0021.18) 
of the State Pharmacopoeia of the Russian Federation.
Results. According to the validation results for the main parameters, the spiral plating method 
had the range of 104–105 CFU/mL; the limit of quantification of 102 CFU/mL; and the coefficient 
of linear determination, R2, of 0.99. The accuracy of the spiral plating method in determining 
the potency of the test sample was 93%; the repeatability was 4.9%.
Conclusions. The study results confirm the similarity of the spiral plating method with an auto-
matic colony counter to Koch’s plating method, which is currently used in accordance with the 
State Pharmacopoeia of the Russian Federation, in terms of the validated parameters. There-
fore, spiral plating can be used to evaluate the potency of lactobacillus-containing probiotics. 
Spiral plating can help improve the cost-effectiveness and accuracy of testing.
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lactobacillus-containing probiotic

For citation: 	 Voropaev A.A., Fadeikina O.V., Evlashkina V.F., Bohanova T.D., Davydov D.S. Validation 
studies of the spiral plating method to determine the potency of lactobacillus-con
taining probiotics. Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2023;23(4):584–593.  
https://doi.org/10.30895/2221-996X-2023-23-4-584-593

Funding. The study reported in this publication was carried out as part of publicly funded research project No. 056-00052-23-00 and was supported 
by the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products (R&D reporting No. 121022000147-4).
Disclosure. The authors declare having no conflict of interest requiring disclosure in this article.



586
БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2023, Т. 23, № 4

Воропаев А.А., Фадейкина О.В., Евлашкина В.Ф., Боханова Т.Д., Давыдов Д.С.
Валидационные исследования методики спирального посева для определения «Специфической активности»...

Введение
Лактосодержашие пробиотики представляют 

собой биомассу живых бактерий, относящихся 
к различным видам семейства Lactobacillaceae, 
в том числе Lactiplantibacillus plantarum (ранее — 
Lactobacillus plantarum) [1], Limosilactobacillus 
fermentum (ранее  — Lactobacillus fermen-
tum), Lactobacillus acidophilus и других видов1. 
Распространены препараты, представляющие 
собой лиофилизаты для приготовления сус-
пензии для приема внутрь, то есть биомассу, 
лиофильно высушенную в защитных средах 
(сахарозо-желатиновой, сахарозо-желати-
но-молочной или иной); в одной дозе лио-
филизата содержится не менее 2×109 КОЕ 
лактобактерий2 [2]. Важнейшим показателем 
качества препарата является специфическая 
активность, определяемая по количеству жи-
вых лактобактерий в препарате. Классической 
методикой определения специфической актив-
ности пробиотиков согласно Государственной 
фармакопее Российской Федерации (ГФ 
РФ) ОФС.1.7.2.0009.153 является метод Коха. 
Согласно описанию метода суспензию испыту-
емого образца разводят (в соотношении 1,0 мл 
образца и 9,0 мл разводящей жидкости), гото-
вят последовательные десятикратные разведе-
ния и высевают по 0,1 мл микробной суспензии 
на чашки Петри с питательной бактериологиче-
ской средой. Учет результатов осуществляется 
оператором вручную путем подсчета количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ) на по-
верхности среды.

Описанная методика является трудно стан-
дартизуемой и характеризуется высокими по-
казателями неопределенности. В соответствии 
с распределением Пуассона для бактерий в сус-
пензии4 предельная точность, то есть границы 
95% доверительного интервала для значений 
показателя КОЕ, могут достигать ±50% [3, 4]. 
Следует отметить, что для проведения испы-
таний согласно данной методике и получения 
стабильных и воспроизводимых результатов 
необходимы высокие трудозатраты, в том числе 
высокая квалификация исполнителей. В связи 
с этим для оптимизации трудовых и материаль-
ных затрат, повышения точности и воспроиз-
водимости результатов испытаний представ-
ляется целесообразным проведение оценки 

возможности использования метода спираль-
ного посева при определении количества жиз-
неспособных клеток. Применение данного 
метода позволяет сократить количество тру-
доемких манипуляций и уменьшить количество 
расходных материалов. Суть метода заключает-
ся в распределении суспензии бактериальных 
клеток с помощью автоматического устройства 
по поверхности агаризованных питательных 
сред, находящихся во вращаемых чашках Петри, 
по траектории архимедовой спирали от центра 
к периферии чашки в экспоненциально умень-
шающемся объеме. Данный метод был разрабо-
тан для уменьшения используемого числа чашек 
Петри при проведении микробиологического 
контроля пищевой молочной продукции [5]. 
Однако в последние годы указанный метод ис-
пользуется для оценки количества живых бак-
терий, в том числе в коллекциях микроорганиз-
мов. Метод одобрен Управлением по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-
ных средств США (Food and Drug Administration, 
FDA), Международной организацией по стан-
дартизации ИСО (International Organisation for 
Standardisation, ISO), Государственной агрохи-
мической ассоциацией (Association of Official 
Agricultural Chemists, AOAC) [6, 7]. В то же время 
необходимо отметить, что до настоящего вре-
мени данный метод не включен в ГФ РФ и фар-
макопеи других стран.

Цель работы  — проведение валидационных 
исследований методики спирального посева 
при испытании по показателю «Специфическая 
активность» биологических лекарственных пре-
паратов, содержащих живые бактериальные 
клетки, на примере лактосодержащего пробио-
тического лекарственного препарата. Для дости-
жения цели были поставлены следующие зада-
чи: определить валидационные характеристики 
методики спирального посева (специфичность, 
рабочий диапазон, предел количественного 
определения, линейность, повторяемость, пра-
вильность); оценить сопоставимость результа-
тов испытаний с использованием двух схем 
разведения образца; провести сравнительное 
исследование показателя «Специфическая ак-
тивность» методом спирального посева и ре-
ференс-методом на примере лактосодержащего 
препарата.

1	 ОФС.1.7.1.0006.15 Лактосодержащие пробиотики. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
2	 ФС.3.3.1.0060.18 Пробиотик лактобактерий монокомпонентный, лиофилизат для приготовления суспензии для приема 

внутрь и местного применения. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
3	 ОФС.1.7.2.0009.15 Определение специфической активности пробиотиков. Государственная фармакопея Российской Фе-

дерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
4	 ГОСТ ISO 11133-2016. Микробиология пищевых продуктов, кормов для животных и воды. Приготовление, производство, 

хранение и определение рабочих характеристик питательных сред.
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Материалы и методы
Материалы:
–– лекарственный препарат лактобакте-
рий «Лактобактерин» в виде лиофилизата 
для приготовления суспензии для приема 
внутрь и местного применения (АО «НПО Ми-
кроген», Россия)5;

–– питательная среда MRS агар (bioMerieux, 
Франция), серия 2420923103;

–– фармакопейный стандартный образец (ФСО) 
мутности бактериальных взвесей 10 МЕ, ФСО 
3.1.00085 (ОСО 42-28-85) производства ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России, серия S-2/10-
010623 (далее — ФСО мутности).

Оборудование:
–– устройство для автоматического нанесения 
пробы Eddy Jet 2 (Neutec Group, США);

–– счетчик колоний автоматический IUL Flash & 
Go (Neutec Group, США).

Методы
Бактериальную культуру штамма Lactiplanti

bacillus (Lactobacillus) plantarum 8Р-А3 выделяли 
из исследуемого лекарственного препарата лак-
тобактерий.

Подготовку и восстановление бактериальной 
культуры проводили в соответствии с требова-
ниями ГФ РФ ОФС.1.2.4.0002.156.

В качестве референс-метода использовали 
метод серийных разведений с последующим 
высевом на плотные среды (метод Коха) соглас-
но ОФС.1.7.2.0009.157.

Приготовление суспензии бактериаль-
ных клеток проводили визуальным методом 
с использованием ФСО мутности 10 МЕ согласно 
ОФС.1.7.2.0008.158.

Культивирование лактобактерий проводили 
при температуре 37 °С в течение 48 ч в аэробных 
условиях. В случае референс-метода оценку ко-
личества колоний на поверхности питательной 
среды проводили визуально с последующим 
расчетом исходной концентрации микроорга-
низмов. В случае метода спирального посева ис-
пользовали режим посева, при котором вносит-
ся уменьшающееся количество образца по мере 
движения от центра к краю чашки, что эквива-

лентно нескольким десятикратным разведениям 
(далее  — логарифмический спиральный посев). 
Подсчет колоний проводили в автоматическом 
режиме с использованием программного обес-
печения счетчика колоний Flash & Go.

В соответствии с ОФС.1.1.0021.189 были при-
няты следующие значения критериев приемле-
мости изучаемых валидационных параметров:
–– правильность (accuracy) — процент восстановле-
ния должен составлять не менее 70% от истин-
ного значения (полученного референс-методом);

–– повторяемость (repeatability) методики, рас-
считанная по параллельным определениям, — 
коэффициент вариации должен составлять 
не более 35%;

–– специфичность (specificity) — должен опреде-
ляться искомый микроорганизм L. plantarum;

–– предел количественного определения (limit of 
quantification)  — минимальная концентрация 
микроорганизмов, которая может быть опре-
делена с приемлемым уровнем правильности 
и повторяемости;

–– рабочий диапазон (range)  — требуемый уро-
вень правильности должен обеспечиваться 
внутри рабочего диапазона;

–– линейность (linearity) — коэффициент линейной 
детерминации R2 должен быть не ниже 0,90.
Статистическую обработку данных проводи-

ли с использованием программы Microsoft Excel 
2007. Рассчитывали следующие показатели опи-
сательной статистики: среднеарифметическое 
значение (Хср), стандартное отклонение (S ), от-
носительное стандартное отклонение (RSD). 
Статистическую значимость различий значе-
ний двух групп данных определяли с помощью 
t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Определение специфичности, рабочего 
диапазона и предела количественного 
определения методики спирального посева

Определение характеристик методики про-
водили в одном эксперименте, используя выде-
ленную из препарата бактериальную культуру 
L. plantarum. Из суспензии двухсуточной культу-
ры второго пассажа с концентрацией микроб-
ных клеток, соответствующей ФСО мутности 

5	 Государственный реестр лекарственных средств. https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=61b5f1cb-
06b1-44bf-ba2e-4139553ad235

6	 ОФС.1.2.4.0002.15 Микробиологическая чистота. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018. 
7	 ОФС.1.7.2.0009.15 Определение специфической активности пробиотиков. Государственная фармакопея Российской Фе-

дерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
8	 ОФС.1.7.2.0008.15 Определение концентрации микробных клеток. Государственная фармакопея Российской Федера-

ции. XIV изд. Т. 2; 2018.
9	 ОФС.1.1.0021.18 Валидация микробиологических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1; 2018.

https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=61b5f1cb-06b1-44bf-ba2e-4139553ad235
https://grls.minzdrav.gov.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=61b5f1cb-06b1-44bf-ba2e-4139553ad235
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10 МЕ, готовили ряд последовательных десяти-
кратных разведений. С использованием метода 
спирального посева проводили посев бакте-
риальной суспензии из диапазона разведений 
10–3–10–8, а референс-методом — из разведений 
10–6 и 10–7. Для учета результатов спирального 
посева использовали автоматический счетчик 
колоний Flash & Go; в настройках программного 
обеспечения указывали соответствующее раз-
ведение препарата.

Результаты проведенных исследований пред-
ставлены в таблице 1. Специфичность методи-
ки была подтверждена наличием характерных 
для вида L.  plantarum колоний на поверхности 

агаризованной среды. Нижний предел коли-
чественного определения составил менее 
100 КОЕ/мл. Образование колоний и подсчет 
концентрации возможны вплоть до единичных 
колоний, однако точность такого определения 
является очень низкой (относительное стан-
дартное отклонение более 40%), а правильность 
(менее 70%) не соответствует установленному 
критерию. Таким образом, наиболее оптималь-
ным представляется использование рабочего 
диапазона от 104 до 105 КОЕ/мл. При большей 
концентрации микроорганизмов на поверхности 
среды наблюдается сплошной рост, а при мень-
шей концентрации — единичные колонии (рис. 1).

Таблица 1. Результаты определения рабочего диапазона и предела количественного определения методики спирального 
посева при исследовании лактосодержащего пробиотического препарата
Table 1. Results of determining the range and the limit of quantification for the spiral plating method, obtained when testing a 
lactobacillus-containing probiotic product

Разведение исходной 
суспензии L. plantarum (КОЕ/мл)
Dilution of the stock suspension of 

L. plantarum (CFU/mL)

Концентрация L. plantarum в исходной 
суспензии согласно методике 
спирального посева, КОЕ/мл

L. plantarum concentration in the stock 
suspension according to the spiral plating 

method, CFU/mL

RSD, %

Правильность методики (в сравнении 
с результатами, полученными 

референс-методом), %
Accuracy of the spiral plating method 

(in comparison with the reference 
method results), %

10–3 (3×106) 1,22×108 5,0 40,1

10–4 (3×105) 2,24×108 5,8 73,8

10–5 (3×104) 3,10×108 7,1 102,0

10–6 (3×103) 2,05×108 12,6 67,5

10–7 (3×102) 1,85×108 46,4 60,8

10–8 (3×101) 2,00×108 223,6 65,8

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. КОЭ — колониеобразующие единицы; RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. CFU, colony-forming units; RSD, relative standard deviation.

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors 

Рис. 1. Количество колоний на чашке с питательной средой при логарифмическом спиральном посеве 0,1 мл суспензии бак-
териальных клеток L. plantarum с концентрацией: А — 3×106 КОЕ/мл (разведение 10–3); В — 3×105 КОЕ/мл (разведение 10–4); 
С — 3×103 КОЕ/мл (разведение 10–6).

Fig. 1. Number of colonies on plates with a nutrient medium upon logarithmic spiral plating of 0.1 mL of the L. plantarum bacterial 
cell suspension at the following concentrations: A, 3×106 CFU/mL (10–3 dilution); B, 3×105 CFU/mL (10–4 dilution); C, 3×103 CFU/mL 
(10–6 dilution).

А B C
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Определение линейности методики спирального 
посева

Оценку линейности методики спирального 
посева определяли в пределах рабочего диапа-
зона, проводя двукратные серийные разведения 
бактериальной суспензии L. plantarum, содержа-
щей 3×104 КОЕ/мл. Подготовка и оценка образца 
референс-методом проводилась, как описано 
в предыдущем эксперименте. Результаты опре-
деления линейности методики спирального по-
сева представлены в таблице 2.

В соответствии с полученными данными 
строили график зависимости десятичных лога-

рифмов фактического содержания бактериаль-
ных клеток по методике спирального посева 
от теоретического содержания по референс-ме-
тоду (рис. 2). Коэффициент линейной детермина-
ции R2 составил 0,99.

Сравнение двух схем серийных разведений 
образца с использованием разных объемов 
разводящей жидкости

Согласно ОФС.1.7.2.0009.1510 проведение 
серийных разведений испытуемого образ-
ца выполняют с использованием пипеток 
или автоматических дозаторов, перенося 

10	 ОФС.1.7.2.0009.15 Определение специфической активности пробиотиков. Государственная фармакопея Российской Фе-
дерации. XIV изд. Т. 2; 2018.

Таблица 2. Результаты определения линейности методики спирального посева
Table 2. Results of linearity determination for the spiral plating method

Разведение 
исходного образца
Stock sample dilution

Фактическое содержание L. plantarum 
согласно методике спирального посева, 

КОЕ/мл
L. plantarum count determined by the 

spiral plating method, CFU/mL

RSD, %

Правильность методики (в сравнении 
с результатами, полученными референс-

методом), %
Accuracy of the spiral plating method (in comparison 

with the reference method results), %

1/2 12900 3,6 91,1

1/4 8550 8,2 121,1

1/8 4440 9,8 125,7

1/16 1500 14,7 85,2

1/32 764 18,3 86,5

1/64 406 15,9 92,1

1/128 207 23,1 93,9

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. КОЭ — колониеобразующие единицы; RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. CFU, colony-forming units; RSD, relative standard deviation.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Зависимость значений содержания клеток L. plantarum, полученных методом спирального посева (N), от значений, 
полученных референс-методом (N0), при определении линейности методики спирального посева.

Fig. 2. Relationships between the results of L. plantarum cell counting by the spiral plating method (N) and by the reference 
method (N0), obtained when determining the linearity of the spiral plating method.

Cодержание клеток (референс-метод), lg N0
Cell count (reference method ), log10 N0
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1,0 мл бактериальной суспензии в 9,0 мл 0,9% 
раствора натрия хлорида. При реализации 
методики спирального посева возможен вы-
сев из разведения малого объема (0,9 мл). 
Сравнение сопоставимости результатов вы-
сева с использованием двух схем разведе-
ний проводили, используя большие и малые 
объемы проб: 1,0 мл + 9,0 мл, посев референ-
с-методом (далее — большой объем) и 0,1 мл + 
0,9 мл, методом спирального посева (далее — 
малый объем).

Испытания проводили два оператора в тече-
ние трех дней с использованием шести флако-
нов одной серии лактосодержащего пробиоти-
ческого препарата. Подготовленную суспензию 
препарата разводили десятикратно в большом 
и малом объеме разводящей жидкости. После 
разведений проводили посев на плотные пита-
тельные среды референс-методом и методом 
спирального посева. По окончании культивиро-
вания рассчитывали концентрацию микроорга-
низмов в исходном препарате. Результаты пред-
ставлены в таблице 3.

Результаты испытаний, полученные при ис-
пользовании двух схем разведений суспензии 
бактериальных клеток L.  plantarum, показали 
отсутствие статистически значимых разли-
чий: значение t-критерия Стьюдента, рассчи-
танного по экспериментальным данным tэксп, 
составило 0,79, что меньше критического та-
бличного значения tтабл=2,2881 (df=10; α=0,05) 
при достигнутом уровне значимости p=0,44. 
Следовательно, для снижения трудозатрат 

и материальных затрат предпочтительнее ис-
пользовать схему разведения 0,1 мл + 0,9 мл 
в микропробирках.

Методика оценки лактосодержащих 
пробиотических лекарственных препаратов 
по показателю «Специфическая активность» 
методом спирального посева

Методика оценки специфической активности 
лактосодержащих пробиотических препаратов 
включает три этапа.
1.	 Подготовка десятикратных серийных разве-

дений исходного образца препарата (до раз-
ведения 10–4) в микропробирках с объемом 
среды разведения 0,9 мл.

2.	 Проведение посева на одну чашку Петри 
из разведения 10–4 логарифмическим спи-
ральным посевом.

3.	 Проведение учета результатов с использова-
нием автоматического счетчика колоний.
Графически методика спирального посева 

в сравнении с референс-методикой представле-
на на рисунке 3.

Оценка повторяемости и правильности 
методики спирального посева при определении 
специфической активности лактосодержащего 
пробиотического препарата

Для оценки повторяемости и правильности 
методики спирального посева использова-
ли коммерческий препарат «Лактобактерин». 
Испытания проводили два оператора в тече-
ние трех дней. Каждый оператор за один день 

Таблица 3. Результаты определения концентрации микроорганизмов в лактосодержащем пробиотическом препарате при 
использовании разных схем серийных разведений
Table 3. Results of determining the concentration of microorganisms in a lactobacillus-containing probiotic, obtained using 
different serial dilution schemes

Определяемая характеристика
Parameter of interest

Концентрация микроорганизмов L. plantarum (КОЕ/мл) при схеме серийных разведений
Concentration of L. plantarum microorganisms (CFU/mL) in serial dilutions

в объеме 9,0 мл
in a volume of 9.0 mL

в объеме 0,9 мл
in a volume of 0.9 mL

Экспериментальные значения 
(число проб n=6)
Experimental values (number of 
samples, n=6)

2,25×109 2,66×109

2,40×109 2,36×109

2,30×109 2,11×109

2,59×109 1,94×109

2,74×109 2,55×109

2,25×109 2,24×109

Среднее значение
Mean value 2,42×109 2,31×109

RSD, % 8,4 10,1

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. КОЭ — колониеобразующие единицы; RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. CFU, colony-forming units; RSD, relative standard deviation.
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проводил два повторных испытания каждым 
методом. Результаты испытаний представлены 
в таблице 4.

Результаты валидационных исследований, 
полученные при оценке специфической актив-
ности лактосодержащего пробиотического пре-
парата с помощью методики спирального посева, 
соответствуют требованиям ОФС.1.1.0021.1811. 
Сравнение выборок с использованием t-кри-
терия Стьюдента показало, что статистически 
значимых различий между результатами, полу-
ченными двумя методами, выявлено не было: 
значение t-критерия Стьюдента, рассчитанное 
по экспериментальным данным tэксп=1,19, меньше 
критического табличного значения tтабл=2,2281 
(df=10; α=0,05) при достигнутом уровне значи-
мости p=0,27.

При использовании метода спирального 
посева определено меньшее значение отно-
сительного стандартного отклонения (RSD) 
в сравнении с референс-методом — 4,9 и 7,6% 
соответственно. Использование метода спи-
рального посева способствует оптимизации 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared 
by the authors using their own data

Рис. 3. Схематическое изображение методики спирального 
посева (B) в сравнении с референс-методом (A).

Fig. 3. Schematic representation of the spiral plating method 
(B) compared with the reference method (A).

Таблица 4. Результаты определения правильности и повторяемости при оценке специфической активности лактосодержа-
щего пробиотического препарата с помощью методики спирального посева
Table 4. Results of determining the accuracy and repeatability of the spiral plating method obtained when evaluating the potency 
of a lactobacillus-containing probiotic product

Показатель
Parameter

Специфическая активность препарата, КОЕ/мл
Probiotic product potency, CFU/mL

Референс-метод
Reference method

Методика спирального посева
Spiral plating method

Экспериментальные значения (число проб n=6)
Experimental values (number of samples, n=6)

2,28×109 2,10×109

2,29×109 2,32×109

1,96×109 2,17×109

2,47×109 2,02×109

2,14×109 2,07×109

2,24×109 2,12×109

Рассчитанное значение показателя специфической 
активности, КОЕ/мл
Calculated potency, CFU/mL

2,23×109 2,13×109

Значение показателя специфической активности 
согласно данным производителя, КОЕ/мл
Potency according to the manufacturer’s data, CFU/mL

2,30×109

Повторяемость (RSD), %
Repeatability (RSD), % 7,6 4,9

Правильность (в сравнении с данными производителя), %
Accuracy (in comparison with the manufacturer’s data), % 97 93

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание. КОЭ — колониеобразующие единицы; RSD — относительное стандартное отклонение.
Note. CFU, colony-forming units; RSD, relative standard deviation.

11	 ОФС.1.1.0021.18 Валидация микробиологических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. 1; 2018.
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затрат и повышению точности выполняемого 
анализа [8], так как количество операций по се-
рийному разведению меньше, чем при поста-
новке чашечного метода.

Выводы
1.	 Установлены валидационные характеристики 

методики спирального посева для определе-
ния показателя «Специфическая активность» 
биологических лекарственных препаратов 
на примере лактосодержащего пробиотика: 
рабочий диапазон от 104 до 105 КОЕ/мл, пре-
дел количественного определения — 102 КОЕ/
мл, коэффициент линейной детерминации 
R2 — 0,99, повторяемость в пределах 5%.

2.	 Метод спирального посева с автоматическим 
подсчетом колоний может рассматривать-
ся как альтернативный стандартному мето-
ду Коха, который применяется в настоящее 

время в соответствии с требованиями Госу-
дарственной фармакопеи Российской Фе-
дерации и включен в нормативную доку-
ментацию на зарегистрированные в России 
лекарственные лактосодержащие пробиоти-
ческие препараты.

3.	 Предложена методика оценки показателя 
«Специфическая активность» лактосодержа-
щих пробиотических препаратов, включаю-
щая следующие этапы:

–– подготовка десятикратных серийных разве-
дений исходного образца препарата (до раз-
ведения 10-4) в микропробирках с объемом 
среды разведения 0,9 мл;

–– проведение посева на одну чашку Петри 
из разведения 10-4 логарифмическим спи-
ральным посевом;

–– проведение учета результатов с использова-
нием автоматического счетчика колоний.
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