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АНОТАЦІЯ

Розроблена  генотипова діагностика  одночасного визначення бацилярних збудників харчових отруєнь і регламентованих збудників псування харчових продуктів,  яка, на  відміну  від  фенотипової, дозволяє точно визначити зазначені види мікроорганізмів (Bacillus cereus, Paenibacillus polymyxa  та Paenibacillus macerans) протягом 1 дня. Для проведення молекулярно-генетичної діагностики бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів було здійснено підбір наступних пар специфічних олігонуклеотидних праймерів: nheA-F,  nheA-R для токсигенних представників виду Bacillus cereus; 29PpF, 179PpR для виду Paenibacillus polymyxa; MAC 1, MAC 2 для виду Paenibacillus macerans,  та оптимізовано параметри мультиплексної ПЛР. За використання ДНК бактерій референсних штамів - Eschеrichia coli УКМВ 906 та Staphylococcus aureus ОНУ 223 у ПЛР з обраними праймерами не було отримано жодного продукту ампліфікації, що свідчить про специфічність  ПЛР.
Роботу викладено на 39 сторінках, вона містить 4 рисунка та 4 таблиці. Наведено посилання на 47 джерел літератури (25 кирилицею та 22 латиницею).
Ключові слова: бацілярні контамінанти, молекулярно-генетична діагностика, полімеразна ланцюгова реакція, безпека харчових продуктів.

A genotypic diagnosis of simultaneous determination of bacillary food poisoning pathogens and spoilage pathogens in food products was developed. These genotypic diagnoses, unlike the phenotypic, accurately determine certain species of microorganisms (Bacillus cereus, Paenibacillus polymyxa and Paenibacillus macerans) for 1 day. The selection following pairs of specific oligonucleotide primers: nheA-F, nheA-R for toxigenic Bacillus cereus; 29PpF, 179PpR for the Paenibacillus polymyxa; MAC 1, MAC 2 for Paenibacillus macerans for the molecular genetic diagnosis of bacillary food poisoning pathogens and spoilage of food was made. The multiplex PCR parameters were optimized. Using the DNA of reference strains of bacteria - Escherichia coli UKMV 906 and  Staphylococcus aureus ONU 223 in the PCR with chosen primers any product of  amplification were not received, that indicates on  specificity of PCR.
Diploma thesis is expounded on 39 pages, it contains 4 pictures and 4 tables. It provides links to 476 references (25 cyrillic and 22 latinic). 
Keywords: bacillary contaminants, molecular genetic diagnostics, polymerase chainy reaction, food safety,
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ВСТУП
Погіршення техногенної ситуації, пов’язане з урбанізацією, кліматогеографічними і екологічними умовами проживання людини, знижують її імунореактивність і призводять до необхідності жорсткого контролю мікробіологічної безпеки харчових продуктів і розробки сучасних прискорених методів виявлення мікроорганізмів. Збільшення ризиків захворювання від їжі пов′язане з поширенням та накопиченням традиційних та емерджентних мікроорганізмів у зв′язку з новими технологіями переробки, пакування і тривалого зберігання сировини, використанням 
Контамінанти плодоовочевої продукції представлені як типовими, так і випадковими видами мікроорганізмів, що потрапляють з грунту, води, атмосферних опадів, які переносяться вітром, птахами, гризунами, комахами, а також з обладнання, тари, інвентарю, транспортних засобів, рук та одягу робітників та інших об'єктів [13].
При контролюванні санітарної безпеки харчових продуктів особлива увага приділяється умовно-патогенним і патогенним мікроорганізмам, тоді як аеробні і факультативно-анаеробні мікроорганізми вивчаються взагалі за показником МАФАнМ. Для промислово стерильних консервованих продуктів допускається 11 КУО/г (мл) аеробних і факультативно-анаеробних мікроорганізмів. Однак,  за даними науковців ряд мікроорганізмів цієї групи не є індиферентними і можуть мати токсичний вплив на організм людини [4, 24]. Крім того, велика група мікроорганізмів роду Bacillus включає збудника зооантропонозних захворювань B.anthracis, збудника токсикоінфекцій B.cereus, збудників псування харчових продуктів Р.polymyxa, Р.macerans, B.subtilis та ін. 
Класичні методи дослідження цієї групи мікроорганізмів тривалі – перед посівом консервовані продукти термостатують на протязі 5 діб, а після виявлення в посіві ознак росту потребують виділення чистої культури з визначенням комплексу властивостей для ідентифікації та диференціювання [11, 35].
Визначення термостійких мезофільних спороутворюючих бактерій, які контамінують овочеву сировину та консерви, необхідно для аналізу та розуміння небезпеки харчових отруєнь та їх наслідків для організму людини.
Викладене свідчить про необхідність розробки та впровадження  високоспецифічних  методів  аналізу  і експресних  діагностичних  тест-систем  у  схеми  санітарно-мікробіологічного  контролю  харчових продуктів. 
	Тому метою даної роботи було розробка прискореного методу визначення бацилярних контамінантів у рослинній сировині.
Завдання дослідження:
1. Проведення модельного інфікування зразків рослинної консервованої продукції типовими штамами  бацил та їх комбінаціями.
2. Здійснення виділення ДНК бактеріальних клітин.
3. Проведення молекулярно-генетичної діагностики бацилярних контамінантів за допомогою полімеразно-ланцюгової реакції.
4. Проведення оптимізації  параметрів ПЛР у залежності від особливостей біохімічного складу, фізико-хімічних і структурно-механічних властивостей досліджених харчових продуктів.
5. Розробка методології визначення бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів.
Об’єкт дослідження:  мікробіологічна безпека харчових продуктів.
          Предмет дослідження: визначення бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів.
Кваліфікаційна робота виконувалася в межах науково-дослідної роботи за держбюджетною темою 519 “Наукові основи вдосконалення санітарного контролю безпеки харчової сировини і продуктів її переробки». 
Автор висловлює щиру подяку науковому співробітнику кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ Мариновій Ірині Іванівні  за допомогу у виконанні кваліфікаційної роботи. 



УЗАГАЛЬНЕННЯ
Своєчасне виділення та ідентифікація  бацил – представників  мікробіоти рослиної сировини та продуктів її переробки -  є необхідним кроком для прогнозування і забезпечення якості харчової продукції та дозволяє оперативно вносити корективи у технологічний процес для  гарантування відповідності продуктів харчування вітчизняним та міжнародним стандартам [43]. 
Доброякісність та безпека овочевої сировини та виготовленої з неї овочевої продукції є одними з важливіших аспектів роботи виробництва. Контамінанти овочевої сировини та її продукції представлені не тільки типовими для цих субстратів бактеріями, а й  мікроорганізмами, що потрапляють з грунту, води, тваринного організму [2, 3].
Вперше розроблено методологію визначення бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів та проведено її експериментальне випробовування. Розроблена  генотипова діагностика  одночасного визначення бацилярних збудників харчових отруєнь і регламентованих збудників псування харчових продуктів, на  відміну  від  фенотипової, дозволяє точно визначити зазначені види мікроорганізмів (Bacillus cereus, Paenibacillus polymyxa  та Paenibacillus macerans).
Мультиплексну ПЛР для молекулярно-генетичної діагностики бацилярних контамінантів рекомендовано проводити з використанням наступних специфічних праймерів:
1. до ділянці геному B.cereus: nheA-F (GTTAGGATCACAATCACCGC) і nheA-R (ACGAATGTAATTTGAGTCGC), розмір очікуваного фрагменту – 553 п.о.; 
1. до ділянці геному  P.polymyxa: 29PpF (GAGCGGGGTTGATTAGAAGC) і  179PpR (CTTTCCTCCTTCTCCCATGC), розмір очікуваного фрагменту – 150 п.о.;
1. до ділянці геному  P.macerans: MAC 1 (ATCAAGTCTTCCGCATGGGA) і MAC 2 (ACTCTAGAGTGCCCAMCWTT), причому M може означати T або G; W -  A або T, розмір очікуваного фрагменту – 100 п.о.
Рекомендований склад суміші для проведення ПЛР: супермікс – 12 мкл, праймери  nhe F і nhe R по 0,15-0,25 мкМ; MAC1і  MAC2 – по 0,1-0,2 мкМ; 29Pp і 179Pp по 0,15-0,22 мкМ, суміш ДНК – 6 мкл, H2O – 2 мкл, загальний об’єм суміші ПЛР – 20 мкл. Праймери розводять для отримання 10-кратного стоку додаванням до сухої маси 100 мкл деіонізованої води, робоча концентрація - 1:9, з якої беруть певний об’єм у суміш. Цикли ПЛР: первинна денатурація при 94-95°С 3-5 хв, далі - 30 циклів, кожен з яких включає денатурацію при 94°С 30-60 с, відпал при 51-56 °С 30 с, первинну елонгацію при 72 °С 30 с, остаточна елонгація при 72 °С 3-5 хв.
Праймери, які входили до складу діагностичного набору, дозволяли виявляти специфічні ділянки геномів  Bacillus cereus, Paenibacillus polymyxa  та Paenibacillus macerans. 
Розроблена  генотипова діагностика  одночасного визначення бацилярних збудників харчових отруєнь і регламентованих збудників псування харчових продуктів,  на  відміну  від  фенотипової, дозволяє точно визначити зазначені види мікроорганізмів (Bacillus cereus, Paenibacillus polymyxa  та Paenibacillus macerans) протягом 1 дня. 
Дослідні випробування показали ефективність і перспективність розробленої методики та методології визначення бацилярних контамінантів у різних видах харчової сировини і продуктах її переробки. Запропонована методологія може бути рекомендована для подальшого використання у лабораторіях та підприємствах з виробництва, переробки, пакування і тривалого зберігання продуктів харчування, що дозволить здійснювати прискорений мікробіологічний контроль безпеки харчових продуктів.
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ВИСНОВКИ

1. Полімеразна ланцюгова реакція з видоспецифічними праймерами, підібраними до ділянки гену nhe A, надає можливість ідентифікації окремих груп бацил та індивідуальних  контамінантів  виду B. cereus, на що вказувала присутність ампліконів на електрофореграмі продуктів ПЛР розміром 553 п.о.
1. За  використання ДНК бактерій референсних штамів - Eschеrichia coli УКМВ 906 та Staphylococcus aureus ОНУ 223 у ПЛР з обраними праймерами не було отримано жодного продукту ампліфікації, що свідчить про специфічність  ПЛР.
1. Для проведення молекулярно-генетичної діагностики бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів було здійснено підбір наступних пар специфічних олігонуклеотидних праймерів: nheA-F,  nheA-R для токсигенних представників виду Bacillus cereus; 29PpF, 179PpR для виду Paenibacillus polymyxa; MAC 1, MAC 2 для виду Paenibacillus macerans,  та оптимізовано параметри мультиплексної ПЛР.
1. Розроблено  методологію визначення бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів та проведено її експериментальне випробовування.
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