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АНОТАЦІЯ
Визначено груповий склад мікробних контамінантів окремих видів і сортів овочевої сировини Одеського регіону; серед мезофільних мікроорганізмів на досліджених видах овочевої сировини домінували бактерії групи Bacillus subtilis-licheniformis та B.cereus. Спосіб попередньої обробки проб рослинної продукції з центрифугуванням та подальшим фільтруванням через нітроцелюлозні мембранні фільтри «Millipore» був обраний як пріоритетний і використовувався для подальших досліджень.
Полімеразна ланцюгова реакція з специфічними праймерами nhe A F і nhe A R, підібраними до ділянки гену nhe A, підтвердила приналежність усіх тестованих штамів бацил до ентеротоксигенного виду B. cereus; розмір ампліконів становив 553 п.о. 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 P. macerans, та оптимізовано параметри мультиплексної ПЛР.
Роботу викладено на 58 сторінках, вона містить 7 рисунків та 7 таблиць. Наведено посилання на 62 джерела літератури (36 кирилицею та 26 латиницею).
Ключові слова: безпека рослинної продукції, полімеразно-ланцюгова реакція, регламентовані бацилярні контамінанти. 

The group composition of microbial contaminants of certain types and varieties of vegetable raw materials of the Odessa region is determined; bacteria Bacillus subtilis-licheniformis and B.cereus groups were dominated among mesophilic microorganisms. Methods for pre-processing centrifuge and subsequent filtration of plant products with nitrocellulose membrane filter “Millipore” were chosen as priority and used for further research.
Polymerase chain reaction with specific primers nhe AF and nhe A R, selected to the site of the gene nhe A, confirmed the affiliation of all tested bacilli strains to the enterotoxigenic type B. cereus; the size of the amplicons was 553 bp. For molecular genetic diagnostics of bacilli pathogens for food poisoning and food spoilage, the following pairs of specific oligonucleotide primers: nheA-F, nheA-R for toxicogenic species of Bacillus cereus; 29PpF, 179PpR for the species Paenibacillus polymyxa; MAC 1, MAC 2 for P. macerans, and multiplexed PCR parameters optimized.
Diploma thesis is expounded on 58 pages, it contains 7 pictures and 7 tables. It provides links to 62 references (36 cyrillic and 26 latinic). 
Keywords: safety of plant products, рolymerase chain reaction, regulated bacilli contaminants.
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ПРИЙНЯТІ СКОРОЧЕННЯ ТА АБРЕВІАТУРИ

ATCC – (англ. American Type Culture Collection) – Американська колекція типових культур
ВООЗ  - Всесвітня організація охорони здоров’я 
КУО – колонієутворюючі одиниці
МАФАнМ – мезофільні аеробні та факультативно-анаеробні мікроорганізми
ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція
п.о. – пар основ
MRA – (англ. Microbiological Risk Analysis)  - система оцінки мікробіологічного ризику
GHP – (англ. Good Hygiene Practice) – належна гігієнічна практика
GMP – (англ. Good Manufactufing Practice) – належна виробнича практика
НАССР -  (англ. Hazard Analysis and Critical Control Point) – система аналізу ризиків, небезпечних факторів і контролю критичних точок
ISO – (англ. International Standart Organisation ) – Міжнародна  організація зі стандартизації методів мікробіологічного аналізу
FAO – (англ. Food and Agriculture Organization) - Продовольча та сільськогосподарська організація 










ВСТУП
Погіршення техногенної ситуації, пов’язане з урбанізацією, клімато-географічними 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. 
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 [26].
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 [14, 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 [24, 50].
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. 
Метою роботи було характеристика бацилярних мікробних контамінантів і збудників харчових отруєнь з рослинної сировини і продуктів південних областей України та проведення їх прискореної молекулярно-генетичної діагностики.
При виконанні роботи вирішували такі завдання:
1. Вивчити груповий склад мікробних контамінантів окремих видів і сортів овочевої сировини Одеського регіону.
1. Провести ідентифікацію бацил овочевої сировини.
1. Виявити токсинпродукуючі штами B. cereus в сировині, використовуючи метод полімеразно-ланцюгової реакції.
1. Розробити найбільш ефективний  спосіб попередньої обробки зразків сировини для визначення бактерій роду Bacillus.
1. Провести молекулярно-генетичну діагностику бацилярних контамінантів за допомогою полімеразно-ланцюгової реакції.
1.  Оптимізувати параметри ПЛР у залежності від особливостей біохімічного складу, фізико-хімічних і структурно-механічних властивостей досліджених харчових продуктів.

Об’єкт дослідження:  мікробіологічна безпека харчових продуктів.
          Предмет дослідження: визначення бацилярних збудників харчових отруєнь та псування харчових продуктів.
Дипломна робота виконувалася в межах науково-дослідної роботи за держбюджетною темою 519 «Наукові основи вдосконалення санітарного контролю безпеки харчової сировини і продуктів її переробки». 



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. Серед виділених культур аеробних термостійких паличковидних мікроорганізмів переважали бактерії групи Bacillus subtilis-licheniformis та B.cereus.
1. Спосіб попередньої обробки проб рослинної продукції з центрифугуванням та подальшим фільтруванням через нітроцелюлозні мембранні фільтри «Millipore» був обраний як пріоритетний і використовувався для подальших досліджень.
1. Полімеразна ланцюгова реакція з специфічними праймерами nhe A F і nhe A R, підібраними до ділянки гену nhe A, підтвердила приналежність усіх тестованих штамів бацил до ентеротоксигенного виду B. cereus; розмір ампліконів становив 553 п.о. 
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 P. macerans, та оптимізовано параметри мультиплексної ПЛР.
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