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Анотація
Своєчасне виділення та ідентифікація бацил – представників  епіфітної мікробіоти рослинної сировини -  є необхідним кроком для прогнозування і забезпечення безпеки рослинної продукції та дозволяє оперативно вносити корективи у технологічний процес консервування, що гарантує  відповідність продуктів харчування міжнародним стандартам. У результаті досліджень  розроблено методику підготовки зразків харчових продуктів і оптимізовано параметри  полімеразно-ланцюгової реакції з підібраними  групо- і видоспецифічними праймерами з метою діагностики в тестованих зразках регламентованих бацилярних контамінантів, які впливають на безпеку продукції – бактерій роду Bacillus. 

Роботу викладено на 46 сторінках, вона містить 4 таблиці та 3 рисунки. Наведено посилання на 50 джерел літератури (33 кирилицею та 17 латиницею).
 Ключові  слова: безпека рослинної продукції, полімеразно-ланцюгова реакція, ентеротоксигенні Bacillus cereus.
The distinction and identification of bacilli - representatives of the plant raw materials epiphytic microbiota is a necessary step for forecasting and ensuring the safety of plant products and allows to promptly make adjustments to the technological process of preservation, which ensures the accordance of food products to the international standards. As a result of the research, a technique for preparing food samples has been developed and polymerase chain reaction parameters with selected group- and species-specific primers have been optimized by way of to diagnose regulated bacillary contaminants in the test samples that affect the safety of products - bacteria of the genus Bacillus cereus. 
Diploma thesis is expounded on 46 pages, it contains 4 tables and 3 figures. It provides links to 50 references (33 cyrillic and 17 latinic). 
Key words: safety of plant products, polymerase chain reaction, enterotoxigenic Bacillus cereus.
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ВСТУП
За сучасними уявленнями, аеробні спороутворюючі бактерії, або бацили, об'єднуються в окремий порядок Bacilliales. Ця група, що включає багато різноманітних видів, має ряд характерних особливостей і відрізняється від інших бактеріальних організмів комплексом морфолого-фізіологічних ознак, з яких найбільш важливими є паличкоподібна форма клітин, здатність утворювати ендоспори, потреба у вільному кисні для росту [26]. Утворюючи спори,  ці бактерії служать об'єктом численних досліджень для з'ясування природи ана- та парабіотичного стану живої матерії. З іншого боку, завдяки утворенню спор, що мають серед відомих форм живих організмів найбільш високу стійкість до несприятливих впливів зовнішнього середовища, спороутворюючі бактерії являють собою основний фактор біологічного руйнування харчових продуктів і різних інших матеріалів [26].

Боротьба зі спороутворюючими бактеріями є однією з головних практичних завдань у консервній промисловості, при консервації крові і багатьох інших процесах зберігання і переробки сільськогосподарських та харчових продуктів. Велика група мікроорганізмів порядку Bacilliales включає збудника зооантропонозних захворювань Bacillus anthracis, збудника токсикоінфекцій Bacillus cereus, збудників псування харчових продуктів Paenibacillus polymyxa, Paenibacillus macerans, Bacillus subtilis та інших [18].
Забезпечення безпеки і якості продовольчої сировини і харчових продуктів є однією з основних задач сучасного людського суспільства, які відповідають за здоров'я населення. Наявність в харчових продуктах мікробних контамінантів та їх метаболітів загрожує появою у людини тяжких інфекційних хвороб та харчових отруєнь. 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 продукції з географічно віддалених від виробника країн та ін. [6].  При контролюванні санітарної безпеки харчових продуктів особлива увага приділяється умовно-патогенним і патогенним мікроорганізмам, тоді як спороутворювальні аеробні і факультативно-анаеробні мікроорганізми вивчаються тільки за показником МАФАнМ.  Однак, за даними науковців,  ряд мікроорганізмів цієї групи не є індиферентними і здатні спричиняти псування продукції та харчові отруєння; значна частина яких обумовлена ентеротоксигенними Bacillus cereus [32, 41]. Класичні методи дослідження цієї групи мікроорганізмів тривалі та трудомісткі, потребують виділення чистої культури з визначенням комплексу властивостей для ідентифікації та дають змогу провести лише умовну видову діагностику виділених мікроорганізмів.
Тому метою роботи було проведення молекулярно-генетичної діагностики ентеротоксигенних бактерій групи B. cereus у зразках  рослинної сировини і продуктів її переробки південних областей України.

Завдання дослідження:
1. Вивчити груповий склад мікробних контаминантів окремих видів і сортів овочевої сировини, яка переробляється промисловим шляхом.
2. Провести ідентифікацію бацил рослинної сировини.
3. Обрати найбільш ефективний метод попередньої обробки зразків сировини та продуктів для виявлення ентеротоксинпродукуючих бактерій виду B.cereus. 

4. Виявити токсинпродукуючі штами B. cereus в рослинній сировині, використовуючі оптимізований метод полімеразно-ланцюгової реакції.
5. Визначити специфічність та чутливість методу ПЛР у детекції ентеротоксигенних бактерій групи B. cereus у дослідних зразках.

Об’єкт дослідження: мікробіота рослинної сировини, яка переробляється промисловим шляхом.
Предмет дослідження: молекулярно-генетична діагностика бактерій роду Bacillus, виділених з рослинної сировини південних областей України.
ВИСНОВКИ

1. Серед мезофільних мікроорганізмів на досліджених видах овочевої сировини домінували бактерії. Кількість МАФАнМ становила від 4,6·104 КУО/г на томатах до 8,4·106 на моркві, цвілевих грибів - від 2,7·102 на перці до 5,2·104 на моркві, дріжджів - від 0, 9·102 на кабачках до 1,7·105 КУО/г на моркві. 
2. Виділені культури аеробних термостійких паличковидних мікроорганізмів за комплексом морфологічних, фізіологічних, культуральних і біохімічних властивостей віднесені до дев'яти морфотипів, серед яких переважали бактерії групи Bacillus subtilis-licheniformis та B.cereus.
3. Спосіб попередньої обробки проб консервованої продукції з подвійним центрифугуванням для видалення залишків органічних речовин був визначений як пріоритетний.
4. Полімеразна ланцюгова реакція з специфічними праймерами nhe A F і nhe A R, підібраними до ділянки гену nhe A, підтвердила приналежність усіх тестованих штамів, виділених з рослинної сировини та консервів, до ентеротоксигенного виду Bacillus cereus; розмір ампліконів становив 553 п.о. 
5. Температура 50º С виявилася оптимальною для відпалу праймерів nhe AF та nhe AR гену до nhe A Bacillus cereus.

6. Мінімальна кількість клітин B.cereus, яку можна виявити у рослинній сировині методом ПЛР, дорівнює 102КУО/мл, що свідчить про високу чутливість ПЛР.
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ВСТУП

Охорона праці являє собою систему законодавчих актів, соціально-економічних, організаційних, технічних і лікувально-профілактичних заходів та засобів, що забезпечують збереження здоров'я, безпеки і працездатності людини в процесі трудової діяльності.

Охорона праці виявляє і вивчає можливі причини виробничих нещасних випадків, професійних захворювань, аварій, вибухів, пожеж і розробляє систему заходів і вимог з метою усунення цих причин і створення, безпечних і сприятливих для людини умов праці.

Складність завдань, що стоять перед охороною праці вимагає використання досягнень і висновків багатьох наукових дисциплін, прямо або побічно пов'язаних із завданнями створення здорових і безпечних умов праці.

Так як головним об'єктом охорони праці є людина в процесі трудової діяльності, то при розробці вимог виробничої санітарії використовуються результати досліджень багатьох медичних і біологічних дисциплін.

Успіх у вирішенні проблем охорони праці у великій мірі залежить від якості підготовки фахівців в цій галузі, від їхнього вміння приймати правильні рішення в складних і мінливих умовах сучасного виробництва.

1. Аналіз умов праці на місці виконання досліджень

1.1. Характеристика лабораторії

Кваліфікаційна робота виконувалася в Одеському національному університеті імені І.І.Мечникова на кафедрі мікробіології, вірусології та біотехнології та на кафедрі біохімії, мікробіології та фізіології харчування Одеської національної академії харчових технологій. 

Працювати  на кафедрі мікробіології, вірусології та біотехнології  у лабораторії дозволено лише після інструктажу з техніки безпеки. Робота над завданнями кваліфікаційної роботи проводилась відповідно до поставленої мети згідно з методиками. Для цього у лабораторних кімнатах були розміщені всі необхідні для роботи прилади і обладнання таким чином, щоб робоче місце було пристосоване для виконання вибраної методики. Також був забезпечений вільний доступ до приладів, вимикачів електроенергії. 

Мікроклімат виробничих приміщень

За мікрокліматом лабораторні кімнати відповідають нормам, а саме – температура 18 - 24 ºС, відносна вологість повітря 60 - 40 %, швидкість руху повітря 0,1 м/сек. Інтенсивність теплового опромінення приладів не перевищує 35,0 Вт/м2. Температура внутрішніх і зовнішніх поверхонь приміщень та устаткування не перевищує 25 ºС у холодну пору року та 29 ºС – у теплу [3]. 

Шкідливі речовини в повітрі робочої зони

Етиловий спирт випаровується зі спиртівок, а також входить до складу дезінфікуючих рідин разом з пропанолом і бутанолом. 

Освітлення 

У трьох лабораторних кімнатах освітлення змішане (люмінесцентні світильники розсіяного світла), в залежності від площі наявні два або одне вікно.  Освітлення – не менше 110 лк. 
Шум, вібрація, ультразвук, інфразвук
Джерела шуму непостійні – холодильник, центрифуга. Характеристики шумів відповідають нормам згідно з ДСТУ та технічним характеристикам приладів [2, 4]. 

Виробничі випромінювання

Приміщення устатковані ультрафіолетовими лампами для стерилізації поверхонь та повітря (довжина хвилі 254 нм).  Час дії лампи – 30 хвилин до роботи, 30 хв. після роботи. Після вимкнення лампи не можна перебувати у приміщенні протягом 30 хв. 

Небезпека ураження електричним струмом

Існує за ушкодження покриття дротів, але вся електромережа – у нормі, прилади заземлені. У приміщеннях трьохфазовий струм, 200 - 220 В. 

Статична електрика

Усі прилади у приміщеннях – без підвищеної небезпеки утворення електричних потенціалів.

1.2. Аналіз методів дослідження і характеристика обладнання

Під час проведення досліджень були використані такі методи: метод полімеразно-ланцюгової реакції (ПЛР).. Цей метод забезпечує точність дослідження, і є безпечним. Для здійснення роботи за цим методом були використані такі прилади:

· Амліфікатор

· епіндорфи длявиділення ДНК;

· холодильник;

· витяжна шафа – використовується для роботи з небезпечними та леткими речовинами;

· електрофорез;

· комп’ютер (ПК).

При користуванні електроприладами дотримувались інструкції по їх експлуатації, стежили за тим, щоб прилади були справними та заземленими.

Також в роботі використовувався скляний посуд: пробірки, мірні циліндри, мірні колби, стакани. При використанні скляного посуду приділяли увагу техніці безпеки для запобігання поранень від розбитого скла. Не використовували посуд, який не призначений для роботи з підвищеним тиском, і не нагрівали рідини у закритих, або не призначених для цього пробірках. При роботі із скляним посудом остерігалися порізів і попадання шматочків скла в очі.

Набір тексту дипломної роботи, а також побудова графіків та таблиць виконані на комп’ютері. Неправильне поводження з дисплеєм, а також із системним блоком комп’ютера може призвести до важких уражень електричним струмом, спричинити загорання апаратури. Через це забороняється:

1) торкатись до екрану і тильного боку дисплея, проводів живлення і пристроїв заземлення, з’єднувальних кабелів;

2) порушувати порядок ввімкнення та вимкнення апаратурних блоків;

3) намагатись самостійно усунути виявлену несправність у роботі апаратури;

4) відкривати кришку монітора і тим більше рухати деталі під кришкою;

5) натискати на клавіші апаратури, прикладаючи великого зусилля;

6) проводити вологе прибирання приміщення при ввімкнутих пристроях.

Також розташували елементи обладнання так, щоб екран знаходився справа, клавіатура – навпроти правого плеча, а документи – в центрі кута огляду. Монітор був встановлений таким чином, щоб верхній край екрану знаходився на рівні очей. Відстань від екрану монітора до користувача складала 50 - 100 см [1]. 

2. Розробка заходів з охорони праці

До роботи у лабораторії допускаються особи, що пройшли інструктаж по техніці безпеки. Перед початком роботи в лабораторії перевіряли: наявність протипожежних засобів; справність вентиляційної системи; наявність аптечки, укомплектованої засобами медичної допомоги; наявність надійного електрозаземлення, справність ізоляції.

На робочому місці повинні знаходитися лише необхідні для конкретної роботи реактиви, прилади і обладнання, робоче місце потрібно утримувати в чистоті та порядку. Не рекомендується ставити на поверхню столу посудини з концентрованими кислотами та лугами. Працювати потрібно акуратно, не розсипаючи і не розливаючи хімічних речовин на столі. На робочому столі не повинні знаходитись сторонні предмети. У лабораторних столах є полиці і шухляди, де зберігають інструменти та реактиви. Кожен реактив повинен бути чітко підписаний, де вказується назва сполуки, її хімічна формула, концентрація, дата виготовлення. Забороняється виправляти підписи, наклеювати етикетки, не знявши старих. Забороняється використовувати реактиви без етикеток або із незрозумілим підписом. Необхідно слідкувати за збереженням чистоти реактивів та посуду. Відходи хімічних реактивів, органічних розчинників, водні розчини хімічних речовин у раковину зливати забороняється. У лабораторії повинно знаходитись не менше двох осіб. Забороняється залишати без нагляду працюючі прилади.

При роботі з електроприладами необхідно дотримуватись таких правил безпеки: ізоляція відкритих ділянок електромережі, заземлення усіх приладів. При необережному поводженні з електроприладами та виникненні ушкоджень, спричинених дією струму, необхідно дотримуватись правил надання медичної допомоги [6].

При роботі з реактивами, при митті посуду використовують гумові рукавички. Після роботи рукавички, не знімаючи з рук, миють милом і витирають насухо. Руки миють милом і змащують кремом. 

Категорично забороняється на робочому місці приймати їжу; зберігати продукти харчування у холодильнику поряд з реактивами. Під час роботи забороняється курити. Запах тютюну маскує запах хімічних сполук, в тому числі і токсичних [7].

          Будь-які роботи з летючими речовинами дозволяється проводити лише під витяжною шафою при включеній вентиляції. При потраплянні будь-яких речовин на шкіру, її необхідно ретельно промити. 

Усі роботи з легкозаймистими речовинами слід здійснювати подалі від відкритих джерел полум’я, а також від нагрівних приладів, досліди проводити у витяжній шафі, використовувати рукавиці та халат. Після завершення усіх видів робіт потрібно: вимкнути прилади, воду; прибрати робоче місце [9].

3. Пожежна безпека

Протипожежний режим – це комплекс встановлених норм і правил поведінки людей, виконання робіт і експлуатації об’єкту, спрямованих на забезпечення пожежної безпеки [8].

Вибухо- та пожежонебезпечні речовини і матеріали на робочих місцях: етанол, що використовується у спиртівках, та етанол, пропанол і бутанол у складі сумішей для дезінфекції поверхонь.

Характеристики пожежонебезпечних речовин

	Назва речовини
	Тспалаху, ºС
	Тсамоспалаху, ºС
	Значення об’ємних концентраційних меж спалахування при кімнатній температурі, %

	Етанол
	12
	-
	3,3 – 19,0

	Бутанол
	24
	-
	1,7 – 9,8

	Пропанол
	23
	-
	2,3 – 13,5


Спалах може виникнути через проливання спирту під час заправки спиртівки. Для попередження ушкоджень усі столи у лабораторіях покриті вогнетривким матеріалом. 

Спирт – можливе джерело спалаху – зберігається у товстостінному посуді з притертою кришкою, відпускається до роботи під особистий підпис працюючого [10].

При роботі з електроприладами слідкували за цілісністю ізоляції для запобігання закорочення. 

З метою попередження можливостей загоряння і виникнення пожеж:

- робочі місця і проходи звільняли від зайвих предметів;

- легкозаймисті речовини зберігали в товстостінному посуді з притертим корком, поміщеному у металеву скриню.

Лабораторні приміщення забезпечені хладоновими вогнегасниками, які знаходяться у радіусі 4 - 5 м від можливого джерела спалаху, та пожежною сигналізацією. 

4. Опрацювання заходів щодо безпеки працівників

у надзвичайних ситуаціях

Визначення категорії приміщень за вибухопожежною та пожежною безпекою: лабораторні кімнати, в яких розташовані робочі місця, згідно з ОНТП-24-86 відносяться до категорії А (вибухопожежонебезпечна). На робочих місцях джерелом небезпеки є спиртівки, що слугують для стерилізації металевих та фламбування скляних інструментів. Температура спалаху етилового спирту – 12 ºС. Об'єм спирту, що заливають у спиртівку, не перевищує 50 мл, у стаканчик для фламбування – 10 мл. Отже, за такої малої кількості надлишковий тиск вибуху менше за 5 кПа. Усі ці характеристики дозволяють віднести лабораторні приміщення до категорії А – горючі речовини у приміщенні з температурою спалаху менше 28 ºС, у такій кількості, що розвивається надлишковий тиск вибуху в приміщенні понад 5 кПа. 

Пожежа, яка може виникнути у приміщенні, відноситься за Міжнародним стандартом до класу В – пожежі горючих рідин або плавких рідких речовин. Для гасіння такої пожежі слід використовувати хладонові вогнегасники. У приміщеннях знаходяться такі вогнегасники.

У разі спалаху спирту після заправки спиртівки полум'я може виникнути лише на невеликій площині (до 10 - 15 см2). Вогнетривка поверхня столів попереджає поширення полум'я. Отже, при роботі зі спиртівкою дуже важливо не розташовувати поряд з нею папір, вату, сірники, дотримуватися чистоти та порядку на робочому місці. Якщо ж полум'я виникло, невелике місце займання – пролитий спирт зі спиртівки – потрібно негайно накрити керамічним стаканом з широким горлом, щоб перекрити доступ кисню. Стакан завжди знаходиться на робочому місці. Ні в якому разі не робити рухів, які сприяють доступу кисню до полум'я. Якщо ж площа горіння спирту на столі більша, потрібно негайно забрати легкозаймисті речі – папір, зошити та ін., що знаходяться поряд з місцем горіння, та накрити стіл кошмою. 

Перша допомога при порізах:

• Промийте рану водою.

• Промокніть місце рани чистою марлею або бинтом.

• Підніміть руку  з травмою вище рівня тіла, кров буде менше надходити до місця порізу, і кровотеча зупиниться швидше.

• Обробіть рану антисептичним розчином, змастіть зеленкою, але тільки по краю порізу.

• Якщо необхідно, накладіть стерильну серветку і зафіксуйте її бинтом або пластирем.

ВИСНОВКИ

Проводячи досліди, ми дотримувались правил техніки безпеки при роботі із шкідливими речовинами та приладами, стежили за дотриманням санітарно-гігієнічних вимог, щодо умов праці у лабораторії, та дотриманням протипожежних заходів. Робота з реактивами проводилася обережно з обов’язковим виконанням застережливих заходів.
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