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В статье представлены результаты подбора основных технологических параметров для изготов-
ления биопрепарата на примере бактериофага Xanthomonas campestris pv. campestris Кл34-УлГАУ. Были прове-
дены эксперименты, направленные на определение наилучшего способа очистки бактериофага от производ-
ственной культуры бактерий, среди которых выделялись воздействие температурой и трихлорметаном, 
а также фильтрация суспензии через мембранные фильтры с различной величиной пор. Установлено, что 
очистка суспензии от бактериальных клеток путем фильтрации через мембранные фильтры с величиной 
пор 0,22 мкм оказалась наилучшим способом очистки. Было установлено оптимальное время пассажа при 
изготовлении фагового препарата, которое составило 24 ч. При данном времени было получено оптималь-
ное соотношение результата (литическая активность бактериофага) и затрачиваемого времени. Подбор 
оптимального соотношение фага и бактериальной культуры для культивирования показал, что наилучшим 
являются соотношения 1:2 и 1:3. При данных параметрах были получены схожие результаты. В качестве 
оптимальной температуры культивирования бактериофага установлена температура 20 - 32 °С, при кото-
рой сохраняется активность бактериофага.

06.01.00 АГРОНОМИЯ
06.01.07 - ЗАЩИТА РАСТЕНИЙ (СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫЕ НАУКИ)

Введение
Бактериальные болезни растений явля-

ются одной из основных причин потери урожая 
в сельском хозяйстве, поскольку в настоящее 
время нет эффективных средств борьбы с ними. 
Сосудистый бактериоз крестоцветных, вызыва-
емый бактериями Xanthomonas campestris pv. 
campestris, поражает практически все известные 
растения, относящиеся к семейству Крестоцвет-
ные. [1, 2]. Стандартные методы борьбы с дан-
ным заболеванием не обеспечивают удовлет-
ворительного контроля заболеваний, особенно 
когда погодные условия благоприятствуют рас-
пространению возбудителя [3, 4, 5]. 

Растения, относящиеся к семейству Кре-

стоцветные, могут быть поражены сосудистым 
бактериозом на протяжении всего периода веге-
тации. Данное заболевание обнаруживается во 
всех регионах выращивания данной культуры. 
Бактерии Xanthomonas campestris pv. campestris, 
являющиеся возбудителем данного заболева-
ния, способны проникать в растение через по-
врежденные вредителями части растения и 
корневую систему. Данные бактерии приводят к 
закупориванию сосудов растения, растительные 
ткани, расположенные в непосредственной бли-
зости от закупоренных сосудов, со временем 
желтеют. В результате заболевания у растений 
наблюдаются задержки в росте, снижение раз-
меров кочанов, происходит опадение нижних 
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листьев. Болезнь способна прогрессиро-
вать в период хранения, что приводит к 
потерям урожая [6, 7, 8].

В настоящее время применение 
бактериофагов для идентификации и 
борьбы с возбудителями бактериальных 
болезней растений является быстро рас-
ширяющимся направлением, в связи с 
чем бактериофаги могут быть использо-
ваны в качестве эффективных антибакте-
риальных мер [9, 10].

Применение фаговых биопрепара-
тов в различных методиках (в том числе реакция 
нарастания титра фага) позволяет осуществлять 
контроль и анализировать количественный и 
качественный состав выделяемых бактерий, 
что в отличие от классических бактериологи-
ческих методов занимает значительно меньше 
времени [11, 12]. Фагодиагностика как один из 
методов индикации и идентификации позволя-
ет быстро и точно определить принадлежность 
исследуемой бактерии не только к определен-
ному роду, но и к виду и даже фаговару [13, 14].
При этом немаловажным является правильный 
подбор бактериофагов, входящих в состав био-
препарата для индикации и идентификации 
бактерий, что требует их тщательного изучения 
и определения оптимальных параметров взаи-
модействия фаг-бактерия с целью минимизации 
развития их резистентности бактерий использу-
емым бактериофагам [15].

В связи с этим целью исследования являл-
ся подбор оптимальных технологических пара-
метров изготовления биопрепарата на основе 
ранее выделенных бактериофагов [16].

Объекты и методы исследований
Объектом исследования являлся бакте-

риофаг X. campestris pv. campestris Кл34-УлГАУ, 
выделенный из образцов капусты с признаками 
поражения от сосудистого бактериоза с полей 
Ульяновской области. В качестве производствен-
ного использовали штамм бактерий X. campestris 
pv. campestris Xc2, который обладал типичными 
для данного вида бактерий свойствами, а также 
обладал наилучшими показателями роста в тече-
ние 24 часов (до 1,6х108 м.к./мл).

Питательные среды и реактивы: 
агар бактериологический (НПО «Питатель-
ные среды», г. Махачкала), пептон сухой 
ферментативный(HiMedia), триптон (HiMedia), 
экстракт дрожжевой (HiMedia), среда LB (трип-
тон - 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, NaCl - 
10 г/л), хлорид натрия (ООО «УлХим»), глюкоза 
(HiMedia).

Приборы и оборудование: лабораторная 
бактериологическая посуда, водяная баня, тер-
мометр ртутный, дистиллятор, шкаф сушильно-
стерилизационный ШСС – 80, автоклав ГК-100-3, 
холодильники минусовые и бытовые, термостат 
TC-80М-2. 

Исследования проводились на основе 
стандартных, а также модифицированных со-
трудниками кафедры микробиологии, вирусо-
логии, эпизоотологии и ветеринарно-санитар-
ной экспертизы Ульяновского государственного 
аграрного университета им П.А. Столыпина ме-
тодик [11, 12].

Результаты исследований
Основными технологическими параме-

трами изготовления и контроля фаговых био-
препаратов являются такие показатели, как 
количественное соотношение фага и бактери-
альной культуры, оптимальное соотношение 
между временем пассажа и активностью фага, 
температура культивирования.

Для определения количественного соот-
ношения фага и производственной культуры 
в отдельные пробирки с жидкой питательной 
средой LB в объеме 4,5 мл вносили по 0,2 мл 
исследуемого бактериофага (всего по 5 проби-
рок). После этого в пробирки вносили произ-
водственную культуру бактерий X. campestris pv. 
campestris Xc2 при концентрации 107-108 м.к./мл 
в объеме от 0,2 до 1 мл с шагом 0,2 мл (параме-
тры подбирались экспериментальным путем). 
Параллельно с этим ставился контроль бактери-
офага и производственной культуры бактерий. 
Далее пробирки культивировали в термостате 
при температуре 28 °С в течение 24 часов. После 
культивирования содержимое пробирок филь-
тровали с применением мембранных фильтров 
с величиной пор 0,22 мкм и определяли литиче-
скую активность по методу Грациа (табл. 1).

По результатам проведенных исследова-
ний установлено, что наиболее оптимальным 
соотношением фага и производственной куль-
туры бактерий для исследуемых бактериофа-

Таблица 1 
Зависимость титра бактериофага Кл34-УлГАУ от 

количества производственной культуры бактерий X. 
campestris pv. campestris Xc2
Количество вне-
сенной индикатор-
ной культуры, мл 
на 0,2 мл фага

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Титр бактериофага 
Кл34-УлГАУ, БОЕ/
мл

1,2х107± 
0,2х107

1,1х108± 
0,2х108

1,4х108± 
0,1х108

1,2х107± 
0,2х107

1,5х106± 
0,1х106
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гов являются 1:2 и 1:3, о чем свидетельствуют 
представленные в таблице 1 данные. При дан-
ных соотношениях фага и бактериальной куль-
туры были получены практически идентичные 
результаты. В качестве оптимального произ-
водственного параметра было выбрано соот-
ношение фага и бактериальной культуры 1:2, 
поскольку при получении схожих результатов 
данное соотношение позволяет снизить расход 
питательных сред по сравнению с соотношени-
ем 1 : 3 в 1,5 раза.

Следующий этап наших исследований 
был посвящен определению оптимального со-
отношения между временем пассажа и актив-
ностью бактериофага, для чего в пробирки с 
жидкой питательной средой LB в объеме 4,5 мл 
добавляли по 0,4 мл производственной культу-
ры бактерий X. campestris pv. campestris Хс2 и 0,2 
мл исследуемого бактериофага. Одновременно 

с этим ставились контрольные пробирки про-
изводственной культуры бактерий и отдельно 
бактериофага. Культивирование проводили в 
термостате при температуре 28 °С. Время экс-
позиции подбирали опытным путем начиная с 
середины экспоненциальной фазы роста бак-
терий X. campestris pv. campestris Хс2 (8 ч±0,3 ч) 
с шагом в 4 ч. После культивирования получен-
ные суспензии, содержащие бактериофаг, филь-
тровали с применением мембранных фильтров 
с величиной пор 0,22 мкм и определяли литиче-
скую активность по методу Грациа (табл. 2). 

По результатам проведенных исследова-
ний установлено, что в среднем оптимальное 
время культивирования исследуемых бактери-
офагов при температуре 28 °С находится в пре-
делах 24-28 часов. На примере бактериофага 
Кл34-УлГАУ (табл.2) видно, что в данном диапа-
зоне значительного изменения литической ак-
тивности не происходит, в связи с чем в качестве 
технологического параметра при изготовлении 
фагового препарата считаем время пассажа 24 
ч. Отметим, что при культивировании свыше 32 
часов наблюдается снижение литической актив-
ности бактериофага.

Для определения оптимальных темпера-
турных показателей культивирования исследу-
емых бактериофагов в пробирки с жидкой пи-
тательной средой LB в объеме 4,5 мл отдельно 
вносили 0,2 мл исследуемого бактериофага и 
по 0,4 мл культуры бактерий X. campestris pv. 
campestris Хс2 в концентрации 107-108 м.к./мл. 
Параллельно с этим ставили контрольные про-
бы производственной культуры на возможность 
роста при заданных условиях и бактериофага на 
чистоту. Посевы культивировали в термостате 
в течение суток при различных температурных 
режимах от 12 °С до 36 °С с шагом 4 ºC (параме-
тры подбирались экспериментально). Результа-
ты проведенных исследований представлены в 
таблице 3. Наличие лизиса определяли по отсут-
ствию помутнения среды.

Проведенные исследования показали, что 
диапазон оптимальной температуры культиви-
рования исследуемых бактериофагов в боль-
шинстве случаев находится в пределах 20 – 28 
°С. Так, бактериофаг Кл34-УлГАУ показал поло-
жительный результат в диапазоне температур 
20 – 32 °С. Отметим, что после культивирования 
пробирок при 12 °С помимо отсутствия помут-
нения в исследуемых пробирках, в контрольных 
его также не наблюдалось, что свидетельство-
вало об отсутствии роста культуры при данных 
температурных параметрах.

Таблица 2 
Зависимость титра бактериофага Кл34-

УлГАУ от времени пассажа 
Наиме-

нование 
бактерио-

фага

Время пасса-
жа, часы

Литическая активность
бактериофага по Грациа, 

БОЕ/мл

Кл34-
УлГАУ

8 1,2х104±0,2х106

12 1,3х105±0,2х107

16 1,5х106±0,4х107

20 1,0х107±0,2х108

24 2,4х108±0,1х108

28 3,4х108±0,2х108

32 1,1х108±0,1х108

36 3,9х107±0,2х107

Таблица 3 
Оптимальные температурные показате-

ли культивирования бактериофага Кл34-УлГАУ 
в течение 24 часов

Объект 

Температура культивирования фага
12 
°С

16 
°С

20 
°С

24 
°С

28 
°С

32 
°С

36 
°С

Наличие лизиса
Фаг Кл34-

УлГАУ - - + + + + -

Наличие роста
Культура 

бактерий X. 
campestris pv. 

campestris 
Хс2

- + + + + + -
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На основе подобранных параметров про-
изводится изготовление биопрепарата путем 
культивирования бактериофага Кл34-УлГАУ 
на жидкой питательной среде LB с производ-
ственной культурой Xanthomonas campestris pv. 
campestris Xc2. 

Обсуждение
Применение методов индикации и иден-

тификации бактериальных возбудителей болез-
ней растений, защиты от них, основанные на 
применении бактериофаговых биопрепаратов, 
является одной из привлекательных альтерна-
тив существующим методам (молекулярным, 
химическим и т.д.). Бактериофаги представляют 
собой вирусы, которые специфически заража-
ют бактерии, их репликация приводит к лизису 
их бактериального хозяина и высвобождению 
вновь образованных фаговых частиц. Фаготе-
рапия успешно применяется в ветеринарной 
и медицинской практиках, однако практиче-
ски не используется в отношении бактерий, 
возбудителей болезней растений, в том числе 
Xanthomonas campestris pv. campestris. Данное 
направление приобретает все больший инте-
рес у исследователей вследствие повышения 
внимания к безопасности и экологической со-
ставляющей производимой сельскохозяйствен-
ной продукции. Полученные результаты будут 
использованы при производстве опытных об-
разцов биопрепарата и его практическом при-
менении.

Заключение
Проведенные исследования показали, что 

в качестве оптимального времени пассажа при 
изготовлении фагового препарата можно счи-
тать 24 ч, поскольку установлено, что данный 
параметр отражает оптимальное соотношение 
полученного результата (литическая активность 
бактериофага) и затраченного времени на куль-
тивирование.

В качестве оптимального соотношение 
фага и бактериальной культуры принято соот-
ношение 1:2, поскольку при данном параметре 
получено наилучшее соотношение титра бакте-
риофага к затрачиваемым на проведение опыта 
ресурсам.

Оптимальной температурой культивиро-
вания бактериофага считаем температуру 28 °С, 
поскольку при данном параметре сохраняется 
активность бактериофага, что доказано прове-
денными исследованиями, а также данная тем-
пература является рекомендуемой при выра-
щивании бактерий X. campestris pv. campestris, в 
том числе производственного штамма Хс2.

Приведенные технологические параме-
тры считаем оптимальными для изготовле-
ния фагового биопрепарата X. campestris pv. 
campestris.
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THE MAIN TECHNOLOGICAL PARAMETERS OF PRODUCING BIOPREPARATION FOR CONTROL OF THE BLACK ROT 
AGENT OF CRUCIFEROUS
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Key words: bacteriopages, Xanthomonas campestris pv. campestris, bipreparation, technological parameters, phytopathogene.
The article presents the results of selecting the main technological parameters for the production of biopreparation on the example of the bacteriophage 

Xanthomonas campestris pv. campestris Kl34-Ulgau. Experiments were carried out to determine the best way to purify bacteriophage from the bacteria 
production culture, among which were temperature effect and trichloromethane, as well as filtration of the suspension through membrane filters with 
different pore sizes. It was established that cleaning suspension from bacterial cells by filtering through membrane filters with a pore size of 0.22 microns was 
the best way to clean it. The optimal passage time for the production of phage preparation was established, which was 24 hours. At this time, the optimal 
ratio of the result (lytic activity of bacteriophage) and the time spent was obtained. Selection of optimal ratio of phage and bacterial culture for cultivation 
showed that the best ratios are 1:2 and 1:3. Similar results were obtained for these parameters. The optimal culture temperature of the bacteriophage is set 
at a temperature of 20-32 °C, at which activity of he bacteriophage is saved.
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