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Вступ

Молоко та молочні продукти займають значний відсоток в раціоні людей будь якого віку. В натуральному коров’ячому молоці, крім основних поживних речовин (білку, жиру, вуглеводів) міститься більше 150 компонентів (вітаміни, мікро- і мікроелементи, ферменти та ін.), які мають важливе значення для життєдіяльності людського організму [1, 2]. Незважаючи на користь молока і молочних продуктів для здоров’я людей, вони також є добрим поживним середовищем для розвитку патогенних мікроорганізмів і при порушенні санітарних умов можуть бути небезпечним джерелом інфекції [3,4]. За даними ВООЗ, а також статистичних результатів санітарно-епідеміологічної служби України [5], молоко та молочні продукти віднесені до першої категорії ризиків, які спричиняють харчові отруєння та інтоксикації мікробної етіології. 

Сьогодні в зв’язку із погіршенням економічної ситуації в Україні на міських ринках збільшилася кількість як продавців молока та молочних продуктів домашнього виробництва, так і його покупців. Це зумовлено нижчою ціною цих продуктів, порівняно із молочними продуктами, які реалізується через мережу магазинів та супермаркетів. Тому питання якості і безпечності молока та молочних продуктів, які реалізуються на ринку, є актуальним, і вимагає постійного нагляду і контролю.

Відповідно до «Правил ветеринарно-санітарної експертизи молока і молочних продуктів та вимог щодо їх реалізації» [6], сир кисломолочний і сметану, які надходять у вільний продаж досліджують за органолептичними показниками та не проводять мікробіологічні дослідження.
Промислова технологія виготовлення сиру кисломолочного передбачає сквашування молока пастеризованого, у якому допускається певна кількість бактерій групи кишкових паличок (БГКП). Внаслідок чого в кисломолочному сирі промислового виробництва вміст БГКП допускається в 0,01 г продукту [8]. При виробництві сиру кисломолочного в домашніх умовах кисле молоко піддається термічній обробці за температури 80 ± 5  °С упродовж тривалого часу, за цих умов гинуть БГКП, а певна частина бактерій роду ентерококів виживає, так як вони є термостійкими бактеріями.

Отже, визначенням санітарно-показових мікроорганізмів БГКП у сирі кисломолочному, який надходить у вільний продаж не буде характеризувати його санітарно-гігієнічні та органолептичні показники під час його виробництва. Для цієї мети краще підходять санітарно-показові бактерії роду ентерококів, які будуть характеризувати гігієнічні та органолептичні показники сиру кисломолочного під час його виробництва, зберігання і реалізації.
Рівень контамінації сметани, яка надходить у вільний продаж коагулазопозитивними стафілококами характеризує протимаститні заходи, гігієну під час одержання молока, виготовлення, зберігання і реалізації сметани; відіграє надзвичай важливу роль при оцінці продуктів харчування, як показник ризику їх безпечності.
1. Загальні положення
Молоко та молочні продукти, що надходять від суб'єктів господарювання для реалізації за прямими зв'язками та у вільний продаж на ринки, підлягають ветеринарно-санітарній експертизі. До реалізації допускають молоко і молочні продукти, які надходять із господарств благополучних щодо заразних хвороб тварин, що підтверджується нормативним документом виданим службою ветеринарної медицини. У документі повинна бути зазначена дата  дослідження тварини (тварин) на субклінічний мастит (уміст соматичних клітин), щеплення проти сибірки, дослідження на туберкульоз, лейкоз, бруцельоз та інші захворювання, передбачені законодавством про ветеринарну медицину. Термін дії ветеринарної довідки визначає головний державний інспектор ветеринарної медицини району (міста), але не більше 1 місяця.
2. Терміни та визначення понять
У рекомендаціях вжиті терміни і поняття, які наведені у Наказі МОЗ України № 548 «Про затвердження мікробіологічних критеріїв для встановлення показників безпечності харчових продуктів» [7].
Готовий до споживання харчовий продукт – це харчовий продукт, призначений виробником для безпосереднього споживання людиною без необхідності піддавати його тепловій обробці або іншій обробці, для знищення або зменшення в ньому кількості тих мікроорганізмів, які можуть нести ризик щодо негативного впливу на здоров'я людини.

Мікробіологічний критерій – комплекс показників, які встановлюють мікробіологічну безпечність харчових продуктів, що ґрунтується на наукових даних оцінки ризику та використовуються для забезпечення захисту здоров'я споживачів харчових продуктів.
Об’єднана проба – загальна кількість окремих одиниць точкових проб, що відібрані від партії випадковою вибіркою, які призначені для дослідження відповідно до плану відбору проб. 
Партія – група ідентифікованих продуктів, отриманих в результаті певного технологічного процесу виконаного в практично однакових умовах та виготовлених в одному і тому ж місці в межах одного  виробничого циклу.
Репрезентативна проба – означає загальну (об’єднану) пробу, що складається з точкових проб ”n”, в якій зберігаються всі характеристики партії харчового продукту.
Точкова проба – проба відібрана  від певної партії харчового продукту та/чи продовольчої сировини, чи об’єкту технологічного процесу за методологією визначеною у відповідному нормативному документі на конкретний вид продукту, чи сировини, чи об’єкту технологічного процесу шляхом випадкової вибірки і яка входить до складу об’єднаної проби. 
3. Готування розчинників, поживних середовищ та реактивів

3.1 Готування розчину цитринового натрію (для приготування розведень сиру кисломолочного)
	Склад:
	

	натрій цитриновий (Na3C6  5O7 · 2H2O)
	20 г

	вода дистильована
	до 1000 см3     


Готування: 

у мірну колбу місткістю (1000 ± 0,50) см3 вносять (20 ± 0,2) г натрію цитринового за температури (20 ± 3) ˚С, та дистильованою водою доводять об’єм до позначки. Ледь похитуючи розчиняють.
3.2 Готування розчину калію фосфорнокислого двозаміщеного (для приготування розведень сиру кисломолочного)
	Склад:
	

	калій фосфорнокислий двозаміщений  (К2 НРО4)                 
	20 г

	вода дистильована
	до 1000 см3     


Готування:
у мірній колбі розчиняють (20 ± 0,2) г солі в (1000 ± 0,50) см3 дистильованої води, нагрітої до температури (45 ‒ 50) °С. рН готового розчину має становити (7,5 ± 0,1).
3.3 Готування розчину натрію двовуглекислого (для нейтралізації проб сметани)
	Склад:
	

	натрій двовуглекислий (Na2 CО3)
	10 г

	вода дистильована
	до 100 см3


Готування:
у колбі розчиняють (10 ± 0,1) г натрію двовуглекислого в (100 ± 0,05) см3 дистильованої води за температури (20 ± 3) °С. 
3.4 Готування розчинника натрію хлориду (для приготування розведень сметани)
	Склад:
	

	натрію хлорид (Na Cl)
	8,5 г

	вода дистильована
	до 1000 см3


Готування:
у колбі розчиняють 8,5 г натрію хлориду в (1000 ± 0,05) см3 дистильованої води за потреби нагрівають та встановлюють рН так, щоб після стерилізування він становив (7,0 ± 0,1). 

Розчинники для початкового розведення розливають у колби місткістю 100 або 200 см3. Розчинники для десятикратних розведень розливають у пробірки місткістю 15 або 20 см3. Обєм розчинника у посудині повинен бути такий, щоб після стерилізування кожна колба для початкового розведення містила 90 см3, а кожна пробірка – 9,0 см3 розчинника. Стерилізують розчинник у стерилізаторі за температури (121 ± 1) °С упродовж (20 ± 1) хв. Якщо розчинник не використовують відразу, його зберігають за температури (0 - 5) °С не довше одного місяця.
3.5 Готування середовища жовтково-сольовий агар (для виділення стафілококів із сметани) 

	Склад:
	

	сухий поживний агар для культивування мікроорганізмів (на основі гідролізату кільки)
	35,0 г  

	натрію хлорид (NaCl)
	75,0 г

	емульсія жовткова
	50 см3

	кальцію хлорид (СaCl2)
	1,0 г

	вода дистильована
	до 1000 см3


Готування: 
в 1000 см3 дистильованої води вносять 35,0 г сухого поживного агару для культивування мікроорганізмів, додають 75,0 г хлориду натрію, 1,0 г кальцію хлориду, кип’ятять до повного розплавлення агару, фільтрують через ватний фільтр, розливають у флакони або колби і стерилізують при температурі (121 ± 1) °С протягом (20 ± 1) хв. Після стерилізації охолоджують до температури (45 ± 1) °С і добавляють 50 см3 жовткової емульсії (3.5.1). Суміш ретельно перемішують і розливають в чашки Петрі. Чашки із середовищем зберігають в холодильнику не більше 5 діб.
3.5.1 Готування жовткової емульсії (для приготування жовтково-сольового агару)

	Склад:
	

	жовток курячого яйця
	35 г

	розчин натрію хлориду стерильний - 0,85%
	100 см3


Готування: 
свіже куряче яйце миють водопровідною водою, потім протирають ватою, змоченою у спирті, і висушують. Відокремлюють жовток і вносять його в 100 см3 стерильного розчину хлориду натрію. Ретельно перемішують. Приготовлена емульсія може зберігатися при температурі 0-5°С не більше 72 години. 
3.6 Готування середовища молочно-сольовий агар (для виділення стафілококів із сметани) 

	Склад:
	

	сухий поживний агар для культивування мікроорганізмів (на основі гідролізату кільки)
	35 г

	натрію хлорид (NaCl)
	75,0 г

	молоко знежирене
	100 см3

	вода дистильована                                                         
	до 1000 см3


Готування: 
середовище готують як вказано в п. 3.5, але після охолодження до температури (45 ± 1)°С додають взамін жовткової емульсії 100 см3 стерильного знежиреного молока. Суміш ретельно перемішують і розливають у чашки Петрі. Чашки із середовищем зберігають в холодильнику не більше 5 діб. 
3.7 Готування середовища Байд-Пайкера (для виділення стафілококів із сметани)
	Склад:
	

	основа середовища:

триптон    
	10,0 г

	дріжджовий екстракт
	1,0 г

	м’ясний екстракт
	5,0 г

	літій хлорид, гексагідрат
	5,0 г

	агар мікробіологічний
	12,0 – 20,0 г

	вода дистильована
	1000 см3

	розчин пірувату натрію:

пірувату натрію       
	20,0 г

	вода дистильована
	100 см3

	розчин гліцину:

гліцин    
	20,0 г

	вода дистильована
	100,0 см3  


Готування: 
основу середовища готують: до 1000 см3 дистильованої води додають 10,0 г триптону, 50,0 г м’ясного екстракту, 1,0 г дріжджового екстракту, 5,0 г хлористого літію, 20,0 г агару мікробіологічного.

При відсутності триптону використовують гідролізат казеїновий сухий. При відсутності м’ясного екстракту, триптону і дріжджового екстракту взамін дистильованої води застосовують 1000 см3 м’ясопептонного бульйону або сухий поживний агар для культивування мікроорганізмів. 

Усі компоненти, які внесені в 1000 см3 дистильованої води (м’ясопептонний бульйон), нагрівають помішуючи до повного розчинення, охолоджують до температури 50 – 60 °С. Встановлюють рН (7,2 ± 0,1), розливають в колби об’ємом 90 см3 і стерилізують при температурі (121 ± 1) °С протягом (20 ± 1) хвилин.

При використанні сухого середовища в 1000 см3 дистильованої води додають 35,0 г поживного середовища для культивування мікроорганізмів, додають 5,0 г хлористого літію. Нагрівають до повного розчинення, охолоджують до температури 50 – 60 °С, встановлюють рН (7,2 ± 0,1), розливають і стерилізують як вказано вище.

Готову основу середовища зберігають не більше 30 діб при температурі (6 ± 2) °С.

 Перед використанням до 90 см3 розплавленої основи середовища додають асептично стерилізовані фільтруванням через мембранний фільтр розчини: 6,3 см3 розчину гліцину; 5,0 см3 розчину пірувату натрію; 1,0 см3 розчину телуриту калію; 5 см3 жовткової емульсії. 

Дозволяється розчини гліцину, пірувату натрію, телуриту калію і жовткову емульсію готувати в асептичних умовах на стерильній дистильованій воді.

Після ретельного перемішування приготовлене середовище розливають в чашки Петрі.

Чашки із середовищем зберігають не більше 48 годин.
3.8 Готування середовища сольовий агар з кров’ю великої рогатої худоби або барана (для виділення стафілококів із сметани)

	Склад:
	

	м’ясопептонний агар
	100 см3

	натрію хлорид (NaCl)
	7,5 г

	цитратна кров великої рогатої худоби або барана
	5,0 см3


Готування: 
м’ясопептонний агар розплавляють у колбі і додають 7,5 г натрію хдолриду, кипятять до повного розчинення солі, потім охолоджують до температури (+ 45 ± 1) °С. Стерильною піпеткою до м’ясопептонного агару додають 5 см3 цитратної крові і рівномірно перемішують, після чого розливають у чашки Петрі. Чашки із середовищем зберігають в холодильнику не більше 5 діб.   
3.9 Чашки із середовищем Compact Dry XSA для виявлення і підрахунку колоній золотистого стафілококу – згідно з чинним нормативним документом. 

3.10 Готування середовища ентерококагар (для виділення ентерококів)
Готують з сухого середовища ентерококагар згідно інструкції  до нього, у разі  відсутності середовища, готують із складників.

У колбу місткістю (1000 ± 0,50) см3 вносять: пептон – (10 ± 0,1) г, екстракт дріжджів – (5 ± 0,05) г, глюкозу – (2 ± 0,02) г, калій фосфорнокислий однозаміщений – (2 ± 0,02) г, натрій вуглекислий – (1 ± 0,01) г, твін-80 − (0,5 ± 0,005) г, натрію азид − (0,5 ± 0,005) г, 2,3,5-тріфенілтетразолій хлорид − (1 ± 0,01) г кристалический феолетовий − 0,001 г, агар мікробіологічний − (10 ± 0,1) г. Стерилізують в актоклаві за температури (121 ± 1) ºС протягом (20 ± 1) хв. Готове середовище в чашках Петрі прозоре з рожевим до фіолетового відтінку.
3.11 Готування агару за Сланценном і Бертлі (для виділення ентерококів)
У колбу місткістю (1000 ± 0,50) см3 відважують (20 ± 0,2) г пептону, (25,0 ± 0,25) г глюкози, (4,0 ± 0,4) г калію фосфорнокислого двозаміщеного, (15,0 ± 1,5) г агару мікробіологічного і додають води дистильованої до (1000 ± 0,50) см3. Нагрівають до розплавлення компонентів, охолоджують і виставляють рН таким чином, щоб після стерилізації він складав (7,2 ± 0,1). Стерилізують на водяній бані за температури 100 °С упродовж 30 хв, охолоджують до температури 50 °С та додають 4,0 см3 – 10,0 % розчину азиду натрія і 10,0 см3 – 1,0 % розчину 2-,3-,5- трифенілтетразолія хлориду. Суміш добре перемішують і розливають в чашки Петрі. Середовище зберігається за температури (4 ± 2) °С не більше 7 діб.    
3.12 Чашки із селективним хромогенним середовищем Compact Dry ETC для виявлення і підрахунку колоній ентерококів – згідно з чинним нормативним документом. 
3.13 Глюкозо-триптонове середовище з дріжджовим екстрактом і рН 7,2 (для пересіву ентерококів). 
У колбу місткістю (1000 ± 0,50) см3 відважують (5,0 ± 0,5) г триптону або ферментативного казеїнового гідролізату, 12,5 см3 дріжджового екстракту, (1,0 ± 0,1) г глюкози і додають води дистильованої до (1000 ± 0,50) см3. Суміш підігірвають до повного розплавлення складників періодично помішуючи. Охолоджують і встановлюють рН таким чином, щоб після стерилізації він складав за температури 25 °С (7,2 ± 0,1). Стерилізують в актоклаві за температури (121 ± 1) ºС протягом (20 ± 1) хв.    
3.14 Готування м’ясопептонного бульйону з вмістом 6,5 % натрію хлориду

Основа середовища м'ясо-пептоний бульон з рН 7,2 ± 0,1. При приготувані поживного середовища в (1000 ± 0,50) см3 основи розчиняють на водяній бані 65,0 г натрію хлориду, розливають по 5 см3 в пробірки, стерилізують за температури (121 ± 1) ˚С протягом 15 хвилин.
3.15 Готування бульону з вмістом 40 %  жовчі
Основа середовища м'ясо-пептоний бульон з рН 7,2 ± 0,1. До (600 ± 0,30) см3 охолодженого до (45 – 55) ˚С бульону додають асептично (400 ± 0,20) см3 стерильної профільтрованої жовчі великої рогатої худоби або еквівалентну кількість сухої жовчі.
Поживні середовища можна готувати із комерційних сухих середовищ. У цьому разі треба дотримуватися настанов виробника. 
4. Відбирання проб 

Проби кисломолочного сиру для мікробіологічних аналізів відбирають стерильним шпателем, ножем або за допомогою інших стерильних пристосувань у стерильний посуд.
Відкривають пакування у якому міститься продукт та розгортають верхній шар сиру за допомогою шпателя або інших пристосувань і відбирають точкові проби з глибини (середини) 2 – 3 см від 15 до 20 г продукту. 
Перед відбором сметани її перемішують упродовж однієї хвилини шпателем або ложкою після відкривання пакування. 

Проби відбирають від одного виробника з кожного пакування до 3 кг – три точкові проби, більше трьох кг пакування – 5 точкових проб. 

Із об’єднаних проб готують пробу для лабораторного дослідження, яка повинна становити не менше ніж 200 г.

Проби повинні зберігатися і транспортуватися до початку дослідження в умовах, що забезпечують температуру продукту не вище 6 °С, не допускаючи підморожування.
5. Маркування, транспортування та зберігання проб  

Проби, які відправляють у лабораторію, повинні мати акт відбирання проб з наступною інформацією:
- назва продукту;

- назва виробника та дата виготовлення продукту;

- обсяг партії;
- день і година відбору проби;

- посада і підпис особи, яка відібрала пробу;
- місце відбирання проби;
- фактори, які могли вплинути на пробу під час доставляння її в дослідну лабораторію.

6. Підготовка проб до досліджень
Мікробіологічні аналізи продукту проводять не пізніше, ніж через 4 год. з моменту відбирання проб. 
Із відібраної проби кисломолочного сиру асептично відважують на стерильному склі, чашці Петрі, у бюксі 10 г кисломолочного сиру та переносять у стерильну або профламбовану ступку, прикриту кришкою від чашки Петрі, і ретельно розтирають за допомогою пестика.
Відібрані проби сметани перед дослідженням перемішують і нейтралізують. Для цього у стерильну колбу відбирають стерильною піпеткою 10 см3 сметани та додають 1 см3 стерильного розчину двовуглекислого натрію з масовою часткою 100 г/дм3 (3.3), уміст колби перемішують. 
7. Готування десятикратних розведень для висівань
До приготовлених наважок кисломолочного сиру по 10 г додають 90 см3 стерильного розчину цитринового натрію (3.1) або розчину калію фосфорнокислого двозаміщеного (3.2 ), підігрітих до 40 – 45 °С, і перемішують протягом 3 - 5 хв. для більш повного емульгування і отримання однорідного стану, так одержують розведення 1:10. 
Із нейтралізованих проб сметани стерильною піпеткою відбирають 10 см3 і вносять у 90 см3 стерильного розчину натрію хлориду, так одержують розведення 1:10. 
З першого розведення 1:10 готують наступні 1:100 і т.д. Для цього переносять 1 см3 первинного розведення в наступну пробірку з 9 см3 розчину цитринового натрію (3.1) або калію фосфорнокислого двозаміщеного (3.2) для сиру кисломолочного, а для сметани використовують пробірки з розчином натрію хлориду, уникаючи контакту між піпеткою і розчином. Суміш перемішують іншою стерильною піпеткою та одержують десятикратне розведення кисломолочного сиру 10-2. 

Аналогічним чином одержують розведення 10-3, 10-4 і наступні, використовуючи для кожного нового розведенням нову стерильну піпетку. 

Перед початком мікробіологічного контролювання кисломолочного сиру розтоплюють потрібну кількість одного із середовищ (3.10, або 3.11) й охолоджують його до температури (45 ± 1) °С та розливають у чашки Петрі по 12 - 15 см3. Після затвердіння поживних середовищ чашки Петрі ставлять у термостат для підсушування за температури (37 ± 1) °С привідкривши кришечки на 30 хв.    

Перед початком мікробіологічного контролювання сметани розтоплюють потрібну кількість одного із середовищ (3.5, або 3.6, або 3.7, або 3.8) й охолоджують його до температури (45 ± 1) °С та розливають у чашки Петрі по 12 - 15 см3. Після затвердіння поживних середовищ чашки Петрі ставлять у термостат для підсушування за температури (37 ± 1) °С привідкривши кришечки на 30 хв.    

Для того, щоб упевнятися в стерильності поживних середовищ, додатково, для контролювання, готують чашку Петрі з 12-15 см3 відповідного середовища без посівного матеріалу та інкубують її разом із пробами. 

Можна використовувати готові до використання стерильні чашки із селективним хромогенним середовищем Compact Dry ETC (3.12) для виявлення і підрахунку колоній ентерококів. Або середовищем Compact Dry XSA для виявлення і підрахунку колоній золотистого стафілококу.
Для того, щоб отримати достовірні результати, готують дві паралельні проби, з яких засівають не менше ніж три послідовних розведення. 

Інформація про приготовленні розведення продукту перед висіванням заноситься в робочий журнал або протокол. 

8. Вибирання розведень для висівання 

Кількість кисломолочного сиру і сметани та їх розведень, які використовують для висівання, визначають за ступенем найвірогіднішого мікробного забруднення відповідно до чинних нормативних документів. Для того, щоб отримати достовірні результати, розведення має бути таке, щоб забезпечити утворення від 10 до 150 колоній на одній чашці Петрі.    
9. Дослідження сиру кисломолочного, який надходить у вільний продаж
9.1 Висівання проб на середовища для визначення кількості ентерококів у кисломолочному сирі 
Чашки Петрі з одним із відповідних селективних середовищ (3.10 або 3.11), які підсохли в термостаті, або з чашками з середовищем Compact Dry ETC (3.12) перед висіванням маркують, указуючи номер проби та розведення. В одну чашку (пластину) засівають одне розведення. Для цього 0,1 см3 розведення висівають на середовище та розтирають його по поверхні стерильним шпателем. Для розтирання посіву з черговим розведенням шпатель стерилізують. Посівний матеріал можна вносити на середовища від більшого розведення до меншого при цьому використовують піпетку від самого більшого розведення або нову стерильну піпетку.   
9.2 Вирощування мікроорганізмів
Проміжок часу від закінчення готування проби кисломолочного сиру до засівання на середовища не повинен перевищувати 15 хв. Засіяні чашки ставлять у термостат накривками до низу штабелями висотою не більше шість одиниць. Штабелі не повинні торкатися один одного, стінок та верху термостату. Інкубують за температури (37 ± 1) °С упродовж 24 - 48 год. 
9.3 Опрацювання результатів досліджень
Через 24 год. інкубації здійснюють попередній облік результатів, а через 48 год. – остаточний. Враховують чашки Петрі, на яких виросло від 10 до 150 характерних для ентерококів колоній. На селективних середовищах ентерококагарі (3.10) та агарі за Сланценом і Бертлі (3.11) колонії ентерококів червоно-розового забарвлення з коричневим відтінком, діаметром до 2 мм. На селективному хромогенному середовищі Compact Dry ETC (2.5) колонії ентерококів від синього до блакитно-зеленого забарвлення. Білий папір розміщений під чашкою Compact Dry ETC допомагає підрахувати колонії.
Злиті колонії розглядають як одну колонію. Якщо такий характер росту спостерігають менше ніж на одній чверті чашки то підраховують колонії на вільній частині чашки й обчислюють їх відповідну кількість для всієї чашки. Якщо злиті колонії займають більше однієї чверті чашки, то таку чашку бракують. 
Підраховують кількість колоній мікроорганізмів у кожному з паралельних посівів одного розведення. За результатами визначають середньоарифметичне значення кількості колоній у посівах одного розведення або вихідної проби. Під час підрахування враховують кратність розведення проб. Результат виражають у колонієутворювальних одиницях (КУО) в 1 см3 досліджуваної проби і заносять до протоколу. 
Остаточним результатом є кількість колоній в одній чашці, якщо по-іншому підрахувати неможливо (у разі повзучого або злитого росту мікрофлори, який покриває всю поверхню чашки). Якщо на всіх чашках наявний ріст розпливчастих колоній, який спостерігають частково на поверхні середовища чи виросло більше 150 колоній і аналіз не можна повторити, підраховують сектор чашки з наступним перерахунком на всю поверхню, у таких випадках у протоколі відмічають «кількість КУО в 1 см3 продукту – орієнтована». Якщо підрахувати колонії на поверхні чашок неможливо, то в протоколі відмічають «суцільний ріст». 

Для подальшого підтвердження приналежності характерних колоній до ентерококів відбирають не менше п’яти колоній із чашок з середовища ентерококагар або агара за Сланценом і Бертлі, або з чашок Compact Dry ETC  та пересівають їх на чашки Петрі з середовищем (3.13), щоб отримати ріст ізольованих чистих культур. Посіви інкубують за температури (37 ± 1) °С упродовж 24 - 48 год. 

9.4 Тести підтвердження належності характерних колоній до ентерококів 

Із чистих культур, які виросли, готують мазки і фарбують за Грамом, мікроскопують. Ентерококи фарбуються за Грамом позитивно (темно-фіолетовго забарвлення), мають кулясту форму і розміщуються парами, короткими або довгими ланцюжками. Далі культуру досліджують на наявність каталази. Ентерококи каталазу не продукують. 
Для більш детального аналізу при епідеміологічному дослідженні здійснюють подальше підтвердження характерних колоній. 

Ентерококи витримують тести Шермена:

- ростуть у поживному бульйоні за температури + 45 °С;
- ростуть в середовищі з вмістом 6,5 % натрію хлориду;
- ростуть в середовищі за рН 9,6 од.;

- ростуть в середовищі з вмістом 40 % жовчі;

- витримують температуру 60 °С упродовж 30 хв.

9.5 Обчислення та вираження результатів досліджень
9.5.1 Метод підрахування 

Кількість ентерококів у 1 г кисломолочного сиру Х , після визначення його в певній наважці продукту, вираховують за формулою:
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- сума колоній;
             n0 – кількість чашок нерозведеного матеріалу;

             n1 – кількість чашок з першим розведенням;
             d – коефіцієнт найнищого розведення.
Приклад:

Підрахунок кількості колоній бактерій на трьох чашках показав такий результат:

– для нерозведеного дослідного матеріалу: 21; 32; 27;

· у розведені 1:10 (101):  5; 3 і 7
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Отже, в 1 г дослідної проби виявили в середньому 287 колоній мікроорганізмів.
Якщо на чашці підраховано менше ніж 10 колоній, то остаточну кількість ентерококів  у 1 г подають як «менше» 10.

У разі отримання незадовільних результатів повторного контролювання подвійної вибірки продукту, всю партію бракують.  

Якщо при вивченні культуральних і морфологічних властивостей мікроорганізмів виявлені грампозитивні, не утворюючі каталазу коки, то дають заключення про те, що виявлено мікроорганізми, які відносяться до ентерококів.

Якщо при підтвердженні характерних колоній в 80 % випадків підтверджено ріст ентерококів, то вважається, що всі колонії, які виросли на чашці належать до ентерококів. У всіх інших випадках кількість ентерококів визначають, виходячи з процентного співвідношення підтверджених колоній до загальної кількості характерних колоній, взятих для підтвердження.
За результатами визначають середньоарифметичне значення кількості колоній у посівах одного розведення або вихідної проби, перераховуючи його на 1 г сиру кисломолочного та оцінюють якість та безпеку за  критеріями, які наведено в додатку.
10. Дослідження сметани, яка надходить у вільний продаж
10.1 Висівання проб на середовища для визначення кількості коагулазопозитивних стафілококів (золотистого) у сметані 
Чашки Петрі з одним із відповідних селективних середовищ (3.5 або 3.6, або 3.7, або 38), які підсушили в термостаті, або з чашками з середовищем Compact Dry XSA (3.9) перед висіванням маркують, указуючи номер проби та розведення. В одну чашку (пластину) засівають одне розведення. Для цього   0,1 см3 розведення висівають на середовище та розтирають його по поверхні стерильним шпателем. Для розтирання посіву з черговим розведенням шпатель стерилізують. Посівний матеріал можна вносити на середовища від більшого розведення до меншого при цьому використовують піпетку від самого більшого розведення або нову стерильну піпетку.   

10.2 Вирощування мікроорганізмів
Проміжок часу від закінчення готування проби сметани до засівання на середовища не повинен перевищувати 15 хв. Засіяні чашки ставлять у термостат накривками до низу штабелями висотою не більше шість одиниць. Штабелі не повинні торкатися один одного, стінок та верху термостату. Інкубують за температури (37 ± 1) °С упродовж 24 - 48 год. 

10.3 Опрацювання результатів досліджень
Через 24 год. інкубації здійснюють попередній облік результатів, а через 48. год – остаточний. Враховують чашки Петрі, на яких виросло від 10 до 150 характерних для стафілококів колонії. 

 На жовтково-сольовому агарі колонії коагулазопозитивних стафілококів  мають форму плоских дисків діаметром 2 - 4 мм білого, жовтого, кремового, лимонного або золотистого кольору з рівними краями, навкруги колонії утворюється каймисте кільце і зона помутніння середовища.

На молочно-сольовому агарі колонії коагулазопозитивних стафілококів  ростуть у вигляді непрозорих круглих колоній, забарвлених від білого до оранжевого кольору, діаметром 2-4 мм, злегка випуклих. 

На середовищі Байрд-Паркера колонії коагулазопозитивних стафілококів  ростуть у вигляді чорних, блискучих, випуклих колоній діаметром 1 - 1,5 мм, з характерною зоною просвітління  середовища шириною 1 - 3 мм. 

На кров’яному агарі колонії коагулазопозитивних стафілококів  мають вигляд випуклих з гладкою поверхнею колоній, різного кольору розміром 2 - 4 мм, з характерною зоною гемолізу навкруги колоній (α-гемоліз ‒ зона прозора; β-гемоліз ‒ матова зона; α,β- змішаний гемоліз, прозора і матова зона).  
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Рис.  Здатність плазмокоагулюючих стафілококів, продукувати бета і альфа-гемолізини 

1 - змішаний гемоліз, α-прозора і β-матова зона; 2 - β-гемоліз, матова зона; 3 - культура без гемолізу; 4 - α-гемоліз, прозора зона. 

На селективному середовищі Compact Dry XSA колонії стафілококів від синщго до блакитно-зеленого забарвлення. Білий папір розміщений під чашкою Compact Dry XSA допомагає підрахувати колонії.
Для подальшого підтвердження приналежності характерних колоній до коагулазопозитивних відбирають не менше п’яти колоній із чашок з середовищ (3.5-3.9) та пересівають їх на чашки Петрі з середовищем м’ясопептонний агар, щоб отримати ріст ізольованих чистих культур. Посіви інкубують за температури (37 ± 1) °С упродовж 24 год. 

У культур, які виросли, визначають здатність фарбуватися за Грамом і коагулювати плазму кролика.

З п’яти ізольованих, характерних для коагулазопозитивних стафілококів  колоній, готують препарати для фарбування за Грамом і проводять мікроскопію.  

Стафілококи фарбуються за Грамом позитивно (темно-фіолетового кольору), мають кулясту форму і розміщуються скупченнями, які нагадують виноградне гроно.

Проведення реакції плазмокоагуляції. 

У пробірки з 0,5 см3 розведеної плазми кролика вносять бактеріологічною петлею добову агарову культуру. Внесену культуру ретельно перемішують. Одну пробірку з плазмою залишають не засіяною, а в другу засівають контрольний штам Staphylococcus aureus (коагулазопозитивний стафілокок). Пробірки ставлять у термостат і витримують при температурі (37 ± 1) °С протягом 3 - 6 годин. Якщо через 6 год. коагуляція плазми не відбулася, тоді залишають ці пробірки до 24-ох годин. Якщо через 24 години плазма не звернулася, тоді культуру стафілококу відносять до коагулазонегативної.  

При визначенні коагулазної активності реакцію вважають негативною у тому випадку, коли в плазмі не утворюються окремі нитки або згустки, або в тих випадках, коли в плазмі появились окремі нитки (реакцію плазмокоагуляції оцінюють на один плюс або хрест).         

Реакцію плазмокоагуляції оцінюють в хрестах і вважають позитивною якщо: 

++++ – згусток щільний;

+++   – згусток дещо крихкий;

++     – згусток у вигляді висячого мішечка;

Усі три варіанти вважають позитивним результатом.  

При одержанні позитивної реакції вважають, що в пробі виявлений коагулазопозитивних стафілококів.

Результати оцінюють по кожній пробі окремо. 

Якщо чотири із п’ять колоній (80 %), проявили позитивну реакцію плпзмокоагуляції, тоді вважають, що всі характерні колонії, які виросли на середовищах (3.5 або 3.6, або 3.7, або 3.8 або 3.9) відносяться до коагулазопозитивних стафілококів. У всіх інших випадках кількість коагулазопозитивних стафілококів визначають, виходячи з процентного співвідношення підтверджених колоній в реакції плазмокоагуляції до загальної кількості характерних колоній, взятих для підтвердження.  

10.4 Обчислення та вираження результатів досліджень
10.4.1 Метод підрахування 
Кількість коагулазопозитивних стафілококів у 1 г сметани Х, після визначення його в певній наважці продукту, вираховують за формулою, яка наведена в пункті 9.5.1.
Якщо на чашці підраховано менше ніж 10 колоній, то остаточну кількість коагулазопозитивних стафілококів  у 1 г подають як «менше» 10.

У разі отримання незадовільних результатів повторного контролювання подвійної вибірки продукту, всю партію бракують.  

Якщо за результатами дослідження виявлено мікроорганізми, які позитивні за Грамом, здатні ферментували глюкозу на середовища Хью-Лейфсона  та коагулюють плазму кроля, то вважають, що в сметані наявні плазмокоагулюючі бактерії роду Staphylococcus .

Якщо при підтвердженні характерних колоній в 80 % випадків підтверджено наявність коагулазапозитивних стафілококів, то вважається, що всі колонії, які виросли на чашці, належать до коагулазапозитивних стафілококів.
За результатами визначають середньоарифметичне значення кількості колоній у посівах одного розведення або вихідної проби, перераховуючи його на 1 г сметани та оцінюють якість та безпеку за критеріями, які наведено в додатку.
11. Визначення вмісту патогенних бактерій у пробах
Бактерії роду Salmonella проводять згідно ДСТУ IDF 93A:2003 [10], а бактерій виду Listeria monocytogenes згідно ДСТУ ISO 11290-1:2003 та ДСТУ ISO 11290-2:2003 [11, 12]. Їх вміст не допускається у 25 г продукту. 
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Додаток 
Мікробіологічні критерії для встановлення показників безпечності молочних продуктів, які реалізуються на агропродовольчому ринку 
	Категорія харчових продуктів
	Мікроор-ганізми 
	План відбору зразків
	Допустимі межі
	Стадія, де застосовує-
ться показник
	Дії у випадку незадовільних результатів

	
	
	1n
	2c
	3m
	4M
	
	

	Сир кисломоло-чний виготовле-ний з сирого молока 
	Enterococ-cus  
	3
	2
	50 000 КУО/г
	100 000 КУО/г
	Під час реалізації
	Заборона реалізації. Рекомендації щодо удосконалення гігієни виробництва

	Сметана  виготовлена з сирого молока
	Коагулазо-позитивні стафілоко-ки  
	3
	2
	100 КУО/г
	500 КУО/г
	Під час реалізації
	Заборона реалізації. Рекомендації щодо удосконалення гігієни виробництва


1n – кількість проб, що відбиралося від одного виробника.

2c – кількість проб, параметричні значення яких знаходяться між m і М.  

3m – нормативне значення вмісту мікроорганізмів в 1 г продукту.

4M – максимальне значення вмісту мікроорганізмів в 1 г продукту.

Пояснення до результатів дослідження

Дослідження молочних продуктів для виробників, які хочуть їх реалізовувати перший раз на агропродовольчому ринку здійснюють кожні 10 днів упродовж місяця.

Якщо при першому мікробіологічному досліджені виявили вміст бактерій ≥ М, то такий продукт вважають неприйнятним і у реалізацію не допускається.

Якщо при першому мікробіологічному досліджені, виявили вміст бактерій у межах між  m і М, то його вважають прийнятним і досліджують упродовж місяця кожні 10 днів. Якщо упродовж цього періоду значення були в межах між m і М, або менше m, то його досліджують два рази на місяць.

Якщо при першому мікробіологічному дослідженні продукту виявили вміст бактерій менше m, то його вважають задовільним і досліджують упродовж місяця кожні 10 днів. І якщо упродовж цього періоду значення були менше m, то його досліджують один раз на місяць.
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