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АНЫҚТАМАЛАР

Диссертациялық жұмыста төмендегідей анықтамаларға сәйкес терминдер қолданылды:
Амплификация – молекулалық биологияда құрылымдық гетерохроматиннің белгілі бір гендері немесе сегменттер құрамындағы хромосомалық ДНҚ учаскелерінің қосымша көшірмелерінің түзілу процесі.
Антибиотикке резистенттік – бір немесе бірнеше бактерияға қарсы препараттардың әсеріне патогенді штаммының төзімділік феномені.
ДНҚ денатурациясы – бұл қос спиралды ДНҚ бір ішекті болып бөлінетін процесс.
Изолят – зертханалық жағдайда алынған бір колонияның түр деңгейіне дейін анықталған таза өсіндісіндегі бактерия жасушаларының популяциясы.
Интегрондар – бактериялардың әртүрлі түрлері арасындағы гендерді көлденең тасымалдауға жауапты транспозондар.
Колония – тығыз қоректік ортада (бетінде немесе оның тереңдігінде) бір колония түзуші бірліктің көбеюі нәтижесінде пайда болатын екі немесе бірнеше микроорганизмдерінің бір түрі өкілдерінің көрінетін оқшауланған шоғыры.
Мультиплексті ПТР – бірден бірнеше праймерден тұратын реакция қоспасын пайдаланатын ДНҚ сынау әдісі.
Нуклеин қышқылдары – генетикалық ақпаратты тасымалдайтын немесе полипептидтік тізбек синтезінде делдал қызметін атқаратын макромолекулалар.
Полимеразды тізбекті реакция (ПТР) – биологиялық материалда нуклеин қышқылының (ДНҚ) белгілі бір фрагменттерінің аз концентрациясын едәуір арттыруға мүмкіндік беретін молекулалық биологияның эксперименттік әдісі.
Праймер – бұл нуклеин қышқылының қысқа фрагменттері (олигонуклеотид), ДНҚ немесе мақсатты РНҚ, ДНҚ полимеразасымен (ДНҚ репликациясы кезінде) қосымша тізбекті синтездеу үшін түқым ретінде қызмет етеді.
Патоген – инфекцияны немесе ауруды тудыруы мүмкін микроорганизм.
Сынама – биологиялық материалдан алынатын үлгі.
Taq-полимераза – бұл фермент, ол амплификация кезінде ДНҚ фрагменттерінің синтезделуін қамтамасыз етеді. Бірінші цикл кезінде синтезделген ДНҚ матрица екінші цикл кезінде ДНҚ синтездеуі үшін матрица болып табылады, нәтижесінде амплификат алынады.
TAE-буфер – құрамында Трис, сірке қышқылы және ЭДТА бар, негізінен ДНҚ молекуласын гель-электрофорез әдісімен ажырату үшін (электрофорез жүргізетін буфер ретінде, агарозалық гель әзірлеу үшін), ПТР жүргізу нәтижесінде алынған ДНҚ өнімдерін талдау үшін, ДНҚ фрагменттерінің ұзындықтарын анықтау үшін кең қолданады.
Трис – химиялық қосылыстың қысқартылған атауы (гидроксиметил) аминометан. Трис биохимияда және молекулалық биологияда буферлік ерітінді ретінде кеңінен қолданылады, мысалы буферлік жүйелерінде TAE және TBE.
Төзімділік гені – микробқа қарсы препараттарға төзімділікті кодтайтын ДНҚ бөлімі.
Хромогендік орта – микроорганизмдерді анықтауға және әртүрлі микроорганизмдер үшін нақты ферментативті әрекеттерді анықтауға мүмкіндік беретін орта.
Штамм – бактериялардың, вирустардың, басқа микроорганизмдердің таза өсіндісі немесе белгілі бір уақытта және белгілі бір жерде оқшауланған жасуша өсіндісі.









БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	АҚШ
	– Америка құрама штаты

	АТ
	– Антибиотикке төзімділік 

	БББ
	– Білім беру бағдарламасы

	БНҚ
	– Бағдарламалық-нысаналы қаржыландыру

	ГУС
	– гемолитикалық уремиялық синдром

	ДДӘ
	– дискілі диффузды әдіс

	ДНҚ
	– дезоксирибонуклеин қышқылы

	дНТФ
	– дезоксинуклеотидтрифосфат

	ЕО
	– Еуропалық Одақ

	ЕПА
	– ет-пептонды агар

	ЕПС
	– ет-пептонды сорпа

	жж.
	– жылдар

	КТБ
	– колония түзуші бірліктер 

	ҚБҒЗИ 
	– Қолданбалы биотехнология ғылыми-зерттеу институты

	КО ТР
	– Кеден одағының техникалық регламенті

	ҚР
	– Қазақстан Республикасы

	МемСТ
	– Мемлекеттік стандарт

	МҚП
	– Микробқа қарсы препараттар

	ПТР 
	– Полимеразды-тізбекті реакция

	см
	– сантиметр

	°C
	– Цельсий градусы

	μL
	– микролитр

	ІТБТ
	– Ішек таяқшасы бактериялар тобы

	АMX
	– amoxicillin (амоксициллин)

	АMP
	– ampicillin (ампициллин)

	BLAST
	– Basic Local Alignment Search Tool (негізгі жергілікті теңестіруді іздеу құралы)

	CFD
	– cefpodoxime (цефподоксим)

	CFP
	– cefoperazone (цефоперазон)

	CFN
	– cefoxitin (цефокситин)

	CFX
	– ciprofloxacin (ципрофлоксацин)

	CDC
	– Center for Disease Control and Prevention (ауруларды бақылау және алдын алу орталығы)

	CLSI
	– Clinical and Laboratory Standards Institute (АҚШ клиникалық және зертханалық стандарттар институты)

	DOX
	– doxycycline (доксициклин)

	EAEC
	– Enteroaggregative (энтероагрегативті) Escherichia coli 

	EHEC
	– Enterohemorrhagic (энтерогеморрагиялық) Escherichia coli 

	EFX
	– enrofloxacin (энрофлоксацин)

	EUCAST

	– European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing     (антибиотиктерге сезімталдықты анықтау жөніндегі Еуропалық комитет)

	ESBL
	– Extended-spectrum β- lactamase (Кеңейтілген спектрлі бета-лактамазалар)

	FAO 
	– Food and Agriculture Organization (Азық-түлік және ауыл шаруашылығы ұйымы)

	FD
	– furadonin (фурадонин)

	FZ
	– furazolidone (фуразолидон)

	FSS
	– Food Safety System (Азық-түлік қауіпсіздігі жүйесі)

	FERG
	– Foodborne Disease Burden Epidemiology Reference Group (Тағамдық эпидемиологияның референс тобы)

	GNT
	– gentamicin (гентамицин)

	HACCP 
	– Hazard Analysis and Critical Control Points (Tәуекелдерді талдау және сыни бақылау нүктелері)

	HGT
	– Horizontal gene transfer  (генді көлденең тасымалдау)

	ISO (ИСО)
	– International Organization for Standardization (халықаралық стандарттау ұйымы)

	ICMSF
	– International Commission on Microbiological Specifications 
for Foods (Азық-түлікке арналған микробиологиялық спецификациялар бойынша халықаралық комиссия)

	ILSI
	– International Life Sciences Institute (халықаралық өмір туралы ғылымдар институты)

	KN
	– kanamycin (канамицин)

	LEV
	– levomycetin (левомицетин)

	MPN
	– meropenem (меропенем)

	MRA
	– Microbial risk assessments (Микробтық қауіпті бағалау) 

	NA
	– nalidixic acid (налидикс қышқылы)

	NFX
	– norfloxacin (норфлоксацин)

	OFX
	– ofloxacin (офлоксацин)

	PCA
	– Principal Component Analysis (Негізгі компоненттерді талдау)

	SVD
	– Singular Value Decomposition (Сингулярлық мәннің ыдырауы)

	STEC
	– Shiga toxin-producing E. coli (шига токсин бөлетін E.coli)

	STR
	– streptomycin (стрептомицин)

	TET
	– tetracyclinum (тетрациклин)

	TMT+SFM
	– Sulfamethoxazolum + Trimethoprimum  (сульфаметоксазол  триметоприммен)

	WOAH 

	– World Organisation for Animal Health (Дүниежүзілік жануарлар денсаулығын сақтау ұйымы)

	WHO
	– World Health Organization (Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы)

	WTO 
	– World Trade Organization (Дүние жүзілік сауда ұйымы)





КІРІСПЕ

Тақырыптың өзектілігі. Қазіргі One Health концепциясына негізделген  тағам қауіпсіздігі саласы нарықтағы азық-түлік өнімдерінің ветеринариялық-санитариялық сапасына мониторинг және жан-жақты зерттеулерді ұйымдастырып, адамзаттың ғаламдық деңгейдегі тұрақты тіршілігін   қамтамасыздандырады.
Ірімшік өндірісі сүт индустриясының негізгі салаларының бірі болып табылады. Ірімшік – тағам мәзірінің құнарлы, сіңімді және пайдалы ферменттелген сүт өнімі [1, 2]. Жер бетіндегі 9 миллиард адамның 80% жуығы тұрақты түрде сүт өнімдерін тұтынады. Ірімшіктің басым бөлігі функционалдығы мен өнім сипаты үнемі бақыланатын ірі кәсіпорындарда өндіріледі. Жеке кәсіпкерлік жағдайдағы ірімшік өндірісі, әдетте, шектеулі көлемдегі шағын кәсіпорындарда ұйымдастырылады [3].
Ірімшікті тұтыну бүкіл әлемде экологиялық таза, табиғи, пайдалы жергілікті өндірілген өнімдерге сұраныстың артуына байланысты өсіп келеді. Әлемдік сұраныстың артуына байланысты сүт өнімдерінің өндірісі 2024 жылға қарай 22 млн. т жетуі мүмкін, бұл 2014 жылғы деңгеймен салыстырғанда 1.15 млн. т көп [4]. Соңғы екі онжылдықта АҚШ-та қолдан жасалынған ірімшік өндірісінің қарқынды өсуі байқалды [5]. Ал ең ірі ірімшік өндірушісі болып табылатын Еуропалық Одақта ірімшікті жан басына шаққандағы тұтыну жалпы себеттің 3% құрайды, мұнда жыл сайын шамамен 10 млн т ірімшік тұтынады. Бұл орташа есеппен әрбір еуропалық жылына шамамен 14 кг ірімшік тұтынатынын білдіреді және ЕО жан басына шаққандағы ірімшік тұтыну 2025 жылға қарай 16 кг-ға дейін артады деп күтілуде [6]. Осы одаққа мүше 28 елдің сүт өнімдері кәсіпорындарының 39% үлесін ірімшік өндірушілер құрайды [7].
Қазіргі уақытта ірімшік өндірісі еліміздің сүт өңдеу өнеркәсібінің басым секторларының тізіміне енгізілген. Азық-түлік өндірісінің жеткілікті көлемі мен тағамдық қауіпсіздігін қамтамасыз ету Қазақстан Республикасының аграрлық саясатының негізгі стратегиялық бағыттары болып табылады [8]. 
Ірімшіктер микробиологиялық қауіпсіз тағам болып саналса да, әлемнің әртүрлі аймақтарында осы сүт өнімдерін патогендік бактериялармен ластануына байланысты тағамдық инфекциялар жиі тіркеледі [9]. Тағамдық аурулар – қоғамдық денсаулық сақтау ұйымдарын алаңдататын маңызды проблемалардың бірі [10]. 2017 жылы елімізде Еуразиялық экономикалық одақтың сүт өнімдерінің сапасы мен қауіпсіздігіне қойылатын талаптары толық күшіне енді. Осыған сәйкес барлық сүт өнімдері шаруашылықтың немесе қайта өңдеу зауытының көлеміне қарамастан қауіпсіздік пен сапа стандарттарына сәйкес болуы тиіс [11].
Посттехнологиялық ластануды алдын алу және тірі қалған микроорганизмдердің өсуін бәсеңдету сүт өнеркәсібінің маңызды проблемасына жатады. Сүт өнімдері жас балалар мен ересек адамдарға қауіпті ауруларды тудыратын көптеген зоонозды бактериялар көзі бола алады. Пастерленген сүтте де патогенді бактериялар тіршілігін сақтап қалу ықтималдығы дәлелденген. Сондықтан тағам қауіпсіздігін қамтамасыз ету үшін сүт өнімдеріндегі патогендерді бақылау мақсатында микробиологиялық, иммунологиялық және молекулалық әдістер қолданылады [12, 13].
Азық-түлік нарықтарының жаһандануынан туындаған санитарлық талаптардың өзгеруіне байланысты халықаралық тағам қауіпсіздігін бақылайтын ұйымдар  ірімшіктің бактериялық патогендермен ластану сапасына  кепілдік беруді талап етуде. Кейбір елдердің технологиялық стандарттарында  дәстүрлі өндіріс әдістеріне сәйкес шикі сүттен жасалынған ірімшіктерді қауіпсіз деп танылады, ал басқа елдердің көбінің нормативтерінде микробиологиялық қауіпсіздікті қамтамасыз ету үшін ірімшік өндіретін кәсіпорындарда сүтті пастерлеуді талап етеді.
Ірімшіктердің санитарлық-гигиеналық жағдайы шикі сүт сапасы, жасау үрдісі мен жетілуден бастап, дайын өнімдерге дейінгі барлық технологиялық кезеңдерді қамтиды. Әдетте сүт және сүт өнімдерінің микробиологиялық сапасын индикаторлық Ішек Таяқша Бактериялар Тобының (ІТБТ) грамм өнімге келетін колония түзуші бірліктері (КТБ/г) санын анықтау арқылы бағалайды [14]. Сүт өнімдерінің патогенді микроорганизмдермен ластануы адамдардың денсаулығы үшін аса қауіпті тағамдық токсикоинфекциялар тудырады. 
Қазіргі эпидемиологиялық мәліметтер әлемде жыл сайын әрбір оныншы адам тағам ауруларынан зардап шегетінін және инфекциялық диарея жиілігінің жоғарылауын көрсетеді. Мысалы, көптеген елдерде, соның ішінде АҚШ, Канада, Жапония, басқа Еуропа мемлекеттерінде тіркелген ірі тағамдық инфекцияларының эпидемиялық өршуі аса қауіпті E.coli O157:H7 штамымен байланысты орын алды [15-18]. Инфекция көбінесе жеткілікті термиялық өңделмеген сиыр сүтін, ірімшікті және басқа тағам өнімдерін қолдану нәтижесінде пайда болды [17, р. 703-709; 19]. Ірімшіктерді тұтынуға байланысты E.сoli O157:H7 індетімен улану жағдайлары шикі сүттен жасалынған ірімшіктермен байланысты екендігі дәлелденді [16, р. 307-313; 20, 21]. Тағам өнімдерін ластайтын патогенді E.coli – шига-токсин (STEC) штамдары туындататын тағамдық инфекциялар – қоғамдық денсаулық сақтаудың өзекті мәселесі деп саналады. E.coli инфекциясы адам мен үй жануарлары популяцияларында жоғары деңгейде, тез мерзімде тарайды [22]. 
Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы (WHO) мәліметтері бойынша жылына 600 млн астам адам тағамдық аурулармен ауырады, оның ішінде патогенді E. coli (STEC) салдарынан 420 000 қайтыс болып, 33 млн пациенттер мүгедек болып  танылған [23].  
Қазақстанға келетін болсақ, патогенді E.coli 2015 жылы Алматыда тағамдық аурулардың қоздырғышы ретінде ресми көрсетіледі [19, с. 17-20]. Шығыс Қазақстан облысы санитарлық-эпидемиологиялық бақылау департаментінің 2017-2021 жылдары жасалынған мониторингтік зерттеулері сүт өнімдерінің басым бөлігі ІТБТ ластануы бойынша микробиологиялық стандарттарға сәйкес болмады.  
Ортақ Денсаулық ұстанымдары микроорганизмдерге қарсы қолданылатын препараттарға бактериялар популяцияларындағы резистенттіктің күрт өсуін қазіргі кездегі өте өзекті жаһандық проблемалар қатарына қосты. Антибиотиктерге тұрақтылық жыл сайын ЕО 35000-нан астам өлімінің себебі болып табылады. 2022 жылы WHO мүше мемлекеттері микроорганизмдерге қарсы резистенттілікті адамзат алдында тұрған қоғамдық денсаулыққа төнетін жаһандық үш негізгі қауіптің бірі ретінде анықтады. Аталған ұйым тамақ өнімдерінің қауіпсіздігі тұрғысынан антибиотиктерге төзімді бактерия штамдарынының таралуына қарсы шараларды маңызды деп санайды [9, р. 73-75]. Еуропалық азық-түлік қауіпсіздігі басқармасы (European Food Safety Authority – EFSA) E.coli штамдары, сальмонелла, кампилобактер және энтерококтардың антибиотиктерге резистенттілігін қадағалау бойынша нұсқауларды тәжірибелік зертханаларда пайдалану үшін ұсынды [10, р. 151].
 Сүт өнімдерінде кездесетін E.coli штамдары тек инфекция көзі ретінде ғана емес, сонымен қатар, антибиотиктерге қарсы генетикалық детерминанттардың резервуары ролін атқарады [24]. Азық-түлік өнімдерін контаминациялайтын антибиотикке төзімді E.coli штамдары резистенттігін және вирулентті факторларын басқа микроорганизмдерге бере алады және адам мен жануарлардың ішек микробиотасы құрамына енеді. Бұл халық денсаулығына қауіп төндіреді [25]. 
Сондықтан, қазіргі талаптар бойынша молекулалық-генетикалық зерттеулер бөлініп алынған бактерияларды растау үшін, патогендердің таралу жолдарын, резистенттігін және өзара филогениялық байланыстарын анықтаудың, ал математикалық модельдеу эпидемиологиялық қаупін нақтылаудың маңызды құралдарына жатады [26]. 
Алайда, ірімшіктердің ішек таяқшасымен ластану қаупі Қазақстан жағдайында осы уақытқа дейін мүлдем тексерілмеген, сондықтан ветеринариялық-санитариялық тұрғыдан осы өнімдердің E.coli түрімен контаминациялануының эпидемиологиялық сипаттарын зерттеу, бактерияның патогенді штамдарымен контаминациясын және антибиотиктерге төзімділігін анықтау өзекті ғылыми-тәжірибелік  проблемаға жатады.
Зерттеу мақсаты – Қазақстанда өндірілген ірімшіктердің E.coli түрімен ластануын бағалау арқылы тағамдық қауіпсіздігін модельдеу және бактерияның  молекулалық индикациялануын жетілдіру.
Зерттеу міндеттері
1 Отандық ірімшік нарығының қазіргі маркетингтік жағдайын зерттеу.
2 Ірімшіктерді ластайтын колиформалар микробиотасын анықтау.
3 Нарықтағы ірімшіктер сапасын E.coli-мен контаминациялануы бойынша бағалау.
4 Ірімшіктерден бөлінген E.coli изоляттарын молекулалық-генетикалық сипаттау. 
5 Патогенді E. coli штамдарын диагностикалаудың молекулалық әдістемесін жетілдіру.
6 Ірімшікті ластайтын E. coli изоляттарының антибиотиктерге қарсы резистенттіліктің фенотиптік және генотиптік профильдерін анықтау.
7 Ірімшіктің E. coli түрімен ластану  қауіпсіздігін  модельдеу арқылы бағалау.
Зерттеу материалдары. Қазақстанның орталық, шығыс, оңтүстік және солтүстік аймақтарының 22 ірі және 8 шағын кәсіпорындарында өндірілген 207 ірімшік үлгілері, ресми статистикалық мәліметтер,  өнімнен бөлініп алынған 94 колиформды бактериялар мен 65 E.coli изоляттары. 
Зерттеу әдістері. Жұмыс барысында конвенциялық микробиологиялық, масс-спектрометриялық, молекулалық-генетикалық, биоинформатика әдістері, антибиотиктерге резистенттілікті анықтаудың дискілі-диффузды тестілеу және генотиптеу стандартты тәсілдері, математикалық модельдеудің спектралды векторлық жіктеу әдістемесі және сандық статистикалық бағдарламалар   қолданылды.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы. Қазақстан нарығындағы елімізде өндірілген ірімшіктердің ішек таяқша бактериялар тобы (ІТБТ) түрлері, оның ішінде Escherichia coli-мен ластануының эпидемиологиялық сипаттары тағам қауіпсіздігі көзқарасынан алғашқы рет зерттелінді. Ірімшік типтерінің колиформ түрлерімен (E. сoli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii және C. braakii) ластану ерекшеліктері анықталды. Ірімшік үлгілерінің тағамдық қауіпсіздігі E.coli КТБ/г бойынша бағаланды. Нысаналы 16s rRNA және dnaJ гендер арқылы молекулалық талдау нәтижесінде изоляттар E.coli түрінің екі референттік штамына 99-100% ұқсастық танытты, ал бір изолят dnaJ гені бойынша E. coli O157:H7 энтеропатогенді штамына 100%  сәйкестік көрсетті.
Зерттеу барысында E. coli патотиптерін анықтайтын мультиплексті ПТР жетілдіріліп, сынақтан өткізілді. Осы әдістемені қолданып Орталық Азия мен Қазақстанда алғашқы рет 0.5% отандық ірімшік үлгілерінен E. coli O157:H7 патогенді штамы шағын кәсіпорында өндірілетін жұмсақ ірімшіктен табылды.
E.coli штамдарының антибиотиктерге резистенттігіне талдау жүргізілді және вируленттіліктің генетикалық профилі туралы мәліметтер алынды. Изоляттардың ең көп үлесі сульфаниламидтерге, β-лактамдар мен хинолондарға генотиптік резистенттік танытты. Спектралды талдаудың принципиалды компоненттер әдістемесі арқылы ірімшіктердің E.coli түрімен ластану динамикасының математикалық моделі жасалынды. Ол датасеттер матрицаларының мәндеріне сәйкес меншікті вектор координаталарында өзгерістер туралы ең көлемді ақпарат шағын кәсіпорындарында өндірілетін, нарықта кесіп капталатын  жұмсақ типті ірімшіктерде орын алатынын көрсетті.
Нәтижелер отандық ірімшіктердің колиформдармен ластануы нарықта сатылатын ірімшіктердің тағамдық қауіпсіздігінің мониторингі мен жан жақты зерттеулердің қажеттілігі туралы түсінікті кеңейтеді.
Жұмыстың ғылыми- практикалық маңыздылығы 
Зерттеулер Қазақстан Республикасы Ауыл шаруашылығы министрлігінің 2021-2023 жылдарға бағдарламалық-нысаналы қаржыландыру BR10764944 «Тамақ өнімдерінің қауіпсіздігіне талдамалық бақылау және мониторинг жүргізу әдістерін әзірлеу» ғылыми-техникалық бағдарлама шеңберінде орындалды (Қосымша А).
Ғылыми-зерттеу жұмыстың нәтижелері бойынша «Тағам өнімдерін ластайтын патогенді Escherichia coli штамдарын молекулалық индикациялау әдісінің модификациясы» тақырыбындағы авторлық куәлік алынды (Қосымша Ә).
Диссертация қағидалары С.Сейфуллин атындағы ҚАТЗУ-нің специалитет бойынша «Ветеринариялық қауіпсіздік» БББ оқытылатын «Охрана здоровья животных при эмерджентных инфекциях» пәнінің оқыту үрдісіне ендірілді.
(Қосымша Б).
Қорғауға шығарылатын негізгі қағидалар
1. Қазақстандағы ірімшік нарығының қазіргі жағдайы. 
2. Отандық ірімшікті ластайтын колиформалар микробиотасы.
3. Нарықтағы ірімшіктердің тағам қауіпсіздігінің E.coli түрімен ластануы бағалануы.
4. E.coli изоляттарының нысаналы 16S rRNA және dnaJ гендері бойынша молекулалық-генетикалық сипаттамасы.
5. Патогенді E.coli штамдарын  жетілдірілген мультиплексті ПТР әдісімен индикациялау.
6. E.coli изоляттарының микрорганизмдерге қарсы препараттарға резистенттігінің фенотиптік және генотиптік профильдері.
7. Ірімшіктердің  E. coli түрімен ластану  қауіпсіздігін  бағалау моделі.
Автордың жеке үлесі. Диссертация тақырыбы аясында әдеби деректерге талдау, өңдеу, жұмыстың мақсат міндеттерін орындау, тәжірибелік зерттеулерді жүргізу, зерттеу нәтижелерін талдау, барлық ғылыми мақалалар мен диссертацияны жазу және қол жазбаны рәсімдеу автордың жеке қатысуымен орындалды.
Жұмыстың апробациясы. Диссертациялық жұмыстың нәтижелері С.Сейфуллин атындағы Қазақ агротехникалық зерттеу университетінің Ғылыми кеңесінінің жылдық есептерінде (Астана, 2020-2023) және бірнеше халықаралық ғылыми конференцияларда баяндалды және талқыланды: «ХХI ғасырдағы қазіргі заманғы ветеринария ғылымының жетістіктері: инновациялар, проблемалар және оларды шешу жолдары» республикалық ғылыми-практикалық конференция (Семей, 2021); «Қазақстан Республикасының агроөнеркәсіп кешенінің индустриалды инновациялық дамуының жағдайы мен келешегі» Семей зоотехникалық-малдәрігерлік институтының 70 жылдығына арналған халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Семей, 2022); «Сейфуллин оқулары – 18: Жастар және ғылым – болашаққа көзқарас» халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Астана, 2022); «Сейфуллин оқулары – 18(2): «ХХI ғасырдың ғылымы – трансформация дәуірі» халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Астана, 2022); «М.А. Гендельманның 110 жылдығына арналған «Сейфуллин оқулары-19: халықаралық ғылыми-практикалық конференция (Астана, 2023).
Басылымдар. Диссертацияның негізгі нәтижелері 10 ғылыми еңбекте, оның ішінде екі мақала Web of Science және Scopus дерекқор қорына енетін журналдарда; үш мақала Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғары білім Министрлігінің Ғылым және жоғары білім саласындағы сапаны қамтамасыз ету Комитеті ұсынған; бес халықаралық конференция материалдарында жарияланды.
Диссертациялық жұмыстың құрылымы мен көлемі. Диссертациялық жұмыс 113 компьютерлік мәтіннің беттерінде жазылды. Оның құрамына нормативтік сілтемелер, анықтамалар, белгілеулер мен қысқартулар, кіріспе, әдебиеттерге шолу, зерттеу материалдары мен әдістері, зерттеу нәтижелері және оларды талқылау, қорытынды, тәжірибелік ұсыныстар, 280 еңбектер кіретін қолданылған әдебиеттер тізімі кіреді. Диссертация құрамына 26 сурет, 21  кесте, төрт қосымша кіреді.



1 ӘДЕБИЕТКЕ ШОЛУ

1.1 Ірімшік өндірісіндегі ішек таяқшасы бактериялар тобының (ІТБТ) ветеринариялық санитариялық маңызы 

1.1.1 Ірімшік өндірісі, ірімшіктердің санатқа жіктелу критерийлері
Ірімшік өндірісі – сүт индустриясындағы негізгі сала болып саналады. Ірімшік адам рационында маңызды орын алатын ферменттелген сүт өнімі [27]. Ірімшік жасаудың негізгі мақсаты сүттің негізгі компоненттерін сақтау болғанымен, ірімшік эволюциясы нәтижесінде эпикурлық қасиеттерге ие болып, құңарлы тағамға айналды. Ертеден адамдар қышқылданған сүтті ашытылған сүт өнімі ретінде тұтынып, сүт белгілі бір протеолитикалық ферменттермен, мысалы жаңа туған сүтқоректілердің асқазанындағы химозинмен ұюы мүмкін екендігі анықталып, коагулят сүзбе ірімшігіне айналды [28]. 
Ірімшік өндірісі Бүкіл Еуропа мен Таяу шығыста, содан кейін Америка мен Океанияда таралып, кем дегенде 1000-нан аса сорты пайда болды. XIX ғасырдың ортасына дейін ірімшік өндірісі фермерлік шаруашылықта өндіріліп келген. Қазіргі уақытта негізгі сорттар жоғары дамыған технологиямен өте үлкен жоғары механикаландырылған зауыттарда шығарылады, алайда, ірімшіктің көп бөлігі әлі күнге дейін үй жағдайында жасалады.
Содан бері талқылай келе, ірімшік сорттарын маңызды топтарға бөлуге бірқатар әрекеттер жасалды. Ең көп таралған жіктеу критерийі – бұл негізінен ірімшіктің ылғалдылығына байланысты текстура (өте қатты, қатты, жартылай қатты, жартылай жұмсақ, жұмсақ) болады [29, 30]. 
Бүкіл әлемде ірімшіктердің жіктелуі бойынша үлкен вариация бар. Ірімшіктердің әртүрлілігін және көптеген сорттар арасында дифференциацияны дәлірек көрсететін классификацияға интергративті көзқарастың дәлелі ұсынылды. Бұл еуропалық және англо-саксондық тәсілдерін қарастырылғанда одан әрі күрделене түседі, себебі біріншісі ірімшікті ірімшік жасауда қолданылатын технологиялық процестерге байланысты жіктесе, соңғысы негізінен текстуралық қасиеттерге негізделген [31].
Халықаралық жалпы стандартты жіктеу Кодексі бойынша, ірімшік ылғалдылығы, қаттылығы, май құрамы және жетілу сипаттамаларына сәйкес жіктеледі (1-кесте) [32].

Кесте 1 – Ірімшіктерді қаттылық критерийі бойынша санаттау

	Ірімшіктің қаттылығына байланысты жіктелуі

	Типтері
	Майсыз ылғалдылық (MFFB), %

	Өте қатты
	˂51

	Қатты
	50-55

	Жартылай қатты
	56-66

	Жұмсақ
	˃67


Сүт өнеркәсібінде ірімшіктердің санитарлық сапасы шикі сүттен бастап, ірімшікті әзірлеу, жетілу процессі, дайын ірімшіктерге дейін барлығын қамтиды. 
Ірімшік жасау – ашыту арқылы шикі сүтті сақтау тәсілі ретінде жасалған ғасырлар бойы қалыптасқан процесс. Шикі сүтте лактобактериялар, стрептококктар және лактококктар сияқты пайдалы микрофлораны таңдайтын технологиялық манипуляциялар арқылы ірімшікте микробтық қауымдастықтар дамиды және ірімшіктің кейбір сорттарында бактериялардың өсуін тежейтін жағдайлар жасалады. Дегенмен, ірімшік жасау процесінде патогенді бактериялармен ластануы мүмкін. Ірімшік өңдеу зауыттарында, кесу, орау, бөлшек сауда орындарында және кәсіпорындардағы санитарлық тазалау және басқа шаралар жеткіліксіз болса ластануы мүмкін [33].
Ірімшіктің ветеринариялық-санитариялық сапасына әсер ететін тағамдық патогендерді жан-жақты қарастырған ғылыми есептер ең маңызды қауіпті микроорганизмдер төндіреді деп тұжырымдалады [34, 35].
АҚШ-тың инфекцияларды бақылау және алдын алу орталығы (Center for Disease Control and Prevention – СDC) ірімшіктердің тағамдық ауруларға қатысты хабарламалары 90 індеттің 38 (42%) ошағы пастерленбеген сүттен, 44 (49%) пастерленген сүттен жасалған ірімшікпен байланысты, ал қалған сегізіне (9%) пастерлеу күйі хабарланбаған. Аурулардың көпшілігі шикі сүтті пайдаланатын лицензиясы жоқ өндірушілер шығарған ірімшікке байланысты болған [36].
Бастапқыда Coli commune деп аталатын E. coli бактериясын 1885 жылы неміс педиатры T. Escherich анықтаған [37]. 1914 жылы АҚШ-тың қоғамдық денсаулық сақтау қызметі E. coli таяқша пішінді формасын санитарлық маңызы бар ыңғайлы стандарт ретінде санауды қабылдады. E. coli инкубацияның жоғарғы температурасында өсетін және лактозаны ашыту қабілеті бар термоторелантты E. coli формалары деп те атайды [38]. Cондықтан Еуропалық Одақта, Жаңа Зеландияда және Австралияда «фекальды колиформа» термині бактериялардың осы тобының қолайлы сипаттамасы болып «термотолерантты колиформалар» сөз тіркесіне ауыстырылды [39]. Термотолерантты колиформалардың (Enterobacter spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp., Escherichia spp. т.б.) арасында E. coli  сүт өнімдерінде болған кезде нәжістің ластануын көрсететін жалғыз микроорганизм. E. coli тағамнан жұғатын негізгі эмерджентті зооноздар қоздырғыштары қатарына жатады [40]. Сондықтан, тағамдарды, әсіресе, сүт өнімдерін колиформ бактерияларымен ластануын бағалау қазіргі кезде халық денсаулығын бақылауды ұйымдастырудағы маңызды іс-шара болып табылады.

1.1.2 Сүт өнімдерінде кездесетін ІТБТ көптүрлілігі және оның тағамдық қауіпсіздігін бағалау

1.1.2.1 Колиформалардың жалпы сипаттамасы
Эпидемиологиялық тұрғыдан алғанда, тамақ инфекцияларының ең маңызды қоздырғыштары көбінесе Enterobacteriaceae тұқымдасының Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Serratia, Cronobacter тұқымдасының грамтеріс бактерияларына жатады (1-сурет).
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a ‒ басым бөлігі лактозаны ашытпайды; b ‒ лактозаны өзгермелі немесе баяу ашытады; c ‒ басым бөлігі лактозаны тез ашытады. 

Сурет 1 – Enterobacteriaceae тұқымдасы мен колиформа бактериялар тобының туыстары арасындағы байланысты көрсететін диаграмма

Ескертулер:
1. Типтік колиформалар ретінде қарастырылады. Нүктелі шеңберлер әдетте екі санаттың арасында жататын түрлерді немесе штамдарды қамтитын туыстарды көрсетеді.
2. Әдебиет негізінде құралған [41]

Ішек таяқшалары тобының бактериялары (колиморфты және колиформа бактериялар) – санитарлық микробиологияда фекальды контаминация маркері ретінде пайдаланылады. Олар санитарлық-көрсеткіштік микроорганизмдер тобына жататын, ішек таяқшасы тобының бактериялары Escherichia (соның ішінде E. coli), Citrobacter, Enterobacter, морфологиялық және культуралдық қасиеттердің ортақ болуына байланысты бір Enterobacteriaceae тұқымдасына біріктірілген шартты патогендер [42].
Citrobacter spp. адам ішегінің оппортунистік микрофлорасына жатады. Citrobacter бактериялары түзу, қозғалмалы таяқшалар, факультативті анаэробтар, спора мен капсула түзбейді. Жағындыларда олар дара және жұп болып орналасады. Грам теріс бактериялар, қарапайым қоректік ортада жақсы өседі және көміртегі көзі ретінде цитратты пайдаланады. Эндо ортасында Citrobacter лактоза позитивті түрлері қызғылт немесе қызыл түсті колониялар түзеді, бірақ E.coli тән металл жылтырлығы болмайды; лактоза теріс түрлері түссіз колониялар түзеді [43].
Инфекция көзі – адамдар мен жануарлар болып табылады. Адамдарда гастроэнтерит пен токсикоинфекцияның өршуіне әкелуі мүмкін. Әдебиеттегі деректерде, 1997 жылы Чехияда тағам үлгілерін (шикі сүт, ірімшік және т.б.) сынау барысында Citrobacter braakii анықталған. Ресей аймақтарында тамақ дайындау технологиясының бұзылуы салдарынан балалар мекемелерінде жаппай улану жиі байқалған. 2013 жылдары Канаданың денсаулық сақтау ұйымдары тағамдарды тексеру барысында C. braakii табылған. Кейін 2016 жылы Түркия елінде сүт және ірімшіктерден Citrobacter braakii анықтаған [42, р. 6105-6119; 44].
Enterobacter және Citrobacter ІТБТ-ның кең таралған типтік өкілдері. Бактерия 35-37℃температурада газ түзе отырып, лактозаны ферменттейді. Оксидаза-теріс, индол түзбейді, термотолерантты E.coli -ден ерекшелігі, температура 44,5℃-та төзімсіз келеді. 
Энтеробактериялар тұқымдасына жататын клиникалық маңызды түрлері: E.cloacae, E. aerogenes, E.sakazakii және т.б. адам мен жануарлардың ішектерінде тіршілік етеді, табиғатта кең таралған [44, р. 3-74]. Enterobacter және Citrobacter әсіресе сүт пен ірімшіктерде жиі анықталады [43, с. 72-75]. E. aerogenes және E.coli ірімшіктің құрылымы мен дәміндегі ақаулар немесе мерзімінен бұрын домбығуға әсер етсе, ал Serratia spp. липолитикалық және протеолитикалық белсенділік арқылы ірімшіктің дәміне әсер етуі мүмкін.
Аталмыш гигиеналық көрсеткіштер сүт өнеркәсібінде санитарлық бұзушылықтарды және өңдеуден кейінгі ластануды бақылау үшін қолданылады [45].
Тағамдардың E.cloacae-мен ластану жағдайлары бірнеше елде тіркелген. Оның ішінде, 2006 жылы Индонезияда зерттелген нәрестелердің құрғақ қоспаларында E.cloacae анықталған. 2008 жылы Португалияда қатты ірімшіктерден E.cloacae табылған. Сол сияқты, 2010 жылы Кореяда 225 шикі сүт үлгілерінің 54 сынамасында, 2013 жылы Малайзияда балалар тағамдары осы микроорганизммен ластануы анықталған [46]. 
Enterobacter spp. антибиотиктердің үлкен спектріне бета-лактамдарға табиғи төзімділік танытады [44, р. 3-74].
Klebsiella – түзу грам-теріс таяқшалар, олар жалғыз, жұп немесе қысқа тізбектерде орналасады. Қозғалмайды, капсула түзеді, факультативті анаэробтар. Қарапайым қоректік ортада өседі, биохимиялық белсенділігі жоғары. Табиғатта кең тараған, сыртқы ортада төзімді болады. 
Klebsiella адам ішегінің оппортунистік микрофлорасына жатады. Инфекция ластанған шикі сүт арқылы адамдарға берілуі мүмкін. Эпидемиологиялық қауіпті микроорганизмдерді жұқтырған науқастар арасында сипатталған өлім-жітім жоғары. Әдеби деректерден, 2015 жылы Иранда сүт үлгілерінен табылған, 2016 жылы Түркияда әртүрлі мал шаруашылығы өнімдерінен анықталған [44, р. 3-74; 46, р. 3-360].
2017 жылы WHO клебсиеллаларды қолданыстағы антибиотикке төзімділігіне байланысты ең қауіпті бактериялардың қатарына қосты [47].
Cronobacter грам теріс, факультативті анаэробты таяқшалар. WHO 2004 жылы мәліметтері бойынша 63% жағдайда шикі сүттен, ал пастерленген сүттен 13%, сондай-ақ сүт өндіріс орындарында сүт өнімдерін өндіруде қолданылатын әртүрлі нысандар, жабдықтардың шайындыларында табылды. Адамдарда ауыр инфекция тудыруы мүмкін.
Serratia spp. қоршаған ортада кең таралуымен ерекшеленетін факультативті анаэробты таяқшалар. Адам ағзасында әртүрлі инфекциялардың қоздырғышы болып табылады. Кей штамдары салқындату температурада сүтте өсуі қабілеті бар. Serratia spp. клиникалық зертханаларда түрлерін ажырату мүмкін болмағандықтан, S.liquefaciens топ ретінде қарастырылады [48].

1.1.2.2 Колиформаларды балаудың стандартты микробиологиялық әдістемесі
Әдебиетке жүгінсек, отандық стандарттарда сүт өнімдерін, оның ішінде ірімшіктерді микробиологиялық ветеринариялық-санитариялық бағалау тек колиформалармен өнімнің ластану деңгейі бойынша жүзеге асырылады, ал халықаралық стандарттар ірімшіктердің E.coli ластану дәрежесіне зерттеуді қамтиды.
Көптеген зерттеушілер ірімшіктердің колиформалар тобының патогенді факторлары бар штамдарымен жиі ластануын келтіреді [48, р. 2698-2707; 49, 50]. Осы себепті сүт өнімдерін бақылаудың бірінші ашыту сынамасы бойынша, яғни Кесслер сұйық ортасында газ түзілуі негізінде ІТБТ анықтау сенімді ақпарат бере бермейді. Сондықтан өнімдерде E. coli -ды растау үшін Эндо және т.б. сияқты селективті тығыз қоректік орталарда өсіруі ұсынылады. Осы әдіс негізінде натрий сульфитінің қатысумен түзілетін альдегидтердің фуксинмен әрекеттесуіне байланысты температура 37℃, 24 сағат ішінде ортада E. coli тән металл жылтырлығы бар қою қызыл колониялар түзілумен сипатталады.  Микробиологиялық зерттеудің осы нәтижелері бойынша қорытынды жасау негізделеді [46, р. 3-360; 51].
Бұл топтың бактериялары тағамның микробиологиялық қауіпсіздігі аспектісіндегі маңыздылығын көрсетеді. Колиформалар тамақ өнеркәсібі, әсіресе сүт секторында сыналған ең көп таралған индикаторлар тобын құрайды. Лактозаны ашыту қабілеті колиформаларды анықтау және санау үшін әдеттегі культура әдістерімен жиі қолданылады [52].
Глюкоза мен лактозаны ашыту колиформалар үшін ең көп таралған диагностикалық белгі болып табылады. Стандартты әдістер тамақ өнімдерінің гигиеналық критерийлерін анықтайтын аналитикалық әдіс болып табылады. 

1.1.2.3 ІТБТ түрлерін спектрометриялық идентификациялау
Заманауи зерттеу тәсілдері ішінен, бактерия штамдарын жылдам, әрі дәл анықтауда матрицалық лазерлік десорбциялық иондануды-уақытша аралық MALDI-TOF масс-спектрометрі көрнекті әдістеріне айналды. 
Бактериялар скринингін автоматтандырылған жағдайда бірнеше минут ішінде алуға болады. Үлгілерді дайындау қарапайым, алынған спектрлер әртүрлі тұқымдастардан және бір түрдің әртүрлі штамдарынан микроорганизмдерді дифференциациялауға мүмкіндік береді. Процедура жасуша қабырғасының десорбцияланған компоненттерінен алынған микроорганизмнің бірегей масс-спектрлік ізін қамтамасыз етеді. Аталмыш әдіс клиникалық зертханалық жағдайда бактерияларды анықтаудың қарапайым, жоғары өнімділікпен, тиімділікпен, ерекшеленеді [53].
Масс-спектрометрия микробиологияда жиі қолданатын аналитикалық әдіс. MALDI-TOF масс-спектрометрінде тағам үлгілерінен E. coli иозяттарын идентификациялаудың әмбебап әдісі ретінде зерттеу нәтижелері мақалаларда жарияланған [54].
Қазіргі уақытта MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics) эпидемиологиялық зерттеулер мен таксономикалық жіктеудің потенциалды тиімді құрал ретінде қарастырылады. Клиникалық микробиологияның негізгі міндеттерінің бірі, биосубстраттан оқшауланған микроорганизмді дәл идентификациялау. Фенотиптік сәйкестендіру бактерия морфологиялық сипаттамаларын талдауды, бояуды, биохимиялық сынақтарды қамтиды. MALDI-TOF масс-спектрометрі клиникалық микробиологияға енуі жұмыс алгоритмін жеңілдетіп, бактерия түрлерін дәл анықтауды арттырды. Сондықтан осы мақсатта қолданылатын замануи қосымшалар масс-спектрометрия мен биоинформатиканың қуатты мүмкіндіктерін біріктіріп қолданады [55, 56].
Қоректік ортада өсіп шыққан колонияны сәйкестендіру MALDI-TOF масс-спектрометрі пластинасының сандары бар (24, 48, 96 және т.б.) сынақ алаңдарына салынады. ІІТБ сәйкестендіру үшін сенімді нәтижелерге анылған зерттеу [54, р. 144-152] әдісі күнделікті микробиологиялық диагностикалық құралға айналды. MALDI-TOF масс-спектрометриясы биоаналиттегі жеке бөлшектердің масса/заряд қатынасын анықтайды және бірнеше минут ішінде бактериялық спектрді қамтамасыз етеді. Мәліметтер базасы белгісіз микроорганизмдердің алынған массалық спектрлерін мәліметтер базасынан сенімді анықталған микроорганизмдердің спектрлерімен салыстыру үшін қолданылады. Салыстыру кезінде алынған шыңдардың корреляциясы және олардың қарқындылығы негізінде сәйкестік коэффициенті есептеледі. Бұл әдіс әртүрлі тектер мен түрлердің микроорганизмдерін анықтау үшін, сондай-ақ түр ішіндегі штаммдарды анықтау үшін пайдаланылуы мүмкін. Әдіс зерттелетін микроорганизмдердің ақуыздарының бірегей жиынтығын – "саусақ ізінің" түрін анықтайды. Сәйкестендіру негізінен барлық микроорганизмдерде кездесетін рибосомалық ақуыздар арқылы жүреді.

1.2 Ірімшіктегі Escherichia coli түрінің тағамдық қауіпсіздікті бағалаудағы ролі 

1.2.1 Тағамдық өнімдерде кездесетін E.coli эмерджентті штамдарының эпидемиологиясы 
Escherichia туысы бактерияларын тамақ өнімдерінде, суда, топырақта, жабдықта анықтау санитарлық-эпидемиологиялық маңызы зор және жаңа фекальды ластануды көрсетеді. Citrobacter spp. және Enterobacter spp. бұрыннан келе жатқан (бірнеше апталық) фекальды ластанудың көрсеткіші болып табылады, сондықтан олар Escherichia spp. салыстырғанда санитарлық мәні аз деп саналады [52, р. 3-140]. 
Омыртқалылардың E.coli комменсалды бактериясы  қоршаған ортада кеңінен таралған және тамақ өнімдерінің ішек таяқшаларға қатысты микробиологиялық сапасын бағалаудың индикаторы болып табылады. E. coli штамдары тұтынушы үшін комменсалды немесе патогенді болуы мүмкін, сонымен қатар олардың тағамда болуы басқа энтеропатогендердің болуын көрсетуі мүмкін [57, 58]. Азық-түліктің микробтық қауіпсіздігі тұтынушылар, өнеркәсіп, зерттеушілер және реттеуші ұйымдар үшін маңызды жаһандық мәселеге айналды. Микробтық ластану бүкіл әлемдегі тағамның бұзылуының негізгі себептерінің бірі болып табылады. Азық-түліктің микробтармен ластануы тамақ тізбегінің кез келген кезеңінде болуы мүмкін [59].
Сүт және сүт өнімдері көптеген бактериялардың өсуіне қолайлы орта болып табылады. Патогенді бактериялармен ластанған сүт өнімдерін  тұтынуды  болдырмау үшін белгілі қауіпсіздік іс-шаралар қолданылады, соның ішінде: өндіріс орындарында термиялық өңдеу жүргізіледі [60], референттік зертханаларда ЕО [61] және FAO/WHO біріккен Алиментариус Кодексы [62] заңнамаларына сәйкес патогенді колиформды бактерияларға, соның ішінде E.coli түріне тұрақты тестілеу ұйымдастырылады [63].
Адамдарда диарея ауруын тудыратын патогенді E. coli ерекше вируленттік факторларына қарай энтеротоксигенді E. coli (ETEC), энтеропатогенді E. coli (EPEC), энтероагрегативті E. coli (EAEC), энтероинвазивті (EIEC), энтерогеморрагиялық (EHEC) немесе шига токсин бөлетін E. coli (STEC), болып жіктеледі және оларды осы белгілер арқылы анықтауға болады. Сондықтан патогенді E. coli вируленттік маркерлеріне сынамас бұрын алдымен изоляттарды E. coli ретінде анықтау міндеттеледі [64]. 
Энтеротоксигенді E. coli (ETEC) саяхатшылар диареясының қоздырғышы ретінде белгілі сулы диареямен жүретін ауру түрі. ETEC инфекциясы әдетте дамымаған елдерде жиі кездеседі, бірақ АҚШ-та ішетін су арқылы, сондай-ақ жұмсақ ірімшіктерді тұтынумен байланысты болған. ETEC термолабильді энтеротоксиндерді (LT), сондай-ақ 30 минут қайнатуға төзімді төмен молекулалы термотөзімді токсин (ST) шығара алады. Инфекцияның жоғары дозасына байланысты, тағам үлгерінде жоғары деңгейі анықталмаса, ETEC талдау әдетте жасалынбайды. Зерттеулер қоректік ортадағы колонияларды есептеу арқылы, сонымен қатар ПТР көмегімен жүреді [65]. 
Энтеропатогенді E. coli (EPEC) дамушы елдердегі балалар диареясының негізгі себебі. Инфекция ластанған тағам өнімдерін тұтынумен байланысты болады. EPEC инфекциясын ПТР арқылы талдау анықтауға болады [66].
Энтерогеморрагиялық E. coli (EHEC) өлімге әкелуі мүмкін гемолитикалық уремиялық синдромға (ГУС) ауысуы мүмкін қанды диареяның негізгі себебі ретінде танылады. EHEC Stx бөлетін STEC серотиптері өте көп, бірақ клиникасы ГУС бар болғандар ғана EHEC ретінде белгіленеді. Олардың арасынан EHEC О157:H7 прототипі болып табылатын бүкіл әлемде инфекция тудырады. Бұл серотиптің инфекциялық дозасы 10-100 жасушаны құрайды. EHEC инфекциясы адамдарға шикі сүт, толық өңделмеген ет тағамдарын тұтыну арқылы беріледі [67-70]. Олардың ішінде шига токсинін бөлетін патогендердің тағамдық аурулардың себебі болып табылады. Бұл штамдардың патогенділігі микроорганизмнің Шига (Stx1 және Stx2) бір немесе екі цитотоксиндерін өндіретін қабілетіне, және ішек эпителиіне тығыз жабысуына жауап беретін интимин геніне (eae) байланысты [71]. VTEC (вероцитотоксин E. coli) және STEC (Шига токсинін шығаратын E. coli) екеуі де ғылыми әдебиеттерде осы штамдардарды сипаттау үшін синоним ретінде қолданатын терминдер. Қазіргі уақытта STEC таңдаулы термин болып табылады. Шига токсин Stx генімен кодталады [72]. 
Адамдарда ауру тудыратын шига токсинін шығаратын STEC шига-токсин генін және басқада вируленттік факторларын көлденең алу арқылы дамыған болуы мүмкін. E. coli гендері E. coli О157 хромосомасына енгізілген орташа әсер ететін бактериофагпен кодталады және токсиннің түзілуі мен бөлінуі негізінен фаг индукциясына байланысты [73].
E. coli вируленттік факторларын кодтайтын гендер плазмидаларда, біріктірілген бактериофагтарда орналасқан, олардың барлығы көлденең трансфер гендер деп аталатын процесті қамтамасыз етеді. Энтерогеморрагиялық E. coli – ауыр клиникалық белгілерді және ықтимал жоғары өлімді тудырады [74].
Осыған ұқсас ұстанымдарды үкімет пен өнеркәсіптерге ғылыми негізделген нұсқаулар беретін Азық-түлік өнімдерінің микробиологиялық сипаттамалары бойынша халықаралық комиссия (ICMSF), Азық-түлік өнімдерінің микробиологиялық критерилері бойынша Ұлттық консультативтік комитеттің есебі бойынша және әдебиеттерде көрсетілгендей, ластанған шикі сүт пен шикі сүт өнімдері STEC инфекциясының негізгі тасымалдаушысы болы [75, 76].
Аталмыш ғылыми ұстанымдар мен ұсыныстарға сәйкес дүние жүзіндегі көптеген дамыған және дамушы елдер ірімшіктердің санитарлық сапасын бақылау үшін индикаторлық шектерді белгіледі. Бұл гигиеналық көрсеткіштер сүт өнеркәсібінде санитарлық нормалардың бұзылуын және өңдеуден кейінгі ластануды бақылау үшін жүз жылдан астам уақыт қолданылып келеді [77].
E. coli түрімен ластануы бойынша сүт өнімдерінің қауіпсіздігі мен сапасын бағалаудың халықаралық стандартына ISO 16649-2: 2001 «Тағам өнімдері және мал азығы микробиологиясы. Бета-глюкуронидаза-позитивті Escherichia coli (E. coli) санаудың көлденең әдісі» [15], ал отандық нормативтерге МЕМСТ 30726-2001 «Азық-түлік өнімдері. Escherichia coli түріндегі бактериялардың санын анықтау және анықтау әдістері» және МЕМСТ 32901-2014 «Сүт және сүт өнімдері. Микробиологиялық талдау әдістері» [78, 79] жатады.

1.2.2 Ірімшікті ластайтын E. coli О157 штамына байланысты тағамдық қауіпсіздіктің ғаламдық жағдайы
Микробиологиялық қауіптерден болатын тағамдық аурулар бүкіл әлемде елеулі ауру мен өлімді тудырады [80]. E. coli патотиптері төмен инфекциялық дозасына және тез таралуына байланысты эпидемиологиялық ұйымдарын алаңдатуда [81].
Өндіріс орындарында құрал-жабдықтарды ретсіз немесе жеткіліксіз тазалау, дезинфекциялау әсерінен металл бетінде полисахаридтерді шығаратын колиформды қауымдастықтың пайда болуына әкелуі мүмкін. Сондықтан, сүт өндіріс орындарында тіршілік ететін колиформды бактериялар табиғатта өмір сүретіндерге қарағанда дезинфекциялық заттарға төзімді келеді [82]. Сонымен қатар, сүт өндірісі жағдайында психотрофикалық қасиеттері бар колиформдарды бактерияларға жататын микроорганизмдердің штаммдары барған сайын пайда болып, олардың психотрофиясының дәрежесі үнемі артып отырады. Аталған фактілер төмен оң температурада ұзақ сақтау жағдайында өнімге енген колиформдардың даму мүмкіндігін бағалау кезінде үлкен мәңге ие. Өндіріс жағдайында ірімшіктердің бактериялармен, оның ішінде патогенді микроорганизмдермен ластануы ішек инфекциясын жұқтырған жұмысшылар арқылы таралады [83]. Сонымен қатар, пастерлеуден кейінгі өңдеу қадамдары тағамдық патогендермен ластануының негізгі көзі ретінде  ықтимал қауіп төндіреді [84].
АҚШ-тың тағам қауіпсіздік басқармасының эпидемиологиялық, зертханалық деректері патогенді бактериялармен ластанған ірімшіктерден болған тағамдық ауруларды тіркегенін келтіреді [85, 86].
E. coli – адамдар мен жануарлардың асқазан-ішек микробиотасының комменсалды штамдарын қамтығанымен, бұл бактерияның кейбір штаммдары бүкіл әлемде айтарлықтай экономикалық шығындар мен қоғамдық денсаулыққа ауыртпалық әкелетін ауыр және және өлімге әкелетін ауруларды тудыруы мүмкін өте әмбебап патогендерге айналды [87-89]. Соның ішінде, Е.coli кең таралған қоздырғыш ретінде әртүрлі экологиялық ортаға бейімделіп, адамдар мен жануарларда инфекциялық ауруларды тудырады [90]. Тіркелген E. coli O157:H7 індеттерінің көпшілігі (72%) тамақ арқылы болған. Эпидемиологиялық деректер шала піскен тартылған сиыр еті E. coli O157:H7 ошақтарының 54% таралу көзі ретінде анықталған [91].  
Сүт өнімдерімен байланысты ең көп таралған потенциалды патогендердің бірі; E.coli O157:H7 шикі сүттен жасалған ірімшіктерден болатын микробиологиялық қауіптерге жатады. Энтерогеморрагиялық (EHEC) штамдарымен инфекция, көбінесе сүт, сүт өнімдері және басқа да азық-түлік өнімдерінен туындаған тағамдық инфекциялармен байланысты, адамдарда геморрагиялық колитке (қанды диарея) және гемолитикалық уремиялық синдромға әкеледі [92].
Энтерогеморрагиялық E.coli O157:H7 жұқпалы қоздырғыш, оның ошақтары бүкіл әлемде, атап айтқанда Австралияда, Канадада, Жапонияда, АҚШ-та, сондай-ақ Еуропа мен Оңтүстік Африканың әртүрлі елдерінде таралған. E.coli O157:H7 тамақпен, сумен және жануарлармен байланыста болатын көптеген індеттерге қатысты болған [93, 94].
Микробтық ластану мен тағамдағы бактериялық қоздырғыштардың таралуы бүкіл әлемде жаһандық маңызды алаңдатушылыққа айналды. Ішек инфекциясының қоздырғыштарының көпшілігі жануарлар мен адамдардың ішектерінде колиформды бактериялармен бірге белсенді түрде көбейеді. Сондықтан тағам өнімдерінде E. coli болуы оның фекальды ластануын және патогенді бактериялардың болуы мүмкін екенін көрсетеді. E. coli сүт өнімдерінің бұзылуына себеп болуы мүмкін, бұл өнімнің шығуына, сапасына және айтарлықтай экономикалық шығындарға теріс әсер етеді. Олардың өнімдерде болуы өндіріс кезінде санитарлық-гигиеналық ережелердің сақталмайтындығын немесе температуралық сақтау режимінің бұзылуын және тауарлардың жарамдылық мерзімінің сақталмайтындығын куәландырады. Ірімшіктердің E. coli ластануының негізгі жолы пастерлеуден кейінгі екіншілік ластану болып табылады. Сүт және сүт өнімдері ішек таяқшасын жұқтыру фермада, зауытта, сату процесінде орын алуы мүмкін [95, 96]. 
Ластану көздері арқылы бактериялар термиялық өңдеуден кейін ірімшік массасына түседі және ірімшік өндіру кезінде зарарсыздандырылмайды. Бұл дайын өнімнің Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, E.coli O157:H7 штамы (антибиотиктік тұрақты түрлері) сияқты эмерджентті тағамдық патогендер қоздырғыштардың пайда болуына әкеледі [97]. 
Ірімшіктер дайын тағам ретінде тұтынуға қауіпсіз әрі қарай өңделмейді. Сонымен қатар, ірімшіктердің ластануы өндіріс тізбегінің бірнеше сатысында, кез келген нүктесінде тағамды ластауы мүмкін [98, 99]. Оның ішінде, пастерлеуден кейінгі бұзылу үшін маңызды психотрофиялық бұзылатын бактериялар тобының бірі, лактозаны пайдалануға қабілетті энтеробактериялар тобы болып табылатын колиформдар [100]. Колиформалар тобының микроорганизмдері сүт өнімдерін ластаған жағдайда адам денсаулығына қауіп төндіреді және тамақтан улануды немесе патогендік штаммдар болған кезде токсикоинфекцияны тудырады.
1971 жылы АҚШ-та 387 адам Францияда әзірленген энтеропатогенді E. coli ластанған ірімшікті тұтынудан тағамдық улану жағдайлары орын алған [101].
Жалпы тағамдардағы инфекция векторлары ірімшіктермен байланысты микробиологиялық қауіптер шикі сүттен келеді [102, 103].
Дайын тағам ретінде ірімшіктер потенциалды тағамдық патогендер ретінде қарастырылуы керек.  Маңызды тағам қоздырғыштары өңдеу этапы кезінде сақталады [104].
Ірімшік өндіру процесінде сүзбе түзілуіндегі концентрациялық әсердің үйлесуіне, сондай-ақ патогеннің нақты өсуіне байланысты E.coli мөлшері артуы мүмкін. Сақтау кезінде кейбір қоздырғыштар инактивацияланады. Бірақ E.coli, L.monocytogenes, S.aureus жартылай қатты және жұмсақ ірімшіктердің пісіп жетілуіне және сақталуына төтеп бере алады [105].
Египетте үй жағдайында шикі сүттен әзірленген жұмсақ ірімшіктерден Е.coli анықталған және олардың патогендің потенциалы жоғары болған [106].
Сондай-ақ, ТМД елдерін қарастыратын болсақ, соңғы декадада Санкт-Петербургте адамдарда тіркелген гемолитикалық-уремиялық синдром көрінісімен геморрагиялық колит түрінде орын алған жіті ішек инфекциясының өршуі шига-токсинді өндіруші E.coli-мен ластанган шикі сиыр сүтін тұтынудан болды [107]. 
Біздің елде де, азық-түлік қауіпсіздігі мониторингі барысында, сүт өнімдерінің микробиологиялық көрсеткіштері қойылатын стандартты талаптарға сәйкес келмейтіні анықталған [19, с. 17-20].
Канадада ірімшіктермен байланысты 12 жағдай тіркелген. Оның жартысы Е.coli О157:H7 патогені себептерінен болған [108]. Англияда пастерленген сүттен жасалған йогуртқа қатысты қосымша жағдайлар бар [109]. E. coli O157 індеттері Италиядағы гемолитикалық уремиялық синдромның атты спорадиялық жағдайы сауда автоматындағы сүтті тұтынумен байланысты болды [110-112].
Негізінен Е.coli О157:H7 алғашқы ошақтары 1982 жылы АҚШ-тағы қанды диареяның өршуі Ореган штатының Медфорд қаласында 25 жағдай, Мичиган қаласында 18 жағдай тіркелген. Ауру шала піскен сиыр етін тұтынумен байланысты болған. Содан кейін Біріккен Корольдікте, Англия, Шотландияда Е.coli О157:H7 болған тағамдық инфекциялар салдарынан адамдар ауырып, өлім жағдайы да болды. Микробиологиялық расталған дереккөздер фермаға келушілердің жануарлармен  байланысты ластанған ірімшікті қамтиды [113].
Зерттеушілер тағам арқылы тараған E. coli O157-мен ластанған көкөністер және су арқылы, шикі пісірілген ет, сүт арқылы берілетінін мәлімдейді [114-117].
Еуропадағы эпидемиялар мен спорадикалық инфекциялар E. coli O157:H7 себебінен болған, бұл жағдай Ұлыбританияда Stx генімен кодталған E. coli ірімшіктерден табылған жағдайда потенциалды патогенді болып есептеледі [118]. Эпидемиологиялық аурулар жиі шига токсин Stx2 гені, eae (интимин өндірісі) гендері бар штамдар ауыр инфекциялардың жоғары қаупімен ассоцияда жүреді [119].
2011 жылы Германияда энтероагрегациялық ішек таяқшасы (EAEC) әсерінен болған диареяның өршуі мен өлім-жітімнің жоғары деңгейі, шига токсинін кодтайтын ген ретінде вирулентті жаңа профилі бар патогенді Е.coli басқа Е.coli патотиптеріне ауысады [120].
Ішек таяқшасының токсигенді шига штамдары (STEC) тағамдық қоздырғыштардың дамып келе жатқан топтарына жауап береді. STEC болатын қауіпті (гендермен кодталған) вируленттік факторы болжайды. Кейінгі ғылыми деректерде Stx2 адгезия гені немесе eae бар STEC штамдары диареяның ауыр түрін тудыру потенциалы жоғары. Аурудың ауыр түрінен болатын қауіп вируленттік гендердің экспрециясы, комбинациясына және қабылдаушы адамның сезімталдығы мен жұту дозасына байланысты болуы мүмкін. Бұл индикаторлық организмдер патогендердің өнімдегі және қайта өңдеу ортасындағы микробтардың ластануын бақылаудың сандық өлшемін қамтамасыз етеді. Азық-түліктегі STEC штамдарын анықтаудың маңыздылығын әрбір нақты жағдайда анықталған STEC штамдары мен азық-түлік профиліне байланысты денсаулыққа ықтимал қауіп-қатерді ескере отырып қарастыру керек. Азық-түлік гигиенасы жөніндегі кодекс комитеті (CCFH) шига токсинін өндіретін E.coli (STEC) штамдары энтеральды қоздырғыштар класының вируленттілігінің соңғы факторлары болып табылатын AB5 бактериялық ақуыз токсиндері Shiga toxin (немесе оның аббревиатурасы, Stx) термині токсин геніне сілтеме жасау үшін қолданылады [121].
Вируленттік факторларын кодтайтын гендер қоршаған ортада өміршеңдігін сақталуына және белгілі бір белгілерді сақтау үшін патоадаптивтік факторды қамтамасыз етуі мүмкін [122].
Еуропалық Одақ Е.coli О157:H7-ден туындайтын қауіпті және STEC  патогенділігін, берілуін, өмір сүруін және өсуін түсінуге негізделген күрес стратегияларын әзірлеу қажеттілігін мойындады. Сонымен бірге, фермерлерді, азық-түлік өндірушілерді және денсаулық сақтау органдарын хабардар етудің маңыздылығын атап, осылайша осы топтардың әрқайсысы осы организмдер тудыратын жалпы қауіпті азайту үшін тиісті түрде әрекет ете алады [123].

1.3 E.coli молекулалық-генетикалық идентификациясы

1.3.1 E.coli түрінің нысаналы гендерін индикациялау жағдайы
Бұл әдісті 16S rRNA генінің реттілігі сияқты нуклеин қышқылдары туралы ақпаратты пайдаланатын микробтарды ажыратын әдістермен растауға болады.
Дәстүрлі фенотиптік сипаттамаларға негізделген сәйкестендіру, генотиптік әдістерге негізделген сәйкестендіру сияқты дәл емес.  
ДНҚ гибридизациясын анықтау сияқты генетикалық әдістерді енгізу бактериялық таксономия мен классификацияда төңкеріс жасады. 16S rRNA генінің тізбегін талдау Enterobacteraceae тұқымдасы арасындағы генетикалық қарым-қатынастарды және олардың басқа жақын бактерияларға ұқсастығын одан әрі түсіндіру үшін пайдаланылады. Денсаулық сақтау мекемелері мен клиникалық жағдайларда 16S rRNA генінің реттілігі туралы ақпарат бактерияларды анықтауда әмбебап әдістері болып табылады [124].
Осы зерттеу әдісі 1980 ж. бастап дами келе, C. Woese және ғалымдар, бактериялардың филогенетикалық қатынастарын генетикалық кодтың жоғары консервативті бөлігін салыстыру арқылы анықтаған. Бактериялар туралы мәліметтер базасы мен автоматты генетикалық анализаторлардың даму нәтижесінде қазіргі бактериялар таксономиясы 16S rRNA генінің нуклеотидтер тізбегі негізінде құрылған [125]. 
16S rRNA гені тізбегінің ұзындығы шамамен 1550 ж.н. өзгермелі және консервативті аймақтардан тұрады. 16S rRNA генінің түраралық полиморфизмдерін статистикалық сенімді және әртүрлі өлшемдерді қамтамасыз ету үшін жеткілікті. Әмбебап праймерлер әдетте геннің басында және 540 ж.н. аймағынан немесе бүкіл тізбектің соңында (шамамен 1550 ж.н.) консервативті аймақтарға қосымша ретінде таңдалады, ал аралық айнымалы аймақ тізбегі салыстырмалы таксономия үшін қолданылады [126, 127]. 
Жалпы алғанда, 16S rRNA генінің тізбегін салыстыру бірнеше деңгейдегі штамдарды, соның ішінде түрлер мен түр ішілік жіктеумен қатар, барлық негізгі бактерия филалары бойынша тектік деңгейге саралануға мүмкіндік береді.

1.3.2 Ішек таяқшасының патогенді штамдарын ажыратудағы ПТР технологиясы
Бүгінгі таңда, сүт өнімдері арқылы берілетін патогенді анықтаудың бірнеше әдістері бар. Дегенмен, дәстүрлі әдістер, соның ішінде микробиологиялық, масс-спектрометрия, микробқа қарсы сезімталдық сынағы және күшейтілген генетикалық талдауларды қамтамасыз етеді [128].
Көптеген сүт өнімдерін өндіруші кәсіпорындардың HACCP-(Hazard Analysis and Critical Control Points)  тамақ өнімдерінің қауіпсіздігін қамтамасыз етудің бүкіл әлемде танылған әдістемесі болып табылатын қауіпті факторларды анықтауды, сыни бақылау пункттері мен олардың алдын алу және тексерулерді енгізуді қамтамасыз ететін құжатталған жүйені ұстанғанына қарамастан, сүт және сүт өнімдерінің ластануын анықтау маңызды болып отыр [129].
Сүт өнімдері, ондағы ірімшіктердегі ІТБТ ластануын бағалайтын  микробиологиялық талдау әдістері [51, с. 73-74], нормативтік құжаттар негізінде тексеріледі [41, р. 3-170]. Бірақ, ірімшіктерде анықталған ІТБТ түрлерін идентификациялау талаптарын белгілемейді. Ал, cүт өнеркәсібінде ішек таяқшасы тобының бактериялары, оның ішінде E. coli барлық сүт өнімдері үшін қауіпсіздік көрсеткіші ретінде E. coli -ді идентификациялауды қажет етеді [130]. Маңызды тағамдық қоздырғыш ретінде танылған патогенді жылдам анықтау тағамның гигиеналық және эпидемиологиялық бақылаулар үшін маңызды. Ірімшік үлгілерінен E. coli анықтау селективті немесе индикаторлық қоректік орталарды пайдаланып өсіру мен оқшаулауды қажет етеді. Биохимиялық сипаттамаларға негізделген дәстүрлі әдістерінен басқа, патогенді бактерия түрлерін анықтау, эпидемиологиялық типтеу және генетикалық байланысты анықтау үшін әртүрлі генотиптік әдістердің пайдасы дәлелденген.
Қазіргі Еуропалық және Американдық азық-түлік қауіпсіздігін бақылау стандарттары Stx және eae гендерін тасымалдайтын штаммдар сияқты классикалық EHEC/STEC  анықтауға негізделеді [131, 132].
Қарқынды дамып келе жатқан халықаралық сауда және халықаралық індеттердің туындау қаупін азайту қажеттілігімен байланысты талаптар, сондай-ақ аз дамыған аймақтарда STEC-тің пайда болуынан туындауы мүмкін адамдар үшін ауыр зардаптары мен ықтимал сауда эмбарголары барлық елдер ішкі және халықаралық тұтынуға арналған азық-түлікте STEC анықтап, бақылай алуы керек екенін көрсетеді.
Халықаралық деңгейде сатылатын азық-түлік өнімдерінің қауіпсіздігі мен сапасының эталоны болып табылатын Codex Alimentarius комиссиясы әзірлеген халықаралық азық-түлік стандарттарында STEC тағамдардан болатын жаһандық ауыртпалығында қарастырылған бірнеше тағамдық патогендердің бірі екендігі атап өтілді [120, р. 408-417; 133].
Шига токсин өндіретін E.coli штамдарынан туындаған тағамдық аурулар Ресей Федерациясында 1990 жылдардан бастап тіркеледі. Эпидемиологиялық деректер, балалардың шикі сүтті тұтынумен байланысты геморрагиялық колит пен гемолитикалық-уремиялық синдром анықталған. Ол E.coli жаңа гибридті штамның анықталуымен расталған патогендік E.coli штамдарының жалғасып жатқан эволюциясын көрсетеді. Этиологиялық агенттердің жаңа түрлерінің ашылуы энтеротоксигенді және шига токсин бөлетін E.coli штамдарынан туындаған инфекциялардың эпидемиология саласындағы білімді кеңейтеді [134-136].
АҚШ -да E.coli штамдарынан болған індеттің таралуына қатысты Strachan және т.б. зерттеулеріңде, ең үлкен індет азық-түлікпен байланысты, ол көлемі жағынан инфекциялардың 83 % құрайды [137]. 
Ауылшаруашылық жануарлары, оның ішінде аталмыш патогенді микроорганизмнің негізгі резервуары –  ірі қара мал болып табылады [138]. 
Патологиялық типтер мен вируленттілік факторларының көптігіне байланысты зертханада осы бактериялардың симбиотикалық және патологиялық штамдарын ажырату үшін дақылдарды немесе биохимиялық сынақтарды қолдану мүмкін емес. Сол себепті, полимеразды тізбекті реакция (ПТР) вируленттілік гендерін анықтаудың маңызды әдістерінің бірі болып табылады [139].
Сонымен қатар, мультиплексті полимераза тізбекті реакция әдісі оқшауланған бактерияларды диагностикалау үшін, әсіресе көп үлгілерді зерттеу кезінде негізгі вирулентілік факторларын кодтайтын бірнеше гендердің болуын немесе болмауын анықтау үшін қолданылады [140].
Вирулентті штамдар E. coli O157:H7, сүт өнімдерін тұтынудан туындаған адам популяциясы арасында токсикалық инфекциялардың жедел ошақтарын тудырады. Сүт және сүт өнімдерінен оқшауланған E. coli штамында бір немесе бірнеше Stx вируленттік гендерінің болуына қосымша вируленттілік сипаттамаларын кодтайтын гендерді қолдану арқылы молекулярлы тәсіл ұсынылады.
Сүт өндіріс орындары мен шағын фермаларда өндірілген ірімшіктерде STEC таралуы бойынша сыналған жұмсақ және қатты ірімшік үлгілерінен патогендік потенциалын көрсететін eae гені расталған жағдайлар, ірімшіктерден оқшауланған E. coli штамдары вирулентті гендерге сыналуы эпидемиологиялық мақсатта талап етеді. Бұл бақылаулар STEC мен ластанған ірімшіктерді тұтынған адамға потенциалды қауіпті болуымен бірге, басқа да энтеробактерияларды жұқтыру мүмкін екенін көрсетеді [141].
Канадалық ғалым Honish et al. [142], пастерленбеген сүттен әзірлеген «Гауда» ірімшігін тұтынған E. coli O157:H7 инфекциясын жұқтырған науқастардың қанды диарея белгілері мен ГУС бар 13 жағдайды тіркелгенін хабарлаған. Зауытта оралған қаптамалардан алынған ірімшік үлгілері өндірілгеннен кейін 104 күннен кейін патогенді оң нәтиже берді. Ірімшік компанияның HACCP-де белгіленген микробиологиялық және жетілу талаптары сақталып өндірілген, сонымен бірге ірімшіктің әр партиясынан алынған үлгілердің микробиологиялық сапасын (E. coli, S.aureus) талдау  нәтижесінде E. coli O157:H7 идентификациясы расталған. 
2010 жылы АҚШ-та пастерленбеген қатты ірімшіктерден 41 адам инфекция жұқтырған. Өндіріс орнындарын тексеру нәтижесінде, санитарлық-гигиеналық жағдайдың жеткіліксіздігі анықталған [143]. 
 ПТР негізіндегі әдістер күрделі матрицаларда STEC анықтау үшін ең қолайлы болып табылады. Stx генін (дерін) анықтау STEC және басқа E. coli арасындағы жалғыз сенімді дискриминант болып табылады. Сонымен қатар, адгезия детерминанттары сияқты қосымша вируленттілік белгілерін (мысалы, eae гені) анықтау, адамдарда ауыр ауруларды тудыруы мүмкін деп саналатын STEC штамдары бар екендігін көрсету үшін анықтау әдістерінде қолданылған [144, 145]. 
Полимеразды тізбекті реакция (ПТР) вируленттік гендерін анықтаудың маңызды әдістерінің бірі болып табылады. Сонымен қатар, мультиплексті ПТР оқшауланған бактериялардың вирулентілікті кодтайтын әртүрлі түрлерін  анықтауға бағытталған.
Najm B.Y. et al., зерттеулерінде  сүт үлгілерінен оқшауланған E. coli Грам әдісімен бояу арқылы және биохимиялық сынақтар қолданып растаған. Генетикалық-молекулярлық әдісі ПТР-сы көмегімен оқшауланған изоляттарды идентификациялаған [146].
Сүт тағамдарының микробтық ластануын полимеразды тізбекті реакция (ПЦР) әдістері сияқты анықтаудың заманауи әдістердің дамуы ластану көздері мен жолдарын анықтау және бүлінетін бактериялардың осы қоректік тізбекке енуіне жол бермеу үшін маңыздырақ болып келеді [147].
Диареялық эшерихияның молекулалық-генетикалық сипаттамалары соңғы онжылдықтарда әлемнің көптеген елдеріндегі ғылыми-зерттеу институттарының зерттеу нысаны болып табылады. E. coli патогендік факторлары мен олардың генетикалық детерминанттары жан-жақты сипатталды, бұл E. coli таксономиясы мен диагностикасын жақсартуға мүмкіндік берді. Көптеген зерттеулерден белгілі, ірімшіктерден оқшауланған E. coli-дің биологиясы мен эпидемиологиясын зерттеуге ықпал етіп, сонымен қатар жаңа әдістемелік тәсілдерді жетілдіруге ықпал етеді. Жеке праймер жиынтығын қолданатын ПТР әдістер инфекциялардағы жұмыс механизмдерін диагностикалауды жеңілдетеді [148].
Бірнеше зерттеулер E. coli әр патотипінде басқа патотиптерден ерекшеленетін бір немесе бірнеше спецификалық гендер немесе вируленттік факторларының комбинациялары бар екенін көрсетеді. Нуклеин қышқылын талдау негізінде айтарлықтай прогреске қол жеткізілді; осылайша, осы гендердің ДНҚ тізбегінің спецификалық амплификациясы клиникалық үлгілерден E. coli анықтаудың қолайлы зерттеу әдісі ретінде пайдаланылды.
E. coli штамдарының вируленттігін жылдам анықтауға мүмкіндік беретін бактериялық изоляттарда патогенді гендерді анықтау үшін мультиплексті ПТР қолданылады [149]. 
E. coli сипаттайтын вируленттік механизмдері хромосомалардың, плазмидалардың, бактериофагтардың ДНҚ-мен генетикалық кодталған және термолабильді (LTI) және термостабилді (STI), веротоксин түрлері (VT1, VT2) бекіту мен жою механизмдерін (eae) қамтиды. ПТР пайда болуымен осы гендерді бактериялық изоляттарда анықтауға мүмкіндік туды, ол спецификалық E. coli инфекцияларын диагностикалаудың тиімділігін арттырады. 

1.4 E.coli бактерияға қарсы препараттарға резистенттігі  
Микробқа қарсы препараттарға тұрақтылық (AMR) азық-түлік қауіпсіздігі саласындағы басым мәселе болып қала береді және денсаулық сақтау саласында үлкен жаһандық қауіп төндіреді. 
Аяқталған COVID-19 пандемиясынан кейін микробқа қарсы резистенттік кең резонанс тудырмай оны жиі «тыныш пандемия» деп атайды. Халықаралық ұйымдар және Біріккен Ұлттар Ұйымының ауылшаруашылық ұйымы (FAO), Дүниежүзілік Денсаулық сақтау ұйымы (WHO), және Дүниежүзілік жануарлардың денсаулығын сақтау ұйымы (WOAH) антибиотик препараттарына резистенттілік мәселесін шешуде салааралық ынтымақтастың интеграцияланған тетігі «One health» тәсілін қолдануды ұсынады. Бұл тәсіл денсаулық сақтау, ауыл шаруашылығы және қоршаған ортаны қорғау органдарының ұлттық және жаһандық деңгейде күш-жігерін біріктіреді.
Ауыл шаруашылық өндіріс жүйелері мен азық-түлік тізбектерінде дәріге төзімді микроорганизмдердің болуы адамдар үшін ластану көздері болып табылады. 
Осыған байланысты азық-түлік өнімдерінің қауіпсіздігі мәселелері жөніндегі халықаралық «Codex Alimentarius» тұтынушылардың денсаулығын сақтау және қамтамасыз ету мандатында антибиотик препараттарына төзімділікке қарсы күресуге бағытталған құжат әзірледі. Төзімділікке ие патогендер адам денсаулығы үшін емдік терапияның тиімділігін төмендетіп, аурулардың пайда болуын және микробқа қарсы төзімді микроорганизмдер мен детерминанттарын таралуын тудырады [150].
Клиникалық микробиология тәжірибесінің бір саласы инфекциялық ауруды тудыратын этиологиялық агентті, соның ішінде патологиялық ассоциацияларды және микробқа қарсы төзімділік танытқан бактерияларды ғылыми анықтау үшін жүргізіледі. 1960 ж. дейін бактериялардың жіктелуі негізінен фенотиптік сипаттамаларға және культуральды бақылауға негізделген. Бактерия идентификациясы таза изоляттарды оқшаулау, грам әдісімен бояу, көмірсуларды ашытуын талдау арқылы фенотиптік сынақтардан тұрады. Тағамдық патогендерді анықтаудың конвенциялық әдістері қоректік орталарды қолдану мен биохимиялық сынақтар қоюға негізделген [151].
Азық-түлікте патогенді ішек таяқшасының пайда болуы жалғыз қауіп емес. Соңғы уақытта, мал шаруашылығы өнімдерінен микробқа қарсы төзімді, патогенді E. coli штамдарының кең таралуы деректері келтірілген [94, р. 990-994].
Бактериялар антибиотиктерге бірнеше механизмдерді қолдана отырып төзімді болуы мүмкін: антибиотиктердің ферментативті деградациясы, антибиотик нысанының модификациясы, бактериялардың жасуша қабырғасының өткізгіштігінің өзгеруі және белсенділікті болдырмаудың балама жолдары. Антибиотиктердің ферментативті ыдырауы немесе модификациясы төзімділіктің кең таралған механизмі болып табылады. Оған мысал ретінде грам теріс бактерияларда төзімділікті тудыратын цефалоспориндер сияқты β-лактамдық антибиотиктердің β-лактам сақинасын гидролиздейтін ферменттерін келтіруге болады [152]. Төзімділігі негізінен ферментативті деградация арқылы болатын антибиотиктердің тағы бір тобы – аминогликозидтер, олардың инактивациясы ацетилтрансферазалар, нуклеотидилтрансферазалар және фосфотрансферазалар арқылы жүреді. Бұл ферменттердің әрқайсысы бір немесе бірнеше антибиотиктерге әсер етудің белгілі бір спектрі бар. Мақсатты модификацияға төзімділік антибиотиктің мақсатты молекуласының, жалпы ферменттің модификациясын білдіреді, осылайша антибиотик өзінің байланыстыру қабілетін, демек белсенділігін жоғалтады. 
Әлемдегі ең өзекті мәселелердің бірі – бұл антибиотиктердің кең спектріне төзімді патогендік бактериялардың эволюциясы, көбеюі және кең таралуы. Бірнеше дәріге төзімді E. coli штамдары, төзімділік гендерін тасымалдау арқылы немесе мутациялардан туындаған генетикалық өзгерістер нәтижесінде пайда болды. 
E. coli -дің бірнеше микробқа қарсы дәрілік препараттарға төзімділігі оны жақсы биоиндикатор етеді. Төзімді микроорганизмдер адамға тамақ тізбегі арқылы беріліп, қоршаған ортаға таралады. Тамақ өңдеу жабдықтарының көпшілігінде микроорганизмдер биофильмдер ретінде өсіп, өмір сүре алады. Биопленканың түзілуі сүт өнімдерін өндіру орындарында маңызды процесс болып табылады. Биопленканың түзілуі мен конъюгация арқылы плазмидтердің тасымалдануы арасында синергиялық әсер бар, бұл антибиотиктерге төзімділік гендерін тасымалдау үшін маңызды болуы мүмкін. Биопленкаларды субстратқа, беткі немесе бір-біріне бекітілген, олар өндірген жасушадан тыс полимерлі заттардың матрицасына енгізілген және өсу қарқыны мен ген транскрипциясына қатысты өзгерген фенотипті көрсететін жасушалармен сипатталатын микроорганизмдердің отырықшы қауымдастығы ретінде анықтауға болады. Биофильмдерде патогендік түрлер болса, адам денсаулығына қауіп төндіруі мүмкін. Биофильмдер, мысалы ет өнеркәсібі [153], сүт өнеркәсібі [154] сияқты азық-түлкі қауіпсіздігіне қатысты алаңдаушылық туғызды. Сүт өндіріс орындарында биофильмдердің пайда болуына қатысты денсаулықтың маңызды проблемасы планктондық жасушалармен салыстырғанда микробқа қарсы жоғары төзімділік болып табылады. 
Антибиотикке төзімділік проблемасы (АТ) – бүкіл адамзаттың денсаулығына айтарлықтай қауіп төндіретін жалпы жаһандық денсаулық ұйымдарын алаңдататын басты мәселеге айналды. Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы (WHO) мамандарының пікірінше, микробқа қарсы препараттардың қолданылуын реттеу – ұлттық қауіпсіздікке қатысты мәселе. Сарапшылар 2050 жылға қарай жылына 10 миллион адам өлімінің себебі антибиотикке төзімді бактерияларға байланысты орын алады деп болжамдайды [155].
Дәріге төзімді бактериялардың пайда болуы туралы алаңдаушылық антибиотиктерді қолдану нәтижесінде, коммуналды организмдер мен патогендерге селективті қысым жасай отырып төзімді штамдардың пайда болуына ықпал етеді. Микробқа қарсы төзімділікпен күресудің көп жылдық стратегиясына жергілікті, ұлттық және жаһандық деңгейде адамдарда, жануарларда және қоршаған ортада микробқа қарсы препараттардың қолданылуы мен оларға төзімділігін бақылауды күшейту; адамдар мен жануарларда микробқа қарсы препараттарды басқаруды күшейту, төзімділік механизмін зерттеуді кеңейтуді қамтиды [156]. 
1992 жылдан бері 2003 жылдар аралығында АҚШ медицина институтының микробқа қарсы төзімділіктің дамуына әсер етуші факторлардың консенсустық зерттеулері, қоғамдық денсаулық мамандарын антибиотиктерге төзімділіктің аса маңызды бақылауда ұстауды көрсетті. 
«One Health» бірыңғай денсаулық тұжырымдамасы адамның, үй және жабайы жануарлардың, қоршаған орта арасындағы байланысты көрсетеді. Соңғы жылдары, One Health концепциясы ең алдымен қоғамдық денсаулық және ветеринариялық қоғамдастықтарының эпидемияларды алдын алудағы негізгі көзқарасына айналды [157]. 
Қазіргі уақытта, ветеринария саласында антибиотиктерді кеңінен қолдану салдарынан, тағам өнімдерінде антибиотикке резистентті бактерия популяциялары тығыздығының өсу тенденциясы байқалады.
WHO тұрақтылықтың даму қаупі жоғары бактериялар қатарына Enterobacteriaceae жатқызады. WHO адам денсаулығына қауіп төндіретін антибиотикке төзімді «басымдық патогендердің» жариялаған тізімінінде грам теріс бактериялардың қауіптілігі көрсетілген. Микроорганизмдер қаупі антибиотиктерге қарсы төзімді болуына мүмкіндік беретін генетикалық материалды тасымалдай алады. WHO тізімі жаңа антибиотиктерге қажеттіліктің жеделдігіне байланысты үш санатқа бөледі: сыни, жоғары басымдық және орташа басымдық. 
Бірнеше антибиотикке төзімді бактериялардың ішінен энтеробактериялар (Escherichia, Enterobacter, Serratia, Klebsiella) ең маңызды тобына жатады [158].
Бұл бактериялар антибиотиктердің кең ауқымына, соның ішінде карбапенемдерге және үшінші буын цефалоспориндерге, бірнеше дәріге төзімді бактерияларды емдеуге арналған кең қолданатын антибиотиктерге төзімділікке ие болды. 
Микробиология әлемінде ерекше орын алатын E. coli әртүрлі иелердің автохтонды микробиотасының маңызды бөлігін білдіреді. Бүкіл әлемде, азық-түліктердегі E. coli микробқа қарсы төзімділігі тексеріледі. E. coli әртүрлі бактериялармен генетикалық материал алмасуға бейімділігі оларды жануарлардан алынатын өнімдердегі төзімділік гендерінің резервуарын түсінуге мүмкіндік береді [159].
Энтеробактериялардың генофондында E. coli төзімділік гендерінің доноры және реципиенті етінде әрекет етеді және осылайша басқа бактериялардан төзімділік гендерін ала алады, сонымен бірге өзінің төзімділік гендерін басқа бактерияларға да тасымалдай алады.  Тұтастай алғанда, E. coli микробқа қарсы дәрілік заттарға төзімділігі бүкіл әлемде медицина мен ветеринария саласын алаңдататын денсаулық сақтаудың негізгі проблемасы ретінде қарастырылады [160].
Бүкіл әлемде адамдарда, жануарларда және мал шаруашылығы өнімдерінде микробқа қарсы тұрақтылықты бақылау бағдарламаларын үйлестіру бірыңғай денсаулық сақтау тұрғысынан маңызды [161].
Ветеринария және адам медицинасы мамандарының болжамдары бойынша, антибиотиктердің тиімділігі төмендеуінің жылдамдығы жоғары болғандықтан, олардың нақты патогенге қарсы болашақтағы пайдалылығы  бірнеше жылдармен шектеледі. Егер антибиотиктерге төзімділіктің жоғарылауын қалпына келтіру мүмкін болмаса, дамыған және дамып келе жатқан аймақтарда емделмейтін инфекциялар мен өлім-жітімнің айтарлықтай өсуін күтуге болады. Антибиотиктерге төзімділік күрделі өзара әрекеттесу арқылы дамиды, көбінесе қоршаған ортадағы бактерияларда уақыт өте келе дамыған мобильді гендерді алу арқылы пайда болады. Қоршаған ортада төзімділік гендерінің жинақталуы табиғи төзімділіктің және жануарлар мен адамның қалдықтарында болатындардың үйлесімімен, сондай-ақ көптеген төзімділік гендерін алып жүретін мобильді генетикалық элементтерді бірлесіп таңдай алатын ластаушы заттардың селективті әсерінен болады [162].
Антибиотикке төзімділіктің дамуы табиғи үдеріс болып табылады, өйткені биологиялық жүйе бола отырып, түрін сақтап қалу үшін әртүрлі қорғаныс әдістерін шығара бастайды. Медициналық биологиялық маңызы бар бактериялардың басты зерттелетін адаптивті белгісі – олардың антибиотикке резистентілігі. Резистенттілік процессі – ХХ ғасырдың ортасынан бастап белгілі бола бастаған. Резистенттілік үш жолдың бірінде пайда болады; бактериялардың кейбір түріндегі табиғи төзімділік, генетикалық мутация, немесе бактериялардың кейбір түрлерінің басқалардан төзімділікке ие болуы арқылы. WHO микробқа қарсы тұрақтылықты микроорганизмнің микробқа қарсы препаратқа төзімділігі ретінде анықтайды. Адам антибиотиктерге төзімді бола алмайды. Антибиотикке төзімділік – бұл микробпен жұқтырылған адамның немесе басқа организмнің емес, микробтың қасиеті.
Антибиотиктерді ветеринарлық клиникалық тәжірибеде және ауыл шаруашылығында негізсіз қолданылуы адам мен жануарлардан сыртқы ортаны ластайтын түрлі микроорганизмдердің резистентті штамдарының пайда болуына ықпал жасайды. Микробқа қарсы препараттарға төзімділіктің таралуы туралы дәлелдерінде ферма иелері антибиотиктерді мал өсу стимуляторы ретінде де пайдалану осы факторға әсер етеді [163]. Генетикалық материалды трансмиссивті тасымалдау механизмдері бар E. coli анықтау жиілігі басқа тағамдарға қарағанда сүт өнімдерінде жоғары [164]. Төзімді микроорганизмдер адамға жануарлар, тамақ өнімдері арқылы жұғады. Тамақ өнімдерінің трансмиссивті резистенттік детерминанттарын тасымалдайтын микробтармен контаминациялануы – тамақ қауіпсіздігінің өзекті проблемаларының бірі болып табылады. Бактериялар генетикалық материалына байланысты белгілі бір антибиотиктерге төзімді келеді [165].

1.5 E.coli түрінің микроорганизмдерге қарсы препараттарға резистенттігінің молекулалық-генетикалық табиғаты
Резистентті штамдар микробың ДНҚ-дағы мутация нәтижесінде немесе басқа бактериялардан мобильді генетикалық элементтер (плазмид, интегрондар) арқылы гендердің көлденең ауысуы нәтижесінде пайда болады. Мобильді элементтердің популяциясындағы таралу жылдамдығы жоғары деңгейде болады және бірнеше антибиотиктерге төзімділікті кодтайтын бір немесе бірнеше гендер тобын (резистенттік қауымдастығы) қамтамасыз ете алуы мүмкін [166].
Антибиотиктерге төзімділікті кодтайтын гендер көбінесе әртүрлі филогенетикалық тектерге жататын бактериялар арасында алмасуға болатын плазмидалар мен транспозондар сияқты жылжымалы генетикалық элементтермен байланысты.
Генотиптік тұрғыдан, микробқа қарсы белгілі бір төзімділік генін немесе төзімділік механизмін молекулалық әдістер арқылы анықтауға болады.
Тағам тізбегі арқылы енетін E. coli штамдарында мобильді генетикалық элементтерде орналасқан кеңейтілген спектрлі β-лактамаза (ESBL) гендері болуы мүмкін. Сондықтан цефалоспориндерге төзімділік адамның ас қорыту жүйесіндегі қоздырғыштарға берілуі мүмкін [167].
Комменсальды бактерияларда кездесетін микробқа қарсы төзімді гендер тағамды өңдеу кезінде немесе азық-түлік тізбегі арқылы адамға патогендік бактериялар берілуі мүмкін. Сондықтан жануарлар мен азық-түлік өндірушілерден шыққан комменсальды бактерияларда микробқа қарсы төзімділік гендерінің болуын бақылау, сонымен қатар олардың эпидемиологиясын жақсырақ түсіну үшін мобильді генетикалық элементтердің тағамда болуын бақылау ұсынылады. 
Азық-түлік өңдеу кезінде антибиотиктерге төзімділік гендерінің берілуін шектеу үшін физикалық параметрлерді сақтау керек (мысалы, термиялық өңдеудегі уақыт пен температураның үйлесімі) және азық-түлік тізбегінің барлық кезеңдерінде, фермадан шанышқыға дейін тиісті гигиеналық тәжірибелерді қолдану қажет [168].
Ғылыми деректерде, E. coli-дің антибиотиктерге төзімділігі мен вируленттілік факторлар арасындағы байланыс барын гендерді көлденең тасымалдау нәтижесінде болатындығы келтірілген. 
Enterobacteriaceae тұқымдасына жататын кейбір грамтеріс бактериялардың (E. coli) цефалоспориндер мен азитронамға төзімді β-лактамазалар түзетіні хабарлаған. Адамдарда да, жануарларда да  E. coli әдетте blaTEM, blaCTX-M, blaSHV немесе blaOXA гендерінің бірнеше нүктелік мутация нұсқаларын тасымалдайтын плазмидалар арқылы жүреді. Осылайша, микробқа қарсы төзімділіктің әртүрлі детерминанттары, әсіресе плазмидалар мен интегрондар сияқты жылжымалы генетикалық элементтер арқылы тасымалданатындар E. coli арасында төзімділіктің таралуына ықпал етеді [169].
Мал шаруашылығы өнімдері адамзатқа қауіпті, қолданыстағы антибиотиктерге сезімталдығы төмен патогендер штамдарын  қалыптастыратын факторлар қатарына жатады. Антибиотикке тұрақтылығын зерттеу микроорганизмнің биологиялық ерекшеліктерін анықтауға және өнімдердің резистенттігі жоғары бактерия штамдарымен контаминациялану қаупін бағалауға мүмкіндік береді.
Сонымен қатар, вируленттік пен антибиотиктерге төзімділік факторларының плазмидалар, транспозондар және бактериофагтар сияқты мобильді генетикалық элементтер арқылы тасымалданатын әртүрлі штамдар немесе бактерия түрлері арасында гендердің көлденең тасымалдануы (HGT) Enterobacteriacae тұқымдасына жататын потенциалды оппортунистік микроорганизмдерде, оның ішінде STEC штамдары жиі кездеседі. 
Қорытындылай келе, әдебиеттерге шолу STEC штамдары бүкіл әлемде сүт және сүт өнімдерімен байланысты індеттерді тудыратын қоғамдық денсаулық сақтау үшін маңызды патогендер екенін көрсетеді. Сонымен қатар, E. coli түрінің резиситенттік бүкіл әлемде қоғамдық денсаулықты алаңдататын маңызды мәселе болып табылады. E. coli ESBL өндіруге және цефалоспориндерге қарсы тұруға қабілетті. Сыртқы орта факторлары температура, оттегі және ылғалдылық  микроорганизмдердің генотиптік және фенотиптік өзгерістеріне әсер ете алатын белгілі бір географиялық аймақтың сипаттамалары болып табылады. Осы қоршаған орта қысымы әсерінен генотиптік және фенотиптік вариация генетикалық әртүрлі штаммдар арасында вируленттілікті кодтайтын гендердің мутациялары мен көлденең тасымалдануынан туындауы мүмкін.


1.6 Сүт өнімдерінің E.coli-мен ластану қаупін математикалық моделі 
Біріккен Ұлттар Ұйымының азық-түлік және ауыл шаруашылығы ұйымының (FAO) және WHO мүшелері, сондай-ақ Кодекс Алиментариус комиссиясы отырысында да, ұлттық және халықаралық деңгейде микроорганизмдерден болатын тағамдық аурулардың артуына алаңдаушылық білдірді. 
Соңғы онжылдықта қауіптерді талдау – қауіптерді бағалау, қауіптерді басқару және қауіптерді хабарлаудан тұратын процесс – қауіпсіз тамақ өнімдерін өндіру, тағамдық ауруларды азайту және ішкі және халықаралық азық-түлік саудасын жеңілдету мақсатында азық-түлікті бақылау жүйелерін жетілдірудің құрылымдық моделіне айналды.
Қауіптерді бағалау бізге осы деректер мен ақпараттың барлығын ұйымдастыруға, сондай-ақ микроорганизмдер, азық-түлік және адам аурулары арасындағы өзара әрекеттесуді жақсырақ түсінуге негіз береді. Бұл бізге тағамдағы белгілі бір микроорганизмдермен байланысты адам денсаулығына қауіп-қатерді бағалауға, және оңтайландыру үшін қажетті деректер түрлерін анықтауға мүмкіндік береді.
Микробтық қауіпті бағалау (Microbial Risk Assessments) MRA, тағамдық патогендермен байланысты потенциалды қауіпті бақылау және бағалаудың тиімді құралы болып табылады.
Қауіптілікке негізделген тәсілдер (қауіпті анализдеу), әсіресе патогендерге және басқа да қауіптерге байланысты тағам қауіпсіздігін жақсарту және басқарудың жаңа құралдарын ұсынады [170].
Қауіптілікті талдау үш құрамдас бөліктен тұрады: қауіпті бағалау, қауіпті басқару және қауіпті хабарлау. Қауіптілікті талдаудың бірінші қадамы қауіпті бағалауда дәлелдерге негізделген тиісті шешімдерді қабылдауға мүмкіндік береді. Тағамдардағы, соның ішінде сүт және сүт өнімдерін патогендік микроорганизмдерден келетін қауіпті сандық бағалауды ұлттық және аймақтық деңгейде бүкіл әлем бойынша зерттеулер  жүргізілген [171-174].
Бүгінгі таңда, Еуропада cүт, шикі сүттен әзірленген ірімшіктерді тұтынумен берілетін тағамдық патогендерден STEC O157, L. monocytogenes,  Salmonella spp. келетін микробтық қауіптілікті сандық модельдеу жүргізілгені белгілі [175, 176].
Ұқсас зерттеулер, АҚШ-да соңғы жылдары қолданып келе жатқан микробтық қауіптерді бағалау ластанған салатты тұтынумен байланысты аурудың жиілігін бағалау үшін тиімді құралы ретінде танылған [177].
E. coli O157:H7 басқа ішек таяқшаларына қарағанда қышқылға төзімдірек ерекшелігі, қышқыл тағамдарда E. coli O157:H7 тіршілігін арттырады және оның асқазан арқылы өтуге және төмен дозаларда инфекцияны тудыруға қабілеттілігін түсіндіруі мүмкін. Қышқылға төзімділік штамдар арасында өзгеріп отырады және өсу фазасы мен басқа қоршаған орта факторларына әсер етеді. Индукцияланғаннан кейін қышқылға төзімділік тоңазытқышта сақталғанда ұзақ уақыт сақталады.
Қауіпті анықтау экология, эпидемиология және микробиология деректерін пайдалана отырып, E. coli O157:H7 сипаттайды. E. coli O157:H7 қауіпті бағалау жалпы қабылданған микробиологиялық қауіпті бағалау жүйесіне сәйкес келеді: қауіпті анықтау, әсер етуді бағалау, қауіп сипаттамасы. Қауіпті анықтау белгілі бір тағамда немесе азық-түлік топтарында болуы мүмкін және денсаулыққа кері әсер ету мүмкіндігі бар биологиялық агенттерді анықтауға қызмет етеді. Экспозицияны бағалау тағамнан биологиялық агенттердің ықтимал түсуін, сондай-ақ қажет болған жағдайда басқа көздерден әсер етуді сандық бағалау болып табылады. Қауіпті сипаттау – қауіптілікпен байланысты денсаулыққа жағымсыз әсерлердің сандық бағасы. Бұл қадам биологиялық агенттің әсер ету дозасының шамасы мен денсаулыққа байланысты жағымсыз әсерлердің (жауап) жиілігі арасындағы байланысты анықтайтын доза-жауапты бағалауды қамтиды. Қорытындылай келе, қауіпті анықтау, әсер етуді бағалау және қауіпті сипаттау негізінде белгілі бір популяциядағы денсаулыққа жағымсыз әсерлердің пайда болу жиілігі мен ауырлығымен байланысты белгісіздіктерді қоса алғанда, сандық бағалау процесі болып табылады.
Қауіптілікті бағалау әртүрлі қауіптілікті немесе адам ауруын бағалаудың өзгергіштігі мен белгісіздігін сипаттайтын таралу түріндегі аралық және түпкілікті нәтижелер береді. Микробтық қауіпті бағалау белгілі бір азық-түлік өнімдеріндегі патогенмен байланысты кез-келген жағымсыз тәуекелдің ықтималдығы мен ауырлығын бағалау үшін ғылыми ақпаратты ұйымдастыру және талдау үшін пайдаланатын құңды құралы болып табылады [171, р. 76-87; 178].
Түпкілікті мақсат – табиғи және антропогендік, қасақана немесе байқаусызда қауіпті микроорганизмдермен байланысты қауіптерді азайту және болдырмау. Қауіптілікті бағалау сапалық немесе сандық түрде жүргізілуі мүмкін және ол төрт кезеңнен тұрады: қауіпті идентификациялау, әсерін бағалау, қауіптілік сипаттамасы.
Қауіпті идентификациялау. Қауіп – бұл халықтың денсаулығына кері әсер ететін агент және адамдар үшін қысқа мерзімді, созылмалы өлімге әкелуі мүмкін [179]. Қауіпті идентификациялау – патогендік агент, ауру және тағам арасындағы себепті байланысты белгілі бір аурудың тасымалдаушыларының бірі ретінде таниды [180]. Белгілі бір тамақ өніміне байланысты микробтық қауіптер туралы ақпарат тауардың миркобтық талдауынан немесе эпидемиологиялық деректерден алынады.
Тәуекелді сапалық бағалауда қауіпті идентификациялау патогеннің өнім арқылы берілу қабілетіне әсер ететін және иесінде ауру тудыратын сипаттамалары туралы бар ақпаратты жинауды және топтастыруды қамтиды, ал тәуекелді сандық бағалауда бұл ақпарат қауіптің доза-реакциясын және әсер етуін бағалауға модель әзірлеуге бастапқы деректер ретінде қызмет етеді.
Азық-түлік гигиенасы қағидаттары жөніндегі кодекс шеңберінде қауіптілік сипаттамасы аурудың немесе өлімнің ықтималдығымен қауіптіліктің сапалық немесе сандық бағалауын қамтамасыз етеді [171, р. 76-87].
Қауіптілік сипаттамасы. Бұған «доза-жауап» тәуелділігі кіреді, ол кейіннен ауру тудыратын патогендердің санын бағалау үшін ықтимал экспозициямен біріктіріледі. Әр түрлі субпопуляциялар (балалар, қарттар, иммунитеті төмен адамдар) қоздырғышқа әр түрлі әсер етеді. Микробиологиялық аурудың жиілігі, ауырлығы және ұзақтығы қоздырғышпен байланысты көптеген өзара әрекеттесетін факторларға байланысты. 
Әсерді бағалау. Кодекстің анықтамасына сәйкес, экспозияны бағалау – тұтыну кезінде тағамның порциясында ластаушы заттың болуын сандық бағалау. Дегенмен, экспозиция сипаттамасын кеңірек түсіну мен тамақ тізбегінің негізгі нүктелерінде патогеннің таралуы және концентрациясы туралы деректердің жинақталуын қамтиды. Бұған сонымен қатар азық-түлік тізбегінің белгілі бір қадамдары патогеннің көптігіне/таралуына қалай әсер ететіні, сондай-ақ әсер еткен популяцияның (немесе субпопуляциялардың) сипаты мен мөлшерінің сипаттамасы және осы әсердің жолы (жолдары), шамасы, жиілігі және/немесе ұзақтығы туралы деректер кіреді.
Қоздырғыштың берілуі бүкіл азық-түлік тізбегі жолында, яғни фермадан үстелге дейін модельденеді. Осындай модель патогеннің таралуы мен концентрациясының азық-түлік тізбегі жолында ықтималды таралуына сәйкес келеді. Фермадан үстелге дейінгі тәсіл бүкіл азық-түлік тізбегіндегі қауіпті азайту нүктелерін анықтауды болжайды [181]. 
Кең таралған тәсіл қауіпті асыра немесе төмендететін детерминирленген модельдеуге қарағанда қауіпті дәлірек бағалауды қамтамасыз ететін ықтималдық модельдеу болып табылады [171, р. 76-87].
Технологияның пайда болуымен Монте-Карло модельдеулерін пайдалана отырып, ықтимал әсерді бағалауды жүргізу үшін @Risk (Palisade, Нью-Йорк, АҚШ) және Crystal Ball (Decisioneering Inc., Денвер, АҚШ) сияқты жаңа бағдарламалық қамтамасыз ету пайдаланылуда. Бұл соңғы бағдарламалық құрал сонымен қатар модель параметрлерінің (ауру/өлім қаупі) әсерін анықтайтын сезімталдықты талдауды орындауға қабілетті. Сүттегі әртүрлі қоздырғыштардың қауіп-қатерін бағалаудың көпшілігі фермадағы сүттегі қоздырғыштың бастапқы концентрациясы мен таралуын, сүтті сақтау температурасын және тұрмыстық өңдеу тәжірибесін тәуекелді арттыратын ең маңызды параметрлер ретінде анықтайды [182, 183].
Әсерді бағалау, сондай-ақ кіріс деректерінің белгісіздігімен және өзгермелілігімен сипатталады және бұл шешім қабылдаушылармен анық анықталып, ескерілуі керек [184].
Тәуекел сипаттары. Процестің соңғы кезеңі әсер ету мен доза-жауапты бағалауды біріктіру арқылы қоғамдық денсаулыққа жағымсыз әсерді немесе қауіпті бағалайды. Тәуекел профилі типтік порциядағы аурудың болжамы болуы мүмкін, бір субпопуляцияға шаққандағы аурудың/өлімнің жылдық қаупі ретінде есептелетін уақыт бірлігінде тұтынылатын порциялар саны болуы мүмкін [171, р. 76-87; 179, р. 173-178]. 
Duffy et al. пікірінше, Srtachan et al. зерттеулерінде доза-жауап талдауына қатысты E. coli O157:H7 инфекциясына қатысты қоысмша деректерді бағалады [171, р. 76-87]. Атап айтқанда, Srtachan et al. патоген мен адам иесі арасындағы байқалған өзара әрекеттесулердің өте кең ауқымын ұсынатын инфекцияларды талқылайды [185].
Қоғамдық денсаулық үшін маңызы бар ең маңызды патогендердің бірі E. coli O157 штамы, Campylobacter немесе Salmonella сияқты басқа тағамдық қоздырғыштармен салыстырғанда әлдеқайда жұқпалылықтың төмен дозалары мен симптомдардың ауырлығы себебімен ерекшелінеді. 
Қауіпті сипаттаудың қол жетімді деректеріне байланысты, белгілі бір популяциядағы денсаулыққа әсер етудің жалпы пайда болу ықтималдығы мен ауырлығын ластаушы заттардың әсерінен кейін жоғары тәуекелге ұшырауы мүмкін топтарды анықтау үшін иммундық жүйедегі айырмашылықтар негізінде жас санаттарына бөлуге болады [171, р. 76-87].
Коммерциялық бағдарламалық қамтамасыз ету тәуекелдерді сипаттау үшін пайдаланылады, ал күрделірек тәуекелді бағалау және деректерді талдау үшін тәуекел сипаттамасы бағдарламалық қамтамасыз етуді пайдалану арқылы статистикалық және биологиялық белгісіздіктер мен өзгермеліліктің сипаттамасын қамтуы керек. 
Ғылыми дәлелдер E. coli O157:H7 қаупін бағалаудың сандық өрнектерін алуға және ілеспе белгісіздіктерді көрсетуге мүмкіндік беретін бағалаудың негізін құрайды. Құрылымдық процесс шеңберінде ғылыми деректерді біріктіру арқылы E. coli o157: H7 қаупін бағалау саясат пен ғылымды байланыстыратын ақпарат береді. Құрылымдық процесс қауіпті бағалау үшін өте маңызды, өйткені қауіпті сипаттау адам денсаулығына қатысты тікелей, өлшенетін бақылауларға деген сенімділікті сирек қамтиды; оның орнына ол статистикалық бағалау мен болжауды, сондай-ақ белгісіздіктің ашық көрінісін қамтиды. E. coli O157:H7 үшін қауіпті  бағалау негізгі қауіпті бағалау болып табылады, өйткені ол фермадан шанышқыға дейінгі континууум (өндіру, сою, өңдеу, тасымалдау, сақтау, дайындау және тұтыну) бойынша ағымдағы тәжірибелердің, жағдайлардың толық спектрін іс жүзінде мүмкін болатын дәрежеде көрсетеді. Әртүрлі бақылау стратегияларын бағалау үшін тәуекелді бағалауды пайдалану сценарий талдауын орындау ретінде белгілі.
E. coli O157:H7 қауіптілігін бағалау моделі негізінен фермадан үстелге өтудің барлық кезеңдерінде осы патогеннің пайда болуы мен деңгейін сипаттайтын процестің қауіптілікті бағалау моделі болып табылады. Барлық ұқсас модельдер детерминделген параметрлерді қамтуы тиіс. Әрбір модель параметрінің шешімі осы параметр туралы қолжетімді деректердің саны мен сапасына байланысты. Әртүрлі модель параметрлерін бағалау үшін әртүрлі деректер көздері мен түрлері жиі пайдаланылады.
Гипотезаның ғылыми негіздемесі. Codex Alimentarius Commission микробиологиялық тәуекелді сандық бағалау және болжамды модельдеу тағамдық аурулардың қаупін ғылыми негізделген және ашық бағалауды қамтамасыз ететін маңызды ғылыми құралдар болып табылады [171, р. 76-87; 177, р. 302-310]. АҚШ, Еуропа және Африкада сүт арқылы берілетін патогендерден туындаған жағдайларды сандық анықтау мақсатында тәуекелді бағалау бойынша бірнеше зерттеулер жүргізілген [175, р. 3940-1-3940-94; 186, 187]. 
Зерттеулер, шикі және пастерленген сүттен анықталған колиформдар, антиобиотикке төзімді, патогенді E. coli штамдарын эпидемиологиялық деректерін халықтың денсаулығына қауіп төндіретін модельдеу үшін пайдаланылған [188]. Модельдеу нәтижелері өндірушілер мен азық-түлік реттеушілеріне өнімді тұтынумен байланысты қауіптерді бақылауды, азық-түлік қауіпсіздігі стандарттарына сәйкестігін қамтамасыз ету үшін ферма деңгейіндегі шараларға басымдық беру арқылы болуы мүмкін.
Әдебиетке жүгінсек, Сингулярлық Мәннің Жіктеуі – Singular Value Decomposition (SVD) – сандық сызықты алгебраның ең көп қолданылатын құралдарының біріне жатады [189]. Бұл әдіс деректер санын талдауға қажетті негізгі сипаттамаларға дейін азайтуға мүмкіндік береді. Ол көбінесе негізгі ерекшеліктері бойынша көптеген деректерді сипаттау, визуализациялау үшін қолданылады. Әдістің негізгі идеясы – Фурье түрлендіруін жалпылау болып табылады. Бастапқы деректер жаңа координаттар жүйесінде көрсетіледі, соның нәтижесінде тапсырма қарапайымданады [190-192]. 
 SVD-нің статистикалық интерпретациясы – тапсырмалардың өлшемін азайту үшін қолданылатын Principal Component Analysis – негізгі компоненттерді талдау (PCA) әдісі болып саналады. PCA – бірнеше корреляциялық айнымалылар үшін сызықтық корреляцияланбаған негізгі компоненттердің аз санына ортогоналды түрлендіруді қолданатын статистикалық әдіс. PCA Data Science және Machine Learning қосымшаларында кеңінен қолданылады. Бұл әдісті алғаш рет 1901 жылы Пирсон сипаттаған және содан бері статистика теориясында өте жақсы қалыптасқан [193]. Әдіс бастапқы есепті деректер жиынтығының статистикалық вариацияларының максималды санын бекітетін бағыттарға негізделген деректердің иерархиялық координаттар жүйесінде азайтуға мүмкіндік береді.
Алайда, PCA көптеген ғылымдардың әртүрлі зерттеулерінде қолданудың кең ауқымына ие болғанымен, ол жұқпалы аурулар эпидемиологиясында, қоғамдық және жануарлар денсаулығын, әсіресе, тағам қауіпсіздігі саласын зерттеу үшін осы күнге дейін сирек қолданылады [194].  
Сонымен, өндіріс жағдайлары, сақтау температурасы және тасымалдау әдістері сияқты факторларға байланысты ірімшіктердің E. coli-мен ластану ықтималдығын болжау үшін статистикалық әдістерді пайдалана отырып, математикалық модельдер әзірленді. Олар ірімшік өндірісіндегі E. coli ластануымен байланысты азық-түлік қауіпсіздігі тәуекелдерін бағалауға және басқаруға көмектеседі.


2 ЗЕРТТЕУ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ

Диссертациялық зерттеулер Қазақстан Республикасы Ауыл шаруашылығы министрлігінің бағдарламалық-нысаналы қаржыландыру шеңберіндегі BR10764944 "Аналитикалық бақылау әдістерін әзірлеу және тамақ өнімдерінің қауіпсіздігін жүргізу" ғылыми-техникалық бағдарламасы бойынша (2021-2023) орындалды (Қосымша А).
Ғылыми-зерттеу жұмысы С. Сейфуллин атындағы Қазақ агротехникалық зерттеу университетінің «Ветеринариялық санитария» кафедрасы мен Қазақ-Қытай биоқауіпсіздік зертханасында, Ыстанбул Cerrahpaşa университетінің «Тағам қауіпсіздігі және молекулалық диагностика» зертханасы, Қазақстан Ұлттық биотехнология орталығы және А.Байтұрсынұлы атындағы Қостанай өңірлік университетінің Қолданбалы биотехнологиялық ғылыми-зерттеу институтында, Ветеринария бойынша ұлттық референттік орталығында, Республикалық ветеринариялық зертханада жүргізілді.

2.1 Зерттеу материалдары

2.1.1 Зерттеу материалдары мен жабдықтары
Жұмысты орындау кезеңінде, Қазақстанның 22 өнеркәсіптік және 8 шағын кәсіпорындарында өндірілген қатты, жартылай қатты, жұмсақ типті ірімшіктердің 207 сынамалары E. coli түрімен ластануына зерттеу мақсатында кездейсоқ таңдау әдісімен төрт географиялық өңірлерден жинақталды (2-сурет).  
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Сурет 2 – Қазақстан өңірлері бойынша зерттелінген ірімшік  сынамаларын жинақтау географиясы

Зерттеу материалы ретінде 2020-2023 жылдары ірімшік сынамаларынан бөлініп алынған 94 колиформалар изоляттары пайдаланылды. 
Микробиологиялық зерттеу барысында колиформды бактериялар мен  E. coli анықтау үшін буферлі пептонды су, ет-пептонды агар, қоректік сорпа (ФБУН «Қолданбалы микробиология және биотехнологияның мемлекеттік ғылыми орталығы» Санкт-Петербург), T.B.X. agar (Merk KGaA, Darmstadt, Germany), ChromagarTM E.coli (Paris, France), McConkey  (Merk KGaA), Eosin Methylene Blue agar (Merk KGaA) қоректік орталар қолданылды. Оқшауланған изоляттарды сәйкестендіру үшін Грам бойынша жағындыларды бояуға арналған (HiMedia, India) бояғыштар жиынтығы, биохимиялық идентификациялау үшін ОКСИ-тест, каталаза тест, индол тест, Фогес-Проскауэр реактиві, Клиглер ортасында көмірсуларды ашытуға сыналды. 
Полимеразды тізбекті реакциясын жүргізуде ДНҚ бөліп алу үшін «QIAmp DNA Mini Kit» реагенттер жиынтығы (QIAGEN, Германия), 8f 5’-AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3 және 806R 5’-ggACTACCAgggTATCTAAT-3  праймерлері, DN1-1F 5’-GATYTRCGHTAYAACATGGA-3’ және  DN1-2R 5’-TTCACRCCRTYDAAGAARC-3’ праймерлері, M19437 F 5’-CGC-TCT-GCA-ATA-GGT-ACT-CC-3’ және M19437 R 5’-CGC-TGT-TGT-ACC-TGG-AAA-GG-3’, X07865 F 5’-TCC-ATG-ACA-ACG-GAC-AGC-AG-3’ және X07865 R 5’-GC-TTC-TGC-TGT-GAC-AGT-GAC-3’, X60439 F 5’-GC-TTA-GTG-CTG-GTT-TAG-GAT-TG-3’ және X60439 R 5’-CCA-GTG-AAC-TAC-CGT-CAA-AG-3’ праймерлері, Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase (Fermentas), dNTP, 1-х ПТР буферы (Fermentas), GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) қолданылды.
Микроорганизмдердің антибиотикке төзімділігін анықтау үшін  Мюллер-Хинтон ортасы (ФБУН «Қолданбалы микробиология және биотехнология мемлекеттік ғылыми орталығы») қолданылды. Антибиотиктері бар дискілер (Пастер атындағы эпидемиология және микробиология институты, Ресей): бета-лактамдар – ампициллин (AMP) – 10 мкг, амоксициллин (AMX) – 25 мкг, цефоперазон (CFP) – 75 мкг, цефокситин (CFN)  – 30 мкг, цефподоксим (CFD) – 10 мкг, меропенем (MPN) – 10 мкг; аминогликозидтер – (стрептомицин (STR) – 10 мкг, канамицин (KN) – 30 мкг, гентамицин (GNT) – 120 мкг; амфениколдар – левомицетин (LEV) – 30 мкг; тетрациклиндер – (тетрациклин (TET) – 30 мкг, доксициклин (DOX) – 30 мкг; фторхинолондар – энрофлоксацин (EFX) – 5 мкг, ципрофлоксацин (CFX) – 5 мкг, норфлоксацин (NFX) – 10 мкг, офлоксацин  (OFX) – 5 мкг; хинолондар – налидикс қышқылы (NA) – 30 мкг; сульфаниламидтер (ко-тримаксозол (сульфаметоксазол триметоприммен (TMT+SFM – 1.25/23.75 мкг); нитрофурандар – фурадонин (FD) – 300 мкг, фуразолидон (FZ) – 300 мкг пайдаланылды.
Жабдықтар: (LamSystems) ламинарлық бокс, MS-50 «Micros» бинокулярлы микроксоп, кептіру шкафы, аналитикалық таразылар (Mettler toledo), термостат (ТС-1/80СПУ), айнымалы көлемді автоматты дозаторлар (1-1000 мкл) Eppendorf, Iso Lab, Thermo Scientific, центрифуга-вортекс (Microspin FV-2400 Biosan), MALDI Autoflex III Biotyper (Bruker Daltonik, Германия), амплификатор GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems), генетикалық анализатор 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems), ДНҚ концентрациясын анықтайтын құрал NanoDrop1000 спектрофотометры (Thermo Fisher Scientific), электрофорез камерасы (Cleaver Scientific Ltd), Quantity One (Bio-Rad) бағдарламалық жасақтамасы бар Gel Doc (Bio-Rad) гельдік құжаттама жүйесі қолданылды.

2.2 Зерттеу әдістемесі

2.2.1 Маркетинг зерттеулері
Қазақстандағы ірімшік нарығының талдауы Ұлттық статистика бюросының ақпараттық-талдау жүйесі, Қазақстан Сүт Одағы, Астана мегаполисі, ірі сауда орталықтарының 2020-2024 жылдары аралығындағы ресми деректеріне негізделіп  жасалынды [195-197].

2.2.2 Сынамаларды іріктеу және дайындау
Сынамаларды іріктеу және дайындау «Сүт және сүт өнімдері. Қабылдау ережелері, іріктеу әдістері және сынамаларды талдауға дайындау» МЕМСТ 26809.1-2014 бойынша асептика ережелеріне сәйкес стерильді, бір реттік ыдыс-аяқ, пробиркалар немесе контейнерлер (пакеттер) қолданып, ұйымдастырылды.
Ірімшік үлгілері бөлшек сауда орындарында үш сатылымдық типі және өндіріс кәсіпорындары орналасқан географиялық аймақтар бойынша жинақталып, шығыстан 87, орталықтан 56, солтүстіктен 54, оңтүстіктен 10 сынамалар іріктелді (2а-кесте). Коммерциялық қапталу 78% үлгілерде вакуумдық, ал 22% – бос болды (2б-кесте).

Кесте 2 – Зерттелінген өнім үлгілерін іріктеу 

	(а) Қазақстанның  өндіріс аймақтары бойынша сынамаларды жинақтау,  n (%)

	Ірімшік типтері
	Шығыс
	Орталық
	Солтүстік
	Оңтүстік
	Жалпы

	Жұмсақ
	26 (41)
	12 (19)
	22 (34)
	4 (6)
	64

	Жартылай қатты
	47 (46)
	29 (28)
	23 (23)
	3 (3)
	102

	Қатты  
	14 (34)
	15 (37)
	9 (22)
	3 (7)
	41

	Барлығы
	87 (42)
	56 (27)
	54(26)
	10 (5)
	207

	б) Коммерциялық қапталуы бойынша, n (%)  

	Ірімшік типтері
	Вакуумды 
	Бос

	Жұмсақ
	58 (90)
	6 (10)

	Жартылай қатты
	76 (75)
	26 (25)

	Қатты  
	27 (66)
	14 (34)

	Барлығы
	161(78)
	46(22)



[bookmark: _Hlk145624143]Мұзды бокста зертханаға жеткізілген сынамалардың микробиологиялық зерттеуі сол күні басталды. Әрі қарай зерттеу үшін қалған үлгілер -20℃-та сақталды.
Тәжірибелік деректерді өңдеу үшін MS Excel, BactLAB, ArcMap 10.8, R-4.4.0 бағдарламалары қолданылды. 
Тағам қауіпсіздігін зерттеудің заманауи әдістерін меңгеру мақсатында 2023 жылдың 23 қаңтар және 21 ақпан аралығында Istanbul University-Cerrahpasa университетінің (Ыстанбұл) «Тағам қауіпсіздігі және молекулалық диагностика» зертханасында көлемі 150 сағаттық ғылыми тағылымдама өтілді (Қосымша В).

2.2.3 Ірімшікті ластайтын колиформаларды идентификациялау

2.2.3.1 Микроорганизмдерді бөліп алу және оқшаулау.
Ірімшік сынамаларынан ішек таяқшаларын бөліп алу классикалық микробиологиялық әдістемелер көмегімен қоректік орталарда өсіруге негізделді. 
Ірімшік сынамаларынан Enterobacteriaceae тұқымдасына жататын ішек таяқшасы тобының бактерияларын бөліп алу мақсатында коммерциялық Compact Dry (R-Biopharm AG, Германия) табақшалары инструкцияға сәйкес  қолданылды. 
Ол үшін асептикалық түрде ірімшіктің әр үлгісінен 50 г өлшеніп, оны 450 мл буферленген пептон суымен араластырылып, стерильді пакетте біртекті масса алынғанша гомогенизацияланды (3-сурет).
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а – үлгілерді зерттеуге әзірлеу; ә – таразыда өлшенген үлгілер; б – гомогенат дайындау

Сурет 3 – Ірімшік үлгілерінен суспензия дайындау

Дайын құрғақ қоректік ортасы бар табақшаларға үлгі суспензиясы көлемі 1 мл-ден егілді. Инкубациядан (37°С – 24 сағ.) кейін, өсіп шыққан колонияларды санау жүргізілді. Бактериялар Magenta-GAL және X-GLUC хромогендік субстраттарының арқасында көк және қызыл колонияларды құрайды. Бұл әдіс колиформды бактерияларға тән β-галактозидаза ферментін, ал Е. coli-де β-глюкоронидаза ферментін анықтауға негізделген. Нәтижесінде Е. cоli көгілдір түспен, ал колиформалар бактериялар колония ‒ қызыл түсті және грам оң бактериялардың өсуі тежеледі.
Колиформалардың жалпы саны қызыл және көк түсті колониялар бойынша есептелінді. Есептеу диапазоны 1-250 КТБ/мл болды. Өсіп шыққан колониялар BactLAB бағдарламасы арқылы саналды. 

2.2.3.2 Колиформалар түрлерін масс-спектрометрде идентификациялау  

2.2.3.1-бөлімде сипаттаған әдістемеге сәйкес әр 94 сынамадан бөлініп алынған типтік колония ЕПА ортасында инкубацияланды. Дақылдар масс-спектрометриялық әдістемесімен MALDI Autoflex III Biotyper (Bruker Daltonik, Германия) анализаторында сызықтық режимде зерттелінді. Микроорганизмдердің культуралары (жалғыз колониялар) 96 шұңқырлы (MSP 96 target polished steel BC, microScoutTarget) MSP чипіне салынды. Содан кейін 1 мкл матрицалық ерітінді ретінде 50% ацетонитрил ерітіндісіндегі 2,5% трифторацет қышқылы, α-циано 4-гидроксикор қышқылының қаныққан ерітіндісі қолданылды. Бөлме температурасында кептірілді. Үлгілері бар чип MALDI-TOF microflex LT масс-спектрометріне (Bruker Daltonics) орналастырылды (Қосымша Г). Чипті ионизациялау камерасына орналастырғаннан кейін және құрылғының қажетті жұмыс параметрлеріне қол жеткізу үшін калибрлік стандартымен калибрлеу жүргізілді. Осыдан кейін автоматты режимде спектрлерді жинай басталды. Бір массалық спектрді алу үшін 40 лазерлік импульс (жиілігі 60 Гц) пайдаланылды. Талданған масса/заряд диапазоны 2000–20000 Да болды.
Бактериялар түрлерінің идентификациясы микроорганизмдер спектрлері туралы ақпаратты қамтитын flexControl бағдарламасы негізінде MALDI-TOF масс-спектрометрінде микроорганизмдерді анықтау кезінде коммерциялық деректер базасы пайдаланылды.

2.2.4 Ірімшікті контаминациялайтын E. coli изоляттарын дифференциалды балау
Келесі сатыда масс-спектрометрде E. coli түрі ретінде расталған 66 изоляттардың микробиологиялық зерттеулері 4-суретте көрсетілген алгоритм бойынша жүргізілді.
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Сурет 4 – E.coli бөліп алудың микробиологиялық әдістемесі

2.2.4.1 Оқшауланған E.coli изоляттарының морфо-биохимиялық қасиеттері
Типтік колониялар МЕМСТ 30726-2001 «Азық-түлік өнімдері. Escherichia coli бактериялар түрін және санын анықтау әдістері» [78, с. 2-7], МЕМСТ 32901-2014 «Сүт және сүт өнімдері. Микробиологиялық талдау әдістері» [79, с. 2-24], ISO 16649-2:2001 «Азық-түлік өнімдері мен мал азығы микробиологиясы. Бета - глюкуронидазаға оң E. coli анықтаудың көлденең әдісі-2 бөлім: 5-Бром-4-хлор-3-индолил бета-D-глюкуронид (ISO 16649-2:2001) көмегімен 44℃ температурада колонияларды санау әдісі» [15] стандарттарына сәйкес инкубациялау нәтижесінде бөлініп алынды.
E. coli изоляттары ChromagarTM E.coli, T.B.X agar E. coli селективті дифференциалды өсіру орталарына стерильді дригальский шпателімен себілді. Термостатқа 44℃ температурада 24-48 сағатқа қойылды (5-сурет).
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Сурет 5 – McConkey ортасында және T.B.X agar E. coli колониялар көрінісі

Инкубациядан кейін өсіп шыққан бактерияның таза колониялары ет-пептонды агарға (ЕПА) және бастапқы сәйкестендіру Клиглер ортасына егілді.  Дақылдар 37℃ температурада, 24-48 cағат бойы инкубацияланды. Зерттелетін үлгілерді егу кезінде орта түсінің өзгеруі арқылы көмірсулардың ашытуын немесе күкіртті сутегінің түзілуін визуалды көру арқылы анықталды. Бұл орта грамтеріс бактерияларды глюкоза мен лактозаны ашыту және күкіртсутек түзу қабілеті бойынша ажыратуға мүмкіндік береді. 
Келесіде, ет-пептонды агарда (ЕПА) E.coli өсіп шыққан колониялардан алынған жағындылар Грам әдісімен боялды. E. coli грам теріс таяқшалар. Бөлініп алынған E.coli бактерияларының ферментативтік қасиеттеріне биохимиялық зерттеу жасалынды [79, с. 2-24].
Биохимиялық қасиеттерін анықтау үшін ет-пептонды агарда (ЕПА) оқшауланған колониялар түрлі көмірсулары бар Гисса ортасына егілді. E. coli ферментативті қасиеттері глюкоза мен лактозаны ашыту салдарынан қышқыл мен газдың пайда болуы ортаның түсінің өзгеруімен анықталды Индол сынамасы. Индол культураны анықтау Хотингер ортасында қызыл түсті жолақтың пайда болуына негізделді. Индолдың түзілуін анықтау үшін зерттеуге алынған микроб өсіндісін шыны Хоттингер сорпасы бар қоректік орталарға себілді, термостатта температура 37℃, 24 сағат өсірілді. Келесі күні, индолдың түзілуі индикаторлық қағаздың төменгі ұшының қызғылт түске боялуымен немесе реактив Ковача 1 мл қосу арқылы, нәтижесі бірден сорпа бетінде қызыл түсті сақина тәріздес жолақтың пайда болуына байланысты бағаланды.
Оксидаза сынағы (Oxidase Reagent) бактериялық цитохромоксидазаны анықтауға арналған ОКСИтест. Оқшауланған E. coli бактерия колониясынан микробиологиялық ілмекпен жолақтың индикаторлық аймағына жағылды. Түсті реакцияны есепке алу 30 с – 1 мин аралығында жүргізілді. Нәтижені бағалау төмендегі критерийлерге сәйкес орындалды: оң – көк, көгілдір түсті; теріс – сұр түсті. 
Каталаза тесті. Зат шынысының бетіне сутегінің асқын тотығының 3-10%-дық ерітіндісін тамызады да, оны ілмекпен алынған агар өсіндісінің массасымен араластырады. Газ көпіршіктерінің бөлініп шығуы каталазаның түзілуін дәлелдейді. 
E. coli жоғары биохимиялық белсенділікке ие. Глюкозаны, лактозаны, сахарозаны ыдыратып, қышқыл мен газ түзеді, күкіртсутек түзбейді, индол түзеді.
Биохимиялық талдаулар энтеробактерияны саралайтын бактериологиялық зерттеу барысында бөлінетін Enterobacteriaceae тұқымдастығы микроорганизмдерінің ферментативті белсенділігін анықтауға және осы тұқымдастың өкілдерін түрге дейін сәйкестендіруге мүмкіндік берді. 
Оқшауланған E.coli колониялары (15% глицерин) қоректік ортада әрі қарай пайдалану үшін  -80℃ температурада мұздатқышта сақталды.

2.2.5 E. coli изоляттарын молекулалық-генетикалық идентификациялау
ДНҚ бөліп алу мақсатында «QIAmp DNA Mini Kit» реагенттер жиынтығы (QIAGEN, Германия) 26  изоляттарды зерттеу үшін өндірушінің нұсқаулығына сәйкес қолданылды. ДНҚ концентрациясы 260 нм толқын ұзындығында Nano Drop 1000 спектрофотометрінің көмегімен өлшенді, сонымен қатар ДНҚ сапалылығы электрофорез арқылы бағаланды.

2.2.5.1 Нысаналы гендер арқылы изоляттардың филогенетикалық діңгегін құрастыру 

2.2.5.1.1 16S rRNA генін 8F және 806R праймерлері көмегімен амплификациялау
16S rRNA генінің генетикалық маркері ретінде төмендегі праймерлер пайдаланылды: [198] 8F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ және 806R              5’-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3’ жалпы көлемі 30 мкл. Реакция қоспасында 25 нг болды. ДНҚ, 1 Бірлік Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase (Fermentas), 2,5 mM MgCL2, 0,2 mM әр dNTP, 1-х ПТР буферы (Fermentas), 10 пмоль әр праймер. ПТР амплификациялау келесі циклдарды қамтыды: 5 минут ішінде 95℃, келесі: 95℃ – 30 минут, 55℃ – 40 секунд, 72℃ – 50 сек – 30 цикл; 10 минут ішінде 72℃ -та соңғы элогация. ПТР бағдарламасы GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) көмегімен орындалды.
ПТР өнімдерін байланыспаған праймерлерден тазарту Exonuclease I  (Fermentas) и сілтілі фосфатаза (Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas) қолдану арқылы ферментативті әдіспен жүргізілді [199].

2.2.5.1.2 dnaJ генін DN1-1F және DN1-2R праймерлерімен амплификациялау
dnaJ генінің генетикалық маркері ретінде төмендегі праймерлер пайдаланылды: [200] DN1-1F 5’-GATYTRCGHTAYAACATGGA-3’ және  DN1-2R 5’-TTCACRCCRTYDAAGAARC-3’ жалпы көлемі 30 мкл. Реакция қоспасында 25 нг болды. ДНҚ, 1 Бірлік Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase (Fermentas), 2,5 mM MgCL2, 0,2 mM әр dNTP, 1-х ПТР буферы (Fermentas), 10 пмоль әр праймер. ПТР амплификациялау келесі циклдарды қамтыды: 5 минут ішінде 95℃, келесі: 950С – 30 минут, 55℃ – 40 секунд, 72℃ – 50 сек – 30 цикл; 10 минут ішінде 72℃-та соңғы элогация. ПТР бағдарламасы GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) көмегімен орындалды.
ПТР өнімдерін байланыспаған праймерлерден тазарту Exonuclease I  (Fermentas) и сілтілі фосфатаза (Shrimp Alkaline Phosphatase, Fermentas) қолдану арқылы ферментативті әдіспен жүргізілді [199, р. 4354].

2.2.5.1.3 16S rRNA және dnaJ гендерін секвендеу және филогенетикалық діңгегін құрастыру 
ПТР өнімдерінің гельдік электрофорезі концентрациясы 10 мг/мл интеркалирлейтін агенті – этидий бромид – бар 1.5% агарозды гельде ДНҚ фрагменттерін бөлу әдісімен жүргізілді [201]. Электрофорез жасауға BioRad Electrophoreticbath тоқ көзін қолданатын Power Pac көлденең электрофоретикалық ваннасы пайдаланылды. Электрод буфері ретінде 1х TAE буфері қолданылды. ПТР өнімдерінің жолақ өлшемдері УК трансиллюминаторы және алынған нәтижелерді құжаттау Quantity One (Bio-Rad) бағдарламалық жасақтамасы бар Gel Doc (Bio-Rad) гельдік құжаттама жүйесі арқылы жүзеге асырылды. Талданған ДНҚ үлгілері электрофоретикалық гельде жылжуын салыстыру арқылы бағаланды. 
Бактериялардың 16S rRNA және dnaJ гендерінің фрагменттерін секвендеу BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applide  Biosystems) өндірушінің нұсқауларына сәйкес, автоматты генетикалық анализаторында 3730xl DNA Analyzer (Applide Biosystems) фрагменттерді бөлу жүргізілді.
Нуклеотидтер тізбегі SeqScape v2.6.0 (Applide  Biosystems) бағдарламалық жасақтамасына жалпы тізбекке біріктіріліп өңделді. 
Алынған 16S rRNA  және dnaJ гендерінің нуклеотидтер тізбегін іздеу GeneBank халықаралық деректер базасында BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) алгоритмі арқылы анықталды (www.ncbi.nih.gov) [202].
Сәйкестендіру GeneBank инвентарлық нөмірлері бойынша максималды сәйкестігі бар алғашқы үш нуклеотидтер тізбегі алынды. 
Филогенетикалық талдау MEGA 6 бағдарламалық құралының көмегімен орындалды [203].
Нуклеотидтер тізбегін теңестіру ClustalW алгоритмін қолдану арқылы жүзеге асырылды [202, р. 595-598].
Филогенетикалық көршілерді идентификациялау BLASTN Neiigbor-Joining (NJ) әдісін қолданып жасалды [204].
2.2.5.2 E.coli патогенді штамдарын молекулалық-генетикалық индикациялау
Конвенционалды әдістемемен расталынған E.coli  бактериясының 65 изоляттарынан жеткілікті мөлшердегі ДНҚ жиынтығы 2.2.5 бөлімде сипатталған тәсілге сәйкес алынды.
Әр изоляттың вирулентті детерминанттылығын анықтайтын  Stx1,  Stx2 және eaeА гендерін индикациялау WOAH Terrestrial Manual әдістемесінің  [205]  зерттеу барысында жетілдірілген нұсқасына сәйкес жасалынды.
Terrestrial Manual әдістемесі бойынша зерттеулер келесі ретте жүргізіледі:
I. Стерильді ілмекпен қоректік ортадан алынған колонияларды 1 мл Лурия-Бертани сорпасында температура 37℃±2℃ 18-24 сағат инкубацияланды. Үш тиісті бақылау сорпасы қойылды.
II. Сорпа 15 минут 100℃ температурада қайнатылды. Бөлме температурасында салқындатылды.
III. Әр үлгіге 48 µl мастер-микс дайындалады. Оның 1× Saiki buffer (50 mM KCl; 10 mM Tris, pH 8.5; 100 µg/ml getalin);  3 mM MgCl2;  0.5 U Taq polymerase;  әр праймердің 25 рМ (VT1, VT2 және eaeA F/R праймерлері, 3-кесте); әр dATP, dCTP, dGTP және dTTP 0.2 mM болды.
IV. пробиркалар төңкеріліп, ПТР үшін әр пробиркаға 48 мкл құйылды.
V. әр реакционды пробиркаларға 2 μL қайнатылған культураны (тазартылмаған ДНҚ сығындысы) және үш бақылау сығындысы мен таза ортаға қосылады.

Кесте 3 – Мультиплексті ПТР-да вируленттік детерминаттарының болуын растау үшін қолданылған праймерлер

	Ген-нысан
	Тіркелген  номері
	Праймерлер тізбегі
	Нуклео-тидтердің орналасуы
	Ампли-кондар мөлшері (bp)

	VT1
	M19437 F
	CGC-TCT-GCA-ATA-GGT-ACT-CC
	287-306
	256

	
	M19437 R
	CGC-TGT-TGT-ACC-TGG-AAA-GG
	522-541
	

	VT2
	X07865 F
	TCC-ATG-ACA-ACG-GAC-AGC-AG
	623-642
	185

	
	X07865 R
	GC-TTC-TGC-TGT-GAC-AGT-GAC
	788-807
	

	eaeA
	X60439 F
	GC-TTA-GTG-CTG-GTT-TAG-GAT-TG
	271-293
	618

	
	X60439 R
	CCA-GTG-AAC-TAC-CGT-CAA-AG
	871-890
	



VI) ПТР келесі циклдік параметрден тұратын; 94℃ температурада екі минут денатурацияны; 25 циклден тұратын: 94℃ – бір мин, 62℃ – 1.5 мин, 72℃–екі мин; соңғы элонгация 72℃ – 5 мин қамтыды
VII) Амплификацияланған үлгілер 1,5% агарозды гельде электрофорез әдісімен талданды және этидий бромидімен боялды. Өлшем стандарты ретінде молекулалық массасы 100 ж.н. қадамы бар маркері қолданылды.
Зерттеу барысында қолданылған әдістеме нұсқасына сипатталған Terrestrial Manual әдістемесінің III) және VI) пункттарына төмендегідей өзгерістер ендірілді:
III. реакцияны қою барысында жалпы көлемі 48 µl ерітінді көлемі қолданылды, оның MQ – 30.8 µl, 2 mM MgCL2  – 3; 3 mM bufer KCl – 3; 0,2 mM dNTP – 3; әр праймердің 25 рМ (VT1, VT2 және eaeA F/R праймерлері); 0.2 U Taq polymerase және 2 µl ДНҚ (40-260 нг/µl) болды.
VI. Амплификациялық параметрлері  94℃ – 2 мин денатурацияны; 94℃ – 1 мин, 60℃ – 1.5 мин, 72℃ – 2 мин 28 циклын; 72℃ – 5 мин соңғы элонгацияны қамтыды.  
Зерттеу нәтижелері ПТР өнімдерінің гельдік электрофорезі концентрациясы 10 мг/мл интеркалирлейтін агенті – этидий бромид –  бар 1.5% агарозды гельде ДНҚ фрагменттерін бөлу әдісімен жүргізілді [201, с. 3-8]. Электрофорез жасауға BioRad Electrophoreticbath тоқ көзін қолданатын Power Pac көлденең электрофоретикалық ваннасы пайдаланылды. Электрод буфері ретінде 1х TAE буфері қолданылды. ПТР өнімдерінің жолақ өлшемдері УК трансиллюминаторы және алынған нәтижелерді құжаттау Quantity One (Bio-Rad) бағдарламалық жасақтамасы бар Gel Doc (Bio-Rad) гельдік құжаттама жүйесі арқылы жүзеге асырылды. Талданған ДНҚ үлгілері электрофоретикалық гельде жылжуын салыстыру арқылы бағаланды. 
VT1, VT2 және eae ампликондар сызықтарының орналасу позициясы  тесттік сынамалардың бақылау сызықтарына байланысты сыналып, нәтижелері тіркеуге алынды.  

2.2.6 E.coli изоляттарының бактерияға қарсы препараттарға резистенттігін анықтау

2.2.6.1 Микроорганизмдерге қарсы дәрілік заттарға резистентті штамдардың фенотиптік сипатын бағалау
Зерттеу МУК 4.2.1890-04 «Микроорганизмдердің бактерияға қарсы сезімталдығын анықтау. Методикалық нұсқаулар» негізінде дискілі-диффузды әдісіне сәйкес жүргізілді. Бұл әдіс қоректік агарға егілген микроорганизмдерге бактерияларға қарсы препараттары бар қағаз дискілері әсерінен бактериялардың өсуін тежеуге негізделген [206].
Өндірушінің нұсқауларына сәйкес дайындалған Мюллер Хинтон – қоректік ортасы, диаметрі 100 мм Петри табақшаларына қалыңдығы 4-4,5 мм болатындай 25 мл-ден құйылды. Табақшалар бөлме температурасында суытылып, кептірілді.
Микроорганизм суспензиязын дайындау. Ол үшін қатты қоректік ортада өсірілген микроорганизмдердің тәуліктік культурасы қолданылды. Стерильді бактериологиялық ілмекпен морфологиялық ұқсас, анық оқшауланған бірнеше колонияларды таңдап алынды. Алынған колонияларды пробиркадағы физиологиялық ерітіндіде араластырып, Мак-Фарланд тұнбалық стандарты бойынша тығыздығы 0,5-ке сәйкес келетін және концентрациясы 1,5х108 КТБ/мл инокулум әзірленді. Дайын суспензия 20 минут ішінде қолдануға жарамды. Оптикалық тығыздықты өлшеу Biosan, DEN-1 денситометрі көмегімен Мак-Фарланд бірліктері түріндегі нәтижелерді кейінгі сандық ұсынумен тығыздықты өлшеуге негізделді.
Дискілік диффузия әдісімен сезімталдықты анықтау кезінде Петри табақшасындағы агардың бетіне белгілі тығыздықтағы бактериялық суспензия жағылды, содан кейін антибиотиктің белгілі бір мөлшері бар дискілер орналастырылды (6-сурет).
Бактериялық суспензияны тарату үшін мақта тампонын бактериялық суспензияға батырып алынды, артық инокулюмды пробирканың қабырғасына тампонды сыға отырып алынып тасталды. Петри табақшасындағы агардың бетіне үш бағытта жолақ қозғалыстарымен, табақшаны 600 бұрай отырып, қоректік ортаға себінді жасалды. 
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а ‒ денситометр; ә ‒ антибиотиктері бар дискілер; б‒  инкубациядан кейінгі реакция нәтижелері

Сурет 6 – Антибиотиктерге резистенттікті дискілі-диффузды әдіспен анықтау

Дискілерді қоректік ортаға орналастыру және инкубациялау. 
Алдын ала тоңазытқыштан 1 сағат бұрын алынған антибиотиктері бар дискілерді стерильді пинцетпен антибиотик дискілерін себінді жасалған агардың бетіне бір бірінен арақашықтығы 20 мм болатындай тығыз бекітілді. Дискілер агар бетіне тығыз, әрі толық бекітілуі тиіс. Себебі, дискілерді бекітілген орнынан жылжытқан жағдайда, реакцияның нәтижесі жалған болуы мүмкін. Сондай-ақ, дискілердегі антибиотиктердің өзара әрекеттесуін болдырмау үшін дискілерді 15 минуттан кешіктірілмей қолдану қажет. Зерттелетін материалдары бар табақшаларды төмен қаратып 37±1℃ температурада 18-24 сағат инкубацияланды.
Нәтижелерді есепке алу. Инкубациядан кейін, нұсқаулыққа сәйкес патогенді бактериялардың антибиотиктерге төзімділігін бағалау үшін, дискілердің айналасында бактериялардың өсуін тежейтін аймақтардың болуы туралы нәтижелері талдалды.
Инкубация аяқталғаннан кейін шыныаяқтар қараңғы күңгірт бетке төңкеріліп қойылды, осылайша шағылысқан жарықта есепке алынды. Өсудің тежелу аймақтарының диаметрі 1 мм дәлдікпен сызғышпен өлшенді. Антибиотиктері бар дискілердің айналасындағы өсудің толық тежелу аймақтарына назар аударылды.
Нәтижелерді түсіндіру European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 11.0 нұсқасы [207], клиникалық және зертханалық стандарттар институты (CLSI) ұсыныстарына сәйкес жүзеге асырылды [208], МУК 4.2.1890-04 МУ Микроорганизмдердің бактерияға қарсы препараттарға cезімталдығын анықтау [206, с. 3-90], және «Микроорганизмдерге қарсы препараттарға резистенттігін анықтауға арналған дискілер жиынтығы» нәтижелерін интерпретациялау критерийлері негізінде жүргізілді [209]. 

2.2.6.2 Антибиотикке төзімді штамдардың генетикалық профилін анықтау
Молекулярлы зерттеуге ДНҚ материалын антибактериалды препараттарға қарсы Референтті зертханасының (Community Reference Laboratory for Antimicrobial Resistance) ұсыныстары бойынша бактериалды лизис әдісімен оқшауланды. Ол үшін Эппиндорф пробиркасына 400 мкл ДНКаз сыз су, оған Мюллер-Хинтон ортасында немесе ЕПА өсіп шыққан колониялардан бактериялды ілмекпен бірнеше колонияларды пробиркаға салып мұқият араластырылды. Орбиталды шейкерде (Биосан, Латвия) 100℃ температурада 10 минут қайнатылды. Артынша, пробиркалар бірден мұзға салынды. Содан кейін пробиркаларды центрифугада 10000 айн/мин 10 минут айналдырдық. Жаңа пробиркаға 100-150 мкл көлемінде супернатант алынды.
Амплификацияны праймерлерге арналған 4-кестеде келтірілген авторлардың ПТР хаттамаларына сәйкес жүргізілді.

Кесте 4 – ПТР циклдік бағдарламасы

	Ген 
	Бастапқы денатурация
	Екінші реттік
	Бастапқы күйдіру 
	Көбейту
	Цикл саны 
	Финальды көбейту

	blaTEM
	95℃ 5 min
	95℃ 45 s
	55℃ 45 s
	72℃ 45 s
	30
	72℃ 10 min

	tetA
	95℃ 5 min
	95℃ 30 s
	60℃ 1 min
	72℃
1 min
	30
	72℃ 10 min

	tetB
	94℃ 5 min
	94℃ 40 s
	64℃ 45 s
	72℃ 45 s
	32
	72℃ 5 min

	OXAI
	94℃ 2 min
	94℃ 20 s
	48℃ 30 s
	72℃ 30 s
	30
	72℃ 3 min

	sul1
	94℃ 5 min
	94℃ 40 s
	64℃ 45 s
	72℃ 45 s
	30
	72℃ 5 min

	sul3
	94℃ 5 min
	94℃ 1 min
	53℃ 1 min
	72℃
1 min 30 s
	35
	72℃ 10 min

	qnrA
	94℃ 5 min
	94℃ 1 min
	53℃ 1 min
	72℃
1 min 30 s
	35
	72℃ 10 min

	qepA
	94℃ 5 min
	94℃ 40 s
	60℃ 40 s
	72℃ 45 s
	30
	72℃ 7 min

	aphA1
	94℃ 5 min
	94℃ 40 s
	60℃ 40 s
	72℃ 45 s
	30
	72℃ 7 min

	aadB
	95℃ 5 min
	94℃ 45 s
	57℃ 45 s
	72℃ 1 s
	30
	72℃ 5 sec



Амплификация ұзақтығы шамамен 1 сағат 45 минут болды.
Реакционды қоспа Dream Taq Creen Master Mix, судан, 10 pmol-1 праймерден, зерттелетін ДНҚ. Амплификация режимі 5-кестеде көрсетілгендей әрбір праймерлердің жұбы үшін таңдалды. Реакцияны жүргізу үшін 100 bp маркер, TBE буфер ерітіндісі, SYBR Safe DNA гель бояуы қолданылды.
Антибактериалды препараттарға төзімділік гендерін анықтау үшін осы қасиетті көрсететін бактерия үлгілерінің ДНҚ келесі праймерлерді пайдаланып ПТР арқылы зерттелді: β-лактамдар тобына, пенициллиндерге (blaTEM, blaSHV, OXA), аминогликозидтерге (aphA1, aadB), тетрациклиндер (tetA, tetB), хинолондар (qnrA, qepA) және сульфаниламидтер (SUL3) (5-кесте).
 
Кесте 5 – Антибиотиктерге төзімді және вирулентті гендерін анықтау үшін қолданылған праймерлер тізімі 

	Праймер
	Секвенс (5’-3’)
	Амплификация көлемі

	blaTEM
	GAGTATTCAACATTTTCGT
ACCAATGCTTAATCAGTGAG
	608

	tetA
	GCTACATCCTGCTTGCCT
CATAGATCGCCGTGAAGA
	210

	tetB
	CATTAATAGGCGCATCGCTG
TGAAGGTCATCGATAGCAGG
	930

	OXA
	TCAACAAATCGCCAGAGAAG
TCCCACACCAGAAAAACCAG
	276

	sul1
	TTCGGCATTCTGAATCTCAC
ATGATCTAACCCTCGGTCTC
	436

	sul3
	GAGCAAGATTTTTGGAATCG
CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGA
	880

	qnrA
	ATTTCTCACGCCAGGATTTG
GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
	516

	qepA
	GCAGGTCCAGCAGCGGGTAG
CTTCCTGCCCGAGTATCGTG
	218

	aphA1
	AAACGTCTTGCTCGAGGC
CAAACCGTTATTCATTCGTGA
	500

	aadB
	ATGGACACAACGCAGGTCGC
TTAGGCCGCATATCGCGACC
	634

	Ескерту – Әдебиет негізінде құралған [210-213]



2.2.7 Нарықта ұсынылатын ірімшіктің патогенді E.coli бактерияларымен контаминациялану қаупін модельдеу
Зерттеудің осы бөлігін орындау үшін матрицалық-өлшемділікті төмендету әдісінің теориялық негізін, атап айтқанда Негізгі Компоненттерді Талдау – Principal Component Analysis (PCA) – модельдеу технологиясын қолданылды.
[bookmark: _Hlk174363809]
2.2.7.1 Математикалық негіздемесі және белгілері 
X матрицасының сызықты векторлары ретінде диссертация барысында  жинақталған ірімшік ластануы туралы деректер  жиынтығы қарастырылады. Әр вектордың 𝑥𝑖 жолы бұл жағдайда бір жеке деректің өлшемдерін білдіреді.

2.2.7.1.1 Стандарттау қадамы
PCA әдісі бастапқы айнымалылардағы ауытқуларға сезімтал. Деректер жиынындағы айнымалылардың бастапқы мәндері үлкен диапазондарға ие және үлкен диапазоны бар айнымалылар басқа айнымалыларға үстемдік етпеуі үшін бастапқы деректер орталықтандырылуы керек. Нәтижесінде бастапқы деректер салыстырмалы масштабта түрлендіріледі. Математикалық тұрғыдан бастапқы деректерді стандарттау орташа мәнді алып тастау және әр айнымалының әр мәні үшін стандартты ауытқуға бөлу арқылы жүзеге асырылуы мүмкін:



2.2.7.1.2 Ковариациялық матрица қадамы
Бұл қадамның мақсаты деректер жиынының айнымалылары арасындағы байланысты анықтау болып табылады. Айнымалылар арасында күшті корреляция болған кезде артық ақпарат болуы мүмкін екендігі белгілі Айнымалылар арасындағы корреляцияны анықтау үшін корреляциялық матрица есептеледі, (𝑖,𝑗)-ші элементі белгілердің корреляциясы болып табылады .   Ковариация (1) формуласы бойынша:

𝐶𝑜𝑣(𝑋𝑖, 𝑋𝑗) = 𝐸 [(𝑋𝑖 - 𝐸(𝑋𝑖 )) (𝑋𝑗 - 𝐸(𝑋𝑗))] = 𝐸(𝑋𝑖, 𝑋𝑗) - 𝐸(𝑋𝑖 )𝐸(𝑋𝑗)           (1)
𝐸(𝑋𝑖 ) = 𝐸(𝑋𝑗) = 0 болғандықтан, 𝐶𝑜𝑣(𝑋𝑖, 𝑋𝑗) = 𝐸(𝑋𝑖, 𝑋𝑗).

Айнымалының өзімен ковариациясы – оның дисперсиясы, яғни, 𝑋𝑖=𝑋𝑗 болған кезде, 𝐶𝑜𝑣((𝑋𝑖, 𝑋𝑗) = 𝑉𝑎𝑟(𝑋𝑖). Негізгі диагональда әрбір бастапқы айнымалының дисперсиясы орналасады. Ковариациялық матрица симметриялы және көп өлшемді кездейсоқ шамалар жағдайында дисперсияны жалпылау болып табылады; ол сонымен қатар дисперсия сияқты кездейсоқ шаманың пішінін (таралуын) сипаттайды. 

2.2.7.1.3 Меншікті мәндер және меншікті векторлар қадамы 
Ковариация матрицасы дисперсияны жоғары өлшемдерге жалпылау болып табылады. Кездейсоқ 𝑋 векторын жобалайтын бірлік векторын қарастырайық. Сонда оған проекция 𝑣𝑇𝑋-қа тең болып табылады. Векторға дисперсияның проекциясы сәйкесінше 𝑉𝑎𝑟 (𝑣𝑇𝑋) болады. Жалпы алғанда, векторлық формада (центрленген шамалар үшін) дисперсия 

𝑉𝑎𝑟(𝑋) = Ʃ = 𝐸(𝑋 ∙ 𝑋𝑇)
𝑉𝑎𝑟(𝑣𝑇𝑋) = Ʃ ∗ = 𝐸((𝑣𝑇𝑋) ∙ (𝑣𝑇𝑋)𝑇) = 𝐸(𝑣𝑇𝑋 ∙ 𝑋𝑇𝑣) = 𝑣𝑇𝑋 (𝑋 ∙ 𝑋𝑇)𝑣 = 𝑣𝑇Ʃ𝑣 

түрінде өрнектеледі. Мұнда Ʃ - матрицаның сингулярлық мәні
Дисперсия 𝑣𝑇Ʃ𝑣 мәнінде максималды болады. Рэлейдің үлестіріміне сәйкес, бұл коварианттық матрицалар үшін ерекше жағдай болып табылады: 

,

мұнда 𝑥 ‒ меншікті вектор, ал
𝜆 ‒ меншікті мән. 
Сонымен, проекциядағы максималды дисперсияның бағыты әрқашан осы дисперсияның шамасына тең максималды меншікті мәні бар меншікті вектормен сәйкес келеді. Бұл өлшемдердің үлкен санына проекцияларға да қатысты: m-өлшемді кеңістікке проекцияның дисперсиясы (ковариациялық матрица) максималды меншікті мәндері бар меншікті векторлардың m бағытында максималды болады. 

2.2.7.1.4 Жаңа деректер жиынтығын алу қадамы
Осы қадамда біз 𝑣𝑇𝑋 векторын есептеу керек. Егер бізде вектор емес, гипержазықтық болса, онда 𝑣𝑇 векторының орнына V 𝑇 негізгі векторларының матрицасын аламыз. Алынған вектор (немесе матрица) біздің бақылауларымыздың проекцияларының массиві болады. Эксперименттік деректерді түсіндіру көбінесе жоғалған ақпараттың көлемін бағалауды талап етеді және оны пайызбен көрсету ең қолайлы әдісі. Әрбір ось бойынша дисперсиялардың жалпы сомасына (яғни коварианттық матрицаның барлық меншікті мәндерінің қосындысына) бөліңіз. Егер белгілер арасындағы байланыс өте күшті болса, онда ақпараттың жоғалуы минималды болады. Негізгі компоненттер – бұл жаңа айнымалылар (яғни негізгі компоненттер)  олар жаңа айнымалылар корреляцияланбайтын және бастапқы айнымалылардағы ақпараттың көп бөлігі бірінші компоненттерге қысылатын етіп құрылған сызықтық комбинациялар ретінде құрастырылған. PCA мақсаты-мүмкін болатын максималды ақпаратты бірінші компонентке, содан кейін қалған ақпаратты екінші компонентке және т.б. орналастыру.

2.2.7.2 Симуляциялау
Ірімшіктің колиформ түрлерімен ластануын жоғарыда сипатталған алгоритмге сәйкес модельдеу үш датасеттер бойынша бөлектендіріліп  жасалынды. 
Өнім Типі Датасетінің  сызықты векторы ірімшіктің үш типтері (1-тип:  64 жұмсақ өнім; 2-тип: 102 жартылай қатты өнім; 3-тип: 41 қатты өнім сынамалары) бойынша жасалынған сандық эксперименттер арқылы анықталды.  
Өндіруші Типі Датасеті үшін аталмыш вектор кәсіпорындардың жылдық өндіріс көлеміне байланысты (Ірі өндірушілер: саудаға жылына 10 т артық өнім шығаратын 22 кәсіпорын; Шағын өндірушілер: саудаға жылына 10 т кем өнім шығаратын 8 кәсіпорын) аппроксимацияланды.
Қаптау Типі Датасетінің  сызықты векторы ірімшіктің колиформдармен ластануының коммерциялық қапталуына (Вакуумды: кәсіпорында вакуумдалып сатылатын 161 өнім сынамалары; Кесілген: сауда орнында оралып сатылатын 46  өнім сынамалары) сәйкес модельденді.
Сонымен қатар, өнім типтері, кәсіпорын көлемі және қапталу технологиясының ірімшіктің төрт колиформ түрлерімен ластануына әсері бойынша 17, 19, 20-кестелерге сәйкес мәліметтер кластерлері жасалынды.
Ірімшіктің колиформдармен ластану қауіпсіздігі моделінің симуляциясы РСА жоғарыда сипатталған стандартты қадамдарына сәйкес Windows-қа бағытталған R-4.4.0 программасында орындалды. 

3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ

3.1 Қазақстандағы ірімшік нарығының қазіргі жағдайы
Ресми статистикалық мәліметтер бойынша, Қазақстанда күнделікті рационынның таңдаулы өнімі болып саналатын ірімшікті тұтыну жылына бір адамға 2.5 кг құрайды [195].  
Ірімшік өндіру еліміздің индустриялық-инновациялық дамуының мемлекеттік бағдарламасы шеңберінде өңдеуші өнеркәсіптің басым секторларының тізбесіне кіреді. Сүт өнімдерінің өндірісі соңғы бес жылда 50%-ға артып, атап айтқанда ірімшіктер мен сүзбе 2017 жылы – 25.5 мың т, 2018 – 27.5 мың т, 2019 – 31.8 мың т, 2020 – 36.0 мың т, 2021 – 39.7 мың т, 2022 – 36.8 мың т, 2023 – 43.2 мың т өндірілді (7-сурет). 



Сурет 7 – 2017-2023 жылдардағы Қазақстандағы ірімшік нарығы көлемінің динамикасы

Казақстандық өндірушілер сүт өнімдеріне сұраныстың 83.7%, оның ішінде ірімшік пен сүзбеге сұраныстың 56% қамтамасыз етті. Аталмыш азық-түліктер өндірісі 2022 жылмен салыстырғанда 2023 жылы 14.8%-ға артты, 2024 жылдың 1-жартыжылдық есебінде ірімшік пен сүзбе өндірісінің 16,8% өсуі байқалды. Қазақстан Сүт Одағы ұйымы деректеріне сүйенсек, еліміздің солтүстік өңірінде (СҚО, Қостанай облысы) 19 ірі және 4 шағын ірімшік өндіру кәсіпорындары; орталық өңіріңде (Ақмола, Қарағанды, Ұлытау облыстары), сәйкесінше, 18 және 4; шығыс өңірінде (ШҚО, Абай, Павлодар облыстары) 21 және 14; ал оңтүстік өңірінде (Алматы және Жамбыл облыстары) 16 ірі және 7 шағын ірімшік өндіру кәсіпорындары жұмыс жасайды. Жалпы көрсетілген он облыста 74 ірі және 29 шағын кәсіпорындарда ірімшік өндіріледі. Алайда отандық ірімшік өндірісі халықтың сұранысының тек 55.4% ғана қамтып келді. 
Ал ірімшікті тұтынушылар арасында жүргізілген сауалнама нәтижелері ірімшіктің жартылай қатты мен жұмсақ түрі жиі алынатыны белгілі болды [209].
Астана қаласының ең ірі сауда желілерілерінде жүргізілген маркетинг зерттеу нәтижесінде 6-кестеде көрсетілгендей сатуға ұсынылатын ірімшіктер ассортиментін анықталынды.

Кесте 6 – Нарықтағы ірімшік ассортименті 
	
	Өндіруші елдер
	  Үлгілері
	Типтері

	
	саны
	%
	қатты
	жартылай қатты
	жұмсақ

	
	
	
	саны
	%
	саны
	%
	саны
	%

	Қазақстан
	38
	48.1
	5
	13.2
	26
	68.4
	7
	18.4

	Ресей
	13
	16.5
	2
	15.4
	5
	38.4
	6
	46.2

	Беларусь
	11
	13.9
	1
	9.1
	8
	72.7
	2
	18.2

	Басқа Еуропа елдері* 
	17
	21.5
	5
	29.4
	7
	41.2
	5
	29.4

	Барлығы
	79
	100
	13
	16.5
	46
	58.2
	20
	25.3

	* ‒ Украина, Франция, Италия, Дания, Литва, Голландия, Финляндия, Польша



Зерттеу жүргізілген желілерде сатылатын ірімшік тауарлық бірліктерінің 48.1% Қазақстанда өндірілген, олардың 68.4% жартылай қатты, 18.4% жұмсақ және 13.2% қатты сорттары болды. Ірімшіктің 51.9% әлемнің 10 елінен импортталған сорттарға жатты. Соның ішінде, 30.4% ірімшік түрлері Ресей мен Белорусь елдерінен тасымалданған болып шықты.

3.2 Қазақстан нарығындағы отандық ірімшікті ластайтын колиформалардың микробиоталық пейзажы

3.2.1 Ірімшіктің ІТБТ бактерияларымен ластану деңгейі 
Қазақстанның өндіріс аймақтары бойынша колиформалар 45.4% үлгіде [39.40–54.86] 95% CI аралығында анықталды (7-кесте). 

Кесте 7 – Қазақстан нарығындағы отандық ірімшіктің колиформалармен ластану деңгейі

	Ірімшік типтері
	Үлгілер саны
	Аймақтар бойынша, %
	95% CI
	SD

	
	
	шығыс
	орталық
	солтүстік
	оңтүстік
	жалпы
	
	

	Жұмсақ
	64
	57.6
	41.6
	81.8
	0
	59.3
	[45.25–64.51]
	29.78

	Жартылай қатты
	102
	34.1
	44.8
	82.6
	0
	47
	[40.37–71.51]
	29.46

	Қатты
	41
	14.2
	20
	22.2
	33.3
	19.5
	[18.42–30.27]
	6.92

	Барлығы
	207
	37.9
	37.5
	72.2
	10
	45.4
	[39.40–54.86]
	22.05



Барлық аймақтарда жұмсақ типті ірімшіктердің контаминациясы ең жоғары деңгейді (59.3) көрсетіп, 95% CI [45.25–64.51] болды (8-кесте). Ал өндірістік региондар бойынша осы сүт өнімінің ІТБТ түрлерімен ластануы солтүстікте орналасқан кәсіпорындарға тән болды. Бұл өңірде  колиформалар жалпы нарыққа шығарылатын ірімшік үлгілерінің 72.2% анықталды (8-кесте). 
Жұмыс барысындағы бақылауларға сәйкес, бактериялармен ластану интенсивтігі шағын кәсіпорындар жағдайында дайындалған жұмсақ және ірімшіктерде жоғары болды (9-cурет).
Жалпы зерттелінген өнім үлгілерде ІТБТ микроорганизмдерімен ластануы КТБ бойынша  60±17.78 жетті, оның ішінде E.coli түрімен КТБ 55.7±14.50 аралығында болды. 
Колиформалардың микробиологиялық ластанудың өнімдерді қаптау технологиясымен корреляциясы орын алды: қапталмай сатылатын ірімшіктерде кәсіпорындарда ваккумдық қапталу арқылы өндірілетін өнімдермен салыстырғанда аталмыш шартты патогенді микроорганизмдермен контаминациясы жоғарылау болды. 
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а ‒ вакуумда оралған жартылай қатты ірімшік; ә ‒ кіші кәсіпорында өндірілген жұмсақ ірімшік

Сурет 8 – Compact Dry EC пластиналарындағы колиформалар колонияларының өсуі

3.2.2 Колиформалардың түрлік құрамы
МАЛДИ-ToF әдісімен алынған нәтижелерді бағалауда сәйкестендіру коэффициенті (score) 2,0 немесе одан жоғары мәнге ие болса, нәтижелер сенімді деп саналды (9-сурет).
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Сурет 9 – Масс-спектрометр дисплейіндегі  колиформа түрлерін бақылау көрінісі

Оқшауланған микроорганизмдер колонияларын спектрометриялық зерттеу нәтижесінде келесі колиформа туыстары Escherichia, Enterobacter, Citrobacter идентификациялады (11-сурет, Қосымша Г). 
Оның ішінде, ІТБТ түрлері бойынша үлгілер ластануының ең жоғары үлесі  E.coli  келді (69.1%), басқа түрлердің экстенсивтік көрсеткіші 10-суретте берілгендей болды. 


[image: ]
Сурет 10 – Спектрометриялық әдіспен анықталған колиформа бактериялар түрлерінің үлгілерге сәйкес үлестірілуі (%)

3.3 Нарықтағы ірімшіктердің E. coli түрімен контаминациялану жағдайы

3.3.1 E.coli изоляттарының морфо-биохимиялық қасиеттері
Микробиологиялық зерттеулер ірімшік үлгілерінен анықталған E.coli морфологиялық және биохимиялық қасиеттерін растады (11, 12-суреттер, 8-кесте).
[image: ]

Сурет 11 – Ірімшік үлгілерінен бөліп алынған E.coli колония жағындысы (×1000)

Грам әдісімен бояғанда E.coli  ұзындығы, шамамен, 2.0 µm, диаметрі 0.25-1.0 µm және жасуша көлемі 0.6-0.7 µm3 грам-теріс таяқшалар ретінде көрініс берді (12-сурет).
Бөлінген E. coli изоляттарының дифференциалды-диагностикалық орталарда 8-кестеде көрсетілгендей өсу сипаттарына ие болды.

	Қоректік орталар
	Биохимиялық сипаттамасы
	Колониялардың өсу сипаты

	Эндо ортасы
	Лактозаны ашытады
	Өсу сипаты жалпақ , металл жылтыры бар қою қызыл колониялар түзеді. 

	McConkey ортасы
	Лактозаны ашытады
	Қызғылт колониялар түзеді

	T.B.X agar E. coli
	E. coli тән глюкуронидаза ферменті бар
	Көк түсті колониялар

	Клиглер ортасы
	Лактозаны, глюкозаны ферменттейді, күкірт-сутек өндірмейді
	Орта түсі сары, газ түзіледі – агар жарылған немесе ортада көпіршіктер анық байқалды

	ChromagarTM E.coli
	E. coli колонияларын көк түсте көрсететін индикаторлық орта
	Көк жасыл түсті колониялар түзеді


Кесте 8 – E. coli колонияларының культуралды  қасиеттері

Клиглер ортасында E. coli колониялары көмірсуларды ашыту және газ түзуді, ортаның түсі мен көрінісінің өзгеруін қамтитын биохимиялық сипатқа ие болды (12-сурет).
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Сурет 12 – E. coli изолятының биохимиялық «түсті қатары» 

E. coli изоляттары ферментативті қасиеттері бойынша индол түзді, глюкозаны, маннит ферментациясын ынталандырды, күкірт сутегін түзбеді. Олар жоғары биохимиялық белсенділікке ие болып, оксидазаға теріс, каталазаға оң реакция берді (13-сурет).
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a ‒ индол түзу; ә ‒ лактозаны ашыту орталарында

Сурет 13 – Типтік колония егіндісінің  ферментативтік орталардағы көрінісі

Сонымен, конвенционалды микробиологиялық зерттеулер нәтижесінде жинақталған ірімшік сынамаларынан 65 E.coli таза культуралары бөлініп алынды. 




3.3.2 Қазақстан нарығындағы ірімшіктің E.coli ластануы бойынша  микробиологиялық санитариялық сапасы

3.3.2.1 Отандық ірімшікті ішек таяқшасымен контаминациялануына байланысты халықаралық стандарттарға сәйкес бағалау
Ірімшіктің E.coli-мен контаминациясының КТБ бойынша Қоғамдық денсаулық сақтау зертханаларының (PHLS) стандартты гигиеналық нормативіне сәйкес ластанған өнім үлгілерінің 58.5% жарамды, 33.8% қанағаттанарлық болды, ал 6.2 және 1.5% үлгілері, сәйкесінше, қанағаттандырылмайтын және жарамсыз деп бағаланды (9-кесте). 
Микробиологиялық бағалау бойынша қанағаттандырылмайтын және жарамсыз категорияларға жұмсақ және жартылай қатты ірімшіктер сынамаларының сәйкесінше  6.2 және 1.5% жататыны анықталды. 

Кесте 9 – PHLS стандарттары бойынша E.coli-мен ластанған ірімшік үлгілерін микробиологиялық санитариялық бағалау

	Ірімшік 
типтері
	Ластану деңгейі
	КТБ /г (n, %) бойынша

	
	cаны
	%
	жарамды
	қанағат-танарлық 
	қанағат-тандырыл-майтын
	жарам-сыз

	
	
	
	˂ 20
	20 ˂ 100
	100 >
	≥ 104

	Жұмсақ (n=64)
	
31
	48.4
	18 (58.1)
	9 (29.0)
	3 (9.7)
	1 (3.2)

	Жартылай қатты (n=102)
	28
	27.4
	16 (57.1)
	11 (39.3)
	1 (3.6)
	0

	Қатты  (n=41)
	6
	14.6
	4 (66.7)
	2 (33.3)
	0
	0

	Барлығы (n=207)
	65
	31.4
[30.45–38.88]*
	38 (58.5)
	22 (33.8)
	4 (6.2)
	1 (1.5)

	* ‒ 95% сенімділік интервалы



3.3.2.2 Кәсіпорындардың көлемі мен географиялық орналасуы бойынша ірімшіктің E.coli  ластануының ерекшелігі
Ірімшіктердің E.coli ластану географиясы солтүстік аймақтағы үлгілерде E.coli жоғары 46% көрсетті.
Ал шығыс және орталық аймақтардан ластанған сынамалардың үлесі төмен, сәйкесінше 29 және 25% болды. Оңтүстік аймақтағы ірімшік үлгілерінен E.coli штамдары анықталмады.
Тұтастай алғанда, ел бойынша ластану деңгейі – 31% [95% CI 30.45–38.88], ең көп ластанғаны жұмсақ ірімшіктер – 48%, жартылай қатты түрлері – 28% болды. Қатты ірімшіктердің тек 15% ғана ластанғаны анықталды (10-кесте). Ірімшік типтерінің E.coli контаминация заңдылығы еліміздің барлық аймақтарына тән болды.
E.coli ластану деңгейі кәсіпорындардың көлеміне байланысын көрсетті. Атап айтқанда, шағын кәсіпорын өнімдері шамамен 2/3 бөлігі E.coli – 65% ластанған, ал ірі кәсіпорындар өнімдері үштен бірі, ол 27.5%, жалпы ластанғаны – 31% болды. Сонымен бірге барлық кәсіпорында өндірілген ірімшіктердің жұмсақ типтері жиі ластануы анықталды, оның 80% шағын кәсіпорын өнімдері болып табылады.

Кесте 10 – Кәсіпорындар көлеміне байланысты E.coli контаминациясы

	Кәсіпорындар 
	Ірімшік  сынамаларының типтері
	Барлығы

	
	жұмсақ 
	жартылай қатты
	қатты
	

	
	саны
	ластан-ғаны,% 
	саны
	ластан-ғаны,%
	саны
	ластан-ғаны,%  
	саны
	ластан-ғаны,%  

	Ірі (n=15)
	34
	44.1
	50
	24
	25
	12
	109
	27.5

	Орта (n=7)
	20
	40
	42
	26.2
	16
	18.8
	78
	28

	Шағын (n=8) 
	10
	80
	10
	50
	0
	0
	20
	65

	Жалпы
	64
	48.4
	102
	27.5
	41
	14.6
	207
	31.4



3.3.2.3 Ірімшіктің коммерциялық сатылым үлгісі бойынша E.coli ластану деңгейі
Ірімшіктердің сату орындарында қапталған үлгілердің 47.8% E.coli ластануы жоғары болды,  ал өндіріс жағдайында вакуумды оралған ірімшік үлгілерінің 26.7% ластанғаны анықталды (11 кесте).

Кесте 11 – Ірімшіктерді қаптау әдісіне байланысты E.coli -мен ластануы

	Ірімшік типтері
	Қаптау әдісі

	
	Вакуумды, өндірістік 
	Сату орнында оралған

	
	саны
	ластанғаны,%
	саны
	ластанғаны,%

	Жұмсақ
	58
	43.1
	6
	100

	Жартылай қатты
	76
	21.1
	26
	46.2

	Қатты
	27
	0.7
	14
	28.6

	Барлығы
	161
	26.7
	46
	47.8



Оның ішінде, ластанудың ең жоғары деңгейі вакуумдық қаптамадағы жұмсақ типтегі ірімшік үлгілерінде 43.1% және вакуумдағы ораудағы ірімшіктердің ластану жағдайы барлық сауда нүктелерінде 100% байқалды.
Оралған жартылай қатты ірімшіктердің ластануы 46.2% жетті, бұл жұмсақ ірімшіктермен салыстырғанда төмен, бірақ қатты ірімшіктерге қарағанда жоғары болды. Жалпы алғанда оралудың екі түріндегі қатты ірімшіктердің ластану деңгейі басқалармен салыстырғанда төмен болды.

3.4 E.coli штамдарының молекулалық-генетикалық сипаттамасы 
Зерттелінген штамдардың ДНҚ концентрациясы 2 нг/мкл-ден 78 нг/мкл -дейін болды. Барлық ДНҚ үлгілерінде спектрофотометрлік көрсеткіштері тазартудың жоғары дәрежесін көрсетті және орта 1.9 диапазонда толқын ұзындықтарының өзара қатынасы 260/280 болды. Осы ретпен 26 E.coli изоляттарының генотиптеуге жеткілікті ДНҚ  жинағы қалыптастырылды.
 
3.4.1 Нысаналы гендердің филогенетикалық діңгегі бойынша диагностикалау

3.4.1.1 16S rRNA генінің филогенетикалық көрінісі
[bookmark: _Hlk169209760]ДНҚ үлгілерінің тазалығы мен түрлерін сәйкестендіру үшін 16S rRNA гені фрагментінің нуклеотидтік реттілігі талданды. ПТР амплификация нәтижелері 14 суретте келтірілген.
14-суретте көрсетілгендей, барлық 26 сынамада молекулалық салмағы шамамен 800 ж. н. жететін ерекше фрагменттер амплификацияланды.

[image: ]

Белгілер: (1-26) үлгілер, р/н сәйкес нөмірлеу; (М) Молекулалық салмақ маркері (Fermentas) (100-10000 ж. н., 100-1000 қадам 100 ж. н.), (К–) теріс бақылау үлгісі

Сурет 14 – ДНҚ 16S rRNA ген фрагментін амплификациялаудың ПТР өнімдерінің  электрофореграммасы

Визуалды тексеру кезінде хроматограммаларда шыңдардың қабаттасуы байқалмады, бұл ДНҚ басқа бактерия түрлерінен тазалығын көрсетеді (15-сурет).

[image: ]

Сурет 15 – 16S rRNA генінің реттілік хроматограммасы

Нуклеотидтер тізбегін талдау. Алынған 16S rRNA генінің нуклеотидтер тізбегі талданды және SeqMan бағдарламалық құралында жалпы реттілікке біріктірілді. Содан кейін соңғы фрагменттері (праймерлердің нуклеотидті тізбегі, сапасы төмен фрагменттер) алынып тасталды. Алынған тізбектер Gene Bank (www.ncbi.nih.gov) дерекқорларында сақталған нуклеотидтер тізбегімен BLAST алгоритмі бойынша анықталды. 
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Кесте 12 – E.coli изоляттарының нысаналы гендерін секвендеу арқылы  талдау

	Нысаналы гендер

	16S rRNA
	DNJ

	Үлгілер нөмірі
	Бактерия түрі
	Штамм нөмері
	Сәйкестік, %
	Бактерия түрі
	Штамм нөмері
	Сәйкестік, %

	1360
	Escherichia coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.81
	E. coli O157:H7
	NC_002695.2:14185-15315
	100

	1318
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.04
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	1359
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.70
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.81

	1362
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	1363
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.81

	1371
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.70

	1373
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.81
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	1374
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	1
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.38
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	2
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.80

	3
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	4
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.04

	5
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.48
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.08

	6
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	7
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.27
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	8
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.10
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.65

	9
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.62
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.10

	10
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	100
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	100

	12
	E. coli
	NBRC 102203 AB681728
	99.65
	E. coli
	NC_000913.3:14168-15298
	99.52

	14
	Serratia quinivorans
	W1 KM 506768
	99.52
	Serratia liquefaciens
	NZ_CPO48784.1:636173637303
	99.70



12-кестеде, талдау нәтижесінде изоляттан алынған ДНҚ сынамаларының нуклеотидтер тізбегі E.coli NBRC 102203 AB681728 референтті штамының нуклеотидтер орналасу реттілігіне сәйкестігі максималды деңгейде жоғары (99-100%) болды. Зерттелінген E.coli изоляттарының ДНҚ сынамалары осы туыс және басқа бес бактерия туыстардың 41 түріне, атап айтқанда  Shimwellia, Pseudoescherichia, Leclercia туыстарының бір түріне, Shigella туысының төрт, Escherichia туысының басқа бес түріне, Cronobacter туысының 9 және Serratia туысының 20 түрлеріне генетикалық сәйкестігі бойынша филогенетикалық діңгекте жақын орналасқаны айқындалды (16-сурет). 

[image: C:\Users\i.iskakova\Downloads\1111.tif]	 

Сурет 16 – E. coli штамдарының 16S rRNA генінің филогенетикалық көрінісі
Сонымен, ДНҚ 16S rRNA генінің нуклеотидтер тізбегінің жоғары консерватизмі әртүрлі бактерияларға тән реттілікті көрсетсе де, E.coli идентификациялауға жеткілікті дәрежеде болды. E.coli изоляттарының ең жақын референтті штамына гомология дәрежесі 99-100.0% құрады. Ал бір изоляттың аталмыш геннің нуклеотидтер тізбегі Serratia bozhouensis W1 KM 506768 штамына жоғары деңгейдегі сәйкестікті көрсетті (16-сурет, 12-кесте).

3.4.1.2 dnaJ генін филогенетикалық көрінісі
NCBI дерекқорындағы dnaJ генінің нуклеотидтер тізбегін талдау арқылы идентификациялау нәтижелері 17-суретте филогенетикалық діңгек ретінде, ал гомология дәрежесі 12-кестеде беріледі. 

[image: ]

Сурет 17 – E.coli штамдарының dnaJ генінің филогенетикалық діңгегі

Сонымен, ДНҚ dnaJ генінің нуклеотидтер тізбегінің жоғары консерватизмі әртүрлі бактерияларға тән реттілікті көрсетсе де, E.coli анықтауға жеткілікті болды. E.coli изоляттарының ең жақын референтті штамына гомология дәрежесі 99-100.0% құрады. Ал бір изоляттың  аталмыш геннің нуклеотидтер тізбегі Serratia liquefaciens NZ_CPO48784.1:636173637303 штамына жоғары деңгейдегі сәйкестікті көрсетті (17-сурет, 12-кесте).

3.4.2 Патогенді E.coli штамын жетілдірілген мультиплексті ПТР әдісімен  индикациялау
Ірімшіктерден микробиологиялық жолмен оқшауланған 65 E.coli изоляттарының ДНҚ концентрациясы 2 нг/мкл-ден 78 нг/мкл-дейін болды. Барлық ДНҚ үлгілерінде спектрофотометрлік көрсеткіштері тазартудың жоғары дәрежесін көрсетті және орта 1.9 диапазонда толқын ұзындықтарының өзара қатынасы 260/280 болды. Осы ретпен 65 E.coli изоляттарының генотиптеуге жеткілікті ДНҚ жинағы қалыптастырылды.
ДНҚ Stx1, Stx2 және eaeА гендері Terrestrial Manual WOAH әдістемесінің жетілдірген нұсқасы бойынша мультиплексті ПТР-мен сыналды.
Ұсынған мультиплексті жетілдірілген ПТР көмегімен изоляттар геномында Stx1, Stx2 және eaeA гендерін зерттеу тәжірибелері STEC және O157:H7 патогенді штамдарын анықтауға мүмкіндік беретіндігі дәлелденді (18-сурет).  

[image: ]

Сурет 18 – Мультиплексті ПТР нәтижесі: екінші қатарда  eaeA геніне тән ампликондар жиынтығының көрінісі

Молекулярлық-генетикалық зерттеу нәтижесінде, Қазақстанда өндірілген ірімшіктерден алғаш рет интиминді вируленттік факторды кодтайтын eaeA гені тән E.coli O157:H7 патогенді штамы 0.5% сынамалардан анықталды.
Тағамдық микрофлораның патогенді E.coli штамдары микробиологиялық тұрғыдан эмерджентті қауіптерге жатады. Олар шига токсиндер өндіруге қабілетті және басқа ауру қоздырғыштарымен қатар кездеседі.
Бактерияның патогенді шига токсин бөлетін (STEC) және O157:H7 штамдарының негізгі резервуары үй жануарлары болып табылады және олар ауыр түрде өтетін зоонозды токсикоинфекция тудырады. Бұл адам денсаулығына, тағам қауіпсіздігіне және қоршаған ортаға айтарлықтай зардапты болуы ықтимал. E.coli инфекциясы адам мен үй жануарлары популяцияларында жоғары деңгейде, тез мерзімде тарайды. Қазақстандағы ірімшік сынамаларында E. coli O157:H7 патогенді штамының алғашқы рет анықталуы сүт өнімдерінің STEC және оның патогенді штамдарымен ластану қауіпін көрсетеді. 

3.5 E.coli изоляттарының микрорганизмдерге қарсы препараттарға резистенттігі

3.5.1 Антибиотиктерге резистентті штамдардың фенотиптік сипаты 
Микробқа қарсы препараттарға сезімталдық сынағының нәтижелері бойынша барлық төзімді E.coli штамдары сезімтал және резистентті болып бөлінді. Резистентті штамдар, өз кезегінде, бактерияға қарсы препараттар тобының 1-ші, 2-ші және 3-ші тобына резистентті болып бөлінді. Ал 3 және одан да көп антибиотик препараттарына резистентті штамдар полирезистентті деп саналды.
E.coli изоляттары барлық аминогликозидтер тобындағы препараттарына, β-лактам тобындағы 50% препараттарға және фторхинолондар тобындағы төрт препараттың біріне сезімталдық танытты (13-кесте).

Кесте 13 – E. сoli (n=65) штамдарының антибиотикке резистенттігі

	Микробқа қарсы препараттар тобы
	Антибиотик препараттары
	Интерпретация критерийлері, саны

	
	
	резистентті (n/%)
	аралық  (n/%)
	сезімтал 
(n/%)

	β-лактамдар
	Ампициллин (AMP)
	-
	-
	65 (100)

	
	Амоксициллин (AMX)
	2 (3.1)
	-
	63 (96.9)

	
	Цефподоксим (CFD)
	-
	-
	65 (100)

	
	Цефоперазон (CFP)
	-
	-
	65 (100)

	
	Цефокситин (CFN)  
	20 (30.8)
	2 (3.1)
	43 (66.1)

	
	Меропенем (MPN)
	7 (10.8)
	-
	58 (89)

	Аминогликозидтер
	Стрептомицин (STR)
	-
	-
	65 (100)

	
	Канамицин (KN)
	-
	-
	65 (100)

	
	Гентамицин (GNT)
	-
	-
	65 (100)

	Амфениколдар
	Левомицетин (LEV)
	13 (20)
	-
	52(80)

	Тетрациклиндер
	Тетрациклиндер (TET)
	13 (20)
	-
	52 (80)

	
	Доксициклин (DOX)
	6 (9.2)
	-
	59 (90.8)

	Хинолондар
	Налидикс қышқылы (NA)
	2 (3.1)
	-
	63 (96.9)

	Сульфаниламидтер
	Сульфаметоксазол  триметоприммен (TMT+SFM)
	8 (12.3)
	-
	57 (87.7)

	Фторхинолондар
	Ципрофлоксацин (CFX)
	2 (3.1)
	-
	63 (96.9)

	
	Норфлоксацин (NFX)
	3 (4.6)
	-
	62 (95.4)

	
	Энрофлоксацин (EFX)
	-
	-
	65 (100)

	
	Офлоксацин OFX)
	4 (6.2)
	-
	61 (93.8)

	Нитрофурандар
	Фурадонин (FD)
	9 (13.8)
	2 (3.1)
	54 (83.1)

	
	Фуразолидон (FZ)
	10 (15.4)
	-
	55(84.6)



Дәрілердің химиялық топтарына төзімділігі бойынша ішек таяқша изоляттары сыналған аминогликозидтердің (n=3) 100% сезімтал болды, ал β-лактамдардың (n=6) 50%, фторхинолондардың (n=4) 75%, тетрациклиндер мен нитрофурандардың (n=2) 100% және бір препараттан зерттелінген хинолондар, амфеникол, сульфаниламидтер резистенттік көрсетті.
Сонымен қатар, изоляттардың 1.5% сегіз антибиотик препараттарына төзімді, 3.1% жеті және алты антибиотикке, 4.6% беске, 6.2% төртке, үш және екіге, 20% бір дәріге төзімді (14-кесте).

Кесте 14 – E. coli изоляттарының бактерияға қарсы төзімділік профилі (n=65)

	Бактерияға қарсы препараттар саны
	Бактерияға қарсы препараттар комбинациясы
	Резистентті изоляттар саны

	3
	CFN, MPN, ТЕТ
	2

	3
	CFN, LEV, TMT+SFM
	2

	4
	CFN, LEV, FD, FZ
	2

	4
	CFN, LEV, DOX, FZ
	2

	5
	CFN, MPN, LEV, ТЕТ, FD 
	2

	5
	CFN, MPN, LEV, ТЕТ, ДОКС
	1

	6
	CFN, MPN, LEV, ТЕТ, ДОКС, FD
	1

	6
	CFN, LEV, ТЕТ, NFX, НА, FD
	1

	7
	CFN, LEV, ТЕТ, FD, NFX, NA, FZ
	1

	7
	CFN,AMX, DOX, FD, NFX, TMT+SFM,FZ
	1

	8
	CFN, CFX, AMX, MPN, LEV, ТЕТ, DOX, FD
	1



14-кестеде көрсетілгендей бактерияға қарсы препараттарға резистентті штамдардың бірнеше дәрілік препараттарға төзімділігі әртүрлі препараттар тобына резистенттілік комбинациясын қамтитын сегіз профилі анықталды.
Оның ішінде жиі «аминогликозидтер + β-лактамдар + тетрациклиндер» - 2 штамда, «аминогликозидтер+амфениколдар + сульфаниламидтер» - 2 штамда, «аминогликозидтер+амфениколдар+тетрациклиндер+нитрофурандар» - 2, «аминогликозидтер+амфениколдар+нитрофурандар» - 2 штамда, «аминогликозидтер+β-лактамдар+амфениколдар+тетрациклиндер+ нитрофуран» –  екі штамда көрсетті.
Оқшауланған E. coli изоляттары бактерияға қарсы 20 препараттың 65% резистенттілік танытты. Оның ішінде, E. coli изоляттарының 3% амоксициллин, налидикс қышқылы және ципрофлоксацин, 5% норфлоксацин, 6% офлоксацин, 9% доксициклин, 11% меропенем, 12% сульфаметоксазол  триметоприммен, 14% фурадонин, 15% фуразолидон, 20% левомицетин  және тетрациклин, 31% цефокситин антибиотик препараттарына резистентті болды.
Зерттелген E. coli изоляттарының 25% бактерияға қарсы препараттарға мультирезистентті профиль көрсетті, бұл ретте 16 изолят антибиотиктердің үш немесе одан да көп кластарына төзімді болды. 
Микробқа қарсы препараттарға төзімді патогендердің таралуына бактериялардың генетикалық материалды бір бірімен бөлісуі мүмкіндік береді. Антибиотиктерді консервативті қолдану және шамадан тыс пайдалану патогенді төзімді бактериялардың тұрақты штамдарын пайда болуына ықпал етеді [214].
3.5.2 Антибиотикке төзімді штамдардың генетикалық профилі
Оқшауланған E. coli изоляттарында бактерияға қарсы препараттарға төзімділік генотиптерінің болуына молекулярлық-генетикалық зерттеу нәтижесінде β-лактамдарға 15.4%, сульфаниламидтерге 30.8% және хинолондарға төзімділікті кодтайтын гендер үлгілердің 9.3% анықталды (15-кесте). E. coli изоляттарынан бөлінген резистентті ген ампликондарының электрофорездегі визуализациясы және құжаттандырылуы 19-суретте бейнелендірілген.

Кесте 15 – Қазақстандық өндірушілердің ірімшік үлгілеріндегі (n=65) антибиотиктерге төзімділік гендері

	Антибактериалды  препараттар тобы
	Антибиотиктерге  төзімді гендері
	Оң үлгілер саны
	Пропорция, %

	β-lactams
	blaTEM
	10
	15.4%

	Aminoglycosides
	aadA, aphA1
	0
	0

	Tetracyclines
	tetA tetB
	0
	0

	Sulfonamides
	sul1, sul3
	20
	30.8%

	Quinolones
	qnrA
	6
	9.3%
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Сурет 19 ‒ E. coli изоляттарының құрамында sul3 генін анықтаудағы ПТР өнімінің электрофореграммасы

3.6 Қазақстан нарығындағы ірімшіктің ішек таяқшасымен ластану қауіпінің математикалық моделі

3.6.1 Өнім Типі Датасеті бойынша колиформалармен контаминациялану    моделі
Сатылымдағы ірімшік типтеріндегі колиформа түрлерінің үлестірілуі 16 кестедегідей болды.

Кесте 16 – Колиформалармен ірімшік типтері бойынша контаминациясы 

	ІТБТ түрлері
	Өнім Типі Датасет

	
	жұмсақ
	жартылай қатты
	қатты

	E.coli
	22
	33
	10

	Enterobacter cloacae
	2
	7
	1

	Citrobacter freundii
	3
	7
	1

	Citrobacter braakii
	2
	6
	0
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Сурет 20 – Колиформа түрлерімен ластанған ірімшік өнімдерінің типтері бойынша принципиалды компоненттердің үлестірілуі

20-сурет пен 17-кестеде көрсетілгендей, E. coli түрінің жаңа координаталары (-2.5921; -0.00409) басқа үш энтеробактерия түрлерінен алыс орналасқан болып шықты.

Кесте 17 – Ірімшіктің колиформа түрлерімен ластануының принципиалды компоненттер координаталары

	ІТБТ түрлері
	Принципиалды компоненттер

	
	РС 1
	РС 2

	E.coli
	-2.5921448
	-0.00409082

	Enterobacter cloacae
	0.8279694  
	0.07280414

	Citrobacter freundii
	0.7693265  
	0.01119276

	Citrobacter braakii
	0.9948490
	-0.07990609



Сандық аппроксимация E.coli- түрімен ластануды сипаттайтын меншікті мәндердің мөлшері бойынша эпидемиологиялық тұрғыдан ең маңызды ірімшік типіне жұмсақ өнімдер жататынын көрсетті.	
Себебі жұмсақ сорттар ластануының динамикасында ең жоғары деңгейдегі өзгерістер, немесе өзгерістер туралы ең көлемді ақпарат, орын алды, ал матрицаның меншікті мәндеріне сәйкес меншікті вектор координаталары мынадай болды [2.9954452912  0.0039424795  0.0006122292].
Өнімдер типіне тән ақпараттық өзгерістердің графикалық көрінісі 21-суретте бейнеленеді.
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1 – жұмсақ; 2 – жартылай қатты; 3 – қатты ірімшіктер

Сурет 21 – Өнімдер типтеріндегі өзгерістерді сипаттайтын Scree plot

Жоғарыда көрсетілген меншікті мәндерге сәйкес келетін меншікті векторлардың координаталары төмендегідей болды (18-кесте).

Кесте 18 – Өнім типі датасетіне байланысты ластанудың  принципиалды компоненттер координаталары

	Ірімшік типтері
	Принципиалды компоненттер

	
	РС 1
	РС 2

	Жұмсақ
	-0.9995338
	0.028921946

	Жартылай қатты
	-0.9999051
	-0.009329176

	Қатты
	-0.9978629
	-0.053864030



Ірімшіктің колиформалармен ластануының принципиалды компоненттерінің бағдарлама негізінде жасалынған визуалды бейнесі E. coli (көгілдір түсті) басқа үш колиформа түрлерінен алшақ орналасатынын айқындады. Сондықтан зерттеу барысында анықталған ІТБТ көптүрлілігі  модельдеу негізінде екі кластерге бөлінді (22-сурет). 
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Сурет 22 – Ірімшікті ластайтын колиформа көптүрлілігінің РС сәйкес кластерлері
Модельдеу нәтижесінде колиформалармен ластану динамикасын сипаттайтын барлық өнімдер типтерінің меншікті векторлары E.coli бактериясы бағытында орналасты (23-сурет).
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Сурет 23 – Өнім типтерін ластайтын колиформалардың РС сәйкес меншікті векторлары

Өнім типі датасеті  бойынша бірінші негізгі компонент 99.8%, ал екінші – тек 0.1% ақпаратты қамтиды (23-сурет).

3.6.2 Кәсіпорын және Қаптау Типі Датасеттері бойынша колиформалармен ластану модельдері
Өндіруші кәсіпорындар  мен коммерциялық сату оралымына  сәйкес ұсынылымдағы ірімшік типтерінің ІТБТ түрлерімен ластану ерекшеліктерін аппроксимациялау 19-кестеде көрсетілген деректер бойынша жасалынды.

Кесте 19 – Кәсіпорындардың өндірушілік көлемі және орап сату формасына байланысты ірімшіктердің колиформалармен ластану деректері

	ІТБТ түрлері
	Кәсіпорын Типі Датасет
	Қаптау Типі Датасет

	
	ірі
	шағын
	вакуум
	кесілген

	E.coli
	42
	23
	43
	22

	Enterobacter cloacae
	6
	4
	5
	5

	Citrobacter freundii
	6
	5
	7
	4

	Citrobacter braakii
	6
	2
	7
	1


 
Сатылымдағы өнімдердің колиформа бактерияларымен  ластануы туралы  жоғарыда көрсетілген екі датасет ақпаратының екі өлшемді жазықтықтағы орналасуы екі принципиалды компонент арқылы бейнеленді (24-сурет)
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а ‒ кәсіпорын типі датасет бойынша; ә ‒ қаптау типі датасет бойынша

Сурет 24 – ІТБТ түрлерімен ластанған ірімшіктің принципиалды компоненттердің  графикалық көрінісі

Екі датасетте де E.coli РС бойынша басқа бактериялардан алшақ орналасқанын және бөлек кластер қалыптастыратыны графикте айқан көрініс тапты.
Спектралды талдау нәтижесінде Кәсіпорын Типі Датасет және Қаптау Типі Датасеттерінде матрицаның меншікті мәндеріне сәйкес ірімшіктердің колиформалармен жалпы ластануының меншікті вектор координаталары екі көлемді жазықтықта, сәйкесінше, [1.991779074 0.008220926] және [1.97614136 0.02385864] нүктелерінде орналасты. 
Сандық аппроксимация жасалынған датасеттерге тән Scree plot бейнелері 25-суретте көрсетіледі.
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а – кәсіпорын типі датасеті (1 – ірі, 2 – шағын өндірушілер); ә) – қаптау типі датасеті (1 – сауда орнында кесіп орау; 2 – кәсіпорнында вакуумға қаптау)  

Сурет 25 – Кәсіпорын көлемі мен сауда орындарында сатылу орамдарына байланысты ірімшіктің ІТБТ контаминациялану динамикасының Scree plot көріністері

Статистикалық ақпаратқа сәйкес принципиалды компоненттердің меншікті мәндері мен спектралды векторлары датасет типтеріне байланысты  20-кестедегідей болды.

Кесте 20 – Өндіруші көлемі мен сатылу орамдарына сәйкес PC меншікті векторлар координаталары

	Принципиалды компоненттер
	Кәсіпорын Типі Датасет
	Қаптау Типі Датасет

	
	Ірі
	Шағын
	Вакуумды
	Оралған

	РС1
	-0.9995808
	-0.9950682
	-0.9989671
	-0.9849996

	РС2
	0.02895313
	-0.09919323
	0.04543907
	-0.17255676



Аталмыш датасеттер арқылы ірімшіктің колиформалармен жеке түрлерімен ластануын сингулярлы векторлық жіктеу арқылы модельдеу төмендегі принципиалды компоненттер координаттарын анықтады (21-кесте).

Кесте 21 – Ірімшіктің колиформалармен екі датасет бойынша  ластануының принципиалды компоненттер координаталары

	ІТБТ түрлері
	Кәсіпорын Типі Датасет
	Қаптау Типі Датасет

	
	РС 1
	РС 2
	РС 1
	РС 2

	E.coli
	2.1126007
	-0.008719609
	2.1027588
	-0.01576203

	Enterobacter cloacae
	-0.6800177  
	0.027089078
	-0.6280517  
	0.18083809

	Citrobacter freundii
	-0.6074701  
	0.099636703
	-0.6255502  
	0.02926537

	Citrobacter braakii
	-0.8251130
	-0.118006172
	-0.8491570
	-0.19434143



Сандық эксперименттер ІТБТ түрлерімен кәсіпорын және қаптау типтеріне байланысты ірімшіктің кластерлерге сәйкес контаминациялануын анықтайтын меншікті векторлар бағыттары көрнекіленетін графиктер тұрғызуды қамтамасыздандырды (26-сурет).
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а ‒ кәсіпорын типі датасет; ә ‒ қаптау типі датасет

Сурет 26 – Кәсіпорын көлемі мен қаптау типтеріне байланысты колиформалармен ластануына сәйкес принципиалды компоненттердің меншікті векторларының бағыттары
Сонымен, спектралды талдау нәтижесінде кәсіпорын типі датасеттің ақпаратты қамту деңгейі бірінші принципиалды компонент бойынша 99.6% және екінші компонент бойынша 0.4%, ал  қаптау типі датасеті бойынша, сәйкесінше, 98.8 және 1.2% құрады(26-сурет).




ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН ТАЛДАУ

Ірімшік ғасырлар бойы өндірілген жоғары биологиялық және тағамдық құңдылығымен бағалы ең көп тұтынылатын сүт өнімі. Ол бастапқыда сүттің сақтау мерзімін ұзартатын өнім ретінде дамығанымен, уақыт өте келе географиялық, климаттық, мәдени және экономикалық факторларға байланысты пішінделген ірімшіктің әртүрлі сорттары пайда болды. 
Ресми мәліметтер мен осы диссертация барысында жүргізілген маркетингтік зерттеулер бойынша Қазақстан нарығында шығарылатын ірімшік көлемінің, шамамен, 45% Алматыда және Алматы облысы, одан кейін Шығыс Қазақстан, Қостанай және Қарағанды облыстарында шоғырланғаны анықталды. Еліміздегі ірі ірімшік өндірушілері: «Бурненский ірімшік зауыты», «Cүт кәсіподағы» ЖШС, «ДЕП Қостанай» сүт зауыты, Көкшетау сүт зауыты «Молоко Синегорья», «Восток Молоко», «Эмиль» сүт зауыты және «Мерке» ірімшік зауыты және т.б. Соңғы жылдары елімізде ірімшік өндірісінің тұрақты өсуінің үрдісі артып келеді [195; 215]. Атап айтқанда, осы өндіріс 2023 ж. алдыңғы 2022 ж. салыстырғанда 14.8%-ға артты, ал 2024 ж. бірінші жартысында өсу динамикасы 16.8%  құрады.  
Өндірістің өсуімен қатар елге ірімшік импортын қысқарту және экспортты ұлғайту тенденциясы орын алды. Қазақстанға ірімшікті экспорттайтын елдер қатарына, негізгінен, Ресей, Украина, Беларусь, Литва, және т.б. Еуропа мемлекеттері жатады, ал елімізде өндірілетін ірімшікті  Ресей, Қырғызстан, Түркіменстан, Тәжікстан, Өзбекстан, Моңғолия, т.б. мемлекеттер импорттайды [195; 215].
Отандық ірімшіктердің бәсекеге қабілеттілігін және сапасын арттыру Қазақстандағы ірімшік өндіру үшін бірінші кезектегі маңызды міндет болып табылады. Қазіргі әлемде дәстүрлі қолдан жасалынған ірімшіктерге ассортименті, дәмі мен иісі, жергілікті колорит ерекшеліктеріне байланысты тұтынушылардың жаһандық сұранысы артып отыр. Сондықтан кәсіпкерлік ірімшіктер өнімдерінің үлесі өсу тенденциясы орын алды және бұл сүт индустриясында жаңа экономикалық мүмкіндіктер тудырады. Орталық Азия мен Қазақстанның шалғай тау және дала аймақтарында да көптеген фермерлердің дәстүрлі сүт өнімдерін дамытумен қатар, ірімшіктің алуан түрін жасау орын алып келеді. Алайда, ұсақ кәсіпкерлік жағдайында өндірілетін ірімшіктердің қауіпсіздігін зерттеу маңызды денсаулық қорғау мәселесіне айналды. Себебі мұндай өндіріс тиісті гигиеналық талаптарды қамтамасыздандыра алмағандықтан, ірімшіктердің колиформалармен және басқа да бактериялармен ластануына ықпал етеді.
Әдетте ірімшіктер микробиологиялық тұрғыдан қауіпсіз тағамдар болып саналады, бірақ зерттеушілер мен сарапшылар осы өнімдерді тұтынумен байланысты түрлі тағамдық аурулардың өршуіне назар аударып отыр. Мысалы, сүт өнімдерінде патогенді микроорганизмдердің пайда болуы тамақ қауіпсіздігіне үлкен қауіп төндіреді. Бұл қоздырғышты ірімшіктерде, әсіресе шикі сүттен жасалған тағамдардан табуға болады [216-218].  
Азық-түлік нарықтарының жаһандануынан туындаған санитарлық талаптардың өзгеруіне байланысты халықаралық тағам қауіпсіздігін бақылайтын ұйымдар  ірімшіктің бактериялық патогендермен ластану сапасына  кепілдік беруді талап етуде. Кейбір елдердің технологиялық стандарттарында  дәстүрлі өндіріс әдістеріне сәйкес шикі сүттен жасалынған ірімшіктерді қауіпсіз деп танылады, ал басқа елдердің көбінің нормативтерінде микробиологиялық қауіпсіздікті қамтамасыз ету үшін ірімшік өндіретін кәсіпорындарда сүтті пастерлеуді талап етеді.
 Эпидемиологиялық тұрғыдан алғанда, тамақ инфекциясының ең маңызды қоздырғыштары көбінесе Enterobacteriaceae тұқымдасының грам-теріс бактерияларына жатады, бұл осы топтың тағамның микробиологиялық қауіпсіздігі аспектісіндегі маңыздылығын көрсетеді. Сүт өнеркәсібінде ішек таяқшасы бактериялар тобы (ІТБТ) түрлерімен ластану көрсеткіші барлық сүт өнімдері үшін қауіпсіздіктің негізгі нормасы болып табылады [219]. ІТБТ сүт пен дайын сүт өнімдерінің бұзылуына әкелуі мүмкін, бұл өнімнің шығуына, жарамдылық мерзіміне және органолептикалық көрсеткіштерге теріс әсер етеді және айтарлықтай экономикалық шығындарға себеп болады. 
Сондықтан колиформалар қауіпсіздік индикаторы ретінде тағам өндірісіндегі  санитарлық сапа мен антисанитарлық жағдайдың көрсеткішіне айналды. Халықаралық тіршілік ғылымдары институты (ILSI) мәлімдегендей, «Индикаторлық организмдер – нашар гигиена, жеткіліксіз өңдеу немесе тамақ өнімдерінің өңдеуден кейінгі ластануын дәлелдеу үшін пайдаланатын бактериялар. Олардың азық-түлікте болмауы гигиеналық және тағамдық өндіріс процестерінің тиісті түрде орындалғанына сенімділік дәрежесін береді, ал олардың болуы әдетте процесте ықтимал ақаулықтың немесе сәтсіздіктің орын алғанын көрсетеді». Жалпы қазіргі әдебиетке жүгінсек, колиформа тобын анықтаудың, туыс пен түрлер көптүрлілігі туралы нақты консенсус әлі де қалыптаспаған. Бұл топтастырудың таксономиялық негізі болмаса да, колиформалар индикатор ретінде пайдалы болып қала береді; бірақ стандартталынған нақты халықаралық тиесілі нормативтер болмағандықтан, ғаламдық сауда үшін белгілі деңгейдегі қиындықтар тудырады [220]. 
Алайда, әрбір елдің және саудасы ортақ ұйымдастырылған мемлекеттер одақтарының өздеріне тән осы тағамдық патогендерді балаудың тиісті нормативтері дамытылып, бекітілген. Осы құжаттардың басым бөлігінде және тағам қауіпсіздігін қадағалайтын негізгі халықаралық ұйымдардың (WOAH, WHO, FAO, WTO) нормативтерінде тағам өнімдерін ластайтын колиформдар арасында E. coli түрінің эмерджентті патогенді штамдарын бақылау міндеттендіріледі. Бірақ, Еуразия Экономикалық Одағының тағам қауіпсіздігі бойынша құжатнамасында осы колиформа түрін ірімшіктерде міндетті түрде зерттеу бойынша нормативтер әлі күнге дейін жасалынбаған.  
Сүт және сүт өнімдерінің қауіпсіздігі мен сапасына қойылатын талаптарды Кеден Одағының (КО ТР 033/2013) «Сүт және сүт өнімдерінің қауіпсіздігі туралы» техникалық регламенті айқындайды [221]. Техникалық регламентке сәйкес, зарарсыздандырылған және ультрапастерленген өнімдер, сондай-ақ таза культуралардан жасалған өнімдер үшін рұқсат етілген деңгейі 0,001 см3/г ІТБТ болмауы, бұл белгілі жуықтаумен ІТБТ сүт өнімдерінде 1 см3/г-да 10 клеткадан аспайтын халықаралық стандарттарға сәйкес келеді. Халықаралық стандарттарда ІТБТ бақылау өміршен бактериялардың санына, яғни колонияны құрайтын бірліктерді (КТБ) санауға сәйкес жүзеге асырылады. Мұндай бақылау өнімдерді элективті тығыз қоректік орталарда өсіру арқылы жүреді. Қоректік орталарды температура 37℃ 24 сағатта қызғылт-күлгін түсті колониялар пайда болады. Сүт өнімдерінде ІТБТ бақылау қауіпсіз және сапалы өнімдер шығаруын қамтамасыз ететін өндірістің маңызды микробиологиялық элементі [51, с. 73-74].
Сүт өндіріс орындарында термиялық өңдеу тиімділін бағалау микробиологиялық бақылаудың маңызды қадамы және технологиялық процесс кезінде сыни бақылау нүктесі. Әдебиеттерге сәйкес, сүт өнеркәсібі өндіріс орындарында осы кезеңде микробиологиялық тұрақсыздық байқалады [222].
Сондықтан сүт өнімдеріндегі колиформа энтеропатогендердің мониторингі мен бақылауы бойынша Қазақстанның нормативтік құжаттарын толықтыру үшін E.coli  штамдарымен ластануға қатысты отандық және сырттан импортталатын сүт өнімдерін одан әрі кешенді зерттеу өзекті мәселеге жатады. Бұл еліміздің азық-түлік қауіпсіздігін қамтамасыз ету тұрғысынан сүт бағытындағы кәсіпорындар, ветеринариялық және медициналық қызметтер үшін маңызды ғылыми және практикалық қызығушылық тудырады.
Диссертациялық жұмысты орындау барысында  Қазақстан нарығындағы елімізде өндірілген ірімшіктердің ІТБТ және Escherichia coli түрлерімен ластануының эпидемиологиялық сипаттары тағам қауіпсіздігі көзқарасынан алғашқы рет зерттелінді. Осы мақсатта 22 өнеркәсіптік және 8 шағын кәсіпорындарда өндірілген қатты, жартылай қатты, жұмсақ ірімшіктердің 207 сынамасы кездейсоқ таңдау әдісімен төрт географиялық өңірлерден жинақталып, бөлінген E.coli изоляттарының молекулалық-генетикалық және филогенетикалық қасиеттері, 20 антибиотиктерге қарсы резистенттігі анықталды, патогенді штамдарды молекулалық индикациялау әдістемесі модификацияланылды, елімізде өндірілетін ірімшіктердің колиформдармен ластану қаупін бағалаудың математикалық моделі ұсынылды.
Ғылыми жұмыстың бастапқы сатысындағы бактериологиялық зерттеу нәтижесінде тексерілген аймақтардан жинақталған ірімшік үлгілерінің 94 ІТБТ төрт түрлерімен ластанғаны анықталды. Соның ішінде E.coli 69.1%, Enterobacter cloacae 10.6%, Citrobacter freundii 11.7% және Citrobacter braakii 8.5% сынамаларда идентификацияланды. Колиформалардың алғашқы екі түрі көбіне шикі сүттен бөлінетіні белгілі ал, коммерциализацияланған ірімшіктерде Escherichia, Enterobacter бактерияларымен қатар Serratia да жиі кездеседі [223-225]. Бұл бактериялар тобы жұмсақ ірімшіктерде лактозаның гетероферментативті деградациясы әсерінен сүт қышқылы, сірке қышқылы, спирт және газ тәрізді заттардың түзілуінен технологиялық кемшіліктер (домбығу) тудырады [226]. 

Алынған нәтижелер сүт өнімдерінің микробиологиялық контаминациясы тудыратын тағамдық инфекция мен интоксикациялар Қазақстан және әлемнің басқа елдеріндегі өзекті мәселе екендігін дәлелдейді.
Пастеризация жасалынса да зерттелінген ірімшіктердің 45.4% колиформалармен ластанған болып шықты, бұл олардың жоғары температураға төзімділігін растайды.  Сонымен қатар, сүт және сүт өнімдері ішек таяқшасын жұқтыру фермада, зауытта, сату процесінде орын алуы мүмкін. Өндіріс орындарында санитарлық гигиеналық ережелердің сақталмауы нәтижесінде жұмысшылардың қолдары, киімдері және ауа, су, жабдықтар, қоңдырғылар микробтық ластану көздері болып келеді. Солар арқылы бактериялар термиялық өңдеуден кейін де шикізат массасына түсуі ықтимал,  сондықтан ірімшік өндіру кезінде толық зарарсыздандырылмайды. Бұл дайын өнімнің антибиотиктерге тұрақты Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes, E.coli O157:H7 штамы сияқты эмерджентті тағамдық патогендер қоздырғыштардың пайда болуына әкеледі [227]. Сонымен қатар Е.coli сыртқы ортадағы объектілерде ұзақ уақыт өміршең болатындығы және сүт өнімдерінде 34 күнге дейін көбею қабілетіне ие болатындығы белгілі [228]. 
ІТБТ жататын микроорганизмдер сүт пен дайын сүт өнімдерінің бұзылуына әкелуі мүмкін, бұл өнімнің шығуына, жарамдылық мерзіміне және органолептикалық көрсеткіштерге теріс әсер етеді және айтарлықтай экономикалық шығындарға себеп болады. 
E.coli адам мен жануарлардың комменсалды флорасына жатады. Ол патогендігі мен вируленттік факторларына қарай энтероагрегативті E.coli (EAEC), энтеротоксигенді E.coli (ETEC), энтеропатогенді E.coli (EPEC),  шига токсин бөлетін E.coli (STEC) болып жіктеледі және оларды осы белгілер арқылы анықтауға болады. Сондықтан ішек таяқшасы изоляттарын сипатталған патогендік маркерлері бойынша сынамас бұрын, алдымен оларды E.coli ретінде анықтап алу талап етіледі [229]. 
Осы жұмысты орындау кезінде дәстүрлі микробиологиялық зерттеулер негізінде колиформалар арасынан 65 E. coli изоляттары бөлініп алынды.  Бактерия культуралдық және морфологиялық қасиеттері бойынша грам-теріс, анаэробты, жасуша ұштары дөңгеленген таяқша тәрізді болды, өлшемі 0.4-0.8 × 1-3 µm, көлемі 0.6-0.7 µm3  микроорганизм ретінде сипатталды. Ол 35-37°С 24-48 сағат аралығында Гисс ортасында қышқыл мен газ түзе отырып, лактоза мен глюкозаны ферменттеді. Хоттингер сорпасында 24 сағат өсірілген культуралардың индол түзетіні анықталды, тексеру барысында оксидаза теріс, каталаза оң реакция көрсетті. 
Жинақталған эпидемиологиялық деректер елімізде өндірілген ірімшік сынамаларының, шамамен, үштен бір бөлігі E.coli түрімен ластанғанын дәлелдейді және бұл көрсеткіш әлемнің басқа аймақтарындағы ірімшікті осы бактерияға зерттеудің нәтижелеріне салыстырмалы тұрғыдан ұқсас келеді [230, 231].
Отандық ірімшіктердің ішек таяқшасымен ластануын КТБ/г бойынша халықаралық PHLS нормативіне сәйкес бағалаған кезде, осы сүт өнімдерінің  негізгі үлесі (92.3%) жарамды деп, ал 7.7%  жарамсыз болып танылды. 
Сонымен қатар, осы көрсеткіш бойынша жарамсыз өнімнің 4/5 бөлігі жұмсақ типтегі ірімшіктер болды. Солтүстік аймақта E.coli ластанған ірімшік сынамаларын анықтау жиілігі (1/2 үлесі) орталық және шығыс аймақтармен салыстырғанда жоғары болды, онда бактерия үлгілердің шамамен 1/4-1/3 бөлігінде анықталды. Оңтүстік аймақтағы үлгілерде E.coli анықталған жоқ, бұл сол аймақта зерттелген үлгілердің шағын үлесімен байланысты болуы мүмкін. 
Барлық аймақтарда ірімшік үлгілерінің кесілген түрінде сатылған жұмсақ ірімшіктерде E.coli ластану деңгейі жоғары (100%) болды.  
Жинақталған деректер бойынша жұмсақ ірімшіктердің бактериялармен контаминациясы кәсіпорындар көлемімен оң корреляцияда болды. Атап айтқанда, шағын кәсіпорын өнімдерінің ластану деңгейі ірі және орта өндірушілерімен салыстырғанда екі еседен астам жоғары және сатылатын ұсақ өндірушілер ірімшіктерінің 65%-нан E.coli  анықталды. 
Ұқсас зерттеулер бойынша бөлшек саудада ұсынылатын танымал ірімшік үлгілерінің 94% (188/200) E.coli ластануымен сипатталады, бұл колиформдар үшін бекітілген Египет стандартындағы көрсеткіштен асып түскен. Сонымен қатар, үлгілер арасынан вируленттілігі бар E. coli (STEC) штамы анықталған, он бір штамм (7.8%, 11/140) үшінші буын цефалоспориндерге резистенттік танытып, төзімді гендердің болуы расталған. Мұндағы ірімшіктердің бактериялармен ластануын өндіру процесіндегі гигиеналық бұзылулар орын алғанын себебінен болғандығы көрсетіледі. Микробқа төзімді бактериялармен ластанған ірімшіктерді тұтынуға байланысты денсаулық сақтау үшін ықтимал ауыртпалықтар қаупі бар [232].
Сонымен, Қазақстанның әртүрлі аймақтарында өндірілген ірімшіктерді микробиологиялық зерттеу нәтижесінде, 207 ірімшік үлгілерінің 94 (45.4%) Coliform бактериялармен ластанғаны анықталды. Дифференциалды диагностикалау нәтижесінде, 65 (69.1%) сынамалардан E.coli изоляттары бөліп алынды.
Зерттеудің молекулалық-генетикалық сатысында оқшауланған E.coli изоляттарынан генотиптеуге жеткілікті ДНҚ  жинақтары  қалыптастырылды. 
Осы бағыттағы зерттеулердің бастапқы сатысында изоляттардың филогенетикалық діңгектері екі нысаналы гендерін секвендеу арқылы құрастырылды. Соның нәтижесінде 16S rRNA және dnaJ гендер бойынша жинақталған деректерді сандық өңдеу  барлық изоляттардың  нуклеотидтер тізбегі реттілігінің E.coli түрінің сәйкесінше NBRC 102203 AB681728 және NC_000913.3:14168-15298 штамдарына  ұқсастығы максималды жоғары  (99-100%) болды. 
Құрамына Enterobacteriaceae тұқымдасына жататын түрлер (нысаналы 16S rRNA гені бойынша саны 41, ал dnaJ бойынша – 23) кіретін филогенетикалық діңгектер эволюциялық тұрғыдан ең жақын микроорганизмдерді қамтыды. Атап айтсақ, dnaJ тізбегі арқылы құрылған филогения 16S rRNA гені секвенцияларының филогениясымен салыстырмалы түрде ұқсас болды, бірақ dnaJ діңгегі 16S rRNA діңгегіне қарағанда полифилетикалық сипатта болды. Сонымен қатар, dnaJ гені діңгегі арқылы зерттеу нәтижесінде бір изоляттан         E. coli O157:H7 NC_002695.2:14185-15315  энтеропатогенді штамы расталды.
Әдебиетке жүгінетін болсақ, тағамдық микрофлораның патогенді Escherichia coli штамдары микробиологиялық тұрғыдан эмерджентті қауіптерге жататыны белгілі [233-235]. Осындай штамдар шига токсиндер өндіруге қабілетті және, көбінесе, басқа аурулар қоздырғыштарымен қатар кездеседі де, эпидемиологиялық токсикоинфекциялар жағдайында аталған ішек таяқшасы топтарына толық бактериологиялық сараптама жасалынбайды [236]. 
Бактерияның патогенді шига токсин бөлетін (STEC) және O157:H7 штамдарының негізгі резервуары үй жануарлары болып табылады және олар ауыр түрде өтетін зоонозды токсикоинфекция тудырады. Бұл адам денсаулығына, тағам қауіпсіздігіне және қоршаған ортаға айтарлықтай зардапты болуы ықтимал. E.coli инфекциясы адам мен үй жануарлары популяцияларында жоғары деңгейде, тез мерзімде тарайды [237, 238]. Қазақстандағы ірімшік сынамаларында E. coli O157:H7 патогенді штамының алғашқы рет анықталуы сүт өнімдерінің STEC және оның патогенді штамдарымен ластану қауіпін көрсетеді. 
Зерттеудің келесі сатысында Дүниежүзілік жануарлар денсаулығы ұйымының (ДЖДҰ, WOAH) «Terrestrial Manual» нұсқаулығы ұсынатын вероцитотоксигендік E. coli патотиптерін анықтайтын мультиплексті ПТР-ң жетілдірілген әдістемесі сынақтан өткізілді. Нұсқаулық бөлінген E.coli штамдарында спецификалық вируленттік факторларының болуын/болмауын ажыратуға мүмкіндік береді [61; 239].
Жұмысты орындау барысында ресми мультиплексті ПТР үлгісіне келесі модификациялар ендірілді:
Saiki реакциялық ерітіндісі дистильденген сумен толықтырылған реагенттердің басқа мөлшерлеріне ауыстырылды;
· термоциклдер саны үшке көбейтілді;
· күйдіру температурасы екі градусқа төмендетілді.
Сонымен, жетілдірілген әдістің ерекшеліктеріне, ресми әдістемеде ұсынылған реакциялық қоспаны қолданыстағы бар ерітінділерімен алмастырылды,  циклдер саны көбейтілді және күйдіру режимі өзгертілді. 
Жетілдірілген индикациялау әдісін қолданып, ірімшіктерден бөлініп алынған E. coli           изоляттарындағы Stx1, Stx2, eaeА вируленттік гендерінің таралуы зерттелінді [15].
Соның нәтижесінде Орталық Азия мен Қазақстанда алғашқы рет ірімшік үлгілерінен eaeА генімен кодталған адгезия детерминанттары сияқты қосымша вируленттілік белгілері бар E. coli O157:H7 патогенді штамы шағын өндірушінің жұмсақ ірімшігінен табылды. Осы штаммен отандық ірімшік үлгілерінің ластану деңгейі 0.5% құрады. 
Ағымдағы ғасырдың соңғы екі декадасында адамдар арасында ірімшіктерді тұтынудан болған E. coli O157:H7 инфекциясының эндемиялық өршуі АҚШ [240] және Канадада [241] тіркелген. Кейбір Еуропа елдерінде, атап айтқанда Францияда ферма ірімшігі үлгілерінің 25%-да патогенді STEC табылған [242, 243]. Шига токсин бөлетін және O157:H7 штамдарымен ластанған ірімшіктерді тұтынуға байланысты тағамдық аурулар өршудің көптеген жағдайлары Англия, Шотландия, Ирландия және т.б. елдерде тіркелген [244-249]. Соңғы эпидемиологиялық зерттеулерге сәйкес Қазақстандағы балалардың жіті диарея қоздырғыштары арасында энтеропатогенді E. coli, орта есеппен, 5.0% құрайды; елде 020, 0111, 055 бактерия штамдарының серотиптері сипатталған [19, с. 17-20].
E.coli O157:H7 қоздыратын тағамдық аурулар өндірістік жағдайда санитарлық-гигиеналық шаралардың дұрыс жүргізілмеу салдарынан және ірімшіктерді қаптау, сақтау талаптарының орындалмауынан пайда болады. Сүт өндірісі жабдықтар биоқабықшалары микроорганизмдердің ұзақ мерзімді өсуіне, дамуына қолайлы орта болып табылады. Азық-түлікпен E. coli қоршаған ортаға таралып, тағамдық қауіпті инфекцияларға ұшыратады [250]. 
Шикі сүттен әзірленген ірімшіктер арқылы E.coli O157:H7 тудыратын тағамдық инфекция тұтынушылар арасында жиі тіркеледі және қоғамдық денсаулық қауымдастығының маңызды мәселесі болып табылады [251]. E.coli O157:H7 штамында потенциалды вируленттік факторын eaeА гені тасымалдайды [252]. Сонымен қатар, STEC және O157:H7 штамдарымен ластанған ірімшіктер тоңазытқышта сақтау кезінде патоген өміршеңдігін сақтай алатындығы көрсетілді [253]. 
Қазақстан жағдайында ірімшіктердің ішек таяқшасымен ластану қаупін бағалау бұрын-соңды мүлдем тексерілмеген, сондықтан осы өнімдерді E.coli шига токсин бөлетін (STEC) және O157:H7 штамдарының ластануын анықтау ғылыми және тәжірибелік тұрғыдан маңызды ақпаратқа жатқызуға болады. Мысалы, Ұлыбританияның санитарлық нормативтері бойынша ірімшік сияқты дайын тағам өнімдерінен Stx гені тән ішек таяқшасы анықталған жағдайда арнайы іс-шаралар ұйымдастырылады [254].
Сонымен, эмерджентті індеттер тудыратын тағам өнімдерінде кездесетін E.coli O157:H7 және STEC штамдары өте төмен концентрацияда вирулентті фактор бола алады. Бактерияларды жұқтырған пациенттер E.coli O157:H7 энтерогеморрагиялық EHEC ауыр клиникалық белгілерін және жоғары өлім деңгейін көрсетеді [254, р. е102-е105]. Шига-токсин (Stx 1), (Stx 2) және eaeA (интимин) гендері бар штамдардың бірлесуі эпидемиологиялық тұрғыдан қауіптілігі жоғары жағдайды қалыптастырады [249, р. 812-817]. 
Энтерогеморрагиялық E.coli STEC патогенділігі негізінен жеңіл және ауыр геморрагиялық колит белгілерін тудыратын бір немесе екі шигатоксиннің (Stx1, Stx2) өндірілуіне байланысты сипатталады [255]. Осы орайда аталмыш бактерия штамдары шикі сүттен өндірілген ірімшіктердің микробиологиялық ластануына айтарлықтай үлес қосады [256, 257]. Сонымен қатар, қайта өңдеу зауыттарының әртүрлі өндіріс циклдарында жұмысшылар қолдары мен ірімшікпен жанасатын технологиялық беттер патогенді бактериялармен ластанудың негізгі көзі болып табылады [258].
Еуропада эмерджентті токсикоинфекциялар жағдайында, көбінесе, E.coli O157:H7 анықталады [259]. Көптеген елдердің ірімшік өндірісінде E.coli тағамдық патогендердің микробиологиялық индикаторы ретінде қабылданады [260]. 
E.coli O157:H7 вируленттік гені ресми қабылданған молекулалық эпидемиологиялық маркер болғандықтан, ол тағам қауіпсіздігі зерттеулері үшін маңызды ақпарат бере алады [259, р. 7131-7138]. Консервативті гендер тізбегін талдау медицина және ветеринария ғылымдарындағы микрорганизмдерді идентификациялаудың сенімді, дәл және масштабталатын құралына айналды [261-263].
Осы зерттеулерді қорытындыласақ, жетілдірілген мультиплексті ПТР бөлініп алынған  изоляттардың 0.5% E. coli O157:H7 энтеропатогенді штамына жататынын нақты анықтауға мүмкіндік берді және ұсынылған әдістеменің қолданысқа қолайлығы дәлелденді. Алынған нәтижелер отандық нарықтағы  ірімшіктердің гигиеналық жағдайы E. coli түрі қоздыратын тағамдық инфекциялар мен токсикоинфекциялардың эндемиялық ошақтарының пайда болу ықтималдығын дәлелдейді.
Эпидемиялық тұрғыдан қарастырсақ азық-түлікте кездесетін E. coli штамдары тек инфекция көзі ғана емес, сонымен қатар, олар микроорганизмдерге қарсы қолданылатын препараттарға резистенттіліктің генетикалық детерминанттар резервуары рөлін атқарады. 
Ғылыми-зерттеу жұмыстарының  келесі сатысында E. coli изоляттарының антибиотиктерге қарсы фенотиптік резистенттілігі  сыналды және осы қасиетті сипаттайтын генетикалық профилі бағаланды.
Антибиотиктерге тұрақтылық жыл сайын ЕО 35000-нан астам өлімінің себебі болып табылады. 2022 жылы WHO мүше мемлекеттері микроорганизмдерге қарсы резистенттілікті адамзат алдында тұрған қоғамдық денсаулыққа төнетін жаһандық үш негізгі қауіптің бірі ретінде анықтады [264]. 
WHO тамақ өнімдерінің қауіпсіздігі тұрғысынан антибиотиктерге төзімді бактерия штамдарынының таралуына қарсы шараларды маңызды деп санайды [9, р. 73-75]. Еуропалық азық-түлік қауіпсіздігі басқармасы (European Food Safety Authority – EFSA) E.coli штамдары, сальмонелла, кампилобактер және энтерококтардың антибиотиктерге резистенттілігін қадағалау бойынша нұсқауларды тәжірибелік зертханаларда пайдалану үшін ұсынды [10, р. 151].
Сүт өнімдері арқылы микроорганизмдерге қарсы препараттарға төзімді бактериялармен ластануына байланысты резистентті патогендердің адамға берілу қауіпі қоғамдық денсаулық сақтау ұйымдарын алаңдатуда.
Бактериялардың антибиотиктерге  резистенттілігі препараттарды қолдану жиілігімен байланысты. Көптеген антибиотиктер дәрі-дәрмектің бір класына жататындықтан, белгілі бір антибиотикке төзімділік бүкіл жақын антибиотик класына резистентті болуы мүмкін. Бір ағзада немесе орында пайда болған төзімділік әртүрлі бактериялар арасында генетикалық материал арқылы алмасып, жылдам таралуы мүмкін. Дәріге төзімді бактериялар адам мен жануарлар популяциясында тамақ, су және қоршаған орта арқылы таралады және оның таралуына сауда, саяхат және адамдар миграциясы әсер етеді. Резистентті бактериялармен ластанған  тағамдарды тұтыну арқылы адамдар антибиотиктерге төзімді инфекцияларды жұқтырады [265-267].
Мал шаруашылығы қызметкерлері үшін қосымша қауіп болып төзімді бактерияларды тасымалдаушы жануарлармен тығыз қалыптасатын байланыс табылады.
Жаһандық іс-шаралар жоспары антибиотиктерге төзімділік мәселесін жан-жақты қарастырып, микробқа қарсы тұрақтылықпен күресу үшін ұлттық және халықаралық көп секторлы салалармен, атап айтқанда денсаулық сақтау, ветеринария және ауыл шаруашылығы (FAO, WOAH және WHO) ынтымақтасып әрекет етеді [266, р. 1128-1135].
Қазақстанда өндірілетін ірімшіктерден оқшауланған E. coli изоляттары бактерияға қарсы 20 препараттың 65% резистенттілік танытты. Атап айтқанда, E. coli изоляттарының 3% амоксициллинге, налидикс қышқылы және ципрофлоксацинге, 5% норфлоксацин, 6% офлоксацин, 9% доксициклин, 11% меропенем, 12% сульфаметоксазол триметоприммен, 14% фурадонин, 15% фуразолидон, 20% левомицетин және тетрациклинге, 31% цефокситин антибиотик препараттарына резистентті болды.
Зерттелген E. coli изоляттарының 25% антибиотиктерге мультирезистентті профиль көрсетті, бұл ретте 16 изолят антибиотиктердің үш немесе одан да көп кластарына төзімді болды. Алынған зерттеу нәтижелері E.сoli штамдарының сульфаниламидтерге, тетрациклиндерге және аминогликозидтерге резистенттілігі  әртүрлі елдерде жүргізілген зерттеулермен сәйкес келді [267, р. 236-240]. Ұқсас нәтижелер азық-түлік пен қоршаған ортада мультирезистентті E.сoli штамдарының жиі таралуын растайды [268-270]. Фторхинолон препараттары халықаралық деңгейде адам мен жануарлар медицинасында маңызды микробқа қарсы препараттар болып саналады. Cондықтан оның төзімділік тенденциясы тұрақты және мұқият бақылауды қажет етеді [271]. 
Молекулалық-генетикалық зерттеу барысында β-лактамдарға қарсы резистенттік генотипі E. coli изоляттарының 15.4%, сульфаниламидтерге –  30.8% және хинолондарға – 9.3% анықталып, гендер арқылы тасымалдау сипатын танытты. Олар көбінесе плазмидалар, бактериофагтар және транспозондар сияқты жылжымалы генетикалық элементтерімен байланысты, олар әртүрлі штамдар мен филогенетикалық тектерге жататын бактериялар арасында алмасып, вируленттік пен төзімділік факторларының жаңа комбинацияларын жасай алады [272]. Бұл микроорганизмдерге қарсы препараттарға төзімді E.сoli штамдары өндіріс орындарында кеңінен таралуын, төзімділік детерминаттарын кодтайтын гендерін тасымалдайтын бактериялар халық денсаулығына қатер төндіретінін көрсетеді [273]. Нәтижесінде, E.сoli-мен ластанған өнімдерді тұтыну салдарынан антибиотиктерге резистентті және вируленттілік резервуары ретінде әрекет ететін бактериялар адамның ас қорыту жолындағы комменсалды және патогендік микроорганизмдерге бере алады [274], сонымен қатар тағамдық инфекциялардың жиілігін арттырады [188, р. 108951; 267, р. 236-240].
Сонымен, алынған зерттеу нәтижелері Қазақстанда сүтқоректілер ішек микробиомы құрамындағы бактерия штамдарының антибиотиктерге төзімділігінің жоғарылауының, сондай-ақ елде өндірілген ірімшіктердің E.coli  штамдарымен ластануына байланысты тамақ инфекцияларының эндемиялық өршуінің және халықтың улануының әлеуетті қауіптілігі сақталатынын айғақтайды. Қазақстан нарығындағы ірімшікті ластайтын E.сoli популяцияларында  eaeА вируленттік гені және β-лактам,  сульфаниламид пен хинолон препараттарына резитенттілікті кодтайтын гендерінің үлестірілуі орын алады.
Қазіргі кезде ветеринариялық санитария ғылымы дамуының  заманауи бағыттарының бірі әртүрлі токсикоинфекция қоздырғыштарының тағамдық қауіптерін математикалық модельдеу болып табылады. Осы мақсатта жоғарыда сипатталған отандық кәсіпорындарда өндірілетін ірімшік типтерінің колиформдармен ластануының эпидемиялық ерекшеліктерін модельдеу және сандық аппроксимация жасау үшін спектралды талдаудың Singular Value Decomposition – Сингулярлық Мәннің Жіктеуі (SVD) технологиясы таңдалынды. Мұндай спектралды анализ арқылы теориялық математикада жалпы процестердің өзгеру табиғаты зерттелінеді. 
SVD үлкен көлемді деректердің өлшемдігі төмендетілген модельдерін дайындау үшін негізгі сипаттарын жасау және визуализациялау мақсатында  пайдаланылатын көптеген қатарлас әдістердің бөлігі ретінде өте көп ғылыми және практикалық мәселелерді симуляциялау үшін қолданылды. Бұл әдістерге қолданбалы математикадағы принципиалды компоненттер анализі (Principal Component Analysis – PCA) [275], Karhunen–Loève түрлендіруі [276], климатты зерттеуге арналған эмпирикалық ортогональды функциялар [277], сұйықтық динамикасындағы дұрыс ортогональды жіктеу [278] және канондық корреляциялық талдау [279] жатады. Аталмыш методологиялар әртүрлі ғылымдарда дербес әзірленген болса да, олардың көпшілігі тек деректерді жинау түріне және деректерді өңдеу тәсіліне байланысты өзгереді. PCA ғылымның көптеген салаларында және аналитикалық процедураның біршама типтерінде ең көп қолданылатын әдіс. Ол корреляциялық матрицаның меншікті мәндері мен меншікті векторларын алу және айнымалылар үшін векторлардың сызықтық комбинацияларын құру арқылы деректердің өлшемділігін төмендетеді, олардың ішінен зерттелетін мәселеге сәйкес маңызды немесе төмен құбылмалылықты білдіретін компонентті таңдауға мүмкіндік береді [280]. 
Осы диссертациялық жұмыста ветеринариялық санитария саласында алғашқы болып Қазақстан нарығына саудаға шығарылатын отандық ірімшік өнімдердің әртүрлі типтерінің колиформа түрлерімен (E. сoli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii және C. braakii) ластануының эпидемиялық ерекшеліктері PCA арқылы модельденді. Оның мақсаты еліміздің кәсіпорындарында өндірілетін ірімшіктердің колиформалармен ластануының тағамдық қауіпсіздік үшін ең маңызды динамикалық қасиеттерін анықтап, алдын-алу іс-шараларын ұйымдастыруда назарға алынатын негізгі сипаттарын анықтау болды. 
Зерттеу нәтижесінде жинақталған үш типтес датасеттер ақпаратын сингулярлы векторларға жіктеу колиформалардың таралуының принципиалды компоненттер бойынша меншікті мәндері ірімшіктің жұмсақ, жартылай қатты және қатты типтеріне сәйкесінше [2.9954452912;  0.0039424795  0.0006122292], кәсіпорындардың шағын немесе ірі өндіру мөлшеріне сәйкесінше [1.991779074; 0.008220926], ал орап сатылатын және вакуумдалған өнімдерге сәйкесінше [1.97614136; 0.02385864]  болды. 
Жалпы модельдеу барысында үш датасетте де колиформалармен залалданудың екі принципиалды компоненттері анықталды, соның ішінде өнім типі датасеті  бойынша бірінші негізгі компонент 99.8%, ал екінші компонент 0.1%, кәсіпорын типі датасетінде сәйкесінше  99.6% және 0.4%, ал  қаптау типі датасетінде 98.8 және 1.2% ақпаратты қамтыды. Модельдеу көрсеткен мұндай принципиалды компоненттер құрылымы ірімшіктің ІТБТ түрлерімен контаминациялану деңгейіне байланысты болды. Барлық үш датасеттердің принципиалды компоненттерінің графикалық көріністерінде E. coli  спектралды векторлық координаталары колиформалардың басқа үш түрінен (E. cloacae, C.freundii және C. braakii) алшақ орналысты да, ірімшіктердің ластануы екі көлемді жазықтықта осы ерекшелікке байланысты екі кластерді құрастырды. Осы модель бактерия түріне сәйкес ақпараттың өзгеру динамикасы, немесе ластану көрсеткіштерінің жоғары деңгейдегі дисперсиясы орын алғанын көрсетеді. ІТБТ микроорганизмдері арасында бұл сипат көбінесе  E. coli түріне тән болатындығы дәлелденді.
Екі көлемді жазықтықтағы өнім сорты, кәсіпорын көлемі және сатылу тәсілі типтеріне қатысты барлық датасеттердегі кластерлерде E. coli координаталары жұмсақ сортты ірімшік, шағын кәсіпорын және вакуумдық қаптау меншікті векторлары бағытында орналасты, ал басқа түрлердің кластері осы типтермен үйлесімді болмады. 
Меншікті векторлардың бағыттары бойынша алынған модель нәтижелері колиформалар арасында ең көп таралған түр E. coli шағын өндірушілердің жұмсақ типті ірімшіктерінде таралады деген гипотезаны растайды. Басқа ірімшіктерде кездесетін ІТБТ түрлерін модель бойынша конкоминантты ластаушылар деп тануға болады.
Сонымен, осы модель ІТБТ түрлерінің ластану динамикасын сипаттайтын датасеттер матрицаларының меншікті мәндеріне сәйкес меншікті вектор координаталарында ең жоғары деңгейдегі өзгерістер, немесе өзгерістер туралы ең көлемді ақпарат шағын кәсіпорындарында өндірілетін, нарықта кесіп капталатын  жұмсақ типті ірімшіктерде орын алатынын көрсетті.
Қазақстан нарығындағы ірімшіктің колиформдармен PCA әдістемесімен модельдеу осы құралдың тағам қауіпсіздігі саласындағы эпидемиологиялық процестердің динамикасын талдау үшін жарамды құрал екендігін көрсетеді. Осы түрдегі көп айнымалы датасет үшін корреляциялық матрицаны талдау өте күрделі болса да, PCA пайдалану деректерді оңай түсіндірілетін қарапайым құрамдастарға бөлуге мүмкіндік берді. Сонымен қатар, мәліметтер мен олардың арасындағы қатынастар тұрғысынан терең ішкі динамикалық  байланыстарды көрнекіледі. Біздің нәтижелеріміз PCA тағам қауіпсіздігі саласында түрлі патогендердің эпидемиологиялық датасеттерін кластерлеу үшін пайдалы екендігін дәлелдейді, және осы әдісті мульти-патогенді сипаттағы басқа токсикоинфекциялар мен интоксикацияларды  терең зерттеу үшін қоғамдық денсаулық сақтау және ветеринариялық санитария  ғылымдарында ары қарай қолдануға болады. 
Диссертациялық жұмысты тұжырымдасақ, еліміздегі сүт өндірісіндегі E.сoli эпидемиологиясына One Health концепциясы тұрғысынан мониторинг және жан-жақты зерттеулер ұйымдастырудың тағам қауіпсіздігін қамтамасыз ету барысында ветеринариялық және медициналық қызметтер үшін ғылыми және тәжірибелік маңыздылығы дәлелденді.




ҚОРЫТЫНДЫ

1. Қазақстанда 2023 жылы 43.2 мың т ірімшік өндіріліп, 2022 жылмен салыстырғанда 10.5%, 2024 жылдың бірінші жартысында 16.8% өсті. Нарықтағы ірімшіктің 48.1% отандық өнімдер болды, оның ішінде 68.4% жартылай қатты, 18.4% жұмсақ және 13.2% қатты типтеріне  жатты.
2. Отандық ірімшіктің колиформа бактерияларының төрт түрімен жалпы ластануы 45.4% [95%CI 39.40, 54.86], оның ішінде қатты типті өнімдердікі 19.5% [95%CI 18.42, 30.27], жартылай қатты типтікі 47.0% [95%CI 40.37, 71.51] және жұмсақ типтікі 59.3% [95%CI 45.25, 64.51] болды. Контаминацияның ең жоғары деңгейі (72.2%) солтүстікте өндірілген ірімшіктерде анықталды. Өнімдегі Escherichia coli таралуының үлесі 69.1%, Enterobacter cloacae – 10.6%, Citrobacter freundii – 11.7% және Citrobacter braakii – 8.5% құрады. Колиформалармен контаминациялану  КТБ 60±17.78 болды. 
3. Өнімдердің 31.4% E.coli анықталды [95%CI 30.45, 38.88]. Ластанған ірімшіктің 92.3% жарамды және қанағаттанарлық  (КТБ, сәйкесінше, ˂ 20 немесе 20˂100), ал 7.7% қанағаттандырылмайтын және жарамсыз (>100 немесе ≥ 104) деп сарапталды. Соңғы екі санаттағы  ірімшіктің 4/5 бөлігі жұмсақ типке жатты. Солтүстік кәсіпорындары өнімдерінің E.coli ластану үлесі 1/2 жетті және басқа аймақтардан жоғары болды. Ішек таяқшасы кесіліп сатылатын жұмсақ ірімшіктердің 100% анықталды. Шағын кәсіпорын өнімдерінің ластану деңгейі 65% құрады және ірі өндірушілердікінен екі есе астам болды. 
4. E.coli изоляттарының нысаналы 16S rRNA және dnaJ гендердің  нуклеотидтер тізбегі бойынша, сәйкесінше, E.coli NBRC 102203 AB681728 және E.coli NC_000913.3:14168-15298 референттік штамдарына 99-100% ұқсастық танытты. Сонымен қатар, бір изоляттың dnaJ гені бойынша E. coli O157:H7 NC_002695.2:14185-15315 энтеропатогенді штамына 100% сәйкестігі анықталды. Нысаналы гендер бойынша құрастырылған молекулалық филогенетикалық діңгектер салыстырмалы түрде ұқсас келді, бірақ dnaJ гені діңгегі полифилетикалық сипат танытты. 
5. Энтеропатогенді ішек таяқшасы (EPEC) патотиптерін анықтайтын мультиплексті ПТР әдістемесі жетілдірілді және сынақтан өткізілді. Орталық Азияда алғашқы рет отандық ірімшіктен E. coli O157:H7 патогенді штамы табылды, өнімнің осы штаммен ластану деңгейі 0.5% құрады. 
6. Оқшауланған E. coli 20 антибиотиктердің 65% резистенттік танытты. Изоляттардың 44.6% β-лактамдарға, 29.2% тетрациклиндерге және нитрофурандарға, 20% амфениколдар, 13.9% фторхинолондарға, 12.3%  сульфаниламидтерге және 3.1% хинолондарға резистентті болды. E. coli  популяциясының  30.8% үлесінде сульфаниламидтерге, 15.4% – β-лактамдар және 9.3% – хинолондарға резистенттікті кодтайтын гендер анықталды.  Изоляттардың 24.6% антибиотиктерге мультирезистентті профиль көрсетті: олардың 1.5% сегіз, 3.1% жеті және алты, 4.6% бес, 6.2% төрт және үш препараттарға төзімді болды.  
7. Сингуляр векторларды жіктеу моделі ірімшіктердің колиформалармен  ластану динамикасында E. coli принципиалды компоненттерінің меншікті мәндері басқа түрлерден бөлек кластер құрап, талданған өнім типтері, кәсіпорын мөлшері және қаптау тәсілі датасеттерінің матрицаларында өзгерістер туралы ең көлемді ақпаратты қамтитынын көрсетті. E. coli меншікті векторларының координатолары [2.9954452912; 0.0039424795; 0.0006122292] шағын кәсіпорындарында өндірілетін және нарықта кесіп капталатын жұмсақ типті ірімшіктерге бағытталып, осы өнімнің тағам қауіпсіздігінде ескерілетін негізгі фактор екендігін дәлелдеді.
Тәжірибелік ұсыныстар
1. Сүт өнімдері қауіпсіздігін қамтитын отандық ресми нормативтік құжаттарға колиформалармен қатар E. coli түрімен ластану деңгейін анықтауды міндетті микробиологиялық зерттеулер ретінде ендіру.
2. E. coli изоляттарындағы вероцитотоксигендік E. coli патотиптерін  анықтайтын мультиплексті ПТР-ң жетілдірілген әдістемесі.
3. E. coli O157:H7 патогенді штамын идентификациялаудың  қосымша маркері ретінде dnaJ гені бойынша филогенетикалық зерттеу. 
4. E. coli изоляттарының антибиотиктерге қарсы резистенттілігінің фенотиптік және генотиптік профильдерін тұрақты мониторингін ұйымдастыру. 
5. E. coli өнімдердегі үлестірілу динамикасын модельдеуге приниципиалды компоненттерді талдау методологиясы.
6. Зерттеу нәтижелерін жоғары және орта кәсіптік оқу орындарының адам, жануар денсаулығы мен тағам қауіпсіздігі және экологиялық оқу бағдарламаларының теориялық және тәжірибелік пәндеріне ендіру.
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Table Г.1 – Result Overview

	Analyte Name
	Analyte ID
	Organism (best match)
	Score Value
	Organism
(second best match)
	Score Value

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	A9 (++) (A)
	A9
	Escherichia coli
	2.173
	Escherichia coli
	2.159

	A10 (++) (A)
	A10
	Escherichia coli
	2.215
	Escherichia coli
	2.104

	A11 (–) (C)
	A11
	not reliable identification
	1.559
	not reliable identification
	1.524

	A12 (+) (B)
	A12
	Escherichia coli
	1.993
	Escherichia coli
	1.881

	B9 (+++) (A)
	B9
	Escherichia coli
	2.373
	Escherichia coli
	2.201

	B10 (++) (A)
	B10
	Escherichia coli
	2.024
	Escherichia coli
	2.012

	B11 (+) (B)
	B11
	Escherichia coli
	1.813
	Escherichia coli
	1.769

	B12(–) (C)
	B12
	not reliable identification
	1.579
	not reliable identification
	1.578

	C9 (++) (A)
	C9
	Escherichia coli
	2.044
	Escherichia coli
	2.003

	C10 (++) (A)
	C10
	Escherichia coli
	2.169
	Escherichia coli
	2.067

	C11 (+) (B)
	C11
	Escherichia coli
	1.86
	not reliable identification
	1.696

	D9 (++) (A)
	D9
	Escherichia coli
	2.08
	Escherichia coli
	2.073

	D10 (++) (A)
	D10
	Escherichia coli
	2.172
	Escherichia coli
	2.027

	D11 (–) (C)
	D11
	not reliable identification
	1.609
	not reliable identification
	1.419

	E9 (++) (A)
	E9
	Escherichia coli
	2.132
	Escherichia coli
	2.094

	E10 (++) (A)
	E10
	Escherichia coli
	2.166
	Escherichia coli
	2.027

	E11 (–) (C)
	E11
	not reliable identification
	1.64
	not reliable identification
	1.562

	F9 (++) (A)
	F9
	Escherichia coli
	2.176
	Escherichia coli
	2.139

	F10 (+) (B)
	F10
	Escherichia coli
	1.763
	Escherichia coli
	1.733

	F11 (–) (C)
	F11
	not reliable identification
	1.489
	not reliable identification
	1.45

	G9 (+++) (A)
	G9
	Escherichia coli
	2.313
	Escherichia coli
	2.199

	G10 (++) (A)
	G10
	Serratia liquefaciens
	2.006
	Serratia liquefaciens
	1.875

	Continuation of the table Г.1


	1
	2
	3
	4
	5
	6

	G11 (+) (B)
	G11
	Escherichia coli
	1.879
	not reliable identification
	1.649

	H9 (+) (B)
	H9
	Escherichia coli
	1.727
	not reliable identification
	1.691

	H10 (++) (A)
	H10
	Escherichia coli
	2.036
	Escherichia coli
	1.939

	Note ‒ Organism names which are in blue and underlined are linked to the matching hint table below



Table Г.2 – Meaning of Score Values (Standart Sample)

	Range
	Description
	Symbols
	Color

	2.300 ... 3.000
	highly probable species identification
	( +++ )
	green

	2.000 ... 2.299
	secure genus identification, probable species identification
	( ++ )
	green

	1.700 ... 1.999
	probable genus identification
	( + )
	yellow

	0.000 ... 1.699
	not reliable identification
	( – )
	red




 50 г үлгі + 450 мл буферленген пептон суы инкубация +37℃, 18-24 с
немесе 10 г үлгі + 90 мл физ.ерітінді, 0,001 мл Кесслер ортасы, инкубация 37℃, 18-24 с


Дифференциалды-диагностикалық орталарға ChromagarTM E.coli, немесе TBX Agar, инкубация+37℃, 24 с.


 таза культураны оқшаулау


Ферментативті қасиеттерді анықтау
биохимиялық сәйкестендіру-қоректік орталарда өсіру
инкубация +37℃, 18-24 с


 Күдікті колонияларды алып тастау:
Клиглер ортасына және ЕПА колонияларды егу,
инкубация +37℃, 24 с


Дифференциалды - селективті орталарға егу
 0,1мл Эндо, McConkey агарына егу, инкубация +37℃, 24 с.
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«A.BAIITYPCBLIHOB HekoMmvepueckoe
ATbIHAAL'LI AKHUoHepHoe QﬁmeCTPO
KOCTAHATI OHIPJIIK «KOCTAHAMCKNH
YHUBEPCHTETI» PEI'MOHAJIbHBLIN
KOMMEPIIBLIbLIK ¢MEC I ) ' YHVIBE}’CMTET
ARUHOHCPIIK KOFAMBI BAITURSYNOV UMEHU A BANTYPCBIHOBA»
UNIVERSI'TY
BYIPBIK TIPUKA3
14 mons 2022 rona Ne 246 OJ1
r. Koctanait
O cozaanun pabouux rpyui u
onJaTe UCTOJHUTENSIM PaboThl
§1

1. 19 BBINOJHEHMA HAYYIIO-MCCICAOBATENLCKUX pPAbOT 10 NPOEKTY «AHalM3 pPHUCKOB
MOSBJICHHS PE3NUCTEHTHOCTH K AHTUOMOTHKAM MATOTEHHONH MUKPO(].IOPHI, BBIACISEMONR OT IKH-
BOTHBIX W M3 CHIPbS M LPOLYKTOB JKMBOTHOIO IPOMCXOMICHHS» B paMkaX HaydHO-TEXHUYCCKOH
nporpaMmmbl  MCX PK «PaspaGoTka MeTOHOB aHAJIMTHYECKOIO KOHTDPOJsS M IMPOBEACHUA
MOHHTOpHHIa Ge30MaciiocTH MUIIEBON MPOAYKUMM» B Mpeaenax cyMMm GuHaHcuposanus Ha 2022
01, COTVIACHO JOTOBOPY Ha BBINOIHEHME HAYYHO-HCCICUOBATCALCKAX paboT OT 24 ceHtabpsa 2021
roga Nel0l, nomonuuteasnoe cornamenue Nel ot 08 mioHs 2022 roxa, 3akmodeHHomy ¢ HAO
«Kasaxckuii arporexuwueckuit yHusepeurer um. C. Celidymnunar, cozuars pabouyio rpyuily B
cocTage:

1) Peinnanosa Paywian MupanbaeBHa — 3apejyiolnas OTAEIOM HMMYHOOHOIOTHYECKUX
ruccnenosannit HUMIIB, PhD, pykoBoauTens npoexTa;

2) Menaeibacsa Anapa MypaTtoBHa - MeHemkep mo kadectsy HWWIIb, M.B.H., Begymui
1ay4YHBIN COTPYAHUK;

3) I'aburosa AnsOuHa PUHATOBHA — M.B.H., CTapIUNKH HayYHbLIH COTPYAHUK;

4) Anuesa ['yapnyp KosbieHa - menemxep no kxadectsy HWMMIIB, m.B.H.,, HayuHBIH
COTPYIHUK;

5) Bepmyxameros Kanaiinap JKarnaposuu — Hayuneiit cotpyauuk HUMIIB, m.t.1., Maaguit
HaY4HBIN COTPYIHUK;

6) llleruenko [laBen Bukropouu — menelxep no xayecryry HUUIIB, m.T.H., Miaagmuii
HAYYHBIN COTPYAHUK;

7) Ceunxanopa Payunian OwmupOexoBHa — MarucTpaHT crneudagbiioctn  7M90101-
BerepunapHas MeJULIMHA, CTapIIWHA 1ab0paHT;

8) Hyprnencor Anune Alinaposud - nabopant HUMIIB, m.1.11., naGopant;

9) KyseyGaesa Anap CabbipbacBHa ~ NOKTOPAHT CEUHANbHOCTH Betepunapus Kasaxckoro
arpotexHuueckoro ynuscpcutera uM. C. Celidynnuna, M.B.H., Hay4HEIH COTPYAHHK;

10) Peianosa Tomupuc MypaTxaHoBHa — CTy#eHTKAa S5 Kypca crieumansHoctd 6B09101
Berepunaphas me/iMuuHa, 1a00paHT;

11) AxaHoB Omubu KoxiMOexyasr - CT}'lIe.HT 4 xypca cneuuannHocTH 6B09101 -
Berepunapras mejmnnna, 1a6opauT;

12) KaGriknaesa Aryns ['aGrpi3xaiiosHa — crapunit mperopasatenn kabeapsl BETEPUHAPHOMN
MEAMUMIILI, M.B.H., HAYYIIEIH COTPYIHUK.

2. llpousgectn oiary wieHaMm paGodYeH pyliibl U3 CyMMbl NOCTYIHBUIKMX JICHEKHBIX
cpeacts no porosopy ot 24.09.2021 r. Nel01, pononnurenshoe cornawenne Nel or 08 utons 2022
ToMa, B COOTBCTCTBUM yTBEPXKACHHOR CYMMOMN 110 CMETE pacXo/10B,

3. Opranusauuonioe COIPOBOXKACHHAE BOIONKUTL 3a MHCTHTYTOM HAy4II0-T€XHHYECKHX
HCCACAOBAHHA,

§2

L. JIns  BINONHEHHS HAYYHO-MCCNEAOBATENLCKUX pabor

110 npoekry «Pazpabo:
MYJIBTUIT b Y paborka

nexcuo# P n peaspHoM Bpemenu s BbisBlIEHUS Staphylococcus aureus u
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Streptococcus  agalactiac B Monounoit  NpogAYKIMH M OfpelelieHHe  JIOKYCOB
aHTHOMOTHKOPEIHCTEH THOCTHY B paMicax Hayino-rexnunueckoi mporpammul MCX PK «PaspaGorka
METOJO0B  AHAIMTUUCCKOIO  KOHTPOMS M 1poBcieHus MolHTopuira 6e30maciiocT  nuiesoi
NPOAYKLUMUY» B 1IPeiciax cymm guuanicuponaiins 1ia 2022 roji, coriaciio I0roBopy Ha BeINOIHEHHE
HAY WHO-NCCACAOBATEARCKIX  pador o1 24 ceniOps 2021 roga NelOl, ponosuurensHoe
cornaweniie Nel ot 08 nions 2022 roja, sakmoueniiomy ¢ HAO «Kasaxckuit arpoteximaeckuit
ynusepeurer uM. C. Celtdpynnunan, cozpars pabouyio rpynity B cocrase:

1) YyxcGacsa I'ymexcaran [xambysosHa — 3asejiyionias ucnerrarensiodt nabopatopueit
HPOU3BOACTBA IpoaAyKTOB nHTanus HUUIIB, k.B.H., pykoBomtens npoekra,

2) bBaitmenos Baxur MyparoBuy — 3aBejlylolimil OTHENOM MOIEKYISPHO-TEHETHIECKHX

ucenenosannit VJIIIT HUMIIB, M.B.H., cTapwmit nayunsit coTpymilMK, OTBCTCTBEHH LI
WCHOIHNTEN B TIPOEKTa,;

3) Anuesa Tynpnyp Kasuesua - menemkep mo kauecrsy HWMIIB, ™M.B.H., Hay4yHeI#
COTPYAHHK;

4) Myxauos Tamepnan Mapatosuy — Maructpaut cnenuanpioctd 7M05101-Buonorusg,
HAYYHLIN COTPYOHUK;

5) Maaiksaza Kanamxac Ma:tik3agaxsiss! - MiIaqmuil HayaHbii COTPYAUHHK;

6) Koxanos Cabur KaGuwuuesuu - aupexrop HUWITB, k.B.H., Miamwnit HaYYHEIH
COTPYIHHK;

7) Ancuina 10Omus EBrenbeHa - JOKTOpaHT cremuatsHoctH 8D09101- Berepunapnas
MEIMUMIIR, MIAJIIHA HAYYHBIT COTPY/UIMK;

8) Epxanosa Xyagemait [anbivkanoBHa — OyxraaTep yIpaBJIeHHS $uHaHCOB U
3KOHOMHUYECKOTO IIIAHHPOBAHUS, OyXranTep NpoeKTa.
2. IlpoussecTu omnaTy uneHaM paGodeil IPYNNBl M3 CYMMbI [OCTYIHBIIMX JHEIKHbIX

CpeacTB 1o forosopy ot 24.09.2021 r. Nel01, nononnutensHoe cornamenue Nel ot 08 nrons 2022
rojia, B COOTBETCTBHU yTBEPIACHHON CYMMOI TIO0 CMETEe PAaCcXOLOB.

3. Opraumauuonﬂoe CONPOBOXKACHHUE JAOrOBOpa 3aKpenuTh 3a HHCTUTYTOM Hayd4HO-
TEXHUYECKHUX UCCIIETOBAHUM,

OcHoBaHKE: IPEACTABIEHHE H.0. JUPEKTOPA HHCTUTYTA HAYYHO-TEXHUUECKHX HCCIENOBAHU M
Kosang A.IL
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«A. BAUTYPCBIHOB Hexommepueckoe

ATBIHJAAYBI aKIMOHEepHOe 00IEeCTBO
KOCTAHAN OHIPJIIK «KOCTAHANCKHUI
YHUBEPCHUTETI» PETMOHAJILHBIN
KOMMeEPIHSIBIK eMeC YHUBEPCHUTET
AKLHOHEPJAiK KOFaMbl BAITURSYNOV UMEHU A. BAUTYPCBIHOBA»
UNIVERSITY
BYHPBIK IIPAKA3
10 aknan 2023 kb1 Ne 46 HK
KocraHaii K.

backapma Teparacei-PexTop C. Kyanbsimoaen
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Herizgeme: FouIBIM KOHE KOMMEpLHSUTAHIBIDY OacKapMachl GacTIFBIHBIN M.a. A.IL. Kopanbmin
YCBIHBICEI,
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7KyMBIC TOOBIH KYpY 9HE KYMBICTBI
OpLIHAAY IIBLIAPFA €HOCK aKbl TOJIEY TYpaJbl

l.«)Kanyapnapnan >xoHe >XaHyapnapiaH ajblHATHIH UIKKI3aTTaH >KOHE OHIMAEPACH OOiHEeTiH
MaTOTCHII MHUKPOGIOPaHBIH aHTHOMOTHKTEpre TO3IMILITIHIH malna Gody ToyekenmdepiH Tammay»
Kobachl OOMBIHINA FRUIBIMH-3€PTTEY KYMBICTapbIH opbiHaay ymin KEAK C. CelidymiuH aTbIHIarsl
«Kasak arpoTexHuKaNbIK yHuBepcHTeTiMeH» 2021 xbuirel 24 Keipkyiiex Nel01 mraptbina, 2023 KBUIFSI
03 aknanpmarbl No2 KocwIMIa KejiciMre coiikec, KapbliaHaelpy comackl weringe KP AIIIM «Tamak
OHIMJEpiHIH Kayincisfirine Tannamanelk GaKbUlay JKOHE MOHMTOPHHT JKYPrisy omicrepi aziprey»
FRUTBIMU-TEXHUKAIBIK Oarapiamacel menbepiane, BYHUBIPAMBIH:

Keneci KypaMbIHa XYMBIC TOOBIH KYPBUICHIH:

1) Pounmanosa Payman MupanGaesna - KBF3UM  FEUIBIME-HHHOBAIMSIIBIK OPTAaJIBIKTHIH
MmeHrepyuici, PhD, sx06a »xerekmici;

2) I'abutoBa AnpOuHa PuHaToBHA — B.F.M., ara FhUIBIMH KBI3METKEP;

3) MennpibacBa Anapa MypaToBHa - B.F.M., FLUIBIMU KbI3METKED;

4) Anuesa 'ynmeryp Ko3bleBHA — B.F.M., FEUIBIMH KBI3METKED;

5) KyseybacBa Amap CaOpipbacBHa - C. Ceiibpymmun arteiHgarsl Kazak arpoTeXHHKATBIK
YHHBEPCHTCTIHIH BeTepuHapus MaMaHIbIFBIHBIH JOKTOPAHTEL, B.F.M., FEUTBIMH KBI3METKED;

6) JKaOwikmaca Aliryne I'aObI3xaHOBHA — BeTEpMHAPIBIK MEIHIIHHA KadeapachIHBIH  ara
OKBITYILBICHL, B.F.M., FEUIBIMH KbI3METKED.

7) Axkanos Oimbu KokimGexyibl - BeTepunap/iblK MeIUIMHA MaMaHIbIFBIHBH 4 KypC CTyAEHTI,
TaFBUIBIMIAMAJIaH OTYIII;

8) Epxanosa Xynei3ail [aneivokaHOBHA — KapiKbI-3KOHOMHKATBIK KbI3METTIH Oyxranrepi.

2. PpulbIME-3epTTey KYMBICTAPBIH OTKI3y MAaKCaThIHIA k0ba opbiHaymbapbiHa 2023 KBUIFBI
KaHTap albIHaH XKCITOKCAH akbIHa eHiH, GeKiTiireH ITATTHIK KecTere KoHe OpbIHAAIFAH KYMBICTaP,IBIH
aKTiCiHe ColiKec, OHOIKETTEH TYCETIH KapKbl KoJeMiHe GaiIaHBICTHI affl CaMbIHFEI EHOEK aKBICHI
OeKITLIICIH.
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KA3AKCTAH PECIYBITMKACHI PECAYBJIUKA KASAXCTAH

ABTOPNBIK I¥KBIKMEH KOPFANTATBIH OB BEKTIMIEPTE K¥KBIKTAPABIH
MEMIEKETTIK TI3UTIMIE MOMMETTEPAI EHII3Y TYPANBI

KYOInIK

2024 ineBIS> Kartap Ne 41789

ASTOPABIK (NADABA) IOHI, aTel, SKECIHIRATe) (E7ep OATEKE Gacsi Ry aHAMIPATSIN KyaTTa KobLemce):
KY3EVEAEBA AHAP CABBIPBAEBHA, Vcerbaes Antaii EremGepaneans, Caxapun J1a

ABTOR/IbIN KyKbilk OBBEKTICH FBUIBIMM TYBIHABL

OBbexTiHil aTaybi: Tafam enimAepiH nacTaiitein natorenai Escherichia coli wramaapsii monekynanbik
MHANKauMANaY SAICIHIK MOANDUKALUMACE!

Qbvekriti skacaraH Kyt 04.01.2024

KT Yynigeraneir D KB e BT
7AsToprik KV Beniiae TekCepyre Tonans hitps:copyrghUkazpatentz

TTOmMMIOCTS HORYHONTa BOMORO ripOBBpHTS Ha Cale Kazpaleni ks’
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BUK kon KovbinAbl
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Kazakcran PecryOnukachiHbliH Aybll IapyallbUIGIK MEHHCTPIIIT
«C. Celippynnun aTeinarel Kasak arpoTeXHUKAIBIK 3epTTey yHuBepcuteTi» KeAK

BEKITEMIH
backapma mymueci - FbUIBIM 3KoHE
HHHOBAUUSABIK

Oxky ypaicine

FBLIBIMH-3€PTTEY

JKYMBIC HOTHIKe/1ePiH eHri3y GoiibIHIma
AKT

1: FLInLIMn-sepTTey, FBIIBIMU-TEXHHUKAIIBIK JKYMBICTapIBIH XoHe (HeMece)
FBUIBIMK JKOHE (HEMece) FBUIBIMH-TEeXHHKAIBIK KBI3MET HOTHIKEJEpiHiH aTaybl
(MoHOrpadust, AMccepTanys, FRUILIME K068, TATEHT — XapHsIIAHFaH XKBUIEL, 6eTTep
CaHbl):

ABTOpIIBIK KYKbIK 00BbekTici No 41789: reutbiMu TysiHas! « TaraM eHiMaepin
nacTaiTeH natorenni Escherichia coli mTaMIapbIH MOJEKyIaNblK HHIUKAIMIIAY
oficiHiH MoguduKamIce», 2024 x. «5» KauTap, 26.

2. ABropmap Typamsl MoiiMeTTep (ABTODABIH aThI-KOHi, Teri, FHUIBIMU
Iopexeci, FBUIBIMH aTaFbl, KbIsMeTi, (akynsrer, Kadenpa): BeTepUHAPHS
FhUIBIMIAPLIHBIH  MarucTpi  KyseyGaesa Amnap CaGbip6acBHa, BeTepHHAPHS
FBUIBIMJIAPBIHBIH ~ KaHAMJAThl, JOUEHT YceHbaeB Auntaif Erem6epauesuu,
BeTEpUHAPUS FRUIBIMAAPEIHEIH Maructpi Caxapus Jlaypa

3. KpicKalra aHHOTALKS

Kazakcran Pecry6aukacs! AybL lapyalibuIbEsl MUHECTPIriHiE 2021-2023
%0K. GarmapraMalibIK-HbICAHAIBl KapKbUiauaslpy BR10764944 "AnanuTUkanbik
Gakbuiay oAiCTepiH a3ipiey koHe TaMaK eHiMZepiHiH Kayimcisairin syprisy"
FBUIBIMU-TEXHUKaNBIK Oarnapnama IueHOepiHAe TaraM OHIMAEpiH  NacTalTBIH
naToreHii Escherichia coli uTaMiapels MOJIEKyIIaIbIK UHAMKAIMSIAYIBIE PECMH
oMliCiHiH MOJU(UKAIHACH 93ipiaeH . ¥ChIHBUIFAH SJICIIEH 3epTTey HOTHKECIHIe
Kasakcranpa  emmipinerin  ipimmiik — enimmepinen  oxmaymamran  E.coli
usossTTapbiHaa  Oakrepusubin O157:H7 surepomarorenni mramsl OpTaibik
Azusna anramkel  OOJBIIT 0.5% celHamanapnman TaOBUIABL.  AJIBIHFAH
SIHAEMHOJIOTHSNBIK MAJIMETTEp KOHE MOIM(UKALMSIAHFAH SIC JKOFAapHl Kypc
CTY[CHTTepiH MHHOBALMSIBIK 3ePTTEY TociiuepiH yiipeTy makcatsiama «OxpaHa
3M0POBBS. KUBOTHBIX NP SMEPDKEHTHBIX MH(EKLHSIXY» [IOHIH OKBITY yphiciHme
JIopic XkoHe 3epTXaHalbIK cabakTapbiHa eHaipii.

4. Enrizy opHbI (paxynsTet, Kadenpa, 6inim Gepy Garnapiaamacs):
«BerepuHapus KOHE Mal  IIAPYAlIBUIBIFBl  TEXHOJOTHSCH  (aKyibTerTi,
«BerepuHapusiiblk  MeauuuHa»  kadenpacsl, 6B09101  «BeTepuHapHsmEIK
Kayinciszix» 6inim 6epy Garmapiamacs
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5. Enrisy dopmack! (JleKuusi, npakTuKaibik OKBITY, 3ePTXaHANBIK XKYMbIC,
1190 GofibIHina ceMuHap xaHe 1.6.):

ABTOPIBIK  KYKBIK  0ObekTici  «Oxpana 3/I0POBbS  KMBOTHBIX IIpH
IMEPDKEHTHBIX HH(EKLMSAX» TOHI KypPPUKYJIyMBIHBIH «OMepJUKeHTHbIE MHUIEBbIe
TIATOreHbD J9PiciHe xoHe «[MArHOCTHKA [IPH IMEPIIKEHTHBIX TOKCUKOUHDEKIHSIX
(Escherichia, Salmonella, Campylobacter, Enterobacter)» 3eprxaHaisiK caGarbisa
eHmipini.

Ochi AKT 3 1aHaza JKacabin, oKy-onicTeMenik GorniMre, FELTBIMH KBIBMETTi
Gackapy skeminzeri Gomimre, kadeapara cakrayra Gepingi.
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«BetepuHapHIBbIK MeAMLHHAY o
KadeapachIHbIH MeHrepy wici E.E.Myxan6erxanuien

«BeTrepuHapUsIIBIK caHHTapHs
KadepachIHbIH Ipodeccops 0 C.K. A61paxmanos

«BeTepuHapust xoHe Mall LapyambLTBIFE
TEXHOJIOTUACH (aKy IbTeTiHIH aKafeMHsIBIK cana
KEeHECIHiH TepaifbIMbl FHU au / K. X.IllaiikenoBa

«BeTepuHAPHSIIBIK MeIULIHAY .
KaepachIHbIH AOLEHT W T'".A. Baiikanamosa





image45.png
ISTANBUL UNIVERSITY
CERRAHPASA
Faculty of Veterinary Medicine

CERTIFICATE OF PARTICIPATION

ANAR KUZEUBAYEVA

Within the framework of the bilateral agreement protocol between
Istanbul University - Cerrahpasa Faculty of Veterinary Medicine and
Kazakhstan S. Seifullin Agrotechnical University - Faculty of Veterinary
Medicine, with theoretical and practical courses within the framework
of the Postgraduate Education (Doctor of Philosophy) program around
Dissertation Theme “Development the method for molecular indica-
tion Escherichia coli contaminaﬂon of cheese produced in Kazakhstan,
and mathematical modelmg food safety” i the.Department of Food
Hyg:ene and Technology our’Faculw betwesb* -





image46.png
BRUKER





«С.


 


Сейфуллин атында


?


ы 


?


аза


?


 агротехникалы


?


 зерттеу университеті» КеА


?


 


 


 


 


??


Ж 637.1:579.6:51(574) (043.3)                         


     


               


?


олжазба 


???


ы


?


ында


 


 


 


 


 


КУЗЕУБАЕВА АНАР САБЫРБАЕВНА 


 


 


 


 


?


аза


?


станда


 


?


ндірілетін


 


ірімшіктерді


?


 


Escherichia 


coli


-


мен


 


 


ластануыны


?


 молекулалы


?


 индикациялау


 


?


дісін 


?


зірлеу ж


?


не та


?


амды


?


 


?


ауіпсіздігін


і


?


 ба


?


алауын


 


модельдеу


 


 


 


 


8D09102


 


–


 


Мал шаруашылы


?


ы 


?


німдеріні


?


 санитарлы


?


-


экологиялы


?


 


?


ауіпсіздігі


 


 


 


 


Философия докторы (PhD) д


?


режесін


 


 


алу 


?


шін дайындал


?


ан диссертация


 


 


 


 


Отанды


?


 


?


ылыми ке


?


есші


 


в


етеринар 


?


ылымдарыны


?


 


к


андидаты


, 


 


профессор м.а


 


Усенбаев А


.


Е


.


 


 


Шетелдік 


?


ылыми ке


?


есші


 


доктор 


PhD, 


 


профессор


 


 


Ali Aydin


 


(


Istanbul


 


İstanbul 


 


Üniversitesi


-


Cerrahpaşa


)


 


 


 


 


 


?


ŕçŕ


?


ńňŕí


 


Đĺńďóáëčęŕńű


 


Ŕńňŕíŕ, 2024


 




«С.   Сейфуллин атында ? ы  ? аза ?  агротехникалы ?  зерттеу университеті» КеА ?         ?? Ж 637.1:579.6:51(574) (043.3)                                                ? олжазба  ??? ы ? ында           КУЗЕУБАЕВА АНАР САБЫРБАЕВНА          ? аза ? станда   ? ндірілетін   ірімшіктерді ?   Escherichia  coli - мен     ластануыны ?  молекулалы ?  индикациялау   ? дісін  ? зірлеу ж ? не та ? амды ?   ? ауіпсіздігін і ?  ба ? алауын   модельдеу         8D09102   –   Мал шаруашылы ? ы  ? німдеріні ?  санитарлы ? - экологиялы ?   ? ауіпсіздігі         Философия докторы (PhD) д ? режесін     алу  ? шін дайындал ? ан диссертация         Отанды ?   ? ылыми ке ? есші   в етеринар  ? ылымдарыны ?   к андидаты ,    профессор м.а   Усенбаев А . Е .     Шетелдік  ? ылыми ке ? есші   доктор  PhD,    профессор     Ali Aydin   ( Istanbul   İstanbul    Üniversitesi - Cerrahpaşa )           ? аза ? стан   Республикасы   Астана, 2024  

