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ВСТУП

Лейкози є однією з найважливіших проблем сучасної біології, гуманної та ветеринарної медицини. Це пов'язано з тим, що в більшості країн світу спостерігається зростання захворюваності людей, сільськогосподарських тварин та птиці.
Необхідно зазначити, що вірус лейкозу великої рогатої худоби має близьку антигеннну спорідненість з вірусом Т-клітинного лейкозу людини, а тому важливим є з’ясування питання щодо потенційної небезпеки для людини споживання продукції та біологічних  препаратів від серопозитивних щодо лейкозу тварин.
	У сучасній літературі опубліковано значну кількість робіт, присв’ячених  вивченню лейкозу великої рогатої худоби, а також проблема лейкозів сільськогосодарських тварин включена в плани науково-дослідних робіт багатьох наукових закладів країни і, незважаючи на це, багато питань, що стосуються цього захворювання залишаються невиясненими. Значна поширеність лейкозів і можливе зараження людей обумовлюють необхідність наукового обгрунтування та внесення змін до ветеринарно-санітарної експертизи молока та продуктів забою при лейкозі (особливо від РІД- та ПЛР- позитивних щодо лейкозу тварин).
Актуальність теми. Харчові продукти, у т.ч. молоко являють собою потенційне джерелами різних патогенів, здатних викликати хвороби та наносити шкоду  споживачу. Більшість проблем безпеки харчових продуктів починаються в господарствах і довкіллі. Спектр і поширенність небезпек у харчових продуктах постійно змінюються. Значна кількість збудників хвороб може передаватися тваринами, які не мають клінічних ознак захворювання. До таких хвороб належить і  лейкоз – одна з найбільш актуальних проблем патології людей і тварин [1-4]. Питання лейкозу великої рогатої худоби на сучасному етапі вийшла за рамки ветеринарної медицини, вона має також загальнобіологічне і соціальне значення [5]. Понад 150 років учені всього світу працюють над вивченням етіології та розробляють специфічні засоби профілактики і лікування хворих на лейкоз тварин, проте ця ретровірусна інфекція досі є маловивченою [6,7,8]. Дослідженнями багатьох науковців Н.Н. Доронин [6], А.Ф. Бабкина [9], А.Ф. Валихова [10,11], Р.А.Кукайн [12], Г.А.Надточий [13], А.Т. Шикова, [14], J.M.Miller [15],  в кінці шістдесятих та початку сімдесятих років минулого століття  було підтверджено вірусне походження хвороби.
Немає єдиної думки щодо сприйнятливості людини до вірусу лейкозу великої рогатої худоби (ВЛ ВРХ). Так, одні вчені [16-18] пов’язують передачу з молоком вірусу лейкозу у зв’язку з виявленням у хворих тварин вірусних частинок у молоці. Крім того, отримані позитивні результати з відтворення лейкозу у піддослідних тварин при випоюванні їм молока хворих корів [19- 21]. Враховуючи цілей ряд обставин, передчасно робити остаточні висновки про відсутність персистенції ВЛ ВРХ до людини [22–26]. Інші науковці вважають, що матеріали епідеміологічних і епізоотологічних даних вказують на відсутність прямого зв’язку між виникненням хвороби у людей, що працюють у тваринництві [27, 28]. Отже, проблема ветеринарно-санітарної експертизи молока залишається суперечливою і не до кінця вирішеною. Особливу актуальність набуває питання використання молока від РІД та ПЛР-позитивних щодо лейкозу корів.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота є частиною роботи науково-дослідної теми кафедри ветеринарно-санітарної експертизи Національного університету біоресурсів і природокористування України „Розробити правила ветеринарно-санітарної експертизи молока та м’яса при лейкозі великої рогатої худоби” (номер державної реєстрації 0106U003310).
Мета та завдання дослідження. Мета дисертаційної роботи – удосконалення ветеринарно-санітарної експертизи і санітарної оцінки сирого незбираного молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних корів. Для досягнення поставленої мети необхідно було виконати наступні завдання: 
– проаналізувати поширення лейкозу великої рогатої худоби в Україні;
– провести еколого-епізоотичний аналіз ризику поширення лейкозу при споживанні молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних корів;
– провести порівняльну оцінку фізико-хімічних, мікробіологічних, технологічних, біохімічних показників молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних на лейкоз корів;
– визначити біологічну цінність і токсичність молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних на лейкоз корів;
– удосконалити діагностику лейкозу великої рогатої худоби методами полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) та цитологічним із використанням проб сирого збірного молока;
– встановити оцінку біологічного ризику розвитку інфекційного процесу лейкозу у лабораторних тварин при згодовуванні їм молока;
– розробити правила ветеринарно-санітарної експертизи молока при лейкозі великої рогатої худоби.
Об’єкт дослідження – ветеринарно-санітарна оцінка молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних корів.
Предмет дослідження – зміни характеристик, інфекційні властивості, епізоотичне значення молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних на лейкоз корів.
Методи дослідження. Поставлені в роботі завдання виконувались експериментально з використанням ветеринарно-санітарних, мікробіологічних, органолептичних, біохімічних, технологічних, біологічних, біомолекулярних, цитологічних, гістопатологічних, а також біометричних методів досліджень.
Наукова новизна одержаних результатів. Науково обґрунтовано зміни показників якості й безпеки молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних корів, розроблено правила ветеринарно-санітарної оцінки такого молока. Вивчено біохімічні показники, амінокислотний і мінеральний склад, біологічну цінність і токсичність молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних корів.
Вперше в Україні теоретично та експериментально обґрунтовано ступінь ризику споживання молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних на лейкоз корів, який підтверджено дослідами на біологічній моделі з лабораторними мишами при тривалому (хронічному) згодовуванні їм молока.
Удосконалено діагностику лейкозу великої рогатої худоби методами полімеразної ланцюгової реакції та цитологічним з використанням проб сирого незбираного молока. Вивчено цитологічні показники молока, отриманого від РІД та ПЛР-позитивних на лейкоз корів. Наукова новизна підтверджена деклараційним патентом України на корисну модель.
Практичне значення одержаних результатів. Результати досліджень, що викладені в дисертаційній роботі, увійшли до „Рекомендацій з 
ветеринарно-санітарної експертизи та санітарної оцінки молока і м’яса при лейкозі великої рогатої худоби” (затверджені наказом Державного комітету ветеринарної медицини України, протокол №1 від 21. 12. 2007 р.).
Матеріали дисертаційної роботи використовуються в навчальному процесі різних навчальних закладів України при вивченні дисципліни „Ветеринарно-санітарна експертиза з основами технології і стандартизації продуктів тваринництва”.
Особистий внесок здобувача. Дисертант самостійно провів пошук літературних джерел, упорядкував огляд літератури за темою дисертації, освоїв та використав усі описані в роботі методики. Самостійно виконав експериментальні дослідження та теоретичну інтерпретацію їх результатів. За участю наукового керівника визначив напрям наукових досліджень, розробив схеми та порядок виконання експериментальних робіт, зробив узагальнення отриманих результатів, оформив наукові статті.
Апробація результатів дисертації. Основні результати експериментальної роботи доповідалися на: Міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій 75-річчю заснування факультету ветеринарної медицини Білоцерківського державного аграрного університету „Наукові та практичні аспекти ветеринарної медицини в Україні” (м. Біла Церква, 2006); Міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій 100-річчю з дня народження професора С.І. Смирнова „Актуальні проблеми ветеринарної медицини” (м. Харків, 2007); Міжнародній науково-практичній конференції „Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики” (м. Львів, 2007); ІІІ міжвузівській науково-практичній конференції студентів, аспірантів та молодих вчених „Наука. Молодь. Екологія – 2007” (м. Житомир, 2007); науково-практичній конференції, присвяченій 10-річчю заснування факультету ветеринарної медицини Луганського Національного аграрного університету „Перспективи розвитку ветеринарної медицини України” (м. Луганськ, 2007); V та VI Міжнародному конгресі спеціалістів ветеринарної медицини (м. Київ, 2007, 2008); Міжнародній науково-практичній конференції „Регіональні проблеми екології ветеринарної медицини” (м. Житомир, 2007); Міжнародній науково-практичній конференції „Сучасні проблеми ветеринарної медицини з питань епізоотології, біотехнології та імунології” (м. Полтава, 2008); конференції професорсько-викладацького складу, наукових співробітників і аспірантів ННІ ветеринарної медицини та якості і безпеки продукції тваринництва (м. Київ, 2008); науково-практичній і навчально-методичній конференції „Новітні досягнення та перспективи ветеринарної медицини”
(м. Харків, 2008); сьомій науково-практичній конференції морфологів
(м. Житомир, 2008); VІ конференції молодих вчених та аспірантів УААН
(с. Чубинське, 2008).
Публікації. Основні положення дисертаційної роботи викладено у 15 наукових працях, у тому числі 12 у співавторстві, серед них 9 – у наукових виданнях, що входять до переліку, затвердженого ВАК України, 4 статті – в інших виданнях, деклараційному патенті на корисну модель, методичних рекомендаціях.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 159 сторінках комп’ютерного тексту, складається зі вступу, огляду літератури, власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів досліджень, висновків, пропозицій виробництву, 15 додатків, списку використаної літератури, який включає 278 джерел, з них 65 – латиницею.





ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі отримано нові дані щодо динаміки змін показників якості та безпеки молока, отриманого від інфікованих на лейкоз корів (РІД- та ПЛР-позитивних). Вивчено епізоотичне значення та проведено аналіз ризиків під час згодовування такого молока. Науково обґрунтовано підходи до удосконалення ветеринарно-санітарної оцінки молока, отриманого від хворих та інфікованих на лейкоз корів.
1. Концептуальна система факторів сукупності ризику розвитку лейкозу великої рогатої худоби відстежує ендогенний, пов’язаний з особливостями організму (порода, спадковість, вік тварин), та екзогенний (екологічний, технологічний, біологічний) вплив на сприйнятливих тварин, що може бути використане з метою практичного застосування показників ризику при плануванні оздоровчих заходів та контролю отримання безпечної продукції належної якості.
2. Молоко, отримане від РІД- та ПЛР-позитивних корів залежно від року лактації має різні закономірності щодо якісних фізико-хімічних показників, які нижчі порівняно з молоком, отриманим від здорових корів. Так, у молоці корів четвертої лактації 1-ї дослідної групи встановлено зниження вмісту загального білка і казеїну на 19,5 та 12,0% відповідно. В 2-й дослідній групі, навпаки, виявлено підвищення загального білка і казеїну на 19,2 та 9,5% відповідно, а в 3-й – зниження цих показників на 10,0 і 10,7%.
3. Молоко, отримане від РІД- та ПЛР-позитивних корів, мало значне бактеріальне обсіменіння (в 1,8-2,6 раза вище за дані контролю). Стафілококова мікрофлора молока корів у 11,36% випадків відзначалася слабкопатогенними властивостями.
4. Встановлено, що за технологічними властивостями молоко, отримане від РІД- та ПЛР-позитивних корів, відрізняється від молока здорових тварин зниженою класністю та є малопридатною сировиною для виробництва кисломолочної продукції і сирів. Вміст макроелементів у молоці дослідних РІД- та ПЛР-позитивних корів знижувався (натрій – на 16%, калій – на 25%, кальцій – на 18%), а мікроелементів – підвищувався (міді – на 19%, цинку– 44%). 
5. Вміст амінокислот характеризується змінами сумарної величини та співвідношення амінокислот в білку молока інфікованих тварин. Так, співвідношення незамінних/замінних амінокислот знизилося на 0,16 г/100 г білка. Серед замінних амінокислот у білку молока, отриманого від РІД- та ПЛР-позитивних корів, виявлено підвищення глутамінової кислоти на 49%, валіну – на 41, проліну – на 19%, порівняно з аналогічними показниками молока контрольних корів. Встановлено підвищення на 37% вмісту триптофану в молоці, отриманому від РІД- та ПЛР-позитивних корів.
6. Під час вивчення токсичності та відносної біологічної цінності з використанням інфузорії Tetrachymena pіriformis встановлено, що молоко, отримане від інфікованих корів, слабкотоксичне зі зниженою (на 40 %) відносною біологічною цінністю.
7. Цитологічні зміни молока навіть на початку розвитку лейкозного процесу можуть бути використані як додатковий об’єктивний тест для діагностики лейкозу. Секрет молочної залози РІД та ПЛР-позитивних корів складається: лейкоцити – 50-68%, епітеліальні клітини – 3-7, макрофаги – 7-11, клітинний детрит – 8-11%. Відбувається значне підвищення лейкоцитів (у      1,7 раза), в основному, за рахунок нейтрофілів. При цьому спостерігається збільшення зруйнованих клітин, вірніше, їх залишків різної величини та форми.
8. Встановлено, що метод полімеразної ланцюгової реакції в реальному часі дає можливість виявляти вірусспецифічні фрагменти ДНК вірусу лейкозу великої рогатої худоби у молоці корів. Використання цього методу з пробами молока має важливе практичне значення в молозивний період, особливо для племінних тварин і корів-первісток. 
9. Морфологічні зміни у внутрішніх органах мишей, яким згодовували молоко, отримане від інфікованих лейкозом корів (гостра венозна гіперемія міокарда, печінки, зерниста та жирова дистрофія гепатоцитів, гіперплазія лімфоїдних вузликів селезінки), свідчать про негативний вплив молока на організм дослідних тварин.
10. У 20% піддослідних мишей, яким згодовували пастеризоване молоко від інфікованих лейкозом корів, виявлені у препаратах-відбитках селезінки зміни, характерні для розвитку лейкозного процесу, що є високим ступенем ризику використання такого молока для споживачів.




ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ

Для ветеринарно-санітарної експертизи молока, отриманого від РІД та ПЛР-позитивних корів, запропоновано:
1. “Методичні рекомендації з ветеринарно-санітарної експертизи молока та м’яса, отриманих від великої рогатої худоби, хворої на лейкоз”, затверджені науково-методичною радою Державного комітету ветеринарної медицини Міністерства аграрної політики України (протокол №1 від 20 грудня 2007 року).
2. “Спосіб фарбування мазків молока для цитологічного дослідження”, деклараційний патент на корисну модель 31575 Україна, G01Т1/00, Бюл.№ 7 від 10.04.2008 р.
3. Метод ПЛР у реальному часі з використанням проб сирого незбираного молока можна використовувати для моніторингу ВЛ ВРХ у благополучних та контролю безпечності сировини від серонегативного стада у неблагополучних господарствах. 
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