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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ


СОТ – Світова організація торгівлі 
ВРХ – велика рогата худоба 
S.  – Staphylococcus  
ЄС – Європейський Союз
Subsp. – Subspecies 
КУО – колонієутворуюючі одиниці    
КТК – критична точка контролю
МЕБ – Міжнародний ветеринарний кодекс
ФАО – Всесвітня міжнародна організація по харчових продуктах і сільському господарстві при ООН
НАССР– Система аналізу небезпечного фактору та контрольної критичної точки і настанова щодо її застосування 
ВООЗ – Всесвітня організація охорони здоров’я 
ISO – Міжнародна організація стандартів
МПА – М’ясопептнний агар













ВСТУП
Актуальність теми. У даний час на світовому ринку пріоритетним фактором конкурентноспроможності харчової продукції виступає її якість і безпечність. Традиційна система забезпечення якості сировини тваринного походження, орієнтована на конкретні функції, виявилася малоефективною, неспроможною вирішувати нові проблеми в області безпеки, тому що вона не враховує профілактичний аспект. Концепція забезпечення якості суттєво змінилася. Контроль якості – це всього одна із ланок її забезпечення, тому на перший план виступає організація заходів, які здатні забезпечити необхідний рівень якості і безпеки продукції.
Курс на євроатлантичну інтеграцію є головною домінантою міжнародної політики України [26, 126], в першу чергу щодо вступу в міжнародну організацію торгівлі (СОТ). Продукти, які надходять на ринок ЄС з третіх держав, повинні бути того ж рівня захисту здоров’я споживачів, який прийнятий країнами-членами ЄС [41, 49]. Тому гармонізація нормативно-правових актів щодо безпеки молока сирого, зокрема критеріїв за вмістом золотистого стафілококу, є однією з обов’язкових передумов входження України в СОТ та ЄС. В той же час українські нормативні документи, зокрема ДСТУ 3662-97 „Молоко коров’яче незбиране. Вимоги при закупівлі”  не передбачають показників безпеки молока сирого за вмістом золотистого стафілококу. 
Визначення та наукове обґрунтування таких нормативів буде сприяти виробництву молока за якісними показниками, прийнятими в країнах ЄС. 
За даними С.Д. Мельничука, О.М. Якубчак, А.В. Звона [80], ентеротоксигенні штами золотистого стафілококу віднесені до десятка найбільш небезпечних патогенів, що зустрічаються в молоці та молочних продуктах. В той же час у наукових публікаціях проблема контамінації молока сирого золотистим стафілококом висвітлена недостатньо. Вважається, що основним джерелом контамінації молока золотистим стафілококом є корови, хворі на стафілококовий мастит (В.М. Карташова, 1980; І.П. Даниленко, 1984; Р.Й. Кравців, 1998; В.В. Касянчук, 2002; В.М. Івченко, 1991; А.І. Івашура, 1990; В.І. Хоменко, 1995; О.М. Якубчак, 1997; М.К. Оксамитний, 1988). Роль здорових корів-носіїв золотистого стафілококу, доїльної апаратури, молочного посуду в обсіменінні молока золотистим стафілококом залишається не вивченою. Не вивченим є також вплив ефективності первинної обробки молока, зокрема охолодження, на рівень його обсіменіння  золотистим стафілококом. В той же час без всестороннього експериментального вивчення проблеми контамінації молока золотистим стафілококом неможливо визначити і науково обґрунтувати норматив умісту золотистого стафілококу в молоці сирому. Власне, у цьому полягалє проблемна ситуація, яка обумовила актуальність і крайню необхідність визначення нормативу вмісту золотистого стафілококу в молоці сирому.              
   
 Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 
Дисертаційна робота є частиною комплексної теми лабораторії ветеринарно-санітарної експертизи Тернопільської дослідної станції Інституту ветеринарної медицини УААН „Розробити систему санітарно-гігієнічних та протимаститних заходів, які забезпечать одержання молока високої санітарної якості” (номер державної реєстрації 0101U002305).

Мета і завдання досліджень. Метою дисертаційної роботи було визначення ветеринарно-санітарного нормативу вмісту золотистого стафілококу в молоці сирому як показника його безпеки, та удосконалення методів мікробіологічного контролю цього мікроорганізму у відповідності до сучасних міжнародних  вимог.
Для досягнення поставленої мети необхідно було розв’язати такі завдання: 
− визначити рівень інфікування золотистим стафілококом молочної залози і шкіри дійок здорових і хворих на мастит корів, визначити біотоп золотистого стафілококу в організмі корів;
− визначити основні джерела контамінації золотистим стафілококом  сирого молока при одержанні його на фермі;
− визначити вміст золотистого стафілококу в молоці після доїння корів і злиття його в загальну ємність, при досягненні температури охолодження, при надходженні на переробне підприємство. Вивчити вплив температури охолодження молока і терміну зберігання на динаміку розмноження золотистого стафілококу;
− визначити норматив безпеки молока сирого, яке надходить на переробні підприємства, за вмістом золотистого стафілококу, та виявити критичні точки контролю  (КТК) в ланцюгу „ферма – молокопереробне підприємство”;
− дати характеристику основним тестам патогенності золотистого стафілококу;
− удосконалити метод ветеринарно-санітарної оцінки наявності стафілококових гемолізинів у молоці та молочних продуктах;
− розробити схему видової ідентифікації плазмокоагулюючих стафілококів сирого молока;
– провести видову ідентифікацію плазмокоагулюючих стафілококів, що циркулюють у середовищі  молочної ферми.

Об’єкт досліджень. Секрет вимені корів, шкіра дійок, культури золотистого стафілококу, змиви з обладнання, збірне молоко, середовище корівника.  
Предмет досліджень. Ветеринарно-санітарна оцінка сирого збірного молока, щодо вмісту золотистого стафілококу та вдосконалення методів контролю цього мікроорганізму в молоці.


Методи досліджень. Ветеринарно-санітарні, мікробіологічні, мікроскопні, органолептичні та біометричні.

Наукова новизна одержаних результатів. Уперше, застосувавши поетапне визначення рівня вмісту золотистого стафілококу в молоці в процесі його видоювання, збору в загальну ємність, охолодження, транспортування та передачі переробному підприємству, визначили ветеринарно-санітарний норматив безпеки сирого молока за вмістом золотистого стафілококу з урахуванням особливостей сучасного технічного стану молочних ферм України.
У роботі вперше встановлена належність бактерій роду Staphylococcus до аутофлори вимені корів (молочна залоза, шкіра дійок) та обґрунтована закономірність знаходження золотистого стафілококу в її складі. 
Дістало подальший розвиток вчення про роль основних джерел в обсіменінні сирого молока золотистим стафілококом. Визначено вплив температури охолодження і терміну зберігання молока на фермі на динаміку розмноження золотистого стафілококу. Поглиблено вивчено і дано характеристику основним ознакам патогенності золотистого стафілококу. Удосконалено метод визначення стафілококових гемолізинів у молоці та молокопродуктах.

Практичне значення одержаних результатів. Визначено ветеринарно-санітарний норматив безпеки сирого молока за вмістом золотистого стафілококу, який характеризує ефективність усього комплексу санітарно-гігієнічних заходів на фермі з одержання, первинної обробки, охолодження і транспортування молока. 
Запропоновано:
 – застосовувати гемоагар із умістом 5% крові великої рогатої худоби та 5% натрію хлориду для виділення золотистого стафілококу із сирого молока;
 – застосовувати середовище, яке містить кальцій хлорид як активатор ферменту лецитинази;   
– удосконалений метод ветеринарно-санітарної експертизи молока питного та молочних продуктів за наявності стафілококових гемолізинів у молоці та молочних продуктах. 
 – схему видової ідентифікації плазмокоагулюючих стафілококів, виділених з молока. 
–  спосіб ідентифікації бактерій роду Staphylococcus F-тест (патент України №2003098210), який дозволяє скоротити час дослідження з 4-ох діб до 1 години. 

Особистий внесок здобувача полягає в тому, що дисертант самостійно провів пошук та огляд літератури, опрацювував робочі схеми,  практично використав всі описані в роботі методики. Провів експериментальні та теоретичні дослідження, аналіз отриманих результатів. За участю наукового керівника, доктора ветеринарних наук, професора В.В. Касянчук провів обґрунтування та інтерпретацію отриманих результатів, оформив наукові статті.

Апробація результатів дисертації. Основні результати досліджень доповідались на: Міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених та спеціалістів „Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики” (Львів, 2002); Міжнародній науково-практичній конференції, присвяченій 25 – річчю створення Інституту ветеринарної медицини УААН – „Біотехнологія у ветеринарній медицині” (Київ, 2002); Міжнародній науково-практичній конференції молодих вчених та спеціалістів „Молоді вчені у вирішенні проблем аграрної науки і практики” (Львів, 2003); Міжнародній науковій конференції „Актуальні проблеми розвитку тваринництва” (Львів, 2003).
Публікація матеріалів дослідження. За матеріалами дисертації опубліковано девять наукових праць, серед яких  вісім статей у фахових виданнях та отримано патент України. 

Обсяг і структура роботи. Дисертація налічує 152 сторінки тексту комп’ютерного набору і складається із вступу, огляду літератури, матеріалів і методів дослідження, експериментальної частини, обговорення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій виробництву, списку літератури, який включає 190 джерел, в тому числі українською та російською мовами 136, іншими мовами 54, додатків. Робота ілюстрована 42 таблицями і 7 рисунками.






ВИСНОВКИ
У дисертації, відповідно до визначеної мети та завдань, в результаті моніторингового обстеження та експериментальних досліджень уперше науково обґрунтовано ветеринарно-санітарний норматив безпеки молока коров’ячого незбираного щодо вмісту золотистого стафілококу. Встановлено належність бактерій роду Staphylococcus до аутофлори молочної залози та шкіри дійок вимені корів і обґрунтована закономірність присутності золотистого стафілококу в її складі. 
1. Норматив вмісту золотистого стафілококу в молоці сирому складає      ≤ 500 КУО в  1 см3 і відповідає вимогам Директиви Ради ЄС 92/46.
2. Постійне носійство золотистого стафілококу виявлено на шкірі дійок вимені клінічно здорових корів (до 20% випадків) та в молочній залозі (до 4,6% випадків), що дає підставу вважати ці об’єкти основним біотопом золотистого стафілококу в організмі корів. 
3. Основними джерелами контамінації молока клінічно здорових корів золотистим стафілококом є їх вим’я, доїльні апарати та молочний посуд. 
4. Забезпечити передачу молока на переробку з вмістом ≤500 КУО/см3 золотистого стафілококу можливо за умови його видоювання тільки від здорових корів, із застосуванням знезараженого молочного обладнання, запровадження швидкого охолодження молока до: +8°С за умови передачі його на переробне підприємство не пізніше, як через 6 годин; +6°С – при перетримці на фермі не довше 12 годин; +2-4°С – при передачі молока переробному підприємству до 24 годин.
5. Шляхом поетапного визначення вмісту золотистого стафілококу в молоці в технологічному ланцюгу від вимені корови до передачі його на переробку, виявлено три критичні точки контролю:
I. Молоко після доїння корів і збору його в загальну ємність (норма ≤100 КОУ/см3). 
Рівень контамінації такого молока золотистим стафілококом свідчить про ефективність протимаститних заходів і санітарної обробки молочного обладнання на фермі;
 II. Молоко після досягнення заданої температури охолодження (норма ≤300 КОУ/см3). 
Вміст золотистого стафілококу характеризує ефективність первинної обробки молока;
III. Молоко при передачі на переробку (норма ≤500КОУ/см3). 
 Кількість золотистого стафілококу в 1 см3 молока характеризує його охолодження і прийнятність часу між видоюванням і передачею на переробку.
 6. Удосконалено метод визначення вмісту золотистого стафілококу в молоці сирому, який полягає в дослідженні п’яти паралельно відібраних проб  однієї партії молока, що дає можливість оцінювати рівень безпеки з врахуванням можливої похибки методу.  
7. Розроблено новий варіант проби на наявність стафілококових гемолізинів у молочних продуктах з використанням еритроцитів крові великої рогатої худоби і 1% розчину NaOH, який виключає можливість спонтанного їх лізису. Виявлено, що плазмокоагулюючі стафілококи не здатні продукувати гемолізини в молоці сирому.
8. Виявлено, що 57,8% коагулазонегативних культур стафілококів, виділених із молока та молочного обладнання, продукують ДНК-азу і фосфатазу. Підтвердження належності стафілококів до золотистого стафілококу за тестом продукції ДНК-ази не є достовірним. Оптимальним середовищем для первинного виділення золотистого стафілококу є гемоагар з 5% крові великої рогатої худоби і 5% натрію хлориду.
9. Розроблено мікротест для виявлення здатності кокової культури ферментувати глюкозу (F-тест), який дає змогу при визначенні її належності до роду Staphylococcus скоротити час аналізу з трьох – чотирьох діб до однієї години.
Розроблено середовище – м’ясопептонний агар з жовтком курячого яйця і хлоридом  кальцію, як каталізатору лецитиназної активності, дає можливість за температури інкубації 43°С виявити здатність до продукування лецитинази 77,7% культур золотистого стафілококу біотипу великої рогатої худоби. 
10. Виявлена значна стійкість S. aureus var. bovis до дезінфікуючих засобів, які містять хлорамін як джерело хлору, а також до поверхнево-активних речовин, що необхідно враховувати при проведенні очистки і дезінфекції молочного обладнання на фермах. Рекомендації щодо застосування мийно-дезінфікуючих засобів, у склад яких входить хлорамін і сульфонол, підлягають перегляду і корекції.    
11. Розроблено схему видової ідентифікації плазмокоагулюючих стафілококів за допомогою дихотомічної таблиці та поетапного визначення властивостей культур, які підлягають дослідженню. Виявлено, що вид S. aureus subsp. aureus складає від 81,6 до 93,3% від виділених на молочних фермах плазмокагулюючих стафілококів.
12. Характерною особливістю S. aureus subsp. aureus є продукування бета-гемолізину в чистому виді чи в комбінаціях з іншими гемолізинами, відсутність продукування лецитинази на середовищі Чистовича, утворення на м’ясопептонному агарі з кристалічним фіолетовим жовтих колоній, коагулювання плазми ВРХ .
 













ПРОПОЗИЦІЇ ВИРОБНИЦТВУ 

1. Норматив вмісту золотистого стафілококу ≤ 500 КУО/см3 в молоці незбираному та метод його визначення рекомендується ввести у відповідні нормативно - методичні документи:
- ДСТУ 3662-97 „Молоко коров’яче незбиране. Вимоги при закупівлі ”;
- Правила ветеринарно-санітарної експертизи молока і молочних продуктів та вимоги щодо їх реалізації;
- Методичні рекомендації щодо діагностики, лікування, профілактики маститу корів.
- Санітарні і ветеринарні правила для молочних ферм господарств усіх форм власності;
- ДСТУ „Молоко і молочні продукти. Методи мікробіологічних досліджень”;
- Державні санітарні правила для молокопереробних підприємств;
2. Пропонується державним лабораторіям ветеринарної медицини використовувати такі методи:  
– для виділення золотистого стафілококу із молочної залози при визначенні етіології маститу корів та при проведенні ветеринарної експертизи молока сирого під час передачі його переробному підприємству практикувати посіви молока на м’ясопептонний агар з умістом 5% крові великої рогатої худоби і 5% натрію хлориду, інкубація при +37°С протягом 24-48 годин, з подальшим визначенням здатності виділених культур до коагуляції плазми кроля;
– при дослідженні молока питного і молочних продуктів на вміст стафілококових гемолізинів користуватися удосконаленим методом з використанням еритроцитів крові великої рогатої худоби;
– при потребі визначення видового складу плазмокоагулюючих стафілококів – збудників маститу корів використовувати дихотомічну таблицю та поетапне проведення аналізів, застосовувати прискорений мікрометод (F-тест) для виявлення здатності кокової культури ферментувати глюкозу.
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