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РЕЗЮМЕ
Стандартные методы обнаружения и количественного определения бактерий и грибов из лекарственных средств (ЛС) не 

подходят для быстрой оценки (менее 24 ч) и выделения поврежденных или находящихся в некультивируемом состоянии микро-
организмов. Рассмотрены альтернативные методы прямого определения микробных клеток в образце при помощи флюорес-
центного окрашивания, ключевого этапа, например таких современных технологий, как микроскопия, проточная и твердофаз-
ная цитометрия, не имеющих в настоящее время широкого применения в практике фармацевтического анализа из-за методиче-
ских сложностей. Описаны широко используемые в научно-исследовательских и практических целях различные флюорохромы, 
особенности и ограничения их применения, проведен обзор физиологических и таксономических флюоресцентных красителей. 
Подчеркиваются значимость и перспективность флюоресцентного окрашивания исследуемых образцов в сочетании с современ-
ными развивающимися технологиями, делается вывод о том, что применение различных флюорофоров на практике требует 
тщательного подбора условий, разработки и валидации методик проведения анализа.

Ключевые слова: фармацевтический анализ, определение микроорганизмов, флюоресцентное окрашивание, флюорохром.

Для цитирования: Гунар О.В., Сахно Н.Г., Рощина М.В. Применение методов флюоресцентного окрашивания для определе-
ния микроорганизмов в фармацевтическом анализе. Фармация, 2019; 68 (8): 5–9. https://doi.org/10/29296/25419218-2019-08-01

USE OF FLUORESCENCE STAINING TECHNIQUE FOR IDENTIFICATION OF MICROORGANISMS IN PHARMACEUTICAL ANALYSIS
O.V. Gunar, N.G. Sakhno, M.V. Roshchina 
Research Center for Examination of Medical Products, Ministry of Health of the Russian Federation; 8, Petrovsky Boulevard, Build. 2, 
Moscow 127051, Russian Federation 

INFORMATION ABOUT THE AUTHORS 
Gunar Olga – Head of Laboratory of Microbiology of Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, Doctor of 

Pharmaceutical Sciences. Tel.: +7 (916) 342-89-01. E-mail: gunar@expmed.ru. https://orcid.org/0000-0002-4825-8356
Sakhno Nadezhda – Chief expert of Laboratory of Microbiology of Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, 

PhD. Tel.: +7 (916) 561-52-94. E-mail: nadine87@inbox.ru. https://orcid.org/0000-0003-1773-7423
Roshchina Marina – 1-st category Expert of Laboratory of Microbiology of Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal 

Products, PhD. Tel.: +7 (915) 484-00-23. E-mail: m.roshchina@mail.ru. https://orcid.org/0000-0001-5966-5822

SUMMARY
Standard techniques for the detection and quantification of bacteria and fungi from drugs are not adequate for rapid (less than 24 

hours) assessment of injured or uncultivated microorganisms and for their isolation. The paper considers alternative methods for the 
direct determination of microbial cells in a sample, by using fluorescence staining at the key stage, for example, up-to-date technologies, 
such as microscopy and flow and solid-phase cytometry, which have not currently found a wide utility in the practice of pharmaceutical 
analysis due to methodological problems. It describes different fluorochromes widely used for scientific and practical purposes, the 
specific features and limitations of their application and gives a review of physiological and taxonomic fluorescent dyes. Emphasis is 
placed on the importance and prospects of fluorescence staining of samples under study in combination with current developing 



Компетентное мнение

6 2019, т. 68, №8ФармацияФармация

Эталонным методом выделения и количе-
ственного определения жизнеспособных 

микроорганизмов из лекарственных средств (ЛС) 
является посев на питательные среды. Недоста-
ток данного способа – его продолжительность: 
для получения результата может потребоваться 
инкубация в течение 72 ч и более. В некоторых 
случаях такая продолжительность неприемле-
ма. Для обеспечения более быстрой оценки ко-
личества «жизнеспособных» микробных клеток 
в образце разработаны альтернативные мето-
ды прямого определения, которые подразумева-
ют обнаружение и подсчет флюоресцентно окра-
шенных микробных клеток. При этом наличие 
роста на питательной среде не требуется. Дан-
ный подход незаменим для выделения жизне-
способных, но поврежденных, прихотливых, на-
ходящихся в неактивном или некультивируемом 
состоянии микроорганизмов. К таким методи-
кам относятся проточная и твердофазная цито-
метрия (цитофлюориметрия), эпифлюоресцент-
ная микроскопия и др. [1–3]

Метод проточной цитометрии предназначен 
для качественного и количественного определе-
ния микроорганизмов в образцах ЛС, воды и др. 
Он позволяет фиксировать изменения в морфоло-
гии клеток, их жизнеспособности, физиологиче-
ской и метаболической активности. Данный ме-
тод позволяет проводить экспрессное изучение 
свойств отдельных клеток микроорганизмов даже 
в несинхронной культуре, т.е. в случае, когда чле-
ны популяции находятся в разных фазах роста [2]. 
Практическое применение данной технологии 
перспективно при определении эффективности 
противомикробных препаратов (антибиотиков, 
антимикотиков) [1–7]. Методом твердофазной ци-
тометрии можно выявлять и учитывать количе-
ство единичных клеток. Кроме того, он применя-
ется в фармацевтической промышленности для 
анализа воды и других фильтрующихся жидко-
стей, а также образцов микробиологического мо-
ниторинга [3, 8].

Несмотря на значительные успехи в разработ-
ке и экспериментальном изучении методов про-
точной и твердофазной цитометрии, в настоящее 
время они не нашли широкого применения в 

практике фармацевтического анализа. Этому пре-
пятствуют методические и экономические труд-
ности и др. [8]. Кроме того, оценка, проверка и ре-
ализация альтернативных микробиологических 
методов, как правило, представляет собой доро-
гостоящий и трудоемкий процесс [9].

Одной из систем, сочетающих в себе тради-
ционный метод мембранной фильтрации и флю-
оресцентное окрашивание микроколоний ми-
кроорганизмов, является «Milliflex® Quantum» 
(«Merck», Германия). Данная технология разрабо-
тана для быстрого количественного определения 
микроорганизмов в образцах, физико-химиче-
ские свойства которых позволяют проводить ис-
пытание методом мембранной фильтрации.

Временной диапазон определения тест-
штаммов микроорганизмов методом флюорес-
центного окрашивания зависит от вида опреде-
ляемого микроорганизма и составляет 12–24 ч 
[10]. Время обнаружения изолятов, выделенных 
из ЛС или производственной среды, может суще-
ственно отличаться от представленных результа-
тов [11].

Ключевой этап описанных технологий – 
окрашивание микроорганизмов, позволяющее 
производить учет жизнеспособных клеток неза-
висимо от их физиологического статуса и стадии 
клеточного цикла (учитываются вегетативные 
клетки, споры, покоящиеся и супрессирован-
ные). Для обработки объектов, не обладающих 
природной способностью люминесцировать, ис-
пользуют флюорохромы (флюорофоры), которые 
способны расходовать часть энергии поглощен-
ного света на флюоресценцию – излучение све-
та определенной длины волны при возвраще-
нии из возбужденного состояния в стабильное. 
При этом испускаемый свет отличается от по-
глощенного длиной волны и интенсивностью. 
В соответствии с правилом Стокса, длина вол-
ны испускаемого света больше, чем длина по-
глощаемого, поскольку при поглощении часть 
энергии рассеивается в виде тепла, а излучение 
света большей длины волны требует меньше 
энергии. Каждый флюорохром характеризует-
ся очень специфическим спектром поглощения 
и испускания, который определяют путем изме-

technologies; it is concluded that the application of different fluorophores requires careful selection of conditions and development and 
validation of procedures for analysis in practice.

Key words: pharmaceutical analysis; identification of microorganisms; fluorescence staining; fluorochrome. 
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рения относительной интенсивности флюорес-
ценции при определенной длине волны. Приме-
нение подходящего источника света и фильтров 
для различения коротковолнового возбуждения 
и длинноволнового излучения обеспечивает вы-
сокоселективные условия для визуализации от-
дельной флюоресцентной молекулы с низким 
уровнем интерференции [12–14]. 

Флюорохромы представляют собой красите-
ли (аурамин, корифосфин и др.), пигменты и их 
производные (хлорофилл, порфирины), а также 
некоторые алкалоиды (берберин) и др. К насто-
ящему времени синтезирован широкий спектр 
соединений, обеспечивающих флюоресценцию 
от ближнего ультрафиолета до 500 нм. Цвет флю-
оресценции малых органических красителей 
может значительно различаться. Характеристи-
ками красителя можно управлять, изменяя при-
роду функциональных групп, присоединенных 
к флюорофору [14]. Перечень красителей, пред-
назначенных для идентификации биомолекул, 
тканей и клеток, а также динамического опре-
деления изменений, происходящих в клетке (рН, 
Са2+, содержание кислорода и др.), непрерывно 
расширяется [15–18]. 

Новое поколение флюорохромов, обладаю-
щих определенными преимуществами по срав-
нению с такими традиционными органическими 
флюоресцентными красителями, как флюоресце-
ин, родамин и их производные, а также флюорес-
центными белками (фикоэритрином, зеленым 
флюоресцентным белком и др.), представля-
ют собой неорганические флюоресцентные на-
нокристаллы или квантовые точки [16–19]. Их 
применение в иммуногистохимии и проточной 
цитометрии обусловлено существенными пре-
имуществами по сравнению с органическими 
флюорохромами. Они поглощают свет в широком 
диапазоне – от ближнего ультрафиолета до даль-
ней красной области, тогда как их спектр испуска-
ния сравнительно узок и определяется размером 
частиц. В связи с этим различные нанокристаллы 
(например, частицы селенида кадмия), возбужда-
емые волнами одной и той же длины, флюоресци-
руют в диапазоне от голубой до ближней инфра-
красной области. Квантовые точки намного более 
фотостабильны, чем низкомолекулярные органи-
ческие флюорохромы, что дает возможность дли-
тельного наблюдения за флюоресцентной меткой 
в живых клетках и тканях. Однако, несмотря на 
это, реальная нестабильность флюоресценции де-
лает их малопригодными для количественных из-
мерений [20].

Квантовые точки представляют собой пер-
спективный класс соединений, однако их практи-
ческое применение в настоящее время затруднено 
по ряду причин: из-за отсутствия стандартизации, 
что вызывает значительную вариабельность раз-
мера, состава и характеристик; сравнительно не-
большой панели коммерчески доступных кванто-
вых точек; преципитации конъюгатов в водных 
растворах; высокой стоимости по сравнению с 
органическими флюорохромами и др. [18].

Различают несколько видов окрашивания: 
неспецифическое, которое обеспечивается эндо-
ферментами, универсальными для всех микроор-
ганизмов, и специфическое, позволяющее окра-
шивать отдельные виды микроорганизмов. Это 
обеспечивается за счет использования специфиче-
ских эндоферментов, ДНК-последовательностей, 
антител и др.

Среди наиболее часто применяемых флюо-
рохромов выделяются: флюоресцеина изотиоци-
онат (FITC), фикоэритрин (PE, RD1), перидинин-
хлорофилл протеин (Per-CP), алофикоцианин 
(APC), а также тандемные красители (фикоэри-
трины Cy5 и Cy7) [21].

Для цитометрических исследований использу-
ют этидиум бромид, пропидиум йодид, нильский 
красный, тинопал CBS-X, родамин 123 и др. [22]. 
Для проведения флюоресцентной микроскопии 
могут быть использованы такие соединения, как 
4´,6-диамино-2-фенилиндол (DAPI), акридиновый 
оранжевый, а также такие окислительно-восста-
новительные красители, в частности 5-циано-2,3-
дитолилтетразолиум хлорид (CTC).

Краситель Chem Chrome V6 (ранее 
ChemChrome B или V3) содержит карбокси-ФДА, 
производное флюоресцеина диацетата (ФДА), не-
флюоресцирующее соединение, которое диссоци-
ирует с образованием интенсивно зеленого флюо-
ресцирующего вещества (карбоксифлюоресцеин). 
В сочетании с соответствующим буфером (Chem 
Sol B12) это соединение сохраняется только в 
клетках с неповрежденной цитоплазматической 
мембраной. Так как краситель вытекает из мерт-
вых клеток из-за их повреждения мембран, окра-
шивания не происходит. Таким образом, Chem 
Chrome V6 выполняет функцию индикатора фер-
ментативной активности и целостности клеточ-
ных мембран [22].

Флюоресцентные красители подразделяют-
ся на физиологические и таксономические [17]. 
Физиологические красители связываются с опре-
деленными молекулами в клетке или являются 
маркерами метаболической активности (напри-
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мер, активности ферментов и мембранного по-
тенциала). Подобные пробы неспецифические, 
т.е. их действие не зависит от вида микроорганиз-
ма. В зависимости от того, обладает ли флюорох-
ром способностью проникать через клеточную 
мембрану, он будет окрашивать жизнеспособные 
и мертвые клетки или только мертвые клетки. 
К так называемым «витальным» красителям, по-
зволяющим различить «живые» и «мертвые» клет-
ки, относится, например, акридиновый оран-
жевый. Разделение основывается на том, что в 
нежизнеспособных клетках нуклеиновые кисло-
ты, которые составляют основную мишень акри-
динового оранжевого, быстро деградируют. «Жи-
вые» клетки становятся зелеными, в то время как 
«мертвые» клетки окрашиваются в красный или 
оранжевый цвет.

В случае экспоненциально растущих культур, 
как правило, наблюдается корреляция между ко-
личеством жизнеспособных клеток и значением, 
полученным путем прямого подсчета с помощью 
акридинового оранжевого. Еще один недостаток 
этих типов красителей заключается в том, что 
они обычно вводятся в клетки, зафиксированные 
формальдегидом или глутаральдегидом. Поэтому 
используемые фиксаторы могут оказывать влия-
ние на результат исследования.

Другие флюоресцентные красители, напри-
мер пропидиум йодид или этидиум бромид, в 
норме элиминируют из живых микроорганизмов 
с неповрежденными цитоплазматическими мем-
бранами, а их поглощение часто используется для 
индикации гибели клеток.

J.P. Diaper и С. Edwards [23] применя-
ли проточную цитометрию для определе-
ния жизнеспособных микроорганизмов 
различными красителями: производными флюо-
ресцеина диацетата (ФДА) (карбокси-ФДА, ацеток-
симетиловые эфиры 2,7-бис-(2-кар-боксиэтил)-
5(6)-карбоксифлюоресцеина и кальцеина), а так-
же Chem Chrome B. Ни один из красителей не 
оказался универсальным, однако было установ-
лено, что Chem Chrome B окрашивает наиболее 
широкий диапазон как грамположительных, так 
и грамотрицательных видов, в то время как про-
изводные ФДА в большей степени подходят для 
окраски грамположительных бактерий.

Р. Breeuwer et al. показали, что ФДА, а также 5- 
и 6-карбокси-ФДА обладают способностью прони-
кать в дрожжевые клетки Saccharomyces cerevisiae. 
Было выявлено, что накопление флюоресцеина 
наиболее вероятно связано с активностью эсте-
раз, поскольку скорость перемещения ФДА была 

выше, чем скорость гидролиза. Напротив, аккуму-
ляция карбоксифлюоресцеина ограничена более 
медленным перемещением карбокси-ФДА через 
клеточную оболочку. При этом наблюдалось эли-
минирование карбоксифлюоресцеина жизнеспо-
собных клеток [24].

Согласно некоторым данным, флюоресцеин 
может быть извлечен (или вытекать в случае не-
значительного повреждения мембраны) из бак-
териальных клеток, сохраняющих жизнеспо-
собность. Следует отметить, что проницаемость 
клеток может быть достигнута искусственно, на-
пример путем добавления органического рас-
творителя, нарушающего барьерные свойства 
мембраны. Так, например, 10М раствор этилен-
диамин-тетраацетата-5 (ЭДТА) связывает ионы 
кальция и магния и тем самым разрушает струк-
туру мембранных белков [25]. Напротив, процеду-
ра извлечения может приводить к тому, что непо-
врежденная клетка становится непроницаемой к 
красителю, который на самом деле обладает спо-
собностью проникать через нее [22].

G. Von Nebe-Caron и R.A. Badley различают ре-
продуктивные клетки, жизнеспособные клет-
ки (метаболически активные), неповрежденные 
клетки (сохраняющие целостность мембраны) и 
мертвые клетки, дискриминация которых хоро-
шо проиллюстрирована методом проточной ци-
тометрии с помощью разнообразных «коктейлей» 
красителей [25].

К селективным физиологическим кра-
сителям относится также флюоресцеин-β-
D-диглюкуронид, субстрат для выявления 
фермента β-глюкуронидазы, позволяющий об-
наруживать бактерии Escherichia coli. Таксоно-
мические красители, такие как антитела и ну-
клеиновые кислоты или пептиды нуклеиновой 
кислоты, избирательно окрашивают специфи-
ческие клетки путем ассоциации с антигенами 
или ДНК/РНК. Соответствующие подходы опре-
деляются как иммунофлюоресценция и флюо-
ресцентная in-situ гибридизация (FISH). Основной 
недостаток этих способов окрашивания – низкая 
интенсивность флюоресценции, что приводит к 
получению ложноотрицательных результатов. 
Величина сигнала может быть увеличена путем 
двойной маркировки антител, процедуры, в ко-
торой первично и вторично антитела окрашива-
ются флюоресцеина изотиоцианатом. Поскольку 
оба сигнала являются аддитивными, интенсив-
ность флюоресценции будет заметно увеличена. 
Такой подход применяется для селективного вы-
деления грибов [3].
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Таким образом, флюоресцентное окрашива-
ние различных образцов в сочетании с развива-
ющимися технологиями весьма перспективно. 
Практическое применение различных флюоро-
форов для конкретных целей требует тщательно-
го подбора условий, разработки и валидации ме-
тодики проведения анализа.

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России № 056-
00154-19-00 на проведение прикладных научных ис-
следований (номер государственного учета НИР 
AAAA-A18-118021590049-0).
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