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Своєчасне виділення й ідентифікація бактерій роду Bacillus – представників 
епіфітної мікробіоти рослинної сировини – є необхідним кроком для прогнозування і 
гарантування безпеки рослинної продукції та дає змогу оперативно вносити корективи 
у технологічний процес консервування, а це, у свою чергу, забезпечує 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 
для діагностики у тестованих зразках регламентованих бацилярних контамінантів, 
які впливають на безпеку продукції – штамів Bacillus cereus. Полімеразна ланцюгова 
реакція зі специфічними праймерами nhe A F і nhe A R, підібраними до ділянки гена 
nhe A, підтвердила приналежність усіх тестованих штамів, виділених із рослинної 
сировини та консервів, до виду Bacillus cereus; розмір ампліконів становив 553 п.о. 
Температура 50 ºС виявилася оптимальною для відпалу праймерів nhe AF та nhe AR 
гена до nhe A B. cereus. Мінімальна кількість клітин B. cereus, яку можна виявити 
у рослинній сировині методом ПЛР, дорівнює 102КУО/мл, що свідчить про високу 
чутливість ПЛР.

Ключові слова: безпека рослинної продукції, полімеразна ланцюгова реакція, 
ентеротоксигенні Bacillus cereus

Підвищення ризиків захворювання від їжі пов’язане з поширенням і накопиченням 
традиційних та емерджентних мікроорганізмів у зв’язку з новими технологіями перероб-
ки, пакування і тривалого зберігання сировини, з використанням продукції із географічно 
віддалених від виробника країн та ін. [1]. При контролюванні санітарної безпеки харчових 
продуктів особливу увагу приділяють умовно-патогенним і патогенним мікроорганізмам, 
тоді як спороутворювальні мікроорганізми вивчають тільки за показником мезофільних 
анаеробних і факультативно-анаеробних мікроорганізмів (МАФАнМ). Однак, за даними 
науковців, деякі мікроорганізми цієї групи не є індиферентними і здатні спричиняти псу-
вання продукції та харчові отруєння; значна частина цих отруєнь обумовлена ентероток-
сигенними штамами Bacillus cereus [5, 10]. Класичні методи дослідження даних мікро-
організмів тривалі та трудомісткі, потребують виділення чистої культури з визначенням 
комплексу властивостей для ідентифікації та дають змогу провести лише умовну видову 
діагностику виділених мікроорганізмів. Тому мета роботи – провести молекулярно-гене-
тичну діагностику ентеротоксигенних бактерій групи B. cereus у зразках рослинної сиро-
вини – овочів, фруктів, ягід – і продуктів її переробки півдня України. 
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Матеріали та методи
Для імітації інфікування та пошуку бактерій і їхніх ДНК у зразках рослинної про-

дукції використовували штами мікроорганізмів із колекції культур кафедри мікробіології, 
вірусології та біотехнології Одеського національного університету імені І.І. Мечникова і 
кафедри біохімії, мікробіології та фізіології харчування Одеської національної академії 
харчових технологій: Bacillus cereus ATCC 11778; B. cereus ATCC 10702; B. cereus УКМ 
В-5650; B. cereus УКМ В-5671; Paenibacillus polymyxa B-5760T; P. macerans B-5803T, Geo-
bacillus stearothermophilus ВКМ B-718, а також штами бацил, що були ізольовані з рос-
линної сировини, районованої в Україні та вирощеної в Одеській області (морква, перець 
болгарський, баклажани, томати, кабачки), та з консервів з ознаками псування («Гриби 
натуральні відварені», «Сік морквяний», «Ікра кабачкова»). 

Попередня обробка зразків. Для досліджень були використані свіжий зелений 
горошок, салат, зелений горошок консервований і яблучний сік консервований. Зі свіжої 
рослинної сировини брали змиви із середньої проби стерильним фізіологічними розчином 
згідно з нормативними рекомендаціями [3]. Усі консервовані зразки їжі раніше були під-
тверджені як такі, що не були контаміновані B. сereus, чашковим методом Коха. Зразки рі-
дини, отриманої з консервів і рослинної сировини, було інокульовано добовою культурою 
кожного зі штамів бацил (~108 КУО/мл) у співвідношенні 1:1. Тестовані штами вирощува-
ли у серцево-мозковому бульйоні (BHI, Difco Laboratories, Detroit, MI, U.S.A.) протягом 24 
год за температури 30 °C.

Надалі дослід проводили у трьох варіантах: 1) 1,5 мл рідини, інокульованої бакте-
ріями, без попередньої обробки брали для виділення ДНК; 2) 2,5 мл рідини, інокульованої 
бактеріями, центрифугували для видалення суспензії залишків органічних речовин 2 хв 
при 2000 об/хв, після чого зразки фільтрували крізь нітроцелюлозні мембранні фільтри 
«Millipore» (діаметр пор 0,22 мкм); 3) 2,5 мл рідини, інокульованої бактеріями, піддавали 
подвійному центрифугуванню за обраними параметрами. Після центрифугування відбира-
ли 1,5 мл осаду. Для швидкого виділення з фільтра і очищення ДНК бактеріальних клітин 
використовували набір F1021 (SureFast® PREP Bacteria, CONGEN Biotechnologie GmbH, 
Germany).

Визначення B. cereus за допомогою ПЛР. Детекція ДНК бактерій у зразках рос-
линної продукції та визначення приналежності досліджуваних штамів до бактерій групи 
B.  cereus у процесі імітації інфікування тестованої сировини проводили за допомогою 
полімеразної ланцюгової реакції за методом Park і співавт. [12]. Склад суміші для про-
ведення ПЛР: 10хПЛР буфер – 2 мкл, 50 мМ MgCl2 – 0,8 мкл, 2,5 мМ дНТФ – 1,6 мкл, 
Taq-полімераза (5 Од/мкл) – 0,4 мкл, загальний об’єм суміші ПЛР – 20 мкл. Цикли ПЛР: 
первинна денатурація – 94 °C 5 хв, 30 циклів ампліфікації при денатурації 94 °C 30 с, від-
палі при 63 °C 30 с, елонгації при 72 °C 30 с, та фінальна елонгація 72 °C 5 хв. Реакцію 
проводили в ампліфікаторі BioRad (США).

Використовували такі пари специфічних олігонуклеотидних праймерів для гена 
groEL, який характерний для всіх штамів групи Bacillus cereus: BCGSH – 1F GTGCGAAC-
CCAATGGGTCTTC, BCGSH – 1R CCTTGTTGTACCACTTGCTC [6, 12]. Як негативний 
контроль використовували ПЛР-суміш без ДНК. Візуальну оцінку розміру утворених амп-
ліконів проводили з використанням маркерів молекулярної ваги (pBR322/BsuRI, Fermentas, 
Латвія). 

Для детекції  ентеротоксигенних штамів B. cereus у зразках було використано такі 
комбінації штамів бактерій: 1) суміш штамів B. cereus для імітації виявлення природного 
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забруднення; 2) суміш штамів B. cereus, Paenibacillus polymyxa і P. macerans для виявлення 
окремих видів у суміші. 

Для проведення молекулярно-генетичної діагностики бацилярних контамінантів за 
допомогою ПЛР використовували пару специфічних олігонуклеотидних праймерів (nhe AF 
AAGGCGAATGTACGAGAGTGG, nhe AR CTTCTCTCGTTTGACTATCTGCAG), які були 
обрані на підставі даних літератури [9] та синтезовані ТОВ НПФ «Сіместа ВААЛ» (Одеса, 
Україна) для ентеротоксичного гена nhe A, характерного для всіх ентеротоксигенних шта-
мів виду Bacillus cereus. Оптимізацію температури відпалу ПЛР-ампліфікації здійснювали, 
використовуючи формулу

Tm = [(А+ T) ×2º C] + [(G + C) ×4 ºC]  [7],
з урахуванням того, що сумарна довжина олігонуклеотиду не перевищує 20 основ.

Для виявлення чутливості ПЛР під час індикації ентеротоксигенних бактерій групи 
B. cereus було застосовано вісім десятикратних розведень суміші добових культур штамів 
B. cereus у рослинній консервованій продукції: 101, 102 , 103, 104, 105, 106, 107, 108 КУО/
мл. Рідину з консервованої продукції попередньо центрифугували 2 хв при 2000 об/хв для 
видалення залишків органічних речовин. Потім 5 мл рідини з певного розведення, іноку-
льованої клітинами B. сereus, фільтрували крізь нітроцелюлозні мембранні фільтри «Mil-
lipore» (діаметр пор 0,22 мкм) для видалення залишків органічних речовин у продукті, а 
також для концентрування мікроорганізмів. Фільтр після фільтрації використовували для 
виділення ДНК з використанням експрес-набору F1021, як на попередніх етапах.

Результати і їхнє обговорення
Харчові отруєння, спричинені наявністю B. cereus у продуктах харчування як рослин-

ного, так і тваринного та змішаного походження, реєструють практично в усіх країнах. Під 
час виробництва консервованих продуктів головним джерелом їхнього інфікування B. ce-
reus слугує основна сировина і допоміжні матеріали. Оскільки мікроорганізми цієї групи 
викликають хвороби харчового походження та є потенційно ентеротоксичними для людини, 
здатність швидко виявляти B. cereus у рослинній сировині має вирішальне значення [8]. 

Тому на першому етапі за допомогою ПЛР підтверджували приналежність дослі-
джених штамів, якими інокулювали тестовану сировину, до бактерій виду B. cereus. Усі 
зразки раніше були підтверджені як негативні за наявністю B. cereus. Використовували ко-
лекційні штами бацил B. cereus ATCC 11778; B. cereus ATCC 10702; B. cereus УКМ В-5650; 
B. cereus УКМ В 5671, а також штами бацил, що були ізольовані з рослинної сировини та 
з консервів з ознаками псування та, згідно з результатами попередніх досліджень, іденти-
фіковані як B. cereus шляхом встановлення їхніх фізіолого-біохімічних ознак і жирнокис-
лотного складу клітин [4].

Для обрання найбільш ефективного методу попередньої обробки зразків сирови-
ни та продуктів для виявлення ентеротоксинпродукуючих бактерій виду B. cereus зразки 
інокулювали культурою кожного з досліджених штамів бацил, а подальші експерименти 
з виділенням ДНК бацил проводили у трьох варіантах: зразки, інокульовані бактеріями, 
без попередньої обробки (лунки 4, 5), зразки, які підлягали центрифугуванню для вида-
лення органічних залишків із подальшим фільтруванням крізь нітроцелюлозні мембранні 
фільтри (лунки 2, 3) і зразки після подвійного центрифугування за обраними параметрами 
(лунки 6, 7) (рис. 1). 

У разі проведення ПЛР з двома парами специфічних праймерів BCGSH усі тестова-
ні штами B. cereus утворювали амплікон розміром 400 п.н. до гена groEL, який характер-
ний для всіх представників групи Bacillus cereus.
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Рис.  1. Електрофореграма продуктів ПЛР із ДНК штамів B.  cereus з парою специфічних 
олігонуклеотидних праймерів до гена groEL: 1) негативний контроль ПЛР; 2) B.  cereus 
УКМ В-5671 (центрифугування, фільтрування); 3) B. cereus ATCC 10702 (центрифугування, 
фільтрування); 4) B. cereus УКМ В-5671 (без попередньої обробки); 5) B. cereus ATCC 10702 
(без попередньої обробки); 6) B. cereus УКМ В-5671 (подвійне центрифугування); 7) B. cereus 
ATCC 10702 (подвійне центрифугування); 8) маркери молекулярної маси (pBR322/BsuRI, 
Fermentas) 
Таким чином, метод попередньої обробки зразків рослинної сировини і продуктів 

з подвійним центрифугуванням дає змогу видалити залишки органічних речовин у про-
дуктах, а також сконцентрувати мікроорганізми. Виявлено, що основна маса мікроорганіз-
мів міститься в осаді після другого центрифугування, що дає змогу повноцінно проводити 
ПЛР їх дослідження, зокрема, B. cereus із групо- і видоспецифічними праймерами. Даний 
спосіб обробки проб був визначений як пріоритетний і використовувався для подальших 
досліджень.

B. cereus викликає діарейний і блювотний синдроми, оскільки продукує різні екзо-
токсини, до яких належать їх три основних типи, а саме гемолізин BL (HBL), негемолі-
тичний ентеротоксин (NHE) і цитотоксин K (cyt K) [11]. Серед штамів B. cereus набули 
значного поширення ентеротоксичні гени hbl A, nhe A, cyt K і Fm (ентеротоксин FM). Проте 
ми відібрали тільки ген nhe A для проведення ПЛР, зважаючи на його найбільшу пошире-
ність, яку пов’язують з основною роллю у харчових отруєннях. Результати ПЛР зі зразками 
продуктів, що інокульовані різними комбінаціями бактерій, з використанням специфічних 
праймерів nhe A F і nhe A R, наведено на рис. 2.

Полімеразна ланцюгова реакція зі специфічними праймерами nhe A F і nhe A R, піді-
браними до ділянки гена nhe A, підтвердила приналежність усіх тестованих штамів до ен-
теротоксигенного виду Bacillus cereus. Розмір ампліконів становив 553 п.н., що вказувало 
на належну специфічність ПЛР. У разі проведення ПЛР-аналізу ДНК колекційних штамів 
Paenibacillus polymyxa B-5760T, P. macerans B-5803T і Geobacillus stearothermophilus ВКМ 
B-718 з праймерами nhe A і в негативному контролі (ПЛР-суміш без ДНК) не було виявле-
но продуктів ампліфікації.
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Рис. 2. Електрофореграма продуктів ПЛР із ДНК штамів B. cereus, P. polymyxa і P. macerans з парою 
специфічних праймерів до гена nhe A: 1) негативний контроль ПЛР; 2) суміш штамів B. cereus 
(B. cereus ATCC 11778, B. cereus ATCC 10702, B. cereus УКМ В-5650, B. cereus УКМ B-5671); 
3) суміш штамів B. cereus, P. macerans і P. polymyxa (P. macerans B-5803T, P. polymyxa B-5760T, 
B. cereus ATCC 11778, B. cereus ATCC 10702, B. cereus УКМ B-5650, B. cereus УКМ B-5671); 
4) B. cereus П90-1 (з моркви); 5) B. cereus Л-3 (з консервів «Ікра кабачкова»); 6)  маркери 
молекулярної маси (pBR322/BsuRI, Fermentas); 7) суміш штамів P. polymyxa B-5760T і 
P. macerans B-5803T;  8) Geobacillus stearothermophilus ВКМ B-718
Становило інтерес протестувати штами B. cereus, ізольовані нами з рослинної си-

ровини та консервів, на наявність ентеротоксичного гена nhe A, який характерний для всіх 
ентеротоксигенних представників виду Bacillus cereus. Виявлено, що при застосуванні спе-
цифічних праймерів nhe AF і nhe AR утворювалися амплікони розміром 553 п.н. у всіх до-
сліджуваних штамів виду B. cereus, що вказує на наявність у цих штамів ентеротоксичного 
гена nhe A. Оскільки бактерії виду B. cereus поширені у зовнішньому середовищі, а саме у 
ґрунті, виявлення їх у змивах із поверхні рослинної сировини цілком ймовірне. Однак ви-
кликає стурбованість той факт, що ентеротоксигенний штам B. cereus Л-3 був ізольований 
нами з консервів «Ікра кабачкова». Найбільш імовірною причиною наявності цих бактерій 
у стерилізованих консервах може бути потрапляння їх у продукт за умов порушення гер-
метичності тари під час стерилізації, укупорювання, тимчасової негерметичності у процесі 
охолодження консервів або за недотримання режимів теплової обробки.

У ході роботи було проведено оптимізацію параметра ПЛР-ампліфікацій – темпе-
ратури відпалу – з метою підвищення чутливості методу. Для точного розрахунку опти-
мальної температури відпалу праймерів nhe AF та nhe AR за їхнім нуклеотидним складом 
використовували рекомендовану формулу [7]. Однак розрахункова температура  відпалу є  
приблизною і потребує експериментальної оптимізації. Варіювали температурою відпалу 
праймерів 48 ºС, 50 ºС, 54 ºС. За низької температури відпалу праймерів 48 ºС спостеріга-
ли велику кількість неспецифічних ампліконів. За температури відпалу 54 ºС не вдалося 
одержати специфічні продукти ампліфікації. Температура 50 ºС виявилася оптимальною 
для відпалу праймерів nhe AF та nhe AR гена до nhe A Bacillus cereus.
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Видимі зміни органолептичних властивостей консервованого продукту, в якому 
розмножуються мікроорганізми, зазвичай спостерігають за титру бактерій не менш 107 – 
108 КУО у 1 г. З цього випливає, що загальне бактеріальне обсіменіння продуктів не має 
перевищувати 107 КУО/г. Нормативи допустимої контамінованості продуктів збудниками 
харчових отруєнь, зокрема, ентеротоксигенним видом B. cereus, встановлюють за санітар-
но-гігієнічними показниками, які набагато нижчі 107 КУО у 1 г. Продукт, який містить 
збудники харчових отруєнь, частіше за все має нормальні органолептичні властивості [2]. 
Тому було проведено визначення чутливості ПЛР для виявлення клітин бацилярних конта-
мінантів у тестованих зразках. 

Для цього було підготовлено зразки продуктів зі сумішшю колекційних штамів 
B. cereus (B. cereus ATCC 11778, B. cereus ATCC 10702, B. cereus УКМ В-5650, B. cereus 
УКМ В- 5671) шляхом десятикратних розведень до концентрацій  101 – 108 КУО/мл. 

У результаті проведених досліджень виявлено, що контамінацію клітинами бацил 
зразків рідини з консервів виявляли вже у розведенні 10-2 (рис. 3).

Рис. 3. Електрофореграма продуктів ПЛР із ДНК штамів виду B. cereus з парою специфічних 
олігонуклеотидних праймерів до гена nhe A, з різним титром бактерій (КУО/мл): 1) 104; 2) 103; 
3) 102; 4) 101; 5) негативний контроль ПЛР; 6) маркери молекулярної маси (pBR322/BsuRI, 
Fermentas) 
Згідно з отриманими даними щодо чутливості ПЛР для виявлення клітин бацил у 

зразках рідини з консервів, було з’ясовано, що титр бактеріальних клітин має становити не 
менш 102 КУО/мл, що свідчить про високу чутливість ПЛР.

Так, полімеразна ланцюгова реакція з видоспецифічними праймерами, підібраними 
до ділянки гена nhe A, надає можливість ідентифікації окремих штамів та індивідуальних 
контамінантів  виду B. cereus, на що вказувала наявність ампліконів на електрофореграмі 
продуктів ПЛР розміром 553 п.н., що дає можливість проводити прискорену молекулярно-
генетичну діагностику бактерій виду B. cereus у разі контамінування консервованої про-
дукції бацилами. 
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The distinction and identification of bacilli – representatives of the plant raw materi-
als epiphytic microbiota is a necessary step for forecasting and ensuring the safety of plant 
products. It allows to promptly make adjustments to the technological process of preser-
vation, which ensures the accordance of food products to the international standards. The 
technique for preparing food samples has been developed and polymerase chain reaction 
parameters with selected group- and species-specific primers have been optimized. This 
provides a way to diagnose regulated bacillary contaminants in the test samples that affect 
the safety of products – Bacillus cereus strains. Polymerase chain reaction with specific 
primers nhe A F and nhe A R, selected to the site of the gene nhe A, confirmed the affiliation 
of all tested strains isolated from plant material and canned to the enterotoxigenic Bacillus 
cereus species; the size of the amplicons was 553 bp. The temperature of 50 °C was found 
to be optimal for the annealing of the nhe AF and nhe AR primers to nhe A Bacillus cereus 
gene. The minimum quantity of B. cereus cells that can be detected in the plant material by 
PCR is 102 CFU/ ml, which indicates a high PCR sensitivity.

Keywords: safety of plant products, polymerase chain reaction, enterotoxigenic Ba-
cillus cereus


