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В работе представлен краткий обзор существующих экспресс методов индикации и идентифика-
ции вирусов, в т.ч. черноморских альговирусов, в лабораторном и полевом материале, включая
воду гидросферы. Описываемые в литературе и среди патентов приборы и методы основаны на 
молекулярно-генетических, иммунных и иммунохимических, электрических, биосенсорных, фото
изобразительных и других свойствах и реакциях. Проанализированы преимущества и недостатки 
описанных методов и установок. Сформулированы предложения по автоматизации некоторых из 
этих способов – реакции коагглютинации и полимеразной цепной реакции.  
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Введение. Поиск и изоляция, как мо-
ниторинг вирусов – широко распростра-
ненное слежение за циркуляцией раз-
личных вирусов, являющихся патоген-
ными для флоры и фауны на нашей Пла-
нете, и выполняемое путем изучения по-
левых проб, отбираемых из природы, 
или материалов от здоровых и/или боль-
ных людей (пробы крови, ликвор, смы-
вы, частицы тканей и пр.) [1]. 

В настоящее время с учетом бурного 
развития морской вирусологии появи-
лась потребность в создании простых и 
доступных, в т.ч. и автоматизированных 
способов определения наличия некото-
рых альговирусов и их концентрации 
непосредственно в изучаемых акватори-
ях для получения экспресс оценки эко-
логической ситуации [1]. 

Еще в прошлом веке Бреховских
Л.М. задумывался о возможном созда-
нии подобных автоматизированных при-
боров, что отражено в его монографии: 
«В ближайшем будущем надо ожидать 
развития техники биологических иссле-
дований. Возникнут приборы, которые 
позволят определять количество хлоро-
филла, первичную и вторичную продук-
цию на любом горизонте при помощи 
такого же зондирования, как теперь про-
исходит зондирование температуры и 
солености» [2]. 

Целью представляемой работы яв-
ляются краткий обзор и анализ имею-
щейся в публикации литературы по при-
менению автоматизации при биологиче-
ских исследованиях и созданных для 
этого приборов, установок и устройств. 

Способы мониторинга с использо-

ванием автоматизированных подхо-

дов. Среди публикаций и описанных 
приборов, методик и патентов на основе 
автоматизированных подходов встреча-
ются сведения о некоторых автоматизи-
рованных установках и устройствах для 
биологических исследований, как на 
клеточном (организменном), так и на 
геномном уровне. Часто для этих целей 
создаются системы и устройства для об-
наружения аналитов (мишеней) на осно-
ве амплификации (используется при
проведении полимеразной цепной реак-
ции – ПЦР), прямого счета бактериаль-
ных и вирусных частиц определенных
размеров (цито- и вирометрия), их рас-
познавания на фотографиях, учет ответ-
ных поведенческих реакций, использо-
вание антиген-антительных связей (им-
мунология, иммунохимия) в визуально 
наблюдаемых конгломератах и пр.

Системы и устройства для обнару-

жения аналитов на основе амплифика-

ции (используется при проведении ПЦР).

Так   создано   устройство [3]  для распо- 
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знавания  и/или  идентификации пато-
генных и геномных материалов, белков 
и/или других макро- и микромолекул
или биомаркеров. Такое устройство мо-
жет задействовать микрофлюидику, био-
химию и электронику для обнаружения 
одной или более мишеней одновременно 
в полевых условиях. Система содержит 
аналитический картридж, включающий 
тестовую ячейку, содержащую возбуж-
дающий электрод и сенсорный электрод.
Тестовая ячейка выполнена с возможно-
стью вмещать образец, включающий це-
левой агент, подвергающийся процессу 
амплификации. Целевой агент содержит 
нуклеиновую кислоту и считывающее 
устройство с областью, выполненной с 
возможностью принимать аналитиче-
ский картридж, а также нагреватель, 
располагающийся таким образом, чтобы 
нагревать используемый аналитический 
картридж внутри полости. Во время про-
текания амплификации на возбуждаю-
щий электрод подается ток возбуждения. 
После этого принимаемый сигнал от 
сенсорного электрода раскладывается на 
составляющую активного сопротивления
и составляющую реактивного сопротив-
ления. В ответ на определение возник-
новения перепада сигнала выводится
положительный результат теста или в 
ответ на определение отсутствия пере-
пада сигнала выводится отрицательный 
результат теста.  

Данная система обладает высокой 
чувствительностью, однако устройство 
является дорогостоящим, а эксплуатация 
и оценка результатов требует специаль-
но обученного персонала. Такая слож-
ность в доступности не позволит широко 
использовать данное устройство в поле-
вых регулярных исследованиях.  

Тем не менее, среди отечественных 
исследователей имеются работы по мо-
ниторингу вирусов водоемов (виро-
планктона) с использованием молеку-
лярных методик на уровне генетических 
(геномных) изменений, проводимые в 
Иркутском Лимнологическом институте 
СО РАН [4–6]. Также работы в этом 
направлении (на уровне геномов) вы-
полняются и учеными из стран СНГ –
Казахстана [7]. 

Цитометрия. Одним  из методов  ав- 

томатизации может быть количественная 
оценка численности виропланктона (ви-
русной составляющей) с помощью ши-
роко используемой проточной (или по-
точной) цитометрии и флуорохрома (к 
примеру, SYBR Gold [5, 8]). Однако ци-
тометрия (счет клеток), а при подсчете 
вирусов – вирометрия, позволяет прово-
дить счет всех вирусов (всех представи-
телей виропланктона) определенного 
размера без их идентификации (опреде-
ления принадлежности к хозяину). Этот 
метод – «проточная вирометрия» (flow
virometry) –широко используется в прак-
тике определения количественных ха-
рактеристик вирусов водоемов, в т.ч. и в 
экомониторинге вирусов гидросферы [9–
12].  

Для идентификации в данном случае 
[5] используют длинный алгоритм дей-
ствий, который можно применять и в
любом другом случае изучения проб во-
ды из гидросферы с целью индикации и
идентификации искомых морских виру-
сов. При этом необходимо выделить ви-
русную фракцию путем центрифужной
концентрации. Затем провести фильтра-
цию проб воды (объем 50 мл) последова-
тельно через поликарбонатные фильтры
(Millipore) с диаметром пор 1.2, 0.45 и
0.22 мкм для сепарации микроводорос-
лей, бактерий и других одноклеточных
микроорганизмов. И уже потом образцы
используют в полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) без предварительного вы-
деления ДНК в присутствии имеющихся
праймеров к гену искомого вируса.

Как можно справедливо отметить, 
цитометрия, а вернее вирометрия, не яв-
ляется методом для индикации и иден-
тификации водных вирусов в пробах во-
ды. Эта методика вполне приемлема для
сезонных и экологических сравнитель-
ных исследований численности различ-
ных размерных представителей вирус-
ной составляющей.  

Распознание по фотографии. Авто-
матическое обнаружение и классифика-
ция микрообъектов в морской среде на 
изображениях (помимо тривиальной об-
работки вручную с использованием экс-
перта) применяет подходы, осуществля-
ющие свертку изображений по заранее 
заданным массивам шаблонов с после-
дующей кластеризацией и устранением 
коллизий.  
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Недостатком такого подхода являет-
ся высокая вероятность ложных сраба-
тываний детектора и вычислительная 
сложность, не позволяющая использо-
вать его в реальном масштабе времени 
[13]. 

Даже с развитием нейронных сетей 
[14] по внешнему виду однозначно иден-
тифицировать вирус без ДНК анализа
(анализа генома) не представляется воз-
можным. Многие вирусы имеют морфо-
логическое сходство (внешне похожи по
размерам и форме), но принадлежат к
разным таксономическим группам, ин-
фицируя разных хозяев.

Поведенческие, ответные, сенсор-

ные реакции вирусов. Теоретически воз-
можно для выявления и идентификации 
некоторых вирусов использование их 
биосенсорных свойств. Например, зная 
сенсорную ответную реакцию на маг-
нитное и/или  электромагнитное поле
альговирусов разных видов микроводо-
рослей [15, 16], можно было бы исполь-
зовать это свойство для их идентифика-
ции. Однако исследований в данном 
направлении пока крайне мало. И при 
этом необходимо длительное время (не 
менее суток) воздействия данных физи-
ческих нагрузок (магнитное и электро-
магнитное воздействие) на изучаемые 
нано объекты.  

Мониторинг альговирусов по автор-

ской методике их изоляции. Данная ме-
тодика, описанная и в монографии авто-
ров [1], заключается в пассаже исследу-
емой пробы (например, пробы морской 
воды) в жидкую культуру микроводо-
росли (хозяин искомого альговируса) в 
логарифмической стадии ее роста в ста-
билизирующей среде Гольдберга – опыт. 
В контроль культуры микроводоросли 
добавляют пастеризованную или сте-
рильную морскую воду. Используют 
объемы по 2,0 мл каждого ингредиента.  

При фиксировании наблюдаемых ви-
зуально различий (вирусный лизис в 
опыте и его отсутствие в контроле), 
предполагают наличие вируса к исполь-
зуемой микроводоросли. Наблюдения за 
опытом и контролем проводят до 20 
дней, однако обычно уже на 4–5 сутки 
можно получить положительный ответ о 
присутствии искомого альговируса в 
пробе анализируемой морской воды. 

Определение концентрации альговируса 
в изучаемых пробах морской воды вы-
полняют путем титрования с использо-
ванием десятикратного разведения.  

Данный метод отличается простотой, 
высокой чувствительностью и специ-
фичностью, а также и результативно-
стью, однако требует много времени (от 
2–3 дней до 20 суток). 

Реакция коагглютинации (РКА). РКА 
относится к числу ускоренных, регуляр-
но воспроизводимых, простых и высоко-
чувствительных методов, обеспеченных 
доступными реагентами, и позволяющих 
оперативно исследовать большое число 
проб. Принцип этой реакции основан на 
способности белка А золотистого стафи-
лококка штамма Cowan-1 соединяться с 
Fc-фрагментом IgG человека и некото-
рых животных. При этом Fab-фрагменты 
антитела остаются свободными для свя-
зывания с гомологичным антигеном, в 
присутствии которого наблюдается не-
вооруженным глазом коагглютинация 
(появление конгломератов на фоне про-
светления ранее мутной среды) [17, 18]. 

Еще с конца прошлого ХХ века РКА 
и ее модификации применяются в виру-
сологии для идентификации вирусов 
гриппа [19], герпеса и ветряной оспы 
[20], ротавирусов [21], энтеровирусов 
[22], вирусов птиц [23], рыб [24], расте-
ний [25] и др. 

С 1985 г. РКА успешно используется 
для ускоренной диагностики арбо- и 
аренавирусных инфекций, индикации и 
идентификации этих вирусов, а также 
вируса осповакцины как в лабораторном, 
так в полевом и клиническом материалах 
[18]. Эмпирическим путем были опреде-
лены оптимальные условия приготовле-
ния и хранения антительных стафило-
кокковых диагностикумов (АТСД). Было 
установлено, что для устранения спон-
танной коагглютинации и для повыше-
ния специфичности РКА необходима 
предварительная обработка сывороток, 
используемых для сенсибилизации ста-
филококкового реагента, содержащего 
белок А, 25%-ным раствором каолина на 
физиологическом растворе в соотноше-
нии 1:1 в течении 30 мин. Обработка сы-
вороток каолином обеспечивает получе-
ние высокоспецифичных и высокоак-
тивных диагностических препаратов для 
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ускоренной индикации и идентификации 
вирусов [17, 18]. 

Успешное использование метода ко-
агглютинации предполагает более широ-
кое  его  применение  не только  в рам-
ках названных вирусных инфекций, а 
также и более широкого круга вирусов, в 
т.ч. и для альговирусов. Метод можно 
применять не только в стационарных 
лабораторных, но и в полевых условиях, 
что обусловлено следующими его харак-
теристиками [17, 18]: 

– экономическая целесообразность
(РКА дешевле других иммунологиче-
ских методов); 

– высокая чувствительность (не
уступает ряду современных иммуноло-
гических и иммунохимических методов); 

– высокая специфичность (не более
1-2% ложноположительных результа-
тов);  

– свойства экспресс метода, быстрота
получения ответа (через несколько ми-
нут от начала постановки реакции); 

– а также простота постановки и
проведения (на предметное стекло нано-
сят по одной капле АТСД и исследуемо-
го материала).  

Однако в каждом конкретном случае 
режим сенсибилизации стафилококково-
го реагента имеет свои особенности, 
определяющиеся рядом факторов, в 
частности свойствами сенсибилизирую-
щего материала (источника антител –
иммунной сыворотки), таксономической
принадлежностью вируса (как антигена)
и некоторыми другими моментами, обу-
словленными биологией вируса и хозяи-
на. Поэтому для создания АТСД к раз-
личным вирусам необходимо разрабаты-
вать специфические для их семейств и 
таксонов оптимальные параметры. Осо-
бый интерес для приготовления АТСД 
представляют моноклональные антитела, 
использование которых может повышать 
чувствительность и специфичность по-
ложительных реакций, а также позволяет 
выявлять родственные антигенные связи 
между вирусами [18]. 

Возможности для автоматизации 

некоторых методов и способов инди-

кации и идентификации вирусов 

непосредственно в воде водоемов. По 
нашему   мнению,   для   создания   зонда 

(для автоматизации процесса индикации 
и идентификации отдельных представи-
телей вирусной составляющей в воде) 
для определения количественного соста-
ва виропланктона на данный момент 
можно использовать реакцию коагглю-
тинации (РКА) или ПЦР.  

В случае применения автоматизации
РКА это будет оптическая система, ко-
торая выявит положительную реакцию
(наличие искомых вирусов) по измене-
нию мутности (повышения прозрачно-
сти) с появлением фиксируемых конгло-
мератов. По нашему мнению, автомати-
зация этого процесса наиболее опти-
мальна, т.к. РКА проста, дешева и легко 
воспроизводима. Изменение прозрачно-
сти водной среды под воздействием ви-
русного лизиса описано как зарубежны-
ми исследователями [26–28], так и в 
нашей обзорной работе [29]. Однако в 
случае РКА возможно принципиально 
другое устройство по выявлению изме-
нения прозрачности и появлению кон-
гломератов (соединений антител, распо-
ложенных в АТСД, с антигенами). Веро-
ятно, это будет устройство типа фоторе-
ле. А для контакта антигена (исследуе-
мый образец пробы) с АТСД (антите-
лом) также будет выбрано оптимальное 
устройство, например, стеклянный ка-
пилляр. 

В случае автоматизации на основе
ПЦР, будет задействована электрическая
система, которая по перепаду сигналов 
между сенсорным и возбуждаемым элек-
тродом, возникающем при положитель-
ном результате, определит протекание 
ответной реакции на наличие искомого 
вируса. Однако этот метод (ПЦР) – сло-
жен по постановке, требует дорогостоя-
щих препаратов и специальной подго-
товки персонала. Одним из недостатков
ПЦР является и требование к определен-
ному температурному режиму, который 
может быть энергозатратным и ограни-
чивает автономность зонда. 

Заключение. Таким образом, не-
смотря на большое количество исследо-
ваний в автоматизации процессов мони-
торинга биообъектов, универсального 
решения для однозначной индикации и 
идентификации вирусов непосредствен-
но  в воде гидросферы в автоматическом  
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режиме пока нет, хотя некоторый задел, 
как и идеи, в данном направлении уже 
существуют.  

По мнению авторов одним из опти-
мальных способов автоматизации экс-
пресс метода индикации и идентифика-
ции вирусов непосредственно в воде 
гидросферы может быть использование 
реакции коагглютинции в специально 
разработанном для этих целей зонде. И 
при этом такой зонд в дальнейшем мо-
жет быть использован для индикации и 
идентификации других вирусов, в т.ч. и 
особо опасных, что потребует лишь со-
здания разных АТСД. Под этим углом 
зрения подобный зонд может быть при-
менен в качестве арсенала для борьбы с 
биологическим оружием, т.к. позволит 
своевременно быстро и качественно 
определять в пробах воды из гидросфе-
ры, а особенно из мест водозабора, пред-
ставителей особо опасных вирусных 
объектов. А это в свою очередь путем 
карантинных и иных профилактических 
мероприятий предотвратит развитие
быстро разрастающихся эпидемических 
процессов. 

Авторы предполагают, что создание 
зонда для автоматизированной индика-
ции и идентификации разных вирусов 
непосредственно в воде гидросферы бу-
дет востребовано как со стороны меди-
цины (эпидемиологами), так и в области 
предотвращения применения и распро-
странения биологического оружия (во-
енными). 
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AUTOMATION POSSIBILITIES OF SEARCH FOR VIRUSES IN AQUATIC ENVIRONMENT 

S.A. Sholar
1,2

, O.A. Stepanova
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1FRC Marine Hydrophysical Institute of RAS, RF, Sevastopol, Kapitanskaya St., 2 
2Institute of Natural and Technical Systems, RF, Sevastopol, Lenin St., 28 

The paper presents a brief review of express methods for detection (indication) and identification of vi-
ruses, including Black Sea algal viruses, in laboratory and field material, including aquatic hydro spheres. 
Devices and methods described in papers and patents are based on genetic, immune and immunochemi-
cal, electrical, biosensor, photographic and other properties and observations. The advantages and disad-
vantages of the described methods and installations are analyzed. Proposals for the automation of some of 
these methods - coagglutination reaction and polymerase chain reaction are formulated. 
Ключевые слова: express methods for indication and identification of viruses, marine viruses, Black 
Sea algal viruses, coagglutination reaction, polymerase chain reaction (PCR) 
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