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ВВЕДЕНИЕ. Контроль стерильности высокотехнологичных лекарственных пре-
паратов (ВТЛП) осложнен рядом факторов, в том числе: ограничением объема 
доступной пробы, чувствительностью препаратов к условиям тестирования, 
ограничением срока хранения препаратов. Контроль классическими фарма-
копейными методами зачастую не позволяет своевременно и достоверно под-
твердить стерильность ВТЛП, что снижает доступность препаратов для паци-
ентов и возможность быстрого проведения необходимой терапии. Повысить 
скорость и эффективность проведения контроля стерильности можно путем 
разработки альтернативных ускоренных микробиологических методик, учиты-
вающих специфику ВТЛП.
ЦЕЛЬ. Оптимизация методики контроля стерильности высокотехнологичных 
лекарственных препаратов методом колориметрического определения угле-
кислого газа.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Объект исследования  — образец высокотехноло-
гичного лекарственного генотерапевтического препарата. Используемые 
тест-штаммы: Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATСС 9027, 
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Clostridium sporogenes ATCC 19404, Cutibacterium 
acnes (Propionibacterium acnes) NCTC 737, Candida albicans АТСС 10231, Aspergillus 
brasiliensis АТСС 16404, Aspergillus fumigatus ВКПМ F-62, Aspergillus terreus ВКПМ 
F-1269, Penicillium chrysogenum ВКПМ F-3. Питательные среды: SA, SN и iLYM 
для прибора BacT/ALERT 3D Dual T — флаконы с модифицированными среда-
ми на основе триптиказо-соевого бульона; триптиказо-соевый бульон (TSB) 
и жидкая тиогликолевая среда (FTM) — пробирки с фармакопейными питатель-
ными средами, предусмотренными для проведения испытания по показателю 
«Стерильность» методом прямого посева. Оборудование: ламинарный шкаф 
Purifier Logic A2, система BacT/ALERT 3D Dual T с автоматическим мониторингом 
и детекцией контаминированных флаконов и построением кривых роста ми-
кроорганизмов. Контаминированные образцы ВТЛП готовили с теоретической 
концентрацией тест-штаммов 3 КОЕ/мл. Посев осуществляли в объемах 0,1; 0,5 
и 1,0 мл в двадцатикратной повторности в пробирки и флаконы с соответству-
ющими питательными средами. Использовали как фармакопейные среды (TSB, 
FTM), так и модифицированные, предназначенные для системы BacT/ALERT (SA, 
SN, iLYM). Инкубацию при прямом посеве проводили в течение 14 сут; анализ 
в системе BacT/ALERT длился 7 сут при непрерывном автоматическом монито-
ринге при температурах 32,5±2,5 и 22,5±2,5 °С для бактерий и грибов соответ-
ственно. Результаты учитывали визуально (прямой посев) и по кривым роста 
содержания CO2 (альтернативный метод).
РЕЗУЛЬТАТЫ. В ходе исследования установлено, что чувствительность BacT/
ALERT 3D Dual T при анализе проб объемом 0,5 мл составила ≥80% для аэроб-
ных и анаэробных бактерий, а также ≥90% для дрожжевых и плесневых гри-
бов при использовании модифицированной среды iLYM с предварительной 
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аэрацией. В условиях прямого посева тот же уровень выявления требовал не ме-
нее 1,0 мл пробы. Сроки выявления контаминации с использованием BacT/ALERT 
были на 0,38–2,4 сут меньше, чем при фармакопейной методике прямого посе-
ва, при сохранении полноты обнаружения всех тест-штаммов, за исключением 
Candida albicans, время детектирования которого одинаково при использовании 
обеих методик. Частота получения ложноотрицательных результатов при выяв-
лении плесневых грибов на среде SA достигала 13–70% в зависимости от штам-
ма. Введение этапа кратковременной аэрации (5–7 с) при использовании среды 
iLYM снижало частоту ложноотрицательных результатов до 0–3%. Все тестируе-
мые микроорганизмы, кроме Cutibacterium acnes, были полностью детектированы 
в течение ≤ 28 ч; для C. acnes время инкубации составило около 134 ч.
ВЫВОДЫ. Альтернативный метод BacT/ALERT 3D Dual T превосходит традици-
онную фармакопейную методику по чувствительности, воспроизводимости 
и скорости анализа. Ложноотрицательные результаты при выявлении плесне-
вых грибов на среде SA достигали 70%, но показана возможность их практиче-
ски полного устранения при использовании аэрированной среды iLYM. Полный 
спектр тест-микроорганизмов достоверно выявляется за 7 сут обеими методи-
ками, при этом время обнаружения контаминации с использованием альтер-
нативной методики снижается на 0,38–2,4 сут. Объем пробы 0,5 мл в системе 
BacT/ALERT обеспечивает эффективное выявление контаминантов, что вдвое 
снижает расход ВТЛП по сравнению с фармакопейным методом (1,0 мл).

Ключевые слова: высокотехнологичные лекарственные препараты; контроль стерильности; альтернативные 
микробиологические методы; BacT/ALERT
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INTRODUCTION. Sterility testing of advanced therapy medicinal products (ATMP) 
implies several challenges, including limited volume of available sample, product 
sensitivity to test conditions, and short shelf life. Classical pharmacopoeial test 
methods often fail to confirm sterility in a timely and reliable manner. The resulting 
drug availability for patients is reduced, as well as the opportunity for fast treat-
ment with high-quality medicines. Faster alternative microbiological methods that 
reflect ATMP specificity of advanced therapy medicinal products can speed up and 
enhance sterility control.
AIM. This study aimed to optimise ATMP sterility control using colorimetric carbon 
dioxide detection.
MATERIALS AND METHODS. We used an experimental sample of an ATMP as 
the test object. We challenged the system with the following test strains: Bacillus 
subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 
6538, Clostridium sporogenes ATCC 19404, Cutibacterium acnes (Propionibacterium 
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acnes) NCTC 737, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, 
Aspergillus fumigatus VKPM F-62, Aspergillus terreus VKPM F-1269, Penicillium 
chrysogenum VKPM F-3. We used SA, SN, and iLYM bottles with pharmacopoeial 
growth media: modified tryptic soy broth for the BacT/ALERT 3D Dual T system, 
tryptic soy broth, and fluid thioglycollate medium in test tubes designed for ster-
ility testing using direct inoculation. All manipulations took place in a Purifier 
Logic A2 laminar flow cabinet, with BacT/ALERT 3D Dual T system to automatic-
ally monitor cultures, detect contamination, and record microbial growth curves. 
We prepared artificially contaminated samples by adding 3 CFU/mL of each test 
strain. We inoculated 0.1, 0.5, and 1.0 mL sample volumes into appropriate media, 
performing 20 replicates for each condition. Growth media included both pharma-
copoeial (tryptic soy broth, fluid thioglycollate) ones and modified media for BacT/
ALERT (SA, SN, iLYM). We incubated the direct inoculation samples for 14 days. In 
the BacT/ALERT system, we ran a 7-day incubation with continuous monitoring at 
32.5±2.5 °C for bacteria and 22.5±2.5 °C for fungi. We evaluated direct inoculation 
results visually and assessed BacT/ALERT results based on CO2 growth curves (al-
ternative method).
RESULTS. The BacT/ALERT 3D Dual T system detected ≥80% of aerobic and an-
aerobic bacteria and ≥90 % of yeasts and molds at 0.5 mL sample volume using 
pre-aerated iLYM medium. In contrast, direct inoculation required 1.0 mL to reach 
similar detection levels. BacT/ALERT reduced the time to contamination detection 
by 0.38–2.4 days compared to direct inoculation, while identifying all test strains 
except Candida albicans that showed similar detectability in both methods. When 
using SA medium, false-negative results for molds made 13–70 % of cases, depend-
ing on the strain. Short-time iLYM aerating for 5–7 s before incubation reduced false 
negatives to 0–3 %. We successfully detected all tested microorganisms within 28 h, 
except for Cutibacterium acnes, which required up to 134 h.
CONCLUSIONS. The BacT/ALERT 3D Dual T system delivers higher sensitivity, repro-
ducibility, and faster detection compared to traditional pharmacopoeial methods. 
False negative results for mold fungi in SA medium were as high as 70%. However, 
they can be significantly reduced using aerated iLYM medium. Both methods reli-
ably detect all test organisms within 7 days, but alternative BacT/ALERT achieves 
detection 0.38–2.4 days sooner. Using a 0.5 mL sample volume with BacT/ALERT 
effectively detects contamination and reduces product use by half compared to 
pharmacopoeial testing (1.0 mL).

Keywords: advanced therapy medicinal products; ATMP; sterility testing; alternative microbiological methods; 
BacT/ALERT
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка высокотехнологичных лекарствен-
ных препаратов (ВТЛП) сопряжена с применени-
ем сложных биоинженерных платформ, включая 
гены и клеточные системы, моноклональные ан-
титела, использование РНК-интерференционных 
подходов, рекомбинантные технологии и нано-
технологии, что принципиально отличает данный 
класс препаратов от традиционных лекарствен-
ных препаратов [1].

ВТЛП характеризуются выраженной биологи-
ческой активностью, имеют сложную структуру, 
как правило, неустойчивы к физико-химическим 

воздействиям. Эти особенности определяют по-
вышенные требования к качеству ВТЛП. Одним 
из критически значимых параметров являет-
ся их стерильность, поскольку наличие даже 
единичных микроорганизмов может повлечь 
тяжелые последствия для пациента, особенно 
в условиях парентерального введения, имму-
носупрессии или иммунодефицита — состояни-
ях, при которых часто используются ВТЛП [2].

Контроль стерильности ВТЛП может быть со-
пряжен с рядом методологических трудно-
стей. Компоненты препаратов (стабилизато-
ры, антибиотики, сурфактанты, консерванты 
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и другие вспомогательные вещества) могут 
проявлять выраженное ингибирующее дей-
ствие на рост микроорганизмов, детектиру-
емых стандартными методиками контроля 
стерильности, что приводит к получению лож-
ноотрицательных результатов и снижению 
достоверности контроля [3]. При использо-
вании метода мембранной фильтрации воз-
можна закупорка пор мембран и нарушение 
фильтрации в целом из-за высокой вязкости 
препарата, пенообразования, наличия бел-
ковых агрегатов. Кроме того, ВТЛП могут быть 
контаминированы специфическими микроор-
ганизмами, что вызовет необходимость кор-
рекции условий инкубации.

Состав ВТЛП (живые клетки, рекомбинантные 
белки, генно-инженерные конструкции и дру-
гие потенциально нестабильные компоненты) 
определяет ограничение срока их хранения1. 
Это, в свою очередь, требует сокращения време-
ни проведения обязательных испытаний каче-
ства, в том числе подтверждения стерильности. 
Однако классическая фармакопейная методи-
ка, основанная на фиксации роста микроорга-
низмов, предусматривает инкубацию образцов 
не менее 14 сут [4], что делает невозможным 
быстрое принятие решений о выпуске серии 
и требует совершенствования подходов.

ВТЛП могут использоваться в рамках персона-
лизированной терапии как препараты, предна-
значенные для индивидуального применения, 
в малых объемах [5]. Это означает, что коли-
чество доступного для испытаний материала 
строго ограничено, а потеря даже небольшого 
объема может критично сказаться на обеспече-
нии пациента необходимой терапией2.

Одним из возможных решений описанных 
проблем является разработка альтернативных 
микробиологических методов, учитывающих 
специфику ВТЛП, позволяющих сократить сро-
ки анализа по показателю «Стерильность», сни-
зить необходимый объем исследуемой пробы 
и при этом сохранить высокую чувствительность 
и надежность микробиологического контроля3.

Цель работы  — оптимизация методики контро-
ля стерильности высокотехнологичных лекар-
ственных препаратов методом колориметриче-
ского определения углекислого газа.

Задачами исследования являются:
•	 анализ данных научной литературы, фар-

макопейной и нормативной документации 
для оценки перспективности применения 
альтернативного микробиологического ме-
тода колориметрического определения угле-
кислого газа в питательной среде для контро-
ля стерильности ВТЛП;

•	 сравнительный анализ питательных сред 
и оценка вероятности возникновения ложно-
отрицательных результатов, с особым внима-
нием к возможности выявления контамина-
ции ВТЛП плесневыми грибами;

•	 определение сроков инкубации, необходи-
мых для обнаружения микробной контами-
нации ВТЛП;

•	 определение минимального объема образ-
ца, достаточного для достоверной детекции 
контаминантов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. В качестве объекта исследования 
был использован экспериментальный образец 
генотерапевтического ВТЛП. Тест-штаммы ми-
кроорганизмов и условия инкубации приведены 
в таблице 1.

Питательные среды:
•	 SA, SN и iLYM (bioMerieux SA, Франция, 

кат.  №  259789; 259790; 259788)  — флаконы 
с модифицированными средами на осно-
ве триптиказо-соевого бульона для при-
бора BacT/ALERT 3D Dual  T (bioMerieux SA, 
Франция);

•	 триптиказо-соевый бульон (Tryptic Soy Broth, 
TSB, bioMerieux SA, Франция, кат.  №  42100) 
и жидкая тиогликолевая среда (Fluid 
Thioglycollate Medium, FTM, bioMerieux SA, 
Франция, кат.  №  42018)  — пробирки с фар-
макопейными питательными средами, преду-
смотренными для проведения испытания 
по показателю «Стерильность» методом пря-
мого посева4.

Методы. В соответствии с требования-
ми Европейской фармакопеи и Фармакопеи 
США5 при контроле стерильности ВТЛП наряду 
с классическими методами  — прямым посевом 
и мембранной фильтрацией — допускается при-
менение альтернативных методик, включая ав-
томатизированные системы, обеспечивающие 

1	 2.6.27. Microbiological examination of cell-based preparations. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021.
2	 Федеральный закон от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств».
3	 2.6.27. Microbiological examination of cell-based preparations. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021.
4	 ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
5	 2.6.27. Microbiological examination of cell-based preparations. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021.
	 〈1046〉 Cell-based advanced therapies and tissue-based products. United State Pharmacopeia. 47–NF42. 2024.
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Таблица 1. Условия методик контроля стерильности образцов

Table 1. Test conditions of sample sterility

Название микроорганизма, номер штамма
Microorganism, strain number

Питательные среды
Nutrient media

Температура инкубации, °С
Incubation temperature, °С

Аэробные бактерии
Aerobic bacteria

Bacillus subtilis ATCC 6633

SA, FTM 32,5±2,5Pseudomonas aeruginosa ATСС 9027

Staphylococcus aureus ATCC 6538

Анаэробные бактерии
Anaerobic bacteria

Clostridium sporogenes ATCC 19404
SN, FTM 32,5±2,5

Cutibacterium acnes (Propionibacterium acnes) NCTC 737

Дрожжевые грибы
Yeast

Candida albicans АТСС 10231 iLYM, TSB 22,5±2,5

Плесневые грибы
Mold

Aspergillus brasiliensis АТСС 16404

iLYM, SA, TSB 22,5±2,5
Aspergillus fumigatus ВКПМ F-62

Aspergillus terreus ВКПМ F-1269

Penicillium chrysogenum ВКПМ F-3
Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

эквивалентную чувствительность и воспроизво-
димость. В настоящее время не существует уни-
версального альтернативного подхода к оценке 
стерильности лекарственных средств, что обу-
словливает необходимость подбора альтерна-
тивного микробиологического метода с учетом 
специфики каждого анализируемого препарата6. 
При выборе метода учитывают физико-химиче-
ские свойства исследуемого образца, возмож-
ность фильтрации, наличие антимикробного 
действия, а также другие свойства препарата, 
способные повлиять на достоверность и вос-
производимость результатов.

Проведена сравнительная оценка методов, 
применимых для контроля стерильности ВТЛП: 
классического фармакопейного метода прямого 
посева и альтернативной методики, основанной 
на колориметрическом определении углекисло-
го газа (CO2), продуцируемого в процессе микро-
биального метаболизма [6].

Культуры микроорганизмов, инкубированные  
в течение 24 ч на скошенных агаризованных 
питательных средах, смывали стерильным 
0,9% раствором натрия хлорида. Полученные 

суспензии стандартизировали с использовани-
ем международного стандарта мутности ВОЗ 
10  МЕ. В работе использовали суспензии ко-
нидий плесневых грибов и спор Bacillus subtilis 
с заранее установленной концентрацией клеток.

Путем последовательных разведений получали 
взвеси тест-штаммов с теоретической концентра-
цией 30 КОЕ/мл. Фактическое содержание клеток 
в суспензии подтверждали путем поверхностного 
посева на соответствующие агаризованные пи-
тательные среды (триптиказо-соевый агар и агар 
Сабуро с декстрозой и хлорамфениколом, HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited, Индия, кат. № M290-500G, 
M1067-500G). Отклонение фактического значения 
от теоретического составляло не более 8,3%.

При подтверждении оптимального количества 
ВТЛП и времени инкубации посевов для анали-
за стерильности в асептических условиях лами-
нарного шкафа Purifier Logic A2 (Labconco, США) 
в пробирки и флаконы с подходящими питатель-
ными средами вносили в двадцатикратной по-
вторности по 0,1; 0,5 и 1,0 мл контаминирован-
ных тест-штаммами образцов ВТЛП, при этом 
концентрация клеток составляла ~3  КОЕ/мл. 

6	 5.1.6. Alternative methods for control of microbiological quality. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021.
	 〈1223〉 Validation of alternative microbiological methods. United State Pharmacopeia. 47–NF42. 2024. 
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На данном этапе исследования использова-
ли 5 видов аэробных и анаэробных бактерий 
(B.  subtilis, P.  aeruginosa, S.  aureus, C.  sporogenes, 
C. acnes) и 2 вида дрожжевых и плесневых гри-
бов (C.  albicans, A.  brasiliensis). Пробирки ин-
кубировали в термостатах в течение 14  сут. 
Инокулированные флаконы помещали в инкуба-
ционный модуль прибора BacT/ALERT 3D Dual T 
и культивировали 7 сут. Наблюдение и учет ре-
зультатов проводили ежедневно, просматривая 
пробирки в проходящем свете. При наличии 
помутнения питательной среды, образования 
пленки или появлении осадка фиксировали на-
личие роста микроорганизмов. Автоматический 
мониторинг с детекцией контаминированных 
флаконов и построением кривых роста ми-
кроорганизмов проводили с использованием 
системы BacT/ALERT 3D Dual T.

Правильность методики оценивали как долю 
обнаружения контаминированных образцов 
(К, %), выраженную в виде отношения числа 
положительных проб к истинному (фактиче-
скому) количеству инокулированных образцов. 
Правильность методики считали приемлемой, 
если доля обнаружения контаминированных об-
разцов составляла не менее 70% от установлен-
ного фактического значения7.

Оценка и интерпретация ключевых валидацион-
ных характеристик методики, включая предел 
обнаружения (LOD50), правильность и преци-
зионность, отражающих возможность детекти-
ровать микроорганизмы с уровнем чувствитель-
ности и воспроизводимости, не уступающим 
фармакопейному методу прямого посева, были 
описаны ранее [6].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Применимость метода контроля стерильности 
лекарственных препаратов путем колоримет-
рического определения СО2. Альтернативный ме-
тод определения стерильности представляет 
собой микробиологическую методику, предна-
значенную для выявления контаминантной ми-
крофлоры в различных типах лекарственных 
препаратов, отличающуюся от классического 
фармакопейного подхода по ряду технологиче-
ских и методологических параметров — включая 
способ проведения анализа, тип применяемого 
оборудования, используемые питательные сре-
ды, а также продолжительность исследования [7].  

Такие методики разрабатываются с целью повы-
шения чувствительности, специфичности, вос-
производимости и оперативности получения 
аналитических данных по сравнению с традици-
онными фармакопейными методами [7, 8]. В ряде 
случаев альтернативные методики реализуются 
в автоматизированных форматах, что обеспечи-
вает регистрацию, обработку и предоставление 
результатов в виде стандартизированного отчета 
по проведенному исследованию.

В 2000 г. Американской ассоциацией по парен-
теральным лекарственным средствам (Parenteral 
Drug Association, PDA) был выпущен первый офи-
циальный документ, регламентирующий прин-
ципы оценки, валидации и внедрения альтерна-
тивных микробиологических методик8. В 2006  г. 
Центром по оценке и исследованию биологи-
ческих препаратов (Center for Drug Evaluation 
and Research, CDER) Управления по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарственных 
средств (Food and Drug Administration, FDA) была 
опубликована статья, посвященная примене-
нию ускоренных микробиологических методов, 
в которой авторы продемонстрировали преиму-
щества новых подходов по сравнению с фар-
макопейными  — в первую очередь по скорости 
получения результата и точности при контроле 
качества лекарственных средств [9].

В Европейской фармакопее9 все альтернатив-
ные микробиологические методики разделены 
на 3 типа:
•	 основанные на росте клетки (позволяют об-

наружить жизнеспособные микроорганизмы 
после короткого инкубационного периода 
в жидких или на плотных модифицирован-
ных питательных средах);

•	 прямого определения/подсчета (позволя-
ют обнаружить жизнеспособные клетки 
без культивирования микроорганизмов);

•	 компонентный анализ клетки (например, ам-
плификация ДНК или РНК с помощью поли-
меразной цепной реакции).

Некоторые альтернативные методики сочета-
ют фармакопейные и альтернативные подходы 
к анализу стерильности.

Близкой к традиционным методам испытания 
является методика, основанная на способно-
сти микроорганизмов к росту с выделением 
СО2 и возможности его обнаружения в среде 

7	 ОФС.1.1.0021.18 Валидация микробиологических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 1. М.; 2018. 

8	 Validation of growth-based rapid microbiological methods for sterility testing of cellular and gene therapy products. Guidance 
for industry. FDA, CDER; 2008. 

9	 5.1.6. Alternative methods for control of microbiological quality. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021. 
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культивирования. Одним из ключевых досто-
инств этой методики является высокая чувстви-
тельность, что позволяет фиксировать ми-
нимальные концентрации СО2, выделяемого 
на ранних стадиях роста микроорганизмов. 
В отличие от фармакопейного метода, предпо-
лагающего визуальную оценку прозрачности 
среды, колориметрическая методика основа-
на на регистрации изменений pH питательной 
среды вследствие растворения образовавшего-
ся CO2, что сопровождается изменением цвета 
встроенного во флакон индикатора.

В результате метаболической активности аэроб-
ные и анаэробные микроорганизмы, включая 
дрожжевые и плесневые грибы, при инкубации 
в соответствующих жидких питательных сре-
дах выделяют CO2. Кумулятивная концентрация 
CO2 и изменение кислотности среды в герме-
тично закрытых инкубационных флаконах кор-
релирует с уровнем микробной контаминации 
и может быть детектирована с использовани-
ем специализированных сенсорных систем [6]. 
Непрерывный автоматизированный монито-
ринг (с интервалом измерений около 10–15 мин) 
и автоматизация построения кривых роста ми-
кроорганизмов позволяют исключить влияние 
человеческого фактора. Еще одним важным 
преимуществом является существенное сокра-
щение времени анализа  — при использовании 
колориметрических систем регистрация сигна-
ла возможна уже через 24–120 ч в зависимости 
от вида оборудования и типа микроорганизмов, 
в то время как фармакопейные методы требуют 
инкубации продолжительностью до 14 сут10.

Данный принцип реализован, в частности, в ав-
томатизированной системе микробиологическо-
го контроля BacT/ALERT 3D Dual T (bioMerieux 
SA, Франция), позволяющей проводить непре-
рывный мониторинг роста микроорганизмов 
по уровню продуцируемого CO2. BacT/ALERT 3D 
Dual T представляет собой высокотехнологич-
ную платформу, обеспечивающую инкубацию 
флаконов с тестируемыми образцами в специ-
ализированных модулях с одновременным их 
покачиванием, что способствует оптимизации 
условий для микробного роста. Одновременно 
осуществляется непрерывный мониторинг оп-
тических изменений, регистрируемых цвето-
изменяющимися сенсорами, отражающими 
метаболическую активность микроорганизмов. 

Анализатор характеризуется высокой пропуск-
ной способностью: до 240 флаконов могут ин-
кубироваться и анализироваться параллель-
но в автоматическом режиме. На территории 
Российской Федерации и в других странах дан-
ный прибор широко используется для контроля 
стерильности гемопрепаратов, а также других 
стерильных биологических жидкостей, включая 
ликвор, лимфу и синовиальную жидкость [10]. 
Результаты многих исследований подтвержда-
ют, что система позволяет выявить присутствие 
в том числе и медленнорастущих микроорга-
низмов в течение сравнительно короткого пери-
ода времени — от 24 до 72 ч [11]. В соответствии 
с требованиями Европейской фармакопеи инку-
бация флаконов с отсутствием признаков роста 
продолжается вплоть до 7 сут11, что обеспечи-
вает необходимую чувствительность и соответ-
ствие нормативным стандартам.

В 2010 г. исследовательская группа под руко-
водством C.  Mastronardi выполнила комплекс-
ную валидационную оценку функциональных 
характеристик системы BacT/ALERT, в ходе кото-
рой было установлено, что все целенаправленно 
внесенные в образцы аэробные и анаэробные 
микроорганизмы были обнаружены в течение 
28 ч, за исключением Propionibacterium acnes 
(Cutibacterium acnes), инкубация которых до мо-
мента выявления составила около 134 ч [12]. 
Авторами данной работы ранее было проведе-
но валидационное исследование, подтвердив-
шее применимость альтернативной методики, 
реализованной в системе BacT/ALERT 3D Dual T, 
для анализа стерильности различных групп ле-
карственных средств, включая субстанции, 
биотехнологические, биологические ЛП, био-
медицинские клеточные продукты и высокотех-
нологичные лекарственные средства12 [13–15].

Питательные среды в контроле стерильности 
методом определения СО2. Фармакопейные ме-
тоды определения стерильности традиционно 
основываются на применении двух стандарт-
ных жидких питательных сред  — триптика-
зо-соевого бульона и жидкой тиогликолевой 
среды, обеспечивающих рост аэробных и ана-
эробных микроорганизмов соответственно13. 
Однако корректировка условий выполнения 
методик в части используемых питательных 
сред остается важным направлением ми-
кробиологической практики. Были созданы 

10	ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018. 
11	5.1.6. Alternative methods for control of microbiological quality. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021.
12	Рощина МВ. Применение альтернативных микробиологических методов для испытания стерильности лекарственных пре-

паратов: автореф. дис. … канд. фарм. наук. М.; 2018. 
13	ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
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модифицированные среды, рецептурный со-
став которых изменен с целью их адаптации 
под специфические задачи (например, созда-
ние анаэробной среды и др.) и требования 
к чувствительности, селективности и вос-
производимости методики [15].

TSB и FTM предназначены для выявления стан-
дартного набора тест-штаммов, рекомендован-
ных фармакопеями (например, S. aureus, B. subtilis, 
C. albicans и др.). Однако в случае медленнорас-
тущих бактерий (например, Cutibacterium acnes), 
поврежденных микроорганизмов, дрожжевых 
и плесневых грибов с длительным периодом 
латентности может потребоваться до 9–14  сут 
инкубации при строгом анаэробиозе [16], 
что неприемлемо для потенциально нестабиль-
ных ВТЛП, требующих быстрого выпуска и при-
менения.

Значимой проблемой при использовании ав-
томатизированных систем является оценка 
возможности получения ложноотрицательных 
результатов [17]. Их недооценка может по-
влечь за собой искажение результатов испыта-
ний. При использовании питательной среды SA 
для детекции плесневых грибов было зафикси-
ровано от 13 до 70% ложноотрицательных ре-
зультатов в зависимости от вида исследуемых 
микроорганизмов. На рисунке 1 видна локали-
зованная микробиальная колонизация в при-
горловом участке флаконов iLYM и одиночные 
микромицетные включения сферической фор-
мы, свободно плавающие в питательной сре-
де SA. Это свидетельствует о том, что система 

не регистрировала рост, несмотря на его визу-
альное наличие во флаконах. В ходе оценки ро-
стовых характеристик питательной среды iLYM 
было установлено, что кратковременная аэра-
ция флакона с помощью стерильной полой иглы 
в течение 5–7 с позволяет существенно умень-
шить частоту ложноотрицательных результатов 
(табл. 2).

При проведении испытаний с использованием 
питательных сред TSB и FTM случаев получе-
ния ложноотрицательных результатов не вы-
явлено, так как детекцию микробного роста 
осуществляли визуально, а при возникнове-
нии сомнений в интерпретации признаков по-
мутнения или осадка выполняли пересев ис-
следуемых образцов на питательные среды, 
рекомендованные ведущими фармакопеями 
для выявления бактерий и дрожжевых и плес-
невых грибов. Применение данного подтвер-
ждающего этапа обеспечивало достоверность 
полученных результатов. Использование пита-
тельных сред SA и SN для выявления аэробных 
и анаэробных бактерий соответственно не со-
провождалось получением ложноотрицатель-
ных результатов, что указывает на достаточную 
чувствительность и пригодность данных сред 
для контроля в соответствии с установленны-
ми требованиями [13]. При применении пита-
тельных сред SA и iLYM для выявления Candida 
albicans ложноотрицательные результаты не за-
фиксированы, различия во времени детекции 
между средами не достигали статистической 
значимости (p>0,05).

Фотография выполнена авторами / The photo is taken by the authors

Рис. 1. Флаконы с выявленными ложноотрицательными результатами определения плесневых грибов. Зеленая крышка — сре-
да iLYM без аэрации; синяя крышка — среда SA; ложноотрицательные результаты отмечены красным

Fig. 1. Bottles with false negative results of mold detection. Green cap, iLYM medium non aerated; blue cap, SA medium; false negative 
results are marked in red
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Продолжительность инкубации. Согласно пред-
писаниям большинства ведущих фармакопей14, 
вне зависимости от применяемой методики (пря-
мой посев, мембранная фильтрация) продолжи-
тельность инкубации при проведении анализа 
стерильности должна составлять не менее 14 сут. 
Исключение представляет Индийская фармако-
пея15, допускающая сокращение инкубационно-
го периода до 7  сут в случае анализа лекар-
ственных препаратов, подвергшихся финишной 
стерилизации. Кроме того, Европейская фарма-
копея предусматривает возможность сокраще-
ния срока инкубации до 7 сут для отдельных 
категорий лекарственных средств при примене-
нии альтернативных подходов к определению 
стерильности при условии демонстрации экви-
валентной чувствительности метода и его соот-
ветствующей валидации16.

Современные требования Надлежащей произ-
водственной практики (Good Manufacturing 
Practice, GMP)17 и Управления рисками при обес-
печении качества (Quality Risk Management, 
QRM, ICH Q9)18 предполагают соответствие 
применяемых аналитических стратегий уров-
ню рисков, присущих конкретному продукту. 
Для ВТЛП, особенно нестабильных или исполь-
зуемых при неотложных состояниях пациентов, 
применение альтернативных валидированных 
методов микробиологического анализа с со-
кращенным временем получения результата  — 
не только допустимая, но и рекомендованная 

практика, отражающая принцип «контроль, ори-
ентированный на продукт».

Авторами было проведено сравнение времени 
детекции микроорганизмов, внесенных в ВТЛП, 
в рамках анализа их стерильности при исполь-
зовании традиционной и альтернативной мето-
дик (рис.  2). Полный спектр контаминирующих 
ВТЛП микроорганизмов может быть обнаружен 
в течение 7 сут инкубации вне зависимости 
от используемого для анализа объема образ-
ца. При использовании автоматизированной 
системы BacT/ALERT 3D Dual T время выявле-
ния микробной контаминации (за исключением 
C. albicans) сокращается на 0,38–2,4 сут по срав-
нению с традиционным методом прямого посе-
ва, что согласуется с литературными данными 
[18]. При варьировании объемов ВТЛП время 
детекции контаминации альтернативной мето-
дикой не изменяется, различия между группами 
не достигают уровня статистической значимо-
сти (p>0,05).

Объем образца. Одним из ключевых факторов, 
влияющих на получение достоверных результа-
тов анализа стерильности, является объем ис-
следуемого образца. Снижение объема пробы 
ВТЛП при проведении испытаний  — это крити-
чески важный аспект, имеющий большое прак-
тическое значение. Большинство ВТЛП произ-
водятся малыми партиями, часто в условиях 
персонализированной или экспериментальной 

Таблица 2. Количество ложноотрицательных результатов при определении плесневых грибов с помощью системы BacT/ALERT 
3D Dual T 

Table 2. The number of false negative results of mold determination using the BacT/ALERT 3D Dual T system 

Название микроорганизма
Microorganism

Ложноотрицательные результаты при применении питательных сред, %
False-negative results for growth media, %

SA iLYM без аэрации
iLYM not aerated

iLYM с аэрацией
iLYM aerated

Aspergillus brasiliensis 27 17 0

Aspergillus fumigatus 68 14 0

Aspergillus terreus 13 12 0

Penicillium chrysogenum 70 33 3

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

14	ОФС.1.2.4.0003.15 Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
	 2.6.1. Sterility. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021.
	 〈71〉 Sterility Tests. United State Pharmacopeia. 47–NF42. 2024.
	 4.06. Sterility Test. Japanese Pharmacopoeia. XVIII ed. V. 1. Tokyo; 2021.
15	2.6.1. Test for Sterility. Indian Pharmacopoeia. V. 1. New Delhi; 2021.
16	2.6.27. Microbiological examination of cell-based preparations. European Pharmacopoeia. 11.0 ed. Strasbourg: EDQM; 2021. 
17	Current Good Manufacturing Practice (CGMP) Regulations. FDA; 2013.
18	 ICH guideline Q9 on quality risk management. EMA; 2015.
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терапии. Объем готовой продукции может быть 
ограничен миллилитрами, а стоимость — дости-
гать миллионов рублей за дозу [19]. Поэтому 
отбор даже нескольких миллилитров, необхо-
димых для классического микробиологическо-
го исследования, может существенно повлиять 
на доступность терапии для пациента.

ВТЛП часто выпускают в режиме «точно в срок» 
строго для лечения конкретного пациента. 
Повторный отбор той же серии невозможен из-за 
нестабильности действующего вещества, биоло-
гических ограничений (модифицированные клет-
ки теряют жизнеспособность), индивидуального 
характера терапии (например, аутологичный 
клеточный продукт). Соответственно, снижение 
объема пробы для анализа критично для обеспе-
чения сохранности терапевтической дозы.

В связи с вышесказанным было проведено ис-
следование, позволяющее экспериментально 
установить минимальное количество ВТЛП, ко-
торое позволяет обнаружить микроорганизмы 
в исследуемом образце (табл. 3).

Оптимальный объем пробы ВТЛП, обеспечи-
вающий надежную детекцию микроорганиз-
мов при использовании фармакопейных пи-
тательных сред, составляет 1,0 мл на каждую 
среду. В то же время при применении автома-
тизированной системы BacT/ALERT 3D Dual  T 
эффективным для посева объемом образца 
на каждую из сред является 0,5  мл (табл. 3). 

Данные результаты демонстрируют высокую 
чувствительность и эффективность автомати-
зированной системы при меньшем расходе ис-
следуемого образца, что особенно актуально 
при контроле качества дорогостоящих и огра-
ниченных по объему ВТЛП.

ВЫВОДЫ
1.  Колориметрическое определение углекисло-
го газа в питательной среде с использованием 
системы BacT/ALERT 3D Dual T характеризуется 
более высокой чувствительностью, скоростью 
выполнения анализа и воспроизводимостью ре-
зультатов по сравнению с традиционной фарма-
копейной методикой, что позволяет считать ука-
занный метод перспективным для определения 
стерильности ВТЛП.

2.  При использовании стандартных фармако-
пейных сред (TSB и FTM), а также модифици-
рованных сред SA и SN при детекции аэробных 
и анаэробных бактерий из ВТЛП ложноотрица-
тельные результаты не были зафиксированы, то-
гда как при выявлении плесневых грибов на пи-
тательной среде SA их количество составило 
от 15 до 70%. Применение питательной среды 
iLYM при условии ее кратковременной аэрации 
устраняло данное ограничение автоматизиро-
ванной системы, значительно повышая надеж-
ность альтернативного метода.

3.  Достоверно выявить полный спектр потен-
циальных контаминантов с помощью альтер-
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Рис. 2. Медиана времени выявления микроорганизмов, контаминирующих пробы высокотехнологичного лекарственного препа-
рата разного объема, с применением фармакопейной и альтернативной методик

Fig. 2. Median time of microorganism contamination detection of advanced therapy medicinal product in different volumes using 
pharmacopoeial and alternative methods
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нативной методики колориметрического опре-
деления концентрации СО2 с использованием 
модифицированных питательных сред возмож-
но на 0,38–2,4 сут быстрее, что оптимизирует 
контроль качества ВТЛП.

4.  Для определения стерильности изучаемо-
го ВТЛП альтернативным методом минимально 
необходимым количеством образца при внесе-
нии в каждую питательную среду является про-
ба объемом 0,5 мл.
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