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Традиционные методы борьбы с бактериальными заболеваниями растений, в том числе сосудистым 
бактериозом Крестоцветных в настоящее время не позволяют добиться эффективного результата, что 
помимо прочего связано со способностью фитопатогенов приспосабливаться к изменяющимся условиям 
окружающей среды. Применение бактериофагов в качестве антибактериальных агентов является перспек-
тивным и эффективным направлением в области защиты растений. Целью исследования являлась разра-
ботка технологии изготовления и контроля фагового биопрепарата Xanthomonas campestris с учетом ранее 
определенных технологических параметров. Объектами исследования являлся бактериофаг X. campestris pv. 
campestris Кл34-УлГАУ, выделенный из образцов капусты с признаками поражения от сосудистого бактериоза 
с полей Ульяновской области, Старомайнского района. В качестве производственного использовали штамм 
бактерий X. campestris pv. campestris Xc2. Авторами были проведены исследования по подбору оптимальных 
условий с учетом определенных ранее параметров: способа очистки бактериофага от производственной 
культуры бактерий, оптимального времени пассажа при изготовлении фагового препарата, оптимально-
го соотношение фага и бактериальной культуры для культивирования, оптимальной температуры куль-
тивирования бактериофага. В работе предложена схема изготовления и контроля фагового биопрепарата 
Xanthomonas campestris pv. campestris, состоящая из 4 этапов: пробоподготовка производственной культуры 
бактерий на соответствие свойств заявленному штамму, пробоподготовка производственного штамма 
бактериофага Кл34-УлГАУ на соответствие его активности после хранения, изготовление фагового препа-
рата с учетом масштабирования производства, розлив, контроль чистоты, внешнего вида, титра бакте-
риофага, его специфичности и спектра литического действия, хранение биопрепарата.

Введение
Сосудистый бактериоз, вызываемый 

бактериями Xanthomonas campestris, наносит 
серьезный урон культурным растениям, отно-
сящимся к семейству Крестоцветные [1-4]. По-
скольку существующие методы борьбы с забо-
леванием часто не позволяют добиться удовлет-
ворительного результата, эффективным вари-
антом антибактериального средства становятся 

фаговые биопрепараты [5 - 7]. 
Применение бактериофагов в качестве 

антибактериальных средств помимо медици-
ны в настоящее время также используется для 
защиты пищевых продуктов и воды от бактери-
альной порчи или загрязнения [8 - 10]. Помимо 
этого бактериофаги эффективно применяются 
для защиты сельскохозяйственных культур от 
фитопатогенных бактерий [11 - 13]. 
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В связи с этим целью исследования яв-
лялась разработка технологии изготовления и 
контроля фагового биопрепарата активного в 
отношении Xanthomonas campestris с учетом ра-
нее определенных технологических параметров 
[14].

Материалы и методы исследований
В качестве объекта исследования ис-

пользовали выделенный ранее бактериофаг 

Кл34-УлГАУ, активный в отношении бактерий 
X. campestris pv. campestris. Культуру бактерий 
X. campestris pv. campestris Xc2 использовали в 
качестве производственного штамма. Данный 
штамм обладает типичными свойствами для 
данного вида бактерий и хорошими показателя-
ми роста в течение 24 часов (до 108 м.к./мл) [15].

Питательные среды и реактивы: пептон 
сухой ферментативный (HiMedia), агар бактери-
ологический (НПО «Питательные среды», г. Ма-
хачкала), экстракт дрожжевой (HiMedia), трип-
тон (HiMedia), глюкоза (HiMedia), хлорид натрия 
(ООО «УлХим»). Среда LB (дрожжевой экстракт 
– 5 г/л, триптон - 10 г/л, NaCl - 10 г/л).

Приборы и оборудование: лабораторная 
бактериологическая посуда, термометр ртут-
ный, водяная баня, шкаф сушильно-стерилиза-
ционный, дистиллятор, холодильник бытовой, 
автоклав, термостат TC-80М-2.

Методической основой для проведения 
исследований стали имеющиеся и апробиро-
ванные наработки сотрудников кафедры «Ми-
кробиология, вирусология, эпизоотология и ве-
теринарно-санитарная экспертиза» ФГБОУ ВО 
Ульяновский ГАУ [16, 17].

Результаты исследований
При изготовлении биопрепарата для куль-

тивирования отобранного бактериофага исполь-
зовали жидкую питательную среду LB с суточной 
культурой бактерий Xanthomonas campestris pv. 
campestris. 

На первом этапе изготовления проводит-
ся проверка производственного штамма на со-
ответствие бактериям Xanthomonas campestris 
pv. campestris. Для этого изучаются его морфо-
логические, культуральные и биохимические 
свойства и проверяется соответствие следую-
щим требованиям: прямые грамотрицательные 
палочки, подвижные, не образующие индола и 
продукции ацетоина, проявляющие амилоли-
тическую активность, разжижающие желатин, 
имеющие отрицательную реакцию с метил-рот, 
ферментирующие сахарозу и глюкозу, выделяю-
щие сероводород и не ферментирующие сорбит 
и лактозу. Начальный титр производственного 
штамма составляет не менее 108 м.к./мл. 

Далее изучается литическая активность 
бактериофага Кл34-УлГАУ после хранения к про-
изводственному штамму Xc2. Для этого на газон 
производственной культуры бактерий наносит-
ся 0,1 мл бактериофага. Чашки наклоняют для 
их распределения по площади газона и инкуби-
руют в течение 24 часов при температуре 28оС. 
Параллельно с этим ставится контроль в виде 

Рис. 1 - Технология изготовления и кон-
троля биопрепарата на основе бактериофага 
Кл34-УлГАУ
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стерильного бактериологического бу льона с 
внесенным 0,1 мл бактериофага. Чувствитель-
ность производственного штамма к исследуе-
мому бактериофагу определяется по наличию 
зон лизиса в местах нанесения бактериофага на 
газон производственной культуры и отсутствию 
роста в контрольном образце. Затем проводит-
ся пассирование бактериофага Кл34-УлГАУ по 
предложенной ранее схеме [15]. В зависимости 
от степени активности бактериофага после хра-
нения осуществляется 4-7 пассажей.

На третьем этапе, с учетом предложенных 
ранее параметров, проводится изготовление и 
масштабирование производства биопрепарата. 
Для удобства производства лабораторной пар-
тии биопрепарата было предложено проводить 
его в 3 стадии, позволяющих эффективно прове-
сти масштабирование объемов.

Обобщенные технологические параметры 
представлены в таблице 1. Технология изготов-
ления и контроля биопрепарата на основе ото-
бранного бактериофага представлена на рисун-
ке 1.

1 стадия. 2 мл бактериофага в концентра-
ции 108 БОЕ/мл вносятся в 45 мл питательной 
среды LB. Затем туда же вносится 4 мл суточной 
культуры бактерий X. campestris Xc2. Параллель-
но с этим ставится контроль в виде 2 проби-
рок, содержащих 4,5 мл среды LB, в которую в 
одном случае внесли 0,4 мл производственной 
культуры бактерий, в другую- 0,2 мл бактерио-
фага. Посевы инкубируют при температуре 28оС 
в течение 24 часов. Результат учитывается при 
визуальном осмотре – производственная кол-
ба должна оставаться прозрачной, контрольная 
пробирка с бактериофагом также остается про-
зрачной, в пробирке с бактериальным штаммом 
наблюдается помутнение среды. Полученную 
суспензию бактериофагов подвергают центри-
фугированию при 3000 об/мин и фильтрации с 
использованием мембранных фильтров с диа-
метром пор 0,22 мкм и определяют их литиче-

скую активность. Затем приступают ко второй 
стадии производства. 

2 стадия. 20 мл бактериофага, полученно-
го по результатам первой стадии, в концентра-
ции 108 БОЕ/мл вносятся в 450 мл питательной 
среды LB. Затем туда же вносится 40 мл суточной 
культуры бактерий X. campestris Xc2. Постановка 
контролей проводится аналогично с постанов-
кой на первой стадии. Посевы инкубируют в 
течение 24 часов при температуре 28оС. Полу-
ченную суспензию бактериофагов подвергают 
центрифугированию при 3000 об/мин и филь-
трации с использованием мембранных филь-
тров с диаметром пор 0,22 мкм и определяют 
их литическую активность. Затем приступают к 
третьей стадии производства. 

3 стадия. 200 мл бактериофага, получен-
ного по результатам второй стадии, в концен-
трации 108 БОЕ/мл вносятся в 4,5 л питатель-
ной среды LB. Затем туда же вносится 400 мл 
суточной культуры бактерий X. campestris Xc2. 
Постановка контролей проводится аналогично с 
постановкой на первой стадии. Посевы инкуби-
руют в течение 24 часов при температуре 28оС. 
Полученную суспензию бактериофагов под-
вергают центрифугированию при 3000 об/мин 
и фильтрации с использованием мембранных 
фильтров с диаметром пор 0,22 мкм. Проводит-
ся заключительное определение литической ак-
тивности очищенных бактериофагов.

На заключительной стадии производства 
проводится розлив наработанного фагового 
биопрепарата  в стерильные флаконы различ-
ного объема (в зависимости от целей примене-
ния). Каждый флакон с разлитым биопрепара-
том маркируется. Флаконы фасуются по 10 штук 
в упаковку с приложенной инструкцией по мето-
дике применения биопрепарата.

Проводится итоговая оценка качества фасо-
ванного биопрепарата на соответствие заданным 
свойствам, для чего производится отбор не менее 
10 случайных флаконов из одной партии. 5 из ото-

Таблица 1 
Технологические параметры изготовления фагового биопрепарата 
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бранных флаконов используются для определе-
ния стерильности биопрепарата, внешнего вида, 
специфичности, титра бактериофага и спектра ли-
тического действия. Ос тальные 5 флаконов поме-
щаются в архив на срок не менее 18 месяцев. 

Хранение биопрепарата производят при 
следующих параметрах: температура 2-4 °С, от-
носительная влажность не более 80%. Установлен-
ный срок сохранения заданных при производстве 
параметров биопрепарата составляет не менее 12 
месяцев.

Обсуждение
Бактериальные инфекции в настоящее вре-

мя за счет негативного воздействия на различные 
сельскохозяйственные культуры наносят значи-
тельный ущерб занятым в сфере растениеводства 
предприятиям, особенно с учетом появление но-
вых штаммов, устойчивых к действию традицион-
ных средств борьбы с ними. Бактериофаги позво-
ляют бороться с фитоинфекциями, вызванными 
такими бактериями, более эффективно, а также 
создавать специальные, дешевые и стабильные 
средства для обнаружения бактерий. В данной 
работе представлены результаты изучения бак-
териофагов X. campestris и возможности их прак-
тического применения. Приведенные параметры 
позволяют производить лабораторные серии био-
препаратов на основе выделенного бактериофага 
с целью индикации бактерий X. campestris в объ-
ектах окружающей среды. Потенциально возмож-
но применение разработанного биопрепарата и 
как средства для профилактики и борьбы с дан-
ным фитопатогеном.

Заключение
Проведенные исследования показали, что 

представленная схема изготовления и контроля 
позволяет эффективно нарабатывать необходи-
мое количество фагового биопрепарата. Пред-
ставлены основные этапы изготовления и кон-
троля фагового биопрепарата, включающие про-
боподготовку производственной культуры бакте-
рий и производственного штамма бактериофага 
Кл34-УлГАУ, изготовление фагового препарата с 
учетом масштабирования производства, розлив, 
контроль и хранение биопрепарата. 

Представленная схема используется для 
производства фагового биопрепарата в лабора-
торных условиях, однако возможна ее доработка и 
для широкомасштабного производства, поскольку 
отработаны основные параметры ее применения. 
В процессе проведения исследований было уста-
новлено высокое качество производимого фаго-
вого биопрепарата, отвечающего установленным 
показателям стерильности, специфичности, титра 

бактериофага и спектра его литического действия.
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Traditional methods of combating bacterial diseases of plants, including vascular bacteriosis of Cruciferous plants, do not currently allow to achieve 

effective result, which, among other things, is associated with the ability of phytopathogens to adapt to changing environmental conditions. Application of 
bacteriophages as antibacterial agents is a farsighted and effective direction in the field of plant protection. The aim of the study was to develop a technology 
for production and control of Xanthomonas campestris phage biological product, taking into account previously defined technological parameters. The objects 
of the study were X. campestris pv. campestris Cl34-UlSAU bacteriophage isolated from cabbage samples with signs of vascular bacteriosis from the fields of 
Ulyanovsk region, Staromainsky district. As a production strain, we used X. campestris pv. campestris Xc2 bacterial strain. The authors carried out studies on 
selection of suitable conditions, taking into account previously defined parameters: a method for bacteriophage removal from a production culture of bacteria, 
suitable passage time for production of a phage preparation, appropriate balance of phage and bacterial culture for cultivation, suitable temperature for 
bacteriophage cultivation. The paper introduces a scheme for production and control of Xanthomonas campestris pv. campestris phage biological product, 
which consists of 4 stages: sample preparation of a production culture of bacteria for compliance with the properties of the declared strain, sample preparation 
of a production strain of Kl34-UlSAU bacteriophage for compliance with its activity after storage, production of a phage product with reference to production 
scaling, pouring, purity control, bacteriophage titer, its specificity and spectrum of lytic action, storage of a biological product.
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