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АНОТАЦІЯ

Проаналізована мікробіота рослинної сировини, вирощеної в Одеській області. Було ізольовано аеробні спороутворюючі термостійкі бактерії. Вивчення морфо-фізіологічних, біохімічних, тинкторіальних властивостей яких дозволило віднести їх до порядку Bacillales, а характерні фенотипічні властивості - до певних видів. Видову приналежність усіх ізольованих штамів визначали проведенням жирнокислотного аналізу, а спірних штамів підтверджували полімеразною ланцюговою реакцією. Досліджено  потенційні  збудники  харчових  токсикоінфекцій  –  токсигенні  бактерії виду Bacillus cereus та вивчено їх здатність продукувати еметичний (блювотний) і ентеротоксини. Молекулярно-генетична діагностика і виявлення токсинпродукучої здатності виділених штамів показали можливість їх швидкої ідентифікації за наявністю характерних генів токсичності. Середнє значення контамінованості зразків української рослинної сировини та продуктів переробки бактеріями виду B. cereus становило 36,2 %. Виявлено, що в українському регіоні переважає ентеротоксичний тип B. cereus. 
Роботу викладено на 52 сторінках, вона містить 5 рисунків та 5 таблиць. Наведено посилання на 36 джерел літератури (33 кирилицею та 18 латиницею).
Ключові слова: токсинпродукуючі Bacillus cereus, ентеротоксини, еметичний токсин, молекулярно-генетична діагностика, полімеразна ланцюгова реакція, безпека харчових продуктів.

The microbiota of vegetable products grown in the Odessa region has been examined. Aerobic spore-forming heat-resistant bacteria were isolated. The study of their morpho-physiological, biochemical, tinctorial properties made it possible to define their order as Bacillales, and specific phenotypic properties - as certain species. The species identity of isolated strains was verified by the fatty-acid analysis, and controversial strains were confirmed by polymerase chain reaction. The potential pathogens of food toxicoinfections - toxigenic bacteria of the species Bacillus cereus - were studied and their ability to produce emethetic (vomiting) and enterotoxins was studied. Molecular-genetic diagnostics and detection of toxin producing capacity of isolated strains showed the possibility of their rapid identification and the presence of characteristic genes of toxicity. The average value of the contamination of samples of Ukrainian plant material and processed products by B. cereus bacteria was 36.2%. It was revealed that in the Ukrainian region the enterotoxic type B. cereus prevails.
Diploma thesis is expounded on 52 pages, it contains 5 pictures and  5 tables. It provides links to 36 references (33 cyrillic and 18 latinic). 
Keywords: toxin-producing Bacillus cereus, enterotoxins, emetic toxin, molecular genetic diagnosis, polymerase chain reaction, food safety.
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ВСТУП
В останні роки значна увага приділяється вивченню мікробних контамінантів харчових продуктів, напівфабрикатів і рослинної сировини з метою визначення їх доброякісності, харчової безпечності і відповідності принципам НАССР. На сьогоднішній день, це є одні з важливіших аспектів роботи консервного виробництва.
Мікробіота овочевої сировини різноманітна. Вона представлена як типовими, так і випадковими видами мікроорганізмів, що потрапляють з води, ґрунту, атмосферних опадів, які переносяться вітром, птахами, гризунами, комахами, а також з обладнання, тари, інвентарю, транспортних засобів, рук та одягу робітників та інших об'єктів [29]. Однак у переважній кількості виділяються аеробні та факультативно-анаеробні спороутворювальні бактерії –  представники порядку Bacillales. Вони викликають значний інтерес мікробіологів з причини широкого розповсюдження представників цієї групи, циклу життєвого розвитку, певних морфо-фізіологічних особливостей, серед яких  найбільш важливими є здатність формувати ендоспори, необхідність у вільному кисні для росту, паличкоподібна форма клітин, незвичайної стійкості їх спор [24]. Постійно описуються нові види бацил, які можуть бути не внесені на даний час у визначник Бергі, але достовірно відомо, що ці види генетично і фенотипово відрізняються від відомих представників роду Bacillus [8, 34]. 
Методи ідентифікації мікроорганізмів, що є стандартизованими в Україні та обов’язковими до використання на харчових підприємствах, пов′язані з вивченням кількості даних мікроорганізмів, їх морфологічних, фізіологічних, біохімічних, а також тинкторіальних властивостей у критичних контрольних точках технологічного процесу або залишкової мікробіоти продукції. Використання таких методів є класичним основоположним підходом до визначення систематичного положення мікроорганізмів. Незважаючи на стрімкий розвиток молекулярно-генетичних та біохімічних методів їх ідентифікації, вони мають певні суттєві недоліки, такі як трудомісткість, суб′єктивність, тривалість. 
Визначення термостійких мезофільних спороутворюючих бактерій, які є контамінантами овочевевої сировини, напівфабрикатів та консервів, необхідно для аналізу, вивчення та розуміння небезпеки харчових отруєнь та їх наслідків для організму людини.
Своєчасне  виділення та ідентифікація бацил  –  представників мікробіоти овочевої сировини та продуктів її переробки  –    є важливим та незамінним кроком для прогнозування і підтримки якості рослинної продукції та дозволяє оперативно вносити корективи у технологічний процес для гарантування відповідності продуктів харчування вітчизняним та міжнародним стандартам
	Тому метою даної роботи було вивчення деяких біологічних та молекулярно-генетичних особливостей Bacillus cereus - потенційних збудників харчових отруєнь - для диференційованої ідентифікації токсинпродукуючих бацил в різних видах харчових продуктів та сировини.
Завдання дослідження:
1. Вивчити біологічні властивості аеробних та факультативно-анаеробних спороутворювальних бактерій з харчової сировини та продуктів її переробки.
2. Здійснити їх ідентифікацію класичними та молекулярно-біологічними методами.
3. Виділити токсинпродукуючі бактерії серед штамів Bacillus cereus в рослинній сировині та продуктах харчової промисловості України.
4. Провести визначення бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів за генами токсичності в різних видах харчових продуктів та сировини.
5. Провести мультиплексну ПЛР для диференційованої ідентифікації токсинпродукуючих бацил в різних видах харчових продуктів та сировини.

Об’єкт дослідження:  сучасні прискорені молекулярно-генетичні методи встановлення мікробіологічної безпеки харчової сировини та продуктів її переробки.
Предмет дослідження: диференційоване визначення молекулярно- генетичними методами аеробних та факультативно-анаеробних контамінантів роду Bacillus, виділених з рослинної сировини, вирощеної в південних областях України.

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 викладачам на науковим співробітникам кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ: Лиманській Наталії Вікторівні, Сергєєвій Жанні Юріївні, Остапчуку Андрію Миколайовичу, Мариновій Ірині Іванівні за допомогу у виконанні кваліфікаційної роботи. 

















ВИСНОВКИ

1. За  допомогою мікробіологічних та молекулярно-генетичних методів визначено характерні особливості штамів термостійких аеробних і факультативно-анаеробних спороутворювальних бактерій - потенційних збудників харчових захворювань, псування і залишкової мікробіоти рослинної продукції та сировини, вирощеної на півдні України.
2. За біологічними особливостями досліджувані штами були віднесені до 6 видів роду Bacillus: Bacillus subtilis, B.cereus GC subgroup A, B. thuringiensis,B. licheniformis, B. pumilus GC subgroup B, B. atrophaeus.
3. Середнє значення контамінованості зразків української рослинної сировини та продуктів переробки бактеріями виду B. cereus становить 36,2%.
4. В українському регіоні переважає ентеротоксичний тип B. cereus. 
5. Гени ентеротоксичності nheA, hblD та cytK виявлені у 100, 90,0 та 61,9% досліджених штамів B. cereus, відповідно.
6. При проведенні мультиплексної ПЛР для диференційованої ідентифікації еметогенних та ентеротоксигенних бацил у харчових продуктах рекомендовано використовувати праймери nheA-F, nheA-R, hblD-F, hblD-R, cytK-F, cytK-R, cesB-F, cesB-R до 4 основних генів токсичності. 
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