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НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕР

Бұл диссертациялық жұмыста келесі стандарттарға сәйкес сілтемелер пайдаланылды:
МЕМСТ 12.3.002-75  - Өндірістік үрдістегі жалпы қауіпсіздік талабы.
МЕМСТ 1770-74Е - Зертханалық шыны ыдыстар: цилиндр, мензурка,колба  және пробиркалар. Техникалық жағдай.
МЕМСТ 4233-77  - Хлорлы натрий. Техникалық шарттар.
МСТ 5962-67 - Тазартылған этил спирт.Техникалық шарттар.
МЕМСТ 6709-72 -Дистильденген су. Техникалық жағдай.
МЕМСТ 9001-2000 – Егуге арналған медициналық шприцтер.
МЕМСТ 9284-75 Төсеніш шыны.
МЕМСТ 12026-81-Зертханалық сүзгіш қағаз.
МСТ 10394-72 – Зертханалық стақандар, құтылар.
МЕМСТ 20292-74 Сыйымдылығы 100, 200 және 1000 мл өлшемділіктегі 
колбалар.
МЕМСТ 24104-2001 – Зертханалық таразы. Техникалық шарттар.
МЕМСТ 28640-90 - Минералдық майы. Техникалық шарттар.
МЕМСТ28311-89 - Зертханалық медициналық мөлшерлегіштер. Техникалық жағдай.
ТШ 46-22-54960 – Термостат ТЭС-1.
ТШ 480-11-10-73 -  Әйнекке жазуға арналған карандаш.






















АНЫҚТАМАЛАР

	Антибиотиккерезистенттілік – бактериялардың антибиотиктерге төзімділігі, бұл желінсауды емдеуді қиындатады.
[bookmark: _Hlk191461750]	Бактериологиялық зерттеу – желінсаудың  нақты қоздырғышын анықтау үшін сүт құрамын зертханалық талдау әдісі.
	Галактогендік жол –потогенді микрофлораның желін поренхимасына желін үрпісінің өзегі арқылы енуі.
Гангренозды желінсау – бұл малдардың (әсіресе сиырлардың) желінінде ауыр қабыну процесінің дамуы, оның нәтижесінде тіндерде некроз пайда болады.
   	Гематогендік жолмен - қан арқылы ағзаға түрлі инфекциялық агенттердің, токсиндердің немесе дәрілік заттардың ену жолы.
Ген – тұқым қуалаушылықтың құрылымдық және функционалдық бірлігі, белгілі бір белгіні анықтайды.
	Генетикалық нұсқа – зерттелген популяциядағы жануарлар генотиптерінде гомозиготалы және гетерозиготалы генотиптердің кездесуі.
	Гендік ассоциация талдауы – белгілі бір генетикалық маркерлер мен фенотиптік белгілер арасындағы байланысты зерттейтін әдіс.
	Гетерозиготалы генотип – жануар генотипінде екі түрлі аллельдің болуы.
	Гигиеналық профилактика – желінсаудың алдын алу үшін жүргізілетін санитарлық шаралар (желінді тазалау, сауын аппараттарын дезинфекциялау, сиырларды таза ұстау).
	Горизонталдық электрофорез – молекулярлық генетикалық зерттеулерде ДНҚ фрагменттерін бөліп алу үшін қолданылатын агарозалық гель электрофорез әдісі.
	Денатурация – амплификация кезінде жоғарғы температураның әсерінен ДНҚ молекуласындағы екі тізбектің бір-бірінен ажырауы (әдетте 95°C температурада жүреді).
	ДНҚ маркері – молекулярлық генетикалық зерттеулерде электрофореграммада алынған ПТР өнімдерінің ұзындығын анықтауға мүмкіндік беретін индикатор.
	Желін – ұрғашы сүтқоректілердің сүт безі. Сиыр желіні төрт бөліктен, ал жылқы, түйе, қой мен ешкі желіні екі бөліктен тұрады.
	Желінсау– сиырлардың желінінде қабыну процесінің дамуы, сүт өнімділігі мен сапасының төмендеуіне әкелетін ауру.
	Желінсауға төзімділік – сиырлардың генетикалық ерекшеліктеріне байланысты маститке сирек шалдығу қабілеті.
	Иммуномодуляторлар – иммундық жүйені күшейту үшін қолданылатын препараттар, маститтің алдын алу мен емдеуде қолданылады.
	Интоксикация - бұл ағзаға зиянды немесе токсинді заттардың түсуі және олардың организмде жинақталуы нәтижесінде пайда болатын улану үрдісі. 
Калифорниялық мастит тесті (CMT) – маститті ерте анықтауға арналған арнайы зертханалық әдіс, сүт құрамындағы соматикалық торшалар санын анықтайды.
	Клиникалық желінсау – сиырлардың желінінің қабынуының ауыр түрі, ол айқын белгілермен жүреді.
	Лактация – сүт безінде сүттің түзілу, жиналу және оның мезгіл-мезгіл бөліну процесі.
	Лактоферрин – сүттің құрамындағы бактерияларға қарсы тұратын ақуыз
Лимфагендік жолмен - инфекциялардың немесе ауру қоздырғыштарының лимфа жүйесі арқылы ағзада таралу үрдісі.
Желінсауға бейім тұқымдар – желінсауға жиі шалдыққыш сиыр тұқымдары. 
	Желінсауға төзімділік гендері – желінсауға төзімділікті анықтайтын ген локустары.
	Новакиндік емдеу – аурудың патогенезіне бағытталған, патогенетикалық емдеу әдісі болып табылады, жиі жіті патологиялық үрдістер кезінде ауырсынуды басу үшін қолданылады .
Новокаиндік тежеу – белгілі бір нервті немесе нервтер жүйесін новокаин ерітіндісін қолдана отырып ауырсынуды басу .
Нүктелік мутация – геннің интрондық немесе экзондық бөлігінде бір нуклеотидтің екінші бір нуклеотидке алмасуы нәтижесінде пайда болған мутация.
	Патогенетикалық емдеу - аурудың даму механизмдерін, оның физиологиялық және биохимиялық процестерін ескере отырып жүргізілетін емдеу тәсілі.
Полимеразды тізбекті реакция (ПТР) – ДНҚ тізбектерін көбейтуге және белгілі бір мутацияларды анықтауға мүмкіндік беретін әдіс.
	Праймерлердің жабысуы – ПТР кезінде ДНҚ матрицасына праймерлердің жабысуы, оңтайлы температура 54-62°C.
	Субклиникалық желінсау – ауруды зертханалық жолмен, физикалық-химиялық қасиеттерінің өзгеруімен анықтайды.
	Симтоматикалық емдеу – аурудың белгілерін жеңілдетуге бағытталған емдеу әдісі, ол көбінесе дәрілік препараттар мен физиотерапевтік әдістерді қолдану арқылы жүзеге асады .
Соматикалық торшалар – сүт құрамындағы иммундық торшалар (лейкоциттер, макрофагтар, эпителий торшалары), олардың көбеюі желінсаудың бар екенін көрсетеді.
	Экспресс тест – шаруашылық жағдайында ақ уақыт ішінде балау жасауға мүмкіндік беретін әдістер. 
Экссудат - қабыну немесе жарақаттану процесінің нәтижесінде тіндерден немесе қуыстардан бөлінетін сұйықтық.



БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

АБ – Антибиотик
АБТ – Антибиотиктік терапия
АГ – Агарозадан дайындалған, әдетте 3-4% гель
ӘБ – Өлшем әсер бірлігі
БЗ – Бактериологиялық зерттеу
БТЖ – Бейспецификалық төзімділік жүйесі (иммунитет)
BRCA1– BRCA1 DNA repair associated
ГМ – Геморрагиялық мастит
ДНҚ – Дезоксирибонуклеин қышқылы
ЖІА – Желін ішілік антибиотиктер
ЖШС – Жауапкершілігі шектеулі серіктестік
ЖТ – Желінсауға төзімділік
ж.н. - жұп нуклеотид
ИМ – Иммуномодуляторлар (Иммунофан, Гамавит)
ҚР ҒжЖБМ – Қазақстан Республикасы Ғылым және жоғары білім министрлігі
ЛФ – Лактоферрин
MASP2 – MBL associated serine protease 2
МХ1 – MX dynamin like GTPase 1
NCBI – National Center for Biotech№logy Information (Ұлттық биотехнологиялық ақпараттар орталығы)
НПВС – Стероидты емес қабынуға қарсы препараттар (Кетопрофен, Флунексин)
ПТР – Полимераздық тізбек реакциясы
РФҰП – Рестриктелген фрагменттер ұзындықтарының полиморфизмі
РНҚ – Рибонуклеин қышқылы
СА – Сүт аппараттарының сапасы
СКМ – Субклиникалық мастит
СЛ – Сүт лактозасы
СМ – Серозды мастит
CATHL2  – cathelicidin 2 
SELL – L-selectin
[bookmark: _Hlk197252738]SCC – (Somatic Cell Count) Соматикалық торшалар саны
SNP – Single Nucleotide Polymorphisms 
ТАЕ – Құрамында сірке қышқылы және ЭДТА негізі бар, гель-электрофорез қою кезінде қолданатын трис ацетат буфері
ТЕ – Бөліп алынған ДНҚ сынамасының элюциясын жасауға қажет арнайы буфер
ФТ – Физиотерапия (ультрадыбыстық терапия, массаж, жылы компресс)
ЭДТА – Этилендиаминтетра сірке қышқылы
CXCR1 – C-X-C motif chemokine receptor 1
QTL – Quantitative Trait Loci (Сандық белгіге әсер ететін локус)
КІРІСПЕ

Тақырыптың өзектілігі. Желінсауға төзімділік - күрделі полигенді құбылыс ол бірнеше гендердің мөлшерінің ықпал етуімен анықталады. Барлық геннің ассоциативті зерттеулері, геномдық нұсқалардың таралуын анықтауда кеңінен қолданылады, соның ішінде желінсауға төзімділікті анықтау үшін жалпы генетикалық құрылымын анықтау кеңінен қолданылады [1]. Ірі қараның желінсауы – бүкіл әлем бойынша сүт өнеркәсібінде кең таралған және қаражат көп жұмсалатын ауырулардың бірі болып қала береді [2].
Желінсаумен күресу стратегиялары, мысалы, антибиотикотерапия, вакцинация, шарушылықты дұрыс басқару және азықтандыруды жақсарту үлкен жетістікке жеткізбеді. Желінсауға генетикалық төзімділік әртүрлі сүтті сиыр тұқымдарына жүргізілген бірнеше тәуелсіз зерттеулермен дәлелденген. Бұл белгінің полигенді табиғаты желінсауға төзімділікке жауапты кандидат-гендерді зерттеу қажеттілігін көрсетті. Авторлардың мақаласында мынадай SNP полиморфизмдердің генетикалық маркерлер ретінде қолдану мүмкіндігі қарастырылған: TLR4, Lactoferrin, IL-8, CXCR1, CXCR2, CCL2, IL8, BPI, MBL, CACNA2D1, BRCA1, FEZL, SEMA5A [3]. Сүтқоректі күйіс қайыратын жануарларда сүт безінің қабынуы организімге  зиянды жағдайлардың бірі болып табылады және сүт өндірісі секторындағы экономикалық тұрғыдан аса маңызды инфекциялық аурулардың қатарына жатады. Желінсауға төзімділікті арттыру бағдарламалары сүтқоректі күйіс қайыратын жануарларда маңызды мақсаттарының біріне айналуда. Алайда   ірі қаралардың  желінсауға төзімділігін және желінсаумен байланысты аллельдерді анықтау оңай емес [4].
Көптеген авторлардың мәліметтері бойынша, сиырлардың желінсаумен ауруы табынның 21-70%-ын қамтиды, ал 8-16%-ы лактация кезінде екі немесе одан да көп рет қайталанып ауырады. Табындағы қоздырғыштың түріне байланысты субклиникалық желінсау клиникалық түріне қарағанда 2-20 есе жиі кездеседі. Желін секрециясындағы соматикалық торшалар санын анықтау үшін Калифорния мастит-тесті және Кенотест қолданылады. Оң реакция көрсеткен сүт тұндыру сынағымен тексеріледі [5].
Халықты азық-түлік өнімдерімен қамтамасыз ету үшін сүтті ірі қара шаруашылығы ерекше маңызды рөл атқарады, оның қарқынды дамуының қажетті шарты – аналық мал басының денсаулығын сақтау. Желінсау ауруы сүт өнімділігінің төмендеуіне және сүт сапасының ветеринарлық-санитарлық нормаларға сәйкес келмеуіне алып келеді [6]. 
Сүтті мал шаруашылығының басым бағыттарының бірі – санитарлық-гигиеналық нормаларға және өңдеу кәсіпорындарының талаптарына сәйкес келетін жоғары сапалы сүт өндіру. Сүт сапасын сипаттайтын негізгі көрсеткіштерге майдың, ақуыздың, лактозаның, несепнәр және соматикалық торшалар мөлшері жатады. Майдың, ақуыздың, лактозаның және несепнәр құрамына негізінен сиырлардың азықтандыру және генетикасы әсер етеді, ал соматикалық торшалардың саны желін саулығының көрсеткіші болып табылады [7]. 
Сиыр сүтіндегі соматикалық торшалар саны, қабыну процесін бақылау және субклиникалық әрі клиникалық желінсаудың пайда болу ықтималдығын бағалау үшін қолданылады. Лактация кезеңіндегі жануарлардың тәуліктік сүт өнімділігі көрсеткіштері мен соматикалық торшалар саны арасындағы өзара байланысты растайтын нәтижелер алынған [8]. 
Диссертациялық жұмыс көлемінде теориялық және практикалық жағынан  маңызды зерттеулер, голштеин тұқымдас сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауға төзімділікпен байланысты SNP полиморфизмдер зерттеледі, сол гендер аллелдерінің сүт құрамындағы соматикалық торшалар санымен байланысы анықталады, клиникалық және субклиникалық желінсауды емдеудің оңтайлы емдеу әдістері жетілдірілді. 
Зерттеулердің мақсаты: Алматы облысы, Талғар ауданы, «Байсерке-Агро» және «Амиран» сүт фермаларында барлығы 400 бастан астам сиырларға субклиникалық желінсауға төзімділікпен байланысты келесі ген локустары бойынша SELL, MX1, CXCR1, TLR6, BRCA1, MASP2 генотиптеу жұмыстарын жүргізу, аталған ген аллелдерінің сүт құрамындағы соматикалық торшалармен ассоциациалануы, желінсауға төзімділікпен байланысын зерттеу, сүт фермасында клиникалық және субклиникалық желінсауды емдеу әдістерін жетілдіру, желінсау кезінде экссудат құрамындағы патогенді микроорганизмдерді ПТР әдісімен детекция жасау. 
Зерттеудің міндеттері:
1. «Амиран» және «Байсерке-Агро» сүт фермаларында желінсауға төзімділікпен байланысты SELL, MX1, CXCR1, c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T SNP полиморфизмдерін зерттеу; 
2. Сиырларда TLR6, BRCA1, MASP2 ген локустары бойынша амплификация жүргізу және генетикалық полиморфизмдерін анықтау, осы ген аллелдерінің сиырларда соматикалық торшалар санымен байланысы; 
3. Сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауда клиникалық материалдарда патогенді микроорганизмдерді ПТР әдісімен детекция жасау жұмыстары, патогенді микроорганизмдердің антибиотикке резистенттілігін анықтау;  
4. «Амиран» сүт фермасында сүт құрамындағы  соматикалық торшалар санын Fossomatic қондырғысымен анықтау және сүт құрамындағы антибиотик қалдықтарының мөлшерін зерттеу;
5. «Амиран» және «Байсерке-Агро» сүт фермаларында клиникалық және субклиникалық желінсаулардың таралуы, алдын алу және емдеу жұмыстарын жүргізу.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы. Диссертациялық жұмыс көлемінде алғаш рет голштеин тұқымдас сиырларында, үлкен мал басында (n<400) клиникалық және субклиникалық желінсауға төзімділікке байланысты ДНҚ маркерлері зерттеліп, осы ген аллелдерінің желінсаумен ауыру деңгейі зерттелді, клиникалық желінсау кезінде экссудат құрамындағы патогенді микроорганизмдерді идентификация жасау үшін және олардың антибиотикке резистенттілігін анықтау үшін ПТР қолданылды. 
Диссертация тақырыбының мемлекеттік бағдарламалармен байланысы. Диссертациялық жұмыс келесі ҚР ҒжЖБМ гранттық қаржыландыру жобалары аясында орындалды: ИРН АР09057988 «Ірі қара малында жасырын генетикалық мутацияларды балау әдістерін ойлап табу және тұқымқуалайтын кемтарлықтарды жою үрдісін басқару» тақырыбы, (2021-2023 жж). ИРН AP19674808 «Толық геномдық секвенирлеуді пайдалану арқылы Қазақстандық жергілікті тұқымдық ірі қара малының генетикасын зерттеу және генетикалық паспорттарын жасау», (2023-2025 жж). ИРН AP22682970 «Сүт бағытындағы сиырларда, сүттің құрамындағы соматикалық торшалардың мөлшерімен байланысты SNP полиморфизмдерді зерттеу», (2024-2026 жж).
[bookmark: _Hlk195543674]ҒЗЖ жүргізілген орны – голштеин тұқымдас сиырларынан биологиялық материал алу Алматы облысы Талғар ауданы «Байсерке-Агро» ЖШС және «Амиран» ЖШС сүт фермасында жүргізілді. Генотиптеу бойынша эксперменталдық жұмыстар ҚазҰАЗУ, Қазақ-Жапон инновациялық орталығына қарасты «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия» зертханасында, «Клиникалық пәндер» кафедрасының зертханасында, сүт құрамындағы торшалардың санын, антибиотик қалдықтарын анықтау Агротехнологиялық Хабтың «Сүт өнімдерінің референттік» зертханасында, Real-Time ПТР әдістемесін меңгеру жұмыстары Польша мемлекеті, Торун қаласы, Николай Коперник университетінің «Ветеринариялық медицина» факультетінде жүргізілді.  
Жұмыстың теориялық және практикалық маңызы. Жалпы ветеринарияда жұқпалы және жұқпалы емес ауруға төзімділікті қамтамасыз ететін көптеген факторлар бар, иммунитет, жас төлдерде колостралдық иммунитет, малдың түрі мен жасына байланысты төзімділік, вакцина егу нәтижесінде түзілетін иммунитет. Осы факторлардың ішінде ерекше маңызды факторлардың бірі – генетикалық фактор. Диссертациялық жұмыста сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауға төзімділікпен байланысты келесі SNP полиморфизмдер SELL, MX1, CXCR1, c.+291C>T,  CXCR1 +1093C>T,  TLR6, BRCA1, MASP2 зерттелген, аталған ген локустары бойынша зерттеу тобындағы сиырлар популяциясында генетикалық нұсқаулардың таралуы, ген тепе теңдігі, ген аллелдері мен сүт құрамындағы соматикалық торшалар санының байланысы анықталған. Әдетте сүт құрамында, басқа да патологиялық экссудат құрамдарында патогенді микророрганизмдерді идентификация жасау үшін микробиологиялық әдістер кеңінен қолданылады, осы жұмыста патогенді микроорганизмдерді детекция жасау үшін және ол патогенді микроорганизмнің антибиотикке резистенттілігін бағалау үшін ПТР қолданылған. 
Диссертациялық жұмыстың тәжірибелік маңызы – сүт фермалары жағдайында сиырларда клиникалық және субклиникалық формаларының таралуын анықтау үшін ай сайын мониторинг жүргізіліп отырды, субклинкалық желінсауға балау экспресс әдістермен жүргізілді, сонымен қатар сүт бездерінің функционалдық ақуалын бағалау үшін сүт құрамындағы соматикалық торшалар санын анықтау тәсілі қолданылды. Клиникалық желінсауда патогенді агенттің, микробиологиялық құрамын және олардың антибиотикке резистентілігін анықтау үшін ПТР тәсілі қолданылды, микроорганизмнің түрін анықтау, оның антибиотиктерге резистенттілігін анықтау нәтижесіне сәйкес емдеу жүргізу терапия нәтижесін көтеруге мүмкіндік береді. 
Патенттік зерттеулер туралы мәліметтер және қорытындылары. Диссертациялық жұмыстың тақырыбы бекітілу алдында ҚР ҰҒТАО ғылыми - техникалық және нормативтік құжаттарына патенттік ізденістер жүргізіліп, талдау жасалды. ҚР ҰҒТАО ғылыми - техникалық және нормативтік құжаттарына патенттік ізденістер жүргізілді. ҚР Әділет министрлігінің зияткерлік меншік құқығы жөніндегі комитетінің, Ұлттық зияткерлік меншік институтынан 2 инновациялық патенті алынды. «ПТР-РФҰП талдау әдісімен TLR6 генінің локусы бойынша ірі қара малды генотиптеуге арналған праймерлер жинағы»  ҚР өнертабыс патенті 36469 ҚР, 2023 жылы Ветеринарная, «Ірі қара малында CXCR1 ген локусы бойынша генотипін ПТР-РФҰП талдау әдісімен анықтау тәсілі», ҚР өнертабыс патенті 36483, 2023 жылы алынды.
Зерттеу жұмыстарының нәтижелерін ендіру. Диссертациялық жұмыс нәтижелерінде зерттелген ген локустары мен сиырлардың клиникалық, субклиникалық желінсаумен ауыруға бейім немесе керісінше төзімділігі жоғары туралы алынған мәліметтер бар, ол шаруашылықтарға енгізілмеген. Сонымен қатар, жұмыс көлемінде сүт құрамындағы соматикалық торшалардың саны, оның клиникалық желінсау кезінде, субклиникалық кезінде, қалыпты жағдайдағы 1 мл сүт құрамындағы соматикалық торшалар саны туралы ақпараттар «Амиран» сүт фермасында күнделікті жұмыста қолданысқа енгізілген. Сүт құрамындағы антибиотик қалдықтарының мөлшері туралы мәліметтер сүт фермаларында «Амиран» және «Байсерке-Агро» шаруашылықтарында сүт сапасын анықтау үшін қолданыста. Зерттеу нәтижесінде алынған ген локустары бойынша генотиптеу әдістемесі «Ветеринариялық медицина» мамандығы бойынша оқу үрдісінде, «Ветеринариядағы молекулярлық-генетикалық балау әдістері»  таңдау пәнінен  зертханалық сабақтарды жүргізуге 5В120100 – «Ветеринариялық медицина» білім беру бағдарласасы бойынша студенттерге қолданылады.  
Қорғауға ұсынылған негізгі қағидалар:
- «Амиран» және «Байсерке Агро» сүт фермаларындағы голшетин тұқымдас сиырларында жүргізілген, келесі ген локустары L-selectin, TLR6, МХ1, CXCR1,  BRCA1, MASP2, CATHL2 бойынша генотиптеу жұмыстарының нәтижелері, аталған ген аллелдерінің сиырлардағы клиникалық және субклиникалық желінсаулармен төзімділігімен ассоциациалану дәрежелері туралы ақпараттар; 
- «Амиран» және «Байсерке Агро» сүт фермаларында сиырларда клиникалық, субклиникалық желінсаулардың таралуы, өндірісте қолданылған балау әдістерінің тиімділігі. Сиырларда клиникалық желінсауларда микробтордың түрін, құрамын, патогендік қасиеттерін, антибиотикке төзімділігін бағалау үшін клиникалық материалдарда микрорганизмдерді детекция жасауға мултиплекстік ПТР әдісін қолдану нәтижелері;
- «Амиран» және «Байсерке Агро» сүт фермаларында сиырларда жеке сиырларда, олардың жеке желін бөліктеріндегі, жалпы жиналған сүт сынамаларындағы соматикалық торшалар санын анықтау, осы көрсеткіштердің дені сау және клиникалық, субклиникалық желінсаумен ауыратын сиырларды сандық мәні;
- Сиырлардан алынған сүт сынамаларындағы келесі антибиотик қалдықтарының: хлорамфениколдың, стрептомициннің, тетрациклиндер тобының,  ß-лактамдар тобының сүттегі қалдық мөлшерінің нәтижелері;  
- «Амиран» және «Байсерке Агро» сүт фермаларында сиырларда клиникалық желінсауда, субклиникалық желінсауда түрлі емдеу нобайларының тиімділігі, олардың әсер ету механизмдерін зерттеу нәтижелері. 
Зерттеу нәтижелерінің сынақтан өтуі. Диссертацияның материалдарына сәйкес 24 ғылыми еңбек жарияланды, 1 мақала «Reproduction in Domestic Animals» журналында «Getyping of Holstein Cows by SELL, MX1 and CXCR1 Gene Loci Associated With Mastitis Resistance», 2024; 59:e14713 https://doi.org/10.1111/rda.14713, Scopus базасына енген, Қазақстан Республикасының өнертабыстарына арналған 2 патент, ҚР БҒМ Білім және ғылым саласындағы бақылау комитетінің тізімінен республикалық ғылыми журналдарда 3 мақала:
- Ғылым және білім, Наука и образование, Science and education журналында «Результаты генотипирования коров голштинской породы по локусам генов TLR6, BRCA1, ассоцированных с резистентностью к маститам». Том 1 № 2 (75) (2024): стр 69-83.
- Ғылым және білім, Наука и образование, Science and education журналында «Практическое значение определения SCC и остаточного количества антибиотиков в молоке и детекция патогенной микрофлоры методом ПЦР», Том 1 № 4 (77) (2024): стр 126-136.
- Ғылым және білім, Наука и образование, Science and education, «Голштеин тұқымдас сиырларды МХ1, CXCR1 ген локустары бойынша генотиптеу нәтижелері және осы ген аллелдерінің сиырларда желінсауға төзімділікпен байланысы» Том 1 № 1-1 (78) 2025 б. 3-15
Диссертация нәтижелерінің жариялануы.
- Зерттеу нәтижелері Scopus деректер базасына кіретін және импакт факторы бар халықаралық «Reproduction in Domestic Animals» ISSN 0936-6768, eISSN 1439-0531, 2024; 59:e14713. Volume 59, Issue 8 https://doi.org/10.1111/rda.14713, ғылыми журналында мақала жарияланды. (Файсалабад- Пакистан, 2024 ж).
Диссертациялық жұмыстың құрылымы мен көлемі. Диссертация 119 бетте компьютерлік мәтінде, ол келесі бөлімдерден тұрады: анықтамалар, бeлгілeулeр мeн қысқартулар, кіріспе, әдебиетке шолу, зерттеу әдістері мен материалдары, зерттеу нәтижелері, зерттеу нәтижелерін  талқылау, қорытынды, тәжірибeлік ұсыныстар, қолданылған әдебиеттер тізімі, соның ішінде 176 отандық және шетелдік авторлардың еңбектері және қосымшалар. Диссертация материалдары 22 кестемен және 21 суреттермен безендірілген.
1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ
1.1 Сиырларда желінсауға төзімділікпен байланысты SNP полиморфизмдер және оларды ДНҚ маркерлері ретінде қолдану тиімділігі 
Соңғы 20-25 жылдары сүтті мал шаруашылығында селекциялық жұмыстарды сүт өнімділігінің көрсеткіштеріне қарай жүргізілді: бір лактациядағы сүт өнімділігі, сүттегі май және ақуыз мөлшері, көбею қабілеті, тұяқ патологияларына төзімділігі және т.б. Малдарды желінсауға төзімділігіне қарай іріктеу жүргізілмеді, соның нәтижесінде сүтті ірі қара малдарда желінсаудың клиникалық және субклиникалық түрлерімен аурудың жоғарылау үрдісі байқалады [9].
Желінсауға төзімді жануарларды сұрыптау әрқашан зерттеушілердің назарында, өйткені желінсаудың экономикалық маңызы зор. Желінсауға төзімділікті анықтау - бұл күрделі белгі, сондықтан сұрыптау стратегиясы дәстүрлі сандық белгілерге қарағанда біршама ерекшеленеді [10].
Желінсауға төзімділікті жақсартуға дәстүрлі селекциямен тұқымқуалаушылық коэффициентінің төмендігі (0,10-0,16) себебінен қиын болып көрінеді. Сондықтан желінсауға төзімділікті жақсарту мақсатында генетикалық маркерлер бойынша сұрыптау бүкіл әлемде қызығушылық тудырды. Осылайша, ғалымдар иммунитет пен қабынумен байланысты келесі кандидаттық гендерді қарастыруда: CD4, CD14, CD46, TRAPPC9, JAK2, Tf, Lf, TLRs, CXCL8, CXCR1, CXCR2, C4A, C5, MASP2, MBL1, MBL2, LBP, NCF1, NCF4, MASP2, A2M, CLU, IL-6, интерферон-гамма (IFN-g), IL17, IL8 [11].
Қазіргі уақытта TRAPPC9 генінің кодтаушы бөлігінде үш SNP және CD4 генінің бөлігінде бір SNP белгілі. Зерттеу нәтижелері сүт белогының мөлшері, соматикалық торшалар саны (SCS), сарысудағы интерлейкин 6 (IL-6) және интерферон-гамма (IFN-g) цитокиндерінің концентрациясы TRAPPC9 және CD4 гендерінің аллельдерімен маңызды түрде (P < 0,05) байланысты екенін көрсетті. Осылайша, TRAPPC9 және CD4 гендерінің SNP полиморфизмдері сүтті малдардың желінсауға төзімділігін жақсартуға бағытталған сұрыптауда пайдалы генетикалық маркерлер болуы мүмкін [12].
2023 жылы желінсауға төзімділікке байланысты кандидат гендерді іздеу мақсатында голштеин және монбельярд тұқымды сиырларда 90 ДНҚ үлгісі келесі ген локустары бойынша генотиптеу жүргізілді: RASGRP1, NFkB, CHL1, MARCH3, PDGFD, MAST3, EPS15L1, C1QTNF3, CD46, COX18, NEURL1, PPIE, PTX3 [13].
Сондай-ақ, CATHL2 генінің аллельдері сүттегі соматикалық торшалардың құрамына ассоциативті әсер ететіні белгілі, бұл өз кезегінде сиырлардағы субклиникалық желінсау жиілігімен байланысты. Сиыр сүтіндегі соматикалық торшалар санына CATHL2 ген аллельдері нақты әсері анықталды, бұл сиырлардың желінсауға төзімділігінің маңызды көрсеткіші болып табылады [14].
Зерттеу нәтижелеріне сәйкес, toll-like рецепторлар (TLR) гендері организмнің әртүрлі патогендерге, оның ішінде желінсауға себепші болатын микроорганизмдерге реакциясы маңызды рөл атқарады. Шетелдік ғалымдар голштеин тұқымды ірі қара малында TLR2, TLR4, TLR6 және TLR9 гендерінің полиморфизмін зерттеп, олардың клиникалық желінсаумен, сүттегі соматикалық торшалар саны (SCS) мен сүт өнімділігі көрсеткіштерімен мүмкін болатын байланысын анықтаған. Зерттеу нәтижелері бойынша toll-like рецепторлар 6 (TLR6) генінің аллельдері сүттегі май мен соматикалық торшалардың мөлшеріне ассоциативті әсер етеді, TLR6 генінің аллельдерімен сүтті сиырларда ең жоғары сүт өнімділігі арасында оң корреляция бар екені анықталды, сондай-ақ бұл локустың генетикалық нұсқалардың желінсауға төзімділікпен байланысы белгілі болды.  Зерттеулер нәтижелеріне сәйкес toll-like receptors (TLR) гендері әртүрлі патогендерге, оның ішінде сиырларда желінсау ауруын тудыратын организмнің реакциясына зор рөл атқарады.Шетелдік ғалымдар голштейн тұқымдас ірі қара малдың TLR2, TLR4, TLR6 және TLR9 гендерінің полиморфизмін және олардың клиникалық желінсаумен, сүттегі соматикалық торшалардың (СКС) санымен және сүт өнімділігінің көрсеткіштерімен ықтимал байланысын зерттеді. Белгілі SNP полиморфизмі (TLR6/TaqI) желінсауға төзімділік үшін ДНҚ маркері ретінде пайдаланылады  [15].  
Қазіргі уақытта желінсау, яғни сүт бездерінің қабынуы, сиырларда сүтті мал шаруашылығында маңызды мәселе болып табылады және айтарлықтай экономикалық зиян келтіреді. Желінсауға төзімділікпен байланысты белгілі рецепторлар бар, мысалы, хемокинмен байланысты G-протеин, цитокиндер мен табиғи иммунитет рецепторлары, Toll-подобные рецепторлар, селектиндер, интегриндер. Дәлел болғандай L-селектин модификациясы мен нейтрофилдердің экспрессиясы бактериалды инфекция кезінде қабыну реакциясының прогрессиясына теріс әсер етеді. Осылайша L-селектин қабынуды және организмнің иммундық жауабын модуляциялаудағы маңыздылығын ескере отырып, L-селектин генінің кодтаушы бөлігіндегі SNP полиморфизмін зерттеу өзекті болып табылады және сүтті малдарда ауруларға төзімділіктің ДНҚ маркері болуы мүмкін 165G>A, 567C>T мутацияларының сүттегі соматикалық торшалар саны (SCS) деңгейіне әсері маңызды болды (әрбір SNP P = 0,0019, P = 0,0003)  [16]. 
Сиырларда ұрықтану және желінсауға төзімділікке жауап беретін гендер кластеріне SELP, SELL, SELE гендерінің кодтаушы бөліктеріндегі SNP полиморфизмдері де жатады. SELL генінің аллельдерін (rs109966956 SNP G/A) анықтау үшін авторлар 3 экзондық бөлікте келесі праймерлерді пайдаланған: F- 5'- TGTCAGCTTCCTCGTCTC - 3' және R - 5'- GTTCGTTCCCAGCACTCT- 3', қыздыру температурасы 57 °C және BsmI рестриктазасы қолданылған [17].
Табиғи иммундық жауап бактериалды инфекциялардың дамуында маңызды рөл атқарады. Табиғи иммунитеттің тиімділігі нейтрофилдердің белсенділігімен байланысты көптеген гендердің экспрессиясына тәуелді. Интерлейкин 8 (IL-8) α рецепторы, CXCR1 генімен кодталады, нейтрофилдердің бетінде орналасып, қабыну туғызатын IL-8-мен байланысады. Сондықтан CXCR1 гены ірі қара малында жалінсауға төзімділіктің иәмді ДНҚ маркері болып табылады. Генотиптеу үшін келесі праймерлер қолданылды: CXCR1+735 fwd: AGCAGAGCAGGAAGACGAG, rev: GTGCCAGAACAAAGGTGAC; CXCR1+472 fwd: TTATCATCCGCCATTTCGTT, rev: TATGCCCTGGTCTTCTTGCT [18]. 
Авторлардың пікірінше, регрессиялық талдау көрсеткендей, CXCR1 генінің + 365T>C локусындағы CC генотипі мен сиырлардың клиникалық желінсауға сезімталдығы арасында маңызды байланыс бар, бұл дәлдікпен P=0,047. Желінсауға шалдыққан сиырларда CCCATA/CCCATA гаплотиптерінің комбинациясының жиілігі айтарлықтай жоғары болды, желінсауға шалдығуға дәлдікпен P=0,062 [19]. 
CXCR1 генінің G аллелі клиникалық желінсаумен байланысты болды және сүт өнімділігі көрсеткіштеріне, әсіресе сүттің, ақуыздың және майдың шығымдылығына оң әсерін тигізді. Нәтижелер көрсеткендей, CXCR1 гені желінсауға төзімділікті жақсарту үшін құнды кандидат ген болуы мүмкін [20]. 
Бұл зерттеуде CXCR1 гені полиморфизмдерінің болуы және олардың клиникалық желінсаумен, репродуктивті бұзылулармен байланысы зерттелді. CC генотипі клиникалық желінсауға  жоғары бейімділікті көрсетті, оның аурушаңдық тәуекелі 3,47 деңгейінде болды, ал TT (1,00) және CT (2,90) генотиптерімен салыстырғанда (p<0,05) сәйкес болды. Осылайша, анықталған CXCR1 генінің полиморфизмдерін қолданыстағы таңдау критерийлеріне қосу ауруға төзімділікті арттыруға және сүт өндіру көрсеткіштерін жақсартуға көмектесуі мүмкін [21].
Лактоферрин және CXCR1 гендері желінсау инфекциясымен байланысты иммундық жауаптарға қатысатыны белгілі. Иранның жергілікті тұқымдарында LF/EcoRI T>C SNP intron 6 және CXCR1/BaeGI +735 G>C SNP зерттелді. Генетикалық полиморфизм локустардың екеуінде де анықталды және байқалған, генотиптік нұсқалары AA, AB және BB сәйкесінше LF үшін 52%, 39% және 9%, CXCR1 локусы үшін 67%, 13% және 20% құрады. CXCR1c.+735 генотипі сүттегі (SCS) соматикалық торшалар санымен маңызды байланысқа ие болды (p <0,05) [22].
Желінсаудың бастапқы қоздырғышы бактериялық штаммдардың кең спекторы болып табылады, алайда вирустық желінсауда жиі кездеседі. MX dynamin-like GTPase 1 (MX1) гені вирусқа қарсы оң әсерді қамтамасыз ететіні, көптеген вирустарға жауап беретіні және ірі қара малдың сүт безі ауруларына төзімділігін зерттеу үшін қолайлы кандидат-ген болуы мүмкін екендігі дәлелденді [23]. 
Авторлардың жұмысында гендер аллельдерінің әсерлері зерттелді: LTF, MBL1, TLR9 және LTF-EcoRIAA гомозиготалы генотипі бар LTF-EcoRIAB гетерозиоттық генотипі бар сиырлардың сүт безі желінсауға ерекше төзімді болған кезде көбірек бейім екендігі анықталды. Ғалымдар голштеин сиырларындағы хламидиоз, бруцеллез және желінсау ауруымен Toll тәрізді рецептор 9 (TLR9), манноза байланыстыратын лектин 1 (MBL1) және лактоферрин (LTF) гендерінің полиморфты нұсқаларының байланысын зерттеген [24].  
Басқа зерттеу жұмыстарында авторлар сиырлардың эндометритке төзімділігінің ДНҚ маркер ретінде  TNFα генінің промоторлық бөлігіндегі SNP полиморфизмі 824 A→G зерттеу нәтижелері ретінде қолдануды ұсынады және гомозиготалы GG генотипті жануарларда репродуктивті функцияның жоғары көрсеткіштерімен сипатталады [25-27].  
Голштеин тұқымды сиырлардағы BRCA1 генінің SNPs (G22231T, T25025A және C28300A) және субклиникалық желінсауға сондай-ақ төрт лактация кезеңіндегі сүт өнімділігі арасындағы байланыс зерттелді. BRCA1 гені қатысатын физиологиялық процестерді ескере отырып, бұл гендер мен SNP желінсауға төзімділікті зерттеулерде үлгілердің көбірек санын пайдалана отырып бағалануы керек деп есептелді [28].
Басқа жұмыста BRCA1 гені аллельдерінің (ірі қара малдың сүт безі обырының 1) Қытайдың ірі қара мал популяциясында  желінсау ауруына әсері тексерілді. Осылайша, сүттегі соматикалық торшалардың құрамындағы едәуір байланыс жануарларда c.46126 G > T полиморфизмімен анықталды. Үш SNP генотиптерінің аралас талдауының нәтижелері кешенді HHLLNN генотипі бар сиырлардың желінсауға неғұрлым бейім екенін көрсетті, ал аралас GGKKMM генотипі бар сиыр сүтіндегі соматикалық торшалардың құрамы ең төмен болды, бұл жануарлардың маститке [29].
BRCA1 гені негізінен ДНҚ зақымдануын қалпына келтіруге, жасушалық циклды реттеуге, геномдық тұрақтылықты қолдауға және басқа да маңызды физиологиялық процестерге қатысатын және ісіктерді басатын ген болып табылады. Медицинада BRCA1 гені бөлігіндегі мутациялар немесе ақаулар сүт безінің, аналық бездің, простатаның және басқа да обыр түрлерінің қатерін едәуір арттыратыны дәлелденді [30].
Медициналық тәжірибеде сүт безі қатерлі ісігінің дамуына көптеген факторлардың, соның ішінде генетикалық, экологиялық және жүре пайда болған факторлар әсер ететіні анықталды. Осылайша, бұл гендердегі мутация тасымалдаушыларын ерте анықтау, өз кезегінде, әйелдерде қатерлі ісіктің алдын алуда маңызды рөл атқара алады [31].
Toll-like receptors  (TLR) туа біткен және бейімделген иммунитетті реттеуде маңызды рөл атқарады. TLR-мен лигандтардың байланысуы сигналдық каскадты белсендіретіні және көптеген қабынуға қарсы гендердің белсендірілуіне әкелетіні белгілі. Желінсау қабыну ауруы болғандықтан, TLR рецепторлары қабыну процесінде басты рөл атқарады. Зерттеулерде TLR рецепторының функционалдық полиморфизмдері сиырлардың репродуктивті және сүт өнімділігіне әсер ететінін көрсетті. Осы бағытты зерттеулер Отандық ғалымдармен де жүргізілген. [32-34].
Жануарларды генетикалық белгілерге негізделген талдау ауруды бақылаудың тиімді альтернативті стратегиясы болып табылады, өйткені генетикалық фактор жинақталған және тұрақты. Сүт бездерінің иммундық жауаптарымен байланысты гендер желінсаудың маңыздылығына байланысты әлеуетті генетикалық маркерлер болып табылады. Сонымен қатар, нейтрофилдер функциясымен байланысты гендер маститтің ықтимал генетикалық маркерлері болып табылады [35].
Полиморфты нұсқалары ағзаның желінсауға төзімділігіне әсер ететін бірқатар гендер бар, олардың ішінде ағзаның қорғаныш функцияларына әсер ететін гендер ерекше қызығушылық тудырады: лактоферрин (LTF) гені және маннозобайланыс лектині (MBL1) [36].
Желінсаудың бастапқы қоздырғышы бактериялық штаммдардың кең спекторы болып табылады, алайда вирустық желінсауда жиі кездеседі. MX dynamin-like GTPase 1 (MX1) гені вирусқа қарсы оң әсерді қамтамасыз ететіні, көптеген вирустарға жауап беретіні және ірі қара малдың сүт безі ауруларына төзімділігін зерттеу үшін қолайлы кандидат ген болуы мүмкін екендігі дәлелденді  [37].
Ғалымдар Toll-ұқсас рецепторларды (TLR), патогендерді тануға және иммундық реакцияны жандандыруға тікелей қатысатын туа біткен иммунитет гендерін қарастырды, өйткені бұл гендерде теңдестірілген іріктеу туралы болжамдарды тексеретін көптеген зерттеулер пайда болды [38].
Отандық әдебиетке  талдау көрсеткендей  Қазақстандық ғалымдардың LTF, TLR6, MASP2, CATHL2, МХ1, CXCR1, BRCA1 гендерінің аллельдерінің сиырлардағы желінсауға төзімділігі бар соматикалық торшалардың сүттегі құрамына ассоциативтік әсерін зерттеу бойынша жарияланымдары бар екенін көрсетті [39- 44].
Сүт шаруашылығына сиыр желінсауы айтарлықтай зиян тудырады, оның бейімділігі ішінара генетикалық факторлармен анықталады. Сондықтан сиырлардың желінсауға бейімділігін немесе төзімділігін постнатальды онтогенездің ерте сатысында анықтаудың тәжірбиелік және ғылыми маңызы бар [45].
Голштеин тұқымды сиырлардағы желінсауға төзімділік пен бейімділікпен PRL және BLG гендерінің полиморфты нұсқаларының ассоциациасы талданған. Эксперименттік зерттеу екі топқа бөлінген (сау және желінсау балауы расталған) 3 жастағы 250 голштеин сиырынан биоматериал үлгілерін жинап алынған. bBLG-HaeIIIBB генотипі голштеин сиырларында желінсаудың даму қаупінің жоғарылауының маркері ретінде әрекет ете алады, оның ауру жануарлар тобындағы жиілігі бақылау тобындағы жиіліктен 2 есе жоғары (тиісінше 44,0 17,0%). bBLG-HaeIIIAB генотипі голштеин сиырларының желінсауға төзімділігімен айтарлықтай байланысты; оның жиілігі бақылау тобына қарағанда 2 есе төмен (28,0-ге қарсы 54,0%) көрсеткен [46].
Голштеин тұқымды сиырлардың генетикалық түрлендірілген организм, ол PRL және BLG генетикалық полиморфизмдерін басқа генетикалық түрлендірілген организмдермен біріктіреді. Жануарда (сау және желінсау) эксперименталды зерттеу 3 күнде жүргізіліп, 250 г голштейн биоматериалы алынды. Голштейн тұқымды сиырларда  bBLG-HaeIIIBB генотипінде ең жоғары генетикалық маркерлер бар, бұл аталықтардың орташа генетикалық әртүрлілігі 2,5 есе жоғары (44,0-17,0%) екенін көрсетеді. Голштеин тұқымды сиырлардың генетикасының bBLG-HaeIIIAB генотипі пайдаланылады [47].
CD4 гені әртүрлі қабыну жағдайларында, соның ішінде желінсау маңызды рөл атқарады. Барлығы төрт SNP анықталды, оның ішінде үшеуі экзон 2-де (SNP A>C rs110955838, SNP T>G rs134722546, SNP T>C rs135440143) және біреуі экзон 4-те (SNP g>A, rs134369392). Нәтижелер барлық SNP клиникалық желінсау жиілігімен (PA) айтарлықтай байланысты екенін көрсетті, сонымен қатар жылдық сүтпен (p < 0,005) айтарлықтай байланысы болды [48].
Желінсау - сүт безінің қабынуы, ішек таяқшалары (E. coli), Staphylococcus uberis (S. uberis) және Staphylococcus aureus (S. aureus) және басқа да көптеген микроорганизмдердің желін ұшы арқылы енуінен және көбеюінен туындайды, ол сүт безінде сүттің потенциалын төмендетеді немесе желіндегі сүтті зақымдайды. Сондықтан CD4 желінсауға төзімділікке жауапты ген ретінде үлкен назар аударды [49].
Бұл зерттеу CD4 генінің промоторындағы жалғыз нуклеотидті полиморфизмдердің (SNP) желінсауға әсерін зерттеуге бағытталған. Екі SNP (SNP1 104010804G>A және SNP2 104010868T>C) жылдық сүт өнімділігімен және желінсау ауруымен (P-0,05) айтарлықтай байланысты екені анықталды. AA SNP1 генотипі және TT SNP2 генотипі басқа генотиптермен салыстырғанда (P-0,05) сүт өнімділігімен және желінсау ауруымен айтарлықтай байланысты болды [50,51].
Сүт безінің қабынуы  күйіс қайыратын жануарлардың денсаулығының ең зиянды жағдайларының бірі болып табылады және сүт секторындағы ең экономикалық маңызды жұқпалы ауру болып саналады. Желінсауға төзімділікті арттыру күйіс қайыратын жануарларды өсіру бағдарламаларында маңызды мақсатқа айналады. Дегенмен, желінсауға төзімділік күрделі белгі болып табылады және желінсаумен байланысты аллельдерді анықтау малдарда қиын [52].
Желінсауға бейім және желінсаумен ауыратын жануарлардың көбеюі, сүтті бағыттағы ірі қара шаруашылықтарында өнімділігі жоғары сиырлардың артуымен сипатталады. Бұл жұмыста желінсауды жоюдың түрлі нұсқалары жазылған , негізгі бағыт  генетикалық сұрыптауға және желінсауға төзімділікке қатысты гендерді нақтырақ анықтауға назар аударылған. Авторлар желінсауға төзімділіктің ең маңызды гендерінің арасында  CD14, CXCR1, лактоферрин және лактоглобулинді қарастырған [53].
Ірі қараның  желінсау ауыруы қарапайым қабынумен сипатталады  бірақ үлкен экономикалық шығындарға әкеледі. Бұл зерттеуде желінсауға бейім белгілерімен байланысты жеке дара нуклеотидтердің  полиморфизмдерін (SNP) идентификациялауға және кандидат гендерді талдауға бағытталған [54].
Голштино-фриз тұқымдас сүтті сиырларының сүт өнімділігін арттыру мақсатындағы селекциялық сұрыптау жұмыстары нәтижесінде, сиырлар көптеген ауруларға соның ішінде желінсауға жергілікті тұқыммен салыстырғанда бейім екендігі анықталды. Селекциялық жұмыстар жүргізілмеген, сүт өнімділігі төмендеу сүтті сиырлар «жергілікті тұқымдардың» ауруларға төзімділігінің жоғары болуының биологиясы толық зерттелмеген [55].
Желінсау және сүт өнімділігінің белгілерін бағалау үшін генетикалық зерттеулердің ұзақ тарихы бар. Осы зерттеуде туындайтын негізгі қиындық, селекция нәтижесінде желінсауға бейім және лактацияның кезіндегі өнімділігі арасындағы оң корреляцияның белгілі болуы болып табылады [56].
Отандық ғалымдар жүргізген голштеин тұқымдас сиырларында келесі ген локустарының SELL, MX1, CXCR1 аллелдерінмен сүт құрамындағы соматикалық торшалар арасында, желінсауға төзімділікпен байланыстар зерттелген [57]. Осы бағытта жұмыстар және голштеин тұқымдас сиырларында TLR6, BRCA1 ген локустары бойынша да жүргізілген [58].
Қазіргі уақытта желінсауға, инфекциялық ауруларға, клиникалық және субклиникалық желінсау формаларына төзімділікпен байланысты SNP полиморфизмдері белгілі. Олардың бірі - MASP2 генінің локусы, маннозға байланысты лектин сериндік протеаза 2 (MASP2) гені. Қазіргі уақытта MASP2 генінде g.14047A>C, g.14248T>C және g.14391C>T деген үш жаңа SNP полиморфизмі жақсы зерттелген. Сонымен, SNP g.14047A>C (GAA (Glu)> GAC (Asp)) 608 MASP2 жүйесінің CH50 комплемент деңгейімен корреляцияланған [59].
Сонымен ғалымдар CATHL2 генінің аллельдерінің Польшадағы голштино-фриз тұқымды және қара-қызыл сиырларында келесі белгілермен ассоциацияланғаны анықтады: сүттілігі ақуыз, май және лактоза мөлшері, сүттегі соматикалық торшалар саны. Генотиптерді идентификациялау үшін авторлар ACRS және PCR-RFLP әдістерін қолданды. CATHL2 807G>A аллелінің жиіліктері келесідей болды: GG - 0,636, GA - 0,323 және AA - 0,041, ал аллель жиіліктері G - 0,797 және A - 0,203 [60]. Зерттеу нәтилеріне сәйкес голштеин тұқымдас сиырларында MASP2 ген локусы бойынша генетикалық полиморфизм анықталмаған [61]. Отандық ғалымдардың зерттеу жұмыстарында сиырларға желінсаумен байланысты SNP полиморфизмдерін зерттеудің теориялық және тәжірибелік маңыздылығы көрсетілген [62, 63].

1.2 Сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсаудың этиологиясы, таралуы және келетін экономикалық шығындар
Сиырлардағы желінсау - бұл сүт өнеркәсібіне үлкен зиян келтіретін кең таралған ауру. Зерттеуде желінсау ауруының сиырларда жыл мезгіліне, сүт бездерінің құрылымына және лактация айына байланысты таралуы анықталды. Үлкен пішінді желіні бар 113 сиырдың 13,2%-ы ауруға шалдықса, 20 сиырдың ішінен 4 сиыр (яғни 20%) ешкі тәрізді желіні бар сиырларда маститке бейім екені байқалды [64].
Қазіргі уақытта желінсау сүт фермаларында кең таралған, сондықтан оның диагностикасы, емі және алдын алуы өзекті мәселе болып табылады [65].
Субклиникалық желінсаудың таралуы клиникалық желінсауға қарарағанда бірнеше есе басым. Сүт бездері секрециясының төмендеуімен қатар оның физикалық-химиялық көрсеткіштері де өзгереді. Зерттеу көрсеткендей, субклиникалық желінсау кезінде сүтте айқын өзгерістер болмайды, ол тек физикалық-химиялық көрсеткіштері бойынша ғана сау сиырлардың сүтінен өзгешеленеді, атап айтқанда, соматикалық клеткалардың санының көбеюі байқалады [66].
Субклиникалық желінсаудың әсері сиырлардың жалпы жағдайына, өмір сүру ұзақтығына және өнімділігіне кері әсер етеді, бұл өз кезегінде өнімділіктің және табыстың төмендеуіне әкеледі. Зерттеу нәтижелері көрсеткендей, градиентті күшейту машинасы моделінің субклиникалық желінсаудың басталуын 7 күн бұрын болжауға болатындығын, оның сезімталдығы мен ерекшелігі сәйкесінше 69,45% және 95,64% болды [67].  
Жоғары сапалы сүт алу үшін технологиялық процестерді бақылау қажет және жиі зерттеу жұмыстарын жүргізу керек. Зерттеу барысы көрсеткендей сүттегі соматикалық клеткалардың саны көктем-жаз айларында және жылдың ең суық айларында көбейетіні байқалды [68].
Аурудың негізгі себептері, соның ішінде инфекциялық агенттер мен оның дамуында ықпал ететін факторлар сипатталған. Аймақтағы іріңді желінсаудың таралуы және клиникалық белгілердің ерекшеліктері туралы деректер келтірілген. Аурудың алдын алу және аурудың болжамын жақсарту үшін ерте диагностика мен жекелей көзқарастың маңыздылығы атап көрсетілген [69].
Күтімнің нашарлауы, азықтандыру және эксплуатации жағдайлары мен аурудың таралуы арасындағы өзара байланыс анықталды. Осыған байланысты маститпен ауырған сиырлардың сүт бездерінің секреттеріне бактериологиялық зерттеу жүргізіліп, антибиотиктер мен желінсауға қарсы препараттарға сезімталдығы анықталды [70].
Желінсау ауруының әсерінен кейбір шаруашылықтардың сүт өндіру көрсеткіші едәуір төмендейді. Ауырып жүргенде және ауырып жазылғаннан кейін 1 сиырға шаққанда жылына орташа есеппен 10-15% сүті жоғалады. Субклиникалық желінсаумен сиыр желінінің төрттен бір бөлігі зақымданғанның өзінде әрбір ауру сиырдан орта есеппен сүт 10-15% кем алынады екен [71].
Желінсау ауруының сүттің технологиялық параметрлеріне әсерін анықтау үшін зерттеулер жүргізілді. Бұл жағдайда сүттің май, ақуыз, лактоза, хлоридтер, кальций, құрғақ заттар және рН сияқты көрсеткіштері зерттелді. Зерттеу нәтижелері бойынша желінсау ауруы кезінде сүттегі серопротеиндер, ақуыз фракциялары (альбумин, глобулин), хлор, натрий, ферменттер (каталаза, редуктаза, фосфатаза) жоғарылайды, ал казеиндер, құрғақ заттар, сүт майлары, казеин, лактоза, кальций тұздарының үлесі артады, ал фосфор, калий, магний, дәрумендердің мөлшері азаяды [72].
Сүттің азаюына әкелетін себептерге әртүрлі желінсау түрлерінің көріністері жатады, олар ақырында малды одан әрі жарамсыздыққа шығаруға негізгі себеп болуы мүмкін. Зерттеу барысында алынған деректер желінсаудың пайда болу себебін және оның жиілігі мен лактацияға әсерін жақсырақ түсінуге мүмкіндік береді, сондай-ақ сүт өндіруші шаруашылықтарда ветеринариялық дәрігерлердің тәжірибесінде ақпараттық диагностика әдістерін қолданудың қажеттілігін көрсетеді [73].
Микоплазмалар басқа микроорганизмдер туындатқан патологиялық процестерге қосылып, екінші микрофлора ретінде әрекет ете отырып, сондай-ақ жануардың жалпы резистенттілігінің төмендеуі кезінде бастапқы этиологиялық агенттер рөлін атқарады. Алдын ала алынған қорытынды нәтижелер көрсеткендей қолданылған зерттеу протоколы желінсаумен байланысты патогенді микоплазмаларды анықтауда жоғарынәтижелі әдіс ретінде көрсетті [74].
Бұл жұмыста шаруашылықтағы микроклимат параметрлері жыл мезгілдеріне байланысты кетоз, тұяқ аурулары, репродуктивті аурулар және мастит ауруларына әсері зерттелді. Орташа аурудың таралуы (төрт аурудың жалпы таралуы) қыста 63,8% (ең жоғары), одан кейін көктемде 60,0% болды. Орташа аурудың таралуы жазда және күзде айтарлықтай төмен болды – 46,7% және 37,1% тиісінше. Зерттеу нәтижелері микроклимат параметрлерінің қалыптан шағын ауытқулары, әсіресе қыс пен көктемде Қазақстандағы сүт фермаларында аурулардың таралуына елеулі әсер етуі мүмкін екенін көрсетті [75].
Жоғары патогенді Str. agalactiae және S. aureus штаммдары ауыр маститтерді және созылмалы қабынуды тудырады, соматикалық торшалардың саны жоғары болғандықтан, сүтті жарамсыз етеді. 2021 жылы жүргізілген зерттеулер үшін 698 сүт сынамасы іріктеліп, 69 s. aureus изоляттары (9,8%) және 26 str. agalactiae изоляттары анықталды (3,7%). Изоляттардың ең көп саны β – лактамдық антибиотиктер тобына резистентті болды: S. aureus арасында ампициллинге – 75,3%, амоксоциллинге - 62,3%, бензилпенициллинге - 69,4%; Str..agalactiae бензилпенициллинге өте төзімді – 80,7%, амоксициллинге 69,2%, ампициллинге 50% [76].
Келесі жұмыста зерттеудің мақсаты S. aureus-тың биопленка  қалыптастыру қабілетін анықтау болған. Антибиотиктерге қарсылықтың ең жоғары деңгейі тетрациклин (тетрациклин - 48,4%, доксициклин - 32,8%) Антибиотиктерге қарсылық көрсететін гендер ПТР әдісімен анықталды: blaZ гені 30 изолятта, mecA гені 1 изолятта, ermC гені 15 изолятта, aph (3) гені 2 изолятта, tetK гені 19 изолятта, tetM гені 9 изолятта табылған [77]. Клиникалық және субклиникалық желінсау түрімен ауырған, сонымен қатар дені сау сиырлардан бөлініп алынған эшерихия, диплококктар, клебсиелаллардың биологиялық қасиеттерін зерттеу бойынша мәліметтер келтірілген [78]. Сүт бездерінде патогендік микроорганизмдер, оның ішінде S. aureus бактериялары (үлгілердің 50%-ы) және E. coli тобының бактериялары, Enterobacter aerogenes және P. mirabilis (үлгілердің 36%-ы) бар екені анықталған [79].  Мақалада лактациядағы сиырларда желінсаудың кеңінен таралғаны туралы мәліметтер келтірілген. Бұл ретте ең жиі тіркелгені субклиникалық форма болып табылады, ол 31,48% жануарларда анықталды. Ал катаральды желінсаудың жедел түрі тек 3 сиырдан (2,78%) ғана анықталды [80]. Мақалада сиырларда желінсауды ерте диагностикалау үшін сүттегі лактатдегидрогеназа деңгейін бағалау жүйесін әзірлеу туралы мәліметтер келтірілген. Сүттегі соматикалық торшалар саны және лактатдегидрогеназа белсенділігінің арасында арақатынас анықталды. Атап айтқанда, 1 см³-те соматикалық торшалар саны 500 мың және одан жоғары (субклиникалық желінсау) болғанда, лактатдегидрогеназа белсенділігі де артады [81]. Желінсауды грамм оң бактериялар туғызуы мүмкін, олардың ішінде ең көп таралғандары стафилококкалар мен стрептококкалар, сондай-ақ грамтеріс бактериялар, ең жиі кездесетіні Escherichia coli және Klebsiella pneumoniae туындатуы мүмкін. Қазіргі уақытта сиырларда желінсауды диагностикалауда ең көп қолданылатын әдіс – соматикалық торшалар санының өлшенуі [82].
Қазіргі уақытта сүт бездерінің қызметін оптикалық-электрондық және технологиялық құралдармен бақылау әдістері дамуда. Жүйенің техникалық параметрлері  сиырлардың сүт бездеріндегі жылу өткізгіштігін электр тізбегінің схемаларымен есептеу нәтижелері бойынша есептеледі. Желінсауды жүйелі бағалау нобайлары, термографиялық диагностикалаумен құрылымдық-технологиялық схемаларына негізделген [83].  Желінсаудың клиникалық түрлері зерттеліп, шаруашылықтағы сиырлардың сүт безін емдеуге талдау жасалды. Тексерілген сиырлардың көпшілігінде серозды желінсау (58,6%), катаральды желінсау 22,5%, геморрагиялық - 12,7% және фибринозды - 6,2% құрайтыны анықталды. Бактерияға қарсы Primalact препараты ең жоғары емдік тиімділігін көрсетті: бір рет қолданғаннан кейін жануарлардың 76,0% қалпына келді, ал екі рет қолданғаннан кейін 100,0% [84]. Бұл зерттеуде авторлар жасырын желінсауды анықтауды және клиникалық желінсауды болжау үшін машиналық оқыту жүйесін әзірлеген. Автоматтандырылған сауын жүйесінен (АМS) кварталдық саун нәтижелеріалынды. КМ анықтау модельдері пайдалануда  бірдей сезімталдықпен (82%) сәйкесінше КМ анықтау және болжау үшін 95 және 93% ерекшеліктерді берді; спецификалық 80–83%-ға дейін төмендеген кезде, үлгілерді жеткіліксіз таңдау әдістері модельдердің сезімталдығын 95%-ға дейін арттыруға ықпал етті [85].
Әртүрлi аурулар, соның iшiнде мастит сияқты кең таралған аурулар кәсiпорындардың ойдағыдай өсіп-өніу мен өнiмдiлiгiнiң артуын қиындатады. Авторлар жұмыста субклиникалық маститпен ауыратын сиырлардың сүтіндегі микрофлора түрлерін типтеу жұмысы көрсетілген және авторлармен әзірленген ветеринарлық гомеопатикалық материалдар ұсынылған. Субклиникалық желінсауды диагностикалау қиындықтармен белгілі және емдеу хаттамаларының нақты болмауымен сипатталады. Сиырлардан алынған зерттеулер нәтижесінде Кенотест, Соматест, Мастидин-тест және Вайдсайд-тест экспресс-тестілерін қолдану кезінде ауруды анықтауда бірдей нәтижелер алынған. Тестілердің тиімділігі бақылау үлгісі ретінде тұнба сынамасы қолданылғанда 60%–62% деңгейінде болды [86]
Сиырлардағы желінсауды ең жиі және көп тарататын Staphylococcus aureus болып табылады. Соңғы он жылдықтарда Қазақстанда және бүкіл әлемде жұқпалы ауру қоздырғыштары арасында антибиотиктерге төзімділік тез тарады.
Гендерінің таралуын, антибиотиктерге төзімділігін полимераза тізбекті реакциясының көмегімен анықталды. Алынған нәтижелер бойынша Солтүстік Қазақстанда желінсаудың клиникалық және субклиникалық түрлерімен ауырған сиырлардан бөлінген S. aureus-те антибиотиктерге төзімділіктің жоғары екендігі көрсетілді [87]. Staphylococcus aureus-тің генотиптік төзімділік маркеріне және β-лактамдарда фенотиптік төзімділіктің болуына байланысты біріңғай көзқарас жоқ, сондықтан S. aureus blaZ оң изоляттары β-лактамдарға сезімталдықты көрсетеді [88]. Ірі қара малдарда желінсауды жиі  тарататын Escherichia coli (Ішек таяқшасы) болып саналады, әсіресе ірі қара малдарда туу алдында және ерте лактация кезінде, иммунитеті төмендегенде байқалады. Филогенетикалық топтар арасында жиілігі бойынша ерекшеленетін жалғыз вирулентті ген lpfA болып саналады. Кем дегенде  микробтарға қарсы препаратқа төзімділік изоляттары 16% болады [89]. Грам теріс бактериялық инфекция ірі қара малдардағы желінсаудың негізгі себебі екені белгілі, ол клиникалық белгілері бар жедел желінсауға әкеледі [90].
Липополисахаридтер барлық грамтеріс бактериялардың сыртқы мембранасының негізгі құрамдас бөлігі болып табылады, олар әртүрлі физиологиялық жағдайларда бөлінуі мүмкін. Сонымен қатар, сүтқоректілер дифференциацияның кластеріне қатысты (CD) 14-тәуелді жолы арқылы липосахаридтер концентрациясын анықтауда, негізгі клеткаларды белсендіріп, бактериялардың төзімділігіне байланысты қабыну реакциясын тудырады [91,92].
Липополисахаридтер қабыну жолдары арқылы жүретін цитокиндердің секрециясын белсендендіруі мүмкін [93]. Дені сау сиырлардан сүт үлгілері мен сарысуы (n=10) алынып субклиникалық (n=12) және клиникалық (n=10)  желінсаумен ауырған малдардың үлгілерімен протеомик тандемді белгілер массасы (TMT) арқылы салыстырылды. Сүтте (n = 237) және сарысуда (n = 117) ақуыздар жоғарылап немесе азайып, желінсаудың субклиникалық және клиникалық түрлерінде сандық бағаланып жіктелінді. Ірі қара мал желінсауынан бұзылған ақуыздар иесінің қорғаныс және коагуляция жолдарына ақуыздарды енгізеді [94]. Желінсаудан болатын экономикалық шығындар сау сиырлармен салыстырғанда төменгі табыс пен сүт өндіруге кететін шығынның жоғары болуына алып келеді [95].
Еліміздің тұрғындарын тағам өнімдерімен қамтамасыз етуде сүт бағытындағы ірі қара мал шаруашылығы маңызды орын алады. Сүт безіне микробтар көбінесе желіннің майда жарақаттары арқылы енеді. Сирек жағдайларда инфекция лимфагенді, гематогенді, эндогенді жолдармен түседі. Желінсаулардың таралуына соғылу, жаралану, желін ұлпасына микрофлоралар енуі (стрептококк, стафилококк, ішек таяқшасы т.б.), түрлі ауруларда мал организмінің улануы, шу түспеуі ықпалын тигізеді [96]. Сиырларда желінсау  57,1% (240/420), соның ішінде клиникалық желінсау 19% (80/420) кездесті. 150 сүт шаруашылығының сүт цистерналарынан алынған сүт үлгілерінің SCC/мл геометриялық орташа есебі  556,3×103 құрады [97]. Сиырды ұстау, сауу кезіндегі әртүрлі ережелерді сақтамау, сүт безінің күрделі ауруларына, соның ішінде желінсауға алып келеді. Желінсаумен ауырған жануарларға «Профмастит» препаратын теріс бақылаумен салыстырмалы қолданғанда 10% немесе 3,4 есе, «ProfilacDryOff» препаратын оң бақылаумен салыстырмалы қолданған кезде 1,6 есе төмендеген [98].
Барлық зерттелген шаруашылықтарда субклиникалық желінсаумен ауыратын сиырлар мен құнажындар саны сүт безі қабынуының клиникалық желінсаумен ауыратын малдардың санынан көп екені анықталды. Субклиникалық желінсауда алтын түсті стафилококк (17,9%) және патогенді стрептококк (9,8%) сүттен жиі бөлініп алынғаны, оның ішінде Streptococcus agalactiae және Streptococcus dysgalactiae үлесі сәйкесінше 6,5% немесе 3,5% құрайтыны көрсетілген. Қоректік орталардан стафилакокктар (6,5%) және энтеробактериялар (6,5%) сәйкесінше патогенді күйінде бөлініп алынды. Клиникалық желінсаумен ауырған сиырлардан алтын түсті стафилококк 16,9%, патогенді стрептококк 10,2% жағдайда бөлініп алынды, олардың үлесі Streptococcus agalactiae және Streptococcus dysgalactiae  6,8 және 3,4% құрады [99].
Сүт өнімділігін төмендететін сиырлардың көптеген ауруларының ішінде желінсау ерекше орын алады – сиырлардың сүт жоғалтуы барлық ауруларының салдарынан болатын шығынның орта есеппен 8-15% құрайды. Сауын алдында және сауылғаннан кейін әртүрлі санитарлық және дезинфекциялық құралдарды кешенді түрде қолдану бірінші кезекте қарастырылады [100]. Зерттеулер нәтижесіне сәйкес жасырын желінсауды балау үшін 20 % «Лотос» ерітіндісін қолдануға болатыны дәлелденген және бұл әдіс  желінсаумен ауыратын сиырларды анықтаудың  пайызын 15 % дейін көтерелді [101].  Сүт фермаларында 2016 жылы клиникалық желінсаудың таралуы  35,4%, 2017 жылы 19,6%, 2018 жылы 28,5%, ал 2019 жылы 16,4% болған.  Субклиникалық маститтің таралуы жыл сайын әр түрлі болды. Зерттеуде емдеу әдістерінің салыстырмалы тиімділігін тексеру үшін «Дороб» препараты қолданылды. Зерттеу нәтижелері бұл дәрінің қабынуға қарсы, антимикробтық және емдеуді ынталандырушы әсері бар екенін көрсетті [102]. Сауын сиырларындағы субклиникалық жəне іріңді-катаралды желінсауды балауды нақтылау үшін алынған сүт сынамалары клиникалық жəне зертханалық жағдайда зерттеген [103]. Мақалада шаруашылықтағы желінсаудың этиологиясы, таралу сипаты және оның пайда болуына әсер етуші факторлары сипатталған. Зерттеу нәтижелері бойынша желінсаумен ауырған малдардың орташа көрсеткіші 21%, жасырын желінсаумен ауырғандар көрсеткіші 61%, ал клиникалық түрімен ауырғандар көрсеткіші 39% құрады [104]. 

1.3 Сиырларда желінсау кезінде сүт құрамындағы соматикалық торшалар санын және антибиотиктердің мөлшерін анықтаудың маңыздылығы
Сомалық торшалар жануарлар организмінің мүшелері мен ұлпаларының торшалары болып саналады. Жекелей алғанда олар сүт безінің альвеолалары мен өзектерін құрап, сүт бөлуге қатысады. Желінде әрдайым эпителий ұлпасының торшалары жаңарып отырады. Сонымен қатар сүтте қанның қорғаныс торшалары (лейкоциттер) кездеседі, олар желін арқылы келген ауру қоздырғыштарынан организмді қорғайды. 
Сүттің соматикалық торшаларының саны (SCC) сүт шаруашылығында табынды жақсартуда тестілеу бағдарламалары ретінде жиі қолданылатын, желінсауды скринингтік бағдарламаларда негізгі көрсеткіш ретінде пайдаланылады (Dairy Herd Improvement - DHI). Сомалық торшалардың сапасын жанама анықтау үшін, дифференциальды сомалық торшалардың санын анықтайтын әдіс өңделді (differential somatic cell count - DSCC) [105].
Сиыр сүтіндегі соматикалық торшалардың мөлшері малдың желін сүтінің саулығының және сүттің сапалы құрамының көрсеткішінің қызметін атқарады. Сиыр сүтіндегі соматикалық торшалардың құрамын жүйелі талдау және сүт өндіру процесіне технологиялық тексеріс жүргізу жоғары сапалы сүтті сату арқылы шаруашылықтың кірісін арттырады [106].
Сүттегі соматикалық торшалардың деңгейі технологиялық және де физиологиялық факторлармен анықталады. Сүтте соматикалық торшалардың болуын анықтайтын маңызды физиологиялық факторлардың бірі табиғи жаңару процесі кезінде сүт безінен жойылған эпителийді белсенді сыртқа бөліп шығару болып табылады [107].
Жасырын желінсауды анықтау әдісін биологиялық, бактериологиялық және патологиялық деп бөледі. Олардағы соматикалық торшалардың саны «Ekomilk Scan» құралының көмегімен анықталады [108].
Соматикалық торшалардың орташа көрсеткіші ауру жұқтырған сиырлармен  887 ± 56 103 жасуша / мл, құнажындардың 1386± 55 103 жасуша/мл сүт үлгілерінде, аурудан сау аудандардағы сүт үлгерілерінде торшалар саны 108 ± 14 103 жасуша/мл, бірінші тумалармен 168 ± 34 103 жасуша/мл қайта туған дарды салыстырғанда байқалды [109].
Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде желінсауда сүттің сапалық көрсеткіштері, әсіресе сау малмен салыстырғанда сүттегі соматикалық торшалардың санының нашарлауы байқалып, орташа есеппен 1225 мың см3 құрайтыны анықталды [110].
Желінсаудың әсіресе субклиникалық түрі кең таралған, ол сауын сиырларының фертильділігін төмендетеді. Субклиникалық желінсаудың  негізгі себебі сиырларда буаздықпен байланысты, овуляцияның кешігуіне әкеледі. Сонымен субклиникалық желінсауда OVS хаттамасы сиырлардың фертильділігін жоғарлатуымен, овуляцияның «түзетілген» уақытына байланысты болады [111].
Баршаға мәлім субклиникалық желінсау (SCM) соматикалық клеткалардың санымен сипатталады (SCC)>200 000 клетка/мл, ол сүт өнімділігіне, репродуктивті тиімділігіне керісінше әсер етеді. Дегенмен, сүтті сиырлардағы сүт безі ішілік инфекцияларды (IMI) емдеу және бақылау үшін микробтарқа қарсы препараттарды қолдану шектелген, табындардағы субклиникалық желінсаудан (SCM) өнімділігі мен өміршеңдігі туралы мәліметтер аз [112].
Сиыр желінсауының негізінде жатқан молекулалық механизмдерді жақсырақ түсіну, ауруды емдеуді жақсартудың негізі болып табылады. Сондықтан ғалымдар аурудан сау сиырлардың сүтіндегі соматикалық клеткаларының ДНҚ метилденуі барлық гендерде (n=15), Streptococcus agalactiae (n= 12) және Prototheca spp. (n=11) субклиникалық желінсауды тудырғанда, организмнің ауруға жауап беруіндегі субклиникалық желінсау метиломының рөлін жақсы түсіну үшін делінген. Жалпы, субклиникалық желінсауда ДНҚ метилденуіне байланысты организмнің иммундық реакциясының нақты реттелуі белгіленген [113].
Желінсаудың ең көп таралған қоздырғышының бірі Str. agalactiae, демек  ол адам мен жануарлар үшін қауіпті. Микробтарға қарсы препараттарды үнемі қолдану көптеген препараттарға төзімді микроорганизмдердің пайда болуына ықпал етеді, бұл жануарлардың рационалды фармакотерапиясының өзектілігін көрсетеді. Зерттеуге 398 сүт үлгілері алынып, олардан 26  Str. agalactiae (6,5%) бөлініп анықталды. Жұмыстың нәтижесінде саны оқшауланған β – лактамды антибиотиктер тобының резистентілігі: бензилпенициллин (76,9%), амоксациллин (65,3%), ампициллин (65,3%); аминогликозид – канамицин (61,5%) және макролид – тилозин (50,0%,) зерттелді. Зерттелген штаммдардан ең төменгі резистенттілік Str. agalactiae левомицетинде – 23,0% болды [114].
Антибиотиктерді қолдану ережелерін немесе антибиотикалық терапияға ұшыраған, сауын мерзімі сақтамаған сиырлардың сүт өнімдерімен бірге дәрілік заттардың қалдық мөлшерінің адам организміне түсуіне әкеледі. Мұндай сынақтарды иммунохроматографиялық талдау (ICA) негізінде жасауға болады. Ғалымдар стрептомицин, тетрациклин және левомицетиннің құрамындағы сүтті бір мезгілде жылдам талдау үшін ICA тест жүйесін әзірледі [115].
Ғалымдар сиыр сүтіндегі антибиотик қалдықтарымен соматикалық клеткалардың санының арасындағы айырмашылықтарды анықтады. Зерттеуде сиырдың пісірілмеген сүтінен антибиотик қалдықтарын, соматикалық клеткалар санының маңызын зерттеді. Алынған 200 сүт үлгілерінің 115-де антибиотик қалдықтары болды. Сүт үлгілерінен қысқы мерзілде жазғы мезгілге қарағанда антибиотик қалдықтары көбірек кездесті (P < 0,05).Сонымен қатар соматикалық клеткалардың да саны қысқы мезгілде жазғы мезгілге қарағанда көбірек болды (P<0,05) [116].
Сиырлардағы желінсаудың проблемасының өзектілігіне ауру кезінде бөлінетін микрофлораның әртүрлілігіне жатады, сондай-ақ шаруашылықтарда емдеу және алдын алу шараларын жоспарлау үшін субклиникалық және клиникалық  желінсауда микроорганизмдердің түрлік құрамының ұқсастықтары мен айырмашылықтарын анықтау үшін зерттеулер жүргізілді. Субклиникалық желінсауда  сүттен алтын түсті стафилококк (17,9% жағдайда) және патогенді стрептококк (9,8% жағдайда) қоректік орталарынан жиі бөлініп алынғаны дәлелденген, олардың ішінде Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae үлесі 6,5 және 3,3% құрады. Айта кететін тағы бір жайт, клиникалық желінсауда энтеробактериялар зерттелген он үш сүт шаруашылығының біреуінде ғана анықталды [117].
Сүтті сиырлардың интрамамарлы инфекциялары басқа перипартрурентті аурулармен қосылып, сүттің өнімділігінің төмендеуіне әкеледі, Бұл зерттеудің негізгі мақсаты сиырлардағы соматикалық торшалардың (SCC) көбеюінің басқа перифериялық аурулардың жиілігімен байланысты болуын анықтау болды.Бұл зерттеудің негізгі мақсаты – сиырлардың суалдыру дейінгі кезеңде және басқа перипартуриялық аурулар уақытында соматикалық торшалар (SCC) санымен байланысты екенін анықтау болды. Лактозаның мөлшері сүтте жоғары SCC бар сиырларда төмен болды, ал ақуыздың мөлшері төлдеуден кейін төмендеді [118].
Желінсау бұл сүтті малдарда көп қаражат жұмсалатын  ауру, себебі ол сүт өндірудің төмендеуіне, сүтті шығару, сондай-ақ емдеу шығындары сияқты басқа экономикалық факторларға әкеледі. Желінсауды емдеудің тиімділігін арттыруға бағытталған тәсіл сүттегі SCC деңгейін емдеу тағайындалмастан бұрын бағалаудан тұруы мүмкін. Бұл ықтимал құралды зерттеу үшін SCC санаудың тиімді және сенімді әдісі шешуші маңызға ие [119].
Антибиотиктердің мал шаруашылығында дұрыс қолданылмауы, сүт фермаларында антибиотиктерге төзімді бактериялардың пайда болуына себеп болды. Осыған байланысты ғалымдар келесі мәселелерді зерттеді: желінсаудың этиологиялық агенттерін бөліп алу және идентификациялау, бактериялық изоляттардың антибиотиктерге төзімділік профильдерін анықтау. Бактериялық изоляттардың 10 кеңінен қолданылатын антимикробтық препараттарға төзімділігі тексерілді. Жалпы 193 бактерия бөлініп алынды, олардың ішінде алты түрі бар: Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca және Klebsiella pneumoniae. Staphylococcus aureus. Ең көп таралған изоляттар Staphylococcus aureus болды, одан кейін Strep. spp., E. coli және Klebsiella spp болды [120].
Зерттеудің мақсаты - лактация кезеңінде төрт негізгі патогенге ПЦР-тестінің оң және теріс нәтижелері бар сүтті сиырлар арасындағы SCC нәтижесін салыстыру болды[121].
Зерттеу нәтижелеріне сәйкес, инфекцияланған үлгілерде (желіннің артқы бөлігі) SCC орташа деңгейі жоғары болды (210,52×103 клеток/мл), ал инфекцияланбаған үлгілерде бұл көрсеткіш айтарлықтай төмен болды (32,72×103 клеток/мл). Орташа SCC ең жоғары инфекцияланған патогенді агент Enterobacter spp. (338,00×103 клеток/мл) үшін тіркелді, одан кейін Bacillus spp. (319,20×103 клеток/мл), коагулаза-теріс Staphylococci (CNS) (268,17×103 клеток/мл), Staphylococcus aureus (218,31×103 клеток/мл) және Escherichia coli (200,75×103 клеток/мл), ең төменгі көрсеткіш Pseudomonas aerugisa (66,33×103 клеток/мл) үшін анықталды. Артқы үлгідегі сүттің SCC деңгейі алдыңғы үлгімен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды. SCC деңгейі сиырлардың жасы, төлдеу саны және лактация кезеңінің ұзаруымен артты, бұл сиырлар инфекцияланған немесе инфекцияланбағанына қарамастан байқалды. Ішкі сүт бездерінің инфекциясы (IMI) артқы үлгідегі (42,2%) және ерте (≤7 күн) лактация кезеңіндегі сиырларда (100,0%) жиі байқалды [122].
Зерттеудің мақсаты соматикалық торшалар санының (SCC) қалыпты жағдайдағы крсеткішін зерттеп, интрамаммарлы инфекцияның (IMI) сүттегі үлгілерінде бар-жоғы анықтау. Желіннің артқы бөлігінің үлгілерінен алынған нәтиже дисперсия бағалаулары әр сиырдың ішінде олардың тәуелсіз болмауын ескере отырып түзетілді. SCC 150 000 клеток/мл және 200 000 клеток/мл шектері бойынша IMI айырмашылығы сүт үлгілерінде тек 3,26%-ды құрады [123].
Алдын ала тексерілген сауалнама жеке сиырлар мен табындар туралы деректер жинау үшін пайдаланылды. SCM-мен байланысты тәуекел факторлары жалпыланған желілік аралас модельдерде бинарлық логистикалық регрессияны пайдалана отырып талданды. SCM-нің төлдеу аралығына дейінгі төлдеуге әсері және төлдеуден жасанды ұрықтандыруға дейінгі күндер Кокстың пропорционалды қауіп-қатерлерінің регрессиясын пайдалана отырып, тіршілік ету талдауының және тиісінше Каплан-Мейердің тіршілік ету функциясын бағалаудың көмегімен талданды. Пуассонның регрессиялық моделі ұрықтануға жасанды инсеминация санына SCM әсерін анықтау үшін іске қосылды [124].
Суалдырылан сиырларға арналған антимикробты селективті терапияны пайдалану үшін ауруды жұқтырмаған сиырлардан суалдырылған жақта интрамамарлы инфекциясы (IMI) бар сиырларды дәл саралауды талап етеді. Зерттеуге жалпы 21 сүтті шаруашылықтардан 2074 сиыр алынды, олар көктемгі төлдеумен және сүт резервуарындағы орташа айлық соматикалық торшалар саны ≤200 000 клеток/мл болды. Жалпы алғанда, 18,7% сиыр субклиникалық желінсау ретінде жіктелді, бірінші төлдеген сиырлар арасында субклиникалық желінсаудың үлесі жоғары болды (29,3%), ал қайталанатын төлдеген сиырлар арасында бұл көрсеткіш 16,1% болды [125].
Соматикалық сүт торшалары (SCC) сүт өндіруші торшалар мен иммундық торшалардың қоспасы болып табылады. Бұл торшалар қалыпты сауу кезінде сүтке бөлінеді және сүт бездерінің саулығын бағалау үшін индекс ретінде пайдаланылады. SCC сиырдың сүт өнімділігіне, денсаулығына, төлдеу жылдамдығына, лактация кезеңіне және мал тұқымына байланысты [126].
Зерттеу нәтижелері бойынша лейкоциттердің морфологиялық сипаттамасы сау және желінсаумен ауыратын жануарларда әртүрлі: нейтрофилдер 12-15 мкм, макрофагтар 20-30 мкм, лимфоциттер 9-16 мкм [127, 128].
Тоқтаусыз цитометрия әдісімен клеткаларды дифференциациялау соматикалық торшалар санын (SCC) дәл есептеуге мүмкіндік береді, бұл сүт бездерінің әртүрлі этиологиялы инфекциялары кезінде лейкоциттер популяциясының үлгілерін талдауға көмектеседі [129].
Қазақстандық ғалымдар зерттеулеріне сәйкес сиырлардың генотиптері мен олардың сүттерінің құрамындағы соматикалық торшалар арасында ассоциативтік байланыс бар екені анықталған. Сонымен қатар сүт құрамындағы төрт кең тараған антибиотик қалдықтарының мөлшерлері зерттелген [130-134].

1.4 Желінсау кезінде патогенді микроорганизмдерді ПТР көмегімен идентификация жасау әдістемесі
Желінсау сүтті сиырларда кең тараған ауруы болып табылады және жануарлардың әл-ауқаты мен сүт фермасының табысына кері әсер етеді. Ондаған жылдар бойы зерттеушілер Streptococcus agalactiae және Staphylococcus aureus туындатқан желінсауды бақылаудың тиімді стратегияларын анықтау үшін жұмыс істеуде. Нақты бақылау бағдарламаларын әзірлеу үшін желінсаумен айналысатын қызметкерлер алдымен жұқтыру механизмдерін анықтауға, аурудың клиникалық және субклиникалық жағдайларын анықтауға, тиісті скринингтік тестілерді әзірлумен жұмысты күшейтті [135].
Желінсаудың пайда болу себебі организмнің төзімділігі, дұрыс азықтанбау, сиырларды ұстаудың гигиненикалық нормаларының бұзылуы сияқты полиэтиологиялық факторлар болып табылады. Желінсауда жиі келесі шартты патогенді микроорганизмдерді табуға болады: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus uberis, олар сүт безіне галактогенді немесе лимфагенді жолмен түседі [136].
Резистенттілік пен патогендік гендерді анықтау үшін мультиплексті ПТР әдісін қолдану барлық оқшаулаудың геномында бар екенін көрсетеді: blaTEM, sul1, tetA, qnrS, blaCTX-M және fimH (100%), papC (40%) және hlyA (10%). Белгілі болғандай, fimH биопленканың пайда болу қасиетіне байланысты ең кең таралған ген болған. Жүргізілген зерттеулер сиырлардағы сүт безінің патологиясы кезінде көптеген дәрілік тұрақтылығы бар E. coli-нің жоғары кездесуін көрсетеді. Отандық ғалымдар биологиялық материалдардан ДНҚ бөлу хаттамасын және эндометритпен, желінсаумен ауыратын сиырлардан оқшаулап fimH гендерін ПТР жүргізу шарттарын оңтайландырды [137].
Әдетте ауру жануарларды емдеу хаттамасы микробқа қарсы препараттарды, оның ішінде антибиотиктерді қолдануды қамтиды, антибиотиктердің қалдық мөлшерінің сүтті сиырлар организмінен антибиотиктерді шығару мерзімі антибиотиктерді соңғы қолданғаннан кейін шамамен 15-20 күнді құрайды. Сиырлардың сүт безі секретінің микробтық құрамы желінсау кезінде өте әр түрлі екені анықталды. Желінсаумен ауыратын сиырлардан изоляттарынан келесі микроорганизмдер бөлініп алынды: Streptococcus sp. p., Staphylococcus sp. p., Lactobacillus sp. p. и Escherichia sp. p. – 25,7 %; 20,8 %; тиісінше 18,3% және 9,6% құрады. Сиырлардағы желінсаулар  шартты түрде патогенді микробтар қауымдастығымен шақырылады, олардың құрамына 2-ден 7 изолятты кіреді. Желінсаумен ауыратын сиырлардың сүтінде мынадай микроорганизмдер жиі кездеседі: Staphylococcus sp. p.; Escherichia sp. p.; Pseudomonas sp. p. и Streptococcus sp. p., 5,67±0,08 lg; 4,37±0,32 lg; тиісінше 4,24 ± 0,20 lg және 4,13 ± 0,15 lg [138]. Авторлар өз жұмыстарында клиникалық материалдарда патогенді микроорганизмдерді детекция жасау үшін ПТР әдісін өолданудың тиімділігін көрсеткен және осы әдіс бір мезгілде микроорганизмнің антибиотикке төзімділігін анықауға мүмкіндік береді [139, 140].

1.5 Сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсаудың емдеу әдістері және алдын алудың маңызы
Антибиотиктер, иммунотерапия, бактериоциндер, бактериофагтар, микробқа қарсы пептидтер, пробиотиктер, бағаналы жасуша терапиясы, жергілікті секреторлық факторлар, диетология, құрғақ терапия және лактация терапиясы, генетикалық селекция, шөптер және нанобөлшек технологиясына негізделген терапия сияқты терапевтік режимдер желінсауды емдеудегі тиімділігімен бағалы [141]. Антибиотиктік терапия суалтылған сиырлардың желінсаумен күресуде көптеген  бағдарламалардың маңызды бөлігі болып табылады. Зерттеу нәтижелері көрсеткендей,  табын бойынша төмен орташа SCC және жақсы сүт өндірісін қолдауға болатынын көрсетті [142]. Желінсаумен күресу стратегиясы антибиотиктер терапиясын, вакцинацияны, сүт малын өсіруді жақсартуды, ферманы басқаруды және азықтандыруды және т.б. қамтиды, бірақ үлкен табысқа қол жеткізе алмайды. Желінсауға төзімділікті тікелей анықтау қиын, сондықтан сүттің соматикалық торшаларының (SCC) саны немесе сүттің соматикалық торшаларын бағалау (SCS) Желінсаудың индикаторлық белгісі ретінде пайдаланылады, өйткені екі белгі де жоғары оң корреляцияға ие. SNP маркерлері қазіргі уақытта ең көп таңдалған генетикалық маркерлер болып табылады [143]. 
Желінсау кезінде микробқа қарсы тиімді терапия желін функциясын сақтаудың, сүт безінің патологиясы кезінде сиырлардан алынатын сүттің өнімділігі мен сапасын қалпына келтірудің негізгі, ал кейбір жағдайларда жалғыз тәсілі болып табылады. «Цефосульбокар» препаратын қолдану желінсаудың әртүрлі нысандарында шынайы терапиялық тиімділікті қамтамасыз етеді және сүт өнімдерін өткізуді шектеу мерзімін қысқартады. Цефосульбокардың терапевтік тиімділігі тәулігіне бір рет 7,5 г мөлшерінде желінсаудың жеңіл және орташа ауырлықтағы сиырларды емдеу кезінде 83,3-100% құрады, сүт безі қабынуының ауыр түрлері кезінде препарат емдеудің құрамдастырылған схемасының құрамында көрсетілген [144]. Желінсаудың клиникалық формасында бактериялық этиологиясына байланысты барлық жануарларға тәулігіне екі рет 12 сағат сайын Мастиет Форте (тетрациклин, неомицин) тағайындады, бактериялардың түрлерін анықтау үшін сүт екі рет алынған. Желінсаудың субклиникалық формасының терапиясы тәжірибелік топта 4,35 ± 2,27 тәулікті құрады, бұл бақылауға қарағанда 29,9% -ға төмен. Желінсаудың клиникалық нысанының бірлескен терапиясында (БОД және Мастиет Форте) емдеу мерзімін 2,5 тәулікке (44,1%) қысқарту және соматикалық торшалар санын 72,4% -ға төмендету белгіленген [145]. Бірінші  тәжірибе тобындағы сиырларды осы шаруашылық үшін дәстүрлі схема бойынша емдеді: «Мастиет Форте» препаратын интрацистерналды енгізу, ал 2-топтағы сиырларды емдеу үшін интрацистерналды түрде Мамикур егілді. «Мамикур» препаратын сиырлардағы серозды-катаральды клиникалық және субклиникалық желінсаулардың монотерапиясы ретінде қолдану жақсы және бір шприц-дозатор көлемінде 12 сағат интервалмен үш рет интрацистерналдық енгізу кезінде оң әсер беретіні анықталды [146]. Зерттеу үшін 5 облыстың (Новосибирск, Түмен, Томск, Омбы және Амур), Ресей Федерациясының Алтай және Красноярск өңірлерінің, сондай-ақ Қазақстан Республикасының ірі сүт кешендерінен желінсаудың клиникалық түрімен ауыратын сиырлардан 442 сүт сынамасы іріктеп алынды. Микрофлораның резистенттілігі туралы деректер ұсынылды, ол 9 фармакологиялық топтың 17 бактерияға қарсы препаратына анықталған. Бөлінген микрофлора негізінен Staphylococcus тектес бактериялармен ұсынылған - 45,7%; Clostridium – 35,3; Streptococcus – 32; Salmonella – 9,5 % [147].
Сиырлардағы желінсауды емдеу тиімділігінің төмендігіне және химиотерапевтік препараттарға төзімді бактериялардың көбеюіне байланысты, айтарлықтай антибактериалды әсерімен жоғары қауіпсіздігі болатын, күміс нанобөлшектері бар препараттарды қолдану фармакологияның перспективті бағыты болуы мүмкін [148]. Зерттелген жұмыстарда, сүт фермалары жағдайында отандық өңдеуге арналған препараттармен желінді  сауу алдында және сауын аяқталғаннан кейін өңдеу  оң нәтиже берді. Жазғы және күзгі маусымдық сауын кезінде бақылау топтарындағы сиырлардың желінін арнайы жуғыш дезинфекциялық ертінділермен өңделді. Бақылау тобындағы сиырлардың желінін өңдегеннен кейін сүттегі мезофильді аэробты және факультативті-анаэробты микроорганиздер мен соматикалық торшалардың санының төмендегенін байқады [149]. Сиырлардың субклиникалық желінсауын кешенді емдеуде құрамында интерфероны бар «Миксоферон» және «Уберосепт» жақпа майы қолданылды. Емдеу курсының соңында екі бақылау тобындағы сиырларда соматикалық торшалары 63,6% және 54,2% төмендеді [150]. Сиырдың субклиникалық желінсауын емдеуде ұсынылатын нұсқаның ішінде «Канамикан-П» препараты шаруашылықта қолданылатын стандартты емдеу режимімен салыстырғанда тиімдірек болып шықты [151]. Сиырлардағы интенсивті сүт өндіру кезеңінде бактериалды этиологияның клиникалық және субклиникалық желінсауды емдеуде энрофлон гелін қолдану арқылы жоғары емдік әсері болатыны анықталды [152].
Өндірістік сынақтардың нәтижесінде, энрофлон гелін қолданғаннан кейін қанның гематологиялық және биохимиялық, сүттің физико-химиялық көрсеткіштері 5 тәулікте қайта қалпына келіп, препараттың емдік тиімділігі жоғарғы екенін көрсетті (96,0%) [153]. Мақалада сиырлардың сірі желінсауын емдеуге арналған фитопрепараттың стерилділігін, уыттылығын және микробиологиялық қасиеттерін зерттеуге және өзге перепараттардан ерекшелігін анықтауға арналған зертханалық жұмыстар жүргізілді [154]. 
Желінсауды  тікелей шаруашылықта  сипаттап, анықтау мүмкіндігі дұрыс емдеу протоколын таңдау үшін өте пайдалы болады. Желінсауды уақтылы диагностикалау үшін инфрақызыл термография, сүт бездерін ультрадыбыстық бағалау және қан газын талдау сияқты заманауи құралдар пайда болуда, тіпті олардың қолданылуын әлі де жетілдіру қажет етеді [155]. Желінсауды емдеу негізінен антибиотиктерге негізделгендіктен, ветеринарияда және медицинада микробтарға қарсы препараттарға тұрақтылықтың дамуы туралы алаңдаушылық тудырады. Сонымен қатар, төзімділікті беретін гендер гетерологиялық штаммдар арасында тасымалдауға қабілетті болғандықтан, жануарлардан алынған штаммдардағы төзімділікті төмендету адамдарға пайдалы әсер етуі мүмкін [156]. Желінсауды әртүрлі бактериялар штаммдары, саңырауқұлақтар және балдырлар тудырады. Дегенмен сүт бағытындағы желінсаумен ауырған сиырларға антибиотиктерді ұзақ уақыт қолданып емдегенде, ауруға төзімділігі жоғарылаған. Мұндай әдістерге нанотехнологияларды, бактериофагтық емдеуді, өсімдік сығындыларын, жануарлардың ақуыздарын және бактериоциндерді қолдану жатады. Бұл ерітінділердің басты артықшылығы – қоздырғыштардың қолданылған заттарға төзімділігі болмайды [157]. Ұлпалық препараттар антибиотиктермен салыстырғанда микробтарға қарсы әсері болмайды, олардың құрамында  жануарлар организміндегі зат алмасу процесіне жалпы әсер етіп, қабыну ошағын бәсеңдетеді және қабыну реакциясын тоқтатып, жалпы арнайы емес макроорганизм резистенттілігін жоғарлатады, торшалардағы митоз процесін жақсартады, регенеративтік және пролиферативтік процесстерді күшейтіп қабыну процесстерін жеңілдетуге көмектеседі [158]. 
Консорциумда ұзақ уақыт қолданылатын барлық зерттелген қоректік орталарға, әсіресе Proteus mirabilis, Proteus vulgaris және Escherichia coli-ді қоспағанда, желінсау қоздырғышы Staphylococcus aureus-ке бактерицидтік әсер етеді. Желіннің терісінде және сүттің майлылығында патогенді микроорганизмдер табылды, оның ішінде S. aureus бактериялары (сынамалардың 50%) және E. coli тобындағы бактериялар, Enterobacter aerogenes және P. mirabilis (үлгілердің 36%) болды.  Желінсауға қарсы препараттарды қолданумен салыстырғанда, пробиотикалық микроорганизмдерді қолдану желінсаудың алдын алудан қарағанда, тек сүт безіне тезірек әсер етеді [159]. Желінсаумен ауырған сиырлардан бөлініп алынған изолятты  микробиологиялық зерттеу барысында жасалынған фитопрепараттың, стрептомецин антибиотигімен бірге оң нәтиже көрсеткені анықталды [160]. Зерттеу жұмысында сиырлардың желінсау ауруына шалдығуына кейбір теріс факторлардың ықпалы жəне жасырын желінсауды емдеуге физиотерапия əдісінің тиімділігі анықталған [161]. Авторлар сиырларда желінсауды емдеуге алғаш рет «Дороб-К» қолданған, оның құрамына қызыл май және АСД2 кіреді. Аталған препаратты сиырлардың желіндеріне интрацистерналды, 5 мл мөлшерінде, тәулігіне 2 рет, 12 сағаттық үзіліспен енгізген.  Жасырын желінсауды емдеуге 4 күн, ал клиникалық түрлерін емдеуге 7 күн қолданылған [162]. Авторлар жүргізілген жмыстардың нəтижесінде жасырын желінсау ауруын азайту мақсатында сүттің тазалық деңгейін жоғарылатуға бағытталған орындауға болатын мал дəрігерлік-санитариялық жəне емдеу шараларының тиімді тəсілдерін ұсынған. Желінсауға қарсы «Полилактовит» пробиотикалық препаратының емдік қасиетін зерттеу жұмыстары жүргізілген [163]. 
Авторлардың мәліметі бойынша желінсаудың клиникалық түрінің таралуы жалпы мал басының 5-30% аралығында, ал субклиникалық түрі 50%-ке дейін кездеседі [164]. Зерттеу нәтижелері бойынша, сүт бездерінің патологиясын емдеу және алдын алу үшін ғалымдар әзірлеген кремді қолдану тиімді екендігі анықталған, оның емдік тиімділігі 98%-ды құрады. Бұл креммен емдеу курсы 3-4 күнді құрады [165]. Клиникалық желінсау түрлерін емдеудің тиімді әдісі антимикробтық препараттар, витаминдер және новокаин терапиясының кешенді қолданылуы болып табылады [166]. Ресейлік ғалымдардың зерттеулері бойынша, сиырларда жіті желінсау түрлерінде новокаиндық тежеудің жоғары тиімділігі анықталған [167]. Белгілі болғандай, сиырларда жіті желінсауды емдеудің негізгі қағидасы  – ауырсыну реакциясын жеңілдету, бұл новокаиндық тежеуді қолдану арқылы жүзеге асырылады. Емдеу курсының ұзақтығы әдетте 4-5 күнді құрайды [168]. Ветеринариялық практикада сүт безінен экссудатты және патологиялық сұйықтықты шығаруды жеделдету үшін окситоцинді 30-40 ӘБ мөлшерінде күре тамырға енгізу пайдаланылады. Окситоцин енгізілгеннен кейін, ауруланған сүт безінің төрттігінен сүтті сауып алу ұсынылады, сүт безіне массаж жасалады [169]. Ғалымдардың пікірінше, тромбоцитарлық аутоплазманың оң әсер ету механизмі келесі әрекеттерді қамтиды, аутоплазманың құрамында зақымдалған тіндердің регенерация үрдісін жақсартатын өсу факторы бар, осылайша жануардың организміне оң әсер етеді. Әдебиетте осы емдеу нобайын ірі қара малдың аяқ және буын жарақаттарын емдеуде сәтті қолданылғаны туралы ақпарат бар [170, 171]. TLR6 генінің аллельдері мен сауын сиырларындағы ең жоғары сүт өнімділігі арасында оң корреляция бар; Бұл локустың генетикалық нұсқалары мен маститке төзімділік арасында да байланыс анықталды. TLR6 генінің кодтау бөлігіндегі белгілі SNP полиморфизмі (TLR6/TaqI) маститке төзімділіктің ДНҚ маркері ретінде пайдаланылады [172, 173]. Клиникалық жағдайда ішек таяқшасының патогенді қоздырғышын анықтау әдісі ПТР арқылы қолданылды [174].

1.6 Арнайы әдебиеттердегі деректерді талдау
Сүт бағытындағы өндірістер үшін сиырларда кездесетін клиникалық және субклиникалық желінсаудың этиологиясы, таралуы, патогенезі, емдеу әдістері, алдын алу шаралары, желінсауға төзімділікпен байланысты зерттеу жұмыстары аса маңызды. Жоғарғы өнімді сиырларда клиникалық, әсіресе субклиникалық желінсаулардың таралуында аса маңызды факторлар - ветеринариялық-санитарлық гигиена талаптарын сақтау, жыныс органдарының патологияларын болдырмау, технологиялық талаптарды қатаң сақтау маңызды. Әдебиетке шолуда зерттелген бағыттар әлемде ғалымдар зерттеп отырған сиырлардың желінсауға төзімділігімен байланысты SNP полиморфизмдерді, ДНҚ маркерлерді зерттеу нәтижелері туралы ақпараттар, сүт құрамындағы соматикалық торшалар санын анықтау әдістемесі, торшалар санының сиырлардағы клиникалық және субклиникалық желінсаулармен ассоциативті байланыстарын зерттеу, сүт құрамындағы антибиотик қалдықтарын анықтау әдістемесі мен оның мөлшері туралы мәліметтер, сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауларға балау әдістерін емдеу және алдын алу жолдары туралы терең зерттеулер жүргізілді. Сүт фермалары жағдайында қолданылатын клиникалық желінсауды емдеуде қолданылатын нобайларға талдау жүргізіліп, емдеу әдістерінің тиімділігінің теориялық маңыздылығы туралы мәліметтерге шолу жүргізілді. Талдау нәтижелері көрсеткеніндей, көптеген шаруашылықтарда клиникалық және субклиникалық желінсаулар кезінде емдеу нобайлары мен емдеу хаттамалары бекітілген. Ветеринариялық дәрігерлер негізінен осы емдеу нобайларымен, хаттамалармен жұмыс жүргізеді. Терапевтік тиімділігі жоғары, әсіресе жіті формалы желінсауларда өндірісте новокаиндік тежеулер кең көлемде қолданылмайтыны анықталды. 
Клиникалық және субклиникалық желінсауларды емдеуде жиі қолданылатын препараттар, антибиотиктер, антимикробтық дәрілік заттар, оларды қолданудың зияндығы сүт өңдеуге жарамсыз болып табылады, сүттің сапасы төмендейді, сүттің технологиялық қасиеттері өзегерді, кейбір жағдайларда сүт өңдеуге жарамсыз болып табылады. Сүт құрамындағы соматикалық торшалар санын анықтау клиникалық, субклиникалық желінсауларға балау жасауға мүмкіндік беретін заманауи балау әдісі болып табылады. Әдебиеттерде соңғы жылдары сонымен қатар тек сүт бездеріне әсерін тигізетін, сүт құрамына түспейтін антибиотиктер, антимикробтық препараттар бар, оларды қолдану нәтижесінде өңдеуге жарамды сүт өндіру мүмкіндігін тудырады. Арнайы әдебиетке шолуда клиникалық желінсауда оң әсерін беретін аутоплазма пайдаланудың терапевтік тиімділі туралы ақпраттар берілген. 





























2 НЕГІЗГІ БӨЛІМ 
2.1 Зерттеу материалдары мен әдістері
2.1.1 Желінсауға төзімділікпен байланысты SELL, MX1, CXCR1, c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T SNP полиморфизмдерін зерттеу әдістемесі 
Генотиптеу үшін материал ретінде SELL генінің локусына (SNP c.567C>T) байланысты голштеин тұқымды сиырлардың (n=129) қан үлгілері «Байсерке-Агро» ЖШС-нің мал шаруашылығы фермасынан алынған. Ал  MX1 (n=164), CXCR1, c.+291C>T (n=42), CXCR1 +1093C>T (n=164) гендерінің локустары бойынша ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін қан үлгілері «Амиран» ЖШС сүт фермасынан алынған. Бұл фермалар Алматы облысының Талғар ауданында орналасқан,  аталған сүт фермаларында орташа сүт өнімділігі  лактацияға  9000-9500 кг құрайды. ДНҚ экстракциясы үшін қан күре тамырдан, кейбір жағдайларда құйрық асты венасынан 2 мл көлемінде вакуумды ЭДТА бар түтіктерге алынды. Қаннан геномдық ДНҚ бөліп алу Қазақ ұлттық аграрлық зерттеу университетін қарасты Қазақстан-Жапон инновациялық орталығының «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия» зертханасында екі әдіспен жүргізілді: классикалық фенолдық әдіс және коммерциялық PureLink™ Gemic DNA Mini Kit жинтығы көмегімен, өндіруші нұсқаулығына сәйкес жүргізілді. Алынған ДНҚ-ның сапасы NaDrop™ 2000 микроспектрофотометрия әдісімен өлшенді, ал ДНҚ тазалығы А260/А280 көрсеткіштерімен анықталды. SELL, MX1, CXCR1 гендерінің локустарындағы сиырлардың генотиптерін анықтау үшін әдебиеттерде сипатталған праймерлердің тізбектері қолданылды [16, б. 2; 23, б. 8]. 
Алынған «Байсерке-Агро» ЖШС және «Амиран» ЖШС шаруашылықтар бойынша жалпы саны мен тексерілген мал саны көрсетілген (кесте 1).

Кесте 1 – Генотиптеу жүргізілген шаруашылықтар, ген локустарының атаулары және генотиптелген сиырлар саны 

	Геннің аты
	«Байсерке-Агро» ЖШС
	«Амиран» ЖШС

	
	Жалпы саны
	Тексерілгені
	Жалпы саны
	Тексерілгені

	MASP2
	200
	108
	-
	-

	CATHL2
	200
	14
	-
	-

	L-selectin
	210
	199
	-
	-

	TLR6
	-
	-
	210
	70

	TLR6
	-
	-
	210
	28

	МХ1
	-
	-
	210
	196

	CXCR1
	-
	-
	210
	84

	CXCR1
	-
	-
	210
	168

	BRCA1
	-
	-
	210
	181






Кесте 2 – SELL, MX1, CXCR1 гендерінің кодтау бөліктеріндегі SNP полиморфизмдері, нүктелік мутацияның орналасуы, қолданылатын рестриктазалар және жануарлардың генотипіне байланысты ДНҚ фрагменттерінің өлшемдері

	 Сипаттама 
	SNP полиморфизм атаулары

	
	L-selectin
	MX1
		CXCR1

	Ген атауы
	SELL
	MX1
	CXCR1

	Ген хромосомада орналасуы
	16
	1
	2

	Геннің ұзындығы    
	25 593 ж.н. 
	38 196 ж.н.
	4 028 ж.н.

	Нүктелік мутацияның орналасу орны
	GATTTGGGGTACTACGGGCC
[Т→С]AGTGTC
AGTTCGGT
Magdalena Dusza et all 2018
	TCAGCTTC[C→T] 
TGGACAAAGAGATTGAGATTCCAGAT
Ningbo Chen et all 2017
	CXCR1 c.+291C>T
AAGGTGGTCT[C→T]ACTCCTGAAGGAAGTG
CXCR1 +1093C>T
GACTCCACAC[C→T]GGGCTCCTCGCT
Pokorska  Joanna et all 2016

	Бір нуклеотидті алмасуы
	Т>С
c.567 T>C 
в 4 экзонной части гена
	C>T 
MX1-g.143182088 
в 4 экзонной части гена 
	CXCR1 c.+291C>T
(ss.1052336005)
CXCR1 +1093C>T
(ss.1052336008)

	Амплификат ұзынығы 
	281 ж.н.
	186 ж.н.
	592 ж.н., 168 ж.н.

	Қолданылатын  эндонуклеаза және рестрикция сайты
	ApaI
GGG/CCC
	ScrFI
CC/NGG
	BsaI
GGTCTC(N),  
Наш MspI   C/CGG

	Генотипке байлынысты рестрикциядан кейінгі фрагменттер ұзындығы  
	TT - 281 ж.н.,
CT - 281 ж.н., 190 ж.н., 91 ж.н., 
CC - 190 ж.н., 
91 ж.н.
	TT - 186 ж.н., 
CT – 186 ж.н., 
146 ж.н., 40 ж.н.
CC - 146 ж.н., 40 ж.н.
	CC – 592 ж.н., 
CT – 592 ж.н., 373 ж.н., 219 ж.н., 
TT – 373 ж.н., 219 ж.н.,  

	Генотипке байлынысты рестрикциядан кейінгі фрагменттер  
	-
	-
	TT – 168 ж.н.,
CT – 168 ж.н., 96 ж.н., 
72 ж.н.,
CC – 96 ж.н., 72 ж.н.



Праймерлердің тізбектері Primer 3 бағдарламасы (https://primer3.ut.ee), арқылы таңдалып, CXCR1 генінің аллелдерін анықтау үшін пайдаланылды (кесте 2). SELL генінің аллелдерін анықтау үшін ПТР өнімі ApaI эндонуклеазасымен рестрикцияланды, рестрикция сайты- GGG/CCC. MX1 генінің локусы бойынша ScrFI рестриктазасымен жүргізілді, оның рестрикция сайты- CC/NGG. CXCR1 генінің c.+291C>T локусы бойынша BsaI эндонуклеазасы пайдаланылды, рестрикция сайты - GGTCTC(N). CXCR1 +1093C>T локусы бойынша амплификат MspI эндонуклеазасымен кесілді, рестрикция сайты - C/CGG. Рестрикция тиісті буферде 5-6 сағат бойы жүргізілді, 15 мкл амплификат алынып, 5-10 U сәйкес рестриктаза қосылды. Праймерлердің жабысу температурасы кесте 2 көрсетілген, тура және кері праймерлердің ішіндегі GC үлесі 33,33%-дан 60,0%-ға дейін ауытқыды. Амплификация нәтижелері 3-4% агарозада горизонталдық электрофорез арқылы тексерілді.

Кесте 3 – Ген локустары бойынша сиырларды генотиптеуге арналған праймер тізбегі SELL (SNP c.567C>T), МХ1(-g.143182088), СХСR1 (SNP CXCR1 c.+291C>T, (ss.1052336005) CXCR1 SNP +1093C>T (ss.1052336008)

	Ген атауы  
	Праймер тізбектері  5'→3'
	GC үлесі %
	Жабысу темпера-
турасы
	Авторлар 

	SELL
	F- AAAATAGTCACAGCCAAAAAGTTG-3'
	33,33
	63,000 С,
	Magdalena D et all 2018 [16]

	SELL
	R- TATCATTTTCCCCCAACCAA-3'
	40,00
	63,000 С
	

	МХ1
	F- CTTGGGAATGAAGACGAG-3'
	50,00
	59,00° С
	Ningbo Ch et all 2017 [23]

	МХ1
	R- AGTGGGAACAGTGACAGG-3'
	55,55
	59,00° С
	

	СХСR1 c.+291C>T
	F- CACCATGACAATCATCCTGA-3'
	45,00
	59,00° С
	Pokorska  J et all 2016 [19] 

	СХСR1
	R- GCAGACTAGGTCGGAGTACG-3'
	60,00
	59,00° С
	

	СХСR1+1093C>T 
	F- GCCTGATCAGCAAGGAGTTC-3'
	55,00
	60,00° С
	Усенбеков Е.С., 2023 [164]

	СХСR1
	F- CCTTGACATGGGACTGTGAA-3'  
	52,63
	60,00° С
	



Кесте 4 – Голштеин сиырларының ДНҚ үлгілерін SELL, MX1, CXCR1 ген локустары бойынша генотиптеу үшін полимеразды тізбекті реакцияны жүргізу шарттары  

	Амплификация шарттары
	L-selectin
	MX1
	CXCR1 c.+291C>T
	CXCR1
+1093C>T

	Бастапқы денатурация
	950С - 5 мин
	950С - 5 мин
	950С - 5 мин
	950С - 5 мин

	Денатурация 
Праймердің жабысуы    
Элонгация 
Циклдер саны   
	950С   45 сек
630С   40 сек
720С   50 сек
34
	940С   35 сек
590С   35 сек
720С   35 сек
35
	950С   45 сек
590С   30 сек
720С   50 сек
34
	950С   45 сек
590С   30 сек
720С   50 сек
34

	Аяқтаушы синтез
	720С 6 мин
	720С 10 мин
	720С 7 мин
	720С 7 мин



Голштеин тұқымының ДНҚ үлгілерін SELL генінің локусы бойынша генотиптеу (SNP 567 T>C 4-экзондық бөлігінде), МХ1 генінің локусы бойынша (C>T g.143182088 4-экзондық бөлігінде), CXCR1 генінің локусы бойынша (екі SNP полиморфизмі: CXCR1 +291C>T ss.1052336005 және CXCR1 +1093C>T ss.1052336008) ПТР-РФҰП талдау әдісімен жүргізілді және CXCR1 +1093C>T генінің аллелдерін анықтау үшін арнайы праймерлердің тізбектері таңдалды.



2.1.2 Сиырларда TLR6, BRCA1, MASP2 ген локустары бойынша амплификация жүргізу және генетикалық нұсқауларын анықтау әдістемесі 
TLR6, BRCA1 генд локустары бойынша генотиптеу жұмыстары Алматы облысы Талғар ауданында орналасқан «Амиран» ЖШС шаруашылығының асыл тұқымды голштеин тұқымды сиырлардың мұздатылған қаны үлгілері қолданылды, MASP2 ген локусы бойынша осы аудандағы «Амиран» сүт фермасынан сиырлардан алынған биологиялық материалдар қолданылды. Сиырларды TLR6 және BRCA1 гендерінің локустары бойынша генотиптеу үшін  ұсынылған праймерлердің тізбектері пайдаланылды, сонымен қатар TLR6 генінің аллельдерін анықтау үшін Primer 3 бағдарламасы арқылы арнайы праймерлердің тізбектері таңдалды. TLR6 генінің аллельдерін анықтау эндонуклеаза Tag1 көмегімен ПТР өніміне рестрикция жасау арқылы жүзеге асырылды, оның тану сайты T/CGA, ал BRCA1 генінің локусында рестриктаза HhaI қолданылды, оның рестрикция сайты GCG/C. Рестрикция тиісті буфермен 5-6 сағат бойы жүргізілді, амплификаттан 15 мкл алынып, оған 5-10 U сәйкес рестриктаза қосылды. Праймерлердің жабысу температурасы 4-ші кестеде  көрсетілген, ал тура және кері праймерлердің ішінде GC үлесі 40,0%-дан 50%-ға дейін болды. Амплификация нәтижелері 3-4% агароза гелінде горизонталды электрофорез көмегімен тексерілді. Біздің жұмысымызда генетикалық нұсқалардың теориалық жиілігі мен χ2 мәні Equilibrium Hardy-Weinberg компютерлік бағдарламасы (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/) арқылы анықталды. 2023 жылдың сәуірінен желтоқсанына дейін әр тоқсан сайын DeLaval mastitis test жинағы көмегімен клиникалық және субклиникалық желінсауға балау экспресс-әдіс арқылы жүргізілді.

Кесте 5 – TLR6, BRCA1 MASP2 ген локустары бойынша сиырларды генотиптеу үшін праймерлердің тізбектері

	Ген атауы
	Праймер тізбектері 
	GC үлесі %
	Жабысу температурасы
	Авторлар

	TLR6
	F- 5′-AAAGAATCTCCCATCAGAAG-3′
	40,00
	600С
	Elmaghraby M.   et al [9, б. 0 ]

	TLR6
	R- 5′-GAAGGATACAACTTAGGTGC-3′
	45,00
	600С
	

	TLR6
	F-5′-TCTGAGCTTCACCTGTCTGA-3′
	50,00
	580С
	Усенбеков Е.С.,  және т.б. [165, б. 0] 

	TLR6
	R- 5′-TAGGTGCAAGTGAGCAATGG-3′
	50,00
	580С
	

	BRCA1  
	F-5′-CTTCAGAACCTGTACTTGTAACC-3′
	43,47
	550С
	Fadime D.  et al [28, б. 0]

	BRCA1  
	R- 5′-CAAGGAATATTTACTGAGCACC-3′
	40,90
	550С
	

	MASP2
	F- GTTTGTGGGAGGAATAGTGTC
	47,61
	60,01 °C
	Haiyan Zhang, et al [59, б. 0]

	MASP2
	R- AGTTAAGTAGTGGAAGAGTGGC
	45,45
	60,21 °C
	





Кесте 6 – TLR6, BRCA1 гендерінің локустарындағы голштеин сиырларының ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін полимеразды тізбекті реакцияны жүргізу шарттары

	Амплификация шарттары
	TLR6
	TLR6 патент 
	BRCA1 SNP G22231T

	Алғашқы денатурация
	95°С – 5 мин
	95°С – 5 мин
	94°С – 5 мин

	Денатурация 
Праймердің жабысуы    
Элонгация 
Циклдер саны   
	940С – 30 c

630С – 30 с

720С – 30 с
35 цикл
	940С – 60 c

580С – 30 с

720С – 60 с
35 цикл
	940С – 30 c

550С – 30 с

720С – 30 с
32 цикл

	Аяқтаушы синтез
	72°С – 5 мин
	72°С – 10 мин
	72°С – 7 мин



Кесте 7 – TLR6, TLR6 гендерінің кодтау бөлігіндегі SNP полиморфизмдері және нүктелік мутациялардың орналасуы, қолданылатын рестриктазалар, жануарлардың генотипіне байланысты ДНҚ фрагменттерінің өлшемдері

	Сипаттамасы
	SNP полиморфизм атауы 

	Геннің атауы және SNP      полиморфизмдері
	TLR6/Taq1
	BRCA1/ HhaI 

	Геннің орналасу аймағы
	 6 хромосома
	19 хромосома

	Геннің ұзындығы
	40 980 ж. н.
	70 992 ж. н.

	Нүктелік мутацияның орналасу орны
	ATTTAGACCTCTCATTCAATGACTT/CGATGCCCTGCCCATCTGTAAGGAATTTG
	GTGTGTTCTTTACCACTAGCG/CCACCTGGGAAGCC CTGCC

	ПТР өнімінің ұзындығы 
	515 ж. н. [32, б. 8], 324 ж. н. [165, б. 54] 
	321 ж.н. [30, б. 23] 

	Қолданылатын  эндонуклеаза және рестрикция сайты
	Tag1 T/CGA
	HhaI  GCG/C

	Генотипке байлынысты рестрикциядан кейінгі фрагменттер ұзындығы  
	CC-515 ж.н.
CT-515 ж.н., 380 ж.н., 135 ж.н., TT- 380 ж.н., 135 ж.н. [32, б. 25]
	BB-321 ж.н., 
AB-321 ж.н., 272 ж.н., 49 ж.н., AA-272 ж.н., 49 ж.н.

	ҚазҰАЗУ әдісі бойынша генотипке байлынысты рестрикциядан кейінгі фрагменттер ұзындығы  
	CC 324 ж.н.,
CT-324 ж.н., 209 ж.н., 115 ж.н., TT-209 ж.н., 115 ж.н. [165, б. 54]
	



Зерттеудегі сиырлардағы MASP2 генінің аллелдерін анықтау келесі жұп праймер арқылы жүзеге асырылды: тура праймер F- 5'- GTTTGTGGGAGGAATAGTGTC -3' және кері праймер R 5'- AGTTAAGTAGTGGAAGAGTGGC -3' [55, б. 88]. Амплификат фрагменттің ұзындығы g.14248T>C (g.14391C>T) 305 ж.н болды. Рестрикциядан кейін гомозиготалы жануарларда ұзындығы 305 ж.н., ал гетерозиготалы жануарларда 305 ж.н., 230 ж.н. және 143 ж.н. және 74 ж.н. фрагменттері түзіледі, көрсетілген фрагменттер ақпаратты және электроферограммада анық көрінеді. ДНҚ бөліп алу үшін қан «Байсерке-Агро» ЖШС голштеин тұқымды сиырларының құйрық асты венасынан алынды. MASP2 ген локусы бойынша генотиптерді анықтау үшін  FOK1 рестриктазасы қолданылды, оның тану сайты GGATG(N), гомозиготалы ТТ генотипте 305 ж.н., гетерозиготалы TC генотипті жануарларда 305 ж.н., 230 ж.н., 74 ж.н., гомозиготалы СС генотипте 230 ж.н., 74 ж.н. 
2.1.3 Сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауда клиникалық материалдарда патогенді микроорганизмдерді ПТР әдісімен детекция жасау техникасы 
Желінсаумен ауырған сиырларда патогенді микроорганизмдерді ПТР әдісімен детекциялау. Эксперименттік жұмыстың алғашқы кезеңінде клиникалық және субклиникалық желінсауды анықтауды экспресс тесттері арқылы балау жүргізілді, молекулярлық-генетикалық зерттеулер үшін сүт бездерінен секрециялары мен экссудат, қынаптың кіреберісінен және қынаптан шырыш алынды. Клиникалық материалдан ДНҚ бөліп алу фенолды әдіс немесе коммерциялық жиынтық арқылы жүргізілді. ПТР балау үшін биологиялық материалдарды жинау 2023 жылы сүт фермалары сиырларынан алынды, ал ДНҚ бөліп алу Қазақ-Жапон инновациялық орталығы ҚазҰАЗУ-нің «Жасыл биотехнология және торшалық инженерия» зертханасында жүргізілді. Сүт үлгілері таңертеңгі сауын кезінде стерилді түтікшелерге алынып, 2-3 сағат ішінде ҚазҰАЗУ-нің сүт өнімдері бойынша референттік зертханасына жеткізілді.
Staphylococcus aureus NUC генінің қажетті фрагментін амплификациялау үшін келесі праймерлер қолданылды: тура F 5'- ATGAAGTCAAATAAATCGCT -3' және кері R 5'- TTTGGTGAAAAATACTTCTC -3', жабысу температурасы 55°C. Егер нәтижесі оң болса, электрофореграммада 458 ж.н. фрагменті анықталып, ол 3% агарозада жақсы көрінді. ПТР реакциясының құрамында келесі компоненттер болды: 2,5 мкл 10 X ПТР буфері, 1,5 мкл 25 мМ MgCl2, 1,0 мкл 25 мкМ тура және кері праймерлер, 2 мкл 0,2 мМ dNTP, 0,2 мкл Taq полимераза 5u/μl, 3 мкл ДНҚ үлгісі және 13,8 мкл H2O [166, б. 227].
Escherichia coli 16S rRNA  анықтау үшін, ПТР балау үшін келесі праймерлер қолданылды: праймерлері, тура F- 5'- GTTAATACCTTTGCTCATTGA-3' және кері R- 5'- ACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3', амплификат ұзындығы 340 ж.н., праймерлердің жабысу температурасы 55°C. fimH геніне арналған праймерлерді қолдану арқылы E. coli-дың болуы мен антибиотикке төзімділік қасиеттерін бір уақытта анықтауға болады, себебі fimH генінің экспрессиясы биоқабық түзілуін қамтамасыз етеді. fimH геніның ПТР үшін праймерлері: тура F- 5'- TGCAGAACGGATAAGCCGTGG-3' және кері R- 5'- GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA-3', ПТР өнімінің ұзындығы 508 ж.н. [167, б. 354] Температуралық режим: алғашқы денатурация 95°C – 7 минут, екінші саты – денатурация 94°C – 30 секунд, праймерлердің жабысуы – 57°C – 30 секунд, элонгация – 72°C 60 секунд. Аяқтаушы синтез 72°C – 7 минут. ПТР қоспасының құрамы: 2,5 мкл 10 X ПТР буфері, 1,5 мкл 25 мМ MgCl2, 1,0 мкл 25 мкМ тура және кері праймерлер, 2 мкл 0,2 мМ әрбір dNTP концентрациясы, 0,2 мкл Taq полимераза 5u/μl, 3 мкл ДНҚ және 13,8 мкл дистилденген су. Нәтижелерді визуализациялау үшін 3,0% агарозды гелде горизонтальды электрофорез жүргізілді, ДНҚ фрагменттерінің электрофореграммада анықталуы амплификацияның сәтті өткенін және ПТР тестінің оң нәтижесін көрсетті.
2.1.4 Сүттегі соматикалық торшалар санын анықтау және сүт құрамындағы антибиотик қалдықтарының мөлшерін зерттеу 
Сүттегі соматикалық торшалардың мөлшерін және антибиотиктердің қалдық мөлшерін анықтау эксперименттік жұмыстары 2023 жылдың наурыз-мамыр айларында Алматы облысында орналасқан сүт фермасында жүргізілді. Зерттеуге голштеин тұқымды, лактация кезеңінде сүт өнімділігі 8500-9000 кг болатын сиырларда жүргізілді. Сүт фермасында субклиникалық желінсауды балау үшін Delaval mastitis test, Ketest компанияларының экспресс тестілері қолданылды. Сүттің сапасын экспресс бағалау нәтижелері зерттелген материалдың түсінің өзгеруіне және желе тәрізді ұйыған заттың түзілуіне негізделді. Әр тоқсан сайын DeLaval mastitis test жинағы арқылы экспресс әдісімен субклиникалық желінсауға балау жүргізілді.
Сүттегі соматикалық торшалар мөлшерін анықтау (сүттегі соматикалық торшаларды санау) FOSSOMATICTM FC зертханалық жабдығы арқылы жүргізілді. Қолданылатын құрылғы сүттің 1 мл-де соматикалық торшалардың  10 миллионға дейінгі мөлшерін анықтауға мүмкіндік береді. FOSSOMATICTM FC құрылғысының негізгі жұмыс қағидасы  – бұл нақты ағымды цитометрия әдісімен зерттеллетін сүт үлгілеріндегі торшаларды анықтау және санау, бұл қағида IDF және FDA/NCIMS талаптарына сәйкес соматикалық торшаларды санауға арналған. SCC мөлшері сүт үлгісінде тексерілді, оның ішінде кейбір үлгілер  екі сиырдан, 5 жеке сүт үлгісі, оның ішінде 1 үлгі клиникалық желінсаумен ауырған сиырдан және 5 үлгі жинақталған сүттен алынды.  
Сиырлардың сүтіндегі төрт топ антибиотиктердің қалдық мөлшерін зерттеу ANKAR 100 құрылғысы мен Garant 4 Ultra Milk экспресс-тест жинағының коммерциялық жүйесі арқылы жүргізілді. Бұл жүйе ß-лактамдық, тетрациклиндік топтардың, стрептомицин мен хлорамфеникол (левомицитин) антибиотиктерін сүт үлгілерінде бір уақытта анықтауға мүмкіндік береді. Қолданылатын экспресс-тесттің зерттеулері жоғары сезімталды антиденелер мен ß-лактамдар, тетрациклиндер, стрептомицин мен хлорамфениколмен бәсекелесетін ақуыздарды пайдалану негізінде жүзеге асады. Бұл әдіс зерттелген материалдағы мүмкін болатын зиянды заттардың бар-жоғын тез анықтауға мүмкіндік береді. Ұсынылған әдіс өте сезімтал болып табылады және антибиотиктердің қалдық мөлшерін сапалық және сандық тұрғыдан анықтауға мүмкіндік береді. Антибиотиктердің қалдық мөлшерін анықтау визуалды түрде жүргізіледі, яғни тест таспасындағы 4 жолақтың болуы зерттелген үлгілерде антибиотиктердің қалдық мөлшерінің бар екенін көрсетеді.
2.1.5 Сүт фермаларында сиырлардағы клиникалық және субклиникалық желінсауларды емдеу нобайлары 
Диссертациялық жұмыс орындау барысында «Байсерке-Агро» ЖШС фермасында субклиникалық желінсауды емдеуге келесі емдеу нобайын қолданды және оларды енгізу жолдары мен мөлшері 

Кесте 8 – «Байсерке-Агро» ЖШС сүт фермасында сиырларда субклиникалық желінсауды емдеу нобайы. 

	№
	Дрілік препарат 
	Енгізу жолы
	
Мөлшері
	Емдеу күндері

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1
	Цефтонит Форте
	Бұлшық етке 
	1 мл 30 кг тірі салмағына
	+
	+
	+
	-
	-
	-

	2
	Флунекс
	Бұлшық етке
	1 мл 33 кг тірі салмағына
	+
	+
	+
	-
	-
	-

	3
	Мастит-Форте
	Үрпіне 
	15 мл
1 дана
	-
	-
	-
	+
	+
	+

	4
	Амокси-целлин
	Бұлшық етке
	1 мл 10 кг тірі салмағына
	-
	-
	-
	+
	-
	+



Кесте 9 – «Амиран» ЖШС фермасында клиникалық желінсауды емдеуге қолданылған нобай және пайдаланған препараттарды оларды енгізу жолдары мен мөлшері 

	№
	Дәрілік препарат 
	Енгізу жолы
	
Мөлшері
	Емдеу күндері

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5

	1
	Цефтонит
	Бұлшық етке 
	15 мл
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	Анальгин
	Бұлшық етке
	10 мл
	+
	+
	+
	+
	+

	3
	Мастимицин
	Үрпіне 
	1 дана
	+
	+
	+
	+
	+


Кесте 10 – «Амиран» ЖШС фермасында субклиникалық желінсауды емдеуге пайдаланған емдеу хаттамасы және препараттарды енгізу жолдары мен мөлшері

	№
	Дәрілік препарат 
	Енгізу жолы
	
Мөлшері
	Емдеу күндері

	
	
	
	
	1
	2
	3

	1
	Цефтонит
	Бұлшық етке 
	15 мл
	+
	-
	-

	2
	Мастимицин
	Үрпіне 
	1 дана
	+
	+
	+



Кесте 11 – «Междуреченск Агро» сүт  фермасында субклиникалық желінсауды емдеуге қолданған нобайы қолдандық және препараттарды енгізу жолдары мен мөлшері 

	№
	Дәрілік препарат 
	Енгізу жолы
	
Мөлшері
	Емдеу күндері

	
	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5

	                                                                                                                     1 нобай 

	1
	Мастилекс
	Үрпіне
	1 дана
	+
	+
	+
	+?
	+?

	
	
	
	
	2 нобай 

	2
	Синулокс
	Үрпіне
	1 дана
	Күніне 2 рет 
	Күніне 2 рет
	Күніне 2 рет
	-
	-

	
	
	
	
	3 нобай 

	3
	Спировет
	Терең бұлшық етке 
	100 кг тірі салмаққа 5 мл 
	+
	+
	-
	-
	-

	
	
	
	
	4 нобай 

	4
	Ломекам
	Тері астына 
	100 кг тірі салмаққа 2,5 мл
	+
	-
	-
	-
	-

	5
	Мастилекс
	Үрпіне
	1 дана
	+
	+
	+
	+?
	+?



2023 жылдың наурыз айынан мамыр айына дейін Алматы облысы Талғар ауданындағы «Амиран» ЖШС сүт фермасында голштеин тұқымды сиырлар арасында клиникалық және субклиникалық желінсауға ай сайын  ветеринарлық дәрігерлермен бірлесіп балау жүргіздік. Балау жасау үшін келесі әдістер қолданылды: жануарды тексеру, сүт безін сипап зерттеу, ауырсыну реакциясын анықтау, субклиникалық желінсауды экспресс-балау әдістерімен 1 мл сүттегі соматикалық торшалардың санын анықтау, тұндыру сынамасы. Жалпы алғанда 158 бас сүт өнімділігі лактация кезінде 8500-9000 кг сүт беретін голштеин тұқымды сиырлар тексерілді.

Кесте 12 – «Амиран» сүт фермасының голштеин тұқымды сиырларындағы клиникалық және субклиникалық желінсауды емдеу нобайлары

	Субклиникалық желінсау

	1 күн
	Енгізу жолы
	Доза

	Цефтонит
Мастимицин 
	Бұлшық етке Интрацистерналды
	15 мл
1 шт

	2-3 күндері 
	Енгізу жолы
	Доза

	Мастимицин 
	Интрацистерналды
	1 шт

	Клиникалық желінсау

	1 күн
	Енгізу жолы
	Доза

	Цефтонит
Анальгин 30%
Мастимицин 
	Бұлшық етке 
Бұлшық етке Интрацистерналды
	15 мл
10 мл
1 шт

	2-5 күндері 
	Енгізу жолы
	Доза

	Цефтонит
Анальгин 30%
Мастимицин 
	Бұлшық етке 
Бұлшық етке Интрацистерналды
	15 мл
10 мл
1 шт

	1-5 күндері 
	Сүтті жиі сауу  
	Күнделікті



2024 жылдың 1 қазаны мен 30 қарашасы аралығында «Амиран» ЖШС асыл тұқымды мал шаруашылығында сүт өнімділіг сүт өнімділігі 8500-9000 кгболатын 2-5 лактациядағы голштеин тұқымды сиырларға қосымша сараптама жүргіздік. Барлығы 147 бас сиыр тексерілді, оның ішінде 12 сиырда клиникалық желінсау түрі анықталды (2 іріңді-катаралды желінсау, 8 катаралды желінсау, 2 фибринозды желінсау). Диагноз жалпы клиникалық әдістермен, сүт безінің паренхимасын сипау және сынама саууды қолдану арқылы қойылды. Ауру сиырларда келесі клиникалық белгілер анықталды: желінің ұлғаюы, жіті ауыруы, желін терісінің қызаруы, сүтте қоспалардың болуы, сүт өнімділігінің төмендеуі. Патологиялық процестің ауырлығына байланысты сиырларды жіті маститпен емдеу жүргізілді: интрацистерналды түрде желіннің зақымданған бөлігіне – мастимицин, Д.Д. Логвинов әдісі бойынша қысқа новокаинді тежеу, жиі сауу, окситоцин енгізу, тромбоциттерге бай аутоплазманы қолдану жүргізілді. Желінсаудан айығудың басталуы, сүт безінің күйі, ауырсыну синдромының жойылуы, сүт өнімділігінің қалпына келуі, желін көлемінің кішірейуі клиникалық бағаланды. Тромбоциттер плазмасы авторлардың жұмысында сипатталған әдіс бойынша алынды және сүт безінің зақымдалған бөлігіндегі регенеративті функцияны күшейту үшін терапия ретінде пайдаланылды. Новокаинді тежеу үшін 50-60 мл мөлшерде  новокаиннің 0,5% жылы ерітіндісі қолданылды, егер ине желін үсті  кеңістікке дұрыс енсе, ерітінді еркін енгізілді, ешқандай айқын ауырсыну белгілері болмайды, тромбоциттік плазма 3,0 мл көлемінде новокаиндік тежеуден кейін енгізілді.


3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ
3.1 «Байсерке-Агро» және «Амиран»  сүт фермасында голштеин тұқымдас сиырларындағы SELL, MX1, CXCR1, c.+291C>T,  CXCR1 +1093C>T  SNP полиморфизмдерін зерттеу нәтижелері
«Байсерке-Агро» ЖШС және «Амиран» ЖШС сиырларының ДНҚ орташа концентрациясы сәйкесінше 174,32 ng/µl және 199,4 ng/µl болды. Бірінші асыл тұқымды шаруашылықтағы ДНҚ мөлшері 6,6 ng/µl-ден 922,5 ng/µl-ге дейін өзгерсе, екінші шаруашылықта бұл көрсеткіш 3,2 ng/µl-ден 647,33 ng/µl-ге дейін өзгерді. 
Біз 398 ДНҚ үлгісінің А260/А280 қатынасын микроспектрофотометриялық талдау құралы (NaDrop™ 2000) арқылы өлшедік және келесі нәтижелерді алдық: ТОО «Амиран» асыл тұқымды шаруашылығында 129 үлгі (62,0%) тазарту дәрежесі 1,86-дан 2,0-ге дейін, 40 үлгі (19,2%) 1,76-дан 1,85-ке дейін және 39 үлгі (18,7%) төмен сапалы болып, А260/А280 қатынасы 1,5-1,75 аралығында болды. 
ДНҚ үлгілерінің тазартылу дәрежесін өлшеу нәтижелері «Байсерке-Агро» асыл тұқымды шаруашылығының ДНҚ үлгілерінде төмен көрсеткіштерді көрсетті.
SELL генінің фрагментін амплификациялау сәтті өтті, электрофореграммада ПТР өнімі 281 ж.н. мөлшерінде жақсы көрінеді (сурет 1). Амплификат ApaI эндонуклеазасымен рестрикцияланды, гомозиготалы TT және CC генотиптері бар жануарларда 281 ж.н. және 190 ж.н., 91 ж.н. фрагменттері анықталды, ал гетерозиготалы жануарларда үш фрагмент анықталды: 281 ж.н., 190 ж.н., 91 ж.н. (сурет 2).
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1-7, 8-14  ұяшықтар ПТР өнімі,  ұзындығы 281 ж.н.,  М-ДНҚ маркер  pUC19/MspI
Сурет 1 –  SELL генінің амплификат электрофореграммасы,  4,0% агароза
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1- ұяшық гомозиготалы TT генотипі (281 ж.н.), 2-3, 5-7, 8-10, 12-13 ұяшықтарда гомозиготалы CC генотипі (190 ж.н., 91 ж.н.), 4,11 ұяшықтарда гетерозиготалы CT генотипі (281 ж.н., 190 ж.н., 91 ж.н.), 4,0% агароза, М-ДНҚ маркер  pUC19/MspI
Сурет 2 – SELL генінің ApaI эндонуклеазасының рестрикциядан  кейінгі амплификаты

MX1 генінің локус бойынша ДНҚ үлгілерін генотиптеу үшін келесі праймерлер қолданылды: тура F- CTTGGGAATGAAGACGAG-3' және кері R- AGTGGGAACAGTGACAGG-3', олар [18, б. 0] жұмысында сипатталған. Амплификаттың ұзындығы 186 ж.н. болғандықтан, амплификация нәтижелерін визуализациялау үшін 4% агарозды гелде горизонталды электрофорез қолданылды (сурет 3).
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1-7, 8-14 ұяшықтар ПТР өнімі, ұзындығы 186 ж.н., 4% агароза, М-ДНҚ маркер pUC19/MspI
Сурет 3 – МХ1 генінің амплификат электрофореграммасы

МХ1 генінің локусындағы генетикалық нұсқалардың идентификациялау үшін ScrFI рестриктазасы қолданылды, T аллелінің тасымалдаушыларында ScrFI эндонуклеазасының рестрикция сайтында айырмашылық болғандықтан амплификат рестрикцияланбайды және электрофореграммада тек бір фрагмент анықталған, МХ1 генінің C аллелінің тасымалдаушыларында рестрикция сайты бар 186 ж.н. ұзындығы анықталды, сондықтан агарозды гелді визуализациялау кезінде екі фрагмент – 150 ж.н. және 36 ж.н. (4 -сурет) байқалады.
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1-4, 6, 9-12 ұяшықтар гомозиготалы CC генотипі (150 ж.н., 36 ж.н.), 5 ұяшық гомозиготалы TT генотипі (186 ж.н.),  7-8, 13-14 ұяшықтар гетерозиготалы CT генотипі (186 ж.н., 150 ж.н., 36 ж.н.), М-ДНҚ маркер  pUC19/MspI
Сурет 4 – МХ1 генінің ScrFI эндонуклеазасының рестрикциядан  кейінгі амплификаты,  4,0% агароза

CXCR1 генінің локусында екі SNP полиморфизмі зерттелді: CXCR1 c.+291C>T (ss.1052336005), амплификаттың ұзындығы 592 ж.н. (сурет 5) және екінші SNP CXCR1 +1093C>T (ss.1052336008), амплификаттың ұзындығы 168 ж.н. (сурет 7). CXCR1 c.+291C>T (ss.1052336005) SNP бір нуклеотидтің ауысуынан пайда болды: AAGGTGGTCT[C→T]ACTCCTGAAGGAAGTG. TT генотипті гомозиготалы жануарларда BsaI эндонуклеазасының рестрикция сайты бар, сондықтан электрофореграммада 373 ж.н. және 219 ж.н. фрагменттері анықталады. CC генотипті басқа гомозиготалы жануарларда керісінше, осы рестриктазаға арналған рестрикция сайты жоқ, нәтижесінде электрофорезде тек бір фрагмент, ұзындығы 592 ж.н., пайда болады. Гетерозиготалық үлгілерде барлық үш фрагмент анықталады: 592 ж.н., 373 ж.н., 219 ж.н. (сурет 6).
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1-7, 8-14 ұяшық ПТР өнімі, ұзындығы 592 ж.н., М-ДНҚ маркер  pUC19/MspI
Сурет 5 – CXCR1 генінің амлификаты, 3% агароза
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1, 4 ұяшықтар гомозигиталы TT генотипі (373 ж.н., 219 ж.н.), 2,6,9-11, 13-14 - ұяшықтар гомозиготалы CC генотипі (592 ж.н.), 3,5,7,8,12 - ұяшықтар гетерозиготалы CT генотипі ( 592 ж.н., 373 ж.н., 219  ж.н.),  М-ДНҚ маркерpUC19/MspI
Сурет 6 – CXCR1 генінің TaqI рестрикциядан кейінгі амлификаты, 3% агароза,

Голштеин сиырларындағы CXCR1 генінің кодтау бөлігіндегі CXCR1 +1093C>T (ss.1052336008) SNP полиморфизмінің аллелдерін анықтау үшін біз Primer 3 бағдарламасын пайдалана отырып, тура және кері праймерлердің ретін таңдадық, праймерді жабысу температурасы 590С болды ұзақтығы 30 сек, ПТР өнімінің ұзындығы 168 ж.н.
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1-7, 8-14 ұяшықтар  ПТР өнімі,  ұзындығы 168 ж.н.,  М-ДНҚ маркер pUC19/MspI
Сурет 7 – CXCR1 генінің амлификаты, 4% агароза
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1-7, 8-14 ұяшықтар гетерозиготалы генотип СТ (168 ж.н., 96 ж.н., 72 ж.н.), М-ДНҚ маркер  pUC19/MspI
Сурет 8 –  CXCR1 генінің MspI рестрикциясының электрофорегграммасы, 4% агароза




Сурет 9 – SELL, MX1, CXCR1, c.+291C>T, CXCR1, +1093C>T гендерінің локустары бойынша генетикалық нұсқалардың нақты таралу диаграммасы

Берілген 13 -кестеден көріп отырғанымыздай «Байсерке-Агро» ЖШС шаруашылығында SELL генінің локусы бойынша 129 баста, MX1 генінің локусы бойынша 164 бас сиырда генотиптеу жүргізіліп, CXCR1 генінің екі SNP полиморфизмі:  CXCR1 c.+291C>T және CXCR1 +1093C>T зерттеу жүргізілді, сәйкесінше асыл тұқымды «Амиран» ЖШС  42 және 131 сиыр зерттелді. Генотиптеу нәтижелерін талдау көрсеткендей, SELL генінің локусында зерттелген сиырлар арасында CT генотипі бар гетерозиготалы жануарлар басым (57 бас, 44,1%), ал TT және CC генотиптері бар гомозиготалы жануарлардың үлесі сәйкесінше 26 бас (17,8%) және 46 бас (35,6%) болды.
Кесте 13 – Зерттеу тобындағы голштеин тұқымды сырларда SELL (n=129), MX1 (n=164), CXCR1 c.+291C>T (n=42), CXCR1 +1093C>T (n=1313) ген локустары бойынша  генетикалық нұсқалардың таралуы және аллель жиілігі, гомозиготалық және гетерозиготалылық деңгейі

	[bookmark: _Hlk195871522]Локус атауы
	Генотип
	Генотип жиілігі
	Аллель жиілігі
	Ho
	He

	L-selectin
 «Байсерке-Агро» ЖШС
	ТТ (n=26)
	20,16 %
	Т=-0,42
	

55,81
	

44,19

	
	СТ (n=57)
	44,18%
	С=0,58
	
	

	
	СС (n=46)
	35,66%
	
	
	

	MX1
(n=164)
	ТТ (n=20)
	12,19%
	Т=0,27
	
70,73
	
29,27

	
	СТ (n=48)
	29,27%
	С=0,73
	
	

	
	СС (n=96)
	58,54%
	
	
	

	CXCR1
c.+291C>T
 (n=42)
	ТТ (n=5)
	11,91%
	Т =0,29
	

66,67
	

33,33

	
	СТ (n=14)
	33,33%
	С=0,71
	
	

	
	СС (n=23)
	54,76%
	
	
	

	CXCR1
+1093C>T
 (n=131)
	ТТ (n=61)
	46,56%
	Т =0,72
	
48,85
	
51,15

	
	СТ (n=67)
	51,15%
	С=0,28
	
	

	
	СС (n=3)
	2,29%
	
	
	



SELL генінің локусында генетикалық нұсқалардың нақты таралуы теориялық таралудан ауытқиды, өйткені TT және CC гомозиготалы генетикалық нұсқларында артық кездесу байқалады (+2,98 бас, әр генотип бойынша), ал CT гетерозиготалы генетикалық нұсқада кездесу жетіспейді (-5,94 бас). Бұл жұмыста теориялық генетикалық нұсқалардың жиілігін, аллельдердің жиілігін және χ2 мәнін Equilibrium Hardy-Weinberg компьютерлік бағдарламасы арқылы анықтадық  (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/). SELL генінің локусындағы χ2 сандық мәні біздің эксперименттерде 1,1523 құрады.  «Амиран» ЖШС шаруашылығында MX1 генінің локусы бойынша 164 голштеин тұқымды сиырдың ДНҚ үлгілері генотиптелді, мұнда генетикалық нұсқалардың нақты таралу нәтижелері бойынша CC генотипі бар гомозиготалы жануарлар басым  (96 бас, 58,5%), ал CT гетерозиготалы және TT гомозиготалы генотиптерінің кездесу жиілігі сәйкесінше 20 бас (12,1%) және 48 бас (29,2%) болды.
Аталған ген локусы бойынша генетикалық нұсқалардың нақты таралуы теориялық генотиптердің таралуынан айтарлықтай ауытқиды. Мысалы, CT гетерозиготалы генотипінің кездесуі жетіспейді (-16,39 бас), ал CC және TT гомозиготалы генотиптерінің жиілігі жоғары, сәйкесінше +8,20 және +8,20 бас. MX1 генінің локусы бойынша генетикалық нұсқалардың теңгерімінің бұзылуының үлкендігіне байланысты зерттелген сиырлар тобында χ2 көрсеткіші жоғары болып табылады, ол 10,6261 құрайды. CXCR1 генінің локусында екі SNP полиморфизмі зерттелді: CXCR1 c.+291C>T (n=42) және CXCR1 +1093C>T (n=131). Екі SNP полиморфизм бойынша зерттелген жануарларда генетикалық полиморфизм анықталды, үш генотиптік нұсқаларар анықталды: TT, CT, CC.
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Кесте 14 – Алматы облысындағы шетелдік селекциядағы голштеин сиырларының зерттелген тобында SELL, MX1 және CXCR1 гендерінің (SNP c.+291C>T, SNP +1093C>T) локустары бойынша генетикалық нұсқалардың теориялық және нақты таралуы

	Зерттелетін жануарлар тобы
	Зерттелетін гендік локус және жануарлар саны

	
	SELL (n=129) 
 «Байсерке-Агро» ЖШС
	MX1 (n=164)
 «Амиран» ЖШС
	
	CXCR1, c.+291C>T
 (n=42) «Амиран» ЖШС
	CXCR1, +1093C>T
 (n=131) «Амиран» ЖШС

	
	ТТ
	СТ
	СС
	χ2
	TT
	СТ
	CC
	χ2
	ТТ
	СТ
	СС 
	χ2
	ТТ
	СТ
	СС 
	χ2

	
	Генотиптің теориялық таралуы
	
	Генотиптің теориялық таралуы
	
	Генотиптің теориялық таралуы
	
	Генотиптің теориялық таралуы
	

	Сиырлар
	23,02
	62,94
	43,02
	
	11.80
	64,39
	87,80
	
	3,42
	17,14
	21,42
	
	68,16
	52.66
	10.16
	

	
	Генотиптің нақты таралуы
	
	Генотиптің нақты таралуы
	
	Генотиптің нақты таралуы
	
	Генотиптің нақты таралуы
	

	Сиырлар
	26
	57
	46
	1,1523
	20
	48
	96
	10,6261
	5
	14
	23
	1,4117
	61
	67
	3
	9,7137

	Теориялық таралудан ауытқу
	+2,98
	-5,94
	+2,98
	
	+8,20
	-16,39
	+8,20
	
	+1,68
	-3,14
	+1,68
	
	-7,16
	+14,34
	-6,84
	









Генотиптеу нәтижелері бойынша CXCR1 c.+291C>T локусында CC гомозиготалы генотипінің жиілігі жоғары болды, бұл 54,7% (23 бас) құрады, ал CT гетерозиготалы және TT гомозиготалы генотиптері бар жануарлар саны сәйкесінше 14 және 5 бас болды. CXCR1 +1093C>T локусында 131 жануар тексерілді, олардың 67 басы  CT гетерозиготалы генотипінің тасымалдаушысы, ал 61 басы TT гомозиготалы генотипінің тасымалдаушысы болды. TT, CT, CC генотиптерінің теориялық таралуынан ауытқулар сәйкесінше -7,16, +14,34 және -6,84 бас құрады. CXCR1 c.+291C>T үшін χ2 сандық мәні төмен болды (1,4117), ал CXCR1 +1093C>T үшін χ2 мәні 9,7137 құрады. CXCR1 +1093C>T SNP полиморфизмінде CT гетерозиготалы генотипінің артық кездесуі (+14,34) және TT мен CC гомозиготалы генотиптерінің жетіспеушілігі (-7,16 және -6,84) байқалды.
14-ші кесте мәліметтеріне сәйкес, L-selectin генінің локусы бойынша гомозиготалылық пен гетерозиготалық деңгейі тиісінше 55,81% және 55,81% болды. T аллелінің жиілігі 0,42, ал С аллелінің жиілігі сәл жоғарырақ болып, 0,58 құрады. MX1 генінің локусында генетикалық тепе-теңдік бұзылғаны байқалады, себебі зерттелген сиырлар тобында C аллелінің жиілігі 0,73, ал T аллелінің жиілігі төмен, 0,27 құрады. «Амиран» ЖШС шаруашылығындағы голштеин тұқымды сиырлар арасында CC гомозиготалы генотипі бар жануарлардың жиілігі жоғары (n=96), бұл генетикалық тепе-теңдіктің бұзылуына әкелді. Генотиптеу нәтижесі CXCR1 c.+291C>T (n=42) және CXCR1 +1093C>T (n=131) SNP полиморфизмдері бойынша, екі полиморфизмде де генетикалық тепе-теңдіктің бұзылуы анықталды. CXCR1 c.+291C>T локусында C аллелі жиі кездеседі (C=0,71), ал CXCR1 +1093C>T локусында керісінше T аллелі жиі кездеседі (T=0,72). Бірінші SNP полиморфизмінде гомозиготалылық деңгейі жоғары болды (66,67%), ал екінші полиморфизмде гомозиготалылық пен гетерозиготалық деңгейі тең болды, сәйкесінше 48,85% және 51,15%.
Біз «Амиран» ЖШС асыл тұқымды шаруашылығындағы 40 бас сиырдың генотиптерін зерттедік. Зерттелген жануарлар тобында MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендеріне қатысты генетикалық полиморфизм анықталды, нәтижесінде 15 түрлі комбинацияланған генотип табылды (кесте 6). Ең көп кездескен комбинацияланған генотиптер СССССТ және СТСССТ болды, әрқайсысы 7 үлгіден, жалпы көрсетілген генотип  саны 35% құрады. СТСТТТ генотипінің таралуы 12,5% болды, ал қалған генотиптердің таралуы 2,5%-дан 7,5%-ға дейін өзгеріп отырды. L-selectin генінің локусы бойынша гетерозиготалы СТ генотипі басым болды (44,18%). 2023 жылдың қаңтар және желтоқсан айыаралығында  «Амиран» ЖШС сүт бағытындағы фермасында 40 бас сиырда субклиникалық желінсау ауруын бақылау жүргізілді, диагностика DeLaval mastitis test экспресс әдісімен жүргізілді. «Амиран» ЖШС фермасындағы 40 бас сиыр мен «Байсерке-Агро» ЖШС фермасындағы 129 сиырдың комбинирленген генотиптері бойынша әр тоқсан сайын субклиникалық желінсауға тестілеу жүргізілді (6-кесте). Субклиникалық желінсауға ең төзімді сиырлар MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендері бойынша СТСТСТ, СТСТТТ, CCCTCT, TTTTCC, CTTTCT генотиптері бар сиырлар болды. Бұл сиырларда зерттеу кезеңінде субклиникалық желінсау анықталған жоқ. Ал «Амиран» ЖШС фермасының голштеин тұқымды сиырларында субклиникалық желінсау төмендегідей комбинирленген генотиптермен анықталды: ССТТСТ, СССССТ, СТСССТ, ССССТТ, СТССТТ, ССТТТТ, CCCTTT, TTCCCT, CCCTTT, TTCCTT. SELL генінің локусында субклиникалық желінсауға шалдығу ең көп анықталған сиырлар гомозиготалы ТТ және СС генотиптері бар сиырлар болды. Бұл сиырлардың ауру деңгейі тиісінше 19,23% және 17,39% болды.

Кесте 15 – Комбинацияланған генетикалық нұсқалардың MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T локустары бойынша таралуы, сиырлардағы SELL гендік локусы бойынша генотиптері және әртүрлі генотиптері бар субклиникалық желінсаумен ауырған сиырлардың деңгейі

	№
	MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T ген локустары боййынша кешенді генотип
	Генотип жиілігі
	2023 жылдың қаңтар-желтоқсан аралығында тіркелген субклиникалық желінсау көрсеткіштері
MX1, c.+291C>T, +1093C>T

	1
	2
	3
	4

	1
	СТ СТ СТ
	3/7,5%
	0

	2
	СТ СТ ТТ
	5/12,5%
	0

	3
	СС ТТ СТ
	2/5,0%
	2

	4
	СС СС СТ
	7/17,5%
	4

	5
	СТ СС СТ
	7/17,5%
	2

	6
	СС СС ТТ
	3/7,5%
	1

	7
	СТ СС ТТ
	2/5,0%
	1

	8
	СС ТТ ТТ
	1/2,5%
	1

	9
	CC CT TT 
	2/5,0%
	2

	10
	TT CC CT 
	2/5,0%
	1

	11
	CC CT CT 
	2/5,0%
	0

	12
	TT TT CC 
	1/2,5%
	0

	13
	CC CT TT 
	1/2,5%
	1

	14
	CT TT CT  
	1/2,5%
	0

	15
	TT CC TT
	1/2,5%
	1

	Барлығы
	40
	14

	L-selectin
	-
	-

	1
	ТТ 
	26/20,16%
	5/19,23%

	2
	СТ 
	57/44,18%
	5/8,77%

	3
	СС 
	46/35,66%
	8/17,39%

	Барлығы
	129
	18/13,95%



3.2 Сүт фермаларында голштеин тұқымдас сиырларындағы TLR6, BRCA1, MASP2 SNP полиморфизмдерін зерттеу нәтижелері
«Амиран» ЖШС фермасындағы сиырлардың ДНҚ үлгілерінде орташа концентрациясы 199,4 ng/µl болды, ал ДНҚ мөлшері 3,2 ng/µl мен 647,33 ng/µl аралығында өзгеріп отырды. Реакциялық қоспаның көлемі 25 мкл болды және оның құрамы келесідей: 2,5 мкл 10 Х ПЦР буфері (KCL), 1,5 мМ MgCl2, 1,0 мкл 25 мкМ тікелей және кері праймерлер, 2 мкл 0,2 мМ концентрациясы бар әрбір dNTP, 0,2 мкл Taq Polymerase ферменті (5u/μl белсенділікпен), 3 мкл ДНҚ және 13,8 мкл бидистилденген су. TLR6/Taq1 генінің локусында сиырлардың ДНҚ үлгілерін генотиптеу екі әдіспен жүргізілді: шетелдік ғалымдар ұсынған праймерлерді пайдалану арқылы [9, б. 0] және КазНАИУ ғалымдары әзірлеген праймерлермен [147, б. 0], ал BRCA1 генінің локусында аллельдерді анықтау ПЦР өнімін HhaI эндонуклеазасымен гидролиздеу арқылы жүргізілді, бұл әдіс Fadime D. және басқа авторлардың жұмысында сипатталған [5, б. 0].

[image: ]

Сурет 10 – TLR6 генің амплификат электрофореграммасы,  2,0% агароза, 1-14 ұяшық ПТР өнімі, ұзындығы 515 ж.н., М-ДНК маркер  pUC19/MspI


[image: ]

2, 9, 14 ұяшық гомозиготалы СС генотип (515 ж.н.), 4,6,12 ұяшық гетерозиготалы CT генотип (515 ж.н., 380 ж.н., 135 ж.н.), 1,3,5,7,8,10,11,13 ұяшық гомозиготалы ТТ генотип (380, 135 ж.н.,), М-ДНК маркер  pUC19/MspI
Сурет 11 – TLR6 генінің TaqI эндонуклеазасымен кескеннен кейінгі электрофореграммасы,  2,5% агароза
[image: ]

1-7, 8-14 ұяшықтар ПТР өнімі, фрагмент ұзындығы 324 ж.н.,  М-ДНК маркер  pUC19/MspI
Сурет 12 – TLR6 генің амплификат электрофореграммасы,  3,0% агароза


[image: ]

2, 7, 10 ұяшық гомозиготалы СС генотип (324 п.н.), 6,9,12 ұяшық гетерозиготалы CT генотип (324 ж.н., 209 ж.н., 115 ж.н.), 1,3-5,8,11,13,14 ұяшықтар гомозиготалы ТТ генотип (209 ж.н., 115 ж.н.,), М-ДНК маркер pUC19/MspI
Сурет 13 – TLR6 генінің TaqI эндонуклеазасымен кескеннен кейінгі электрофореграммасы, 3% агароза

TLR6 генінің амплификат нәтижесінде ұзындығы 515 ж.н. және 324 ж.н.  C және T аллельдерін анықтау үшін Tag1 рестриктаза қолданылды сайт аймағы T/CGA (1, 2, 3, 4-сурет). Электроферограмманы талдау (5-сурет) BRCA1 гені үшін праймерлердің оптималды жабысу температурасы 550С, 30 секунд, ал MgCl2 соңғы концентрациясы 1,5 мМ болатынын көрсетеді. ДНҚ маркері ретінде 5,0 мкл мөлшерінде pUC19/MspI пайдаланылды.
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1-7, 8-14 ұяшық ПТР өнімі, ұзындығы 321 ж.н.,  М-ДНК маркер  pUC19/MspI
Сурет 14 – BRCA1 генің амплификат электрофореграммасы,  3,0% агароза
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2, 6, 7, 9, 11, 14 ұяшықтар гомозиготалы BB генотип (321 ж.н.), 12 ұяшық гомозиготалы AA генотип (272 ж.н., 49 ж.н.,), 1,3-5, 8, 10, 13 ұяшықтар гетерозиготалы AB генотип (321 ж.н., 272 ж.н., 49 ж.н.), М-ДНК маркер pUC19/MspI
Сурет 15 – BRCA1 генінің HhaI эндонуклеазасымен кескеннен кейінгі амплификат электрофореграммасы, 3% агароза

Назар аудару керек, BRCA1 генінің ПЦР өнімі HhaI эндонуклеазасымен рестрикцияланғанда 321 ж.н., 272 ж.н. және 49 ж.н. өлшемдерімен фрагменттер пайда болады. Электрофореграммада 321 ж.н. және 272 ж.н. айқын көрінеді, ал 49 ж.н. фрагментінің кішірек болуы себепті жолақ әлсіз көрінеді. Осылайша, TLR6 генінің локусында 98 ДНҚ үлгісі, BRCA1 генінің локусында 94 ДНҚ үлгісі тексерілді және екі локус бойынша да зерттелген топта генетикалық полиморфизм анықталды.
Кесте 16 – TLR6, BRCA1 гендерінің локустары бойынша зерттелген топтағы сиырлардың генетикалық нұсқаларының нақты және теориялық таралуы

	
Топтар
	Зерттелетін гендік локус және жануарлар саны

	
	«Амиран» ЖШС  TLR6 (n=98) 
	 «Амиран» ЖШС  BRCA1 (n=94) 

	
	ТТ
	СТ
	СС
	χ2
	АА
	AB
	ВВ  
	χ2

	Нақты таралуы
	
	Нақты таралуы
	

	Сиырлар
	92
	3
	3
	
	6
	39
	49
	

	
	Теориялық таралуы 
	
	Теориялық таралуы
	

	Сиырлар
	89,20
	8,586
	0,206
	41,484
	6,32
	35,34
	49,32
	0,0317

	Ауытқуы
	+2,80
	-5.586
	+2.794
	
	-0.32
	+3,66
	-0.32
	



Генетикалық паспорттау нәтижелерін талдау көрсеткендей TLR6 генінің локусында зерттелген сиырларда генетикалық полиморфизм анықталған. Үш генетикалық нұсқаның барлығы табылды: гомозиготалы ТТ, гетерозиготалы СТ және басқа гомозиготалы СС генотиптері. Назар аударатын мәселе, тексерілген жануарлар арасында негізінен гомозиготалы генотипі бар жануарлар басым (92 бас, 95,85%), ал гетерозиготалы СТ және гомозиготалы СС генотиптері бірдей таралып, әрқайсысы 3 бас (3,06%) құрады. TLR6 генінің локусында генетикалық нұсқалардың нақты таралуы теориялық таралудан ауытқиды, өйткені гомозиготалы генетикалық нұсқалар СС және ТТ-де артық жиіліктер байқалады (+2,794 және +2,80 бас), ал басқа генетикалық нұсқа (гетерозиготалы СТ) төмен жиілікте кездеседі (-5,586 бас). ТLR6 генінің локусы бойынша χ2 мәні біздің эксперименттерде жоғары болып, 41,484 құрады, бұл генетикалық тепе-теңдіктің бұзылғанын жанама түрде көрсетеді.
«Амиран» ЖШС компаниясындағы голштеин тұқымды сиырлардың 94 ДНҚ үлгісі BRCA1 генінің локусы бойынша генотиптелді. Нәтижелер бойынша генетикалық нұсқалардың нақты таралуында гомозиготалы ВВ генотипі басым болды (49 бас, 51,52%), ал гетерозиготалы AB және басқа гомозиготалы АА генотиптері 39 (41,48%) және 6 (6,38%) бас құрады. BRCA1 генінің локусы бойынша генетикалық нұсқалардың нақты таралуы мен теориялық таралу арасындағы ауытқу TLR6 генінің локусына қарағанда минималды болды, өйткені TLR6 генінде гомозиготалы ТТ генотипінің кездесу жиілігі 95,85%-ға дейін жетті (сурет 16).



Сурет 16 – Зерттелген жануарлардағы TLR6, BRCA1 ген локусы бойынша генетикалық нұсқалардың нақты таралу диаграммасы

2023 жылдың сәуір мен желтоқсан айлары аралығында голштеин тұқымды сиырлардың клиникалық және субклиникалық желінсаумен ауыру көрсеткіштері талданды (кесте 16). TLR6 генінің локусы бойынша барлығы 98 сиыр генотиптелді, олардың көпшілігінде гомозиготалы ТТ генотипі болды (n=92).
Бұл генотипі бар жануарларда клиникалық желінсау формасы 5,43% құраса, субклиникалық желінсау жиілігі жоғары болып, 13,04% болды. Басқа генетикалық нұсқалары бар жануарларда (СТ (n=3) және СС (n=3)) клиникалық және субклиникалық желінсау формалары тіркелмеді. BRCA1 генінің екінші локусы (n=94) бойынша (SNP G22231T полиморфизмі) гетерозиготалық AB генотипі бар сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсау жиілігі жоғары болды.
Сәйкесінше 5,12% және 12,82%. BRCA1 генінің локусы бойынша зерттелген сиырлар арасында 49 гомозиготалы ВВ генотипі бар жануар анықталды, бұл зерттелген сиырлардың 52,12%-ын құрайды. Осы топтағы жануарларда клиникалық маститпен ауыратын 1 сиыр (2,04%) және субклиникалық маститпен ауыратын 3 сиыр (6,12%) анықталды. Субклиникалық желінсау формаларын анықтау үшін шаруашылықта DeLaval mastitis test коммерциялық жинағын қолданатын экспресс-диагностика әдісі пайдаланылды.

Кесте 17 – 2023 жылдың сәуір-желтоқсан аралығында TLR6, BRCA1 гендік локустары бойынша әртүрлі генотиптері бар «Амиран» ЖШС сиырларында желінсаудың клиникалық және субклиникалық түрлерінің таралуы

	Сиырлардың генотиптері және жануарлар саны
	Желінсау формалары анықталды

	
	Клиникалық желінсау
	Субклиникалық желінсау

	1
	2
	3

	TLR6 (n=98) ген локусы бойынша
	-
	-

	ТТ (n=92)
	5/5,43% 
	12/13,04%

	СТ (n=3)
	0
	0

	СС (n=3)
	0
	0

	Барлығы (n=98)
	5/5,10%
	12/12,24%

	BRCA1, SNP G22231T, (n=94) ген локусы бойынша
	
	

	АА (n=6)
	0
	0

	AB (n=39)
	2/5,12%
	5/12,82%

	ВВ   (n=49)
	1/2,04%
	3/6,12%

	Барлығы (n=94)
	3/3,19%
	8/8,51%
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1-7, 8-14 ұяшықтар ПТР өнімі, ұзындығы 305 ж.н., М-ДНК маркер pUC19/MspI
Сурет 17 – MASP2 генің амплификат электрофореграммасы, 3,0% агароза
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1,3-6,7-10 ұяшықтар гомозиготалы BB генотипі фрагмент ұзындығы 305 ж.н., 2 ұяшық гетерозиготалы генотип 305 ж.н., 230 ж.н., 74 ж.н.
Сурет 18 – MASP2 генінің FOK1 эндонуклеазасымен кескеннен кейінгі электрофореграммасы,  3% агароза

3.3 Сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсаудың балау әдістері, соматикалық торшалар мөлшері және желінсаудың таралуы
[bookmark: _Hlk192190986]Субклиникалық желінсау диагностикасы Delaval mastitis test көмегімен жүргізілді. Алғашқы рет аталған әдіспен 147 сиыр тексерілді, олар негізінен 1-3 лактация айында болды, орташа тәуліктік сауым 18 литрден 23 литрге дейін болды.
Экспресс-диагностика нәтижелері бойынша 36 сиырдан субклиникалық желінсау анықталды, көпшілігінің төрттен екі-үш желінің бөлігі  зақымдалған, ал біршама сиырдың барлық төрт желін бөлігі зақымданған.
Сондай-ақ, экспресс-диагностика нәтижелері мен сүттегі соматикалық торшалар санын анықтау нәтижелері арасында оң корреляция байқалады. Қажетті дайындықтан кейін сүт үлгілерінде соматикалық торшалардың санын анықтау үш рет – наурызда 147 бас, сәуірде 183 бас, мамырда 194 сиырдың сүті тексерілді.
Сүттегі соматикалық торшалардың саны туралы алынған нәтижелер 18-кестеде келтірілген. Соматикалық торшалардың саны үш рет жалпы сүтте тексерілді.
18-кестенің мәліметтерін талдау нәтижелері бойынша, алғашқы зерттеу нәтижелері 183 жануардың 72,8%-ында соматикалық торшалардың саны физиологиялық қалыптың шегінде болды, яғни 1,0 мл сүтте торшалардың саны 100 мыңнан аспады.







Кесте 18 – FOSSOMATICTM құрылғысының көмегімен голштеиндік сауын сиырларының сүтіндегі және жиналған сүттегі соматикалық торшалардың мөлшері

	Зерттелетін сиырлар
	1,0 мл сүттегі соматикалық торшалар саны бар жануарлар саны

	
	Сау жануарлар
	Субклиникалық желінсау

	
	  50 мыңға дейін, бас 
	50 мыңнан 100 мыңға дейін, бас
	100 мыңнан 300 мыңға дейін, бас
	300 мыңнан 500 мыңға дейін, бас
	500 мыңнан астам мың,бас   

	1-ші сынақтың нәтижелері 2023 ж (n=147) 
	45/30,6%
	62/42,2%
	23/15,6%
	12/8,2%
	5/3,4%

	Жиналған жалпы сүттің нәтижесі
	432 мың 

	II-ші тестілеу нәтижесі, сәуір 2023 ж (n=183) 
	51/27,8%
	87/47,5%
	31/17,0%
	6/3,4%
	8/4,4%

	Жиналған жалпы сүттің нәтижесі
	428 мың 

	III-ші тестілеу нәтижесі, мамыр 2023 ж (n=194) 
	61/31,4%
	93/47,9%
	31/15,9%
	4/2,0%
	5/2,6%

	Барлығы (n=524)
	157/30,0%
	242/46,2%
	85/16,2%
	22/4,2%
	18/3,4%

	Жиналған жалпы сүттің нәтижесі
	443 мың 






Сурет 19 – Алматы облысындағы сүт фермасындағы голштеин тұқымды сиырлардың 1,0 мл сүтіндегі соматикалық жасуша мөлшерінің диаграммасы
Сүттегі соматикалық торшалардың саны бойынша сиырлар келесі топтарға бөлінді: 1,0 мл сүтте соматикалық торшалардың саны 100 мыңнан 300 мыңға дейін, 300 мыңнан 500 мыңға дейін және 500 мыңнан жоғары торшалар бар. Тексерілген 183 сиырдың 23 басында 100 мыңнан 300 мыңға дейін торшалар санын құрады, 12 басында 300 мыңнан 500 мыңға дейін, ал 5 сиырда 500 мыңнан астам жасуша 1 мл сүтте болды, соматикалық торшалардың саны физиологиялық нормадан асқан сиырлардың үлесі 27,2%-ды құрады. Осылайша, алғашқы диагностикалық тексеру нәтижелері бойынша соматикалық торшалардың санын санау әдісімен 27,2% жануар субклиникалық маститпен ауыратыны анықталды. Әдеби деректерді талдай отырып, соматикалық торшалардың саны 100 мыңнан аспайтын жануарлар сау жануарлар тобына жатқызылды. Екінші және үшінші тексеру нәтижелері бойынша зерттелген сиырлар тобына ұқсас үрдіс байқалды, яғни сау сиырлардың үлесі сәйкесінше 75,3% және 79,3% құрады (сурет 19). Жалпы  жиналған сүттегі соматикалық торшалардың саны 1,0 мл зерттелген сүтте 428 мыңнан 443 мыңға дейін өзгеріп тұрды.

3.4 Сиырлардың сүт құрамындағы антибиотиктер қалдығының деңгейі және ПТР әдісімен клиникалық материалда патогенді микроорганизмдерді балаудың тәжірибелік маңызы 
2023 жылдың наурыз бен мамыр айы аралығында сүттегі антибиотиктердің: хлорамфеникол, стрептомицин, тетрациклиндер тобы, ß-лактамдар тобының қалдық мөлшеріне 62 сүт үлгісі тексерілді (кесте 19).
Алғашқы зерттеу нәтижелеріне сәйкес (n=24) оның ішінде 24 сиырдың  екеуінде хлорамфениколдың қалдық мөлшері табылды, бір сиырда стрептомицин табылды, ал тетрациклиндер тобы мен ß-лактамдар тобының басқа екі антибиотигінің қалдық мөлшері табылмады.
Екінші бақылау зерттеулері 2023 жылдың сәуір айында жүргізілді, барлығы 18 үлгі тексерілді, және бір сиырда стрептомицин қалдық мөлшерінің асуы тіркелді.
Үшінші бақылау зерттеуі зерттелген сүт үлгілерінде келесі антибиотиктердің қалдық мөлшерінің рұқсат етілген нормадан асқанын көрсетті: хлорамфеникол (3 үлгі), стрептомицин (2 үлгі), тетрациклин тобы (1 үлгі). 19-ші кестеде көрініп тұрғандай, жинақталған сүтте антибиотиктердің қалдық мөлшері анықталған жоқ, барлық зерттеулердің нәтижелері теріс болды.
Ветеринарлық тәжірибеде антибиотиктер мен антимикробтық препараттар жиі фронталды түрде, микробиологиялық зерттеулер мен молекулалық-генетикалық талдаулардың нәтижелерін ескермей қолданылады. Сондықтан, біздің зерттеуімізде біз клиникалық материалдан патогенді агентті анықтау үшін ПТР әдісін қолдандық.

Кесте 19 – Сүт үлгілеріндегі антибиотик қалдықтарының нәтижелері (хлорамфеникол, стрептомицин, тетрациклин тобы, антибиотиктердің ß-лактам тобы)

	Зерттеу тобы
	Хлорамфеникол
	Стрептомицин
	Тетрациклин тобы
	ß-лактамдық антибиотиктер тобы

	I топ (n=24)
Наурыз 2023 ж 
	
CAP
	Оң (n=2)
	
STREP
	Оң (n=1)
	
TETRA
	Оң (n=0)
	
BETA
	Оң (n=0)

	
	
	Теріс (n=22)
	
	Теріс (n=23)
	
	Теріс (n=24)
	
	Теріс (n=24)

	Жалпы  сүт 
	
	Теріс
	
	Теріс
	
	Теріс
	
	Теріс

	II топ (n=18)
Сәуір 2023 ж
	
CAP
	Оң
(n=0)
	
STREP
	Оң (n=1)
	
TETRA
	Оң (n=0)
	
BETA
	Оң (n=0)

	
	
	Теріс (n=18)
	
	Теріс (n=17)
	
	Теріс (n=18)
	
	Теріс (n=18)

	Жалпы жиылған сүт
	
	Теріс
	
	Теріс
	
	Теріс
	
	Теріс

	III топ (n=20)
Мамыр 2023 ж
	
CAP
	Оң (n=3)
	
STREP
	Оң (n=2)
	
TETRA
	Оң (n=1)
	
BETA
	Оң (n=0)

	
	
	Теріс (n=17)
	
	Теріс (n=18)
	
	Теріс (n=19)
	
	Теріс (n=20)

	Жалпы жиылған сүт
	
	Теріс
	
	Теріс
	
	Теріс
	
	Теріс

	Ескерту: CAP - хлорамфеникол, STREP - стрептомицин, TETRA - тетрациклин тобы, BETA - ß-лактам тобы.



Клиникалық материал үлгілерінде шартты патогенді микроорганизмдерді анықтау үшін екі жұп праймерлер қолданылды, стафилококк үшін NUC Staphylococcus aureus генінің консервативті аймағына арнайы праймерлер қолданылды. Эксперименттік түрде Staphylococcus aureus-ты анықтау үшін праймерлердің оңтайлы температурасы 55°C деп анықталды.
Зерттеу материалдары ретінде желінсаудың клиникалық және субклиникалық түрімен ауыратын сиырлардың зақымдалған желіннің  төрттен бір бөлігін алынған 35 экссудат үлгісі, сондай-ақ, хрондық эндометрит диагнозы қойылған сиырлардың қынаптың алдыңғы бөлігінен алынған 12 шырыш және экссудат үлгісі қолданылды. Амплификация нәтижелерін горизонтальды электрофорез арқылы тексердік, және егер Staphylococcus aureus анықталса, электрофореграммада ДНҚ фрагменті ұзындығы 458 ж.н. мөлшерінде көрінді (сурет 20).

[image: ]

1, 2, 4 - ұяшық оң нәтиже, 3 - ұяшық теріс нәтиже, амплификат ұзындығы 458 ж.н., 5 – ұяшық оң бақылау, M-ДНК маркер  pUC19/MspI
Сурет 20 – NUC Staphylococcus aureus генінің амплификат электрофореграммасы, фрагмента  гена, 3% агароза

ПТР әдісімен клиникалық материалдан шартты патогенді микроорганизм Escherichia coli детекциясының нәтижелері 3% агарозды гельде горизонтальды электрофорез әдісімен тексерілді. Электрофореграммада 508 ж.н. ДНҚ фрагментінің анықталуы зерттелген материалда патогенді агент Escherichia coli бар екенін көрсетеді. fimH E. Coli генінің консервативті аймағына таңдалған праймерлерді қолданудың артықшылығы - бұл 508 ж.н. ұзындығындағы фрагменттің анықталуы зерттелген микроорганизмнің E. Coli тобына жататынын және оның биопленка түзетін қасиетке ие екенін көрсетеді. Биопленка микроорганизмге антибиотиктерге қарсылық көрсету қасиетін береді (сурет 21).

[image: ]

4, 13 - ұяшықтардағы ДНҚ Escherichia coli таяқшасының бактериялық культурасынан бөлінген оң бақылау, 1,3,5,6,11,14  - ұяшықтар клиникалық үлгілерінің оң нәтижесі,  2,7,8,9,10,12 -ұяшық  теріс нәтиже,  M-ДНК маркер  pUC19/MspI
Сурет 21 – fimH  Escherichia coli генінің амплификат электрофореграммасы, геннің ұзындығы 508 ж.н., 3% агароза

19-кестеден «Амиран» ЖШС-нің 164 бас сиырда MX1 гені локусы бойынша генотиптеу жүргізілді, CXCR1 генінің локусы бойынша екі c.+291C>T, CXCR1, +1093C>T SNP полиморфизмі зерттелгенін көруге болады, бұл асыл тұқымды «Амиран» ЖШС шаруа қожалықтарындағы CXCR1, c.+291C>T 42 бас және CXCR1, +1093C>T 131 бас сиырдан генотиптеу жүргізілді. Генотиптеудің нәтижелерін талдау көрсеткендей, зерттелетін сиырлардағы MX1 генінің локусында гетерозиготалы CT генотипі бар сиырлар басым (57 бас, 44,1%), ТТ және СС генотиптері бар гомозиготалылар үлесі 26 (17,8%) және 46 (35, 6%) болғанын көрсетеді сәйкесінше  MX1 генінің локусы үшін генетикалық нұсқалардың нақты таралуының теориялық таралудан ауытқуы байқалады, сондықтан гомозиготалы ТТ, CC генетикалық нұсқалары үшін артық кездесу (әр генотип үшін +2,98 бас), басқа генетикалық нұсқа үшін ( гетерозиготалы СT) пайда болуында тапшылық бар (-5,94 бас). Біздің жұмысымызда генетикалық нұсқалардың теориялық жиілігі, аллель жиілігі және χ2 мәні Equilibrium Hardy-Weinberg компьютерлік бағдарламасы (https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/) арқылы анықталды. Біздің эксперименттерімізде CXCR1, генінің локусы үшін сандық χ2 мәні 1,1523 болды. MX1 гендік локусында «Амиран» ЖШС-нің 164 голштеин сиырының ДНҚ үлгісі генотиптелді, мұнда генетикалық нұсқалардың нақты таралу нәтижелері бойынша гомозиготалы СС генотипі бар жануарлар басым (96 бас, 58,5%), гетерозиготалы СT және басқа гомозиготалы ТТ генотипінің пайда болуы 20 (12,1%) және 48 баста (29,2%) болды. Бұл ген локустары бойынша генотиптердің теориялық таралуынан генетикалық нұсқалардың нақты таралуының айтарлықтай ауытқуы байқалады.
Осылайша, гетерозиготалы CT генотипінің (-16,39 бас жануарда, ал гомозиготалы CC және ТТ генотипінің жиілігі жоғары екендігі байқалады, сәйкесінше +8,20 және + 8,20). MX1 генінің локусы бойынша генетикалық тепетеңдіктің бұзылуына байланысты зерттелген сиырлар тобында көрсеткіш жоғары болды χ2,. 10,6261 құрады. CXCR1 генінің локусы бойынша екі SNP полиморфизм зерттелді, CXCR1, c.+291C>T (n=42) және CXCR1, +1093C>T (n=131). Екі SNP полиморфизм бойыншада зерттелген жануарларда үш генетикалық полиморфизм, генотипінің генетикалық үш нұсқасы  анықталды: ТТ, CT, CC; Генотиптеу нәтижелері CXCR1, c.+291C>T локусында гомозиготалы CC генотипінің жоғары жиілігі бар екенін көрсетеді, ол 54,7% (23 бас), гетерозиготалы CT және басқа гомозиготалы ТТ генотипі үлгілер саны болды, тиісінше 14 және 5 баста CXCR1, +1093C>T ген  локусы бойынша 131 бас тексерілді, оның ішінде 67 сиыр гетерозиготалы CТ генотипінің және 61 бас гомозиготалы ТТ генотипінің тасымалдаушысы болды, ТТ, CT, CC генотиптерінің теориялық таралуынан ауытқулары , сәйкесінше -7,16, +14,34, -6,84 бас. Сандық χ2 мәні CXCR1, c.+291C>T (1,4117) үшін төмен болды және CXCR1 генінің локусы, +1093C>T үшін χ2 мәні 9,7137 болды. CXCR1, +1093C>T SNP полиморфизмі бойынша гетерозиготалы CT генотипінің артық болуы (+14,34) және гомозиготалы TT, CC генотиптерінің (-7,16 және -6,84) тапшылығы байқалады.
Біздің зерттеуімізде, «Амиран» ЖШС асыл тұқымды мал шаруашылығындағы 164 бас сиырдың генотиптеу нәтижелеріне талдау жүргізілді, MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T ген локустары бойынша генетикалық полиморфизм анықталды және барлығы 15 аралас генотиптердің нұсқалары табылды (6-кесте); ең көп кездескен  СССССТ, СТСССТ аралас генотиптер, әрбір араласком генотиптен 7 данадан, осы генотиптерді тасымалдаушылардың жалпы үлесі 35,0% құрады. Аралас TTTTTТ генотипінің таралуы 12,5% құрады, MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T локустарында басқа генотиптердің кездесуі 2,5-7,5% аралығында болды. Басқа біріктірілген генетикалық нұсқалардың пайда болуы біркелкі болды және L-селектин генінің локусында 2,5%-дан 7,5%-ға дейін ауытқиды, гетерозиготалы СТ генотипі бар мал басы басым болды (44,18%). 2023 жылдың қаңтар-желтоқсан айларында тәжірибелік топтағы сиырлардағы субклиникалық желінсаумен ауырғандар тіркелді, DeLaval mastitis test сынамасы арқылы экспресс-диагностика жүргізілді; «Амиран» ЖШС сүт фермасының 40 бас сиырды тоқсан сайын субклиникалық желінсауға тексерілді, онда аралас генотиптер келесі гендердің локустары бойынша белгілі болды: MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T және 164 бас «Амиран» ЖШС фермасы сиырларында, CXCR1, гені локусы бойынша генотиптелген (6-кесте). Осылайша, субклиникалық желінсауға ең төзімді сиырлар MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T ген локустары бойынша аралас генотипі бар CTCTCT, CTTTTT, CCCTCT, TTTTCC, CTTTCT сиырлар болды, зерттеу барысында оларда желінсауға субклиникалық формалары кездеспеді. «Амиран» ЖШС-нің голштеиндік сиырларында желінсаудың субклиникалық түрлері келесі аралас генотиптерімен анықталды: CCTTCT, CCCCCT, CCCTTT, CCCTTT, CCCTTT, CCTTTT, CCCTTT, TTCCCT, CCCTTT, TTCCTT.

3.5 Сүт фермаларында сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауларды емдеу нәтижелері
2023 жылдың наурыз-мамыр айларында сиырлардағы клиникалық және субклиникалық желінсау түрлеріне диагностика үш рет жүргізілді. Наурыз айында тексерілген 65 бас сиырдың 7 басында клиникалық желінсау түрі, 12 басында субклиникалық желінсау анықталды. Сәуір айында 48 бас тексерілді, оның ішінде 5 бас клиникалық желінсау, 10 бас субклиникалық желінсау; мамыр айында тек 45 бас сиыр тексерілді, клиникалық желінсау ауруы 5 басты, субклиникалық 7 басты құрады. Субклиникалық желінсаумен ауыратын сиырларды емдеу үшін келесі микробқа қарсы препараттар қолданылды: цефтонит бұлшық етке бір рет және мастимицин гелі 24 сағат аралықпен 1-2 рет. Сиырларды клиникалық желінсаумен (катаралды желінсау, іріңді желінсау) емдеу антибиотиктер цефтонит, мастимицин және ауруды басатын 30% анальгин ерітіндісін қолдану арқылы жүргізілді. Іріңді-катаралды желінсау және фибринозды желінсау балауы қойылған сиырларды емдеу келесі әдіспен жүргізілді: интрацистералды - мастимицин, новокаинді тежеу, тромбоциттердің аутоплазмасын 3-5 мл мөлшерде сүт безінің үсті кеңістігіне енгізу, жиі сауу, 5-7 күн бойы күре тамырға енгізу. Әдетте емдеудің 7-ші күні сауығу белгілері анықталды, сүт өнімділігінің қалпына келуі, сүтте ірің мен экссудаттың болмауы, ауырсыну синдромының болмауы, малдың жалпы жағдайының жақсаруы. Кейбір жағдайларда қатты ауырсыну реакциясына байланысты желінге новокаинді тежеу жасау қиын болды. Катаралды желінсау балауы қойылған сиырларды емдеу тромбоциттердің аутоплазмасын инъекциялауды қоспағанда, дәл осындай әдіспен жүргізілді. Біздің байқауларымыз бойынша, сиырлардағы катаралды желінсауды емдеу оңай, сиырлар көбінесе емделгеннен кейін 5-6 күн ішінде толық сауығып кетеді.
«Амиран» ЖШС сиырларында клиникалық желінсау түрлерінің таралуы 10,7%, субклиникалық желінсау 18,3% құрады. Клиникалық және субклиникалық желінсау түрлеріне антибиотикалық терапия емдеудің жеткілікті тиімді әдісі болып табылады, алайда желінсаумен ауыратын сиырлардың сүті 15 күн бойы технологиялық өңдеуге пайдаланылмайды, өйткені сүтте антибиотик қалдықтары бар. Бұл фермада клиникалық және субклиникалық желінсаумен ауыратын сиырларды емдеудің өз хаттамасы бар, бірақ новокаинді тежеуді жүргізудің күрделілігіне байланысты, өкінішке орай, бұл әдіс қолданылмайды және тромбоциттердің аутоплазмасымен терапия жүргізілмейді. Біздің алдын ала зерттеу нәтижелеріміз клиникалық желінсау түрлерін кешенді емдеу тиімдірек әдіс екенін растайды. Новокаиннің әсер ету механизмі көп қырлы болғандықтан, ең алдымен ауруды, жануардың мазасыздануын жеңілдетеді, зат алмасу үрдістерін  жақсартады, новокаин селективті әсер етеді, тромбоциттердің аутоплазмасын қолдану жануарлардың табиғи иммунитетін арттырады, регенерация процестерін жеделдетеді, бұл әсіресе клиникалық желінсау формаларында маңызды.

Кесте 20 – Желінсаумен ауырған сиырлардың клиникалық белгілерінің сипаттамалары

	№
	Сиырдың нөмірі
	Дене темпера-турасы
	Жүрек соғысы, соғу/мин
	Тыныс алу жиілігі, рет/мин
	Сүттегі өзгеріс
	Қабыну аймағы (сүт безі)

	1
	Сиыр 1
	39.5°C
	90
	25
	Ластанған, сары
	Ісіну

	2
	Сиыр 2
	39.8°C
	95
	28
	Қан аралас
	Қызару, ауырсыну

	3
	Сиыр 3
	39.2°C
	85
	22
	Қою, қызғылт
	Қызару

	4
	Сиыр 4
	40.1°C
	100
	30
	Көпіршікті, қышқыл
	Ауырсыну

	5
	Сиыр 5
	39.7°C
	90
	24
	Қалың, сары
	Қатты қызару, қатаю

	6
	Сиыр 6
	39.4°C
	88
	26
	Тұтқыр, ашық
	Қызару, ісіну

	7
	Сиыр 7
	39.9°C
	92
	27
	Ақшыл, көпіршікті
	Шаршау, қызару

	8
	Сиыр 8
	39.6°C
	94
	25
	Қою, ашық
	Ауырсыну, қозғала алмау

	9
	Сиыр 9
	40.0°C
	98
	29
	Ластанған, сары
	Қызару, қатты ауырсыну

	10
	Сиыр 10
	39.5°C
	86
	23
	Қою, қызғылт
	Жұмсақ ісіну, қызару


Клиникалық белгілердің түсіндірмесі: Дене температурасы: Желінсау кезінде сүт безінің қабынуының нәтижесінде дене температурасы жоғарылауы байқалды, өз кезегінде бұл инфекцияның бар екенін көрсетеді. Жүрек соғысы: Қабыну немесе қызба кезінде жүрек соғысы жиіленеді. Тыныс алу жиілігі: Қабыну жағдайында жануардың тыныс алу жиілігі артады, себебі дене қызуы жоғары және организмі бактериялық инфекциямен күресуде. Сүттегі өзгеріс: Сиырларда желінсау кезінде сүттің түсі, консистенциясы және дәмі өзгереді. Сүттің түсі ашық, сарғыш, қызыл немесе қан аралас болуы мүмкін. Сүттің тұтқырлығы немесе көпіршікті болуы мүмкін. Қабыну аймағы (сүт безі): Сүт безінің қабынған аймағында қызару, ісіну, ауырсыну байқалады. Қалған белгілер: Жануардың қозғалу қабілеті шектелуі мүмкін, тәбеті төмендеуі немесе жалпы әлсіздік байқалуы мүмкін.

Кесте 21 – Сиырларда әртүрлі мөлшердегі новокаиндік тежеу кезінде желін үсті кеңістігіне қолданылған аутоплазманың қан құрамына әсерін зерттеу динамикасы

	Мөлшері (мл)
	Сиырлар саны
	Зерттеу күндері
	Эритроцит (x10⁶/мкл)
	Лейкоцит (x10³/мкл)
	Гемоглобин (г/л)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	1 мл
	10
	1 күн
	4
	+10
	90

	
	
	3 күн
	4.5
	+10,5
	100

	
	
	7 күн
	6
	+11
	105

	
	
	10 күн
	6.5
	+10
	110

	2 мл
	10
	1 күн
	4
	+10
	90

	
	
	3 күн
	4.8
	+11
	100

	
	
	7 күн
	5
	+11
	110

	
	
	10 күн
	5,5
	+10
	115

	3 мл
	10
	1 күн
	4
	+10
	90

	
	
	3 күн
	5
	+11,5
	120

	
	
	7 күн
	7
	+12
	140

	
	
	10 күн
	8
	+12,5
	130

	4 мл
	10
	1 күн
	4
	+10
	90

	
	
	3 күн
	3
	+11
	110

	
	
	7 күн
	6
	+12
	120

	
	
	10 күн
	7.5
	+10
	120

	5 мл
	10
	1 күн
	4
	+10
	90

	
	
	3 күн
	3
	+11
	110

	
	
	7 күн
	6
	+12
	110

	
	
	10 күн
	7.5
	+10
	120

	Ескерту: Аутоплазманың мөлшерінің өсуімен бірге эритроциттердің саны артқанын көрсетті. 3 мл және 4 мл мөлшерлерінде эритроциттердің саны 7-10 тәулікте айтарлықтай жоғары болды, салыстырмалы түрде эритроциттер 3 мл мөлшерде 40%, екендігі тіркелді. Бұл қан айналымын жақсартуға ықпал етеді. Лейкоцит саны: Барлық мөлшерлер үшін лейкоциттер саны тұрақты түрде артты, бұл иммундық жүйенің белсенділігін көрсетеді, 3 мл мөлшерінде лейкоцит 20 %, айтарлықтай жоғары екендігі тіркелді. Гемоглобин деңгейі барлық мөлшерлерде бірқалыпты өсті, бірақ 3 мл мөлшерінде ең жоғары көрсеткішке жетті (140 г/л), 27,3 %, екендігі тіркелді, бұл қанның оттегіні тасымалдау қабілетінің жақсарғанын білдіреді.


Кесте 22 – Сиырларда клиникалық желінсауды емдеудегі антибиотиктер мен аутоплазманың салыстырмалы тиімділігі  (n=20)
	№
	n=
	Топтар, 
	Дәрілік препарат
	Тәжірибе жүргізу күндері, емделген мал саны
	Нәтижесі

	
	
	
	
	3 күн
	6 күн
	10 күн
	10 күн және одан көп
	Ауырып жазылмаған
	Емдік тиімділігі

	
	Саны, %
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	%

	1
	10
	Бақылау
	Антибиотик
	1
	10
	2
	30
	3
	30
	2
	20
	2
	10
	80

	2
	10
	Тәжірибе
	Антибиотик+ аутоплаза
	2
	20
	4
	40
	2
	20
	2
	20
	-
	0
	100

	Барлығы
	3
	15
	6
	30
	5
	25
	4
	20
	2
	10
	-



Аутоплазманың қосылуы антибиотикпен салыстырғанда әлдеқайда тиімді екені анықталды. Аутоплазманы қолдану арқылы барлық тәжірибе топтарында 100%-дық жазылу нәтижесі тіркелді. Бақылау топтарында, антибиотиктерді қолдану арқылы жазылған сиырлардың үлесі жоғары болғанымен, кейбір жағдайларда толық жазылмау (20%-ға дейін) байқалды. Емдеудің тиімділігі 10 күн ішінде көрініс тауып, аутоплазманың қосылуы емдеу уақытын қысқартты және жазылу деңгейін арттырды. Аутоплазма мен антибиотиктердің бірге қолданылуы желінсауды емдеудің тиімді әдісі болып табылады. Бұл әдіс сүт безіндегі қабыну үрдісін тезірек жояды және толық қалпына келуді қамтамасыз етеді. Аутоплазманың қолданылуын шаруашылықта кеңінен енгізу керек, өйткені ол емдеу нәтижелерін жақсартуға айтарлықтай ықпал етеді.



4 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІН ТАЛҚЫЛАУ
Ғалымдардың зерттеу нәтижелері бойынша, голштеин тұқымды сиырлардың субклиникалық желінсауға төзімділігі генетикалық факторлармен анықталады. Бірдей жағдайларда технологиялық күтім мен азықтандыруда кейбір жануарлар субклиникалық желінсаумен ауырады, ал кейбіреулері теріс этиологиялық факторларға қарсы тұра алады. Осылайша, біз ДНҚ маркерлері ретінде SELL, MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендеріндегі SNP полиморфизмдерін зерттедік. Гендердің локустары бойынша аллельдерді идентификациялау үшін ПТР-РФҰП әдісі қолданылды. Зерттелген сиырлар тобы «Байсерке-Агро» ЖШС және «Амиран» ЖШС  генетикалық тұрғыдан әртүрлі болды, яғни SELL, MX1, CXCR1 гендерінің локустары бойынша барлық үш генетикалық нұсқа анықталды. SELL генінің локусында генетикалық нұсқалардың біркелкі таралуы байқалды: TT, CT және CC, 26, 57, 46 баста , тиісінше, χ2 мәні - 1,1523 болды. CXCR1 генінің c.+291C>T локусы бойынша генотиптеу кезінде де ұқсас нәтижелер алынды, χ2 мәні - 1,4117 болды. Алайда, MX1 және CXCR1, +1093C>T гендеріндегі басқа локустар бойынша нақты генетикалық нұсқалардың таралуы теориялық таралудан айтарлықтай ауытқып, χ2 мәндерінің ұлғаюына әкелді, сәйкесінше, 10,6261 және 9,7137. MX1 (Т=0,27, С=0,73), CXCR1, c.+291C>T (Т=0,29, С=0,71), CXCR1, +1093C>T (С=0,72, С=0,28) үш локус бойынша да генетикалық тепе-теңдіктің бұзылуы байқалды. Генетикалық гетерозиготалы деңгейі MX1, CXCR1, c.+291C>T локустары бойынша төмен болып, сәйкесінше 29,27% және 33,33% құрады.
Голштеин тұқымды сиырларда SELL, MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендерінің локустары бойынша генетикалық нұсқалардың таралуы жөнінде әдебиеттерде әртүрлі мәліметтер бар. Мысалы, Польша ғалымдарының деректеріне сәйкес, зерттелген табында SELL генінің локусы бойынша барлық мүмкін генотиптер анықталған, ең жиі кездесетін генотип 567C>T болған, бұл гомозиготалы CC генотипі (0,56) болды, ал TT және CT генотиптерінің жиілігі сәйкесінше 0,40 және 0,04 болды. Польшадағы зерттелген популяция Харди-Вайнберг теңгерімінде болған, SNP 567C>T бойынша χ2 мәні 0,26-ға тең болды [16, б. 256]. Біздің зерттеу нәтижелеріміз бойынша, зерттелген сиырларда гетерозиготалы генотип CT (0,44) жиі кездеседі, ал CC және TT генотиптерінің жиілігі сәйкесінше 0,36 және 0,20 болды, бұл жерде TT генетикалық нұсқалардың жиілігі 0,04-тен 0,20-ға дейін өсті. Біздің деректеріміз бойынша, «Амиран» ЖШС асыл тұқымды голштеин сиырларында MX1 генінің C>T локусы бойынша гомозиготалы CC генотипті жануарлар (0,58) басым, ал TT және CT генотиптері сәйкесінше 0,12 және 0,30 болды, бұл басқа ғалымдардың зерттеулерімен сәйкес келмейді [16, б. 257], онда гетерозиготалы CT (0,55) генетикалық нұсқалардың таралуы жоғары. Ғалымдардың мәліметтері бойынша, CXCR1 c.+291C>T локусы бойынша генетикалық нұсқалардың таралуы келесідей: TT – 0,10, CT - 0,41, CC – 0,49 [19, б. 25]. Біз де ұқсас нәтижелер алдық, генотиптер TT, CT және CC таралуы сәйкесінше 0,11, 0,33 және 0,54 болды. Алайда, CXCR1 +1093C>T локусы бойынша біздің нәтижелеріміз бойынша гомозиготалы CC генотипті жануарлар сирек кездеседі (0,02), ал Польшадағы голштеин сиырларында бұл көрсеткіш 0,30-ға дейін болған.
MX1-g.143182088, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендерінің локустары бойынша генотиптеу нәтижелерін талдау 40 голштеин тұқымды сиырда тек 15 аралас генотиптің нұсқалары кездесетінін көрсетеді. Бұл жерде екі аралас генотип жоғары жиілікке ие: СССССТ және СТСССТ, одан кейін СТСТТТ комбинирленген генотипі келеді. Қалған аралас генотиптерді зерттелген жануарлар тобында әрбір генетикалық нұсқалар бойынша 1-2-3 бас қана құрайды. Көптеген ғалымдар субклиникалық желінсауға сезімталдық пен төзімділік, сүттегі соматикалық торша саны көп факторларға байланысты екенін, соның ішінде шешуші рөлді генетикалық фактор атқаратынын растайды. Авторлардың зерттеулері бойынша [19, б. 1], SELL генінің аллельдері (c.165G>A SNP, c.567C>T SNP) сүттегі соматикалық торшалардың мөлшерімен байланысты, олардың дәлдігі P=0.0019 және P=0.0003 сәйкесінше. Алайда, аталған гендер локустарында субклиникалық желінсауға төзімділікке әсер ететін генетикалық нұсқалар анықталған жоқ.
Біздің зерттеуде субклиникалық желінсаумен ауыру қаупі ТТ және СС генотиптері бар сиырларда жоғары екені анықталды, олардың жиілігі сәйкесінше 19,23% және 17,39%, ал СТ генотипінде бұл көрсеткіш 8,77% болды. MX1-g.143182088, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендеріндегі үш локус бойынша зерттелген 40 бас сиырдың ішінде 14 басында 2023 жылдың қаңтар айынан желтоқсан айына дейін субклиникалық желінсау жағдайлары тіркелген. Субклиникалық желінсаудың жоғары деңгейі СССССТ аралас генотипі бар жануарларда (4 сиыр) байқалды, одан кейін СССССТ аралас генотипі бар жануарларда (2 сиыр) болды, ал қалған аралас генотиптері бар жануарларда субклиникалық желінсаумен ауыру көрсеткіші төмен болды. 5 аралас генотипі нұсқалары бар (12 бас) жануарларда субклиникалық желінсаумен ешбір жағдайы тіркелмеді, бұл жануарлардың субклиникалық желінсау төзімділігін алдын ала болжауға мүмкіндік береді.
CXCR1 хемокиндік рецепторлары желінсауға төзімділіктің болашақта генетикалық маркері болып табылады, себебі олар нейтрофилдердің миграциясын, жоюын және тіршілігін реттейді. Қытай ғалымдарының статистикалық талдаулары бойынша, 337A>G, 365C>T SNP полиморфизмдері сүттегі соматикалық торшалардың санына айтарлықтай әсер етеді. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес, CCAC/CCGC, CCAC/CTAT және CCAT/CTAT аралас генотиптері бар сиырларда сүттегі соматикалық торшалардың саны ең төменгі деңгейде, сондықтан авторлар 337A>G, 365C>T SNP полиморфизмдерін CXCR генінің кодтайтын бөлігінде қолдануды ұсынады. Осылайша, SELL генінің локусында CT гетерозиготалы генотипі бар сиырлар субклиникалық желінсауға төзімдірек, ал MX1 g.143182088, CXCR1 +291C>T, CXCR1 +1093C>T гендерінің локустарында СССССТ аралас генотипі бар жануарларда субклиникалық желінсау ауыру қаупі жоғары [27, б. 2725]. Зерттеушілердің пікірінше, c.980AG, c.735C>G, CXCR1+472, CXCR1+777 кодтайтын бөліктегі SNP полиморфизмдері мен CXCR1−1768 SNP полиморфизмдері 5' фланкирующий бөлікте сүттегі соматикалық торшалардың санына сәйкестендірілген [175, 176].
 «Амиран» ЖШС асыл тұқымды голштеин тұқымды сиырлар бойынша ПТР-РФҰП әдісімен жүргізілген генотиптеу нәтижелері бойынша TLR6 генінің локусында генетикалық полиморфизм анықталды. Барлық үш генетикалық нұсқалар: ТТ, СТ және СС тіркелді, алайда осы генетикалық локустың полиморфизмі минималды болды, себебі гомозиготалы ТТ генотипінің жиілігі өте жоғары болып 93,87% құрады, ал СТ және СС генотиптерінің жиілігі тек 3,06% болды. Бұл факт ұзақ уақыт бойы жүргізілген интенситивті селекциялық үрдістің және жануарларды сүт өнімділігі бойынша сұрыптау нәтижесінде генетикалық тепе-теңдіктің бұзылғанын көрсетеді. BRCA1 генінің басқа локусында барлық үш генетикалық нұсқа анықталды: АА – 6,38%, AB – 41,48%, ВВ – 52,12%. Зерттелген сиырларда генетикалық нұсқалар салыстырмалы түрде біркелкі таралған, бұл TLR6 генінің локусымен салыстырғанда. TLR6 генінің локусы бойынша клиникалық және субклиникалық желінсаумен ауыруды талдау жүргізуді мақсатқа сай деп есептемейміз, себебі зерттелген жануарлардың 93%-дан астамы гомозиготалы ТТ генотипіне ие. BRCA1 генінің локусы бойынша зерттеу нәтижелері көрсеткендей, екі формадағы желінсауға де ең сезімтал жануарлар гетерозиготалыголшт AB генотипі бар сиырлар болды, олардың клиникалық желінсау таралуы 5,12%, ал субклиникалық желінсау таралуы 12,82% құрады. Гомозиготалы ВВ генотипі бар сиырларда бұл көрсеткіштер сәйкесінше 2,04% және 6,12% болды, ал АА гомозиготалы генотипі бар сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсау анықталмады (0,0%). Алайда, BRCA1 генінің локусындағы генетикалық нұсқалардың біркелкі таралмауы зерттелген жануарлар тобында генотиптеу нәтижелерін статистикалық өңдеуді қиындатады. Осылайша, BRCA1 генінің локусында ДНҚ үлгілерін генотиптеу нәтижелері бойынша алынған алдын ала деректер жануарлар АА және ВВ генотиптері бар сиырлардың желінсауға көбірек төзімді екенін болжауға мүмкіндік береді.
Ғалымдардың зерттеу нәтижелеріне сәйкес, голштеин сиырларының желінсаудың субклиникалық түріне төзімділігін генетикалық факторлармен анықталады, күтіп бағу технологиясы, азықтандыру бірдей кейбір жануарларда субклиникалық желінсау пайда болады, ал кейбір жануарларда теріс этиологиялық факторларға төзімді келеді. Осылайша, біз келесі гендердің кодтау бөлігіндегі SNP полиморфизмдерін ДНҚ маркерлері ретінде зерттедік: MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T. Зерттелетін ген локустарындағы аллельдерді анықтау үшін ПТР-РФҰП талдау әдісі қолданылды. «Амиран» ЖШС сиырларының зерттелген сиырлар тобының генетикасы әртүрлі болып шықты: MX1, CXCR1. CXCR1 c.+291C>T ген локусы бойынша барлық үш генетикалық нұсқа гендік локустарда анықталды,  генетикалық нұсқалардың біркелкі таралуы байқалады: сәйкесінше TT, CT және CC. 4, 14, 23 үлгілерде, χ2 мәні - 1,4117. Дегенмен, басқа гендік локустар, MX1 және CXCR1, +1093C>T үшін генетикалық нұсқалардың нақты таралуының генотиптердің теориялық таралуынан айтарлықтай ауытқуы байқалады, нәтижесінде χ2 мәні сәйкесінше 10,6261 және 9,7137 жоғарылайды. Үш ген локус бойынша MX1 (T=0,27, C=0,73), CXCR1, c.+291C>T (T=0,29, C=0,71), CXCR1, +1093C>T (C= 0,72, C=0,28) гендік тепе-теңдігі бұзылған.
Голштеин сиыр тұқымындағы MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T зерттелетін гендік локустар бойынша генетикалық нұсқалардың таралуына қатысты әдебиеттерде әртүрлі мәліметтер бар. Біздің деректеріміз бойынша «Амиран» ЖШС асыл тұқымды шаруашылығының голштеин тұқымды сиырларында C>T MX1-g.143182088 гендік локусында гомозиготалы СС генотипі (0,58) мал басы басым, басқа генотиптері бар жануарлардың үлесі ТТ және СТ 0,12 және 0,30 болды, бұл басқа ғалымдардың [19, б.25; 20, б. 63] зерттеу нәтижелеріне сәйкес келмейді, мұнда гетерозиготалы генетикалық нұсқаның таралуы СТ (0,55) болған. Ғалымдардың пікірінше, CXCR1 c.+291C>T ген локусы бойынша генетикалық нұсқалардың таралуы келесідей: ТТ - 0,10, CT -0,41, CC - 0,49 [21, б. 1234],  біз ұқсас нәтиже алдық, ТТ, CT, CC генотиптерінің кездесуі сәйкесінше 0,11, 0,33 және 0,54 болды. Алайда, біздің нәтижелеріміз бойынша, CXCR1 +1093C>T генінің локусы бойынша  гомозиготалы генотип CC тасымалдаушылары төмен жиілікте кездеседі, поляк голштеин сиырларында бұл көрсеткіш 0,30-ға дейін өсті.
Біздің жұмысымызда ТТ және CC генотиптері бар сиырларда субклиникалық желінсаудың жоғары қаупі анықталды, жиілік пайызы СТ генотипімен (8,77%) салыстырғанда сәйкесінше 19,23% және 17,39% құрады. Үш локус MX1-g.143182088, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендеріне сыналған 40 сиырдың 2023 жылдың қаңтар-желтоқсан аралығында 14 сиырда субклиникалық желінсау ауруы тіркелді, субклиникалық желінсау деңгейі жоғары болды, аралас CCCCCT генотипі бар жануарлардан табылды (4 сиыр), содан кейін CCCCCT аралас генотипі бар жануарлар (2 сиыр), қалған аралас генотиптері бар жануарларда субклиникалық желінсаумен ауырғандар төмен болды. Айта кету керек, желінсаудың субклиникалық түрлері аралас генотиптердің 5 нұсқасының (12 жануар) тасымалдаушыларында тіркелмеген, бұл жануарлардың субклиникалық желінсауға төзімділігі туралы алдын ала қорытынды жасауға мүмкіндік береді.
CXCR1 химокиндік рецепторы ірі қара малдың желінсауға төзімділігінің тамаша перспективалы генетикалық маркері екені белгілі, өйткені ол нейтрофилдердің миграциясын, жойылуын және тірі қалуын реттейді. Статистикалық талдауға сәйкес, қытай ғалымдары c.337A>G, c.365C>T SNP полиморфизмдері мен сүттегі соматикалық торшалардың мазмұны арасындағы маңызды байланысты анықтады. Айта кету керек, CCAC/CCGC, CCAC/CTAT және CCAT/CTAT біріктірілген генотиптері бар сиырлар сүттегі соматикалық торшалардың ең аз мөлшеріне ие, сондықтан жұмыс авторлары c.337A>G, c.365C> пайдалануды ұсынады. CXCR генінің кодтау бөлігіндегі T SNP [23, б. 157]. 
Осылайша, CXCR1, генінің локусына сәйкес, гетерозиготалы СТ генотипі бар сиырлар MX1 g.143182088, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T гендік локустары, біріктірілген жеке тұлғалар бойынша субклиникалық желінсауға төзімдірек; CCCCCT генотипінде желінсаудың субклиникалық формасының даму қаупі жоғары.
Соматикалық торшалардың саны сүт фермаларында сүттегі субклиникалық желінсау формаларын диагностикалау үшін анықталады, сондай-ақ алынған сүттің технологиялық өңдеуге жарамдылығын анықтау үшін, өйткені сүттің технологиялық қасиеттері сүттегі соматикалық торшалардың санына тығыз байланысты. Зерттелген сиырларда соматикалық торшалар саны бойынша бес топқа бөлінді, олардың екі тобы - сау малдар, 1 мл сүтте 100 мыңнан аспайтын соматикалық тошалар бар, ал қалған үш топта сүттегі соматикалық торшалар саны 100 мыңнан астам, бұл субклиникалық желінсаудың белгісі. Зерттелген сиырларда субклиникалық желінсаудың таралуы жеткілікті жоғары болды, ол 27,2%-ды құрады. Біз салыстырмалы әдіс ретінде Delaval mastitis test, Ke№test компаниясының тесттерін қолдану арқылы сүттегі соматикалық торшалар шекті мәнін анықтадық, бұл мән 1 мл сүтте 100 мыңнан асатын соматикалық торшалар болып табылады. Алынған сүттің сорттығы мен оның технологиялық қасиеттері негізінен сүттегі соматикалық торшалар санына және сүттегі антибиотиктердің қалдық мөлшеріне байланысты. 62 сүт үлгісін антибиотиктер мөлшерін талдау нәтижесінде 10 үлгіде минималды рұқсат етілген антибиотиктердің келесі түрлері анықталды: хлорамфеникол (5 үлгіде), стрептомицин (4 үлгіде), тетрациклин тобы (1 үлгіде), β-лактам тобы (анықталмаған), сүттің жинақтық үлгілерінде антибиотиктердің қалдық мөлшері табылмаған. Ескерту керек, сүттегі антибиотиктердің қалдық мөлшерінің артық болуы сүттің сапасын төмендетеді, мұндай сүт өнімдерін стандарт талаптарына сай емес пайдалану адамдарда, әсіресе балаларда аллергиялық ауруларды тудырады.
Біздің зерттеуімізде үлгі ретінде сүт безінің секрециялары, жағындылар, қынаптың кіреберісінен алынған экссудаттар пайдаланылды, осы биологиялық материалдардан алынған ДНҚ Staphylococcus aureus, Escherichia coli ПТР детекциялау әдісімен анықталды. Клиникалық және субклиникалық желінсауды емдеу хаттамаларын талдау қазіргі уақытта көптеген шаруашылықтарда антимикробтық препараттардың малдың ағзасында бар микроорганизмдерге назар аударылмай, қолданылатынын көрсетеді. Белгілі бір микроорганизмдердің циркуляциясын зерттеу фермада ветеринарға тиімді емдеу хаттамасын жасауға мүмкіндік береді және емдеу схемаларының терапевтік тиімділігін арттырады. ПТР балау әдісі сүттегі клиникалық материалдардан Staphylococcus aureus және E. coli түрлерін анықтауға мүмкіндік береді. Ішек таяқшаларын зерттегенде, сәтті амплификация E. coli популяциясының бар екенін, оның антибиотиктерге төзімділікпен байланысты биоқабық түзетіндігін жанама түрде дәлелдейді. 
Диссертациялық жұмыста зерттеу жүргізілген сүт фермаларында клиникалық желінсауды, субклиникалық желінсауды емдеуге түрлі емдеу хаттамалары қолданылды. Атап айтқанда, «Байсерке-Агро» сүт фермасында голштеин тұқымдас жоғарғы өнімді сиырларда субклиникалық желінсауды емдеуге цефтонит форте антибиотигі қолданылды. Сиырларда клиникалық және субклиникалық желінсауларда, маңызды этиологиялық фактор, патогенді микроорганизмдердер, олардың әсерінен болатын интоксикация, қабыну үрдісінің күшеуюі болып табылады. Сондықтан, емдеу нобайының бірінші күні қолданылған препарат, Цефтонит Форте, әсер ету механизмі, қабыну жүріп отырған органда антимикробтық әсер беруі. Антибиотик қолдану желінсауды емдеудегі негізгі компоненттердің бірі, шартты патогенді микробтордың өсуін тоқтады. Субклиникалық желінсауды емдеуге қолданған екіші препарат, флунекс – ол қабынуға қарсы, ауырсынуды бәсеңдетеді, ыстықты басады, жергілікті қабыну болып жатқан органда интоксикация деңгейін төмендетеді. Флунекс препаратын бұлшық етке ектік және тез арада қанға сіңіп, организмде терапевтік концентрацияда болады. Желінсауларда емдеуде тез және жоғарғы дәрежеде емдік қасиеттерін көрсететін препараттар, тікелей сиыр желінінің емшегіне енгізетін препараттар. Осы мақсатта, субклиникалық желінсаумен ауырған сиырларға үрпіне Мастит-Форте препаратын жылытып, жоғарғы қысыммен емес, ақырындап енгіздік. Препаратты қолданар алдында, сиырды сауып тастадық, себебі осылай препарат қабыну ошағында көп мөлшерде, концентрациясы жоғары болып, емдеудің жақсы нәтижесін көрсетеді. Препараттың құрамына енетін амоксициллин тригидраты, пенцилин қатарына жататын жартылай синтезделіп алынған антибиотик болып табылады. Аталған антибиотиктің антимикробтық қасиеті кең және грамм оң және грамм теріс микроорганизмдеріне қарсы әсері жоғары, соның ішінде келесі патогенді микроорганизмдерге қарсы әсер етеді: Actibacillus spp., Actimyces spp., Bacillus spp., Bacillus anthracis, Clostridium spp., Corynebacterium spp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia coli, Haemophilus spp., Leptospira spp., Listeria spp., Listeria mocytogenes, Pasteurella spp., Proteus spp., Proteus mirabilis, Salmonella spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp. Сондықтан, субклиникалық желінсауда патогенді микроорганизмдерді жою мақсатында амоксицеллин препарат қолданылды. Қолданылған нобай бойынша емдеу курсы 6 күнге созылды және емдеу оң нәтижелер берді. 
 «Амиран» сүт фермасында клиникалық желінсауды емдеуге цефтонит, мастимицин, анальгин препараттары қолданылды, алғашқы екі препаратың әсері антимикробтық препараттар, анальгин ауырсынуды басады. Клиникалық желінсаулар жиі ауырсынумен сипатталады, желін ішіндегі қысым жоғары болады, жергілікті температура көтеріледі, интоксикация үрдісі жүреді. Осы сүт фермасында субклиникалық желінсауды емдеуге арналған нобай құрамында тек екі антимикробтық препараттар болды, олар – цефтонит және мастимицин. Сүт фермаларында, желінсауда, гинекологиялық патологияларда  жиі қолданылатын препараттар, анибиотиктер. Қабыну үрдісін басатын, ондағы патогенді организмдерге қарсы әсерін беретін бірден бір препарат антибиотиктер немесе басқа да антимикробтық препараттар. Өндіріс жағдайында ескерілмейтін бір фактор, ол осы шаруашылық жағдайында қандай патогенді микроорганизмдер циркуляция жасап жүр, олардың патогендік қасиеттерін анықтамау және осы патологияларда антимикробтық препараттарды фронталды қолдану, олардың микробиологиялық қасиеттерін анықтамай жұмыс жасау. Сондықтан, диссертациялық жұмыста алғаш рет клиникалық желінсаулар  кезінде ауырып тұрған сиырлардан сынамалар алынып, олардан ДНҚ бөлініп алынды. Шартты патогенді микроорганизмдерді идентификация жасау үшін клиникалық материалдарда келесі микроорганизмдердің Staphylococcus aureus,  Escherichia coli бар немесе жоқ екенін анықтау үшін  мультиплекстік ПТР әдісі қолдаылды. Клиникалық материалда Staphylococcus aureus патогенді агенті бар екенін анықтау үшін осы микроорганизмнің геномының консервативтік бөлігінде орналасқан NUC геніне арналған тура және кері праймерлері қолданылды, егер зерттеу материалында Staphylococcus aureus бар болған болса мультиплекстік ПТР нәтижесінде ұзындығы 458 ж.н. тұратн амплификат электрофореграммада пайда болды. Клиникалық материалда Escherichia coli микроорганизмін детекция жасау үшін оның геномының консервативтік бөлігіне арналған fimH геніне арналған тура және кері праймерлерін пайдаландық. ПТР нәтижесінде, зерттеу материалында Escherichia coli бар болған жағдайларда ұзындығы 508 ж.н. тұратын амплификат электрофореграммада пайда болды. Осы мультиплекстік ПТР балау әдісінің артықшылығы, жылдам зерттеу материалында зерттеп отырған патогенді агенттің бар немесе жоқ екенін көрсетеді, екіншіден Escherichia coli таяқшасының бар және оның биопленка түзеу қасиетінің бар екенін көрсетті, ол деген сөз бөлініп алыған Escherichia coli антибиотике төзімділік қасиеті бар. 
 











ҚОРЫТЫНДЫ

1. «Байсерке-Агро» сүт фермасында  SELL генінің локусы бойынша 199 бас, «Амиран» сүт фермасында MX1 ген локусы бойынша 196 бас, BRCA1 ген локусы бойынша 181 бас, CXCR1 c.+291C>T полиморфизмі  бойынша 42 бас,  CXCR1 c.+1093С>T полиморфизмі  бойынша 131 бас сиырлардың генотиптері анықталды. Барлық ген локустары бойынша зерттеу популяциясындағы сиырларда генетикалық полиморфизм болды, атап айтқанда SELL гені бойынша ТТ (20,16 %), СТ (44,18%), СС (35,66%), MX1 гені бойынша ТТ (12,19%), СТ (29,27%), СС (58,54%), CXCR1 c.+291C>T полиморфизмі  бойынша ТТ (11,91%), СТ (33,33%), СС (54,76%), CXCR1 c.+1093С>T полиморфизмі  бойынша ТТ (46,56%), СТ (51,15%), СС (2,29%). Осылайша, субклиникалық желінсауға ең төзімді сиырлар MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T ген локустары бойынша аралас генотипі бар CTCTCT, CTTTTT, CCCTCT, TTTTCC, CTTTCT сиырлар болды, зерттеу барысында оларда желінсауға субклиникалық формалары кездеспеді.
2. Амиран» ЖШС  зерттеу тобындағы сиырларда  TLR6 генінің локусының  генетикалық полиморфизмі анықталып, оларда үш генетикалық нұсқалардың таралуы: гомозиготалы ТТ  (95,85%),  гетерозиготалы СТ және  гомозиготалы СС генотиптердің жиілігі бірдей, 3,06% құрады. Аталған шаруашылықта BRCA1 генінің локусы бойынша 94 ДНҚ үлгісі генотиптеліп, зерттеу тобындағы сиырларда генетикалық нұсқалардың таралуы гомозиготалы ВВ генотипі басым болды (49 бас, 51,52%), ал гетерозиготалы AB және басқа гомозиготалы АА генотиптері 39 (41,48%) және 6 (6,38%) бас құрады
3. «Амиран» сүт фермасында сиырларда сүт құрамындағы  соматикалық торшалар санын FOSSOMATICТМ қондырғысымен анықталды және сүт құрамындағы  соматикалық торшалар мөлшері 183 сиырдың 23 басында 100 мыңнан 300 мыңға дейін аралықта болды, 12 басында 300 мыңнан 500 мыңға дейін, ал 5 сиырда 500 мыңнан астам жасуша 1 см3 сүтте болды, соматикалық торшалардың саны физиологиялық мөлшерден  асқан сиырлардың үлесі 27,2%-ды құрады. Осылайша, алғашқы балау нәтижелері бойынша соматикалық торшалардың санын санау әдісімен 27,2% жануар субклиникалық желінсаумен ауыратыны анықталды. Әдеби деректерді талдай отырып, соматикалық торшалардың саны 100 мыңнан аспайтын жануарлар сау жануарлар тобына жатқызылды. Екінші және үшінші тексеру нәтижелері бойынша зерттелген сиырлар тобына ұқсас үрдіс байқалды, яғни сау сиырлардың үлесі сәйкесінше 75,3% және 79,3% құрады. Жалпы  жиналған сүттегі соматикалық торшалардың саны 1,0 мл зерттелген сүтте 428 мыңнан 443 мыңға дейін өзгереді.
4. Зерттеу тобындағы сиырлардың сүтіндегі антибиотиктердің: хлорамфеникол, стрептомицин, тетрациклиндер тобы, ß-лактамдар тобының қалдық мөлшеріне 62 сүт сынамаларында тексерілді. Алғашқы зерттеу нәтижелеріне сәйкес (n=24) оның ішінде 24 сиырдың  екеуінде хлорамфениколдың қалдық мөлшері анықталды, бір сиырда стрептомицин табылды, ал тетрациклиндер тобы мен ß-лактамдар тобының басқа екі антибиотиктерінің қалдық мөлшері анықталмады. Екінші  бақылау зерттеулері нәтижесіне сәйкес, барлығы 18 сынамалары тексерілді және бір сиырда стрептомицин антибиотигінің қалдық мөлшерінің жоғарылауы анықталды. Үшінші бақылау нәтижесінде сүт үлгілерінде келесі антибиотиктердің қалдық мөлшерінің рұқсат етілген нормадан асқанын көрсетті: хлорамфеникол (3 сынама), стрептомицин (2 сынама), тетрациклин тобы (1 сынама) болды.
5. «Амиран» сүт фермасында субклиникалық желінсаумен ауыратын сиырларды емдеу үшін келесі препараттар қолданылды: цефтонит, мастимицин, ал клиникалық желінсаумен (катаралды желінсау, іріңді желінсау) емдеуге антибиотиктер цефтонит, мастимицин және аурсынуды басатын 30% анальгин ерітіндісін қолдану, іріңді-катаралды желінсау және фибринозды желінсау бар сиырларға: интрацистералды - мастимицин, Д.Д. Логвинов әдісі бойынша желін үсті қысқа новокаиндік тежеу, тромбоциттердің аутоплазмасын 3,0 мл мөлшерде сүт безінің үсті кеңістігіне енгізу, жиі сауу. Аталған емдеу әдістерінің өндіріс жағдайында тиімді екені анықталды. Сиырларда клиникалық желінсауларды емдеу нәтижелерін көтеру мақсатында, ондағы микробтардың түрін, құрамын, патогендік қасиеттерін, антибиотикке төзімділігін бағалау үшін клиникалық материалдарда микрорганизмдерді Staphylococcus aureus,  Escherichia coli детекция жасауға мультиплекстік ПТР әдісін қолдану тиімді. 

























ТӘЖІРИБЕЛІК ҰСЫНЫС

Диссертациялық жұмысты орындау нәтижелеріне сәйкес өндіріске келесі тәжірибелік ұсыныстар жасалады:
1. Өндіріс жағдайларында голштеин тұқымдас сиырларында клиникалық және субклиникалық желінсауларға төзімділікке қабылетін болжау үшін ірі қара малындағы келесі гендердің MX1, CXCR1, c.+291C>T және CXCR1 +1093C>T SNP экзондық бөліктеріндегі SNP полиморфизмдерді ДНҚ маркерлері ретінде ПТР-РФҚП әдісімен зерттеп және нәтижелерін қолдануды ұсынамыз. Себебі субклиникалық желінсауға ең төзімді сиырлар MX1, CXCR1 c.+291C>T, CXCR1 +1093C>T ген локустары бойынша келесі кешенді генотиптері бар сиырларда болды:  CTCTCT, CTTTTT, CCCTCT, TTTTCC, CTTTCT, олар субклиникалық желінсаумен ауырмады.
2. Сүт фермалары жағдайларында клиникалық және субклиникалық желінсауларға балау жасау үшін дәстүрлі, клиникалық зерттеу, анамнез жинау, көру, сипап зерттеу, экспресс әдістермен қатар, сүт құрамындаы соматикалық торшалар санын FOSSOMATICTM қондырғысының көмегімен анықтауды және сүт сапасын зерттеу, сүттің технологгиялық жарамдылығын анықтау мақсатында сүт құрамындағы антибиотиктер қалдығын айына бір рет анықтауды ұсынамыз.
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Сурет Е.1 – Шаруашылықтан қан алу және ДНҚ бөлу барысы
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Сурет Е.2 – Зертханада ПТР жүргізу 
Қосымша Е жалғасы
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Сурет Е.3 – Шаруашылықта және зертханада сүт үлгілерін зерттеу 
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Сурет Е.4 – Сүттегі соматикалық торшалар мен антибиотик қалдықтарын анықтау
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Сурет Е.5 – Сүттегі құрамындағы соматикалық торшалар санын Fossomatic қондырғысымен анықтау
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Сурет Е.6 –DeLaval mastitis test жинағы арқылы экспресс әдісімен субклиникалық желінсауды балау әдісі
ТТ	SELL (n=129)  «Байсерке-Агро» ЖШС 
	MX1 (n=164)
 «Амиран» ЖШС	
	CXCR1, c.+291C	>	T
 (n=42)  «Амиран» ЖШС	
	CXCR1, +1093C	>	T
 (n=131)  «Амиран» ЖШС 	
	26	20	5	61	СТ	
SELL (n=129)  «Байсерке-Агро» ЖШС 
	MX1 (n=164)
 «Амиран» ЖШС	
	CXCR1, c.+291C	>	T
 (n=42)  «Амиран» ЖШС	
	CXCR1, +1093C	>	T
 (n=131)  «Амиран» ЖШС 	
	57	48	14	67	СС	SELL (n=129)  «Байсерке-Агро» ЖШС 
	MX1 (n=164)
 «Амиран» ЖШС	
	CXCR1, c.+291C	>	T
 (n=42)  «Амиран» ЖШС	
	CXCR1, +1093C	>	T
 (n=131)  «Амиран» ЖШС 	
	46	96	23	3	TLR6 (n=98)

TLR6 (n=98)
	ТТ	СТ	СС	92	3	3	

BRCA1 (n=94)

BRCA1 (n=94)
ТОО “Амиран”	АА	АВ	ВВ	6	39	49	

1,0 мл сүттегі соматикалық торшалар саны бар жануарлар саны
50 мыңнан аз жасуша	
 I -ші сынақтың нәтижелері, наурыз 2023 ж (n=147) 	II-ші тестілеу нәтижесі, сәуір 2023 ж (n=183) 	III-ші тестілеу нәтижесі, мамыр 2023 ж  (n=194) 	45	51	61	50 мыңнан 100 мыңға дейін 	
 I -ші сынақтың нәтижелері, наурыз 2023 ж (n=147) 	II-ші тестілеу нәтижесі, сәуір 2023 ж (n=183) 	III-ші тестілеу нәтижесі, мамыр 2023 ж  (n=194) 	62	87	93	100 мыңнан 300 мыңға дейін, субклиникалық желінсау 	
 I -ші сынақтың нәтижелері, наурыз 2023 ж (n=147) 	II-ші тестілеу нәтижесі, сәуір 2023 ж (n=183) 	III-ші тестілеу нәтижесі, мамыр 2023 ж  (n=194) 	23	31	31	300 мыңнан 500 мыңға дейін, субклиникалық желінсау 	
 I -ші сынақтың нәтижелері, наурыз 2023 ж (n=147) 	II-ші тестілеу нәтижесі, сәуір 2023 ж (n=183) 	III-ші тестілеу нәтижесі, мамыр 2023 ж  (n=194) 	12	6	4	500 мыңнан астам, субклиникалық желінсау 	
 I -ші сынақтың нәтижелері, наурыз 2023 ж (n=147) 	II-ші тестілеу нәтижесі, сәуір 2023 ж (n=183) 	III-ші тестілеу нәтижесі, мамыр 2023 ж  (n=194) 	5	8	5	
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050010, Pecnymika Kasaxcras, . AnMasi, np. AGas, 8
E-mail: info kjic@kaznaru.cdu.kz

TPOTOKOJI HCTILITAHMI

Baxmvumk:  KaHAUY. 3anenyioutuit Kadepsi (AKYIepeTsa, XHPYPriH H GHOTEXHOTOTHH
'BOCTPONIBOZCTBA XHBOTHEX) VerGexos E.C.

Hanvenonanne o6pasua: JIHK Kopos romurmaicKoft opofst.

Pernerpaunonnsi nomep: Ne 173-21.

‘OGosnauenne o6pasua: 200 obpasua JTHK.

Jlara noctynaemns: 12.04.2021 1.

Tiata nponexenns wenbrrama: 30.09.2023 r.

Bun wensrramuit: TLP-TJIPO anamis dparventa reos L-Selectin, MASP2, CATHL? y
'KOpOB FOMUITHHCKOM OPOTE

HJI na merox wembrramiii: Tpixas MCX Pecy6maks Kasaxcras or 14 anpens 2015 roza e
3-2/331. 3aperncrpposai B Munkcrepcrse jocTiin Pecny6maki Kasaxcras 20 mag 2015
rona Ne 11092.
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"PeayIBTATH reHOTHIHPOBaHHS KOPOB roMIITHHCK0M 10post TOO_«Baicepke-Arpo» o
nokycan renop L-Selectin, MASP2, CATHL2

T | Muene | L-Selectin gene MASP2 gene CATHIZ gene
wn
T 9252 E T GG
2 912 - i GG
3 9237 cC ™ GG
1 9088 G T GG
5 9347 cC ™ GG
6 9260 cc - GG
7 9235 cc ™ GG
8 9247 - - GG
9 9174 cc - GG
10 9245 ™ GG
il 9258 CT: T GG
2 9279 5 i GG
13 9284 cC ™ GG
7] 9242 cC T GG
is 9271 cr T
16 9336 7 ™
17 9274 " ™
18 9220 i T
19 9200 o T
20 9294 B T
21 9277 3 70
2 213 T T
23 9221 cC T





image22.png
p7) 9308 T T
25 9249 CT T
26 9310 cC T
27 9273 cc T,
28 9272 B T
29 9291 cC T
30 9216 CT T
31 9137 - T
32 9282 - T
33 9181 o T
34 7070 T
35 3046 cc T
36 6082 cC i
37 5239 cC T
) 233 A T
39 7250 & 74
40 55 & T
a1 4023 B T
a 7178 - T
43 7104 T T
a4 144 cr TL
a5 7091 cT T
46 213 cT T
a1 5090 5 D
a8 255 - T
49 6250 cC T
50 5182 T ™
51 5075 - T
52 7075 BT T
53 5112 () i
54 3908 T s
55 8084 - ™
56 4343 - ™
57 5182 - I,
58 8064 - T
59 6184 B v
60 3911 cT T
61 111 o ™
62 6073 B o
63 548 cC T
64 5193 T T
65 6184 - T
66 18052 B T
67 6074 T ™
68 1036 - T
69 6345 - ™
70 8742 - T
7 8083 [ T
7 6312 - T
7 851 CT T
74 8011 cr g0
75 4046 - T
76 5084 i T
7 7l - T
7 6380 - giig





image23.png
75 5158 - Nid
80 7143 z T
81 189 : i
8 8017 3 T
) 7310 oF T
84 7204 cT T
85 7128 : fi
86 8070 z

87 7021 i

88 7016 T

89 8027 .

%0 7270 5

S1 7076 :

92 6366 CT

93 6016 2

94 5153 -

95 6235 CT

9 8043 T

97 1243 CT

98 7 z

% 6178 S

100 6074 CT

100 9019 T

102 6266 cr

103 4176 cT

104 6027 cT

105 6298 cr

106 9104 cr

107 619 T

108 7589 i

109 4005 cr

110 9103 5

11 8022 [ory

12 7302 cT

113 8249 cr

i} 5138 T

115 8187 cC

116 18020 cr

117 18030 ™

118 4079 =

119 18007 cC

120 8230 :

121 8172 5

122 5000 ;s

123 | Tiostop 7270:90 cC

124 oIl cC

125 9160 cC

126 7341 s

127 190 T

128 8055 er

129 7258 i

130 9027 cC

131 6279 2

132 8006 cC

133 9153 cr





image24.png
T34 T8 <9
135 2491 T
136 3068 cc
137 9093 T
138 9126 cC
139 6353 T
120 18026 cC
1a1 9095 ¢
142 8082 :
143 5096 :
144 141 .
145 7041 o
146 7292 cC
147 6233 CT.
148 3013 cc
149 7066 cC
150 3069 o
151 7525 T
152 9099 oF
153 7182 C
154 4086 CT
155 9144 cr
156 9073 :
157 042 cr
158 8168 cT
159 8208 cC
160 7298 cT
161 18021 cr
162 8227 cr
163 7586 cr
164 7175 cT
165 7337 cT
166 9049 cC
167 9175 cC
168 8065 T
169 7020 cT
170 9161 cC
170 1250 -
7} 180045 T
173 4067 C
174 7049 ™
175 7353 [
176 4197 cT
177 8051 cC
178 4030 cc
179 8028 T
180 4032 5
181 5108 ()
182 8052 cC
183 8067 ™
184 7210 ™
185 18068 cC
186 8072 cT
187 7424 ™
188 18053 ™





image25.png
189 4017
190 4082
191 9087
192 7305
193 5146
194 7024
195 5126
196 5128
197 7559
198 6342
199 9001
200 66
Menonumrens
PhD noxropant K.Y. Mycauosa
JTtupexrop KAMLL H.T. CansiSacn

TIPOTOKO PACNPOCTpANSETER TOMBIO Ha 0GAIIL, NONBEPIHYTHE K HCNLTARAIM
IlepereuaTica NPoTOKoa TACTHHAS HAM NOTNAS AMPEMEna 6€3 PAIpeMenHs TA6OPATOPHI
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JiaGopaTopust «3eienan GHOTEXHONOMS H KIETOUHAR HIKEHEPHSD
050010, PecnyGia Kasaxcras, r. Anmatsy, np. AGas, 8
E-mail: info.kjic@kaznaru.edukz

TIPOTOKOJ! MCIILITAHH#

Saxasum: KosHAMY. 3anenylouui kadeapst «AKyIepersa, XHpYpri  GHoTeXHOMOMMH
BOCIPOIIBORCTBA XanpoTHAX) Y cenekon E.C.

Haumenopanne oGpasua: JHK Kopos ronurrrcKol mopozs:.

PerneTpaunonnsiii nowep: No 173-21

OGowmaenne ofpaana: 211 oGpasuon JHK.

Jlaa noetynemns: 12.04.2021 r.

Tiara npoBenemns memsranmii: 30.09.2023 1.

Bax wensrramuii: TTLP-TIP® anames ppanuena resos MX 1, CXCR1, BRCAI, TLR6 y
KOpOB FOIITHHCKOH TIOPOMB!

HJI na meTon Henwrranmii: lpuxas MCX Pecny6mikn Kasaxcran ot 14 anpens 2015 rona Ne
32/331. Japerncrpuposas » Mumucreperse tocTHIH PecnyGmakn Kasaxcran 20 Masx 2015
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Venopis oxpy#atomel cpei: Teunepatypa 21,5 °C; OTHOCHTENsHAR B1RAHOCTS 41 %.
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ATATURK UNIVERSITY
VETERINARY FACULTY DEAN

CERTIFICATE

23.06.2023
To whom it may concern

This is to cerify that: Zhadyra Muslimova from Kazakh National Agrarian Rescarch University
held an internship at the Atatdrk University, Faculty of Veterinary this work was carried out within

the framework of the project of the Mini of Science and Higher Education of the Republic of
Kazakhstan «Development of molecular genetic methods for detecting latent mutations in cattle and

managing the process o hereditary anomalics», AR09057988. The internship was held
from 19.06.2023-25.06.20

s

Prof. Dr. Yavuz Selim SAGLA)
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KA3AKCTAH PECITY BJIMKACHI PECHYBJINKA KAZAXCTAH
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©HEPTABBICKA / HA H30BPETEHHE / FOR INVENTION
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(54)  Ipi xapa vansita CXCRI rew noxycs: Gofisusa renorwis ITTP-POYT Taniay aicimen ansikray Tacini
| ClI0COB TeHOTHIHpOBAIS KpYTHOTO POTATOTO CKOTA 110 f0Kyey rena CXCRI erozom MLIP-TIP® anannsa
Method of cattle genotyping by the CXCRI gene locus by PCR-RFLP analysis method

«Ka3aK YITTHIK arpapikik 3pTTeY YHBEPCHTETi» KOMMEPUHATHIK €MeC aKUMOHEpIIiK Koramii (KZ)
Hexommepueckoe  akioneproe obmectso «Kasaxckuli Haumonansuili arpapmili - Hecneonatenbekuit |
yuisepeuren» (KZ) 8
‘«Kazakh National Agrarian Rescarch University» Non-profit Joint Stock Company (KZ)

VeenGexos Ecenran Cepukosu (KZ) Ussenbekov Yessengali Serikovich (KZ)

Mycmvosa Kasipa Yampoexksiss (KZ) Muslimova Zhadyra Umirbekkyzy (KZ)

‘Bivenosa Kanar KoaumGaiixss (KZ) Bimenova Zhanat Zholshybaykyzy (KZ)

Axmetona Moawup CeliaxGaposna (KZ) Akhmetova Moldir Scidakbarovna (KZ)
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Busbex Jlana Bextackuan (KZ) Ziyabek Dana Bektaskyzy (KZ)

Xycausos Jlawup Mitkzarosiu (KZ) Khussainov Damir Mikdatovich (KZ)

UK xon ko
Toannearo SLIT
Signed with EDS.

¥ arrruK susTiepaix semix wicriTy I PMK qwpercrops
Tlupextop PITI «Haumonasinuti HCTHTYT WHTe UIeKTyanbHOR COBCTRCHOCTIY.
Director of RSE «National institute of intellectual property»
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(54)  Tlomiepas ik TiaGek peaKIuIsCKIMEH KIMMHKATLIK MaTepiania Escherichia coli marorenzik arentin aubikray Tocizi
Ciioco6 actexuni narorenoro arcita Escherichia coli b kniiteckos MaTepitaie MeTofoM NOTMMEpazHOf Leriofi
peaktum
Method for detecting Escherichia coli pathogenic agent in clinical material by polymerase chain reaction method
VeenGexon Ecenran Cepukonira (KZ)

Ussenbekov Yessengali Serikovich (KZ)

Veeneron Ecenrami Cepikoir (KZ) Ussenbekov Yessengali Serikovich (KZ)
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Signed with EDS Y. Ospanov
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h Director of RSE «National institute of intellectual property»
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TIOTMEpaIBIK TI3GeK PeaKIMCHMEH KIHHIKATHK MATCpHAL1a StaphylocOCcus aUreus NaTOTCHIK areHTiH aHHKTay Tocii
Cnoco6 ieTeium natoreioro arciTa Staphylococeus QuFCUs B KINMICCKOM MITCPHATE MCTOTOM MOTHMGPASHOft emHoli

peasut
Method for detecting Staphylococcus aureus pathogenic agent in clinical material by polymerase chain reaction method

Veentexos Ecenram Cepixorirt (KZ)
Ussenbekov Yessengali Serikovich (KZ)

Yeenexon Ecenran Cepuonis (KZ) Ussenbekov Yessengali Serikovich (KZ)
Myenvosa HKansipa YsmpGexscuizst (KZ) Muslimova Zhadyra Umirbekkyzy (KZ)
Keukaiizap Apwas KernicGaiiyis (KZ) Zhylkaidar Arman Zhetpisbayuly (KZ)
KachGexosa lkmapa Huxonacasa (KZ) Kassymbekova Shynara Nikolayevna (KZ)
Busbex Jlana Bexracksizst (KZ) Ziyabek Dana Bektaskyzy (KZ)

Cepuon Amvac Ecenramyms (KZ) Serikov Almas Yessengaliuly (KZ)

Xycannos Jlavup Mukzarosirs (KZ) Khussainov Damir Mikdatovich (KZ)
MavGernasapos Avanrexn BucenGacsus (UZ) Mambetnazarov Amangeldi Bisenbacvich (UZ)
Xyzaspos Pyctan I0cynosis (UZ) Khudayarov Rustam Yusupovich (UZ)

DK Kont Koiibuist
Tomicario ST E. Ocnarion
Signed with EDS Y. Ospanov.

YT 3sTKEpiK MeniK mHCTHTYTED PMK Apextopst
Jlupextop PITI «HaLHOATENbIii HHCTHTYT HITELICKTYaTbHOI COBCTREHHOCTI
Director of RSE «National institute of intellectual property»





image37.png
PECIYBJIMKA KA3AXCTAH

REPUBLIC OF KAZAKHSTAN

MNMATEHT
PATENT

Ne 36469

OHEPTABBICKA / HA N30BPETEHHE / FOR INVENTION

@1)  2022/0509.1

(22) 22082022

45) 17.112023
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KitHarst

Hafop npaiiMepoB AUis reHOTHITHPOBANIIS KPYIHOTO POFATOro ckoTa Mo fokycy rena TLR6 Merozon TILP-IP®
anamna

Set of primers for cattle genotyping by the TLR6 gene locus by PCR-RFLP method analysis
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PhD pokTopasik anceeprauns opbinaay 6apbIChIHAA AAbIHFAH HITHAKeEPAI
OKY mpoueciHe eHrisy Typaabl
AKTICI

Kasak ¥ITTEIK arpapiibIK 3epTTey yHHBepCHTeTiHiH gokTopanTs XK.Y. Myciumosa
«Cubipnapna  xenincayra  pesucrentrinik JIHK — mapkepnepi skoHe — omapast
MAEHTHGUKAUMS kacay» TAKbIDBIOBIHAA KA3BUIFAH  [AMCCEPTAUMA  IKYMBIChIHBIH
HaTxenepi LlokapiM yHuBepcuTeTiHiH «BeTepuHapus» kadepackIHEIH OKy YpAiciHe ‘
eHTi3inren.

JK.Y. MycnumoBa ucCepTaIHAIIBIK JKYMBICBIHBIH MaTeprainapsl «BerepuHapisik
aKyIeplliK aHe FHHEKOIOrHs» JKaHe KAKyLIEep/IiK iCTe AMarHoCTHKAIIBIK eMIey XiH KaHe
QB ATy[BIH 3aMaHyH oficTepi» moHAepi GoiibiHia, BeTepunapus MaMaHIBIFBIHBIH
CTyJEHTTepiH, MArHCTPAHTTAPbIH, JOKTOPAHTTAPEIH JagpiaybIH OKY YPAiCiHAe, FhLIBIMU
3epTTey JKyMBICTAPbIHAA, [oPiC OKBIFAH/IA, 3ePTXAHANBIK XKHE TOXipGHeNik cabakTaps!

JKYpri3reHie KonaHbLIabl.

BeTepuHapHs jaHe aybUl IIapyallbUIBIFEL Z.
3epTTey MeKTeGiHiH (eKaHB, B.F.K. &%~ HX.Ecenrynosa
«BeTepnHapisa» KadeApackHBI

meHrepymwici, PhAD A E. AxmeTxaHoBa
«BeTepnHapHs» KaeapacsIHbIH

ara oKbITyLBICE, PhD c /ﬂ A.M. MypatGaen
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KO ayarma samnss Mypartex X, Kasax ITIsic arpapmik ocprrey
yutsepcaerinin PhD zokTopais. Mycamiosa K.Y. 2023-2024 umiap
Spamarutiza. dBaflcepre-Arpor KUICTa _«Cuiiprapaa _esiscayra
esserenrriix JIHK Mapkepiepi xame OTGTS ACHTIIKGI £acay»
oropmx | AWCCCPTIIS TAKNpHOW GO FHMMH_SGpITEY

Erapast Jypry GapHCHIIAR, CHATAPIHI KETHCaYHI eXACy AciH

WapYAALKKR EHriSY AKTHCH.

Citpnapaui_ Kexiucayin o€y SuiCTEpin  WapyaMIHKKA.
iy xaTTaMacet: CYGKINHKATHK XeTiHCayMeH YWPATHH CRMPIAPIR
ey Y CHMPIAPTY MTPAHCTEPHATIH — MACTINGIIIL 9p KRR
Gonirine 3 Kyn | Amuataw, wenimmi Texeyre 100 Mx 025%-0.5%
Hososaizs 2 per 48 carar spamiiknen 3 Mn_TpOGOUHTTEpiK
ayronnsswacan apanscraipoim /UL Jlorsinkon axici Gofiumuna ey Sesiik
Yeri xenfcririse enriy.

Soraphza _ Kopceriaren  XaTrawanarw _ewaey _HoGaifi
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