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НОРМАТИВТІК СІЛТЕМЕЛЕР
Бұл  диссертациялық  жұмыста  мемлекеттік  стандарттар  мен  құжаттарға сілтеме жасалды:
· ISO 14461-1:2005 / IDF 169-1 – Сүт және сүт өнімдері. Микробиологиялық зертханаларда сапаны бақылау. 1-бөлім. Колониялар санын санау кезінде талдаушының жұмысын бағалау.
· ISO 14461-2:2005 / IDF 169-2 – Сүт және сүт өнімдері. Микробиологиялық зертханаларда сапаны бақылау. 2-бөлім. Параллель Петри табақшаларында егу және кейінгі сұйылту сатылары кезінде колониялар санын санаудың сенімділігін анықтау.
-МУК 4.2.1890-04. Микроорганизмдердің антибактериалды препараттарға сезімталдығын анықтау бойынша әдістемелік нұсқаулар. 
-CLSI M02 Ed14. Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests, 14th Edition. Бұл стандарт антибактериалды дискілік сезімталдықты анықтауға арналған әдістемелерді және сапа бақылау.

-ISO 10993-2:2022 стандарты «Медициналық мақсаттағы бұйымдардың биологиялық бағалауы — 2-бөлім. Жануарлардың әл-ауқаты туралы талаптар».
-ISO/TS 17518:2015 — Медициналық зертханалар — Биологиялық материалдарды бояуға арналған реагенттер — Пайдаланушылардың реагенттерді бағалауы.
-№ 407-IV Қазақстан Республикасының «Ғылым туралы» Заңы. 18.02.2011 ж.

-  Қазақстан Республикасы Білім және ғылым министрінің 2011 жылғы 31 наурыздағы №127 бұйрығымен бекітілген Ғылыми дәрежелерді беру Ережесі.

- ҚР МЖМБС 20.06.2022, №2 бұйрық. -Қазақстан Республикасының Мемлекеттік жалпыға міндетті білім беру стандарты. Жоғары оқу орнынан кейінгі білім. Докторантура.

- МЕМСТ 2.105 - 95 Конструкторлық құжаттардың бірыңғай жүйесі. Мәтіндік құжаттарға жалпы талаптар.

- МЕМСТ 2.11-68 Конструкторлық құжаттардың бірыңғай жүйесі. Норма бақылау.

- МЕМСТ 6.38-90 Құжаттаманың сәйкестендірілген жүйесі. Ұйымдық-өнімділік құжаттаманың жүйесі. Құжаттарды рәсімдеу талаптары.

- МЕМСТ 7.32-2001. Ғылыми-зерттеу жұмысы туралы есеп. Рәсімдеу құрылымы мен ережелері.

- МЕМСТ 7.1-2003. Библиографиялық жазба. Библиографиялық сипаттама. Жалпы құрастыру талаптары мен ережелері.

- МЕМСТ 21507-81. Анықтаулар мен терминдер.
АНЫҚТАМАЛАР

Пробиотик - адам денсаулығына пайдалы әсер ететін микроорганизмдер, әдетте, бактериялар немесе ашытқылар. Олар ішек микрофлорасын реттеуге көмектеседі, ас қорыту жүйесін жақсартады және иммундық жүйені нығайтады. Пробиотиктер әдетте йогурт, кефир, пробиотикалық қоспалар сияқты тағамдарда кездеседі.

Ферменттелген кебек – бұл кебек, яғни дәннің сыртқы қабаты, арнайы ферменттік процесс арқылы өңделген өнім. Ферменттеу барысында кебек құрамындағы күрделі көмірсулар мен басқа да қосылыстар қарапайым заттарға айналады, бұл оны ас қорыту үшін жеңіл әрі пайдалы етеді.

Антимикробтық белсенділік - бұл микроорганизмдердің (бактериялар, вирустар, саңырауқұлақтар және басқа патогендер) өсуін немесе олардың әсерін тоқтату қабілеті.

Антибиотикалық белсенділік - бұл микроорганизмнің (негізінен бактериялардың) антибиотикке қарсы жауап беру қабілеті, яғни антибиотиктің микроорганизмнің өсуін тежеу немесе жою әсері.

Адгезия (жабысу қабілеті) – бактериялардың адам немесе жануар организмінің эпителиальды жасушаларына жабысу қабілеті. Бұл қасиет пробиотиктердің ішекте ұзақ уақыт тұрақтап, тиімді әсер етуі үшін өте маңызды.

Консорциум - бұл бір немесе бірнеше сүтқышұылды бактериялардың жиынтығынан құралған ұйым немесе зерттеу топтарының өзара ынтымақтастығы мен бірлескен әрекеттері үшін құрылған құрылым.

Скрининг- бұл сүтқышқыл бактерияларының (Lactobacillus және басқа да сүтқышқыл бактериялары) деңгейін немесе белсенділігін тексеруге бағытталған зерттеу. Бұл скрининг ішек микрофлорасын бағалауға, асқазан-ішек жолдарының денсаулығын бақылауға, сондай-ақ пробиотикалық терапияның тиімділігін бағалауға қолданылады.

Гистологиялық зерттеу – тіндердің микроскопиялық құрылымын зерттейтін әдіс. Ол мүшелер мен тіндердің құрылымдық өзгерістерін анықтауға, жасушалық деңгейдегі патологиялық процестерді бағалауға мүмкіндік береді. 

Микробиота – адам немесе жануар ағзасында тіршілік ететін барлық микроорганизмдердің жиынтығы. Микробиотаның тепе-теңдігі денсаулыққа әсер етеді; пробиотиктер осы балансты сақтауға көмектеседі.
Колония – қоректік ортада өсірілген, бір типтегі бактериялардан құралған көрінетін топ. Бір штаммның өсуін сипаттауға қолданылады.
Штамм – белгілі бір түрге жататын, бірақ бірегей генетикалық немесе фенотиптік қасиеттері бар микроорганизмдердің популяциясы. Пробиотик ретінде қолданылатын сүтқышқылды бактериялар жеке штамм ретінде сипатталады.
БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	АҚЖ
	ас қорыту жүйесі

	СОД
	супероксиддисмутаза

	ОЖЖ
	орталық жүйке жүйесі

	GSH
	глутатион

	LAB
	сүт қышқылы бактериялары

	EPS
	экзополисахоридтер

	ПТР
	полимеразды тізбекті реакция

	БАА
	бауырдың алкогольдік ауруы

	АДГ
	ацетальдегиддегидрогеназа

	АЛДГ
	альдегиддегидрогеназа

	AЛТ
	аминотрансферазасы

	АСТ
	аспартат аминотрансферазасы

	ТГ
	триглицеридтер

	ЖХ
	жалпы холестерин

	ҚҚС
	құрғақ қоректік сорпа

	ISTD
	ішкі стандарт әдісі

	КТБ
	колония түзетін бірлік

	ЛПНП
	липопротеиндер


КІРІСПЕ
Жұмыстың жалпы сипаттамасы
Жұмыс барысында сүтқышқылды бактериялардың антагонистік және адгезивті белсенділіктері жоғары, сонымен қатар антибиотикке төзімді микроорганизмдер бөлініп алынып, консорциумдар құрылды. Бұл консорциумдардың асқазан-ішек жолдарының қызметін және құрсақ қуысындағы бауырдың қалыптылығын ынталандыратын белсенділіктері анықталды. Алкогольмен зақымдалған бауырды түзету мақсатында, іріктелген белсенді сүтқышқылды бактерияларды қолдана отырып, ферменттелген кебекке енгізу арқылы өнім жасалды. Әзірлеген өнімді өндіріске енгізу жұмыстары қазіргі уақытта басталып, іске асырылуда.

Зерттеу тақырыбының өзектілігі
Құрсақ қуысындағы бауырдың ұйымдасу құрылымындағы өзгерістерді пробиотикалық ферменттелген кебекпен түзету өзектілігі ас қорыту жүйесінің бұзылуына байланысты түрлі аурулардың алдын алу және түзету ретінде маңызды. Пробиотикалық ферменттелген кебек ішек микрофлорасын реттеп, ас қорыту жүйесінің жұмысын жақсартады, иммунитетті нығайтады және ағзадағы қабыну процестерін төмендетеді. Бұл әдіс денсаулықты жақсартуға және метаболизмді қалыпқа келтіруге ықпал етеді.

ДДСҰ 2025 ж мәліметі бойынша келесі мәліметтер анықталған: Қазақстан бойынша құрсақ қуысындағы бауырдың ұйымдасу құрылымындағы ауруларының эпидемиялық деңгейі, мысалы бауырда алкогольдік цирроздың туындауы соңғы 5 жылда 27%-ға өскен, ал қатерлі ісігінің дамуы 40% -ға артуы алкогольды тұтынумен тікелей байланысты болған; Қазақстан 190 ел арасында алкогольді қабылдау бойынша 50-55-орында болса, ал Орталық Азияда 1 орынға ие болған.  Осыған байланысты бауыр ауруларының келесі түрлері жиі кездеседі: цирроз, гепатит және қатерлі ісік; Алкоголь тұтыну әлемде жыл сайын 3 миллион адамның өліміне алып келген, ал қазіргі кезде 140 миллион адам алкоголизмнен зардап шегуде.

Алкоголь ағзаға енгенде бауырда өңделеді, бірақ оның токсикалық өнімдері, әсіресе ацетальдегид, бауырдың жұмысын бұзады. Сонымен қатар, алкоголь ішек микрофлорасына теріс әсер көрсетіп, патогенді микроорганизмдердің көбеюіне себеп болады. Бұл жағдай қоғамның денсаулығына, әсіресе бауыр ауруларының жиі таралуына әсер етуде.
Алкоголь – бауыр ауруларының негізгі себептерінің бірі болып табылады. Алкогольді үнемі және шамадан тыс тұтыну бауыр тіндерінде майдың жиналуына, яғни алкогольді стеатозға (бауырдың майлы дистрофиясына) әкеледі. Бұл өзгеріс уақыт өте келе алкогольді гепатитке, фиброзға, циррозға және тіпті бауырдың гепатоцеллюлярлық карциномасына (қатерлі ісікке) айналуы мүмкін [1].

Frazier және әріптестері алкогольді бауыр ауруларын емдеу тәсілдеріне шолу жасай отырып, бұл патологияның мультифакторлы сипатын көрсетеді. Олардың пікірінше, алкоголь бауырға тікелей уытты әсер етумен қатар, ішек микробиотасын бұзады, бұл өз кезегінде ішек-бауыр осінің (gut-liver axis) бұзылуына және эндотоксиндердің бауырға түсуінің артуына әкеледі. Мұндай жағдайлар қабыну реакцияларын күшейтіп, бауырдың зақымдану дәрежесін ауырлата түседі [2].
McClain және әріптестері өз еңбектерінде алкогольдің әсерінен болатын бауыр зақымдануының иммунологиялық механизмдеріне тоқтала келе, алкоголь бауыр жасушаларындағы цитокиндердің – әсіресе ісік некроздық фактор альфа (TNF-α) секілді қабыну медиаторларының – тепе-теңдігін бұзып, бауырда созылмалы қабыну процестерінің дамуына ықпал ететінін атап көрсетеді. Бұл цитокиндік теңгерімсіздік бауырдың құрылымдық және функционалдық бұзылуына себеп болады [3]. Осылайша, заманауи ғылыми зерттеулер алкогольді бауыр ауруларының дамуы күрделі патофизиологиялық процестерге негізделетінін көрсетіп отыр. Бұл процестерге май алмасуының бұзылыстары, цитокиндер деңгейінің өзгерісі, ішек микрофлорасының дисбиозы және иммундық жүйенің белсенділігі жатады. Сондықтан алкогольді бауыр ауруларын емдеу мен алдын алу кешенді, жүйелі тәсілді талап етеді.
Қазақстанда алкогольді тұтынудың жоғары деңгейде болуы, бауыр ауруларының алдын алу мен емдеу мәселелерін өзекті етуде. Бұл үшін сүтқышқылды бактериялар негізіндегі пробиотикалық өнімдер ішек микрофлорасын жағымды әсер етіп, қалыпқа  бауырдың қалпына келуіне көмектесуі мүмкін.

Қазіргі таңда пробиотикалық штамдардың адам денсаулығына оң әсері бұрынғыдан да айқын бола бастады. Азық-түлік, диеталық тағамдар, қоспалар мен дәрі-дәрмектер арқылы жиі жеткізілетін қауіпсіздік пен тиімділікке қатысты әртүрлі заңнамалық актілер дайындалған [4].  Пробиотиктер, жалпы айтқанда, иелерінің ішек микрофлорасын қалыпқа келтіріп, денсаулыққа әсер етеді және ішек экологиясын оңтайлы өзгертеді деп саналады [5]. 
De Baets және әріптестері жүргізген зерттеуінде Bacillus туысына жататын екі пробиотикалық штаммға молекулалық талдау жүргізіп, олардың ішек микробиоценозындағы тұрақты тіршілік ету мүмкіндігін сипаттады. Авторлар бұл бактериялардың ішек экожүйесінде мекен ету орны үшін патогенді микроорганизмдермен бәсекеге түсе алатынын және антагонистік әсер көрсететінін көрсетті. Бұл қасиеттер пробиотиктердің ішек дисбиозын қалпына келтірудегі маңызын айқындайды. Сонымен қатар, зерттеушілер пробиотиктердің тағамдық өнімдерде қолданылуын стандарттау мақсатында молекулалық саусақ ізі (fingerprinting) әдістерін ұсынды, бұл олардың биотехнологияда кеңінен қолданылуына мүмкіндік береді [6].

Лактозаға төзбеушілік жағдайындағы пробиотиктердің тиімділігі туралы маңызды мәліметтер de Vrese және оның әріптестері еңбегінде ұсынылған. Олар пробиотиктердің, әсіресе Lactobacillus пен Bifidobacterium тұқымдастарына жататын түрлерінің лактоза ферментін (лактаза) ыдыратуға қабілетті екенін дәлелдеді. Бұл штаммдар сүт өнімдерін тұтынғаннан кейінгі газ жиналу, кебу және іш өту секілді симптомдарды жеңілдетеді. Осылайша, пробиотиктер лактозаға төзбеушілікпен күресте биологиялық белсенді көмекші құрал ретінде қарастырылады [7].

Пробиотиктердің пайдалы әсерлерінің кең спектрі Parvez және оның әріптестері мақаласында жан-жақты сипатталған. Зерттеушілер пробиотиктердің иммундық жүйеге оң әсер ететінін, ас қорыту ферменттерінің белсенділігін арттыратынын және B тобы мен К витаминінің ішекте синтезделуін ынталандыратынын анықтады. Сонымен қатар, пробиотиктер ішек патогендеріне қарсы антагонистік әсер көрсетіп, ағзаның қорғаныс жүйесін күшейтеді. Бұл әсерлер пробиотиктердің функционалдық тағам ретінде ғана емес, сонымен бірге профилактикалық және терапиялық мақсатта қолдануға болатындығын айғақтайды [8].

Wilt және әріптестері пробиотиктердің лактозаға төзбеушілікке әсерін жүйелі шолу арқылы бағалап, олардың диеталық қосымша ретінде қолданылуы клиникалық симптомдарды айтарлықтай төмендететінін көрсетті. Авторлар пробиотиктердің ішек шырышты қабатының өткізгіштігін төмендетіп, лактозаға төзімділікті арттыру қабілетін ерекше атап өтеді. Бұл зерттеу нәтижелері пробиотиктерді арнайы медициналық диеталар құрамына енгізу қажеттігін көрсетеді [9].
Шендеров Б.А. өзінің еңбектерінде пробиотиктерді тек ішекке пайдалы әсер ететін микроорганизмдер ретінде емес, сонымен бірге метаболизмді, иммундық жауапты және жасушалық гомеостазды реттеуші факторлар ретінде сипаттайды. Оның пайымдауынша, пробиотикалық өнімдерді үнемі тұтыну арқылы эндогенді микрофлораны күшейтіп, ағзаның сыртқы зиянды әсерлерге қарсы тұру қабілетін арттыруға болады [10].

Ал Бондаренко В.М. және әріптестері ішек дисбиозы тақырыбына арналған еңбегінде ересектердегі дисбактериоздың даму себептері мен салдарын сипаттай отырып, пробиотиктерді емдік және профилактикалық құрал ретінде қарастырады. Олар ішек микрофлорасының тепе-теңдігін бұзатын негізгі факторлар ретінде антибиотикотерапия, дұрыс емес тамақтану және иммундық әлсіздікті атап көрсетеді. Пробиотиктердің бұл жағдайларда ішек микробиоценозын қалпына келтіру қабілеті жоғары бағаланады [11].

Халықаралық деңгейдегі зерттеулер де пробиотиктердің тиімділігін растауда. Ringel, Quigley және Lin пробиотиктердің гастроэнтерологиялық бұзылыстарды емдеудегі қолданылуына арналған шолуында, оларды функционалдық ішек ауруларында, әсіресе тітіркенген ішек синдромында (IBS), диарея мен қабыну ауруларында қолданудың артықшылықтарын сипаттайды. Авторлар пробиотиктердің ішек қабырғасының өткізгіштігін төмендетіп, ішек иммунитетін жақсартуға көмектесетінін, сондай-ақ ішек қозғалысын қалыпқа келтіретінін алға тартады. Сонымен қатар, түрлі штаммдардың әсері бірдей емес екенін және емдік тиімділік тек нақты пробиотикалық штаммдарға байланысты болатынын ескертеді [12].

Schröder және әріптестері жүргізген рандомизацияланған плацебо-бақыланатын зерттеуде Lactobacillus reuteri (DSM 17938) штаммының тыныс жолдары мен асқорыту жолдарының инфекцияларына әсері бағаланды. Зерттеу нәтижелері бойынша бұл пробиотикті үнемі қабылдаған жұмысшылар тобында инфекциялық аурулардың жиілігі мен ауырлығы айтарлықтай төмендеген. Авторлар пробиотиктердің иммундық жүйені модуляциялау арқылы жалпы денсаулықты нығайтуға қабілетті екенін көрсетті. Бұл дәлелдер пробиотиктердің тек ішек микрофлорасына ғана емес, тұтас ағзаның инфекцияларға төзімділігін арттыратынын дәлелдейді [13].

Пробиотиктер барлық негізгі жолдарда антиоксиданттық белсенділік көрсетеді, олар супероксиддисмутаза (СОД) секілді ферменттерді бөліп шығару арқылы жасушалық антиоксиданттық қорғауды күшейте алады. Олар сондай-ақ негізгі ферментативтік емес антиоксидант және еркін радикалдың тасымалдаушысы – глутатионды (GSH) синтездеуге көмектеседі. Барлық осы мәліметтер пробиотиктердің ас қорыту жүйесі бұзылыстарында кездесетін белсенді оттегі түрлерін инактивациялауда потенциалды терапевтік маңызы болуы мүмкін екенін дәлелдейді [14].
Сүт қышқылы бактериялары (LAB) — көмірсуларды көміртектің жалғыз немесе негізгі көзі ретінде пайдаланатын грам-позитивті бактериялардың бір түрі [15]. Сүтқышқылды бактериялар — бұл молекулалық оттегісіз (анаэробты) тіршілік ететін және сүт қышқылын өндіретін бактериялар тобы. Олар көптеген табиғи өнімдерде, соның ішінде сүт өнімдерінде (йогурт, айран, қышқыл сүт) және кейбір ферменттелген тағамдарда кездеседі. Сүтқышқылды бактериялар, негізінен, Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus және Lactococcus туыстарына жатады. Бұл бактериялар ағзаға пайдалы әсерлер көрсете алады, өйткені олар ішек флорасын қалыпқа келтіреді, асқазан-ішек жолдарының жұмысын жақсартады және иммундық жүйені нығайтады.
Сүт қышқылы бактериялары әдетте кокктар немесе таяқшалар болып табылады және төмен рН-ға қатты төзімділікке ие [16]. Сонымен қатар, сүт қышқылы бактериялары ашытқыны ашытуда да маңызды рөл атқарады. Крахмал гидролизі үшін бактериялардың кең таралған түрлеріне lactiplantibacillus plantarum және levilactobacillus brevis жатады [17]. Сүтқышқылды бактериялар антибиотиктерге төзімділік қасиеттерін де көрсете алады, бұл оларды патогенді микроорганизмдермен күресуде пайдалы етеді.

Қазақстанда пробиотикалық өнімдер, мысалы, қымыз, шұбат, айран, құрт және басқа да дәстүрлі тағамдар үлкен маңызға ие [18]. Бие сүті - көшпелі қауымдастықтар арасында дәстүрлі тағам болып табылады. Дүние жүзінде 30 миллионға жуық адам бие сүті мен оның сүт туындыларын тұтынады [19]. Бие сүті көптеген ауруларды жеңілдетуге көмектесетін биологиялық белсенді компоненттерге бай [20]. Яғни, құрамындағы дәрумендер мен минералдар арқасында ағзаға пайдалы әсер ететін құнды өнім. Оның емдік қасиеттері асқазан, бауыр ауруларын емдеуде, иммунитетті күшейтуде, туберкулезді емдеуде пайдаланылады. Жалпы тағамдық құндылығы өте жоғары, және де жақсы сіңімділігімен, биологиялық, физиологиялық үйлесімділікпен сипатталады. Қазіргі таңда Еуропада, әсіресе Венгрия мен Нидерландыда, бұл тіл 30 миллионға жуық адам тарапынан үнемі қолданылады деп бағалануда [21]. 
Соңғы жылдары функционалдық тағамдарға, соның ішінде бие сүтіне деген ғылыми қызығушылық арта түсті. Бие сүтінің биологиялық белсенді компоненттері мен пробиотикалық әлеуеті әртүрлі созылмалы қабыну ауруларын емдеуде перспективалы бағыт ретінде қарастырылуда. Сонымен қатар, сүтқышқылды бактериялардың микробиота гомеостазындағы рөлі де терең зерттелуде.
Foekel C. және әріптестері бие сүтінің адам ағзасына әсерін зерттеу барысында оның иммунологиялық және метаболикалық көрсеткіштерге оң ықпалын сипаттаған. Зерттеу нәтижелері бие сүтінің ішек микробиотасына әсер ете отырып, ішкі ағзалардың, соның ішінде бауырдың функционалдық жағдайына жанама түрде оң ықпал ететінін көрсетті. Авторлардың пайымдауынша, бие сүтінің құрамындағы биологиялық белсенді заттар ішектегі патогенді микрофлораны басып, пайдалы пробиотикалық штаммдардың көбеюіне жағдай жасап, ішек-бауыр осі арқылы гепатоциттердің қызметін жақсартады. Сонымен қатар, олардың зерттеулерінде бие сүтін тұтынған адамдарда жалпы метаболикалық жағдайдың тұрақтанғаны, бауыр ферменттерінің (ALT, AST) қалыпқа түскені байқалған [22].
Schubert R. және әріптестері жүргізген клиникалық зерттеулерде бие сүтінің қабынуға қарсы әсері ерекше назарға алынды. Олар созылмалы ішек қабынуы бар науқастарға бие сүтін беріп, организмдегі қабыну көрсеткіштерімен қатар бауыр көрсеткіштеріне де талдау жүргізді. Зерттеу нәтижесінде бие сүтінің қабынуға қарсы цитокиндердің (IL-6, TNF-α) деңгейін төмендетуге қабілетті екені анықталды. Бұл жағдай, әсіресе, бауырдың қабыну процестерімен байланысты ауруларында (мысалы, алкогольдік және бейалкогольдік стеатогепатиттерде) маңызды. Сонымен қатар, ішек микрофлорасының балансын қалпына келтіру арқылы бие сүті бауыр тініндегі фиброздың алдын алуға ықпал етуі мүмкін екені де айтылған [23].
Hammes W.P. және Hertel C. өз еңбектерінде Lactobacillus және Bifidobacterium туыстастықтарына жататын сүтқышқылды бактериялардың пробиотикалық қасиеттеріне ерекше тоқталған. Олар бұл бактериялардың бие сүтінде кездесетін табиғи формаларын сипаттап, олардың асқазан-ішек жолы арқылы бауыр қызметіне әсер ету механизмін түсіндірген. Ғалымдар бұл микроорганизмдердің ішектегі токсиндердің жиналуын тежеп, бауырдың детоксикациялық жүктемесін азайтатынын алға тартады. Сондай-ақ, олар бие сүтінің құрамындағы лактозаның және биологиялық белсенді пептидтердің синергиялық әсері арқылы ішек қабынуын азайтып, бауырға жанама оң ықпал ететінін көрсеткен [24].
Зерттеудің мақсаты
Бауырдың ұйымдасу құрылымында алкогольдің әсерінен туындайтын өзгерістерді қалпына келтіретін пробиотикалық препаратты алу және өндіріске ұсыну.
Зерттеу міндеттері:
1.
Сүт өнімдерінен бөлініп алынған, пробиотикалық қасиеттерге ие микроорганизм штаммдарына скрининг жүргізу.

2.
Пробиотикалық өнімге арналған лактобактериялар консорциумын әзірлеу.

3.
Алкогольдік интоксикацияға ұшыраған жануарларға пробиотикалық препараттың әсерін салыстырмалы түрде зерттеу.

4.
Пробиотикалық препаратты өндіріске енгізу үшін құжаттарды дайындау.

Зерттеудің нысаны: сүт өнімдері (бие сүті, айран, сүзбе), микроорганизмдер, алкоголь (40%), Wistar саласына жататын ақ егеуқұйрықтар бауырынан алынған зерттеу материалы (дәнекер және функциональді (паренхима) ұлпасы).  

Зерттеу пәні - биология, микробиология, гистология.
Зерттеу жұмысының ғылыми жаңалығы: 

1.
Айқын пробиотикалық қасиеттері бар 25 микроорганизмдерге скрининг жүргізілді, олардың арасында 16 штамм сүтқышқылды бактериясы деп айқындалды; 

2.
Алғаш рет Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4 негізінде пробиотикалық белсенділігі бар белсенді консорциум әзірленді; 

3.
Микроорганизмдер мен бидай кебегінің консорциумын қамтитын ферменттелген пробиотикалық өнім әзірленді; 

4. Дайындалған пробиотик өнімі, бауырда алкогольдің әсерінен туындаған морфологиялық өзгерістерді қалпына келтіретіні анықталды.

Зерттеудің теориялық маңыздылығы – бауырдағы өзгерістердің пробиотикпен түзету механизмдерінің ториялық моделін (морфологиялық және биохимиялық) құруға жол ашады және басқа зерттеулер мен практикалық жұмыстар үшін негіз бола алады. Алынған нәтижеге байланысты, бауырдың морфологиялық құрылымын қалпына келтіру үшін №1 консорциумды қолдануға ұсынып, депонирлеу куәлігі және патент алынды. Нәтижелер Қазақстан-Ресей медициналық университетінің микробиология, гистология кафедрасының оқу материалдарына және Астана қаласындағы ЖШС «Биомедпрепарат» өндірісінің зерттеу жұмысына енгізілді.

Зерттеудің практикалық маңыздылығы – бұл зерттеу жұмысынан алынған деректер негізінде пробиотикалық штаммдарды қолдану арқылы ішек микрофлорасын түзетуге, қабыну үдерістерін азайтуға және бауыр жасушаларының қалпына келтіруге болатыны анықталды.

Қорғауға ұсынылатын ережелер

1.
Сүт өнімдерінен бөлініп алынған, пробиотикалық қасиеттерге ие микроорганизм штаммдарына скрининг жүргізу.

2.
Пробиотикалық өнімге арналған лактобактериялар консорциумын әзірлеу.

3.
Алкогольдік интоксикацияға ұшыраған жануарларға пробиотикалық препараттың әсерін салыстырмалы түрде зерттеу.

4.
Пробиотикалық препаратты өндіріске енгізуге арналған құжаттарды дайындау, оны «Республикалық микроорганизмдер коллекциясы» ғылыми-зерттеу орталығына рәсімдеп тапсыру және ғылыми-талдау орталығына беру.

Қорғауға ұсынылатын ғылыми зерттеу жұмысының нәтижелерінің орындалуына қосқан диссертанттың жеке үлесі

Жұмыстың авторы зерттеу нысанын таңдауда, жұмыстың мақсатын анықтап, зерттеу міндеттерін қоюға үлкен жауапкершілікпен қарап, біліктілігін танытты. 2021–2024 жылдар аралығында барлық зерттеу жұмыстары орындалды, жиналған материалдарға талдау жасалынды. Әдеби деректерді жинақтау мен жүргізілген зерттеулер негізінде Lactobacillus туысына жататын штаммдардың түрлеріне талдау жүргізілді, диccepтацияны жазy мeн қoл жазбаны pәcімдey автopдың жeкe қатыcyымeн opындалды.

Жұмыстың апробациясы

Зерттеудің негізгі қағидалары мен нәтижелері халықаралық ғылыми –практикалық конференцияларда ұсынылды және талқыланды:

· «Қазақстан тәуелсіздігінің 30 жылдығы. - Орта және жоғары мектептерде биологялық және экологиялық білім берудің өзекті мәселелері» атты халықаралық ғылыми-практикалық конференциясы. (Алматы, 2021)
· «Тұрақты даму мақсаттары аясында жаратылыстану ғылымдары мен мәселелері» атты II халықаралық жастар ғылыми форумы.  (Алматы, 2023)
· ҚР кіші ғылым академиясының 48-ші ғылыми практикалық конференциясының доклад тезистері. (Алматы, 2024)
· Астана Биотех 2024. - Халықаралық конфренция «Астана Биотех 2024».  (Астана, 2024)
· «Қазіргі биологиялық білім беру мәселелерін зерттеудің перспективалық бағыттары» атты Халықаралық ғылыми-тәжірибелік конференциясы материалдары. (Алматы, 2024)

Зерттеу жұмысының нәтижелері жоспарға сәйкес, Абай атындағы Қазақ ұлттық педагогикалық университеті, Жаратылыстану және география факультетінің Биология кафедрасының ғылыми – әдістемелік семинарында баяндалып, тыңдалды, талдау жасалынды.
Зерттеу нәтижелері бойынша жарияланымдар:

Зерттеу жұмысының мазмұны бойынша 15 ғылыми еңбек жарияланды, оның ішінде. - 2 мақала Scopus мәліметтер базасына енгізілген басылымда (екі мақалада 69% процентиль); 3 мақала Білім және ғылым саласындағы бақылау комитетінің журналдарында; 6 мақала Қазақстан Республикасындағы ұйымдастырылған халықаралық ғылыми-практикалық  конференцияларында жарияланған; 3 мақала шет елде  ұйымдастырылған халықаралық ғылыми- практикалық конференция материалдарында жарияланған; 1 авторлық куәлік ҚР ӘМ «Ұлттық зияткерлік меншік институты» РМК алынды. Барлық жарияланымдар жүргізілген зерттеу жұмысы барысында дайындалды.
Диссертацияның құрылымы. Диссертациялық жұмыс нормативтік сілтемелер, анықтамалар, белгілеулер мен қысқартулардан, кіріспе, екі бөлімнен, зерттеудің қорытындысынан, пайдаланған әдебиеттер тізімінен және қосымшадан тұрады.

Кіріспе бөлімінде зерттеу тақырыбының өзектілігі негізделеді, зерттеудің нысаны, пәні, мақсаты, міндеттері, теориялық негіздері, зерттеу әдістері, зерттеу көздері, негізгі кезеңдері мен базасы, ғылыми жаңалығы мен теориялық және практикалық маңыздылығы, нәтижелердің дәлелділігі мен негізділігі көрсетілді.
Негізгі бөлімінде зерттеудің теориялық негізінде сүтқышқылды бактериялар (LAB) туралы отандық және шетелдік ғалымдардың еңбектері қарастырылды. LAB штаммдарының тағам, медицина және биотехнологиядағы маңызы, антагонистік және пробиотикалық қасиеттері баяндалды. Сонымен қатар, олардың ішек микрофлорасына әсері, бауыр мен басқа ағзалардағы қалпына келтіру қасиеттері сипатталды. Сүтқышқылды бактерияларды бөліп алу, сәйкестендіру, скринингтен өткізу, антимикробтық белсенділік, антибиотикке сезімталдық, адгезия және көмірсуға төзімділік секілді зерттеу әдістері қолданылды. Зерттеу барысында тиімді штаммдардан пробиотикалық консорциум құрастырылып, олардың бауырға әсері тәжірибелік түрде бағаланды.
Материалдар мен зерттеу әдістері 
Микробиологиялық әдістер - әртүрлі көздерден сүтқышқылды бактериялардың таза дақылдарын бөліп алу (Кох Р. 1876; Otoguro M. 2017), таза культураларды классикалық микробиологиялық әдіс (Bruker MALDI-TOF BIOTYPER, 2023) жүйесі арқылы идентификациялау; Антимикробтық белсенділікті анықтау (McFarland J. 1907; 2024) және антибиотиктерге төзімділікті анықтау (Kirby-Bauer әдісі, Hudzicki, J., 2019), адгезивті белсенділікті (Duguid J.P. 1955; 2010); көмірсуларға төзімділікті анықтау (Hugh R. & Leifson E. 1953; Vitek 2 Compact 2000);

Зерттеу нәтижелерін талқылауда диссертант сүтқышқылды бактериялардың пробиотикалық әлеуеті жоғары екенін көрсетті. Антимикробтық белсенділікке ие штаммдар шартты-патогенді микроорганизмдердің өсуін тежеді. Антибиотикке сезімталдық әртүрлі деңгейде байқалды, бұл олардың қауіпсіздік және қолдану мүмкіндігін айқындады. Кейбір штаммдар Rh⁺ эритроциттермен жақсы адгезия көрсетіп, ішекке жабысу қабілетімен ерекшеленді. Пробиотикалық консорциум алкогольмен зақымданған бауыр тінінің құрылымын қалпына келтіруге әсер етті: майлы дистрофия, ядроның бұзылуы, синусоидтардың тарылуы жойылып, қалыпты құрылым сақталды. Бұл нәтижелер сүтқышқылды бактериялардың емдік және функционалдық қасиеттерін дәлелдейді.
Қорытындыда сүтқышқылды бактериялардың пробиотикалық қасиеттері жан-жақты бағаланып, олардың антимикробтық, антибиотикке сезімталдық, адгезивті белсенділік, көмірсуға төзімділік көрсеткіштері анықталды. Іріктелген белсенді штаммдар негізінде құрылған пробиотикалық консорциум алкогольмен зақымданған бауырдың морфологиялық құрылымын қалпына келтіруге оң әсер етті. Бұл сүтқышқылды бактериялардың тағамдық және медициналық мақсатта қолдану әлеуеті жоғары екенін көрсетеді. Алынған нәтижелер отандық пробиотикалық өнімдер өндірісін дамытуға және функционалды тағам технологияларын жетілдіруге ғылыми негіз болады.
Қосымшада ғылыми – зерттеу жұмысының нәтижелерін ғылыми зерттеу орталығы мен оқу үрдісіне ендіру актісі және авторлық куәлігі көрсетілген. 

Алғыс - Автор ғылыми кеңесшілері – б.ғ.д., профессор З.Б.Тунгушбаеваға және б.ғ.д., қауым. профессор У. Янкеевичке осы жұмысты орындау барысындағы ғылыми – әдістемелік көмектері мен кеңестері үшін үлкен алғысын білдіреді.

Диссертациялық жұмысты орындау барысында өз суреттеріммен қатар басқа ғаламтор суреттері де пайдаланылды, диссертацияның мәтінінде суреттердің авторлары көрсетілді.

1 СҮТҚЫШҚЫЛДЫ БАКТЕРИЯЛАРДЫ (LACTIC ACID BACTERIA) ЗЕРТТЕУ ӘДІСТЕРІ ЖӘНЕ ЗЕРТТЕУГЕ АРНАЛҒАН ҒЫЛЫМИ ЕҢБЕКТЕР

1.1 Сүтқышқышқылды бактерияларды зерттеуге арналған отандық және шетелдік ғалымдардың еңбектері 
Сүтқышқылды бактериялар (LAB – Lactic Acid Bacteria) адам және жануар денсаулығын қорғау, тағам өнімдерін сақтау, ветеринария, ферменттеу секторы мен биотехнологияда айтулы рөл ойнайтын микроорганизмдер тобы. Олардың пробиотикалық, ферментаттық, антимикробтық және иммуномодуляциялық қасиеттері осы көрсетілген салаларда кең пайдалануға мүмкіндік береді. Сүтқышқылды бактерияларды зерттеудің өзектілігі олардың биотехнологиялық, тағамдық, функционалдық мөмкіндіктерін терең танып-білуде.
Giraffa сүтқышқылды бактериялардың пробиотикалық штаммдарын іріктеу және биотехнологиялық қолдану критерийлерін ұсынған. Ол бактериялардың өтке төзімділігі, адгезивтік қабілеті және антагонистік белсенділігіне баса назар аударды [25].
Kandler және Weiss еңбектерінде Lactobacillus туысына жататын бактериялардың көмірсуларды ферменттеу үлгілері мен метаболиттері кеңінен сипатталған [26]. 2004 жылы Axelsson өз еңбегінде LAB физиологиясы мен классификациясын, сондай-ақ олардың тағам микробиологиясындағы орнын ашып көрсетеді [27].

Sanders пробиотиктерге қойылатын ғылыми талаптарды (эффективтілік, қауіпсіздік, доза) сипаттап, пробиотикті тағам өнімдерінде қолдану бойынша нұсқаулықтар ұсынған [28]. Сонымен қатар, FAO/WHO ұсынымдарында пробиотиктердің тағамдық өнімдерге енгізілуіндегі қауіпсіздік пен тиімділік талаптары нақты көрсетілген, бұл LAB штаммдарын тағам өнеркәсібінде қолдану аясын кеңейтуге мүмкіндік береді [29].

Marco пробиотиктердің ішек микробиотасына әсері, иммуномодуляторлық қасиеттері, аллергия мен ішек қабыну ауруларына қарсы мүмкіндіктері туралы кең шолу жасады [30].

Berlec және Strukelj еңбектерінде сүтқышқылды бактериялардың геномдық инженериясы мен биологиялық функцияларын жетілдіру жолдары қарастырылған. Авторлар генетикалық модификацияланған LAB штаммдарын терапиялық мақсатта қолдану тәжірибесін сипаттаған. Олардың зерттеулері пробиотиктердің нақты функцияларға бағытталған инженерлік конструкцияларын жасауға негіз болды [31].
Walter-дің зерттеуінде ішек микробиотасының құрамы мен тұрақтылығы иесінің денсаулығы үшін аса маңызды. Егер бұл тепе-теңдік бұзылса (мысалы, антибиотиктерді ұзақ қолдану немесе нашар диета әсерінен), онда патогендер көбейіп, ішек-бауыр осі арқылы бауырда токсикалық зақымдану қаупі артады. Мұндай жағдайларда пробиотиктердің, соның ішінде Lactobacillus негізіндегі штаммдардың қолданылуы ішек микрофлорасын қалпына келтірудің тиімді жолы болып табылады [32].
Zhou J.S және Pillidge C.J еңбектерінде сүтқышқылды бактериялардың адам ішек эпителийімен өзара әрекеттесу механизмдеріне ерекше назар аударады. Олар in vitro және in vivo жағдайларында жүргізілген зерттеулер негізінде Lactobacillus spp. штаммдарының ішек эпителийіне жабысып, ұзақ уақыт тіршілік ету қабілетін дәлелдеген. Бұл қасиет сүтқышқылды бактериялардың ішек микрофлорасын тұрақтандыруда, иммундық модуляцияда және ішек тосқауылын нығайтуда шешуші рөл атқаратынын көрсетеді. Ішек микрофлорасының бұзылуы бауыр патологиясының дамуымен тығыз байланысты екені белгілі, сондықтан пробиотикалық штаммдардың адгезиялық қасиеті ішек-бауыр осі арқылы гепатоциттердің зақымдануын төмендетуге ықпал етеді. Авторлар бұл бактериялардың ішек қабынуын азайтып, эндотоксиндердің бауырға түсуін шектейтінін алға тартады [33].
Қазақстандық зерттеушілер соңғы онжылдықта сүтқышқылды бактерияларды зерттеу бағытында айтарлықтай жетістіктерге жетіп отыр. Қымыз, шұбат, айран сияқты дәстүрлі өнімдерден бөлінген LAB штаммдарының морфологиялық, биохимиялық және антагонистік қасиеттері белсенді түрде зерттеліп келеді.

Отандық зерттеуші алкогольмен зақымданған бауыр үлгісінде Lactobacillus spp. негізіндегі пробиотикалық консорциумның қолданылуы бауырдың биохимиялық көрсеткіштерін жақсартып, тіндердің морфологиялық құрылымын қалпына келтіретінін дәлелдеген. Сондай-ақ пробиотиктің антиоксиданттық, иммуномодуляциялық және микробиота теңгерімін қалыпқа келтіретін әсерлері көрсетілген [34].

Жарылқасынов Н.Ж., Рахымбаев М.Р. – қымыздан бөлінген автотонды LAB штаммдарының антагонистік белсенділігін E. coli, S. aureus, Salmonella spp. тәрізді патогендерге қарсы зерттеп, олардың антибиотикке төзімділік профилін анықтаған [35].
Сейітов З.Х., Берденов Ж.К. – ашытылған бие сүті мен түйе сүтінен бөлінген LAB штаммдарының ферментативті белсенділігі мен сақтау тұрақтылығын зерттеген [36].

Сармурзина Г.Ж. және әріптестері LAB негізінде құрғақ пробиотикалық биоқоспалар дайындау технологиясын жасап, бактериялардың индустриалдық өңдеуге төзімділігін бағалаған [37].
Сонымен қатар, Қазақ тағамтану академиясы, Биотехнология ұлттық орталығы, ҚазҰАУ, әл-Фараби атындағы ҚазҰУ, Абай атындағы ҚазҰПУ және өңірлік университеттердің зертханаларында LAB штаммдарын биоқоспаларға енгізу, өндірістік тұрақтылығын арттыру және метаболикалық белсенділігін зерттеу жобалары жүзеге асырылуда. Бұл бағыттар отандық пробиотиктік өнімдер индустриясын дамытуға негіз болады.

Бұдан бөлек, Ouwehand және оның әріптестері LAB негізінде көпкомпонентті пробиотикалық консорциумдар жасау трендін сипаттап, штаммдар арасындағы синергизм арқылы ішекке кешенді әсер етудің тиімділігін көрсетеді (38).


Молекулалық биология саласында жаңа әдістер – метагеномика, метаболомика және транскриптомика көмегімен ішек микробиотасы мен LAB өзара әрекеттесу механизмдерін терең зерттеу мүмкін болып отыр (39). Бұл әдістер Қазақстанда енді еніп келе жатқанымен, болашақта үлкен әлеуетке ие.

LAB бактерияларының тағам өнімдерінің сақтау мерзімін ұзарту қабілетін зерттеу – шетелдік зертханаларда жақсы жолға қойылған. L. sakei, P. pentosaceus сияқты бактериялар ет өнімдерін табиғи консервациялау үшін зерттелуде (40).
2021 жылы Jantararussamee зерттеуінде Lactobacillus paracasei, L. casei және Weissella confusa штаммдарынан тұратын пробиотикалық қоспа TAA (thioacetamide) арқылы индуцирленген бауыр фиброзына қарсы әсер көрсетті. Зерттеу нәтижелері бойынша пробиотик енгізілген егеуқұйрықтарда бауырдың коллаген түзуі мен қабыну белсенділігі төмендеген [41].

Shi еңбегінде L. salivarius LI01 және Pediococcus pentosaceus LI05 штаммдарының CCl₄ арқылы туындаған бауыр зақымына қарсы қорғаныш әсері зерттелген. Пробиотиктер NF-κB жолын бәсеңдетіп, қабыну цитокиндерін (TNF-α, IL-6) төмендетіп, антиоксиданттық ферменттердің белсенділігін арттырған [42].

Zheng және Liu зерттеулерінде Lactobacillus rhamnosus GG және L. reuteri пробиотиктерінің алкогольдік бауыр ауруына қарсы қолдану тиімділігі дәлелденді. Штаммдар бауырдың өт қышқылдары алмасуына, липидті профильге және ішек тосқауылы функциясына оң әсер көрсеткен [43].

2020 жылы Yan зерттеуінде Bifidobacterium lactis V9 жоғары майлы диета арқылы туындаған бауыр стеатозына қарсы белсенділік танытты. Тіндерде липидтік жинақталу, қабыну және инсулинге резистенттілік айтарлықтай төмендеген [44].

Jantararussamee эндосульфанмен уланған егеуқұйрықтарда L. plantarum BJ0021 штаммының бауыр және бүйрек тіндеріндегі апоптозды төмендету қабілетін көрсетті [45].

Alqayim және Abass зерттеуінде Lactobacillus acidophilus пробиотигі егеуқұйрықтарда қабыну мен ферменттік бұзылуды төмендетіп, бауыр құрылымын қалпына келтірген [46].

Сүтқышқылды бактерияларды зерттеу бағытындағы ғылыми еңбектер шетелдік және отандық ғылымда терең де кең ауқымды. Сүтқышқылды бактерияларды зерттеуде молекулалық, микробиологиялық және биохимиялық әдістер қатар қолданылады. ПТР (полимеразды тізбекті реакция), генетикалық профильдеу, 16S rRNA секвенирлеу арқылы штаммдардың филогенетикалық жақындығы анықталады. Микробиологиялық әдістер арқылы жалпы колония саны, штаммдардың ашыту қабілеті, антагонистік белсенділігі тексеріледі. Биохимиялық зерттеулерде рН өзгерістері, қышқыл түзілуі, көмірсу ферментациясы бағаланады.

Жаңа буын әдістер қатарында масс-спектрометрия негізіндегі метаболомика қолданылады. Бұл тәсіл арқылы LAB штаммдарының зат алмасу өнімдері, оның ішінде қысқа тізбекті май қышқылдары, аминқышқылдары мен биогенді аминдер анықталып, олардың физиологиялық әсері бағаланады.

Сүтқышқылды бактерияларды зерттеу – қазіргі ғылымның маңызды бағыттарының бірі. Шетелдік ғалымдар олардың геномдық және функционалдық әлеуетін кеңінен сипаттап, медицинада қолдану мүмкіндіктерін ұсынуда. Отандық зерттеушілер дәстүрлі өнімдерден бөлінген LAB штаммдарын сипаттап, биоқоспалар мен функционалдық тағамдарға бейімдеуде. Зерттеу әдістерінің үйлесімді пайдаланылуы осы микроорганизмдердің әлеуетін толық ашуға мүмкіндік береді. Сүтқышқылды бактерияларға қатысты зерттеулердің кеңеюі – тағам қауіпсіздігі, биотехнология және адам денсаулығы саласындағы жаңа технологиялар мен өнімдердің дамуына негіз болады. 
Қазақстандық зерттеулер, әсіресе дәстүрлі өнімдер негізінде алынған автотонды LAB штаммдарының ерекшеліктерін сипаттап, оларды тағам, медицина және биотехнология салаларында қолдануға жол ашуда.

Отандық LAB штаммдарын молекулалық деңгейде зерттеп, халықаралық деңгейде коммерцияландыру – қазіргі ғылымның стратегиялық бағыты. Бұл бағыттағы әдеби еңбектер мен зерттеулердің негізінде ұлттық пробиотикалық индустрияны дамытуға зор мүмкіндік бар.
Зерттеулер көрсетіп отырғандай, сүтқышқылды бактериялардың антагонистік белсенділігі, ферментативтілігі, метаболиттер түзу қабілеті – олардың биотехнологиялық құндылығының басты көрсеткіштері. Сондықтан бұл бағыттағы зерттеулерді тереңдету – тағам қауіпсіздігін арттырып, халық денсаулығын жақсартуға, ал өнеркәсіптік деңгейде – жаңа өнім түрлерін жасауға әкелетіні сөзсіз.
1.2 Сүтқышқылды бактерияларды алу және олардың биотехнологиядағы қолдану мүмкіндіктері


Сүтқышқылды бактериялар (СҚБ) — адам денсаулығы мен тағам сапасын жақсарту мақсатында кеңінен қолданылатын микроорганизмдер тобы. Олар сүт, өсімдік өнімдері, жануарлар ішек жолы, сондай-ақ дәстүрлі ашытылған тағамдар сияқты әртүрлі табиғи көздерден алынады. Соңғы жылдары СҚБ-ға қызығушылықтың артуы олардың пробиотикалық, антимикробтық және технологиялық қасиеттерімен тікелей байланысты. Сүтқышқылды бактериялар көмірсуларды ферменттеу нәтижесінде сүт қышқылын түзіп, ортадағы рН деңгейін төмендету арқылы патогенді және шартты-патогенді микроорганизмдердің өсуін тежейді. Сонымен қатар, бұл бактериялар органолептикалық қасиеттерге (дәм, иіс, құрылым) әсер етіп, тағам өнімдерінің сапасын жақсартады. Бірқатар СҚБ штаммдары ішек микрофлорасын тұрақтандырып, иммундық жүйені ынталандырады, метаболикалық процестерге оң әсер етеді.

Сүтқышқылды бактериялар құрамының пайдалы қасиеттері 100 жылдан астам уақыт бұрын белгілі болды. Мечников алғаш рет ішек бактерияларының шіріген әрекетін тежеу үшін ферменттелген сүтті қолдануды ұсынғаннан бері пробиотикалық микроорганизмдердің денсаулыққа пайдасы туралы қызығушылық артып келеді [47]. Шамамен б.з.д. 3500 жылы Ежелгі Египеттен табылған артефактілерге негізделген зерттеулерде олар сүт өнімдерін, мысалы, «Лабан Райад» және «Лабан Кхед» (ферменттелген өнімдер) қолданғанын анықтаған [48]. Олар әлі күнге дейін Таяу Шығыста танымал. Ал Ежелгі үнді әдебиетінде Аюрведа бойынша сүт өнімдері мен сүтті тұтыну дені сау және ұзақ өмір сүрумен байланысты деп саналады [49].
Қазақстанда пробиотикалық өнімдер нарығы дамып келеді, әсіресе лактобактериялар негізінде жасалған өнімдер денсаулыққа пайдалы болып танылуда. Олар асқазан-ішек жолдарын жақсартып, иммунитетті нығайтады, диарея, ішек дисбактериозы және антибиотиктерден кейінгі микрофлораны қалпына келтіруге көмектеседі. 

Қазіргі уақытта қолданылатын көптеген пробиотиктер Lactobacillus туысына жатады. Бұл микробтар тобы «лактобациллалар» деп аталып, көпфункционалды болып табылады. Олардың артықшылықтары өнімдердің сақтау мерзімін ұзартудан бастап, пробиотикалық өнімдер мен қоспалар ретінде қолданғанда денсаулықты жақсартуға дейін кең ауқымды болып табылады [50].  

Zhao және авторлар өз еңбектерінде сүтқышқылды бактериялардың ішек микробиотасын модуляциялау қабілетін және адам денсаулығына әсерін зерттеген. Олардың айтуынша, Lactobacillus және Bifidobacterium тұқымдастарына жататын штаммдар қожайын метаболизміне қатысып, қабынуға қарсы әсер көрсетеді, ішек тосқауылын күшейтеді және бауыр мен ішек арасындағы иммунологиялық байланысқа оң әсер етеді. Сонымен қатар, авторлар бұл бактериялардың семіздік, 2 типті қант диабеті, бауыр стеатозы және басқа да метаболикалық ауруларға қарсы әсері бар екенін көрсетеді [51]. 

Berlec пен Штрукель еңбегінде сүтқышқылды бактериялардың тек пробиотикалық емес, сондай-ақ биофармацевтикалық платформа ретінде қолданылу мүмкіндігі қарастырылған. Олар генетикалық модификацияланған Lactobacillus штаммдарын белсенді пептидтер, вакциналық антигендер және терапевтік молекулаларды экспрессиялау үшін қолдануға болатынын дәлелдейді [52]. Ал Ozen және Dinleyici пробиотиктердің тарихи дамуын сипаттай отырып, сүтқышқылды бактериялардың ертеден бері адамның денсаулығына пайдалы екендігі жайлы деректерді ұсынады. Олар СҚБ-ның ферменттелген тағамдар арқылы адамға енуі ежелгі дәуірден басталғанын және қазіргі таңда клиникалық зерттеулермен дәлелденген бірқатар оң әсерлерге ие екенін баяндайды [53]. 
L. casei аквакультурада су жануарларының иммунитетін күшейту, өсуін арттыру және патогендерге қарсы қорғаныш жүйесін белсендіру мақсатында қолданылады [54]. Сонымен қатар, пребиотиктермен (мысалы, инулин, GOS, FOS) бірге қолданылғанда бұл бактерия ішекке адгезия қабілетін жақсартып, пайдалы микробиота тепе-теңдігін сақтауға көмектеседі [55].

Lactobacillus casei — кеңінен зерттелген сүтқышқылды бактериялардың бірі. Бұл штамм пробиотикалық қасиеттері арқасында тағам өнеркәсібі мен биомедицинада маңызды орын алады. Оның құрамында көмірсуларды ферменттейтін, қышқыл түзетін және ішек эпителийіне адгезия жасауға мүмкіндік беретін функционалды гендер бар [56]. Бұл штаммның ерекше қасиеттерінің бірі — антимикробтық белсенділік. Ол бактериоциндер, органикалық қышқылдар және сутегі асқын тотығы секілді метаболиттер арқылы Listeria monocytogenes, Salmonella spp. және Escherichia coli сияқты патогендердің өсуін тежейді [57].
Lactobacillus rhamnosus — адам және жануарлар ішегінде кездесетін факультативті анаэробты, грамоң сүтқышқылды бактерия. Бұл штаммның ең танымал түрлерінің бірі — L. rhamnosus GG (LGG), ол клиникалық тұрғыда кеңінен зерттеліп, қауіпсіз әрі тиімді пробиотик ретінде танылған [58].
Зерттеулер көрсеткендей, L. rhamnosus балалар мен ересектердегі диареяның кейбір түрлерін емдеуде, антибиотиктермен байланысты ішек дисбиозын түзетуде және аллергиялық реакцияларды жеңілдетуде тиімді болуы мүмкін. Сонымен қатар, ол мукозальды иммунитетті күшейтіп, қабынуға қарсы цитокиндердің бөлінуін реттеуге қатысады [59]. L. rhamnosus ішек микробиотасын тұрақтандыруға, иммундық жауапты модуляциялауға, сондай-ақ патогенді микроорганизмдерге қарсы антагонистік әсер көрсетуге қабілетті. Оның маңызды артықшылығы — ішек эпителийіне адгезиясының жоғары деңгейі, бұл ұзақ уақыт бойы ішекте сақталуына мүмкіндік береді және оның пробиотикалық әсерін күшейтеді [60]. Ал Slawik және авторлар адам қатысқан клиникалық зерттеулерінде Lactobacillus штаммдарының эксперименталды гингивит жағдайындағы қабыну белгілерін төмендететінін көрсетті [61]. Сол сияқты, Aktas және авторлар еңбектерінде Lactobacillus casei 32G штаммының тышқандардың соқыр ішегіндегі микробиотасына және туа біткен иммундық жауапқа әсері зерттелген. Зерттеу нәтижелері бұл пробиотиктің дозасы мен әсер ету уақытына байланысты иммундық модуляция деңгейі әртүрлі болатынын көрсетті. Бұл микробиота-гомеостазды сақтау мен иммунитетті қалпына келтіру мақсатында нақты штаммдарды дәл таңдаудың маңызын айқындайды [62]. Ауыл шаруашылығы және тағам өнеркәсібінде L. rhamnosus функционалды тағамдар мен пробиотикалық өнімдерді байыту үшін пайдаланылады. Африка елдерінде жүргізілген жобалар бұл бактерияның әлеуметтік маңызы бар тағамдарды жасау арқылы экономикалық құндылық тізбегін нығайтуда қолданылып жатқанын көрсетеді [63].
Иммундық жүйемен қатар, сүтқышқылды бактериялардың артық салмақпен күрестегі рөліне де мән берілуде. Адамдарда жүргізілген клиникалық сынақтар L. rhamnosus секілді пробиотиктердің метаболизмдік бұзылуларға әсер етіп, майдың жиналуын төмендетуге ықпал ететінін көрсетті [64]. Жаңа туған нәрестелерде L. rhamnosus қолдану Candida spp. колонизациясының алдын алуға бағытталған зерттеуде тиімділігін көрсетті. Бұл нәтижелер оның иммундық жүйені модуляциялаудағы әлеуетін дәлелдейді [65].

Сүтқышқылды бактериялар адам организміне түрлі оң әсер көрсететіні ғылыми түрде дәлелденіп отыр. Lactobacillus rhamnosus GG штаммының Candida albicans-пен өзара әрекеттесуі нәтижесінде оның көбеюі тежелетіні, бұл әсердің экзополисахаридтер арқылы жүзеге асатыны анықталған. Бұл өз кезегінде ішек микробиомындағы патогендік саңырауқұлақтардың өсуін шектеуге көмектеседі [66]. Сондай-ақ, L. rhamnosus және L. casei штаммдары Clostridium difficile бактериясымен индуцирленген колониялық қабынуда IL-8 цитокинінің секрециясын төмендетіп, ішек эпителийінің қабыну реакцияларын бәсеңдетеді [67]. Сонымен қатар, Lactobacillus plantarum ECGC 13110402 штаммы да холестерин деңгейін төмендетіп, бауырдағы липидті метаболизмге жағымды әсер көрсеткені дәлелденді [68].

Lactobacillus тұқымдас бактериялардың номенклатурасы мен таксономиясы мәселелері осы уақытқа дейін түпкілікті шешілмеген және қайта қарауға жатады. Техникалық микробиология бойынша отандық еңбектерде лактобактериялардың (Lactobacillus) жалпы атауының орнына лактобактериялар (Lactobacterium) терминін табуға болады. Әділеттілік үшін, осы топтағы бактериялар споралар түзбейтіндіктен, оларды бациллалар емес, бактериялар деп атаған дұрыс, бірақ 1971 жылы бактериялардың номенклатурасы жөніндегі Халықаралық комитет Lactobacillus атауын қабылдады [69]. Сүт қышқылы бактериялары тобының белгілерінің толық тізіміне мыналар кіреді: грам оң; дау тудырмайды; каталаза-теріс; цитохромсыз; аэро және қышқылға төзімді; қуат көздеріне талап етілетін; көмірсулар алмасуының негізгі соңғы өнімі ретінде сүт қышқылын түзеді. Көптеген лактобактериялар экзополисахаридтерді құрайды (extracellular polysaccharides, EPS). EPS қалыптастыру қабілетінің арқасында L. delbrueckii subsp. bulgaricus йогурт өндірісінде қолданылады, олар осы тағамның қажетті құрылымын қамтамасыз етеді (кесте 1). 
Кесте 1 - Лактобактериялардың экзополисахаридтері

	Атауы 
	Жасушадан тыс гомополисахаридтер
	Жасушадан тыс гетерополисахаридтер

	Құрылымы
	Көбінесе декстран, глюкан, леван
	Молекулалық салмағы. 4 × 104-6 × 106. Құрамында үнемі қайталанатын бірліктер болуы мүмкін.

	Биосинтездің ерекшеліктері
	Синтез ортаға сахарозаны қосу арқылы индукцияланады
	Нуклеотидпен белсендірілген прекурсорлардан аз мөлшерде (0.1–1.5 г/л) синтезделеді

	Өкілдері
	Гетероферментативті. 
L. pontis, L. frumenti, L. sanfranciscensis, L. reuteri
	Гомоферментативті және факультативті гетероферментативті.
L. kefiranofaciens, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paracasei, L. rhamnosus, L. helveticus, L. sakei

	Тіршілік ету ортасы
	Дәнді дақылдар
	Сүт өнімдері, ет


Ферментативті деңгейде гомо мен гетероферментативті түрлер арасындағы негізгі айырмашылық бар. Бірінші гидролитикалық ферменттерде гликолиздің (альдолазаның), ал екіншісінде фосфокетолазаның болуы болып табылады. Тиісінше, гомоферментативті түрлер пентозаларды ашыта алмайды. Алайда, бұл ережеден ерекшеліктер бар. L. brevis фруктоза индукцияланған альдолаза арқылы гомоферментативті жол бойында фруктозаны ашыту қабілетін анықтады. Ал L. acidophilus фосфокетолаза және рибозада өсу қабілеті анықталды. Сонымен қатар, ашыту түрі субстраттың түріне байланысты. Факультативті түрде гетероферментативті бактериялар L. plantarum, L. casei глюкозаны гомоферментативті жолмен ашытады, ал рибоза гетероферментативті жолмен ацетат пен лактатқа айналады [70]. 
Пентозаларды ашыту қабілеті әрдайым бұл қанттардың бар ортада микроорганизмнің өсе алатынын білдірмейді. Себебі жасушаның құрылымдық метаболизмі үшін негізінен гексозалар қажет. Лактобактериялардың систематикасы қалыптаспай тұрған кезеңде зерттеушілер олардың қантты ашыту ерекшеліктеріне сүйене отырып жіктеуге талпыныс жасаған. Сондай-ақ бұл жүйелеуде жасуша морфологиясы, өсу температурасының шегі және қоректік талаптары ескерілді. Кейінірек, филогенетикалық әдіс (әсіресе 16S rRNA тізбегіне негізделген талдау) лактобактериялардың таксономиясында негізгі тәсіл ретінде бекітілді [71]. Осы белгілерге сүйене отырып 3 физиологиялық топ бөлінді:
- міндетті түрде гомоферментативті лактобактериялар (Thermobacterium).

- факультативті гетероферментативті (Streptobacterium).

- міндетті түрде гетероферментативті (Betabacterium).

Сүт қышқылы бактериялары тамақ, ауылшаруашылық және клиникалық тәжірибеде маңызды рөл атқарады. Жалпы алғанда, төрт тұқымнан тұратын негізгі топ бар: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus және Streptococcus. Соңғы таксономиялық қайта қарау нәтижесінде бірнеше жаңа тұқымдастар кіреді: Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulum, Enterococcus, Globicatella, Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus және Weissella. Олардың маңыздылығы негізінен органикалық қышқылдар мен басқа метаболиттерді өндіру үшін қолда бар қанттарды пайдаланған кезде азық-түлікте өсірілген кезде қауіпсіз метаболикалық белсенділікке байланысты [72].
Жақында Lactobacillaceae және Leuconostocaceae тұқымдастарын бір Lactobacillaceae тұқымдасына біріктіру ұсынылды. Lactobacillus туысы да 25 туысқа қайта жіктелді [73]. Сонымен қатар, ферментациялық штамм ретінде сүтқышқылды бактериялар метаболизмнің бірнеше маңызды ерекшеліктеріне ие болуы тиіс, мысалы, қышқыл мен хош иіс өндіру қабілеті, ақуызды гидролиздеу қабілеті, жабыстырғыш экзополисахаридтер өндіру қабілеті және бактерияларды тежеу қабілеті. Сүтқышқылды бактериялар сондай-ақ қышқылдар жасалуында маңызды рөл атқарады. Крахмалды гидролиздеу үшін кең таралған бактерия түрлеріне Lactiplantibacillus plantarum және Levilactobacillus brevis жатады [74]. Lactiplantibacillus plantarum крахмалды декстринге, ақырында глюкозаға гидролиздеу үшін амилаза өндіре алады [75]. Weissella геномында крахмалды закваскада гидролиздеу үшін қолданылатын мальтогенді амилазаны кодтайтын потенциалды ген бар [76].
Сүтқышқылды бактериялар тек сүт өнімдеріне ғана емес, сонымен қатар басқа да ферменттелген өнімдерге, мысалы, ферменттелген жемістер мен көкөніс өнімдеріне және ферменттелген астық өнімдеріне елеулі үлес қосты. Мысалы, кейбір сүтқышқылды бактерия штаммдары, қышқылдан алынған, бидайдың кейбір ақуыздарын, оның ішінде альбуминдер, глобулиндер мен глиадиндерді гидролиздеуге қабілетті [77].

Сүт қышқылы бактериялары - бұл көмірсуларды ашытып, негізінен сүт қышқылын түзетін микроорганизмдер тобы. Алайда, сүт қышқылы бактерияларының арасында патогендік және оппортунистік бактериялар да бар. Адамдарда спора түзетін сүт қышқылы бактерияларының (B. cereus және B. anthracis) қауіпсіздігі туралы шетелдік деректер бар [78]. Кейбір сүт қышқылы бактериялары ашытылған сүт өнімдерінің хош иісі мен дәмін тудырады, мысалы, хош иісті түзетін стрептококктар (Streptococcus diacetilactis, Streptococcus citrovorus), сонымен қатар көмірқышқыл газын, қышқылдар мен хош иісті заттарды түзеді. Ашытылған сүт өнімдерінің микрофлорасы, мысалы, қымыз, С, Bl, В2 дәрумендерін синтездейді. Lactobacterium acidophilus штаммының кейбір маңызды ерекшеліктеріне оның адамның асқазан-ішек жолдары арқылы өту процесінде өмір сүру, микробқа қарсы компоненттер шығару қабілеті жатады [79]. 
Сүт қышқылды бактериялардың штамдары L. acidophilus , L. plantarum , L. fermentum , L. casei және L. rhamnosus бұрын көрсетілгендей Proteus (P. mirabilis және P. vulgaris) түрлерін тудыратын зәр шығару жолдарының инфекцияларына қарсы, яғни бүйректің жағдайын қалпына келтіруде тиімді қолданылуы мүмкін [80].

Лактобактериялардың барлығы дерлік мезофилдер. Дамудың температуралық оптимумы 30-40°C аралығында болады, олар үшін жоғарғы температура шекарасы (максималды) 40°C құрайды, бірақ термофильді түрлер бар, олар жақсы өседі және шамамен 45°C температурада белсенді метаболизмге ие. Лактобактериялар факультативті анаэробтар, кейде микроаэрофилдер. Штамдардың көпшілігі аэротолерантты болғанымен, өсу үшін оңтайлы анаэробты және микроаэрофильді жағдайлар болып табылады. Лактобактериялар әдетте ауада әлсіз өседі [81]. 
Көмірқышқыл газының концентрациясының жоғарылауы (≈5%) өсуді ынталандыруы мүмкін, ал қатаң аэробты жағдайда өсу баяулайды [82]. Кейбір түрлер қатаң анаэробтар болып табылады. Осыған қарамастан, олар оттегінің белсенді түрлерінің (ROS) уытты әсерінен қорғаудың әртүрлі механизмдерімен сипатталады:
- супероксид дисмутаза ферменті, сутегі асқын тотығы мен оттегін алу үшін супероксид радикалдарының дисмутация реакциясын катализдейді; 

- супероксид иондарын тиімді жоюға қабілетті Mn2 + иондарының жоғары жасушаішілік концентрациясы (30 мм-ге дейін); 

- псевдокаталаза (L. mali); 

- аэробты жағдайда глюкозаның гликолитикалық ыдырауын жеделдету механизмі аэробты жағдайда NAD-H2 бар сутегі O2-ге тікелей ауысады, бұл пируваттың бір бөлігін сүт қышқылының ашытуындағы акцепторлық функциясынан босатады [83]. Пируват ацетил-КоА-ға дейін тотығады, оның ацетатқа дейін метаболизденуі АТФ молекуласының синтезіне әкеледі. Пигменттер өте сирек, сары, қызғылт сары немесе қызыл реңк құрайды. Лактобактериялардың физиологиялық ерекшелігі - олардың қышқылға төзімділігі. Лактобактериялардың өсуі үшін бастапқы РН 5.4-6.4 бар аздап қышқылданған орталар қолайлы, ал түр мен штаммға байланысты РН 3.6-4.0 жеткенде мәдениеттің өсуі баяулайды. L. suebicus, L. casei және L. plantarum РН 2.8 кезінде де өсу қабілетін қорғайды [84]. Лактобактериялар үшін нитраттың тотықсыздануы соңғы РН сақталатын жағдайлардан басқа тән емес 6.0 гем ортада кездеседі. Казеин ыдырамайды, бірақ штамдардың көпшілігі аз мөлшерде еритін азот түзеді, яғни индол мен күкіртсутек түзбейді. ДНҚ-дағы гуанин мен цитозиннің мөлшері 32-55 мол. % [85]. Сүт қышқылды ашыту қоздырғыштарынан жасалған өнімдерді диспепсия, іш қату, анемия, қатерлі ісіктер, сарқылу, тәбеттің төмендеуі, басқа аурулардың алдын алу үшін қолдану ұсынылады. Сонымен, біз химиялық құрамы, сондай-ақ оларды өндіруде қолданылатын ашытқылардың арқасында сүт өнімдерінің физиологиялық құндылығы жоғары екенін көреміз, сондықтан адамның күнделікті тамақтануы үшін ұсынылады. 
Бүгінгі таңда Streptococcus thermophilus, Lactobacterium delbrucku subsp сияқты сүт қышқылы бактерияларының классикалық дақылдары белгілі. Lactis, Lactobacterium delbrucku subsp. bulgaricus (йогурт дақылдары), Lactobacterium acidophilus, Lactobacterium casie subsp сияқты арнайы дақылдар маңызды рөл атқарады. Rhamnosus, сондай-ақ Bifldobactirium lactis, Bifidobactirium longum бифидобактериялары биоөнеркәсіпте дербес және басқа сүт қышқылы бактерияларымен бірге қолданылады [86]. Мысалы, йогурттарға арнайы йогурт дақылдары ғана емес, сонымен қатар бифидобактериялар, хош иісті бактериялар немесе ацидофильді таяқшалар қосылады. 
Сүт өнеркәсібінде қолданылатын дақылдардың көптеген штамдары пробиотиктерге жатады. Олар ағзаға ынталандырушы және реттеуші әсер етеді және асқазан-ішек жолдарының патогендік, оппортунистік микроорганизмдеріне әсер ететін антагонистік қасиеттерге ие. Азық-түлік көздеріне өте қажет, бай күрделі ортаны қажет етеді. Көмірсулардан олар негізінен гексозаларды (глюкоза, фруктоза, манноза, галактоза) және дисахаридтерді (лактоза, мальтоза, сахароза) ашытады және тек гетероферментативті түрлер, мысалы, кейбір plantarum штамдары, ашытылған пентозалар (рибоза, ксилоза, арабиноза). Лактоза-дисахарид, сондықтан катаболизм жолына түспес бұрын оны галактозидаза ферменті глюкоза мен галактозаға дейін ыдыратуы керек. Содан кейін галактоза фосфорланып, глюкоза-6-фосфат түзеді [87]. Көмірсулардан бөлек, лактобактериялар өздерінің дамуы үшін аминқышқылдары, дәрумендер сияқты түрлі өсу факторларына қажет.

Соңғы жылдары пробиотиктердің жануарлар мен адам денсаулығына әсері көптеген зерттеулердің нысанына айналып отыр. Бұл бағыттағы жұмыстар ішінде штаммдарды іріктеу, олардың физиологиялық және технологиялық қасиеттерін бағалау маңызды орын алады.
Basulifor атты пробиотикалық жемдік қоспаның бұзаулар ағзасындағы тиімділігі зерттеліп, пробиотиктің ауруларға қарсы тұру қабілетін арттырып, өнімділікті жақсартатыны және еттің сапасына жағымды әсер беретіні дәлелденді. Сонымен қатар, ішек микрофлорасының қалпына келуі және өлім-жітім көрсеткішінің төмендеуі байқалған [88]. Пробиотиктерді іріктеу кезінде танназа ферментінің белсенділігі маңызды критерийлердің бірі ретінде қарастырылуда. Танназа белсенділігі бар штаммдар өсімдік текті полифенолдарды ыдыратып, ішек микробиотасының тұрақты дамуына ықпал етеді. Бұл қасиет антиоксиданттық потенциалды арттырып, тағамдық антинутриенттердің жағымсыз әсерін азайтуға мүмкіндік береді [89].

Жаңа пробиотик жасау бағытында жүргізілген зерттеулерде пробиотиктік штаммдарды іріктеу принциптеріне ерекше назар аударылған. Штаммдардың өтке және қышқылға төзімділігі, адгезивтік қабілеті, антимикробтық белсенділігі мен биотехнологиялық сипаттамалары кешенді түрде бағалануы тиіс. Бұл критерийлерге сай келетін перспективалы Lactobacillus штаммдары ұсынылған [90]. Қабынусыз табиғаттағы ішек симптомдары, әсіресе іштің кебуі, метеоризм, іш қату және іштің өтуі секілді жағдайларда пробиотиктер симптомдарды жеңілдетуге көмектесетіні дәлелденді. Авторлар әртүрлі штаммдардың әсері әртүрлі болатынын және оларды клиникалық мақсаттарға сәйкес таңдау қажет екенін атап өтті [91]. Төменгі асқорыту жолдарының функционалдық бұзылыстарын емдеуде пробиотиктерді қолдану қазіргі клиникалық тәжірибеде жиі қолданыла бастаған. Бірнеше халықаралық клиникалық зерттеулерді талдай отырып, пробиотиктердің ішек моторикасына, микробиота теңгеріміне және ішек тосқауылдарының қалпына келуіне оң әсер ететіні көрсетілді [92].
Бүгінгі таңда пробиотиктерге тірі микроорганизмдерді жатқызамыз. Яғни, адамның негізгі микрофлорасының өкілдері ретінде асқазан-ішек жолына жеткілікті мөлшерде енген кезде белсенділігін, өміршеңдігін сақтайды және денсаулығына оң әсер етеді. 
Пробиотиктер ретінде бифидобактериялардың әртүрлі түрлері қолданылады (Bifidobacterium longum, B. breve, B. infantis, B. bifidum, B. adolescentis, B. animalis), лактобактериялар (Lactobacillus rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. gasseri) және басқалары микроорганизмдер (lactococcus cremoris, L. lactis, Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Saccharomyces boulardii). Генетикалық әртүрліліктің арқасында олар бір-бірінен қасиеттері бойынша айтарлықтай ерекшеленеді. Бұл ғылыми - зерттеу жұмысы пробиотиктерді медицина, өндіріс саласында, ауылшаруашылығындағы өзекті мәселелерді шешу үшін жаңа перспективті биологиялық препараттарды құру мәселелеріне арналған [93].
Пробиотикалық штаммдар сүт өнеркәсібінде ферменттелген азық-түлік өнімдерін өндіру үшін кеңінен қолданылады. Өндірістік процесс кезінде олар жиі оксидативті стресс сияқты әртүрлі экологиялық стресс факторларына ұшырайды [94].

Bifidobacterium lactis штаммдары өнімдердің дәмін жақсартумен қатар, қышқыл ортаға төзімді жасушалардың жоғары концентрациясын қалыптастырады, бұл олардың асқазан-ішек жолдарында ұзақ уақыт тіршілік етуіне мүмкіндік береді, себебі олар жоғары жабысқақ қасиеттерге ие. Сонымен қатар, ацидофильді бактериялар ішек таяқшалары, дизентерия тудыратын бактериялар, сальмонеллалар және коагулаза оң стафилококктарды тежеуге қабілетті антибиотиктер шығара алады.

L. acidophilus пробиотиктері ішектегі қатерлі ісік жаңа өскіндеріне қарсы айқын белсенділік танытса, L. casei саркомаларға қарсы ең жоғары ісікке қарсы белсенділікке ие. Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде қуық рагімен ауыратын науқастарға L. casei пробиотикалық мәдениетін бір жыл бойы тағайындау, бақылау тобымен салыстырғанда, ісіктің қайталану қаупін 1,8 есе азайтатыны анықталды [95]. 
Пробиотиктер тек асқорыту жүйесінің саулығын қолдаумен шектелмей, ағзаның жалпы иммундық, метаболикалық және нейропсихологиялық тұрақтылығына да оң әсер етеді. Олардың әсері нақты штаммдарға, мөлшеріне және қабылдау ұзақтығына байланысты екені зерттеулерде көрсетілген. Сонымен қатар, пробиотиктер патогендік бактерияларға қарсы антагонистік белсенділік танытып, ішек тосқауылының тұтастығын сақтауға көмектеседі [96]. Пробиотиктердің биотерапиялық агент ретінде қолданылуы – заманауи фармакология мен микробиологияда кеңінен зерттеліп жатқан бағыт. Бұл микроорганизмдер адамның микробиомымен өзара әрекеттесе отырып, қабыну процестерін төмендетуге, аллергиялық реакцияларды реттеуге және тіпті кейбір созылмалы аурулардың алдын алуға ықпал етеді [97].

Құрамында лактобактериялар бар өнімдер пробиотиктердің әлемдік нарығында басым болып келеді, сонымен қатар, олар биотехнологияда және тағамды сақтауда кеңінен қолданылады және қатар емдік агент ретінде зерттеледі [98]. Клиникалық зерттеулерде Bifidobacterium және Lactobacillus туыстас пробиотиктердің адам ағзасына оң әсері айқындалған. Олар ішек микрофлорасын тұрақтандырып, патогенді микроорганизмдердің өсуін тежейді, сондай-ақ иммунитетті күшейту қабілетіне ие [99]. Бұл пробиотиктер, әсіресе, антибиотикпен емделуден кейінгі ішек дисбиозын түзетуде тиімді құрал ретінде танылып отыр.
Қазақстандық зерттеулерде пробиотиктер мен пребиотиктердің клиникалық қолданысы кеңінен талданған. Авторлар олардың балалар мен ересектер арасындағы асқорыту бұзылыстары, аллергиялық реакциялар мен жұқпалы аурулар кезінде қолданылуын ұсынады. Сонымен қатар, пробиотиктердің әртүрлі штаммдарының емдік әсері мен қауіпсіздік профилі тәжірибе жүзінде дәлелденген [100]. Шикі сүттен бөлініп алынған Lactobacillus штаммдарының антимикробтық белсенділігі зерттеліп, олардың Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. секілді патогендерге қарсы әсер ететіні көрсетілген. Бұл штаммдардың ішек микрофлорасын қалпына келтіруде ғана емес, тағам қауіпсіздігін қамтамасыз етуде де әлеуеті зор [101].
Lactobacillus тұқымдастарының биотехнологиялық әлеуеті соңғы жылдары геномдық зерттеулер арқылы айтарлықтай кеңейді. 213 штаммға жүргізілген салыстырмалы геномдық талдау олардың әртүрлілік деңгейін, адаптациялық ерекшеліктерін және функционалдық қасиеттерін тереңірек түсінуге мүмкіндік берді. Бұл зерттеу нәтижелері пробиотик ретінде қолдануға жарамды штаммдарды таңдап алуға және олардың нақты механизмдерін анықтауға жол ашады [102]. Ал пребиотиктер саласында сіңірілмейтін олигосахаридтердің функционалдық қасиеттері жан-жақты зерттелген. Аталған көмірсулар ішек микрофлорасының пайдалы өкілдерін, соның ішінде Bifidobacterium мен Lactobacillus түрлерінің өсуін ынталандырады. Сонымен қатар, олар ішек денсаулығын жақсартуға, иммундық жауапты күшейтуге және патогендермен бәсекелесуге қатысатыны көрсетілген [103]. Ғалымдардың зерттеу жұмыстарына сүйенсек, жалпы органикалық қышқылдар (сүт, сірке суы, пропион қышқылы) өндірісінің арқасында сүтқышқылды бактериялардың көптеген штаммдары түрлі патогенді микроорганизмдерге қарсы айқын антимикробтық белсенділік көрсете алады [104].
Lactulose және сүтқышқылды бактериялар ішек микрофлорасының тұрақтылығын сақтау мен шырышты қабатты қорғауда маңызды рөл атқарады. Бұл қосылыстар ішек ішіндегі пайдалы бактериялардың көбеюіне ықпал етіп, патогенді микроорганизмдердің өсуін тежейді. Сонымен қатар, олар ішек шырышты қабатының тұтастығын сақтауға және қабынуға қарсы әсер көрсетуге қабілетті [105]. Ал Streptococcus thermophilus KLDS3.1003 штаммының толық геномдық реттілігі анықталып, оның жоғары антимикробтық белсенділікке ие екені дәлелденген. Бұл штамм тағам арқылы таралатын және урогенитальды патогендерге қарсы айқын тежеуші әсер көрсетті, бұл оны пробиотикалық мақсатта қолдану үшін перспективті кандидат етеді [106]. 
Ғалымдардың зерттеулері бойынша Escherichia coli және S. aureus дақылдары 50 мл сұйық орта (қоректік бульон) құйылған колбаларда өсірілді. 24 сағат бойы 37 °C температурада инкубациядан кейін дақылдар жасушаларды посткультуралық сұйықтықтан бөлу мақсатында 10 000 айн/мин жылдамдықта центрифугаланды (+4 °C). Гидролазалар қамтылған алынған посткультуралық сұйықтық кейінгі зертханалық сынақтарда пайдаланылды. Өлшемі 5 × 5 см болатын үлдірге 3 мл посткультуралық сұйықтық тамызылып, ол стерильді Петри табақшаларына орналастырылды. Адамның ас қорыту жолындағы микроорганизмдер тағамды ыдыратуға, витаминдер (К, В тобы) түзуге, иммундық жүйені күшейтуге және зиянды бактериялардың көбеюіне кедергі жасауға маңызды рөл атқарады [107]. 
Бұл нәтижелер олардың тағам өнеркәсібінде биоқауіпсіздік және микрофлораны реттеуші пробиотиктер ретінде кеңінен қолдануға мүмкіндік беретінін көрсетеді. Сонымен қатар, Қазақстандық зерттеушілер құрғақ бие сүтінің негізінде пробиотикалық микрокапсулалар қосылған функционалдық йогурт алу бағытында зерттеу жүргізіп, нәтижесінде өнімнің органолептикалық қасиеттері мен пробиотикалық тұрақтылығы айтарлықтай артқаны анықталған [108].

Микроорганизмдердің бір-бірімен өзара әрекеттесу механизмдерін зерттеу барысында бактериалды каталаза ферментінің маңызды рөл атқаратыны анықталған, ол асқын тотығу стресінен қорғануға және колония түзуге қатысатыны көрсетілген [109]. Бұдан бөлек, сүтқышқылды бактериялардың табиғи антагонистік қасиеттері де кеңінен зерттелуде. Мысалы, Lactobacillus brevis NCDC 02 штаммы ақуыздық табиғаты бар зеңге қарсы белсенді заттар өндіре алады, бұл тағам өнімдерінің микробиологиялық қауіпсіздігін арттыруда перспективалы бағыттардың бірі болып отыр [110].

Пробиотиктердің ішек эпителийіне адгезия қабілеті олардың тиімділігін анықтайтын басты критерийлердің бірі болып саналады. Lactobacillus fermentum 104 штаммының адгезиялық детерминанттары ішек қабырғасына беки отырып, патогенді бактериялармен бәсекеге түсуге жағдай жасайтыны белгілі болды [111]. Бұл штаммдардың ішектегі тұрақтылығы, әсіресе нәрестелердің ішек микрофлорасында rotavirus инфекциясы кезінде олардың тиімді әрекет ететінін көрсеткен [112]. Осы қатарда, пробиотикалық Bifidobacterium bifidum EPS DA-LAIM штаммының бөлетін экзополисахаридтері құрылымдық жағынан зерттеліп, олардың пребиотикалық қасиетке ие екені, атап айтқанда, пайдалы бактериялардың өсуін ынталандырып, иммундық жауапты жақсартатыны дәлелденген [113].

Сүтқышқышқылды бактериялар, олардың мүмкін болатын рөлі бойынша жіктеледі: (I) сүт өнімдерінің ферментациясына қатысатын микроорганизмдер (мысалы, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium және саңырауқұлақ популяциялары); (II) бүлінуге қатысатындар (мысалы, Pseudomonas, Clostridium, Bacillus және басқа да спортүзуші бактериялар); (III) азық-түлік ауруларына себеп болатындар (мысалы, листерий, сальмонеллалар, ішек таяқшалары, кампилобактер және микотоксиндер өндіретін саңырауқұлақтар); және (IV) денсаулықты нығайтуға қатысатындар (мысалы, лактобактериялар мен бифидобактериялар).

Pseudomonas туысына жататын бактериядан бөлініп алынған және сипатталған аланил-спецификалық аминопептидаза N-терминалды аланин қалдықтарын ажырату қабілетімен ерекшеленеді. Мұндай ферменттер пептидтердің деградациясына қатысып, белоктық субстраттардың гидролизін қамтамасыз етеді. Бұл қасиеттер сүтқышқылды бактерияларда байқалатын аминопептидазаларға ұқсас және олардың белсенділігі сүт белоктарының пептидтік тізбектерін ыдыратуға, соның нәтижесінде пептидтер мен аминқышқылдарының жиналуына ықпал етеді. Осы процестер сүт өнімдерінің органолептикалық қасиеттерінің, атап айтқанда дәм мен иістің қалыптасуында маңызды рөл атқарады. Сондықтан Pseudomonas штаммынан зерттелген аминопептидаза сүтқышқылды ашыту өндірісіндегі протеолитикалық ферменттердің функционалдық маңызын түсіндіруге үлгі бола алады [114]. 
Ғылыми зерттеу жұмысында бие сүті, үй жағдайындағы ірімшік, шұбат, айран, құрт, сүзбе секілді өнімдерден сүтқышқылды бактериялар бөлініп алынды. 
Пробиотиктік агенттердің микробқа қарсы тиімділігі қазіргі таңда ғылыми зерттеулердің маңызды бағытына айналып отыр. Жоғарғы тыныс жолдарының инфекцияларын тудыратын бактерияларға қарсы антимикробтық белсенді заттардың әсерін in vivo үлгіде зерттеу нәтижесінде олардың қауіпсіз әрі тиімді екені анықталды [115]. Сонымен қатар шигеллез қоздырғыштарына қарсы қолданылған арнайы көпқұрамды биологиялық жүйенің микробқа қарсы және биоқабықша түзуге қарсы белсенділік көрсететіні дәлелденді. Зерттеу барысында бұл заттың жасушалық деңгейде уытты әсері байқалмағаны да анықталған [116]. Ферменттелген бие сүтіндегі сүт қышқылы бактерияларын (маңдайларын) оқшаулау, анықтау және сипаттауға қатысты зерттеулерді негізінен Азиялық зерттеу топтары ғасырлар бойы бұл өндіріс дәстүрге айналған аймақтарда, атап айтқанда Моңғолия мен Ішкі Моңғолияда және Қытайдың автономды аймағында жүргізді. Зерттеудің бұл түрі 2000-шы жылдардың басында айтарлықтай жиілікпен басталды және әлі де белсенді түрде жалғасуда, бәлкім, өнеркәсіптік жылқы сүтінің туындыларын өндіру үшін ең қолайлы зертханалық комбинацияны табу мақсатында болуы мүмкін [117]. Бие сүті негізіндегі сүт өнімдеріне пробиотикалық ингредиенттерді қосу бойынша зерттеулер әлі шектеулі, бұл әрі қарайғы ғылыми зерттеулер мен коммерциялық дамуға елеулі мүмкіндіктер ашады. Лактозаның жоғары мөлшері кобыланың сүтін айранды сусындар өндірісі үшін әсіресе қолайлы етеді. Сонымен қатар, ол алмастырылмайтын аминқышқылдарының бай көзі болып табылады және сиыр сүтімен салыстырғанда сарысуды белоктарының жоғары үлесіне ие [118].
Сүтқышқылды өнімдерден бөлініп алынатын белсенді бактерияларды зерттеу және оларды салыстырмалы түрде талдау молекулялалық биология әдістері: полимеразды тізбекті реакция (птр), генетикалық профильдеу; микробиологиялық әдістері; жалпы колония санын анықтау, ашыту қасиеттерін тексеру; биохимиялық әдіс; қышқылдық-негіздік қасиеттерін зерттеу, лактоза ферментациясы сияқты әртүрлі әдістермен жүзеге асырылады. Бұл талдау бактериялардың тиімділігі мен қолданылу салаларын анықтауға мүмкіндік береді. Сүтқышқылды бактерияларды зерттеу үшін қолданылатын әдістер бір-бірін толықтырып, бактериялардың әртүрлі қасиеттерін, оның ішінде белсенділігін, төзімділігін және денсаулыққа әсерін салыстыруға мүмкіндік береді. Осы әдістердің барлығы сүтқышқылды өнімдердің сапасын және олардың адам ағзасына пайдасын арттыру мақсатында маңызды болып табылады.
L. plantarum бактериялары көбінесе өсімдіктерден себіледі. Өсімдіктерде түрлердің келесі өкілдері L. fermentum, L. brevis, L. casei, L. salivarius, L. buchneri, L. coryniformis, L. paracasei, L. curvatus, L. sakei және L. fermentum табылды. T.N. Dubrovina, P.V. Dubrovin, T.A. Nazarenko зерттеуіне сәйкес, лактобактериялар өсімдіктерге оң әсер ететін және жоғары өнімділікке ықпал ететін «тиімді микроорганизмдер» (EM, Effective Microorganisms) деп аталатындардың қатарына жатады [119]. Стрептококктар өсу қарқыны бойынша лактобактериялардан озып кетеді, сондықтан лактобактериялардың титрі қышқыл сүтте де төмен. Бірақ уақыт өте келе лактобактериялар қышқыл ортаға төзімділіктің жоғарылауына байланысты басым бола бастайды. Лактобактериялар әртүрлі ашытылған сүт өнімдерінде (ірімшік, йогурт, айран және т.б.) олардан жүздеген жылдар бойы тұрақты түрде ерекшеленеді, бірақ іс жүзінде басқа көздерде кездеспейді, мысалы:

- L. delbrueckii subsp. bulgaricus - йогурт микрофлорасына жатады. 

- L. delbrueckii subsp. indicus – үй йогурты «дахи» (dahi).

-L. kefiri, L. parakefiri, L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum – кавказ қышқыл айраны [120]. 

Сүт қышқылы бактерияларының көмегімен негізгі компоненттерінің биохимиялық өзгерістері пайда болады, олар дәм, хош иіс пен консистенцияны қалыптастыруға ықпал ететін қосылыстар түзеді. Микроорганизмдердің көмірсулар алмасуы нәтижесінде хош иісті қалыптастыруда өте маңызды рөл атқаратын өнімдер пайда болатыны белгілі. Сүт қышқылымен бірге өндірілген пирув қышқылы, сірке қышқылы, этил спирті, ацетон және басқа заттар шикізатқа, содан кейін ет өніміне ұзақ уақыт бойы дәм мен хош иіс береді.

Хош иісті қалыптастырудағы маңызды рөл майларды ыдырататын өнімдерге жатады: бос май қышқылдары мен карбонил қосылыстары. Бұл процеске қатысатын липазаларды өндіру қабілеті Lactobacillus бактерияларына ие. Микроорганизмдер мен олардың ферментативті кешендері ет негізгі компоненттерінің жойылуын және олардың дайын өнімнің органолептикалық қасиеттерін, оның адам ағзасына сіңімділігін, биологиялық құндылығын және тұтынушы үшін қауіпсіздігін анықтайтын дәм, хош иісті және физиологиялық белсенді қосылыстарға өтуін жүзеге асырады. Және де, Кушугулова А.Р. Clostridhim botulinum өсуін тежеу үшін тартылған шұжыққа қосылған нитрит деңгейін сүт қышқылы бактерияларын енгізу арқылы азайтуға болатынын анықтады [121]. Сонымен қатар, бактериялық дақылдар ет, сүт өнімдерінде Salmonella, Clostridhim botulinum, Staphilococcus aureus сияқты микроорганизмдерге антагонистік әсер етеді.

Пробиотикалық өнімдер соңғы жылдары әлемде айтарлықтай танымалдыққа ие болып, денсаулық сақтау және тамақ өнеркәсібінде маңызды орын алуда. Бұл өнімдер адам ағзасына пайдалы әсер ететін микроорганизмдерді (әдетте бактериялар мен ашытқылар) қамтиды және әртүрлі аурулардың алдын алу мен емдеуде қолданылуы мүмкін. 

Пробиотикалық өнімдер – тірі микроорганизмдер (негізінен сүтқышқылды бактериялар мен бифидобактериялар) қосылған тағамдар мен биологиялық белсенді қоспалар. Пробиотиктердің басты мақсаты – адамның ішек микрофлорасының тепе-теңдігін қалпына келтіру, иммундық жүйені нығайту және түрлі аурулардың алдын алу. Соңғы онжылдықта бұл өнімдерге деген қызығушылық әлем бойынша күрт артты. Бұл – тұтынушылардың табиғи, функционалдық және профилактикалық әсері бар өнімдерге сұранысының өсуімен тығыз байланысты.

Қазіргі заманғы зерттеулерде әр түрлі ауруларға қарсы бағытталған арнайы штамм-пробиотиктер әзірленіп жатыр. Мысалы: Lactobacillus rhamnosus GG – диареяны азайту; Bifidobacterium longum – ішек қабынуын төмендету; L. reuteri – ауыз қуысын сауықтыру; L. plantarum – бауыр қорғанысы және антиоксиданттық әсер үшін. Микробиомдық профильге негізделген жеке пробиотиктер әзірлеу – алдағы маңызды бағыттардың бірі. Бұл бағыт «precision nutrition» ұғымымен тығыз байланысты. 
Пробиотиктер бұл концепцияның маңызды бір бөлігіне айналуда.

Пробиотикалық өнімдердің даму тенденциялары мен перспективалары бүгінгі таңда бірнеше негізгі бағытта байқалады:

1.
Жаңа штаммдардың зерттелуі: пробиотикалық бактериялардың жаңа түрлері мен штаммдары зерттелуде, олардың денсаулыққа пайдасын арттыру үшін.

2.
Персонализирленген терапия: әр адамның ішек микрофлорасына негізделген пробиотиктерді таңдау, бұл өнімдердің тиімділігін арттырады.

3.
Жаңа өнімдер мен форматтар: пробиотиктер сусындар, снэк өнімдері, капсулалар түрінде ұсынылып, адамдарға ыңғайлы түрде қолжетімді болуда.

4.
Қоғамдық денсаулықты қолдау: пробиотиктер иммунитетті күшейтіп, аурулардың алдын алуға ықпал етеді, денсаулық сақтау жүйесіне жүктемені азайтады.

Бұл бағыттар пробиотиктердің болашақта кеңінен қолданыс тауып, денсаулық сақтау саласына маңызды үлес қосатынын көрсетеді.

Қалыпты ішек микрофлорасының лактобактерияларының адам денсаулығына пайдалы әсері оларды пробиотиктерде кеңінен қолдануға әкелді. Пробиотикалық терапияда келесі Lactobacillus түрлері жиі қолданылады. - L. acidophilus, L. rhamnosus, L plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. reuteri, L. casei [122]. 
Қазіргі уақытта белгілі микроорганизмдердің пробиотикалық штамдарының көпшілігі адам ағзасының қалыпты микрофлорасының бөлігі болып табылады немесе бүкіл әлемде бірнеше ұрпақ тұтынатын тағамдарда бар. Пробиотиктер өздерінің жағымды әсерін макроорганизмге бірнеше механизмдер арқылы жүзеге асырады, олардың бәрі әлі толық ашылмаған. Жақсы зерттелген механизмдердің бірі – патогенді және шартты патогенді микроорганизмдерге қарсы антагонистік белсенділік. Антагонистік белсенділік және иммундық жүйемен өзара әрекеттесу пробиотикалық микроорганизмдердің ең маңызды қасиеті – колонизациялық қарсылықты қамтамасыз етуді анықтайды, бұл ішек қабырғасын бактериялар, токсиндер және әр түрлі шығу тегі бар токсикалық өнімдерден қорғауды білдіреді. Пробиотиктердің қорғаныс функциясы олардың антимутагенді белсенділігінде де көрініс табады. Бұл қасиет пробиотиктердің қатерлі ісікке қарсы және аллергияға қарсы әсерлерін түсіндіреді. Пробиотиктер ақуыздардың, липидтердің, көмірсулардың метаболизмінің канцерогендік өнімдерін гидролиздеуге, гистаминді, ксенобиотиктерді және проканцерогенді заттарды инактивациялауға қатысады, сондай-ақ өт қышқылдарының деконъюгациясын және май қышқылдарының гидроксилдеуін жүзеге асырады [123]. Пробиотиктер ас қорыту және моторлық функцияларды күшейтеді. Тағамдық компоненттерді, мысалы, ашыту үрдісінде, ферментативтік ыдырату процесстеріне қатысу арқылы қалыпты микрофлора ас қорыту функциясын атқарады, бұл әсіресе балалардағы лактаза жеткіліксіздігі кезінде маңызды. Пробиотикалық микроорганизмдер өздерінің өмір сүру әрекетінде ішекте темір, кальций және D витаминінің сіңірілуі үшін қолайлы жағдайлар жасайды. Алайда, ішек микрофлорасының витаминдер метаболизміндегі рөлі тек олардың сіңірілуін күшейтумен шектелмейді. Пробиотиктер B1, B2, B3, РР, K және E витаминдерін, сондай-ақ фолий және аскорбин қышқылдарын синтездеуге қатысады. Қалыпты микрофлора адамды B және Н витаминдерімен (биотинмен) толық қамтамасыз етеді; витамин B12 табиғатта тек микроорганизмдермен синтезделеді. Витаминдерден басқа, ас қорыту жүйесінің микроорганизмдері биологиялық белсенді қосылыстарды синтездейді, мысалы, гистидин, гистамин, холестерин, серотонин, γ-аминомай қышқылы, аминогликозидтер, антибиотиктер, кейбір токсиндер, хош иісті қосылыстар (индол мен скатол) және аминқышқылдарын (аргинин, триптофан, тирозин) синтездейді. Олар көмірқышқыл газы, сутек, күкіртсутек, аммиак және метан өндірісіне қатыса отырып, ішектегі газ құрамын реттейді [124]. Сонымен қатар, Ішек микрофлорасы иммуноглобулиндердің, γ-интерферонның және кейбір басқа цитокиндердің индукциясын белсендіреді, макрофагтардың, нейтрофилдердің, моноциттердің және басқа ақ қан жасушаларының фагоцитарлық белсенділігін арттырады [125]. 

Пробиотиктер мен пребиотиктер қазіргі таңда қатерлі ісікке қарсы терапияда кең спектрлі әлеуетке ие биологиялық агенттер ретінде ерекше назар аударып отыр. Соңғы зерттеулерге сәйкес, олардың әсер ету механизмдері ісік жасушаларының өсуін тежеу, апоптозды индукциялау, иммундық жүйені модуляциялау және ішек микрофлорасын тұрақтандыру секілді бірнеше биологиялық жолдар арқылы іске асады. Бұл қасиеттер пробиотиктердің онкологиялық аурулардың алдын алуда және қосымша ем ретінде қолданылу мүмкіндігін кеңейтуде [126]. Сонымен қатар, сүтқышқылды бактериялар мен Bifidobacterium spp. тәрізді пробиотикалық микроорганизмдердің антибиотиктерге төзімділік деңгейін зерттеу олардың тағамдық және фармацевтикалық өнімдердегі қауіпсіздігін бағалауда маңызды орын алады. Бұл бактериялар түрлі сүт өнімдері мен дәрілік препараттардан бөлініп алынып, олардың антибиотикке қарсы тұру қабілеті сарапталған. Мұндай зерттеулер пробиотиктердің адам ағзасына ұзақмерзімді әсерін бағалау және қауіпсіз қолдану шектерін анықтауда негіз бола алады [127] Lactobacillus тұқымдасына жататын бактериялардың морфологиялық, физиологиялық және биохимиялық қасиеттері, сондай-ақ олармен зертханалық жұмыс істеудің әдістемелік негіздері жан-жақты сипатталған еңбектерде бұл бактериялардың биотехнологиялық маңызы мен қолдану аясы айқын көрсетілген [128]. Сонымен бірге, соңғы жылдары пробиотиктер мен пребиотиктердің жануарлар денсаулығы мен тағам қауіпсіздігін жақсартудағы рөліне қатысты бағыттар да айтарлықтай дамып келеді. Бұл саладағы зерттеулер пробиотиктердің тек емдік қана емес, сонымен қатар профилактикалық мақсаттағы әлеуетін кеңінен танытуда [129].

Қазіргі кезде, медицинада және функционалдық тағам өндірісінде СҚБ-ның пробиотикалық штаммдары (мысалы, Lactobacillus rhamnosus, L. plantarum, L. fermentum, Bifidobacterium spp.) адамның ішек дисбиозы, диарея, аллергиялық аурулар, тіпті метаболикалық синдром сияқты патологияларда оң нәтижелер көрсетуде. Сонымен қатар, бұл микроорганизмдер биоконсервация, биокатализ, биологиялық тыңайтқыштар мен ветеринарлық пробиотиктер саласында да сұранысқа ие.

Бүгінде әлем бойынша сүтқышқылды бактериялар негізінде әзірленіп жатқан биопрепараттар саны артып келеді. Әсіресе, дәстүрлі тағам өнімдерінен (қымыз, шұбат, айран) бөлініп алынған жаңа штаммдарды жергілікті биотехнологиялық өнімдерге енгізу бағытында зерттеулер белсенді жүргізілуде. Бұл салада Қазақстан да, ұлттық тағамдардың биологиялық әлеуетін заманауи ғылыммен ұштастырып келеді.
Ферменттелген өнімдер — бұл тірі микроорганизмдер арқылы алынатын өнімдер, бірақ олардың өндірісінде қолданылатын өңдеу кезеңдері нәтижесінде бұл микроорганизмдер дайын тағам өнімінде тіршілік ете алмауы мүмкін. Тағамды ферментациялау — ас қорыту жүйесін жақсарту, өнімдерді сақтау және денсаулықты нығайту үшін ежелден қолданылып келе жатқан қарапайым әрі табиғи әдіс. Бұл әдіс ферменттелген тағамдардағы бактериялардың B, C және K витаминдерінің деңгейін арттырып, фитин қышқылы мен ақуыз ингибиторлары сияқты зиянды заттарды бейтараптандырады. Дегенмен, кейбір үйде дайындалған ферменттелген өнімдер, мысалы, йогурттар мен тұзды қиярлар, пробиотиктердің бай көзі болып табылады және олардың денсаулыққа пайдасын зерттеген клиникалық зерттеулер жүргізілген. Қазіргі уақытта пробиотиктер екі негізгі формада қолжетімді: тағамдық өнімдер және биологиялық белсенді қоспалар түрінде реттеледі [130]. 
Сонымен, пробиотикалық өнімдер нарығы соңғы онжылдықта динамикалық өсуді бастан кешірді, бұл тек денсаулық сақтау саласындағы ғылыми жаңалықтармен ғана емес, сонымен қатар тұтынушылардың профилактикалық медицинаға деген ұлғайған қызығушылығымен түсіндіріледі. Бұл талдау пробиотиктердің ағымдағы тенденцияларын, алдағы перспективаларын және әлеуметтік-экономикалық әсерін тереңірек қарастырады.
1.3 Құрсақ қуысындағы бауырға пробиотикалық бактериялардың әсер ету сипаттамалары 
Бауыр — ерекше регенерациялық қабілетке ие өте маңызды және берік орган. Ол сау жасушалардың аздығына қарамастан, өзінің негізгі функцияларын жалғастырады. 
Бауырдың гистологиялық құрылымы оның функцияларын тиімді орындауға мүмкіндік беретін жоғары деңгейде ұйымдасқан. Бауырдың негізгі құрылымдық бірлігі — бауыр ацинусы. Бұл құрылым бірнеше клеткалық элементтерден тұрады, әрқайсысы бауырдың әртүрлі функцияларын орындауға жауапты. Гепатоциттер, Купфер жасушалары, синусоидтар, өт жолдары және басқа да құрылымдар бауырдың детоксикация, метаболизм, қорғаныш және басқа маңызды функцияларын үйлесімді түрде жүзеге асыруға көмектеседі.
«Экономикалық дамумен және әлеуметтік белсенділік деңгейінің жоғарылауымен алкогольді тұтыну бүкіл әлемде өсуде. Алкоголь тұтынатын адамдарда бауыр ауруымен ауыратын науқастардың саны артып келеді. Статистикаға сәйкес, алкоголь қолданғандардың 80% - бауырында алкогольдік зақымдану белгілері бар, олардың 10-35% алкогольдік гепатит дамиды, ал 10-20% - алкогольдік цирроз дамуы мүмкін. Алкогольден бас тарту бауырдың жеңіл алкогольдік зақымдануын қалпына келтіруі мүмкін. Алкоголь - бауыр ауруларының негізгі себебі болып табылады. Бастапқы кезеңдерде алкогольді тұтыну бауырдың майлы дистрофиясының дамуын тудырады, біртіндеп гепатитке, бауыр фиброзына және бауыр циррозына айналады және көбінесе бауыр қатерлі ісігіне айналады» [131].

Бауырдың зақымдануы үш кезеңнен өтеді: майлану (стеатоз), алкогольді гепатит және бауыр циррозы. Алкогольді тұтынуды бақылау өте маңызды, өйткені шамадан тыс ішу бауыр ауруларының дамуына әкеледі. Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымы алкогольдің стандартты дозасын белгілеген. Батыс елдерінде алкогольді теріс пайдалану көрсеткіші жоғары. Мысалы, АҚШ-та 18 жастан асқан ересектердің 11,3%-ы алкогольді теріс пайдаланады, бұл өлім-жітімнің артуына себеп болды.

Алкоголь кең таралған сусын болып табылады. Соңғы зерттеулерге сәйкес, әлемде шамамен 2 миллиард адам тұрақты түрде алкоголь ішеді, 75 миллион адамға алкогольді қолданумен байланысты бұзылулар диагнозы қойылған, ал шамамен 3 миллион адам жыл сайын этанолдың әсерінен қайтыс болады, бұл жалпы өлімнің 6%-ын құрайды [132]. Бауыр — алкогольден туындаған зақымданулар үшін негізгі мішендік ағзалардың бірі болып табылады. Этанолдың әсері бауырдың алкогольдік ауруымен (БАА) тығыз байланысты, бұл әлем бойынша аурушаңдық пен өлім-жітімнің ең жоғары деңгейіне ие созылмалы ауру [133]. 
Пробиотиктердің адам денсаулығына оң әсері, соның ішінде асқорыту жүйесі мен иммундық тепе-теңдікті сақтаудағы рөлі ғылыми қауымдастықта кеңінен зерттеліп келеді. Олардың ішек микробиотасын реттеу арқылы бауыр қызметіне де жанама әсер ететіні дәлелденген. Пробиотиктердің бауырдың қабыну процестерін төмендету, май жинақталуын азайту және бауыр жасушаларының регенерациясын ынталандыру сияқты қасиеттері бауыр ауруларының алдын алу мен емінде маңызды орынға ие [134].
Қазіргі отандық зерттеулер де пробиотиктердің құрсақ қуысындағы мүшелерге, әсіресе бауырға, әсерін зерттеуге бағытталған. Атап айтқанда, бие сүті мен қымыз негізінде алынған сүтқышқылды бактерияларға негізделген пробиотикалық өнімдердің алкогольмен зақымданған бауыр тініне қорғаныс әсері бары анықталған. Пробиотиктер бауырдағы метаболикалық бұзылыстарды түзетіп, қабыну мен некроз белгілерін төмендеткені тәжірибелік модельдер арқылы көрсетілген [135]. Алкоголь мен энергетикалық сусындар қауымдастығының алкогольді тұтынудың артуына әкеліп соғады, яғни, бұл тұтынушылармен жазатайым оқиғалардың болу ықтималдығын арттырады [136]. Бауыр алкоголь алмасуындағы негізгі орган ретінде әрекет етеді. Алкогольдегидрогеназа (АДГ) және ацетальдегиддегидрогеназа (AДГ) арқылы алкоголь метаболизмінің тотығу жолы алкогольді бауырдың зақымдануында негізгі токсин болып саналатын ацетальдегидтің көп мөлшерін тудырады [137]. Эксперименттік дәлелдер бойынша этанолды (алкогольдік) интоксикацияның көптеген органдарға кері әсерін тигізетінін көрсетеді. Стеатоздың алдын алуда, цирроздағы бауыр функциясын жақсартуда, бауыр энцефалопатиясындағы бауыр жағдайын жақсартуда және трансплантация мен гепатэктомиядан кейінгі науқастарда инфекциялық асқынулардың алдын алуда про - және пребиотиктердің перспективалы рөлі көрінеді. Дегенмен, бауырдың әртүрлі ауруларын емдеу үшін қандай пробиотикалық штаммдар және қандай доза ең тиімді және қауіпсіз екенін анықтау үшін қосымша зерттеулер қажет [138].
Алкоголь негізінен алкогольдегидрогеназа (АДГ) және альдегиддегидрогеназа (АЛДГ) катализдейтін тотығу процесі арқылы метаболизденеді [139]. Жақында жүргізілген зерттеулер пробиотиктердің бауыр функциясын жақсартатынын көрсетті [140].

Этанол метаболизмінде ALDH маңызды рөл атқарады, себебі ол АДГ арқылы ыдыраған жоғары токсинді ацетальдегидті сірке қышқылына айналдырады, ал сірке қышқылын одан әрі көмірқышқыл газ бен суға, адам ағзасына зиянсыз заттарға тотығуын қамтамасыз етеді. Пробиотиктер этанол метаболизміне ықпал етіп, альдегидтерді қалпына келтіру үшін өздерінің ALDH ферменттерін бөлуі мүмкін [141]. 
«Пробиотикалық бактериялар әртүрлі механизмдерді, яғни соның ішінде микробқа қарсы байланыстардың, патогендік бактериялардың адгезиясының төмендеуі арқылы энтеропатогендерге қарсы қорғаныс рөлін атқарады. Пробиотиктердің әсер ету механизмдеріне патогендік микроорганизмдердің бәсекелестігінжою, өсуін тежеу және иммундық модуляция жатады. Олар ішек эпителийіне жабыса алатын бактериялар болып табылғандықтан, асқазан-ішек жолында колониялары едәуір белсенді түрде болады да, осылайша симбионттар арасындаайқын артықшылықтарға ие екенін көрсетеді. Ас қорыту жүйесіне енетін көптеген бактериялар асқазан сөлі мен өт ортасында тіршілігін жояды да, осы факторларға төзімді микроорганизмдер ретінде пробиотиктер айқын ерекшеліктерін көрсетеді» [142].

Жалпы пробиотиктерді қолдануға деген қызығушылықтың жүз жылдан астам тарихы бар [143]. Пробиотиктердің пайдалы әсері туралы асқазан-ішек жолдарының түрлі аурулары, оның ішінде ішек қабыну аурулары, алкогольсіз стеатогепатит (NASH), бауыр циррозы мен диеталық қоспаларға қатысты клиникалық зерттеулерде терең зерттелген.
Пробиотиктер бауыр ауруларының әртүрлі түрлерін емдеуде пробиотиктерді қолданудың негізгі клиникалық және эксперименттік нәтижелері өте маңызды. Соңғы зерттеулерде бойынша клиникалық тәжірибеде пробиотиктерді қолдану үшін оң нәтиже беретіндігі және перспективалы екендігі дәлелденді [144]. Қазіргі таңда түрлі ауруларды емдеуге арналған пробиотиктердің саны артып келеді. Олардың ішінде ең көп қолданылатын штамм - Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) [145]. 
Адгезия әдісі перспективті пробиотикалық штаммдарды бөліп алу және олардың биотехнологиялық әлеуетін зерттеуде тиімді тәсілдердің бірі болып табылады [146]. Балаларда асқазан-ішек жолы аурулары кезінде жылумен инактивацияланған пробиотиктер мен бидай кебегінің комбинациясы ішек қызметін жақсартуға және клиникалық симптомдарды азайтуға оң әсер етеді [147]. Пробиотиктер семіздік пен метаболикалық синдромның алдын алу және емдеу әдістерінің бірі ретінде қарастырылып, олардың зат алмасуды реттеудегі маңызы дәлелденген [148]. Lactobacillus fermentum MF423 штамымен ферменттелген күріш кебегі қант диабетінің алдын алуда және ішек микробиотасының құрылымын жақсартуда тиімді екені көрсетілген [149].

Бауыр ауруларының дамуы гепатиттен басталып, циррозға, кейіннен бауыр жетіспеушілігі немесе гепатоцеллюлярлы карциномаға ұласуы мүмкін, ал оксидативті зақымдану бұл процестердің, соның ішінде алкогольдік бауыр ауруының, алкогольсіз стеатогепатиттің және вирустық гепатиттің патогенезінде маңызды рөл атқарады [150].
Ішек флорасының бауыр ауруларындағы маңыздылығын ескере отырып, антибиотиктер немесе пробиотиктер (ішек флорасын өзгерту үшін) бауыр ауруларының даму процесіне әсер етуі мүмкін. VSL#3, бірнеше пробиотиктерден тұратын қоспа, бауыр фиброзын реттейді, алайда алкогольсіз стеатогепатитте (NASH) қабынудан немесе стеатоздан қорғамайды [151].
Белгілі бір пробиотиктердің стеатогепатит белгілерін азайтудағы тиімділігі ересектер мен балалар арасында жүргізілген көптеген рандомизацияланған зерттеулерде дәлелденді. Пробиотиктер аурудың нәтижелерін гомеостатикалық модельді бағалау шкаласы (HOMA) бойынша жақсартып, қан құрамындағы холестерин деңгейін, ісік некрозының факторы-α (TNF-α) мен бауыр ферменттері — аланин аминотрансферазасы (AЛТ) және аспартат аминотрансферазасы (АСТ) деңгейлерін төмендетті. Дегенмен, ұзақ мерзімді тиімділікті растау үшін қосымша зерттеулер қажет [152]. Бұл зерттеу пробиотиктердің стеатогепатит белгілерін азайтудағы тиімділігін анықтады. Пробиотиктердің тиімділігі гомеостатикалық модельдер, қан құрамындағы биохимиялық көрсеткіштер (мысалы, холестерин, TNF-α, бауыр ферменттері) арқылы бағаланады. Мұндай зерттеулердің негізгі мақсаты — пробиотиктердің денсаулыққа әсерін дәлелдеу және олардың белгілі бір аурулармен күресу мүмкіндігін анықтау (кесте 2).

Кесте 2 - Дәлелдерге негізделген пробиотиктерді ересектерде гастроэнтерологияда қолдану көрсеткіштері
	Бұзылыс
	Пробиотик штаммдары
	Ұсынылған мөлшер
	Сілтемелер 
	Қолданылуы

	Бауыр энцефалопатиясы
	Құрамында Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. 
	1 × 108 КОЕ күніне үш рет
	[153]
	БЭ бастапқы профилактикасы

	
	
	1 × 108 КОЕ күніне үш рет  
	[154]


	БЭ екінші профилактикасы

	
	
	1 × 108 КОЕ күніне үш рет  
	[155]
	БЭ  үшінші профилактикасы

	
	Йогурт 
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, L.acidophilus, bifidobacteria және 
L. casei
	күн сайын.12 унций 
(360 мл) 
	[156]
	Жеңіл бауырлық энцефалопатия (БЭ) кезінде жақсару.

	Алкоголсіз майлы бауыр ауруы


	Йогурт (Lactobacillus bulgaricus және Streptococcus thermophilus штаммдарымен) байытылған 
L. acidophilus La5 және Bifidobacterium lactis Bb12 
	Күнделікті 300 г 
	[157] 
	Трансаминаз деңгейінің жақсаруы.

	
	Lactobacillus casei, 
L. rhamnosus, 

Streptococcus thermophilus
	107 КОЕ 

Күніне екі рет


	[158]
	Трансаминаз деңгейінің жақсаруы, сондай-ақ инсулинорезистенттілік индексінің (HOMA-IR) және транзиентті эластография көрсеткіштерінің жақсаруы.

	
	Bifidobacterium breve, L. Acidophilus қоспасы
	
	[159]
	Трансаминаз деңгейінің жақсаруы.

	Алкогольді емес стеатогепатит
	Lactobacillus bulgaricus және Streptococcus thermophilus
	500 миллион таблетка, күніне бір рет.
	[160]
	Трансаминаз деңгейінің жақсаруы.


Оксфордтың дәлелдерге негізделген медицина орталығының классификациясы бойынша дәлелдер деңгейлері берілген. Бүгінгі күні бауырдың алкогольсіз майлы ауруының алдын алу және емдеу үшін терапевтік ем жоқ, бірақ пробиотиктер терапевтік стратегия ретінде ішек микробиотасының құрамына пайдалы әсер етуі мүмкін. Бұрын Proteus (P. mirabilis және P. vulgaris) ретінде сипатталған L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum, L. casei және L. rhamnosus сүт қышқылы бактерияларының штамдары түрлерден туындаған зәр шығару жолдарының инфекцияларына қарсы, яғни бүйрек жағдайын қалпына келтіру үшін тиімді қолданылуы мүмкін. Пробиотиктер бауыр ауруларында қолайлы рөл атқаратыны, ішектегі зиянды бактериялардың көбеюін төмендететіні, сондай-ақ ішектің шырышты қабығының тұтастығын жақсартатыны дәлелденді [161]. 
Жүргізілген зерттеулер пробиотиктердің қабыну және тотығу стрессімен байланысты бауыр патологияларын жақсарта алатынын, сондай-ақ ішек микробиомасын модуляциялау арқылы бауыр фиброзының дамуын тежеуге қабілетті екенін көрсетті [162]. Пробиотиктерді қолдану стеатоз деңгейін, бауырдағы қабынуды, липогенезді, оксидативті стрессті, жүйелік қабыну маркерлерін, асқазан-ішек дисбиозын төмендетуге, қабынуға қарсы орта қалыптастыруға, ішек өткізгіштігін азайтуға және бактериялық компоненттердің жүйелік айналымға өтуін болдырмауға себеп болды [163]. Aller және әріптестері жүргізген рандомизацияланған, қос соқыр клиникалық зерттеу нәтижелері бойынша, пробиотиктерді қолдану алкогольсіз майлы бауыр ауруы (NAFLD) бар науқастарда бауырдың аминотрансфераза деңгейін төмендетіп, бауыр функциясын жақсартатыны анықталды [164]. Chen 2023 жылы өз зерттеуінде бидай кебегінің ашытылған полисахаридтерінің ішек денсаулығына оң әсерін зерттей отырып, олардың ішек моторикасын және ішек тосқауылдық функциясын жақсартатынын дәлелдеді, бұл пробиотиктік әсердің ішек-бұлтты-бауыр осі арқылы бауыр саулығына ықпал ету мүмкіндігін көрсетті [165]. Ал Pandey және әріптестері өз еңбектерінде пробиотиктер, пребиотиктер және синбиотиктердің әсер ету механизмдерін талдап, олардың ішек микробиотасын тұрақтандыру арқылы жалпы метаболикалық және иммунологиялық жағдайды жақсартатынын, сондай-ақ бауыр патологияларының алдын алуда тиімді екенін атап өтті [166]. Алкогольді тұтыну ішекте Bacteroides және Firmicutes мөлшерін азайтып, протеобактериялар мен актинобактериялардың санын арттырды. Сонымен қатар, алкоголь Corynebacterium және Alcaligenes бактерияларының таралуын көбейтті, ал Alcaligenes бактерияларының пролиферациясы ішектің рН деңгейін көтеріп, патогенді бактериялардың шамадан тыс көбеюіне себеп болды. LGG қосымшасы грамтеріс Alcaligenes және грампозитивті Corynebacterium бактерияларының шамадан тыс көбеюін тежеді [167]. 
Алкогольдің ұзақ мерзімді немесе шамадан тыс тұтынылуы бауырда ауыр патологиялық өзгерістер тудыратыны белгілі. Pan және әріптестері Ulmus davidiana var. japonica өсімдігінің тамыр қабығы алкогольдің жедел шақырған бауыр стеатозының басталуын тежей алатынын, бұл әсердің негізінде реактивті оттегі түрлерінің (ROS) жиналуын төмендету механизмі жатқанын көрсетті [168]. Бұл нәтижелер алкогольдің бауырдағы тотығу стрессін күшейтіп, жасушалық зақымға әкелетінін және антиоксиданттық әсері бар табиғи қосылыстардың бауырды қорғауда маңызды рөл атқара алатынын айғақтайды. Сонымен қатар, ішек микробиотасының бауыр денсаулығымен тығыз байланысы да дәлелденген. Cesaro және әріптестері бауырдың созылмалы ауруларында ішек дисбиозы айқын көрініс беретінін және пробиотиктерді қолдану арқылы бұл бұзылыстарды түзету бауыр функциясын жақсартатынын атап өтті [169]. Осыған ұқсас, Loguercio және әріптестері созылмалы бауыр аурулары бар науқастарға VSL №3 пробиотикалық қоспасын беру нәтижесінде бауырдың биохимиялық көрсеткіштері мен клиникалық жағдайының айтарлықтай жақсарғанын анықтады [170].

Алкогольдің ішек микробиомасына зиянды әсерін молекулалық деңгейде Bull-Otterson және әріптестері көрсетті. Олардың метагеномдық талдауы шамадан тыс алкоголь тұтыну нәтижесінде патогенді микробтық популяциялар артып, пайдалы бактериялар азаятындығын, ал Lactobacillus rhamnosus GG штамын енгізу бұл өзгерістерді айтарлықтай қалпына келтіретінін дәлелдеді [171]. Алкогольдік бауыр ауруларының патогенезін тереңірек түсіндіру үшін Beier және McClain алкогольдің бауыр жасушаларында ацетальдегидтің шамадан тыс жиналуына ықпал ететінін көрсетті. Ацетальдегид түрлі белоктармен байланысып, олардың денатурациясын туындатады және жаңа антигендердің түзілуіне себеп болады. Бұл процесс иммундық жүйені белсендіреді, антиденелер түзіледі және нәтижесінде бауыр тінінің қабынуы мен зақымдануы үдей түседі [172].
Соңғы жылдары пробиотиктердің алкогольдік бауыр зақымдануын жеңілдетудегі әсер ету механизмдері белсенді түрде зерттеліп келеді.

Алкогольдік бауыр ауруын емдеуге бағытталған терапиялық тәсілдерді қарастырғанда, қазіргі клиникалық практикада тиімділігі жоғары және қауіпсіздігі дәлелденген әдістердің жеткіліксіз екені атап өтілген. Сонымен қатар, бауырдың қалпына келуін қолдау үшін қосымша биологиялық белсенді қосылыстар мен функционалдық агенттерді қолданудың маңызы зор екені көрсетілген [173]. Зерттеулер алкогольдік бауыр зақымдануы кезінде цитокин алмасуының бұзылуы негізгі патогенетикалық факторлардың бірі екенін айқындаған. Дисрегуляцияланған цитокиндер қабыну үдерісін күшейтіп, бауырдың құрылымдық және функционалдық өзгерістеріне әкеледі [174]. Этанолдың метаболизмі кезінде түзілетін қауіпті жанама өнімдерге, атап айтқанда, ацетальдегид пен белоктар арасындағы аддуктілердің түзілуіне назар аударылған. Бұл қосылыстар гепатоциттердің зақымдануын күшейтіп, иммундық жауапты қоздырады [175]. Сонымен қатар, алкогольдік бауыр ауруы бар науқастарда ацетальдегид-альбумин конъюгаттарына қарсы антиденелердің анықталуы сипатталған. Мұндай антиденелердің түзілуі алкогольдің тікелей уытты әсерімен қатар, иммунологиялық механизмдердің де патогенезде маңызды рөл атқаратынын көрсетеді [176].
Алкоголь мен метаболикалық факторлардың үйлесуі зиянды потенциалдың артуын болжайды, сондықтан 5 жыл немесе одан да көп уақыт бойы семіздік пен күнделікті 20 г этанол қабылдау бауырдың майлы ауруының даму жылдамдығымен байланысты [177]. 
Зерттеулер көрсеткендей, Lactobacillus rhamnosus GG текті p40 деп аталатын еритін ақуыз ішек эпителий жасушаларынан лиганттардың бөлінуін ынталандырып, эпидермалдық өсу факторының рецепторын трансактивациялауы мүмкін, бұл ішек-бауыр осі арқылы бауырдың патологиялық жағдайларын жеңілдетуге ықпал етеді [178]. Алкогольдік бауыр ауруының (ALD) патогенезінде жүйелік қабыну реакциясы, оксидативті стресс және ішек микробиомасының бұзылуы маңызды рөл атқарады, сондықтан бұл бағыт жаңа терапиялық нысаналар ретінде қарастырылуда [179]. Клиникалық мәліметтерге сүйенсек, алкогольді ұзақ және шамадан тыс тұтыну бауырда стеатоздан бастап циррозға дейінгі зақымдануларға әкеледі [180]. Сонымен қатар, Қытайда жүргізілген эпидемиологиялық зерттеулерде алкогольдік бауыр ауруының дамуында өмір салтына, тамақтану әдеттеріне және генетикалық бейімділікке байланысты бірқатар қауіп факторлары анықталған [181].
Этанолдың метаболизмі ацетальдегид арқылы пероксисомалық пролифераторларды активирлейтін рецептор (PPAR-α) әсер ете отырып, бауырда май қышқылдарының метаболизмін реттейді. Бұл процесс бауырда триглицеридтердің (ТГ) жинақталуына әкелуі мүмкін. PPAR-α рецепторы бауырда май қышқылдарын ыдыратуды және метаболизмін басқарумен байланысты. Этанолдың метаболизмі кезінде ацетальдегидтің әсерінен осы рецептордың белсенділігі артып, бауырда майдың жинақталуы мүмкін, бұл алкогольдік бауыр ауруларының дамуына ықпал етеді [182]. 
Пробиотиктердің ең көп таралған әсер ету механизмдері қалыпты микробиотаны қалыпқа келтіру, потенциалды патогендерге антагонизм және колонизацияға төзімділік, ішек транзитін реттеу сияқты әсерлермен байланысты. Пробиотиктердің жекелеген түрлеріне тән әсерлер витаминдердің синтезіне, ферментативті белсенділікке, өт тұздарының метаболизміне, ішек тосқауылының жоғарылауына байланысты. Пробиотиктердің метаболикалық әсері ауыз қуысы мен ішектегі ферментативті процестерді, сондай-ақ ішектің шырышты қабатындағы метаболикалық процестерді өзгерту қабілетінде көрінеді [183]. 

Lactobacilli және Bifidobacteria штамдары, сондай-ақ кейбір Saccharomyces штамдары асқазан-ішек жолдарының бұзылуында ең көп қолданылатын пробиотиктердің бірі болып табылады [184]. 
Бауыр аурулары жыл сайын екі миллион адамның өмірін қиып, әлемдегі барлық өлімдердің 4%-ын (әр 25-ші өлім) құрайды. Бауыр ауруларынан болатын өлімдердің екі үштен бірі еркектерде кездеседі. Жедел гепатит өлімнің шағын бөлігін ғана құрайды, ал цирроз бен гепатоцеллюлярлық рактың асқынулары өлімнің негізгі себептері болып табылады [185]. Алкогольді пайдалану әлемдегі барлық өлімдердің 5,3%-ына себеп болады деп бағаланады. Сонымен қатар, алкогольден туындаған бауыр зақымдануы барлық аурулар мен жарақаттардың 5,1%-ын құрайды. Төмен, орта және жоғары табысты елдерде алкогольге тәуелділік (AUD) мүгедектікке байланысты өмір сүру жылдарының айтарлықтай жоғалуына әкеліп, еркектерге әйелдерге қарағанда жиі әсер етеді [186]. Метаболикалық синдром, алкогольді ішімдік ішу және семіздік майлы бауыр ауруларымен тығыз байланысты. Бұл аурудың дамуына ішек флорасы, өмір салты және тамақтану маңызды әсер етеді. NAFLD бар пациенттердің гепатоциттерінде майдың басым бөлігі триглицеридтерден тұрады. Гепатоцеллюлярлық карцинома мен бауыр циррозы – бұл аурудың ықтимал салдары. NAFLD-тің негізгі патофизиологиясы толық зерттелмегенімен, ішек микробиотасының өзгеруі аурудың дамуына айтарлықтай әсер ететіні белгілі [187].
Сүтқышқылды бактериялар (LAB) және олардың ашытылған тағам өнімдері адам денсаулығына пайдалы әсер ететіні дәлелденген. Олар ішек микробиотасының тепе-теңдігін қалыпқа келтіріп, иммундық жүйені қолдайды, патогенді микроорганизмдердің өсуін тежейді және метаболикалық процестерді оңтайландырады [188]. Алкогольмен байланысты бауыр аурулары – әлемде аурушаңдық пен өлім-жітімнің негізгі себептерінің бірі [189]. Соңғы жылдары алкогольді шамадан тыс тұтыну бауыр циррозы мен гепатоцеллюлярлық карцинома жағдайларының артуына әкелуде [190]. Алкоголь және басқа уытты агенттер бауырдың құрылымы мен қызметін зақымдап қана қоймай, ішек микробиотасының құрамын өзгертеді [191]. Сонымен қатар, Lactobacillus түрлері де антиоксиданттық белсенділікке ие болып, қоршаған ортадан зиянды заттарды сіңіре алады [192].
Ферментация процесі жіңішке ішекте pH деңгейін төмендетіп, кальций мен басқа минералдардың биожетімділігін арттырады, бұл остеопороздың алдын алуда маңызды. Ou және әріптестері Lactobacillus тектес сүтқышқылды бактериялардың тотығу стрессі жағдайында бауыр жасушаларын зақымданудан қорғап, антиоксиданттық ферменттер белсенділігін арттыратынын анықтады [193]. 2021 жылдары Jantararussamee және әріптестері thioacetamide-мен индуцирленген бауыр фиброзы бар егеуқұйрықтарда пробиотиктердің қабынуды азайтып, коллаген жиналуын төмендетіп, бауырдың гистологиялық құрылымын жақсартатынын көрсетті [194].
Сонымен қатар, ғалымдардың зерттеуінде егеуқұйрықтарға 8 күн бойы пробиотикалық штамм Lactobacillus casei (2,8x10^10 КОЕ/мл) енгізу, төртхлорлы көміртегімен (0,5 мл/кг дене салмағына бір рет іш пердесіне енгізу) индуцирленген оксидативті стресс пен бауыр зақымдануының ауырлығын әлсіретуге әкелді. Бұл ССI4-тің бауырға токсикалық әсерін сипаттайтын гистопатологиялық және биохимиялық көрсеткіштердің ауырлық дәрежесінің төмендеуімен көрінді [195]. 
«Сүт қышқылды бактерияларының көпшілігі шығу тегіне қарамастан, олардың бірнеше микробтарға қарсы метаболиттерді өндіру қабілетіне байланысты патогендердің, соның ішінде проблемалы, антибиотикке төзімді штаммдардың өсуін тежеу мүмкіндігіне ие. Көптеген зерттеушілер осындай жұқпалы қоздырғыштарға қатысты әртүрлі пробиотикалық штамдардың ингибиторлық белсенділігін дәлелдеді. Пробиотиктердің жаңа перспективалы штаммдарының сипаттамасы - бұл күрделі процесс. Тексерілген сүтқышқылды бактериялардың функционалдығы мен қауіпсіздігі өте маңызды болып табылады» [196]. 
Белгілі пробиотиктер алкогольдік бауыр ауруы мен алкогольдік стеатогепатиттің алдын алуда және олардың ағымын жеңілдетуде оң әсер көрсете алады. Зерттеулерде пробиотиктердің жалпы адам денсаулығын жақсартуға, ішек микрофлорасын қалыпқа келтіруге және қабыну процестерін төмендетуге ықпал ететіні атап өтілген [197]. Сондай-ақ, сүт өнімдеріне негізделмеген пробиотикалық өнімдердің де тиімділігі дәлелденіп, олардың әртүрлі тағам түрлерінде қолдану мүмкіндіктері қарастырылған [198]. Мысалы, Lactobacillus L. rhamnosus GG (LGG) штаммы жиі бауырды қорғау үшін қолданылады [199]. Forsyth және әріптестерінің зерттеуінде LGG қоспасының ішек пен бауырдағы оксидативті стресс деңгейін төмендетуге, этанолдан туындаған ішек өткізгіштігін жақсартуға және қабыну реакцияларын азайтуға қабілетті екені анықталды. Ал Wang және әріптестерінің зерттеуінде L. rhamnosus B10 штаммы супероксиддисмутаза активтілігін арттырып, ROS-қа байланысты бауыр зақымдануын азайту арқылы салыстырмалы бауыр индексін төмендететіндігі көрсетілді [200]. Сомайе Фирузи, Баракатун-Нисак Мохд-Юсуф ғалымдарының мақалаларында созылмалы бүйрек ауруы және майлы бауыр аурулары бар науқастарда пробиотиктердің бүйрек профилі мен бауыр қызметіне оң әсері туралы жазады. Пробиотиктер бауыр ауруларында пайдалы рөл атқарады, ішектегі зиянды бактериялардың көбеюін азайтады, сонымен қатар ішектің шырышты қабығының тұтастығын жақсартатындығы дәлелденді. Дегенмен, оның 2 типті қант диабеті бар адамдарда бүйрек профиліне және бауыр қызметіне әсері толық зерттелмеген [201].
Белгілі штамм, әсіресе бауыр ауруларында сауықтыру әсеріне ие. Алкогольмен туындаған бауыр ауруларын емдеу үшін L. plantarum және эпигаллокатехин галлаты (EGCG) бар микроструктурленген синбоксты әзірлеу және бағалау зерттеуі жүргізілді. Әзірленген микро түйіршіктердің бір реттік енгізілуі эндотоксиндерге, алкогольге және бауыр ферменттеріне қатысты перспективалы синергетикалық әсер көрсетті. Сонымен қатар, synbox жүйесі COX-2, TLR4, CD14, MD2 сияқты сигналдық молекулалардың және TNF-α, IL12/p40, NF-kB/p50 сияқты биомаркерлердің деңгейлерін төмендетті [202].
Басқа зерттеуде L. plantarum CMU995 қоспаларын қабылдау алкогольдік бауыр зақымдануы моделінде аспартатаминотрансфераза (АСТ), аланинаминотрансфераза (АЛТ), триглицеридтер (ТГ), жалпы холестерин (ЖХ), эндотоксиндер және қабыну медиаторлары (TNF-α, IL-1β) деңгейлерін айтарлықтай төмендеткен. Сонымен қатар, L. plantarum қабылдаған жануарларда антиоксиданттық ферменттердің супероксиддисмутаза (SOD), глутатион (GSH) концентрациясы жоғары екені анықталды. Бұл пробиотиктің қорғаныс әсері оның эндотоксиндердің қанға және бауырға көшуін тежеу қабілетімен, сондай-ақ ішек барьерінің функциясын одан әрі жақсартумен түсіндірілуі мүмкін [203].
Lactobacillus-тың тағы бір түрі, атап айтқанда L. rhamnosus, ALD прогрессиясын тоқтату қабілетін көрсетті. Бұрын сипатталғандай, көптеген қоздырғыштар шығаратын эндотоксиндер АБД дамуын тудыруы мүмкін. Алдыңғы зерттеу L. rhamnosus gg (1010 КОЕ) емдеу эндотоксиндердің деңгейін айтарлықтай төмендететінін және егеуқұйрықтардағы алкогольден туындаған бауырдың зақымдануын жеңілдететінін көрсетті [204]. 
Бір зерттеуге сәйкес, пробиотиктер ретінде тірі L. rhamnosus (2,5 =107 КОЕ) қоспаларын қабылдау ASH моделі бар егеуқұйрықтардағы алкогольден туындаған бауырдың зақымдануын айтарлықтай жақсартты. Сонымен қатар, бұл бактериялық штамм бауырда да, ішекте де ішек өткізгіштігін, тотығу стрессін және қабынуды азайту арқылы ішек өткізгіштігін жақсартты [205]. 
L. rhamnosus GG тұтынудың 2 апта ішінде C57BJ/6N тұқымдас тышқандарында алкогольдік бауыр ауруы эндотоксемия мен бауыр стеатозының азаюына әкелетіні көрсетілген [206]. L. brevis — сүтқышқылды бактерия, грам-позитивті, таяқша тәрізді және міндетті гетероферментативті бактерия. Бұл бактерия сүт қышқылын, этанол/сірке қышқылын және көмірқышқыл газын шығарады. L. brevis ашытылған қырыққабаттан, сүрлемнен және басқа ашытылған тағамдық материалдардан бөлінетіні туралы хабарланған [207]. 
Бүгінгі күнге дейін L. brevis штамдарының әртүрлілігі оның микробқа қарсы, антиоксиданттық қасиеттері, ауыз қуысының инфекциялары мен тағамдық патогендерге қарсы антагонистік белсенділігі тұрғысынан зерттелген. Сонымен қатар, Lactobacillus беру эндотоксемияны және эксперименттік алкогольдік бауыр ауруының ауырлығын төмендеткен [208]. Lactobacillus GG терапиясы ішектегі оксидативтік стрессті, ішек өткізгіштігін және бауыр жарақатын азайтып, алкогольдік стеатогепатиттің ағымын жақсартқан [209].
Алайда, оның алкогольден туындаған бауыр ауруларына ықтимал емдік әсері туралы жануарлар мен адамдарда аз зерттеу бар. Соңғы зерттеулер бойынша ішек микробиотасы мен ішек-бауыр осін реттеу бауыр фиброзын емдеуде маңызды рөл атқаратынын көрсетеді. Жүргізілген зерттеулерде пробиотиктер бауырдың қабынуы мен тотығу стрессіндегі патологиялық жағдайды жақсарта алады және ішек микробиомасын модуляциялау арқылы бауыр фиброзының дамуын тоқтататындығы дәлелденген [210]. 
Таңдалған изоляттар Lactobacillus және Pediococcus тұқымдастарына жататындықтан, олар Еуропалық азық-түлік қауіпсіздігі басқармасы (EFSA) бекіткен QPS (Qualified Presumption of Safety) мәртебесінің тізіміне енгізілген. Бұл мәртебе микроорганизмдердің қауіпсіздік профилін бағалауда кеңінен қолданылады және тағам өнеркәсібі мен клиникалық тәжірибеде пробиотиктерді қолдануға ғылыми негіз береді [211]. Сонымен қатар, QPS тізіміне енгізілген микроорганизмдер биотехнологиялық процестерде, тағамдық қоспаларда және функционалды өнімдерде қауіпсіздігі дәлелденген штаммдар ретінде бағаланады [212].

Пробиотиктердің ішінен Lactobacillus rhamnosus GG штаммы ерекше назар аудартады. Бірқатар зерттеулерде бұл штаммның алкогольдік ішімдікпен байланысты ішек және бауыр зақымдануларын азайтуда тиімді екені анықталған. Мысалы, L. rhamnosus GG қолдану ішектегі микробиотаның теңгерімін қалпына келтіріп, эндотоксемия деңгейін төмендеткен [213]. Басқа бір зерттеуде ол ішек тосқауылының өткізгіштігін төмендетіп, бауыр тініндегі қабыну деңгейін азайтып, алкогольдік стеатогепатиттің ағымын жеңілдеткені көрсетілген [214]. Тағы бір клиникалық және тәжірибелік деректер L. rhamnosus GG-ның антиоксиданттық белсенділікті арттыру және бауырдағы липид алмасуын реттеу арқылы алкогольдік бауыр ауруының патогенезін бәсеңдететінін дәлелдейді [215].

Алайда, Lactobacillus-тың басқа штаммдарының алкогольмен индуцирленген бауыр зақымдануына әсері жеткілікті дәрежеде зерттелмеген. Бұл бағыттағы зерттеулер ішек иммундық жүйесінің негізгі медиаторлары — NF-κB транскрипциялық факторы және Toll-тәрізді рецепторлар (TLR) арасындағы өзара байланыстарға ерекше мән береді. Белгілі болғандай, NF-κB жолының белсендірілуі TLR сигнализациясы арқылы іске асады және бұл процесс ішектегі қабыну реакциялары мен бауырдағы патологиялық өзгерістердің дамуында маңызды рөл атқарады [216]. Мұнымен қатар, TLR-дің шамадан тыс белсенділігі ішек микробиотасының дисбиозын күшейтіп, эндотоксиндердің портальді қан айналымына өтуін арттырады [217]. Бұл өзгерістер өз кезегінде бауырдағы иммундық жауапты белсендіріп, алкогольдік гепатиттің асқынуына әкелуі мүмкін [218]. 2009 жылы Мияучи және әріптестері LGG ішек шырышты қабатынан TNF-α секрециясын төмендетіп, эпителиальды жасушалардың бүтіндігі мен барьерлік функциясын қалпына келтіретінін көрсетті [219]. 
Пробиотиктерді қосу ішекте TNF-α және TLR (TLR4, TLR5) экспрессиясын төмендетіп, алкогольдік бауыр ауруы бар тышқандарда p38 MAP-киназының фосфорлануын азайтатыны анықталған. Бұл құбылыс ішектің шырышты қабатындағы иммундық жүйенің туа біткен иммунитет арқылы белсенуіне және оның жалпы қорғаныс қабілетінің артуына байланысты түсіндіріледі [220]. 
Ішек микрофлорасы иммундық жүйенің қалыпты қызметін қамтамасыз етуде және созылмалы қабыну мен аутоиммундық аурулардың алдын алуда маңызды рөл атқарады. Микробиотаның құрамы мен белсенділігін оңтайландыру арқылы қабыну медиаторларының түзілуін тежеу және иммундық жауапты модуляциялау мүмкіндігі байқалады [221].

Сонымен қатар, ішек пен бауыр арасындағы өзара байланыс — микробиота-бауыр осі — бауыр патологияларының патогенезінде маңызды орын алады. Бұл осьтің теңгерімсіздігі бауырдағы қабыну, стеатоз және фиброз үдерістерін күшейтуі мүмкін, ал пробиотиктерді енгізу оның жұмысын қалпына келтіруге ықпал етеді [222].
1.4 Сүтқышқылды бактериялардың зерттеу әдістері
Зерттеу жұмыстары «Ecostandart» ғылыми-зерттеу орталығының (Астана қаласы, Назарбаев Университеті ЖШС) микробиология зертханасында жүргізілді. Зерттеу материалдары мен нысаны ретінде Алматы қаласынан алынған қазақтың ұлттық сүт өнімдері (бие сүті, үй сүзбесі, айран) және ғылыми орталықтың Астана қаласының «Ecostandart» ғылыми-зерттеу орталығының коллекциясынан (шұбат, сиыр сүті, үй сүзбесі, айран) бөлініп алынған штаммдары зерттеуге салыстырмалы түрде пайдаланылды.
Астана қаласының өнімдерінен Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus bulgaricus S-149, Lactobacillus acidophilus S-74, Lactobacillus rhamnosus S-811, Lactobacillus delbrueckii S-819, Lactobacillus curvatus П-1-5, Lactobacillus reuteri S-805, Алматы қаласының өнімдерінен Lactobacillus plantarum S-414, Lactobacillus salivarius S-21, Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus reuteri S-4, Lactobacillus fermentum d-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4 таза культуралары бөлініп алынды.
Сүтқышқылды бактерияларға скрининг жүргізудің маңызы олардың пайдалы қасиеттерін анықтауда жатыр. Зерттеуде антимикробтық белсенділігін, антибиотикке төзімділігін, көмірсуларға төзімділігін және адгезивті белсенділігін бағалау әдістері (Duguid J.P. 1955; 1970) қолданылды.

Барлық алынған сүтқышқылды бактериялардың патогенді Escherichia coli, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus бактерияларына қатысты антимикробтық белсенділігі анықталды. Сонымен қатар, сүтқышқылды бактериялардың антибиотиктерге сезімталдығын анықтау мақсатында ампициллин, цефамандол, азтреонам, имипенем, цефатаксин, амикацин, цефазолин, офлоксацин, гентамицин және тетрациклин сияқты 10 түрлі антибиотикке сынақтар жүргізілді.

Зерттеуде таңдалған барлық культуралар толық скринингтен өтіп, біртұтас консорциум құрасты. Оның белсенділігін анықтау үшін ферменттелген кебекке қосып, егеуқұйрықтарға берілді. Зерттеу барысында егеуқұйрықтардың бауырына пробиотикалық өнімдердің әсері, сондай-ақ алкогольмен зақымдалған бауырды белсенді консорциум қосылған өнім арқылы түзету механизмдері зерттелді.
Сонымен қатар, ерттеу объектісі (культура сұйықтығы) «ELMI Centrifuge CM-6M» Eppendorf центрифугісінде максималды 16.000 айн./мин жылдамдықта Eppendorf микропробиркаларында (1,5 мл көлемде) центрифугаланды. Реактивтерді өлшеу үшін «Adventurer OHAUS» зертханалық таразылары қолданылды. Бөлініп алынған бактерия үлгілері жарық микроскопиясымен тексерілді, бұл процесс «МС 300Х» (Micros, Austria) бинокулярлы қосымшасымен жарық микроскопында жүргізілді. Қоректік орталарды және зертханалық ыдыстарды стерилизациялау үшін «ГК 100-3» автоклавы мен «Binder ED 115» құрғақ күйдегі шкафы пайдаланылды. Адгезивті белсенділікті анықтау үшін Vortex V-1 plus (Biosan) құрылғысы қолданылды. Сонымен қатар, бактериялық жасушалардың культуралары «ТВЛ-К» (Ресей) зертханалық термостатында инкубацияланды.
Лактобациллаларды алу және өсіру үшін олардың қоректік талаптарын толық қанағаттандыратын және бөгде микроорганизмдердің өсуін тежейтін орта ретінде Man – Rogosa – Sharpe (MRS) қолданылды.

MRS-1 - Lactobacillus MRS broth (MRS сорпасы) (Himedia, Үндістан) лактобактерияларды өсіру үшін арналған. МРС-1 (литр судағының құрамындағы грамммен көрсетілген): Пептон – 10,0; Ет экстракты – 10,0; ашытқы сығындысы– 5,0; Глюкоза – 20,0; Аммоний лимон қышқылы екі алмастырылған – 2,0; Калий фосфор қышқылы екі алмастырылған – 2,0; Натрий уксус қышқылы – 5,0; Магний сульфаты – 0,58; Марганец хлориді – 0,14; Темір сульфаты – 0,04; Твин-80 – 1,0 мл. 

Бұл қоректік орта натрий ацетаты мен аммоний цитратының құрамымен стрептококктарды, зеңдерді және басқа микроорганизмдерді тежейді. MRS-1 ортасы бактериаларды бөліп алу, тазалау және өсіру үшін жиі қолданылады.
MRS-4 - Lactobacillus MRS Agar (MRS Agar) (Himedia, Үндістан) сүт және ет өнімдерінен сүт қышқылы бактерияларын оқшаулау және санау үшін арналған. MRS 4 (литр судағының құрамындағы грамммен көрсетілген). Пептон – 10,0; Ет экстракты – 10,0; ашытқы сығындысы – 5,0; Глюкоза – 20,0; екі алмастырылған Аммоний лимон қышқылы – 2,0; екі алмастырылған Калий фосфор қышқылы – 2,0; Натрий уксус қышқылы – 5,0; Магний сульфаты – 0,58; Марганец хлориді – 0,14; Темір сульфаты – 0,04; Твин-80 – 1,0 мл; Агар-агар – 30,0. 

MRS-5 (литр судағының құрамындағы грамммен көрсетілген): Гидролизденген сүт – 500,0 мл; Бауыр экстракты – 100,0 мл; ашытқы аутолизат – 50,0 мл; Твин-80 – 1,0 мл; Агар-агар – 30,0 г; Глюкоза – 20,0 г; Пептон – 10,0 г; екі алмастырылған 3-суы бар калий фосфор қышқылы– 2,0 г; Цистин тұз қышқылы – 0,2 г; Марганец сульфаты 4-суы бар – 0,05 г; Магний сульфаты 7-суы бар – 0,2 г; Дистилденген су – 1000 мл-ге дейін жеткізу.
Cүтқышқылды бактериялардың көміруларға белсенділіктерін анықтау үшін арнайы (Himedia, Үндістан) М885 Andrade pepton water қоректік ортасы қолданылды. Andrade Peptone Water - бұл базальды орта. Қоректік ортаның құрамы: пептон – 10,000 г, натрий хлориді – 5,000 г, андраде индикаторы – 0,100 г. Қоректік ортаның pH қышқылдығы (25°C температурада) 7,4±0,2 құрайды. Бұл орта 1,1 атм қысыммен 15 минут автоклавта зарарсыздандырылды. Andrade Peptone Water – бактериаларды биохимиялық идентификациялау үшін қолданылатын құрғақ қоректік орта әрі индикатор болып табылады. Сонымен қатар, ол көмірсулар қоспасымен ашыту реакцияларын зерттеу үшін пайдаланылады.

Антимикробтық белсенділікті анықтау үшін қолданылатын мақсатты микроорганизмдерді өсіруде, бактериялар үшін 30*С температурасында 24 сағат бойы инкубацияланған  қоректік агар (Himedia, Үндістан) MRS 5 қоректік ортасы дайындалды. MRS-5 - қоректік ортаны дайындау үшін MRS 4 агарлы ортасына гидролизденген сүтті қосу арқылы дайындалды. Яғни, қоректік ортаға бауыр сығындысы, ашытқы сығындысы, пептон, глюкоза, твин 80, L-цистейн, K2HPO4 *3H2O, MgSO4 * 7H2O, MnSO4, агар қоректік ортасы қосылып дайындалды. 

Таза культураларды бөліп алу.    
Препараттардың және пробиотикалық штаммдардың әсерін бағалау үшін жануар модельдері мен молекулалық биология әдістері қолданылды. Ішек тосқауыл функциясын бағалау мақсатында Lactobacillus rhamnosus штаммының әсері жануар моделінде зерттелді. Ішек эпители жасушаларындағы zonula occludens-1 және myosin light-chain kinase экспрессиясы өлшенді, бұл ішек тосқауылының күшеюін көрсететін индикатор ретінде қызмет етті [223]. Бауырдағы қабыну және жарақат деңгейін анықтау үшін алкогольмен индуцирленген бауыр жарақаты бар тышқандар қолданылды. Бұл модельде Lactobacillus rhamnosus GG терапиясының әсері TNF-α цитокині деңгейі және басқа қабыну маркерлері арқылы бағаланды, бұл пробиотиктердің бауыр тініндегі қабынуды төмендету мүмкіндігін анықтауға мүмкіндік берді [224]. Сонымен қатар, ішек-бауыр осіндегі иммундық сигналдарды бағалау үшін TLR4 (toll-like receptor 4) экспрессиясы анықталды. Алкогольдік бауыр ауруы бар тышқандарда пробиотиктердің әсері TLR4 деңгейіне әсері арқылы зерттеліп, иммундық реакция мен қабыну процестерін реттеудегі ықпал көрсетілді [225].
Микроорганизмдер санын анықтау үш кезеңнен тұрады: сұйылтуларды дайындау, Петри табақшаларындағы қатты ортаға себу және өскен колонияларды санау сәйкес болып табылады [226]. Сүтқышқылды бактерияларды өсіру үшін арнайы (Himedia, Үндістан) MRS қоректік ортасы қолданылды. 
Дайындау барысы:

– үлгі суспензиясын дайындау: зерттеу дақылдары жеке түтікке қоректік бульонға енгізеді, бұл дақылға сәйкес келетін қоректік бульон болуы тиіс. Дайындау үшін стерильді таза құбыр суы немесе физиологиялық ерітінді 9 мл көлемде құйылады; бірінші түтікке 1 мл бастапқы суспензия құйылады – бұл бірінші сұйылту (10-1). Титрлеу 10-12 дейін жүргізіледі. Әрбір сұйылтуды дайындағанда міндетті түрде жаңа пипетканы қолдану қажет. Бұл ереженің ескерілмеуі қате нәтиже алып келуі мүмкін. 
Қоректік ортаға себу және алынған нәтижелерді тіркеу:

– Петри табақшасының түбін қарындашпен шыныға тең сегіз бөлікке бөледі. Әрбір секторға стерильді пипеткамен (науасымен) бактериалды суспензияның дәл өлшенген көлемін (20 мкл) тамызады. Қатты ортаға себуді, әдетте, соңғы сегіз сұйылтудан жүргізеді. Себуді әртүрлі пипеткалармен (науасымен) жүргізеді. Пипетканы тік ұстайды. Тамшыларды тарқатуға болмайды, алайда табақшаны сәл шайқап, олардың аумағын көбейтуге болады. Себілген даұылдарды инкубациялайды, содан кейін өскен колониялардың санын анықтайды. Петри табақшаларына себілген бактерияларды термостатқа 37°С қақпағын төмен қаратып орналастырады. 
Яғни, бөліп алынған культураларды микроаэрофильді жағдайда 37°С температурадағы (redLINE RI-53, Германия) термостатқа 48 сағатқа инкубацияға қойылды. Сонымен қатар, сүтқышқылды бактерияларының жаңа штаммдарын алу үшін MRS-4 қоректік ортасына кем дегенде алты рет себіледі [227]. Таза штаммдарды алу процесі әдетте үш кезеңнен тұрады: культуралар жиынтығын алу, таза культураны алу және бөлініп алынған культураның тазалығын тексеру [228].
Табиғатта микроорганизмдер аралас түрлерде кездеседі. Микроорганизмдердің қасиеттерін зерттеу және олардың жүйелі орналасуын анықтау үшін алдымен жеке микроорганизмдер түрлері бөлініп, таза культура ретінде өсіріледі. Бұл әдіс нәтижесінде бактериялардың таза штаммдары алынады. Таза культура – бұл микробиологиялық әдістер арқылы бір жасушадан бөлініп алынған жасуша. Бактериялардың таза культурасы Р. Кохтың принциптеріне негізделген заманауи әдістер арқылы алынады, оның мәні – өсіп шыққан жеке колониядан таза бактерияны бөліп алу, яғни бұл бір жасушаның дамуының нәтижесі болып табылады.

Клеткаларды санау:

– Клеткалар саны 1 мл зерттелетін субстратта төмендегі формуламен есептеледі (2):
М = а × 10ⁿ × V × 50                                               (1)
мұндағы:

М — 1 мл-дегі клеткалар саны;

а — сұйылтудың себілген бөлігіндегі орташа колония саны;

10ⁿ — сұйылту коэффициенті;

V — себуге алынған суспензия көлемі, мл-мен;

50 — мкл-дан мл-ға есептеу коэффициенті. 
Колонияларды санау бактерияларды анықтауға арналған қысқыш анықтағыш әдіс арқылы жүргізілді, бұл әдіс микроорганизмдерді түрлік деңгейде тануға мүмкіндік береді [229]. Сонымен қатар, санау ГОСТ 10444.11-89 стандартына сәйкес орындалды, бұл стандарт сүтқышқылды микроорганизмдерді тағам өнімдерінде анықтаудың микробиологиялық әдістерін реттейді [230].
Бастапқы зерттелетін материал Грам әдісімен боялып, микроскоппен зерттелді. Микроорганизмдердің морфологиясы, яғни олардың пішіні, көлемі, клеткалардың орналасуы, грам бойынша боялу ерекшелігі және қозғалғыштығы анықталды. Граммен бояу зерттеулері «MICROS» MS 300X зертханалық микроскопы арқылы жалпы қабылданған әдістермен жүргізілді. Бактериялардың морфологиясы 90x объективі бар иммерсиялық жүйе арқылы микроскоппен зерттелді [231].
Жалпы бөлініп алынған, таза культуралар Bruker MALDI-TOF Biotyper жүйесін қолдану арқылы идентифицикациядан өтті. Maldi-TOF MS үлгілерінің дайындалуы келесідей болды: балғын жеке бір колонияны MSP 96 жылтыратылған болат нысанаға (Bruker Daltonik) тікелей ауыстырып кептірді. Әрі қарай 1 мл қаныққан a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCA) matrix solution ерітіндісімен жабылып,  50% ацетонитрилде -2.5% трифторуксусты қышқылында (Bruker Daltonik) және бөлме температурасында кептірілді. 
Антимикробтық белсендігін анықтау.
Бұл әдіс сүтқышқылды бактериялардың патогенді микроорганизмдерге әсерін бағалауға бағытталған. Ол үшін ең алдымен МРС-5 қоректік ортасы дайындалды. Богданов әдісі бойынша гидролизденген сүті жеке дайындап алынды. Сонымен қатар, құрғақ сүт – 43,5 г алынып үстіне 500 мл ге дейін дистилденген су құйып қайнатылды. Сүт 45(С дейін суытып алынып, сүттің pH – қышқылдығы 7,6-7,8 ге дейін реттелді. Егер төмен болса NaOH 10% тамызылды. Сүтке 0,5 панкреатин және 2,5 мл хлороформ (бокста) қосып араластырылып, колбаның бетін мақталы пробкамен және фальгамен жауып 45(С температурадағы термостатқа 3 күнге қойылды. 3 күннен соң сүтті 10 минут беті ашық күйде қайнатып, әрі қарай фильтр қағазынан өткізіп сүзіп алынд. Богданов әдісі бойынша гидролизденген сүт автоклавқа (0,5 атм 20 минут) зарарсыздануға жіберілді. 
Зерттеу жұмысының осы әдісіне MRS-5 қоректік ортасымен қатар бауыр сығындысы, ашытқы сығындысы, пептон, глюкоза, твин 80, L-цистейн, K2HPO4 *3H2O, MgSO4 * 7H2O, MnSO4, агар қоректік ортасы қосылып дайындалды. 

Lactobacillus casei-дің сынақ ретінде алынған бактерияларына Escherichia coli, Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium патогенді тест-штаммдары қолданылды. ҚҚС (құрғақ қоректік сорпа) – патогенді штаммдар өсетін қоректік ортасы болып табылады. 
Индикаторлық бактериялар 37°С температурада 18 сағат бойы қоректік сұйық ортада (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Индия) инкубацияланды. Антимикробтық белсенділікті анықтау үшін сүтқышқылды бактериялар 37°С температурада 48 сағат бойы MRS қоректік ортасында өсірілді. Осы әдіс бойынша, 48 сағаттық лактобактериялардың үлгілері Петри табақшаларына МРС-5 агары бар ортаға инъекциялау әдісімен (10 мкл) себілді. 2 күндік инкубациядан кейін, микроаэрофильді жағдайларда 37°С температурада өскен бактерияларды жою үшін Петри табақшасы 2 сағат бойы хлороформ буларымен өңделді. Содан соң табақшалардың беті Candida үшін Сабуро агарымен, ал басқа бактериялар үшін СПА агары мен 0,7% агардан жасалған индикаторлық бактериямен (1х109 микробтық жасуша/мл концентрациясымен 0,1 мл индикаторлық бактерия) жабылды. Нәтижелер 37°С температурада 24 сағат инкубациядан кейін бағаланды.
C. albicans-ке қарсы антагонистік белсенділік 2 дәрежеге бөлінді: 5–10 мм – (+); 10–15 мм – (++). Қалған тест-штаммдар үшін ингибиторлық аймақ өлшеміне қарай белсенділік дәрежелері келесідей бағаланды: 0 мм – жоқ; <5 мм – анық емес (±); 5–14 мм – әлсіз (+); 15–20 мм – орташа (++); 21–25 мм – тұрақты (+++); ≥26 мм – жоғары тұрақты (++++) [232]. Нәтижелер 37ºС температурада 24 сағат инкубацияланғаннан кейін бағаланды. Антимикробтық белсенділік индикаторлы микроорганизмдер айналасында өсуінің тежелу аймағының диаметрі бойынша анықталды [233]. 
Антимикробтық белсенділікті анықтау барысында Макфарландтың (0,5 McFarland ≈ 1,5 × 10⁸ КТБ/мл) бұлдырлану стандартын қолдану арқылы жүргізілді. Макфарландтың бұлдырлану стандарттары — бұл бактериалды суспензияның белгілі бір концентрациясын анықтау үшін қолданылатын стандартталған түтіктер жиынтығы. Әрбір түтік құрамында барий сульфатының әртүрлі концентрациясы бар, ол бактериялық суспензияның бұлдырлану деңгейіне сәйкес келеді. Бұл бұлдырлану деңгейі бактериялық концентрациясын өлшеу үшін визуалды сәйкестік ретінде қолданылады. Макфарландтың стандарттары зерттеу жұмыстарында антимикробтық белсенділікті анықтау үшін кеңінен қолданылады. Мысалы, біздің зерттеу жұмысымызда (R092E түтігі) 4 бірлікке тең стандарт қолданылды, онда барий сульфатының концентрациясы жоғарылаған сайын бұлдырлану күшейеді [234].

Бұл бактериялық суспензиялардың бұлдырлығын визуалды салыстыру арқылы анықтау әдісі болып табылады. Стандартты үлгімен зерттелетін бактериялық суспензиясы бар пробирка арқылы салыстырмалы түрде көрінетін элементтерінің айқындылығы бірдей болған жағдайда, бұлдырлық стандарт дұрыс тең деп есептеледі. Егер сәйкес келмесе, онда талданатын үлгінің концентрациясы стандартты үлгіге сәйкес келгенше өзгертіледі. Жалпы микробтардың концентрациясы олардың өсу жағдайларына байланысты.  Осылайша, антимикробтық белсенділікті анықтау әдісінде №4  бұлдырлық стандартын қолданылды. Яғни, диаметрі 10 мм болатын саңлаулар кесіліп, оларды тест- штаммдарының культураларымен толтырылды (0,1 мл) [235]. Петри табақшасындағы MRS-5 қатты қоректік ортасына егілген культуралар 37◦С температурада термостатқа 24-72 сағатқа қойылды.
Антибиотикке төзімділігін анықтау.
Микроорганизмдердің бактерияларға қарсы антибиотикалық препараттарға сезімталдығын анықтау әдістері 60-шы жылдардың екінші жартысы мен ХХ ғасырдың 70-ші жылдарының басында жасалды. Микроорганизмдердің антибиотиктерге сезімталдығын анықтаудың екі негізгі әдісі бар: біріншісі диффузиялық әдіс, екіншісі титрлеу әдісі. 
Диффузиялық әдіс (Kirby-Bauer әдісі) препараттың қағаз дискіден қоректік ортаға диффузиялануына және тығыз қоректік ортаның бетіне себілген зерттелетін культураның өсуін тежеуге негізделген. Титрлеу әдісі – ең нақты әдіс болып саналады. Бұл әдіс кезінде барлық зерттелетін бактериялар антибиотик сұйықтығын титрлеу арқылы сұйылтылып тексеріледі. L. casei таңдалған штаммдардың антибиотиктерге сезімталдығы негізінде стандартты дискілер арқылы анықталды [236]. Зерттеу барысында тетрациклин, гентамицин, офлоксацин, цефазолин, амикацин, цефатаксин, имипенем, азтреонам, цефамандол және ампициллин антибиотиктері бойынша екі жақты стандартты қағаз дискілері қолданылды. Стандартты дискілер +2°С пен +6°С температурада сақталатын BIO-RAD компаниясының құрғақ қабылдау дискілерімен қолданылып, сынақ жүргізілді.

Лактобактериялардың антибиотиктерге сезімталдығы W. Charteris және әріптестері ұсынған жіктеу критерийлеріне сәйкес бағаланды (кесте 3). Аталған әдіс бойынша штаммдар үш санатқа бөлінеді: резистентті (төзімді), орташа тұрақты және сезімтал. Бұл жіктеу әр антибиотикке қатысты минималды тежеуші концентрация (MIC) көрсеткіштеріне негізделеді және пробиотикалық штаммдарды іріктеуде маңызды рөл атқарады [237].
Микробиологиялық сезімталдық шектері Клиникалық және зертханалық стандарттар институтының (CLSI) ұсынымдары бойынша анықталды [238]. Антибиотикке төзімділік деңгейі агар-диффузиялық әдіс және агардағы өсіру арқылы минималды тежеуші концентрацияны (мкг/мл) өлшеу жолымен белгіленді. Бұл әдіс зерттелетін штаммдардың антибиотик әсеріне жауап беру қабілетін дәл бағалауға мүмкіндік береді және алынған деректерді халықаралық стандарттармен салыстыруға жағдай жасайды.

Антибиотиктерге сезімталдықты бағалау пробиотикалық штаммдардың қауіпсіздік профилін анықтауда ерекше маңызды, себебі патогендік микроорганизмдерге антибиотикке төзімділік гендерін тасымалдау қаупін төмендету қажет. Сондықтан, лактобактериялардың антибиотикке төзімділік фенотипін анықтау олардың тағамдық және терапевтикалық қолданысқа жарамдылығын бағалаудың ажырамас бөлігі болып табылады.
Кесте 3 – Антибиотиктерге резистенттілікті диско-диффузиялық әдіс арқылы лактобактерияларда жіктеу
	Антибиотиктердің дискідегі мөлшері, мкг
	Төзімділік дәрежесі, мм

	
	R (төзімді)
	I (Орташа төзімді)
	S  (Сезімтал)

	ТЕ (30)
	≤ 14
	15-18
	≤ 19

	AMP (10)
	≤ 12
	13-15
	≤ 16

	VA (30)
	≤ 14
	15-16
	≤ 17

	GEN (10)
	≤ 12
	13-15
	≤ 16

	CZ (30)
	≤ 13
	14-17
	≤ 18

	K (30)
	≤ 13
	14-17
	≤ 18

	S (10)
	≤ 11
	12-13
	≤ 14

	AMX (10)
	≤ 13
	14-17
	≤ 18


Зерттеу жүргізуде ең көп таралған әдіс диск-диффузиялық әдіс қолданылды. Бұл әдісте таза агарлы ортада штаммдардан тығыздығы 10 бірлік болатын суспензия дайындалып, кейіннен 20 рет сұйылтылды. Петри ыдыстарында агарлы MRS-5 қоректік ортасының бетіне 1 мл микробтық суспензия енгізіліп, оны біркелкі таратып, артық мөлшері тамшуырмен алып тасталды. Петри табақшалары ламинарлы бокста 10-15 минут кептіріліп, антибиотикке малынған дискілер 5-6 данадан бір Петри табақшасына қоректік ортаның бетіне зарарсыздандырылып енгізілді. Осыдан кейін, Петри табақшалары термостатқа 24 сағатқа қойылып, антибиотикке бактериялардың қарсы күресу қабілеті анықталды. Бір күннен кейін, дискінің диаметрі өлшеніп, микробтардың өсу аймағы арқылы нәтижелер бағаланды. Бактериялардың антибиотикке сезімталдылығы үш топқа бөлінді: жоғары сезімтал, орташа сезімтал және төмен сезімтал.
Адгезивті белсенділігін анықтау.
Алынған мәдениеттердің адгезивті белсенділігін Duguid J.P. әдісімен гемагглютинация реакциясы арқылы анықталды [239]. Адгезивті белсенділік әдісі - бұл бактериялық жасуша қабырғасының беткі компоненттері мен жасуша бетінің комплементарлы құрылымы арасындағы өзара әрекеттесу [240].
Штаммдардың адгезивтілігін зерттеу В. Брилис әдістемесі бойынша адамның 0 (I) (Rh+) тобының эритроциттерін in vitro жағдайында жүргізілді. Зерттеу мақсаты бойынша әрбір бөлініп алынған микроорганизмдерге адгезивті белсенділігін анықтау әдісі қолданылды. Микроорганизмдердің адгезивті белсенділігі қатты беттерде және сезімтал жасушаларда адсорбциялану қабілетімен сипатталады. Жалпы культуралардың адгезиясы in vitro жүйесінде адамның 0 (I) (Rh+) формалинизацияланған эритроциттерінде В. Брилис әдістемесі бойынша зерттелді. Микроскопиялық зерттеу барысында кемінде 5 көру өрісінде 100 эритроцит саналып, адгезия коэффициенті (АОК) анықталды. АОК бір эритроциттің бетіне бекітілген микробтардың орташа санына негізделеді, 5 көру өрісінде кемінде 50 эритроцит саналады. Адгезияның коэффициенті 0-ден 1,0-ге дейін болса, ол нөлге тең деп саналады, 1,01–2,0 – төмен, 2,01–4,0 – орташа, 4,0-ден жоғары болса, жоғары деп бағаланады. Қарастырылған эритроциттердің жалпы санынан олардың пайызы есептеледі. 
Адгезивті белсенділікті анықтау абрысында адам эритроциттерінің суспензиясын дайындалды. Ол үшін (I) Rh+ топтағы адам қаны (9 мл) алынды. Алынған қанның салмағы 18,9609 г, ал дистилденген судың салмағы да 18,9609 г етіп екі пробиркаға бірдей мөлшерде өлшеп салынды, содан кейін екі пробирка центрифугаға қарама-қарсы орналастырылды. Тек эритроциттерді таза бөліп алу үшін 0,9% натрий хлориді (NaCl) ерітіндісінің он есе көлемімен үш рет жуылып, 10 минут бойы 1500 айналымда (Centrifuge CM-6M) центрифугалау әдісі арқылы сол ерітіндіде қайта суспензияланды. Қан үлгісінің үстіндегі сары су бөлініп, астыңғы бөлікте эритроциттер жиналды. Осылайша, (I) Rh+ топтағы қан үлгісі тазаланып, таза эритроциттер алынды.

Адгезивті белсенділік әдісі бойынша 0,5% эритроцит ерітіндісі дайындалды. Ол үшін стерилденген 50 мл натрий хлориді ерітіндісінен 0,250 мкл алып тасталып, үстіне 250 мкл эритроцит құйып, жақсылап араластырылды. Дайын болған 0,5% эритроцит ерітіндісімен штаммдарды енгізу жұмыстары жүргізілді. 

Әрі қарай реакция үшін GT204-0096D сериялы U-тәрізді иммунологиялық реакцияларға арналған қақпағы бар 96 саңлаулы плашка қолданылды. Плашканың саңлауларына дайындалған тұтас суспензия енгізіліп, әр саңлауға енгізілетін штаммдардың атаулары белгіленді. Плашкаға 0,250 мкл натрий хлориді ерітіндісі құйылып, титрлеу арқылы 1:4, 1:6, 1:8, 1:16 қатынастарында 0,25 мкл ерітінді алынып тасталды. Одан кейін плашканың барлық саңлауларына 0,5% эритроциттің 0,25 мкл-дан енгізілді. Дайын болған эритроцит ерітіндісі мен штаммдардың қоспасы бар плашка 37°C температурада 3 сағатқа термостатқа қойылды.

Егілген штамдар термостатқа 24 сағатқа 37◦С температурасына орналастырылды. Нәтижесінде штаммдардың өсу қарқыны белсенді түрде анықталды. Осылайша, зерттеу үшін алынған сүт қышқылы бактерияларының штамдары зертханада үш реттен жасалынып, нақты нәтиже алынды [241].

Көмірсуларға төзімділігін анықтау.
Сүтқышқылды бактериялардың көмірсуларға төзімділігін анықтау әдісі (Hugh R. & Leifson E. 1953) көбінесе ферментациялық қасиеттерін зерттеу арқылы жүзеге асырылады. Бұл әдіс сүтқышқылды бактериялардың әртүрлі көмірсуларды (мысалы, глюкоза, лактоза, манноза, сахароза) пайдаланып, олардың ферментативті белсенділігін, көмірсуларды сіңіріп алу қабілетін және сүтқышқылын өндіру қабілетін анықтауға негізделеді.

Lactobacillus туысына жататын бактериялардың көмірсу төзімділігін анықтау барысында ең алдымен қоректік орта маңызды рөл атқарады. Бұл үшін зерттеуде (Himedia, Үндістан) M369-500G Lactobacillus MRS Broth сұйық және қатты қоректік ортасы пайдаланылды. Сонымен қатар, көмірсуларды анықтау үшін (Himedia, Үндістан) М885 Andrade pepton water қоректік ортасы қолданылды. Бұл қоректік орта көбінесе микроорганизмдердің ферментациялық қасиеттерін зерттеу үшін қолданылады. Бұл ортада көмірсулардың ферментациясын бақылау үшін арнайы индикатор қосылады, мысалы, Андраде индикаторы, ол қышқыл ортада түсінің өзгеруіне себеп болады.
Lactobacillus spp. түрлерінің және олардың қосалқы түрлерінің түрлік жататындығын Бергидің анықтама кітабына сәйкес 9 түрлі көмірсу индикаторы қолданылды: сорбитол (Sb), адонит (Ad), галактоза (Ga), трегалоза (Te), маннит (Mn), мелибиоза (Mb), фруктоза (Fc), арабиноза (Ar) және оксидазды диск (Ox) [242]. Бұл көмірсуларды дайын дискілер ретінде белгілі концентрацияда қолданылды. Әрбір штамм зарарсыздандырылған Петри табақшаларына және пробиркаларға енгізілді. Егілген штаммдар термостатқа 35-37°C температурада 18-24 сағатқа инкубацияға қойылды, себебі осы уақыт ішінде нақты штаммдардың сипаттамалары байқалады.

Зерттелетін организм қосылған көмірсуларды метаболиздеген жағдайда қышқылдар түзіліп, нәтижесінде ортаның pH деңгейі төмендейді. Бұл индикатордың түсін өзгертуге себеп болады, яғни қоректік ортадағы көмірсулардың қышқыл өнімдері ыдыраған кезде оның түсі ашық сарыдан қызғылт немесе қызылға ауысады. Егер көмірсулар метаболизденбесе, орта бозғылт қоңырдан сабан түстес күйде қалады. Көмірсулар қоректік ортаға қосылып, ашыту процесінде қышқыл (немесе қышқыл мен газ) түзіліп, бұл индикатордың түсінің өзгеруіне әсер етеді.
Сонымен қатар, белсенді штаммдарды криоконсервация жағдайында сақтау әдісі қолданылды. Бірқатар зерттеулерде сүтқышқылды бактерияларға скрининг жүргізу және оларды пробиотикалық өнімдер алуда пайдалану барысында криосақтау әдістерінің тиімділігі көрсетілген [243]. Сондай-ақ, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology еңбегінде микроорганизмдерді ұзақ мерзімді сақтау әдістерінің таксономиялық және жүйелік негіздері, соның ішінде криоконсервация тәсілдері егжей-тегжейлі сипатталған [244].
Микроорганизмдер өсу фазасының стационарлық кезеңіне жеткенше немесе тыныштық формаларының қалыптасуы аяқталғанға дейін оңтайлы жағдайларда өсіріледі, бұл кезеңде өсу қарқынды болуы тиіс. Штаммдар қорғаныс ортада жуылды. Төмен температураның зиянды әсерінен қорғану үшін жасушалар алдын ала криопротекторлық ортада суспендирленеді, оның құрамында 60% МРС-1 қоректік ортасы, 10% сахароза, 20% глицерин және 10% поливинилпирролидон бар; стерилизация 0,5 атм қысымда 20 минут жүргізіледі.
Lactobacillus spp. штаммдарының қою суспензиясы 1,0 мл мөлшерінде пластикалық ампулаларға құйылып, бұрандалы тығындармен жабылады. Тоңазыту екі кезеңде жүзеге асырылады: алғашқы 5 сағат бойы -17ºС температурада мұздатқышта, содан кейін сұйық азотта (-150ºС) жалғастырылады. Үлгілер төмен температуралы тоңазытқышта -70ºС температурада сақталды.
Консорциум алу және пробиотикалық өнімді дайындау.
Белсенді және төзімді сүтқышқылды бактериялардан консорциум алу және пробиотикалық өнімді дайындау – бұл қазіргі заманғы микробиология мен тағам технологиясының ең қызықты және маңызды бағыттарының бірі. Сүтқышқылды бактериялардың активтілігі жоғары және әртүрлі орталарда өмір сүруге қабілетті болуы, олардың пробиотикалық өнімдер өндірісінде кеңінен қолдануға мүмкіндік береді.  
 Консорциум алу процесі бірнеше кезеңдерден тұрады. Алдымен, лайықты сүтқышқылды бактерия штаммдары таңдалып алынып, олардың генетикалық және физиологиялық қасиеттері зерттеледі. Содан кейін олардың мәдени ортада өсіріп, белсенділігін арттыру үшін қолайлы шарттар қамтамасыз етіледі. Консорциумның құрамындағы бактриялар бір-бірін толықтырып, синергия (грекше «synergos» — «бірге жұмыс істеу») туғыза отырып, өнімнің тиімділігін жоғарылатады. 
Зерттеуде белсенділіктері жоғары сүтқышқылды бактериялардан үш түрлі консорциум жиынтығы жасалып, жалпы олардың биологиялық белсенділігі мен қасиеттері анықталды. Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, үй сүзбесінен Lactobacillus fermentum d-4, айран Lactobacillus plantarum d-3 таза культуралары бөлініп, таңдалып алынды. Осы таңдалып алынған микроорганизмдердің белсенділігіне баға беру үшін салыстырмалы түрде шұбаттан бөлініп алынған Lactobacillus paracasei S-612, сиыр сүті Lactobacillus plantarum S-106, айраннан Lactobacillus plantarum S-414, үй сүзбесінен Lactobacillus rhamnosus S-811 культуралары зерттеуге пайдаланылды. 
Таңдалған белсенді пробиотикалық культуралар криосақтау әдісі бойынша -80°C температурада сақталды. Кейіннен, осы пробиотикалық ферменттелген кебек бөлме температурасында кептіріліп, зерттеуге жіберілді.
Эксперименттік зерттеу әдіс.
Зерттеу Алматы қаласы, С.Ж.Асфендияров атындағы медицина университетінің ғылыми-көмекші құрылымдық бөлімшесі А.Атшабаров атындағы Виварий эксперименттік-биологиялық клиникасында жүргізілді. Ғылыми зерттеу жұмысы алкогольдік бауыр зақымдануының дамуына әсерін бағалау үшін егеуқұйрықтарға алкоголь мен пробиотиктер енгізу арқылы зерттеу жүргізу жоспарланды.
Жануарларды ұстау және эксперимент жүргізу халықаралық «Guide for the Care and Use of Laboratory Animals» ережелеріне сәйкес жұргізілді [245].  Сондай-ақ, экперименттер «Эксперименттік және басқа ғылыми мақсаттар үшін омыртқалы жануарларды қорғау жөніндегі Еуропалық конвенцияның» этикалық принциптеріне сай орындалды [246]. 
Осы құжаттар мен халықаралық стандарттар зерттеулер жүргізу кезінде жануарларды қорғау және олардың жағдайын қамтамасыз ету мақсатында міндетті түрде ескерілуі тиіс. Зерттеу эксперименттік бағдарлама бойынша жүзеге асырылды. 
Зерттеу міндеттері егеуқұйрықтардың бауырындағы өзгерістерді бақылау және анықтауды қамтиды. Тәжірибе жүргізу үшін скальпель, пинцет, қайшы, тақтайша, эфир, 10% фармальдегид, шырпы, мақта, бинт, қолғап және басқа да қажетті құралдар қолданылды. 
Егеуқұйрықтарға жүргізілген эксперименттік зерттеу жұмысында алкогольдің бауырға әсері зерттеліп, сонымен қатар алкогольмен зақымдалған бауырды түзету мақсатында пробиотикалық өнімнің тиімділігі бағаланды. Зерттеу барысында алкогольдің бауыр тініне әсері айқын көрініс беріп, бауырда морфологиялық және функционалдық өзгерістердің дамуына әкелді. Алкогольдік зақымданудың нәтижесінде бауыр жасушаларында клеткалық деградация, қабыну процестерінің дамуы және майлы дистрофия байқалды. Зерттеу жұмысының аяқталған күні, яғни 30-шы күні, лабораторияның операциялық бөлімінде стерильді жағдайда зақымдалған егеуқұйрықтардың бауырлары бөлініп алынды. Арнайы стерильденген 10 мл көлемдегі пенициллин құтысына 10% формальдегид құйылып, үстіне бөлініп алынған егеуқұйрықтардың (30 үлгі) бауырлары салынды. Бұл зерттеулерді жүргізу үшін бауыр үлестерінің ылғалды массасы аналитикалық зертханалық таразыларды қолдана отырып жеке өлшенді [247]. 
Әрі қарай, зақымдалған бауырдың мастану дәрежесін анықтау үшін үлгілер сумедэкспертиза зертханасына жіберілді, ал бауырдың гистологиялық нәтижелерін анықтау үшін Алматы қаласындағы қазақ Онкология және Радиология Институтының зертханасында жалғасты. 40% алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтардың мастану дәрежесі мен гистологиялық зерттеу жұмыстары 7 күн аралығында жүргізілді. 

Зерттеу барысында белгілі бір топтағы зертханалық жануарларда морфо-гистологиялық әдістер қолданылды. Оларға бауырдың гистологиялық зерттеуі мен морфометриясы кірді.
Пробиотикалық өнімді қолдану.

Ғылыми-зерттеу жұмысы барысында жасалған пробиотикалық ферменттелген кебек консорциумның үш түрі (№1, №2, №3) алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтарға кезекпен берілді. Әр күн сайын егеуқұйрықтардың жағдайы сипатталып, бақыланды. Әрбір егеуқұйрыққа консорциумның күндік дозасы 50 мл мөлшерінде берілді. Тәжірибе барысында егеуқұйрықтардың ішкі мүшелері толық ашылып, оның ішінде бауыр, консорциумдардан (№1, №2, №3) кейін 10% формальдегидке енгізілді (35 үлгі). Зерттеу барысында барлығы 65 гистологиялық препараттар алынды. Алкогольмен зақымдалған бауырды бақылау мақсатында пробиотикалық өнім берілді. Пробиотикалық өнімнің қолданылуы бауыр құрылымын қалпына келтіруге, қабыну процесін төмендетуге, сонымен қатар бауыр ферменттерінің деңгейін реттеуге оң әсер етті. Яғни, барлық алынған гистологиялық преператтарға гистологиялық зерттеу жүргізіліп, бауыр тіндеріндегі морфологиялық өзгерістер анықталды. Гистологиялық зерттеулер бауыр жасушаларындағы вакуольді өзгерістер мен клеткалық зақымданулардың айтарлықтай төмендегенін көрсетті. Сонымен қатар, пробиотикалық өнім қолдану нәтижесінде бауыр тіндерінде регенерация процесінің белсенділігінің артқаны және фиброздық өзгерістердің азайғаны байқалды.
Гистологиялық бағалау
Алматы қаласындағы қазақ «Онкология және радиология» институтында жүргізілген гистологиялық зерттеулер мен олардың стандарттарға сәйкес жүргізілуі нәтижесінде алынған деректер денсаулық сақтау мен медициналық зерттеулер үшін өте құнды. Алкогольмен зақымдалған бауыр үлгілерін гистологиялық зерттеу кезінде ISO/TS 17518:2015 стандартының қолданылуы өте маңызды [248]. Бұл халықаралық стандарттар биологиялық қауіпсіздік және жануарларға арналған зерттеулердің әдіснамалық негіздерін белгілейді, яғни зерттеудің этикалық, ғылыми және қауіпсіздік талаптарына сәйкестігін қамтамасыз етеді. Гистологиялық зерттеу барысында келесі негізгі параметрлерге назар аударылады:
1. Алкогольдің бауыр тініне әсері: егеуқұйрықтардың бауырында алкогольдік интоксикацияның әсерінен дамыған өзгерістердің көрінісін анықтау.

2. Анализдің әдістері: гистологиялық зерттеу жүргізу үшін арнайы бояғыштар (мысалы, гемотоксилин-эозин) және микроскопиялық техникалар қолданылады, олар бауыр жасушаларындағы өзгерістерді дәл анықтауға мүмкіндік береді.

3. Фиброз және стеатоз: алкогольді қабылдау салдарынан пайда болған фиброз және майдың бауыр жасушаларында жиналуы (стеатоз) сияқты патологиялық өзгерістерді анықтау.

4. Қабыну және некроз: алкогольдің әсерінен пайда болған қабыну инфильтрациялары мен клеткалық некрозды анықтау.

Бұл зерттеулердің нәтижелері бауырдың алкогольдік зақымдануын түсінуге және оның алдын алу немесе емдеу әдістерін жетілдіруге көмектеседі. Сонымен қатар, гистологиялық бақылаулар арқылы алкогольдің бауырда қандай құрылымдық және функционалдық өзгерістерге әкелетінін дәл бағалауға болады.
Гистологиялық талдау – эксперименттік және клиникалық зерттеулерде тіндердің морфологиялық жағдайын зерттеудің маңызды әдісі болып табылады. Бауыр тіндеріндегі құрылымдық өзгерістерді зерттеу арқылы алкогольдің немесе басқа зиянды агенттердің әсерінен пайда болған зақымдану дәрежесін, некроз аймақтарын, фиброз, стеатоз немесе қабыну ошақтарын анықтауға болады.

Гистологиялық кесінділер арнайы бояу әдістері арқылы (гематоксилин-эозин, трихром Массона, PAS, Судан III, т.б.) көрнекілендіріледі. Бұл әдістер жасуша ядросының, цитоплазманың, дәнекер тіндердің және липидтердің күйін нақты бағалауға мүмкіндік береді. Мысалы:

· Гематоксилин-эозин – жалпы тіндік құрылымды бағалауға;

· Массон трихром – фиброз (дәнекер тіндердің ұлғаюы) дәрежесін;

· PAS – гликоген мен мукополисахаридтерді;

· Судан III әдісі арқылы – бауыр жасушаларындағы май тамшыларын анықтауға қолданылады.

Гистологиялық өзгерістер бауыр зақымдануының ауырлығын сипаттауға көмектеседі. Гистологиялық зерттеу бауырдың регенерация әлеуетін де көрсетуі мүмкін. Мысалы, митоздық бөлінулердің жоғарылауы, синусоидальды кеңістіктердің қайта құрылуы немесе жас гепатоциттердің пайда болуы – бауырдың қалпына келуінің морфологиялық белгілері.

Бұдан бөлек, гистоморфометриялық талдау арқылы тіндердің зақымдану деңгейі сандық тұрғыдан бағаланады (мысалы, стеатоз немесе фиброз аймағының пайыздық көлемі). Бұл әдіс деректерді объективті түрде салыстыруға мүмкіндік береді.

Алкогольді бауыр зақымында микроскопиялық өзгерістер жиі кездеседі:

· Зоноальды зақым (қақпа аймағы, ортаңғы немесе орталық вена маңындағы);

· Маллори денешіктері – цитоплазмада жиналған кератиндік агрегаттар;

· Гепатоциттердің ядролық атипиясы – ядро пішіні мен мөлшерінің өзгеруі.

Гистология арқылы алынған нәтижелер эксперименттің басқа әдістерімен (биохимиялық, микробиологиялық, молекулалық) толықтырылып, кешенді бағалау жүргізіледі. Бұл бауырдың функционалдық күйін, қалпына келу үдерісін және енгізілген пробиотиктердің немесе басқа терапиялық агенттердің әсерін тереңірек түсінуге мүмкіндік береді.

Бауыр кесіндісінің гистологиялық зерттеуі – тіндердің морфологиялық құрылымын, жасушалық құрамын және патологиялық өзгерістерін визуалды және микроскопиялық деңгейде бағалауға бағытталған зерттеу. Бұл әдіс бауырдың әртүрлі зақымдану түрлерін (стеатоз, некроз, фиброз, қабыну және регенерация процестері) ажыратуға және олардың ауырлығын анықтауға мүмкіндік береді.

Зерттеу барысында алынған бауыр үлгілері 10% нейтралды буферленген формалинде (pH 7,2–7,4) 24–48 сағат аралығында бекітілді. Формалин тіндерді жақсы сақтап, жасушааралық құрылымды тұрақтандырылды. Фиксация аяқталғаннан кейін тін үлгілері градуирленген этил спирттер қатары арқылы дегидратацияланды (70%, 80%, 96%, 100%), кейіннен ксилол арқылы майсыздандырылып, парафинмен инфильтрацияланды.

Содан соң микротом көмегімен қалыңдығы шамамен 1,5–5 мкм болатын тін кесінділері дайындалды. Бұл жұқа тілімдер жылы суы бар ваннада (температурасы 40–45 °C) жайылып, әйнек заттарға орналастырылды. Әрі қарай, тілімдер 37–40 °C температурасында кептіріліп, бояу кезеңіне өтті.

Депарафинизация сатысында парафинді кетіру үшін кесінділерді ксилол ванналарына салынып, содан кейін олар қайтадан спирт қатары арқылы реверсивті түрде регидратацияланды (100% → 70% спирт → су).

Бояу үшін гематоксилин мен эозин (H&E) қолданылды – гистологиядағы ең кең таралған классикалық бояу әдісі.

Гематоксилин – ядроны көк-күлгін түске бояп, оның құрылымын (хроматин тығыздығы, ядрошық, митоз) анық көрсетеді.

Эозин – цитоплазманы және дәнекер тін компоненттерін қызғылт-сарғыш түспен бояйды.

Осы бояу әдісі арқылы: гепатоциттердің пішіні, ядро саны мен орны; синусоидтар мен гепатоцеллюлярлы арқалардың орналасуы; билиарлы құрылымдар мен қабыну инфильтрациясы; некроз ошақтары мен стеатоз белгілері анық көрінеді.

Боялған кесінділер әйнек жапқыштармен жабылып, микроскоппен (световой микроскопия) x100–x400 үлкейту масштабында қарастырылды. Зерттеу нәтижелері сапалы түрде сипатталып, қажет жағдайда гистоморфометриялық әдістермен сандық талдау жүргізіледі (мысалы, фиброз немесе майлы инфильтрация аймағының пайыздық үлесі).

Боялған кесінділер Olympus BX61 VS микроскопымен зерттеліп, бауыр жасушаларының морфологиялық өзгерістері, алкогольдің бауырға тигізген зақымдары, қабыну процесстері, клеткалық инфильтрациялар мен басқа да патологиялық өзгерістер бағаланды (сурет 1).
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Сурет 1 – Гистологиялық кесінділер
Гистологиялық кесінділер арқылы бауырдағы зақымданудың ауырлығы мен құрылымдық бұзылыстарды бағалауға мүмкіндік береді, сонымен қатар алкогольдің бауырда қандай деңгейде зақымдалуына және оның қалпына келуіне әсерін зерттеуге жағдай жасайды. 
Гистологиялық зерттеу органдар мен тіндерде олардың зақымдануы немесе оған күдік туындаған жағдайда үлкен диагностикалық маңызға ие. Бұл зерттеу улы заттың әсерінен пайда болған микроструктуралық ерекшеліктерді анықтаудың негізі болып табылады, сондықтан ол әрқашан визуалды түрде анықталған қабыну, деструктивті және басқа өзгерістердің бар-жоғына қарамастан қолданылуы тиіс. Сонымен қатар, гистологиялық зерттеу сарапшыға улануды патологиялық процессен ажыратуға мүмкіндік береді. 
Статистикалық өңдеу алынған нәтижелер.
Алынған нәтижелердің статистикалық талдауы Microsoft Office Excel 2016 және Statistica 10.0 бағдарламаларының көмегімен жүргізілді. Бұл деректерді өңдеу бағдарламалары сандық көрсеткіштерді талдауға, нәтижелердің сенімділігін анықтауға және тәжірибелік деректердің ғылыми қорытындыларын жасауға мүмкіндік береді. Бұл бағдарламамен үш тәуелсіз өлшем бойынша есептелген орташа арифметикалық мән («М»), орташа арифметикалық қате («m»), стандартты ауытқу («SD») және сенімділік интервалдары («р») анықталды. Бұл есептеулер нормальды немесе оған жақын таратылу заңына негізделген. Деректерді өңдеу нәтижелері көбінесе М±SD және М±m түрінде ұсынылады. 

Зерттеу нәтижелерін өңдеу үшін келесі статистикалық параметрлер есептелді:

· орташа арифметикалық мән (М),

· орташа қате (m),

· стандартты ауытқу (SD),

· сенімділік интервалы (CI – Confidence Interval),

· медиана (Me),

· квартильдер (Q1, Q3) және шеткі мәндер.

Таңдаманың көлемі «n» деп белгіленді және әрбір эксперименттік топ үшін жеке көрсетілді.

Мәліметтер арасындағы айырмашылықтардың статистикалық маңыздылығын анықтау үшін Стъюденттің t-критерийі (р≤0,05) қолданылды. Бұл параметрлердің арасында айырмашылықтың статистикалық сенімділігін бағалау үшін қолданылады және топтық салыстыруларда кеңінен пайдаланылады. Қажетті жағдайда біржақты немесе екіжақты t-тест қолданылады.

Мәліметтерді интерпретациялау кезінде:

· М±SD – мәндердің үлестірімінің кеңдігі туралы,

· М±m – нақты мәннің сенімділік шегін сипаттайды.

Егер мәліметтер нормальды үлестірілімге сәйкес келмесе, Вилькоксон немесе Манн–Уитни критерийлері сияқты параметрлік емес әдістер қолданылды. Үлестірілімнің нормальдығын бағалау үшін Шапиро–Уилк немесе Колмогоров–Смирнов тесттері пайдаланылды.

Кейбір жағдайларда ANOVA бірфакторлы дисперсиялық талдау әдісі қолданылып, бірнеше топтың бір-бірінен айтарлықтай айырмашылығын анықтауға мүмкіндік берді. Егер жалпы айырмашылықтар табылса, Дуннет немесе Тьюки критерийлері көмегімен жұптық салыстырулар жүргізілді.

Барлық графикалық нәтижелер диаграмма және график түрінде ұсынылып, әрбір эксперименттік топтағы өзгерістердің динамикасын көрнекі түрде көрсетуге бағытталды. Мұндай визуализация әдістері деректердің интерпретациясын жеңілдетіп қана қоймай, статистикалық айырмашылықтарды салыстыруда да жоғары дәлдікке мүмкіндік береді. Сонымен қатар, алынған мәліметтер арасындағы ықтимал байланыстарды айқындау мақсатында корреляциялық және регрессиондық талдаулар жүргізіліп, нәтижелердің сенімділігі мен ғылыми негізділігі қамтамасыз етілді [249].

2  ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ  ЖӘНЕ ТАЛДАУ
2.1 Пробиотикалық микроорганизмдердің изоляциясы және идентфикациясы 

Зерттеу нысаны ретінде Алматы қаласында үй жағдайында өндірілген сүт өнімдері таңдалды. Бұл өнімдерге бие сүті, сүзбе, айран жатады. Осы сүт өнімдерінен халықаралық стандарттарға сәйкес микробиологиялық әдістер қолданылып, жалпы 25 сүтқышқылды бактерия бөлініп алынды, олардың ішінде 16 түрлі Lactobacillus spp. туысына жататын сүтқышқылды бактериялар және 9 түрлі ашытқылар анықталды. Зерттеу барысында тек 16 сүтқышқылды бактериялар таңдалып алынып, олардың қасиеттері әрі қарай зерттелді.

Сүтқышқылды бактериялар MRS агарлы ортасында өскенде, олар S пішінінде колониялар түзеді. Бұл колониялар дөңес, дөңгелек формада, айқын бөлектенген жиектермен және ақ немесе сүт тәрізді түстермен ерекшеленеді. Олардың диаметрі ұсақтан бастап үлкенге дейін өзгеріп отырады (сурет 2а). Ал басқа колониялар (сурет 2б) R пішінінде қалыптасып, тегіс емес жиектермен, бозғылт-сұр түске ие және ортасында жиі тығыздалған, кедір-бұдыр құрылымымен ерекшеленеді. MRS сұйық қоректік ортасында сүтқышқылды бактериялардың өсуі үш негізгі сипаттамамен байқалады: қоректік орта баған бойымен біркелкі бұлдырап, оның үстінде пленка түрінде айқын сақина пайда болуы мүмкін; ортаның мөлдір қалуы, яғни бактериялар ортада айтарлықтай бұлдырау туғызбайды; әртүрлі қарқындылықта шөгінділердің түзілуі, бұл бактериялардың белсенді метаболикалық процестерін және олардың қоректік ортаны өңдеу қабілетін көрсетеді. 
Сүтқышқылды бактериялардың колониялары штаммы мен ортаға байланысты өзгереді. S пішінді колониялар экзополисахаридтерді көп өндіреді және жақсы адгезияға ие, ал R пішінділер стресске төзімді және құрылымы кедір-бұдыр болады. MRS сұйық ортада бактериялар пленка түзеді, бұл биофильмнің бастамасы саналады. Шөгінділер бактериялардың жасушалық жинақталуын көрсетіп, олардың метаболикалық белсенділігін білдіреді. Бұл белгілер бактериялардың өсуі мен қоректік ортаны өңдеу қабілетін анықтауда маңызды.

Таза штаммдар Lactobacillus spp. туысына келесі сипаттамалар бойынша жатқызылды: олар спора түзбейтін, дұрыс пішінді, ұзын әрі жіңішке таяқша тәрізді бактериялар немесе қысқа коккобациллдер түрінде болады. Бұл бактериялар әдетте грампозитивті, бірақ жасы ұлғайған сайын және қышқылдық деңгейі артқан кезде грамтеріс сипат көрсетеді. Олар қозғалмайды, каталазаны теріс көрсетеді және құрғақ қоректік агарда өспейді. Ал MRS-агарында осы бактериялар тән колониялар түзеді (сурет 2) [250].
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а)                                                         б)
а - дөңес, дөңгелек колониялар, айқын жиектері бар, ақ немесе сүт тәрізді түсті, диаметрі ұсақтан үлкенге дейін өзгеріп отырады; б - қатпарлы, R пішініндегі колониялар, тегіс емес жиектерімен, бозғылт-сұр түсті, жиі тығыздалған ортасымен.
Сурет 2 – Сүтқышқышқылды бактерия штаммдарының МРС-4 ортасында өсуі
Сүтқышқылды бактериялардың микроскопиялық бейнесінің әртүрлі нұсқалары көрсетілген (сурет 3). Зерттеу штаммдары бойынша, бактериялар ұзындығы, қалыңдығы және орналасуы бойынша ерекшеленетін таяқша тәрізді түрлерде бейнеленген. а-нұсқада қысқа таяқшалар топтасып орналасып, дөңгелектенген ұштарымен дұрыс пішінді болып келеді. Ал б-нұсқада таяқшалар ұзын, жеке және топтасып тізбектеліп орналасқан.
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а)                                                         б)

а - жіңішке таяқшалар шоғырлармен, топтасып орналасқан, б - қысқа таяқшалар жалғыз және тізбектермен орналасқан.
Сурет 3- Сүтқышқылды бактериялардың микроскопиялық бейнесі
Ескерту - Грамм бойынша бояу; жарықтық иммерсиондық микроскопия; ×1000.
Бастапқы зерттеулердің нәтижелері бойынша зерттеуге алынған культуралардың құрамында таяқша және коккалық түрлер бар екені анықталды. Атап айтқанда, Lactobacillus spp. және Pediococcus spp. түрлері анықталды.
Lactobacillus туысы — сүтқышқылды бактериялар тобына жататын, адам мен жануарлар денсаулығына пайдалы пробиотиктер ретінде қолданылатын микроорганизмдер. Олар көбінесе грампозитивті, қозғалмайтын, спора түзбейтін таяқша тәрізді бактериялар болып табылады. Морфологиясы таяқша тәрізді, кейде қысқа тізбектер немесе жұптар түрінде орналасады. Lactobacillus түрлері қышқыл ортада жақсы өседі, ал кейбірі термофильді (жоғары температурада өседі).

Pediococcus — кокк тәрізді бактериялар, көбінесе жұп немесе тізбек түрінде орналасады. Олар да сүтқышқылды бактериялар болып табылады және сүт өнімдері мен басқа да ферменттелген өнімдерде кездеседі. Морфологиясы дөңгелек немесе эллипс тәрізді бактериялар болып келеді, олар әдетте жұп немесе тізбек түрінде топтасып орналасады. Олар қозғалмайтын, грампозитивті және спора түзбейтін микроорганизмдер (кесте 4).

Кесте  4 - Лактобактериялар культураларының сипаттамасы
	№
	Штамм белгісі
	Алынған нысан
	Алынған жер
	Штамм атауы
	Колония саны (КТБ/мл)

	1
	S-612
	Шұбат 
	Астана қ. 
	Lactobacillus paracasei 
	7 х107

	2
	S-106
	Шұбат 
	Астана қ. 
	Lactobacillus plantarum
	6 х107

	3
	S-149
	Шұбат 
	Астана қ. 
	Lactobacillus bulgaricus
	5 х107

	4
	S-74
	Сиыр сүті 
	Астана қ. 
	Lactobacillus acidophilus
	4 х107

	5
	S-414
	Сиыр сүті 
	Астана қ. 
	Lactobacillus plantarum
	6 х107

	6
	S-811
	Айран 
	Астана қ. 
	Lactobacillus rhamnosus
	6 х107

	7
	S-819
	Айран 
	Астана қ. 
	Lactobacillus delbrueckii
	7 х107

	8
	П-1-5
	Сүзбе
	Астана қ. 
	Lactobacillus curvatus
	7 х107

	9
	S-805
	Айран
	Алматы қ.
	Lactobacillus reuteri
	10 х107

	10
	S-21
	Айран
	Алматы қ. 
	Lactobacillus salivarius
	4х107

	11
	S-1
	Бие сүті 
	Алматы қ.
	Pediococcus acidilactici
	9х107

	12
	S-3
	Бие сүті 
	Алматы қ. 
	Lactobacillus brevis
	12х107

	13
	S-4
	Бие сүті 
	Алматы қ.
	Lactobacillus reuteri
	8 х107

	14
	d-2
	Сүзбе 
	Алматы қ. 
	Lactobacillus fermentum
	8х107

	15
	d-3
	Бие сүті 
	Алматы қ.
	Lactobacillus casei
	8 х107

	16
	d-4
	Сүзбе 
	Алматы қ. 
	Lactobacillus fermentum
	7 х107


Қазіргі уақытта Lactobacillus spp. туысына жататын бактериялардың он алты филогенетикалық тобы анықталды. Осы топтардан тамақ және фармацевтика өнеркәсібінде маңызды әрі кеңінен қолданылатын түрлерге L. delbrueckii, L. acidophilus, L. helveticus, L. fermentum, L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus, L. plantarum, L. buchneri, L. salivarius жатады. Lac. lactis түрінің өкілдері сүт өнеркәсібінде кеңінен пайдаланылады, ал Lac. piscium түрі аз зерттелген және сүт өнеркәсібінде үлкен маңызға ие емес. Lactobacillus delbrueckii түрі, оның ұқсас түрлері bulgaricus және lactis, сондай-ақ Lactobacillus helveticus пен Lactobacillus fermentum түрлері термофильді лактобактериялар қатарына жатады, олар 45°С температурада жақсы өседі. Тығыз қоректік ортада бұл лактобактериялар көбінесе кедір-бұдыр колониялар түзеді, бұл көптеген зерттеушілердің сипаттамаларымен сәйкес келеді [251]. 
Бұл зерттеудің практикалық маңыздылығы бауырға оң әсер беретін белсенді бактерияларды анықтау болды, себебі сүтқышқылды бактериялар организмдегі метаболизм процестерін реттейтін, иммундық жүйені қолдайтын және ас қорыту жүйесін жақсартатын қасиеттерге ие. Сонымен қатар, сүтқышқылды бактериялар бауырдың детоксикациялық функциясын күшейтуге, қабыну процестерін төмендетуге және жалпы бауырдың денсаулығын сақтауға ықпал етуі мүмкін.

Термофильді бактериялармен жұмыс 48 сағат бойы жүргізілді, бұл уақыт ішінде олардың өсуі мен ферментациялық белсенділігі бақылауға алынды. Бұл кезеңде бактериялардың мәдениеттері термофильді жағдайларда өсіп, өздерінің биохимиялық қасиеттері мен культуралық ерекшеліктерін көрсетті. Сонымен қатар, үй жағдайында өндірілген бірнеше сүтқышқылды бактериялардан бөлінген культуралардың культуралық-морфологиялық және биохимиялық қасиеттері тұрақты болып шықты, бұл оларды пробиотикалық препараттарды әзірлеу үшін тиімді және ыңғайлы нұсқа ретінде қарастыруға мүмкіндік береді. 

Туыстық және түрлік сәйкестіктерін анықтау үшін пробиотикалық сүтқышқылды бактерияларды генотиптеу әдісімен идентификациялау жүргізілді. Осы скрининг нәтижесінде алынған бактериялардың молекулалық сипаттамасы анықталып, олардың нақты түрі мен туысы туралы толық мәлімет алынды. 
Сүтқышқылды бактериялар өсіру жағдайларына және қоректік орталардың құрамына өте сезімтал микроорганизмдер екені белгілі. Арнайы қоректік орталардың ішінде MRS ортасы кеңінен таралған. Бұл орта қоректік заттар мен өсіру факторларына бай, бірақ кейбір лактобактерия түрлерін өсіру үшін қоректік орта құрамында қосымша заттар қажет болуы мүмкін.

Сүтқышқылды бактерияларды ПТР (полимеразды тізбекті реакция) және 16S рРНК генін секвенирлеу әдістері арқылы жүргізілді. Бұл әдістер жоғары тиімді тәсілдер болып табылады, олар бактериялардың түрлерін дәл және жылдам анықтауға мүмкіндік береді. ПТР әдісі көбіне үлгілерден сүтқышқылды бактерияларды анықтауға мүмкіндік берсе, содан кейін 16S рРНК генін секвенирлеу нақты түрді анықтауға мүмкіндік береді.
16S рРНҚ гены бактериалды клетканың маңызды компоненті болып табылады және ол барлық зерттелген микроорганизмдер үшін сипатталған. Қазіргі таңда арнайы деректер базаларында 16S рРНҚ генінің 200 мыңнан астам аннотталған тізбектері бар [252]. 16S рРНҚ гені шамамен 1600 нуклеотидтен тұрады. Геннің көп бөлігі консервативті локустардан тұрады, олар әртүрлі микроорганизмдерде бірдей дерлік нуклеотидтік құрамға ие. Бұл геннің әртүрлі ұзындықтағы фрагменттерін амплификациялау үшін әмбебап праймерлерді таңдап алуға мүмкіндік береді. Сонымен қатар, генде түрге тән өзгергіш учаскелер бар, олардың нуклеотидтік құрамын анықтау арқылы микроорганизмдерді деректер базаларындағы аннотталған тізбектермен салыстырып, сәйкестендіруге болады [253].

ПЦР өнімдері тоңазытқышта 4°С температурада сақталды, кейін гельді электрофорезге ұшырады. Мәдениеттерден алынған ДНҚ бақылау үлгілері ретінде қолданылды. Дистилденген су теріс бақылау үлгісі ретінде пайдаланылды. Гельдегі алғашқы және соңғы жүгірістерде үнемі 10 мкл 1кб фрагменттері (CTGGCGGCTG) қолданылды [254]. Геномдық ДНҚ бактериялардың тәуліктік культураларынан PureLink Genomic DNA Kit (Invitrogen, Carlsbad, АҚШ) хаттамасы бойынша оқшауланды. ДНҚ концентрациясы Qubit® 2.0 флуорометрінде QubitTM dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies, Орегон, АҚШ) жиынтығы арқылы анықталды. Генетикалық маркер ретінде 16S рРНК генінің аймағы пайдаланылды. 16S рРНК аймағын амплификациялау үшін 25 мкл реакция қоспасы дайындалды, оның құрамында 12,5 µl Q5® Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix (New England Biolabs Ins., USA); әмбебап праймерлер жұбы: 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') және 806R (5'-GGACTACCAGGGTATCTAAT-3') праймерлерінің 10 µM концентрациясы бойынша 1,2 мкл; ДНК матрицасы және 25 µl су болды [255].
Зерттеуде таңдалып алынған таза және де белсенді культуралар классикалық микробиологиялық әдістерді қолдану арқылы Bruker MALDI-TOF BIOTYPER жүйесі арқылы идентификациядан өтіп, Lactobacillus туыстығына жататын келесі штаммдар атаулары белгілі болды: Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus plantarum S-414, Lactobacillus rhamnosus S-811, Pediacoccus acidophylus S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4.
2.2 Сүтқышқылды бактериялардың пробиотикалық әлеуетін бағалау: антимикробтық, антибиотикке сезімталдық, адгезия және көмірсуға бейімделу қасиеттері 

Антимикробтық белсенділігі.
Ғылыми зерттеудің негізгі бағыты пробиотикалық қасиетке ие сүтқышқылды бактериялардың микробқа қарсы белсенділігін анықтау жұмыстың негізгі мақсаты болып табылады [256]. Сондай-ақ, антимикробтық белсенділікті анықтау (McFarland J. 1907; 2024) әдісі арқылы жүргізілді [257].
Сүтқышқылды бактериялардың (LAB) антимикробтық белсенділігі олардың биологиялық белсенді метаболиттерді (органикалық қышқылдар, сутек тотығы, бактериоциндер) өндіруімен тікелей байланысты. Бұл метаболиттер патогенді және шартты-патогенді микроорганизмдердің өсуін тежейді немесе толық жояды. Мұндай қасиет LAB штаммдарын табиғи биоконсервантар ретінде қолдануға, әсіресе тағам өнімдерінің сақтау мерзімін ұлғайту мен тағамдық қауіпсіздікті қамтамасыз етуге мүмкіндік береді. Сонымен қатар, бұл қасиет адамның ішек микрофлорасында патогендердің көбеюін шектеу арқылы пробиотикалық әсер ету механизмімен де байланысты.

Антимикробтық белсенділікті in vitro жағдайында анықтау үшін агар диффузиялық әдіс, скрининг-ассай, микробиологиялық үлгілеу, зонаның тежелу диаметрін өлшеу, микробиологиялық диск-диффузия әдісі және ко-культивирлеу сияқты тәсілдер жиі қолданылады. Бұл әдістердің көмегімен зерттелетін сүтқышқылды бактерия штаммының Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri сынды қауіпті патогендерге қарсы белсенділік деңгейі салыстырылады.
Антимикробтық белсенділікті анықтаудың маңыздылығы өте жоғары, себебі бұл көрсеткіш пробиотикалық және емдік препараттарды әзірлеуде шешуші рөл атқарады. Микроорганизмдердің антагонистік қасиеттері олардың патогенді және шартты патогенді микроорганизмдерге қарсы күресу қабілетін көрсетеді. Бұл қасиет функционалды тағам өнімдері мен пробиотиктерді жасау барысында иммундық жүйені нығайту және түрлі инфекциялық ауруларды алдын алуға көмектеседі. Сонымен қатар, антимикробтық белсенділікті зерттеу микроорганизмдердің қауіпсіздігін, олардың адам ағзасына пайдалы әсерін және биологиялық белсенділігін бағалауға мүмкіндік береді.

Ғылыми зерттеуде сүтқышқылды бактериялардың антимикробтық белсенділігі олардың колониялары айналасында өскен сынақтық мәдениеттердің өсу аймағының тежелу диаметрі арқылы анықталды. Бұл әдіс сүтқышқылды бактериялардың микробтарға қарсы әсерін бағалаудың тиімді жолы болып табылады, себебі ол бактериялардың қандай мөлшерде және қандай күшпен антимикробтық заттарды шығаратынын көрсетеді. Сондай-ақ, зерттеу барысында байқалған ең тиімді антимикробтық белсенділік сүтқышқылды бактериялардың қолданылуы мен әлеуетін көрсетті, әсіресе пробиотикалық және фармацевтикалық өнімдерді әзірлеуде. Бұл мәліметтер зерттелген бактериялардың түрлі патогендерге қарсы әсерін түсіну үшін маңызды болып табылады.
Зерттеу барысында сүтқышқылды бактериялардың микробқа қарсы белсенділігі агар ұңғымасының диффузиялық әдісімен өлшенді [258]. Бұл әдіс арқылы зерттелетін микроорганизмдердің антибиотикке немесе басқа антимикробтық қосылыстарға қарсы әсерін бағалау үшін агар ортасында арнайы ұңғымалар жасалады. Антимикробтық қосылыстарды ұңғымаларға енгізгеннен кейін, олардың диффузиясы нәтижесінде микроорганизмдер өсіп жатқан ортада тежелу аймағының пайда болуы өлшенеді. Бұл аймақтың диаметрі белсенділік деңгейін көрсетеді. 

Осы мақсатта MRS-1 ортасында өсірілген 2-күндік сүтқышқылды бактериялардың зерттеу культуралары петля әдісімен MRS-5 ортасына егілді. 2 күндік инкубациядан кейін микроаэрофильді жағдайларда 37°C температурада өскен культураларды жою үшін Петри табақшасы 2 сағат бойы хлороформ буына ұсталынды. Содан соң табақшаның беті Candida үшін Сабуро агарымен, ал басқа бактериялар үшін СПА ортасымен жұқа қабатпен қайта толтырылды. Ортаның құрамында 0,7% агар мен индикаторлық мәдениет (1х10^9 мк/мл концентрациясында 0,1 мл индикаторлық бактериялар мәдениетінің суспензиясы) болды. Антимикробтық белсенділік тексерілетін штаммның колониясы айналасындағы сынақ штаммдарының өсу аймағының болмауына негізделіп бағаланды. Жалпы сынақ штаммдарына қарсы антимикробтық белсенділік ингибирлеу аймағына байланысты былайша анықталды: 0 мм - белсенділік жоқ; < 5 мм - анық емес (±); 5-14 мм - әлсіз (+); 15-20 мм - орташа (++); 21-25 мм - тұрақты (+++); ≥26 мм - жоғары тұрақты (++++) (сурет 4).
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а- Escherichia coli; б- Serratia marcescens; в- Salmonella typhimurium; г- Staphylococcus aureus.
Сурет 4 – S-1, S-3, d-3, d-4 штаммдарының антимикробтық белсенділіктері

Жоғары белсенділікті штаммдар пробиотикалық консорциумдардың құрамында маңызды рөл атқарады, себебі олар ішек микрофлорасының тепе-теңдігін реттеп, ішек-қарын жүйесінің саулығын қамтамасыз етеді. Әрбір штамм өзінің ерекше қасиеттері мен әсер ету механизміне ие, бұл олардың әртүрлі аурулар мен жағдайларда тиімділігін арттырады. Белсенді штаммдар ішек қабырғаларына адгезия жасап, пайдалы микроорганизмдердің көбеюіне ықпал етеді, сонымен қатар патогенді микроорганизмдердің таралуын тежейді.

Штаммдардың бірігуі консорциумның жалпы тиімділігіне әсер етеді, себебі бірнеше штаммдар өзара әрекеттесіп, синергетикалық әсерін тигізіп, түрлі аурулардың алдын алуға немесе емдеуге мүмкіндік береді. Мысалы, кейбір штаммдар қабынуға қарсы әсер көрсетіп, басқалары иммундық жүйені ынталандыруға көмектеседі. Пробиотикалық консорциумдар құрамында әртүрлі штаммдардың болуында қосымша пайда бар, өйткені олар ішек флорасының әртүрлі аспектілерін қолдайды және организмге жан-жақты әсер етеді.

Сонымен қатар, штаммдардың белсенділігін анықтау, олардың өсу қабілетін, қышқылға төзімділігін, патогендермен бәсекелесу қабілетін және басқа да маңызды көрсеткіштерді зерттеу консорциумның тиімділігін толық бағалауға мүмкіндік береді. Бұл зерттеулер пробиотиктердің дұрыс таңдалуын және олардың қолданылуын оңтайландыруға көмектеседі (кесте 5).

Кесте 5 – Тест-штаммдарға сүтқышқылды бактериялардың антимикробтық  белсенділіктерін көрсететін ингибирлеу диаметр зонасы (мм)

	№
	Культуралар 
	E. coli
	Serratia marcescens
	Salmonella     typhimurium
	Staphylococcus аureus

	1
	Lactobacillus paracasei S-612
	10
	8
	10
	10

	2
	Lactobacillus plantarum S-106
	9
	10
	10
	8

	3
	Lactobacillus bulgaricus S-149
	-
	10
	10
	10

	4
	Lactobacillus acidophilus S-74
	-
	10
	9
	10

	5
	Lactobacillus plantarum  S-414
	10
	17
	15
	10

	6
	Lactobacillus rhamnosus S-811
	9
	10
	12
	11

	7
	Lactobacillus delbrueckii S-819
	-
	-
	10
	-

	8
	Lactobacillus curvatus П-1-5
	-
	-
	-
	-

	9
	Lactobacillus reuteri S-805
	10
	-
	-
	-

	10
	Lactobacillus salivarius S-21
	-
	10
	5
	-

	11
	Pediococcus acidilactici S-1
	18
	15
	20
	15

	12
	Lactobacillus brevis S -3
	15
	14
	11
	20

	13
	Lactobacillus reuteri S -4
	-
	7
	7
	11

	14
	Lactobacillus fermentum d- 2
	5
	10
	9
	10

	15
	Lactobacillus casei d-3
	14
	13
	20
	22

	16
	Lactobacillus fermentum d-4
	15
	13
	18
	12

	
	Ескерту - Белсенділік көрсеткіштері: 15-20  мм –жоғары; 10-15 мм- орташа; 10 мм -төмен.


Антимикробтық белсенділікті анықтау нәтижесінде 5 кестеде көрсетілгендей жалпы патогенді бактериялардың ішінде Salmonella typhimurium-ға  аталған штаммдардың ең жоғары белсенділігі байқалды.  Яғни, патогенді микроорганизмдерге лактобактериялардың белсенділігі 15 мм –ге дейін диаметр көрсеткіште өсу қарқындылығын көрсетті.
Сүтқышқылды бактериялардың антимикробтық белсенділігінің деңгейі бактериялардың түріне, олардың өндірген антимикробтық қосылыстарының құрамына және тестіленген патогендерге байланысты өзгеруі мүмкін. Жоғары белсенділік көрсететін бактериялар патогендермен күресуде маңызды рөл атқарса, орташа және төмен белсенділік көрсететін бактериялар да белгілі бір жағдайларда пайдалы болуы мүмкін.
Жоғары белсенділік көрсеткен штаммдар Lactobacillus plantarum S-414, Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus casei d-3, Lactobacillus brevis S-3, және Lactobacillus fermentum d-4 болып табылады. Бұл штаммдар көптеген патогендерге қарсы тиімділік көрсетті, бұл олардың антимикробтық қасиеттерінің жоғары екенін көрсетеді.

Орташа белсенділік көрсеткен штаммдар Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus bulgaricus S-149, Lactobacillus acidophilus S-74, Lactobacillus rhamnosus S-811, Lactobacillus fermentum d-2, Lactobacillus delbrueckii S-819, Lactobacillus reuteri S-805, және Lactobacillus reuteri S-4 болып табылады. Бұл штаммдар да антимикробтық әсер көрсетті, бірақ олардың белсенділігі жоғары емес.

Төмен белсенділік көрсеткен штаммдар Lactobacillus salivarius S-21 болып табылады, ол тек бір патогенге қарсы орташа белсенділік көрсеткен. Белсенділігі жоқ штамм ретінде Lactobacillus curvatus П-1-5 көрсетілген, ол ешқандай патогенге қарсы белсенділік танытпады.

Бұл ингибиторлық әсер, негізінен, органикалық қышқылдардың, бактериоциндердің, сутегі асқын тотығы сияқты әртүрлі биологиялық белсенді қосылыстардың өндіріліп, олардың патогенді микроорганизмдердің өсуін тежеуіне байланысты пайда болады. Мұндай қосылыстар микроорганизмдердің дамуын тежеп, олардың тіршілік ету жағдайын бұзады, бұл пробиотикалық бактериялардың антимикробтық белсенділігін арттырады [259]. 
Зерттеу нәтижелері бойынша, Lactobacillus fermentum және L. paracasei штаммдары салыстырмалы түрде әлсіз антимикробтық белсенділікке ие болып, грампозитивті бактерияларға қарсы әсері төмен екені анықталды [260]. Сондай-ақ, Pediococcus acidilactici R9 және P. pentosaceus R10 штаммдары айқын ингибирлеуші әсер көрсетіп, әсіресе грамтеріс бактерияларға қатысты белсенділігімен ерекшеленді [261]. Ал Lactobacillus plantarum штаммы барлық төрт патогенді микроорганизмге қарсы ең жоғары ингибирлеуші белсенділікті көрсете отырып, пробиотикалық кандидаттар арасында ең перспективті түр ретінде бағаланды [262]. Ғалымдардың зерттеу жұмыстарына сүйенсек, органикалық қышқылдар (сүт, сірке суы, пропион қышқылы) өндірісінің арқасында сүтқышқылды бактериялардың көптеген штаммдары түрлі патогенді микроорганизмдерге қарсы айқын антимикробтық белсенділік көрсете алады [263]. 

LAB штаммдарының шартты-патогенді бактерияларға қарсы антагонистік әсері in vitro жағдайда зерттелді. Бұл мақсатта Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei сынды клиникалық маңызды тест-штаммдар қолданылды. Антагонистік белсенділік агар-диффузия әдісімен, яғни дақыл сұйықтығының үстіне тест-штамм егілген агар бетінде диаметрі 6–12 мм аралығындағы тежеу аймақтарын өлшеу арқылы анықталды.

Нәтижелер бойынша, Lactobacillus plantarum және L. fermentum штаммдары S. aureus және E. coli штаммдарына қарсы айқын антагонистік белсенділік көрсетті (тежеу аймағы 9,2±0,5 мм және 10,1±0,7 мм, сәйкесінше). Бұл олардың органикалық қышқылдар (сірке, сүт қышқылы), бактериоциндер және сутегі пероксиді секілді метаболиттер түзеу қабілетіне байланысты.

Антибиотикке сезімталдылығы.
Сүтқышқылды бактериялардың антибиотикке төзімділігін зерттеу – бұл олардың патогендерге қарсы әрекет ету қабілетін бағалаудың маңызды бөлігі. Мұндай зерттеу сүтқышқылды бактерияларды медициналық және тағамдық мақсаттарда қолдану кезінде олардың қауіпсіздігі мен тиімділігін анықтауға көмектеседі. Сүт қышқылды бактерияларының көпшілігі, шығу тегіне қарамастан, бірнеше микробтарға қарсы метаболиттер өндіре алады, бұл оларға патогендердің, оның ішінде антибиотикке төзімді штаммдардың өсуін тежейтін қабілет береді. Көптеген зерттеушілер әртүрлі пробиотикалық штаммдардың осы жұқпалы қоздырғыштарға қатысты ингибиторлық белсенділігін дәлелдеді [264].
Сүтқышқылды бактериялардың антибиотикке сезімталдылығын анықтау 6 кестеде ұсынылған. Зерттеуге алынған 16 бактериялардың антибиотикке сезімталдылық көрсеткіші әртүрлі дәрежеде болды. Сүтқышқылды бактерияларға жүргізілген антибиотикке сезімталдылықты анықтау әдісі барысында жоғары нәтиже көрсеткен штаммдар төмендегідей көрсеткіштер көрсетті: тетрациклинге S-106/26,5 мм, S-1/26 мм; цефазолинге S-811/28,5 мм, S-414/28,5 мм, d-4/26 мм; имипенемге S-612/25,5 мм; ампициллинге S-2/27 мм.

Бұл кең спектрлі антибиотиктер, әртүрлі микроорганизмдерге қарсы әсер етеді. Тетрациклин негізінен бактериялардың ақуыз синтезін тежейді, цефазолин — бета-лактамдық антибиотик, бактериялардың жасуша қабырғасының синтезіне кедергі келтіреді, имипенем — пенициллин тәрізді β-лактамдық антибиотик, ал ампициллин — аминопенициллин тобына жататын антибиотик, бактериялардың жасуша қабырғасына әсер етеді. 
Зерттелген сүтқышқылды бактериялардың антибиотикке сезімталдылық профилі олардың қауіпсіздігі мен пробиотикалық потенциалын бағалауда маңызды көрсеткіштердің бірі болып табылады. Пробиотик ретінде қолданылатын бактериялар патогенді микроорганизмдерге қарсы тиімді болумен қатар, антибиотиктерге тұрақтылық көрсетпеуі тиіс, өйткені бұл олардың антибиотикрезистенттілік гендерін басқа микроорганизмдерге беру қаупін тудырады. Сондықтан, әрбір штаммға тән сезімталдық профилін зерттеу халықаралық стандарттарға сай (мысалы, EFSA, FAO/WHO) жүргізілуі өте маңызды. 

Антибиотикке сезімталдылық дискілік диффузия әдісімен анықталды. Бұл әдіс бактериялардың агарға себілген дақылының үстіне антибиотик сіңірілген қағаз дискілерді орналастыру арқылы жүзеге асырылады. Белгілі бір уақыт өткен соң, антибиотик әсер еткен аймақта бактериялардың өсуі тежеліп, оның диаметрі миллиметрмен өлшенеді. Зона неғұрлым үлкен болса, сезімталдық соғұрлым жоғары. Кесте 6 де штаммдардың антибиотикке сезімталдылығы көрсетілген.  
Кесте 6 - Штаммдардың антибиотиктерге сезімталдылығы
	Штаммдар
	тетрациклин,мм
	гентамицин, мм
	офлоксацин, мм
	цефазолин, мм
	амикацин, мм
	цефотаксим, мм
	имипенем, мм
	азтреонам, мм
	цефамандол, мм
	ампициллин, мм

	Lactobacillus paracasei S-612
	25
	15
	10
	25
	10
	18
	25,5
	5
	11
	25

	Lactobacillus plantarum S-106
	26,5
	20
	7
	28
	15
	9
	25
	10
	8
	25,5

	Lactobacillus bulgaricus S-149
	3
	2
	10
	13
	3
	10
	7
	7
	12
	7

	Lactobacillus acidophilus S-74
	5
	0,1
	0,5
	3
	5
	0,2
	2
	5
	7
	10

	Lactobacillus plantarum S-414
	16
	15
	15
	28,5
	25
	20
	26
	12
	15
	25

	Lactobacillus salivarius S-21
	2
	5
	10
	13
	5
	10
	10
	10
	5
	7

	Lactobacillus rhamnosus S-811
	10
	15
	16
	28,5
	20
	18
	26,5
	15
	15
	25,5

	Lactobacillus delbrueckii S-819
	10
	5
	7
	15
	15
	8
	5
	5
	5
	3

	Lactobacillus curvatus П-1-5
	4
	5
	5
	2
	4
	10
	10
	7
	10
	10

	Lactobacillus reuteri S-805
	5
	10
	8
	15
	7
	15
	16
	5
	8
	10

	Pediococcus acidilactici S-1
	26
	20
	14
	25
	18
	15
	25
	18
	11
	25

	Lactobacillus brevis S -2
	25
	5
	10
	10
	20
	15
	19
	20
	5
	27

	Lactobacillus reuteri S -4
	20
	15
	8
	15
	10
	25
	18
	10
	5
	15

	Lactobacillus fermentum d- 2
	10
	5
	5
	4
	10
	5
	5
	7
	8
	10

	Lactobacillus casei d-3
	10
	15
	15
	25
	15
	20
	15
	10
	15
	25,5

	Lactobacillus fermentum d-4
	10
	18
	15
	25,5
	20
	25
	23
	10
	15
	26


Зерттеу жұмысында антибиотикке сезімталдылықты анықтау әдісі арқылы белсенді штаммдарға жүргізілген эксперимент нәтижесінде олардың он түрлі антибиотикке қатысты өсу қарқындылығына байланысты әртүрлі дәрежеде сезімталдығы анықталды. Нәтижесінде бактериялар тетрациклинге, имипенемге, ампициллинге және цефазолинге жоғары сезімталдық көрсетіп, тежелу аймағының диаметрі 25 мм болды. Ал цефатаксинге, амикацинге және гентамицинге орташа сезімталдық (15-25 мм), офлоксацинге, азтреонамға және цефамандолға төмен сезімталдық (10-15 мм) байқалды.

Жалпы алғанда, Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus rhamnosus S-811, Pediococcus acidilactici S-1, және Lactobacillus casei d-3 сияқты штаммдар антимикробтық белсенділік көрсетіп, көптеген антибиотиктерге жоғары сезімталдық танытты. Бұл штаммдар пробиотикалық қасиеттері мен микробтық тепе-теңдікті сақтауда пайдалы болуы мүмкін. Ал Lactobacillus bulgaricus S-149, Lactobacillus acidophilus S-74, Lactobacillus curvatus П-1-5, және Lactobacillus fermentum d-2 сияқты штаммдар антибиотиктерге төзімділікті төмен көрсетті, бұл оларды қосымша зерттеулер мен қолдану тұрғысынан қосымша бағалауды талап етеді.
Антибиотикке сезімталдық – пробиотикалық штаммдарды бағалаудағы негізгі көрсеткіштердің бірі. Бұл сипаттама қауіпсіздік көрсеткіші ретінде (антибиотикрезистенттілік гендерінің таралуын болдырмау), пробиотиктердің тиімділігі мен клиникалық қолдану аясын кеңейту тұрғысынан аса маңызды.

Сүтқышқылды бактериялардың антибиотикке түрлі дәрежеде сезімтал болуы олардың биологиялық табиғаты мен генетикалық ерекшеліктеріне байланысты.

Эксперимент нәтижелерінің талдауы бойынша алынған нәтижелер:
· Жоғары сезімталдық байқалған антибиотиктер (≥25 мм тежелу аймағы). тетрациклин, имипенем, ампициллин, цефазолин. 

Бұл антибиотиктерге қарсы 5 штамм жоғары сезімталдық көрсетті: Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus rhamnosus S-811, Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus casei d-3.

Бұл штаммдардың жасуша қабырғасына және ақуыз синтезіне әсер ететін кең спектрлі антибиотиктерге жауап беруі олардың антибиотикрезистенттілік гендерін тасымалдамайтынын, сәйкесінше қолдануға қауіпсіз екенін көрсетеді.

· Орташа сезімталдық байқалған антибиотиктер (15–25 мм): цефотаксим, гентамицин, амикацин

Бұл антибиотиктерге қатысты штаммдар аралас жауап көрсетті. Мұндай антибиотиктер көбіне грам-теріс бактерияларға қарсы бағытталған болса да, сүтқышқылды бактериялармен өзара әсерлесуі байқалады. Орташа сезімталдық штаммдарды әлі де қолдануға болатын, бірақ бақылау қажет нысан ретінде қарастыруға болады.

· Төмен сезімталдық (≤15 мм): офлоксацин, азтреонам, цефамандол

Бұл антибиотиктерге қатысты L. bulgaricus S-149, L. acidophilus S-74, L. curvatus П-1-5, L. fermentum d-2 штаммдары төмен жауап көрсетті. Бұл штаммдардың геномында табиғи немесе бейімделген төзімділік механизмдері болуы мүмкін. 

Chevrette және Curri антибиотиктердің ашу процессіндегі эволюциялық аспектілеріне жан-жақты шолу жасап, антибиотиктердің табиғаттағы рөлін талқылады [265]. Олардың еңбектерінде антибиотиктердің табиғи шығу тегі мен экологиялық маңызы басты назарға алынған. Chevrette және Curri-дің айтуынша, табиғатта антибиотиктер микробтық соғыс бөлігінде өндіріледі, мұнда негізгі мақсат бәсекелестікті шектеу және организмді басқыншылардан немесе басқа бәсекелес түрлерден қорғау болып табылады. Көптеген микроорганизмдер, әсіресе Streptomyces және Penicillium түрлері әртүрлі антибиотиктер өндіретіндігі белгілі, олар медициналық мақсаттар үшін пайдаланылған. Антибиотиктер өндіру тек микроорганизмдердің эволюциялық стратегиясы ғана емес, сонымен қатар экологиялық жүйелердің теңгеріміне де ықпал етеді. Мысалы, антибиотиктер өндіру микроорганизмдердің қауымдастығын қалыптастырып, қажетсіз бәсекелестерді басып тастап, микробтық популяцияларда биоәртүрлілікті сақтауға көмектеседі. Сонымен қатар, Chevrette және Curri талқылаған эволюциялық аспект антибиотиктердің динамикалық табиғатын көрсетеді. Алғашында антибиотиктер микроорганизмдер тарапынан өзін-өзі қорғау және тіршілік ету мақсатында өндірілді. Алайда, антибиотиктердің медицинада қолданылуының артуымен микроорганизмдерге қарсы механизмдер эволюциясының күшті қысымы байқалды, бұл микробтық резистенттілік пен жаңа антибиотиктердің ашылуы арасындағы үнемі жүріп жатқан қарулану жарысына алып келді.

Ueda мен Beppu антибиотиктер өндірісін химиялық ынталандыру арқылы бірлесіп өсіру әдістерін қолдана отырып, антибиотиктер табылған жағдайларды қарастырған [266]. Олар осы әдіс арқылы микроорганизмдер арасында өзара әрекеттестіктерді зерттеп, антибиотиктердің өндірісін арттырудың жаңа тәсілдерін ұсынған. Бірлесіп өсіру микроорганизмдердің бір-біріне әсер етуін және олардың антибиотиктер өндіру қабілетін өзгертуін анықтауға мүмкіндік береді, осылайша антибиотиктердің жаңа түрлерін ашуға және олардың тиімділігін арттыруға жағдай жасайды. Олардың ішінде Lactobacillus plantarum S-106 және Lactobacillus plantarum S-414 штаммдары 25%-дық көрсеткішке ие болды. Ал қалған штаммдар, яғни Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus rhamnosus S-811, Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, және Lactobacillus casei, әртүрлі пайыздық көрсеткіштерді көрсетті.

Пробиотиктер бауыр ауруларының әртүрлі түрлерін емдеуде пробиотиктерді қолданудың негізгі клиникалық және эксперименттік нәтижелері өте маңызды. Соңғы зерттеулерде бойынша клиникалық тәжірибеде пробиотиктерді қолдану үшін оң нәтиже беретіндігі және перспективалы екендігі дәлелденді [267]. 
Антибиотиктерді кеңінен қолданумен байланысты микробтарға төзімділіктің пайда болуы әртүрлі салаларда, соның ішінде медицина мен азық-түлік өндірісінде елеулі қауіп төндіреді [268]. Штаммдардың антибиотиктерге сезімталдығын зерттеу барысында барлық штаммдар, оның ішінде канамицин, налидикс қышқылы және амикацинге сезімталдықтың жоқтығын немесе әлсіз сезімталдықты көрсетті [269]. Сонымен қатар, L. plantarum қоспағанда, барлық штаммдар сульфаметоксазол/триметопримге сезімталдық танытпады. Керісінше, тетрациклин, левомицетин, ампициллин/сульбактам және цефотаксим барлық штаммдардың өсуін тежеуде тиімді екендігі анықталды. Біздің зерттеулеріміздің нәтижелерімен сәйкес, басқа зерттеулер де LAB штаммдарының налидикс қышқылы, канамицин, амикацин, гентамицин және стрептомицин сияқты антибиотиктерге төзімділігін көрсетті [270].
Дегенмен, бұл төзімділік зертханалық штаммдардың ажырамас қасиеті болып саналатындығын атап өткен жөн. Кейбір зерттеушілер төзімділік гендерінің хромосомаларында кодталатынын және көлденең берілмейтінін растады, сондықтан бұл төзімділік тек зертхана жағдайында байқалады [271]. Albayrak және Duran ғалымдарының зерттеулеріне сәйкес, көптеген зертханалық штаммдар тетрациклинге, левомицетинге және цефотаксимге жоғары сезімталдық көрсетті. Бұл зерттеу антибиотиктердің микроорганизмдерге әсерін анықтау мақсатында жүргізілді және олардың антимикробтық белсенділігін бағалауға мүмкіндік берді [272]. Ал әртүрлі штаммдар мен түрлердің бір антибиотикке сезімталдығында айырмашылықтар байқалады.
Адгезивті белсенділік.
Қазіргі таңда адгезивті белсенділікті зерттеу үшін организм иесінің жасушаларын in vitro және in vivo әдістері арқылы зерттеу ұсынылады. Алайда, in vivo әдістері зертханалық жануарларды қолдануды қажет етіп, штаммдардың көп мөлшерін зерттеу үшін уақыт пен қаржы шығынын талап етеді, сонымен қатар бұл әдіс кейде тиімді емес болып табылады. Сондықтан бактериялардың адгезивті белсенділігін анықтау үшін in vitro әдісі жиі қолданылады, мұнда жасушалар ретінде эритроциттер пайдаланылады. Қалыпты микрофлораның маңызды функцияларының бірі – оның қорғаныс қасиеттерін анықтайтын колонизацияға төзімділік пен адгезия болып табылады [273]. Адгезивті белсенділікті анықтау әдісі экзополисахаридтер, липидтер, көмірсулар, мембранамен байланысқан рецепторлар және нуклеин қышқылдары сияқты потенциалды механизмдермен байланысты ферменттер өндірісін зерттеуге негізделген [274]. Ғылыми зерттеулерде адгезивті белсенділікті анықтау әдістері микроорганизмдердің беткейлерге немесе биологиялық тіндерге жабысып қалу қабілетін бағалауға бағытталған. Бұл әдіс микроорганизмдердің колония құру және патогендерге қарсы тұрақтылығын зерттеуде маңызды рөл атқарады. Адгезия – бұл микроорганизмдердің, соның ішінде сүтқышқылды бактериялардың (LAB) тірі организмнің шырышты қабаттарына (әсіресе ішек эпителийіне) жабысып, сол жерде ұзақ уақыт сақталуына мүмкіндік беретін күрделі физиологиялық процесс. Бұл құбылыс бактериялар үшін қоректік заттармен қамтамасыз етілу, жаңа ортада бейімделу, биопленка түзу, басқа микрофлорамен бәсекелесу және метаболикалық белсенділігін сақтау үшін өте маңызды.

Зерттеуде сүтқышқылды бактериялардың адгезивті белсенділігін анықтау үшін бір тәуліктен соң штаммдар 0,5% эритроцит ерітіндісімен әрекеттесіп, нәтижелер алынған. Алайда, адгезивті белсенділікті анықтау барысында штаммдармен жұмыс істеу кейбір қиындықтарды туғызды, себебі алынған нәтижеге сәйкес, эритроциттер тұнбасымен әрекеттескенде кейбір штаммдарда эритроциттер ағып кетіп отырды. 
Сүтқышқылды бактериялардың (Lactic Acid Bacteria, LAB) адгезивті белсенділігі — олардың ішек эпителийіне жабысып, тиімді пробиотикалық әсер көрсету мүмкіндігінің басты көрсеткіші болып табылады. Бұл қасиет бактериялардың ішекте ұзақ тұрақтап, патогенді микроорганизмдермен бәсекеге түсу қабілетін сипаттайды. Зерттеу барысында LAB штаммдарының адгезия деңгейін бағалау үшін эритроцит агглютинациясы әдісі қолданылды, мұнда бактериялар мен 0,5% Rh+ адам эритроциттері араластырылып, өзара байланысу қабілеті зерттелді.

Зерттеу нәтижелері бойынша, бактериялардың адгезивті белсенділігі айтарлықтай айырмашылық көрсетті. Бірқатар LAB штаммдары Rh+ қан тобының эритроциттерімен жоғары дәрежеде агглютинация жасап, тығыз байланыс түзіп, эритроциттерге жабысып қалу үрдісін көрсетті. Бұл олардың ішек эпителийінің гликопротеиндеріне ұқсас рецепторлық аймақтармен байланыса алатындығын білдіреді.

Алайда, кейбір штаммдарда тұнбамен әрекеттесу барысында эритроциттердің ағып кетуі, яғни бактериялармен байланыс түзбегені байқалды. Бұл штаммдардың адгезивті белсенділігінің төмендігін немесе Rh+ эритроциттермен үйлесімсіздігін көрсетуі мүмкін. Бұл құбылыс келесі факторлармен байланысты болуы мүмкін: эритроциттердің беткі антигендерінің штамм рецепторларымен сәйкессіздігі; штаммдардың беткі қабатында адгезиндердің жетіспеуі немесе белсенділігінің төмендігі; мәдени орта жағдайларына штаммның бейімделу деңгейі (pH, температура, өсу фазасы).

Зерттеуде ерекше назар аударуға тұрарлық дерек – I топ Rh+ қанымен әрекеттескен кезде кейбір LAB штаммдарының жоғары адгезивтік белсенділік көрсетуі. Бұл Rh+ эритроциттер мен бактериялар арасында ерекше молекулалық сәйкестік немесе гликопротеиндердің өзара танылуына байланысты болуы мүмкін. Кейбір штаммдар (I) Rh+ топтағы қанмен араласқанда эритроциттерге жабысып тұратынын көрсетті (сурет 5).
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Сурет 5 - (I) Rh+ қан тобының сүтқышқылды бактериялармен әрекеттесуі

Rh+ қан тобы бар адамдардың организмінде бұл бактериялардың адгезиясына немесе ішек қабырғасымен өзара әрекеттесуіне белгілі бір ерекшеліктер болуы мүмкін, себебі қан тобы мен микроорганизмдер арасындағы реакциялардың ықтимал байланысы бар. Мұндай мәліметтер жеке пробиотикалық терапия (персонализированная пробиотическая терапия) жасау үшін де негіз бола алады.

Сонымен қатар, зерттеу барысында PremiereЕ5 микроскопы арқылы микроскопиялық талдау жасалды. Микроскопиялық талдау слайд әйнегі арқылы жүзеге асырылды. Әдетте бұл шыны әйнектің стандартты өлшемі 76 х 26 мм және қалыңдығы 1 мм, беті тегіс әрі біркелкі болады, бұл шынының беті мен зерттелетін үлгі арасында көпіршіктердің пайда болуына жол бермейді.
Микроскопиялық зерттеуде түс контрасты және жарықтың интенсивтілігі үлгінің құрылымын анықтауда маңызды рөл атқарады. PremiereЕ5 микроскопы жоғары дәлдіктегі бейнелеуді қамтамасыз етіп, бактериялардың адгезиясын және олардың ішек эпителийімен өзара әрекетін нақты бағалауға мүмкіндік береді. Бұл әдіс микроқұрылымдардың сапалық талдауына қолайлы (сурет 6).
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а –боялмаған эритроцит; б  – Сүтқышқылды бактериялар жабысқан эритроцит.
Сурет 6  -  S-106 штамы

а - суретінде боялмаған (I) Rh+ топ қанынан бөлініп алынған таза, боялмаған эритроциттер көрсетілген. Бұл эритроциттер зертханалық шыны әйнекке тамшуырмен тамызылып, микроскопиялық талдауда бақыланды. Ал б-суретте сүтқышқылды бактериялар (S-106 штамы) эритроцитке жабысып тұратын бейне көрсетілген. 
Осыған орай, ғылыми-зерттеу жұмыстың нысаны ретінде алынған сүтқышқылды бактериялардан бірнеше штаммдар бөлініп алынды [275].
S-106 штамы 0,5% эритроцит ерітіндісімен әрекеттескен кезде Фуксин (C20H19N3·HCL) бояуымен боялып, микроскоп арқылы анықталды. Микроскопиялық бақылау нәтижесінде фуксин бояуының көмегімен жасушалардың немесе бактериялардың түсі мен формасы анықталады. Әр түрлі дәрежедегі адгезия қабілетін (жоғары, орташа, төмен) бағалауға мүмкіндік берді.

Сонымен қатар, зерттеу нәтижелерінің нақтылығын тексеру мақсатында барлық штаммдар адгезивті белсенділікке үш рет қайта тексерілді. Зерттеуге алынған 16 сүтқышқылды бактериялардың арасында жоғары, орташа және төмен жабысқақтық әсерлері бар штаммдар кесте 7-де көрсетілген.

Кесте 7 – Штаммдардың адгезивтілік көрсеткіштері

	Штаммдардың атауы
	Адгезияның орташа көрсеткіші (АОК)
	Нәтижелері

	Lactobacillus paracasei S- 612
	4,0 ± 1,6
	Жоғары

	Lactobacillus plantarumS- 106
	4,0 ± 1,0
	Жоғары

	Lactobacillus brevis S- 149
	2,1 ± 0,5
	Орташа

	Lactobacillus plantarumS-74
	0,6± 0,1
	Белсенділігі жоқ

	Lactobacillus plantarum S- 414
	4,0 ± 1,8
	Жоғары

	Lactobacillus rhamnosus S-811
	4,1 ± 1,6
	Жоғары

	Lactobacillus lactis S- 819
	1,0 ± 1,0
	Әлсіз

	Lactobacillus fermentum П1-5
	3,0 ± 1,0
	Орташа

	Lactobacillus reuteri S-805
	1,3 ± 0,2
	Әлсіз

	Lactobacillus casei S-21
	2,8 ± 1,5
	Орташа

	Pediococcus acidilactici S-1
	4,5 ± 1,4
	Жоғары

	Lactobacillus brevis S -3
	4,2 ± 1,7
	Жоғары

	Lactobacillus reuteri S - 4
	 1,5 ± 0,25
	Әлсіз

	Lactobacillus lactis d-2
	2,5 ± 1,0
	Орташа

	Lactobacillus casei d-3
	2,0± 1,08
	Орташа

	Lactobacillus fermentumd-4
	4,0 ± 1,4
	Жоғары

	Ескерту - АОК. 0-1,0 –белсенділігі жоқ; 1,0-2,0 -әлсіз; 2.01-4.01 -орташа; ≥ 4,0 – жоғары.


Штаммдардың адгезивтілігін зерттеу В. Брилис әдістемесі бойыншаадамның 0 (1) (Rh+) тобының эритроциттерін in vitro арқылы жүргізілді. Нәтижесінде барлық штаммдар әртүрлі адгезивтілік қасиетін көрсетті. Бірақ, зерттеуге алынған 16 сүтқышқылды бактериялардың ішінен 7 штамм жоғары, 5 штамм орташа, 3 штамм әлсіз адгезивтілікті,  ал 1 штаммбелсенділігі жоқ екенін көрсетті. Барлық  штаммдардың адгезияға көрсеткіштерінің мәндері 1 кестеде келтірілген. 

Зерттеу нәтижелері бойынша әрбір штаммның адгезия деңгейін талдай отырып, төмендегідей қорытынды жасауға болады:
· Жоғары адгезия (АОК ≥ 4,0) көрсеткен штаммдар: Lactobacillus paracasei S-612 (4,0 ± 1,6), Lactobacillus plantarum S-106 (4,0 ± 1,0), Lactobacillus plantarum S-414 (4,0 ± 1,8), Lactobacillus rhamnosus S-811 (4,1 ± 1,6), Pediococcus acidilactici S-1 (4,5 ± 1,4), Lactobacillus brevis S-3 (4,2 ± 1,7), Lactobacillus fermentum d-4 (4,0 ± 1,4). Бұл штаммдар ішек эпителий жасушаларымен жақсы байланыс жасап, ішек микробиомын қалыптастыру үшін өте тиімді болуы мүмкін. Олар ішек қабырғасына жақсы бекітіліп, денсаулыққа пайдасы болуы ықтимал. Pediococcus acidilactici S-1 және Lactobacillus brevis S-3 сияқты штаммдар ең жоғары адгезивтік қасиеттерімен ерекшеленеді.

· Орташа адгезия (АОК 2,0-3,9): Lactobacillus brevis S-149 (2,1 ± 0,5), Lactobacillus сasei S-21 (2,8 ± 1,5), Lactobacillus fermentum П1-5 (3,0 ± 1,0), Lactobacillus lactis d-2 (2,5 ± 1,0), Lactobacillus casei d-3 (2,0 ± 1,08). Бұл штаммдардың адгезия деңгейі жоғары емес, бірақ әлі де ішек қабырғасына бекітіп, белгілі бір мөлшерде әсер ету қабілетіне ие. Олар жоғары адгезиялы штаммдармен салыстырғанда ішек микробиомына аз әсер етуі мүмкін, бірақ қолдану үшін әлеуеті бар.

· Әлсіз адгезия (АОК ≤ 2,0): Lactobacillus lactis S-819 (1,0 ± 1,0), Lactobacillus reuteri S-805 (1,3 ± 0,2), Lactobacillus reuteri S-4 (1,5 ± 0,25). Бұл штаммдар ішек эпителий жасушаларымен әлсіз байланыс жасайды және олардың ішек қабырғасына тұрақты бекіуі қиын болуы мүмкін. Бұл штаммдар ішек флорасына әсер ету үшін қосымша зерттеулер мен мүмкіндігінше қосымша ингредиенттермен бірге қолдануды талап етуі мүмкін.

Сонымен қорыта келе, жоғары адгезия көрсеткен штаммдар ішек флорасын қалыптастыру және ішек денсаулығын жақсартуда ең тиімді болып табылады. Бұл штаммдар ішек қабырғасына жақсы бекітіліп, пайдалы әсерлерін ұзақ уақыт бойы сақтай алады. Орташа адгезия көрсеткен штаммдар әлі де ішек микробиомына ықпал етуі мүмкін, бірақ олардың ықпалы жоғары адгезиялы штаммдарға қарағанда төмен болуы ықтимал. Әлсіз адгезия көрсеткен штаммдар ішек қабырғасында ұзақ уақытқа бекіп қалуы қиын болғандықтан, олардың тиімділігі шектеулі болуы мүмкін.

Бұл нәтижелер ішек микробиомына және пробиотикалық өнімдерді жасауға қатысты маңызды ақпараттар береді. Жоғары адгезиялы штаммдарды таңдау ішек денсаулығын жақсарту үшін тиімді шешім болуы мүмкін.

Пробиотиктердің ішек қабырғасында адгезиясы мен колонизациясы олардың тұрақты пайдалы әсерін қамтамасыз ету үшін маңызды іріктеу критерийлерінің бірі ретінде кеңінен танылған [276]. Пробиотикалық бактериялардың ішек жасуша қабырғасына адгезиясының бастапқы кезеңі гидрофобтық қасиеттер мен заряды қоса алғанда, күрделі физика-химиялық өзара әрекеттестіктерді қамтиды [277].
Көмірсуға төзімділігі.
Жалпы зерттеу барысында Lactobacillus туыстығына жататын 16 түрлі штаммдар зерттеуге алынып, сүтқышқылды бактериялардың көмірсуға төзімділігін анықтау мақсатында зерттеу жүмыстары қауіпсіздік ережелерін сақтай отырып, биохимиялық әдіс зерттеу жұмыстары зертханада зарарсыздандырылған бокста жүргізілді. 

Айта кету керек, көп атомды спирттерді ашыту және глюкозидтерді гидролиздеу қабілетін анықтау және осы микроорганизмдердің түрлік сәйкестендіруі 1990 жылдарда қол жетімді болды, сонымен қатар сынақ жүйелерін және қорктік негіздерді пайдалана отырып оқшаулана отырып жүргізілген. Ал қазіргі кезде, біздің міндетіміз – HiMedia компаниясының коммерциялық стандартталған тест-жүйелерін қолдана отырып, осы штамдардың биохимиялық қасиеттерін кеңейтілген түрде зерттеу болып табылады. Зерттеу нәтижесінде сүтқышқылды бактериялардың өсу қарқыныдылықтары әртүрлі көрсеткішті көрсетті. Сурет 6 - де зерттеуге алынған сүтқышқылды бактериялардың Andrade Peptone Water қоректік ортасында өзгеріс бар екендігі, яғни түстерінің өзгергендігі байқалды. Нәтижесінде штаммдардың өсу қарқыны белсенді түрде анықталды (сурет 7).
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Сурет 7 – Сүтқышқылды бактериялардың көмірсуларға реакциясы

Сүтқышқылды бактериялардың көмірсуларды ыдырату қабілеті олардың метаболизмдік белсенділігі мен биотехнологиялық құндылығы туралы маңызды ақпарат береді. Әртүрлі көмірсуларға төзімділік – штаммның нақты ортада өсу, тіршілік ету және функционалдық өнімдер өндіру қабілетінің көрсеткіші.

Сорбитол (Sb), Маннит (Mn), Фруктоза (Fc) – полиолдар тобына жататын қант спирттері. Оларды метаболиздей алатын сүтқышқылды бактериялар осмостық стресс жағдайында да белсенділік көрсете алады, бұл олардың тағам және фармацевтикалық өнімдерде қолдану тиімділігін арттырады.

Галактоза (Ga), Арабиноза (Ar), Адонит (Ad) – моносахаридтер тобы. Бұл қанттарды ферменттей алу штаммның β-галактозидаза немесе изомераза сияқты ерекше ферменттерге ие екендігін білдіреді, бұл ішектегі күрделі көмірсуларды ыдырату қабілетіне оң әсер етеді.

Трегалоза (Te), Мелибиоза (Mb) – дисахаридтер, оларды пайдалану қабілеті штаммның қосымша энергетикалық субстраттарды игере алу икемділігін көрсетеді. Трегалозаға төзімді штаммдар стресске (жылу, құрғақтық) төзімді келеді.

Оксидазды диск (Ox) – бұл тест бактериялардың тотығу-тотықсыздану ферменттерінің белсенділігін тексеруге арналған. Көптеген сүтқышқылды бактериялар оксидаза теріс, өйткені олар анаэробты немесе факультативті анаэробты метаболизммен сипатталады.

Кесте 8-де келтірілген 16 штаммның сорбитол (Sb), адонит (Ad), галактоза (Ga), трегалоза (Te), маннит (Mn), мелибиоза (Mb), фруктоза (Fc), арабиноза (Ar), оксидазды диск (Ox) сияқты көмірсу субстраттарына қатысты реакциялары биохимиялық дифференциация мен штаммдарды сәйкестендіруде (идентификация) үлкен рөл атқарады. Бұл деректер микроорганизмнің ферменттік жүйесінің белсенділігін, көмірсу катаболизмінің жолдарын және оның нақты ферменттерді синтездей алу мүмкіндігін анықтауға мүмкіндік береді.

Кесте 8 – Көмірсулардың штаммдармен сәйкестендіру нәтижелері
	№
	Штаммдардың атаулары 


	Штаммдардың номерлері
	Сорбитол  Sb

	Адонит Ad

	Галактоза  Ga

	Трегалоза Te

	Маннит Mn

	Мелибиоза Mb

	Фруктоза  Fc

	Арабиноза Ar

	Оксидазды дискі   Ox


	1 
	Lactobacillus plantarum 
	S-414
	+
	- 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	- 
	+

	2
	Lactobacillus delbrueckii 
	S-819
	- 
	- 
	- 
	+ 
	- 
	- 
	- 
	- 
	- 

	3
	Lactobacillus rhamnosus 
	S-811
	- 
	+
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	- 

	4
	Lactobacillus plantarum 
	S-106
	+
	+
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 

	5
	Lactobacillus acidophilus 
	S-74
	- 
	- 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	+ 
	- 

	6
	Lactobacillus bulgaricus 
	S-149
	- 
	- 
	+ 
	+ 
	+ 
	- 
	+ 
	- 
	+ 

	7
	Lactobacillus paracasei 
	S-612
	+
	-
	+ 
	+ 
	+ 
	+
	+ 
	+ 
	+

	8
	Lactobacillus curvatus 
	П-1-5
	- 
	- 
	+ 
	+ 
	-
	+ 
	+ 
	-
	+ 

	9
	Lactobacillus reuteri 
	S-805
	- 
	- 
	+ 
	- 
	-
	- 
	+ 
	+ 
	- 

	10
	Lactobacillus salivarius 
	S-21
	- 
	- 
	-
	-
	+ 
	-
	+ 
	-
	+ 

	11
	Lactobacillus acidophylus 
	S-1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	12
	Lactobacillus brevis 
	S -3
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	13
	Lactobacillus reuteri 
	S -4
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	+

	14
	Lactobacillus fermentum 
	d- 2
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-

	15
	Lactobacillus casei 
	d-3
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	16
	Lactobacillus fermentum 
	d-4
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+

	+ оң реакция (қызғылт түс)
	5
	6
	13
	12
	12
	10
	13
	8
	11

	теріс реакция (бозғылт, қоңыр түс )
	11
	10
	3
	4
	4
	6
	3
	8
	5


Жоғарыда келтірілген мәліметтерде әрбір Lactobacillus штаммының көмірсуларға (сорбитол, адонит, галактоза, трегалоза, маннит, мелибиоза, фруктоза, арабиноза) реакциялары көрсетілген. Әрбір реакцияның оң немесе теріс болуы осы штаммдардың белгілі бір көмірсуларды ферменттеу немесе пайдалану қабілетін көрсетеді. Оң реакция (қызғылт түс) – бұл штамм көмірсуды ферменттей алады, ал теріс реакция (бозғылт немесе қоңыр түс) – штаммның сол көмірсуды ферменттеу қабілеті жоқ екенін білдіреді.
Алынған нәтижесі бойынша оң реакция (қызғылт түс) берген штаммдар көрсетілген көмірсуларды тиімді пайдалана алады немесе ферменттей алады: Lactobacillus plantarum S-414 және Lactobacillus plantarum S-106 сияқты штаммдар көптеген көмірсуларға оң реакция көрсетіп, әртүрлі көмірсуларды тиімді пайдалану қабілетіне ие. Lactobacillus casei d-3 және Lactobacillus acidophilus S-1 сияқты штаммдар да көптеген көмірсуларды пайдалана алады, бұл олардың ішек микробиотасында белсенді түрде жұмыс істейтінін көрсетеді.
Сүтқышқылды бактериялардың көмірсуларды ферменттеу қабілеті олардың пробиотикалық қасиеттерін анықтайтын маңызды көрсеткіштердің бірі болып табылады. Бұл қасиет бактериялардың ішек микрофлорасында қоректік заттарды тиімді пайдалану қабілетіне, бейімделу мүмкіндігіне және метаболизм өнімдерін (әсіресе қысқа тізбекті май қышқылдарын) өндіру қабілетіне тікелей әсер етеді. Жүргізілген зерттеу нәтижелері бойынша 16 сүтқышқылды бактерия штаммы көмірсу ферменттеу деңгейіне байланысты үш негізгі топқа бөлінді: жоғары, орташа және төмен белсенділік көрсеткендер.

Жоғары ферментативтік белсенділік көрсеткен штаммдарға Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus casei d-3, Lactobacillus acidophilus S-1 және Lactobacillus plantarum S-414 жатты. Бұл штаммдар зерттеуге алынған барлық көмірсуларға (сорбитол, адонит, галактоза, трегалоза, маннит, мелибиоза, фруктоза, арабиноза, оксидазды диск) айқын оң реакция көрсетті. Олар барлық көмірсуларды тиімді түрде ферменттеп, ортада түс өзгерісі арқылы анық байқалды. Мұндай штаммдардың көмірсу спектрі кең болғандықтан, олар ішекте әртүрлі жағдайларға бейімделуге қабілетті, әрі энергия өндіруде жоғары тиімділікке ие. Сонымен қатар, бұл бактериялар пробиотикалық өнімдер жасауға ерекше тиімді, себебі олар адамның ішек микробиотасында әртүрлі субстраттарды пайдалана отырып, пайдалы метаболиттер түзеді.

Орташа деңгейде ферменттік белсенділік көрсеткен штаммдар қатарына Lactobacillus rhamnosus S-811, Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus brevis S-3 және Lactobacillus reuteri S-4 жатты. Бұл бактериялар кейбір көмірсуларды ғана ыдырата алды, ал қалған көмірсуларға реакция әлсіз немесе жоқ болды. Орташа деңгейлі ферментативтілік бұл штаммдардың ішек жағдайларында шектеулі қоректік субстраттармен тіршілік етуге қабілетті екенін көрсетеді. Алайда олар өзіне тән көмірсуларды жақсы ыдыратып, белгілі бір тағам түрлеріне бағытталған пробиотиктер құрамында қолдануға жарамды.

Төмен ферментациялық белсенділік танытқан штаммдар – Lactobacillus delbrueckii S-819 және Lactobacillus fermentum d-2 – зерттеуге алынған көмірсулардың басым көпшілігіне теріс реакция берді. Бұл штаммдардың көмірсуларды ферменттеу қабілеті өте шектеулі болып, олар ішек ортасындағы күрделі көмірсуларды тиімді пайдалана алмайтынын көрсетті. Мұндай штаммдар кейбір ерекше ортада немесе нақты мақсаттағы биотехнологиялық процестерде қолданылуы мүмкін, бірақ ішек микрофлорасын қалпына келтіру және пробиотикалық әсер ету тұрғысынан олар қосымша зерттеуді талап етеді.

Ферменттік белсенділік пен көмірсу спектрі – пробиотикалық штаммдарды іріктеу мен олардың комбинациясын жасау барысында басты көрсеткіштердің бірі. Көп көмірсуларды ферменттейтін штаммдар ішек микробиотасының әртүрлі жағдайларында белсенді жұмыс істей алады, сонымен қатар ішек иммунитетін, энергия алмасуын жақсартып, пайдалы метаболиттерді көбірек бөледі. Ал көмірсуларды шектеулі ферменттейтін штаммдар нақты диеталармен бірге немесе белгілі бір метаболизм бағытында ғана тиімді болуы мүмкін.

Бұл зерттеу нәтижелері пробиотикалық өнім құрамына енгізілетін штаммдарды ғылыми негізде таңдауға мүмкіндік береді. Көмірсуға жоғары бейімді штаммдардан құралған консорциумдар пробиотиктердің тиімділігін арттырып, адамның ішек ортасында тіршілік ету қабілетін жақсартады. Сонымен қатар, штаммдардың көмірсу ферменттеу профилін білу олардың тағамдық және фармацевтикалық өнімдердегі қолдану стратегияларын нақтылауға септігін тигізеді. Бұл мәліметтер пробиотикалық штаммдардың ішек микрофлорасында түрлі көмірсуларды тиімді пайдалану қабілетін түсіну үшін маңызды. Көп көмірсуларды ферменттеу қабілеті бар штаммдар ішек микробиотасының әртүрлі жағдайларда белсенді жұмыс істей алады, ал тек бірнеше көмірсуларды пайдалана алатын штаммдар шектеулі жағдайларда тиімді болуы мүмкін (сурет 8).
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Сурет 8 -  Жалпы көмірсулардың көрсеткіштері

Нәтижесінде жүргізілген тәжірибе барысында барлық көмірсуларға төзімділік пен жоғары белсенділікті көрсеткен 8 түрлі сүтқышқылды бактериялары Lactobacillus plantarum S-414, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus rhamnosus S-811, Lactobacillus acidophylus S-1, Lactobacillus brevis S-3, Lactobacillus casei d-3, Lactobacillus fermentum d-4 анықталды. 
Жалпы сүт қышқылды бактериялар метаболизмге түсу кезінде макромолекулалардың деградациясы, ақуыздардың деградациясы, аминқышқылдарының катаболизмі, басқа қоректік емес және зиянды заттарды тағамға айналдыру секілді қызметтерді іске асырады. Сүт қышқылы бактериялары синтездейтін өнімдер: бұл органикалық қышқылдар, бактериоцин, витаминдер, экзополисахаридтер, хош иісті заттар, антиоксидантты заттар болып табылады [278]. Бірнеше зерттеулер пробиотиктердің лактоза сияқты көмірсулардың қорытылуын жақсарта алатынын көрсетті [279]. Микробтардағы ең көп таралған ақуыз гидролитикалық ферменттерінің кейбірі аспарагиндік протеазалар, цистеиндік протеазалар, металлопротеазалар және сериндік протеазалар [280]. 

Лактобактериялардың биохимиялық қасиеттерін, атап айтқанда көмірсуларды ашыту қабілетін зерттеу бұл бактериялардың түрлерін анықтауға негіз болады.  
2.3
Пробиотикалық штаммдарды біріктіру арқылы тиімді микробтық консорциум әзірлеу
Микробиологиялық скринингтік зерттеулер нәтижесінде белсенділігі жоғары сүтқышқылды бактериялардан пробиотикалық консорциум құру – функционалды биопрепараттар әзірлеудің негізгі кезеңдерінің бірі болып табылады. Бұл процесс бірнеше маңызды сатыдан тұрады және оның әр кезеңі ғылыми негізделген тәсілдерге сүйенеді: 
1. Скрининг жүргізу – кең спектрлі бактериялық коллекция арасынан биологиялық белсенділігі жоғары, қауіпсіз және пробиотикалық қасиеттерге ие штаммдарды іріктеу. Яғни, антимикробтық белсендулук, антибиотикке сезімталдылық, алгезивті белсенділік, көмірсуларға төзімілік әдістерінен өтіп, жоғары белсенділік көрсеткен штаммадарды іріктеу арқылы көрсеткіштерге талдау жасалды.  Сонымен қатар, антибиотиктерге жоғары немесе орташа сезімталдық танытып, қауіпсіздік көрсеткіштері жағынан да оң нәтиже берді. 
2. Белсенді штаммдарды таңдау – зерттеу нәтижесінде төмендегі штаммдар жоғары биологиялық белсенділік көрсетті: Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4 Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus plantarum S-414, Lactobacillus rhamnosus S-811 штаммдары жоғары белсенділікті көрсетті. Бұл қасиеттер олардың пробиотиктік консорциум құрамына енгізілуіне негіз болды.
3. Пробиотикалық консорциум құру – Скрининг нәтижесінде биологиялық белсенділігі жоғары деп танылған штаммдар негізінде функционалды пробиотикалық консорциум жасалды. Консорциум құру үшін ферменттелген кебек қолданылып, оған келесі LAB штаммдары енгізілді: Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4 штаммадарын енгізу арқылы пробиотикалық консорциум құрылды.

4. Консорциумды бағалау- құрамында жоғары белсенділік көрсеткен төрт LAB штаммы бар дайын пробиотикалық консорциум ары қарай эксперименттік зерттеулерге жолданды. Бағалау келесі бағыттар бойынша жүргізілді: In vivo модельде (мысалы, егеуқұйрықтарда) ішек микрофлорасына, бауыр және бүйрек гистологиясына әсері; токсикологиялық қауіпсіздігі; антагонистік белсенділігі; ферментативтік қабілеті; консорциумның сақтау тұрақтылығы мен тіршілікке қабілеттілігі; 

Бастапқы нәтижелер консорциумның ішек микрофлорасының теңгерімін қалпына келтіру, бауырды қалпына келтіруде тиімділік, және иммундық жауапты күшейту сияқты маңызды биологиялық әсерлерге ие екенін көрсетті. 
Микробиологиялық скринингтік зерттеулерден өтіп, белсенділігі жоғары сүтқышқылды бактериялардан консорциумның құрылу схемасы берілген  (сурет 9).
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Сурет 9 – Пробиотикалық өнімді дайындау сатылары
Белсенді сүтқышқылды бактериялардан кестеде берілген келесідей 3 түрлі консорциум жиынтығы құрылды (кесте 9). Бұл консорциумдар штаммдардың антимикробтық, адгезивтік және антибиотикке сезімталдық қасиеттері негізінде іріктелді. Штаммдарды біріктіру олардың өзара синергиялық әсерін арттырып, пробиотикалық белсенділікті күшейтуге бағытталды. Әрбір консорциум құрамында түрлі Lactobacillus және Pediococcus өкілдері бар, олар бірге әрекет еткенде ішек микрофлорасын оңтайландырып, бауырдың регенерация процесіне қолайлы жағдай тудыруы мүмкін. Бұл тәсіл пробиотиктердің тиімділігін арттырумен қатар, олардың тұрақтылығы мен бейімделгіштік қабілетін де жақсартады.»
Кесте 9 - Консорциумдардың құрылуы 

	Консоциум жиынтығы
	Бактерия атаулары
	Бөлініп алынған нысан

	1
	2
	3

	№1 консорциум 


	Pediococcus acidilactici S-1   

Lactobacillus brevis S-2  
Lactobacillus plantarum d-3 
Lactobacillus fermentum d-4
	Бие сүті
Бие сүті 
Бие сүті  
Сүзбе 

	№2 консорциум 


	Lactobacillus paracasei S-612
Lactobacillus plantarum S-106 
Lactobacillus plantarum S-414 
Lactobacillus rhamnosus S-811
	Шұбат
Шұбат 
Сиыр сүті 
Айран 

	№3 консорциум 


	Pediococcus acidilactici S-1   

Lactobacillus brevis S-2  
Lactobacillus plantarum d-3 
Lactobacillus fermentum d-4
Lactobacillus paracasei S-612
Lactobacillus plantarum S-106 
Lactobacillus plantarum S-414 
Lactobacillus rhamnosus S-811
	Бие сүті

Бие сүті 

Бие сүті  

Сүзбе
Шұбат

Шұбат 

Сиыр сүті 

Айран


100 г ферменттелген кебекке 100 мл MRS-1 сұйық қоректік ортасында өсірілген консорциум жиынтықтары үш түрлі ыдысқа бөлініп, дайындалды. Ферменттелген кебектегі консорциум жиынтықтары біртекті араластырылып, бөлме температурасында 24 сағат бойы кептірілді. Кептіру процесі толық аяқталған соң, дайын болған пробиотикалық өнім арнайы пакетке салынып, әрі қарай in vivo зерттеулер үшін жіберілді. 

Зерттеу барысында пробиотикалық өнімнің сапасы мен тұрақтылығын сақтау үшін кептіру температурасы мен ылғалдылық деңгейі қатаң бақылауда болды. Бұл параметрлерді оңтайлы деңгейде ұстау – пробиотикалық микроорганизмдердің тіршілік қабілеттілігіне тікелей әсер ететін маңызды факторлардың бірі. Сонымен қатар, дайын өнімнің микробиологиялық тазалығы арнайы ортада тексеріліп, шартты-патогенді және бөгде микроорганизмдердің болмауы қатаң бақылаудан өтті. Пробиотик штаммдарының өміршеңдігіне әсер ететін стресс-факторлардың алдын алу үшін лиофильді кептіру және қорғаныштық тасымалдаушылар қолданылды. Осы шаралардың жиынтығы зерттеліп отырған пробиотикалық өнімдердің биологиялық белсенділігі мен сақтау мерзімін арттырып, олардың тиімділігін жоғарылатты (сурет 10).
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в)
а- кебекті өлшеу; б-кебекке пробиотикалық консорциумдарды енгізу; 
в-ферменттелген кебекті кептіру.
Сурет 10 – Ферменттелген бидай кебегін дайындау барысы  
Дайын өнімнің сапасын қамтамасыз ету үшін тұрақтылық, дәм және қоректік құндылыққа назар аудару маңызды. Нәтижесінде, инновациялық пробиотикалық өнімдер дайындалып, тұтынушылардың сапалы және пайдалы тағамға деген қажеттіліктерін қанағаттандырады.

2.4 Алкогольмен зақымданған егеуқұйрықтардың бауырына пробиотиктік консорциумның әсерін зерттеу (бақылау, алкоголь және пробиотик топтарының салыстырмалы талдауы)

Зерттеу жұмысы Алматы қаласындағы С.Ж.Асфендияров атындағы медицина университетінің А.Атшабаров атындағы Виварий эксперименттік-биологиялық клиникасында жүргізілді. Зерттеу мақсатында егеуқұйрықтарға (Rattus norvegicus - Вистер саласына жататын егеуқұйрықтар) алкоголь мен пробиотиктер енгізіліп, алкогольдік бауыр зақымдануының дамуы зерттелді. Зерттеу халықаралық ережелер мен этикалық принциптерге сәйкес жүргізілді.

1.Егеуқұйрықтарға 40% алкоголь беру.

Зерттеу мақсаты егеуқұйрықтардың бауырындағы өзгерістерді бақылау болды. Тәжірибе барысында скальпель, пинцет, қайшы, фармальдегид сияқты құралдар қолданылды. Зақымдалған бауырдың мастану дәрежесін анықтау үшін үлгілер судмедэкспертиза зертханасына, ал гистологиялық зерттеулер үшін Алматыдағы «АОҚ» зертханасына жіберілді. 40% алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтарда мастану және гистологиялық зерттеулер 7 күн аралығында жүргізілді. Зерттеуде морфо-гистологиялық әдістер, бауырдың морфометриясы қолданылды.

Бауыр морфометриясы – бауырдың құрылымдық және функционалдық ерекшеліктерін өлшеу және бағалау әдісі. Бұл зерттеу бауыр тіндерінің көлемін, құрылымын және әртүрлі өзгерістерді бағалау үшін қолданылады. Морфометриялық әдіс бауырдың макроскопиялық және микроскопиялық сипаттамаларын сандық түрде өлшеуге мүмкіндік береді.

Жалпы зерттеуге 70 егеуқұйрықтар қолданылып (эксперимент 2 рет қайталанып жасалынды 70:2=35), олар 4 топқа бөлініп қарастырылды. Бұл зерттеуде ең алдымен дені сау, таза, денесі қалыпты егеуқұйрықтар таңдалып алынды. Тәжірибе барысында 1-ші бақылау (5 ♂, 5 ♀) ретінде алынды. Ал 2-ші (10 ♂, 10 ♀ егеуқұйрық), 3 – ші (10 ♂, 10 ♀  егеуқұйрық) және 4-ші (10 ♂, 10 ♀ егеуқұйрық) топтағы егеуқұйрықтарға күнделікті 30 күн бойы судың орына тек 40% алкоголь беріліп,  олардың құрсақ қуысындағы өзгерістер бақылауға алынды. 2-ші, 3 – ші және 4-ші топтардағы торларлардың алдына ішетін 1 ыдысқа 40% алкоголь 1 күнге 100 мл дозадан (1 күнге 1 егеуқұйрыққа 30 мл-дан) құйылып беріліп отырылды. Яғни егеуқұйрықтарға 100 мл × 30 күн = 3000 мл, 3000 мл×3 топқа = 9000 мл 40% алкоголь жұмсалды. Кесте 1 – де гистологиялық материал алынған егеуқұйрықтар саны мен жыныс бөлінісі көрсетілген.

Эксперимент барысында егеуқұйрықтардың мінез-құлқы мен физиологиялық жағдайында өзгерістер байқалды, атап айтқанда, аталық егеуқұйрықтардың көздері шығыңқы, қызыл болды, арықтап, терісінің түсуі байқалды.
Зерттеу негізінен суық мезгілде (қазан-қараша айларында) жүргізілді. Жануарлар стандартты температурасы 20-22°С болатын виварийдің жылытылатын және желдетілетін бөлмелерінде ұсталды. Бұл климаттық жағдайлар мен температураның ауытқулары егеуқұйрықтардың ауыз суға және күнделікті тамақтануға деген қажеттіліктеріне айтарлықтай әсер еткен жоқ. Әр күні 4 топтыңда алдына қойылған ыдыстағы сусындары таусылып тұрды. Тәжірибе басталғаннан кейін 2 күн ішінде 2-ші, 3-ші және 4-ші топтағы егеуқұйрықтардың іс-әрекеттері өзгерді. Зертханалық көріністер бойынша аталық егеуқұйрықтардың көздері шығыңқы, қызыл болды, Сонымен қатар, екі аталық егеуқұйрықтың бір-бірін шұқу секілді іс-әрекеттері байқалды. Яғни, мастану дәрежесі лабораториялық түрде күн сайын сипатталып отырды. Бұл өзгерістер 7 күннен кейін айқын көріне бастады (кесте 10).
Кесте 10 - Егеуқұйрықтарға 40% алкоголь беру
	Топтар
	♂
	Гистологиялық материал (бауыр) алынды
	Жануарлар саны

	1 топ – Бақылау 
	10
	5
	5

	2 топ- 40% алкоголь 
	20(1)*
	10
	9

	3 топ - 40% алкоголь
	20 (1)*
	10
	9

	4 топ - 40% алкоголь
	20 (3)*
	10
	7

	Барлығы 
	70
	35
	30

	Ескерту - * тіршілігін жойған егеуқұйрықтар.


Зерттеу барысында егеуқұйрықтарға берілген алкогольдің нәтижесінде 5 егеуқұйрық тіршілігін жойды. Алкогольдің бауыр тініне әсерін бағалау мақсатында 30 гистологиялық үлгі алынып, зертханалық талдауға жіберілді. Бұл үлгілер алкогольдің бауырдағы тіндерге әсерін, оның құрылымын және функциясын өзгертуін анықтауға бағытталған. Алынған нәтижелер бойынша алкогольдің бауырға әсері, яғни алкогольдің дозасы мен ұзақтығының артуы тірі қалған егеуқұйрықтар санын қысқартты. Бұл алкогольдің денсаулыққа, әсіресе бауырдың жұмыс істеуіне теріс әсерін көрсетеді. 

Гистологиялық зерттеу нәтижелері бауырда алкогольдің әсерінен гепатоциттердегі өзгерістер, клеткалық инфильтрация, фиброздық өзгерістерге алып келгенін байқауға болады. Гистологиялық зерттеулердің нәтижелері: 4 топтағы егеуқұйрықтарда морфологиялық өзгерістер бақылау тобына қарағанда айқын болды. Алкогольдің мөлшері мен әсер ету уақытының көбеюі бауырдағы патологиялық өзгерістердің ауырлығын арттырды. 
Гистологиялық зерттеу жұмыстарынің нәтижесі бойынша зерттеуге алынған егеуқұйрықтардың бауыр тіндерінде біршама өзгерістерге алып келгендігі байқалды (сурет 11).
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а)                                                          б)
а - бақылау үлгісі; б - алкогольмен зақымдалған бауыр үлгісі.
Сурет 11 – Егеуқұйрықтың бауырының морфологиялық көрінісі
Гистологиялық зерттеуде алкогольді шамадан тыс қолданғаннан кейін Алкогольдің бауыр тініне әсері гистологиялық зерттеулер арқылы анықталды. Алкогольді шамадан тыс қолданудың нәтижесінде бауыр жасушаларында айқын патологиялық өзгерістер пайда болды. Гепатоциттердің құрылымында морфологиялық өзгерістер байқалды. Алкогольдің әсерінен гепатоциттердің құрылымы бұзылып, клеткалық деградация, вакуольді өзгерістер, цитоплазманың ауырлануы және митохондриялардың бұзылуы орын алды. Сонымен қатар, гепатоциттерде дистрофия және клеткалық өлім процестері дамыды. Бауыры алкогольмен зақымданған егеуқұйрықтарда қабыну реакциялары байқалды. Бұл қабыну процесі иммундық жасушалардың, әсіресе лейкоциттердің бауыр тініне жинақталуына әкелді. Бұл құбылыс қабыну процестерінің пайда болуына және бауырдың жалпы жағдайының нашарлауына себеп болды. 

Сонымен қатар, бауырда майдың жиналуы байқалды, бұл метаболизм процесінің бұзылғанын және бауырдың детоксикациялық функциясының әлсірегенін көрсетті.Начало формы Сонымен қатар егеуқұйрықтардыңКонец формы

 құрсақ қуысындағы және қанындағы этил алкоголінің мөлшерін анықтау газды хроматография әдісі бойынша, жылу өткізгіш детектор - каторометрді қолдана отырып Кристаллюкс 4000М құрылғысында жүргізілді. Жалпы зерттеуге 70 үлгі алынып, олардың ішінде ең жоғары алкогольмен зақымдалған үлгілер анықталды. Ең жоғары алкогольмен зақымдалған үлгі аталық бауыр болып табылды.
Этанолдың денсаулыққа әсерін зерттеудің ең кең тараған аспектісі — алкогольді бауыр ауруы (БАА), ол әлем бойынша аурушаңдық пен өлім-жітімнің негізгі себептерінің бірі болып табылады [281].

Сонымен қатар, ғалымдардың зерттеулерінде аллоксаны және стрептозотоцины арқылы диабет тудырылған тіндік жануарларда жүректің морфометриялық өзгерістері 6, 12 және 24 ай уақыт интервалы бойынша зерттелген. Нәтижесінде жүрек массасы диабет ауруы кезінде айтарлықтай артқан; ал стрептозотоцин моделі бойынша жүрек салмағы, сонымен қатар миокардтағы кардиомиоциттердің ядроларының көлемі, митохондрия саны және эухроматин мазмұны статистикалық маңызды өсім көрсеткен [282].
Жалпы зерттеу нәтижелері алкогольді сусындардың жануарлардың орталық жүйке жүйесіне (ОЖЖ) теріс әсер ететінін көрсетті. Алғашқыда алкоголь мотор белсенділігін ынталандырады, бірақ уақыт өте келе ол ОЖЖ-ні бұзады және ұйқы безі, бауыр, асқазан, өңеш сияқты басқа мүшелерге де теріс әсер етеді. Алкогольдің адам миына тигізетін әсері айтарлықтай күшті. Егеуқұйрықтардың бауырлары әлсіз болып келеді, өйткені олар майлы тамақтар мен газ түзетін көкөністерді нашар қабылдайды. Әр егеуқұйрық күніне 30-35 мл су ішеді, ал дымқыл жем жеген жағдайда бұл қажеттілік 5-10 мл-ге дейін төмендейді. 

Шамадан тыс алкогольді тұтыну патологиялық өзгерістерге әкеліп, бауырдың қабынуы мен зақымдануына байланысты бауыр алкогольді ауруын (БАА) тудырады. БАА патогенезі толық зерттелмеген болса да, оның алкоголь мен ацетальдегид арасындағы күрделі өзара әрекеттестіктермен байланысты екендігі байқалады [283]. Hebatallah A. және т.б зерттеулері барысында алынған деректер бойынша, этанолды 4 апта бойы қабылдағаннан кейін бауыр ферменттерінің (АЛТ, АСТ) сарысудағы деңгейінің айтарлықтай жоғарылағаны анықталды. Бауырдың токсикалық зақымдануы этанол қабылдаған қояндардың бауырынан алынған кесінділерде байқалған гистопатологиялық өзгерістермен расталды. Бұл өзгерістер қабыну клеткаларының жоғары инфильтрациясы мен майлы тұндыру түрінде көрініс тапты [284]. 
Егеуқұйрықтардың бауырындағы алкогольдің концентрациясын анықтау арқылы мастану дәрежесіне сипаттама беру маңызды. Мастану дәрежесін анықтаудың 6 дәрежесі бар: 
1. Мас болмау - 0,1-ден 0,3 промиллеге дейін, 0,045-тен 0,135 мг / л-ге дейін.

2. Әлсіз-0,4-тен 0,9-ға дейін, 0,180-ден 0,405 мг / л-ге дейін.

3. Бастапқы дәрежесі - 1-ден 1,9-ға дейін, 0,450-ден 0,855 мг / л-ге дейін.

4. Орташа-2-ден 2,9 - ге дейін, 0,9-дан 1,305 мг / л-ге дейін.

5. Ауыр кезең - 3-тен 3,9-ға дейін, 1,350-ден 1,755 мг / л-ге дейін.

6. Егер көрсеткіш жоғары болса, онда алкогольдік кома диагнозы қойылады.
Алдымен зерттеуге алынған бауырдың шіру процесіне жол бермеу үшін консервациясыз химия-токсикологиялық зерттеу жұмыстары жүргізілді. Зерттеу барысында құрсақ қуыс мүшесі, яғни бауыр құрамындағы этанолдың концентрациясын анықтау үшін газды хромотография әдісі қолданылды. 
"Газохроматографиялық әдіспен (алкилнитрит) биообъектілерде этил спиртін анықтау" стандартты операциялық процедуралары келесі жағдайларда жүргізілді: "Кристалл люкс-4000м" газ хроматографы, баған ұзындығы 2 м, диаметрі 3 мм, қатты тасымалдаушы PAW Хромосорб 2х3 мм, сорбент: 12% винилин, 1,2% NaOH. Тасымалдаушы газ – гелий, шығыны 50 мин/мл. Температура: бағанда 75°C, буландырғышта 85°C, детекторда 120°C, жылу өткізгіш детекторының модулі 70 мА. Хроматографиялық деректерді өңдеуде "NetChrom v2.1.» бағдарламасы қолданылды. Сезімталдықты бақылау үшін этил спиртінің стандартты 0,1‰ концентрациясына,   өлшеулердің дәлдігін бақылау үшін 2‰ концентрациясына  алдын ала зерттеу жұмыстары жүргізілді.
Сандық анықтаудың түрлері бар, соның ішінде “Ішкі стандарт” әдісі. Ішкі стандарт әдісі алкогольді анықтауда қолданылады. Ішкі стандарт ретінде изо-пропил немесе пропил спиртін алуға болады. Бұл зерттеуде изо-пропил спирті зерттеуге алынды. 

Ішкі стандарт әдісі (ISTD) есептеулердің дәлдігін арттыру үшін арнайы концентрациясы бар компонент қолдануды қарастырады, ол ішкі стандарт деп аталады. Ішкі стандарттың белгілі концентрациясы анализделетін затқа (анализделетін компонентке) қосылады. "Классикалық" ішкі стандарт әдісі қолданылған жағдайда, градуировка {R(i) / R(s), C(i) / C(s)} осьтерінде құрылады, мұнда R — детектордың жауабы (алаңы немесе биіктігі), C — концентрация, s — стандартты компонентке, i — барлық басқа компоненттерге сәйкес келеді. 
МультиХром бағдарламасы ішкі стандарт әдісін қолданады, бұл әдіс бірқатар артықшылықтарға ие. Ең алдымен, МультиХром бағдарламасы ішкі стандарт әдісін жеке бөліп қарастырып, оны градуировка үшін және сандық талдау үшін бөлек қолданады. Көп жағдайда "классикалық" ішкі стандарт әдісін қолданған кезде ең жақсы шешім - ішкі стандарт әдісіне негізделген салыстырмалы концентрацияны есептеу әдісі болып табылады. 
Бұл әдісте сыртқы стандарт әдісімен қарапайым градуировка қолданылады және квадраттық немесе кубтық полиномдарға сәйкес келетін бейсызық детекторлардың жауаптарын басқаруға мүмкіндік береді. Ішкі стандарт әдісімен градуировка градуировка сынамалары үшін дозалау қатесін ішінара жою арқылы дәл градуировкалық тәуелділікті құру тәсілін береді.

Хроматографиялық талдау жүргізу үшін алдын ала концентрациялары 0,1, 0,3, 1, 2, 4 және 6 ‰ (промилле) этил спиртінің сулы ерітінділерімен калибрлеу жүзеге асырылды. Бұл әдіс этил спиртінің әртүрлі концентрацияларында стандартты үлгілерді пайдаланып, хроматографиялық құралдың сезімталдығы мен дәлдігін тексеруге мүмкіндік береді. Әрбір ерітінді хроматографиялық анализ арқылы бақыланып, этил спиртінің концентрациясы анықталды, бұл нәтижелер калибрлеу қисығы арқылы есептелді. Осылайша, алынған деректер этил спиртінің түрлі концентрацияларындағы жауаптарды салыстыруға және құрылғының жұмысын бақылауға мүмкіндік береді (кесте 11).
Кесте 11 -  Градуирлеу нүктелері
	Этилнитрит шыңдарының биіктігі мВ:
	Изопропилнитрит шыңдарының биіктігі:

	25,0746 (cal 1);
	587,255 мВ (cal 1);

	25,1433(ca1 2);
	586,911 мВ(ca1 2);

	25,1275 мВ (ca1 3);
	610,079 мВ (ca1 3);

	72,5628 мВ (cal 4);
	613,603 мВ (Cal 4);

	65,2472 мВ (cal 5);
	549,776 мВ (cal 5);

	51,5844 мВ (Cal 6);
	413,608 мВ (Cal 6);

	200,688 мВ (cal 7);
	471,158 мВ (cal 7);

	191,569 мВ (Cal 8);
	444,528 МВ (Cal 8);

	206,279 мВ (ca1 9);
	474,489 мВ (ca1 9);

	384,1503 мВ (ca1 10);
	412,338 мВ (ca1 10);

	407,360 мВ (ca1 11);
	450,261 мВ (ca1 11);

	430,163 мВ (ca1 12);
	484,308 мВ (ca1 12);

	565,878 мВ (ca1 13);
	321,220 мВ (ca1 13);

	531,143 мВ (ca1 14);
	291,670 мВ (ca1 14);

	610,930 мВ (ca1 15);
	336,920 мВ (ca1 15);

	1438,396 мВ (ca1 16)
	495,429 мВ (ca1 16);

	1448,732 мВ (ca1 17)
	486,343 МВ (ca1 17);

	1141,065 мВ (ca1 18)
	372,001 мВ (са1 18)


Калибрлеу коэффициенті «NetChrom v2.1» бағдарламасымен есептелді. Және де ∆=2,834% орнатылды. Су-спирт қоспасындағы этил спиртін сандық анықтау үшін түзету коэффициенті қан үшін - 0,95, ал бұлшықет үшін – 1,0 құрайды. Сонымен қатар, жоғарыда аталған әдістеме бойынша С1-С5 спирттерінің стандартты қоспасы зерттелді. Төмендегі суреттерде егеуқұйрықтардың бауырындағы алкогольдің дәрежесін "Кристалл люкс-4000м" газ хроматографы арқылы анықтаған көрсеткіштері берілген. 
Зерттеу барысында қолданылған «NetChrom v2.1» бағдарламасы мен «Кристалл люкс-4000м» газ хроматографы этанол мен басқа да ұшпа қосылыстарды дәл әрі сенімді анықтауға мүмкіндік берді. Бұл құралдардың үйлесімділігі этанолдың концентрациясын жоғары сезімталдықпен өлшеуге жол ашты және әртүрлі сынамалар арасындағы айырмашылықты нақтылауға септігін тигізді.

Қолданылған калибрлеу әдістемесі мен стандартты С1–С5 спирттер қоспасы эталон ретінде қызмет атқарып, алынған нәтижелердің қайталанымдылығы мен салыстырмалылығын қамтамасыз етті. ∆=2,834% көрсеткіші әдістің жоғары дәлдігін және жүйенің ішкі тұрақтылығын дәлелдейді. Сонымен қатар, түзету коэффициенттерін қолдану арқылы күрделі биологиялық матрицадағы компоненттер арасындағы өзара әсерлер ескеріліп, талдау дәлдігі арттырылды.
Газды хроматография әдісі зерттеліп отырған үлгілердегі этанол және басқа да төмен молекулалық массалы спирттердің концентрациясын жоғары дәлдікпен сандық бағалауға мүмкіндік береді. Бұл әдіс пробиотиктердің детоксикациялық әсерін зерттеуде, әсіресе бауыр тініндегі қалдық алкоголь деңгейін бағалауда кеңінен қолданылады.

Зерттеу нәтижесінде алынған көрсеткіштердің тұрақтылығы мен қайталануы, пробиотикалық ем нәтижесінде этанол деңгейінің едәуір төмендегенін көрсетті. Бұл әдістерді қолдану — алкогольмен зақымданған бауырдың биохимиялық статусын дәл анықтаудың негізі және пробиотиктердің тиімділігін бағалаудағы сенімді тәсіл болып табылады.

Жалпы, бұл тәсілдер алкогольмен зақымданған тіндердегі өзгерістерді биохимиялық тұрғыдан анықтауда және пробиотиктердің әсерін бағалауда маңызды рөл атқарады, себебі этанол деңгейін дәл анықтау организмдегі метаболикалық процестерді жан-жақты сипаттауға мүмкіндік береді (сурет 12).
          [image: image18.jpg]g




     [image: image19.jpg]g





а)                                                                       б)
          [image: image20.jpg]01.03

Lncupaduosn :¢/'g

widusons © 45’0

0051

00.00

UL -
- 5 8
s 9 . 8
b4 o 2 Sl
@ 2 2 s
o 8 &
3 g 2 o5

v



      [image: image21.jpg]Audumunuoduosk : £/'g

e

00.00

2048166

1649269 ---
Tr-1





                               в)                                                              г)
а- бақылау (♂ бауыр); б-бақылау (♀  бауыр); в - этилнитрит көрсеткіші;

г - изопропилнитрит көрсеткіші.
Сурет 12 - Этил спиртінің концентрациясының көрсеткіштері

Сынамада этил спиртінің концентрациясы 0,1‰ немесе одан жоғары болғанда, оның бар екендігі анықталды және нәтижесі мыңдық бөлік дәлдігімен сандық түрде көрсетілді. Ал бақылау сынамасында тек изопропилнитриттің концентрациясы анықталды. Жүргізілген тәжірибеде этил спиртінің мөлшері аталық бауырда жоғары деңгейде болды, бұл оның мастану дәрежесінің жоғары екенін көрсетті (кесте 12).
Кесте 12 - Алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтардың бауырындағы изопропилнитрит пен этилнитриттің мөлшері

	№
	Үлгі атаулары
	Компонент 
	Биіктігі, мв
	Көлемі, мв*ми
	Уақыты,

Мин
	Конц-я, ‰

	1 топ 
	Аталық бақылау 
	изопропилнитрит
	760,66
	49,0033
	0,73
	4,00

	2 топ
	Аталық бақылау
	изопропилнитрит
	760,66
	49,0033
	0,73
	4,00

	3 топ 
	Аталық бауыр
	этилнитрит
	42,66
	2,1675
	0,56
	0,25

	
	
	изопропилнитрит
	390,94
	25,2580
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	этилнитрит
	62,70
	3,2230
	0,57
	0,25

	
	
	изопропилнитрит
	578,48
	37,0626
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	этилнитрит
	18,86
	0,9239
	0,57
	0,21

	
	
	изопропилнитрит
	204,04
	13,1723
	0,73
	4,00

	
	Аталык бауыр
	этилнитрит
	15,25
	0.6857
	0,57
	0,21

	
	
	изопропилнитрит
	401,03
	25,8069
	0,73
	4,00

	4 топ
	Аталык бауыр
	этилнитрит
	24,88
	1,2650
	0,56
	0,10

	
	
	изопропилнитрит
	558,03
	36,6651
	0,72
	4,00

	
	Аталық бауыр 
	этилнитрит
	25,22
	1,2479
	0,56
	0,11

	
	
	изопропилнитрит
	511,17
	32,3489
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	этилнитрит
	33,78
	1,6909
	0,56
	0,19

	
	
	изопропилнитрит
	404,03
	25,8369
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	этилнитрит
	62,72
	2,1575
	0,56
	0,21

	
	
	изопропилнитрит
	478,48
	26,2580
	0,73
	4,00


Берілген үлгілердің этилнитрит бойынша жүргізілген көрсеткіштерінде шың биіктігі бойынша №4 аталық бауыр үлгісі ең жоғары көрсеткішті көрсетті. Шың көлемі 62,70 мВ, көлемі бойынша 3,2230 мВ*мин, уақыт жылдамдығы 0,57 мин, концентрация 0,25 % деңгейінде анықталды. Нәтижесінде, егеуқұйрықтардың мастану дәрежесі химия-токсикологиялық зерттеу барысында хроматографиялық әдіс арқылы анықталды, ол олардың бауырларында алкогольдің әсері әртүрлі дәрежеде екендігін көрсетті. Соның ішінде №4 топ аталық бауырында алкогольдің ең көп мөлшерде зақымдағаны анықталды. 
Зерттеуге алынған егеуқұйрықтардың бауырлары Алматы қаласындағы Қазақ онкология және радиология ғылыми-зерттеу институтында қосымша зерттелді. Алкогольмен зақымдалған бауырларға гистологиялық зерттеулер жүргізілді. 
З.Б Тунгушбаеваның зерттеуі бойынша изолияцияланған гепатоциттердің культурада 1, 24 және 48 сағат ішінде өсу динамикасында цитоплазмада базальды аутофагияның морфологиялық және ультраструктуралық өзгерістері зерттелді. 24 сағаттан кейін гепатоциттердің цитоплазмасының көлемі айтарлықтай төмендеп, ядро-цитоплазмалық қатынас күрт артты; 48 сағатта митохондриялардың үлес салмағы мен гликогенді қоры төмендеді. Аутофагосомаларда бастапқыда гликоген гранулалары басым болса, кейінгі кезеңде митофагия және цитоплазмалық фрагменттер бар аутофагосомалар анықталды. Бұл өзгерістер гепатоциттердің in vitro жағдайындағы жасушалық гомеостазды сақтау механизмін көрсетеді, яғни базальды аутофагия ұяшықтың өміршеңдігін қамтамасыз етеді [285]. 1984 жылы алғаш рет алкогольдік бауыр ауруы бар науқастардың ішек микробиотасындағы өзгерістер зерттелді. Зерттеу нәтижелері қалыпты бақылау тобымен салыстырғанда: грам-теріс анаэробты бактериялардың саны айтарлықтай жоғары; аэробты бактериялар санында да ұқсас өзгерістер байқалды. Бұл ашылу алкогольдік бауыр ауруы бар науқастарда ішек дисбиозын түсінуге және диагностикалауға маңызды үлес қосты [286].
Жақында жүргізілген зерттеуде егеуқұйрықтарға 8 апта бойы құрамында 5% алкоголь бар Либер-ДеКарли сұйық диетасы ұсынылып, бұл бауырдың майлы дистрофиясын және бауырдың зақымдануын тудырған. Бұл егеуқұйрықтар LGG сорпасымен 10^9 КТБ (колониятүзетін бірлік) соңғы 2 апта бойы созылмалы алкогольді қабылдауды жалғастырды, сонымен қатар емделген. LGG қоспаларын қабылдау арқылы алкогольдік бауыр стеатозы мен бауыр жарақатын қалпына келтірген (кесте 13) [287].
Кесте 13 - Алкогольдің химия-токсикологиялық зерттеу көрсеткіштер

	№
	Үлгі атаулары
	Компонент 
	Биіктігі, мв
	Көлемі, мв*ми
	Уақыты,

Мин
	Конц-я, ‰

	1 топ
	Аталық бақылау 
	изопропилнитрит
	760,66
	49,0033
	0,73
	4,00

	2 топ
	Аталық бақылау
	изопропилнитрит
	760,66
	49,0033
	0,73
	4,00

	3 топ 
	Аталық бауыр
	Этилнитрит
	10,12
	1,1657
	0,56
	0,25

	
	
	изопропилнитрит
	158,90
	18,1579
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр 
	Этилнитрит
	48,70
	2,1112
	0,57
	0,25

	
	
	изопропилнитрит
	287,44
	17,0182
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	Этилнитрит
	10,86
	0,4285
	0,57
	0,21

	
	
	изопропилнитрит
	180,04
	10,1723
	0,73
	4,00

	
	Аталык бауыр
	Этилнитрит
	11,18
	0,2476
	0,57
	0,21

	
	
	изопропилнитрит
	340,03
	20,8019
	0,73
	4,00

	4 топ 
	Аталық бауыр
	Этилнитрит
	19,12
	0,1578
	0,56
	0,10

	
	
	изопропилнитрит
	345,02
	25,6651
	0,72
	4,00

	
	Аталық бауыр 
	Этилнитрит
	23,20
	1,2479
	0,56
	0,11

	
	
	изопропилнитрит
	511,17
	30,3489
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	Этилнитрит
	33,78
	1,5009
	0,56
	0,19

	
	
	изопропилнитрит
	399,03
	25,8369
	0,73
	4,00

	
	Аталық бауыр
	Этилнитрит
	50,65
	1,1000
	0,56
	0,21

	
	
	изопропилнитрит
	375,19
	23,2428
	0,73
	4,00


Зерттеу барысында аталық егеуқұйрықтар арасында изопропилнитрит пен этилнитриттің метаболикалық әсерлерінің айырмашылықтары зерттелді. Алынған деректер көрсеткендей, әр топтағы компоненттер мен олардың әсері түрлі сипатта болды.

1. Аталық бақылау (изопропилнитрит): Аталық бақылау тобында изопропилнитриттің биіктігі 760,66 мВ және көлемі 49,0033 мВ*мин болды. Уақыты 0,73 минутты құрап, концентрациясы 4,00 ‰ болды. Бұл мәндер аталық егеуқұйрықтардағы метаболикалық реакцияның жоғары деңгейде болмағанын көрсетеді, бірақ жалпы әсер байқалды.

2. Аталық бақылау (изопропилнитрит): Аталық бақылау тобындағы көрсеткіштер аталық топпен бірдей болды: биіктігі 760,66 мВ, көлемі 49,0033 мВ*мин және концентрациясы 4,00 ‰. Бұл нәтижелер аталық топтың да метаболизмінің изопропилнитритке ұқсас реакциясын көрсетеді.

3. Аталық бауыр (этилнитрит): Аталық бауыр тобындағы өзгерістер этилнитриттің әсерінен әртүрлі болды. Мысалы:

· 1-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 10,12 мВ және көлемі 1,1657 мВ*мин болды, ал концентрациясы 0,25 ‰ құрады.

· 2-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 48,70 мВ және көлемі 2,1112 мВ*мин болды, концентрациясы 0,25 ‰ деңгейінде қалды.

· 3-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 10,86 мВ, көлемі 0,4285 мВ*мин болды, концентрациясы 0,21 ‰ болды.

· 4-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 11,18 мВ, көлемі 0,2476 мВ*мин болды, концентрациясы 0,21 ‰ болды.

Бұл топтағы көрсеткіштер, этилнитриттің әсері аталық егеуқұйрықтарда салыстырмалы түрде төмен деңгейде болатындығын көрсетеді, бірақ изопропилнитриттің әсеріне қарағанда әлдеқайда төмен деңгейде екені анық байқалды.

4. Аталық бауыр (этилнитрит): Аталық бауыр тобында этилнитриттің әсері әртүрлі болды, әсіресе биіктігі мен көлемі бойынша:

· 1-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 19,12 мВ және көлемі 0,1578 мВ*мин болды, концентрациясы 0,10 ‰.

· 2-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 23,20 мВ және көлемі 1,2479 мВ*мин болды, концентрациясы 0,11 ‰.

· 3-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 33,78 мВ және көлемі 1,5009 мВ*мин болды, концентрациясы 0,19 ‰.

· 4-ші үлгіде этилнитриттің биіктігі 50,65 мВ және көлемі 1,1000 мВ*мин болды, концентрациясы 0,21 ‰.

Бұл деректер аталық егеуқұйрықтарда этилнитриттің әсерінің жоғарылағанын көрсетеді, бұл олардың метаболикалық белсенділігінің жоғары екенін және токсикалық заттарға көбірек реакция беретінін білдіреді.

Зерттеу нәтижелері бойынша аталық егеуқұйрықтар арасындағы метаболикалық айырмашылықтарды көрсетеді. Аталық егеуқұйрықтарда изопропилнитриттің әсері күштірек болса, аталық егеуқұйрықтарда этилнитриттің әсері айқын көрінді. Бұл нәтижелер организмдер арасындағы гормондық және метаболизмдік ерекшеліктердің әсерін айқындайды. Сонымен қатар, бауырдағы метаболизм процестерінің өзгерісі бірдей жыныстағы егеуқұйрықтарда токсикалық заттарға деген жауаптың ерекшелігін көрсетеді.

Алкогольмен зақымдалған бауырды пробиотикалық өніммен түзету.  

Сонымен қатар, ғылыми-зерттеу барысында алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтарға пробиотикалық ферменттелген консорциумның үш түрі (№1, №2, №3) берілді. Әр күн сайын егеуқұйрықтардың жағдайы бақыланып, сипатталды. Әрбір егеуқұйрыққа консорциумның күндік дозасы 50 мл мөлшерінде берілді. Тәжірибе барысында егеуқұйрықтардың бауырлары 10% формальдегидке енгізілді. Зерттеу барысында 35 үлгі алынды. Алкогольмен зақымдалған бауырды бақылау мақсатында пробиотикалық өнім беріліп, кейін алынған бауыр үлгілеріне екінші рет гистологиялық зерттеу жүргізілді.
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Сурет 13 - Егеуқұйрыққа пробиотикалық консорциумдарды беру

Пробиотиктерді егеуқұйрықтарға беру әдістерінің ішінде ішуге арналған суға немесе күнделікті жеміне қосу ең жиі қолданылатын, әрі тиімді тәсілдердің бірі ретінде кеңінен танылады. Бұл әдіс микроорганизмдердің тірі қалуын, ішекке жетуін, және биотикалық белсенділігін жоғалтпай жеткізуге мүмкіндік береді. Пробиотиктерді суға немесе жемге қосу арқылы енгізу инвазивті емес, оңай бақылауға болатын, және жануарлардың күйіне минималды стресс әкелетін әдіс болып табылады. Әсіресе, созылмалы модельдерде (мысалы, алкогольдік бауыр зақымында немесе метаболикалық синдромда) ұзақ мерзімді бақылау кезінде бұл әдіс зерттеудің сенімділігін арттырады.

 Пробиотикалық консорциумдарды егеуқұйрықтарға бергеннен кейін олардың әсерін бағалау үшін бірнеше маңызды зерттеу әдістері қолданылады: гистологиялық зерттеу, қабыну деңгейін анықтау жұмыстары жүргізілді (кесте 14). 
Кесте 14 - Егеуқұйрықтарға пробиотикалық өнім беру

	Топтар 
	♂
	Гистологиялық материал (бауыр) алынды
	Алынған нәтижелер

	1 топ -  Бақылау 
	5
	5
	қалыпты

	2 топ -  (№1 консорциум)
	9
	9
	 +

	3 топ -  (№2 консорциум)
	9
	9
	-+

	4 топ -  (№3 консорциум)
	7
	7
	-

	Барлығы 
	30
	30
	


Зерттеу барысында алкогольдің бауырға тигізетін зақымын бақылау мақсатында егеуқұйрықтарға пробиотикалық өнімдер беріліп, олардың әсері зерттелді. Барлығы 35 егеуқұйрықтан гистологиялық зерттеу жүргізілді. 

Пробиотикалық өнімнің әсері:

· №1 консорциумынан жасалған пробиотикалық өнім алкогольдік зақымдану жағдайында оң нәтиже көрсетті.

· Бұл пробиотик егеуқұйрықтардың сыртқы көрінісін жақсартты және дене жағдайын түзетіп, жалпы физикалық жағдайының жақсарғанын көрсетті.

· Пробиотиктердің әсері бауырдың құрылымын қалпына келтіруге көмектесті, бұл оның функционалдық жағдайының жақсарғанын дәлелдейді.

· Сонымен қатар, бауырдағы патологиялық өзгерістердің жеңілдеуіне ықпал етіп, алкогольдік зақымданудың әсерін әлсіретті.

Алкогольмен индуцирленген бауырдың зақымдану үлгісі оның қорғаныс әсерінің жоғары екенін көрсетеді. Жақында жүргізілген зерттеуде егеуқұйрық моделінде L. plantarum-ның алкогольмен индуцирленген бауырдың зақымдануына пайдалы әсері зерттелген. Нәтижелер пробиотиктермен емделген жануарларда ALT, LPS және қабыну медиаторлары (IL-6, TNF-α) деңгейлерінің айтарлықтай төмендегенін көрсетті. Сонымен қатар, TLR-4 және MDA экспрессиясының төмендеуі бауырдағы антиоксидантты ферменттердің белсенділігінің жоғарылауына әкеледі. Жалпы, L. plantarum алкогольмен байланысты бауыр ауруларын емдеуге перспективалы үміткер ретінде дәлелденді [288]. 
L. plantarum және L. rhamnose сүтқышқылды бактериялары жануарларға белгілі бір дозада енгізілгенде айтарлықтай салмақ жоғалтуға себеп болды. Бұл бактериялармен емделген бақылау тобының тышқандары майлы тағамды жеуді жалғастыра отырып, бауыр функциясы мен қан параметрлерінде, атап айтқанда жалпы холестерин (ЖХ), триглицеридтер (ТГ) және төмен тығыздықтағы липопротеиндер (ЛПНП) деңгейлерінің төмендегенін көрсетті [289]. L. brevis (100 және 500 мг/кг) тәулігіне бір рет 35 күн бойы сынақ жануарларына енгізілген, нәтижесінде бірнеше параметрлер зерттелген. Нәтижелер бауыр ферменттерінің (ALT және AST), липидтік профильдердің (ТГ және ТС) айтарлықтай төмендеуін және бауырдағы TNF-α мРНҚ, стеролды байланыстырушы ақуыз-1 (SREBP-1) және стеролды реттеуші элемент-байланыстырушы ақуыз-2 (SREBP-2) шамадан тыс экспрессиясын көрсетті. Сонымен қатар, ішектегі жылу соққысы ақуыздарының 25 (HSP25) мРНҚ экспрессиясының жоғарылағаны анықталды [290]. 
Сонымен қатар, изоляцияланған гепатоциттердің ультрақұрылымдық ұйымдасуы зерттеліп, олардың өсу динамикасындағы жасушаішілік өзгерістер сипатталды. Гепатоциттердің нативтік қасиеттерін сақтай отырып өсіру әдісін жасау әртүрлі сыртқы факторлардың, химиялық қосылыстардың және жаңа дәрілік препараттардың гепатоуыттық әсерлерін зерттеу қажеттілігімен, сондай-ақ бауырдың тұқым қуалайтын немесе терминалдық ауруларын емдеумен байланысты. Бастапқы гепатоциттердің өсу үлгілері бауыр метаболизмін, секрециясын және регенерациясын зерттеуде қолданылды. Гепатоциттердің өсуі стандартты қоректік ортада жүргізіліп, динамикасы протондық цитофлуориметрия, жарық және электрондық микроскопия әдістерімен бағаланды. Стандартты ортада өсірілген бастапқы гепатоциттерде базальды аутофагияның күшеюі байқалды, ол негізінен гликофагия және митофагия түрінде көрініс тапты. Аутофагия стандартты жағдайда өсірілген гепатоциттердің жасушалық гомеостазын сақтауға мүмкіндік беретін маңызды механизм болып табылады [291]. 
Пробиотиктердің NAFLD (майлы бауыр ауруы) ауруындағы терапевтік әсері бірнеше рандомизацияланған клиникалық зерттеулерде (RCT) зерттелген. Пробиотикалық штаммдардың құрамы мен қосымша қоспалар олардың тиімділігіне айтарлықтай әсер етеді. Бір ай бойы Lactobacillus acidophilus қабылдағаннан кейін бауыр ферменттері, атап айтқанда аспартат аминтрансфераза (AST) және аланин аминтрансфераза (ALT) деңгейлері айтарлықтай төмендегені, сондай-ақ кейбір науқастарда диспепсиядан жеңілдеу байқалғаны туралы 30 пациентті қамтитын зерттеу нәтижелері көрсеткен [292]. 
Уланған егеуқұйрықтардың қанындағы биохимиялық көрсеткіштер зерттеліп, бауыр мен бүйрек қызметінің бұзылуы айқындалған. Интоксикация кезінде трансаминазалар деңгейі жоғарылап, ақуыз және липид алмасуы өзгеріске ұшыраған. Тагансорбент қолдану арқылы уытты әсерлердің айтарлықтай төмендегені байқалған. Бұл деректер менің зерттеу тақырыбыма сәйкес келеді, себебі пробиотиктердің, әсіресе сүтқышқылды бактериялардың, бауыр патологиясында қорғаушы рөл атқаратынын дәлелдейді. Улы факторлардан зақымданған жағдайда метаболизмді қалпына келтіруде табиғи биопрепараттардың тиімділігі ғылыми тұрғыдан маңызды. [293].

Сонымен қатар, 30 күн бойы пробиотикалық өнім берілгеннен кейін егеуқұйрықтардың бауырларындағы өзгерістері зерттелді. Бұл кезеңде бірнеше маңызды өзгерістер байқалды:

· №1 консорциум өнімін қолданған егеуқұйрықтарда ішкі құрсақ қуыс бауырлары қалыпты болды, бауыры таза екені байқалды. Бұл өнімнің тиімділігін және оның организмдегі оң әсерін көрсетеді.

· №2 консорциум өнімін қолданған егеуқұйрықтарда ішкі құрсақ қуыс бауырларында аздап өзгерістер байқалды. Бұл асқазан-ішек жолдарында дисбактериоздың пайда болуымен сипатталды, алайда бауыр қалыпты жағдайда болды.

· №3 консорциум өнімін қолданған егеуқұйрықтарда дисбактериоз, асқазан көлемінің ұлғаюы және бауырда дақтардың пайда болуы секілді өзгерістер байқалды.

Зерттеу нәтижелері бие сүтінен жасалған пробиотикалық консорциумның алкогольмен зақымдалған бауырды қалпына келтіруде тиімді құрал екенін көрсетті. Пробиотикалық өнім алкогольдің токсикалық әсерін айтарлықтай төмендетіп, бауырдың құрылымын қалпына келтіріп, оның функцияларын жақсартты. Сондай-ақ, егеуқұйрықтардың денсаулығы жақсарып, физикалық белсенділік артты, ал бауырдағы қабыну деңгейі азайып, регенерация процестері күшейді. 
Дегенмен, әр консорциумның нәтижелері әртүрлі болғандықтан, әсіресе 3-консорциумның кейбір жағымсыз әсерлері байқалды. Осыған байланысты, оның тиімділігі мен ықтимал жанама әсерлерін тереңірек зерттеу қажет екендігі айқын болды. 

Гистологиялық зерттеу нәтижелері бойынша бауырда әртүрлі өзгерістер байқалды. №1 консорциумның пробиотикалық өнімін қолданған егеуқұйрықтардың бауырында айқын қабыну процестері мен жасушалық өзгерістер байқалмады. Бұдан басқа, олардың бауыр жасушаларының құрылымында айтарлықтай өзгерістер, соның ішінде гепатоциттердің зақымдануы немесе некрозы анықталмады. Зерттеу барысында өнімнің жанама әсерлерінің болмауы немесе минималды деңгейде болуы ықтимал. Бұл зерттеу нәтижелері, №1 консорциумның пробиотикалық өнімінің бауыр функциясына әсері жағымды екендігін және бауырда патологиялық өзгерістерді туғызбайтынын көрсетті.

2.5 Эксперименталды егеуқұйрықтардың бауыр тіндерінің гистоморфологиялық бағалануы 

«Бауыр тіндерінің гистологиялық талдауы қазіргі гепатологиялық тәжірибеде маңызды» [294]. Бауыр биопсиясының үлгілері формалинмен фиксацияланып, парафинге салынып, қалыңдығы 5 мкм болатын кесінділерге бөлінді. Мата шынылар гистопатологиялық бағалау үшін гематоксилин мен эозинмен боялды, ал фиброзды бағалау үшін Sirius Red қолданылды. Sirius Red бойынша оң аймақтар ImageJ бағдарламалық жасақтамасы арқылы сандық тұрғыда анықталды (сурет 14) [295].
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Сурет 14 - Бақылау топтарының гистологиялық көрінісі

Егеуқұйрықтардың бақылау тобына қатысты айтқанда, бақылау тобындағы аталық егеуқұйрықтар ешқандай пробиотикалық өнім немесе басқа да зерттеу заттарын қабылдамаған. Бұл топ зерттеу нәтижелерін салыстыру үшін қолданылды, яғни оларды тек қана стандартты жағдайларда күтіп-бағу және бақылау жүргізілді. Бақылау тобындағы егеуқұйрықтардың бауырындағы гистологиялық зерттеулер, әдетте, пробиотикалық өнімдермен салыстырғанда өзгеріссіз, қалыпты күйде болатындығын көрсетті. 
Бұл бақылау тобының мәліметтері эксперименттік топтағы өзгерістерді нақты бағалауға мүмкіндік береді және зерттеу нәтижелерінің пробиотикалық өнімнің әсерінен болғанын анықтауға көмектеседі. Әрбір гистологиялық кескіндер, гематоксилинмен боялған, ұлғайтылуы х100 болды. Төменде егейқұйрықтың 2-ші тобы көрсетілген. 
Зерттеу нәтижелері бойынша, егеуқұйрықтарға 40% алкоголь берілген, ал кейіннен алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтарға үш түрлі консорциум берілген. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес, тек №1 консорциум қолданылған егеуқұйрықтардың бауырына оң әсері байқалды. Бұл нәтиже, негізінен, аталық егеуқұйрықта №1 консорциумның құрамындағы пробиотиктер мен басқа биоактивті компоненттердің алкогольдің әсерінен туындаған бауырдың зақымдануын қалпына келтіруде немесе қорғауда тиімді екенін көрсетеді (сурет 15).
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Сурет 15 -  2-ші топтың гистологиялық көрінісі
№1 консорциумның тиімділігі: бауыр жасушаларының қалпына келуіне көмектесетін микроорганизмдер немесе басқа белсенді ингредиенттерді қамтиды. Ол бауырдың қабынуын азайтып, гепатоциттерді қалпына келтіру үшін қорғаныш әсерін көрсетті. №2 және №3 консорциумдардың әсері: бұл консорциумдарда алкогольдің зақымдауынан кейін бауырда айтарлықтай қалпына келу немесе өзгерістер байқалмады (сурет 16).
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Сурет 16 - 3-ші топтың гистологиялық көрінісі

3-ші топта алкоголь токсин ретінде әрекет етіп, бауырда қабыну реакциясын тудырды. Бұл жерде иммундық жасушалар (мысалы, нейтрофилдер мен макрофагтар) жиналып, бауырдың айналасында қабыну ошағы пайда болғанын байқауға болады. 

Зерттеу барысында аталық егеуқұйрықтарға №1 консорциумның әсері оң нәтиже бергенін көрсетті. Бұл консорциумның құрамындағы пробиотиктер мен басқа биологиялық активті компоненттер алкогольдің әсерінен зақымдалған бауыр құрылымын қалпына келтіруге немесе қорғауға ықпал еткен. Гистологиялық зерттеулер нәтижесінде №1 консорциумды қолданған егеуқұйрықтардың бауырында келесі оң өзгерістер байқалды. Сонымен қатар, №1 консорциумның әсері алкогольдің зақымдаушы әсерінен бауырда қабыну мен майлы дегерацияны азайтып, жасушалық регенерация мен функционалдық қалпына келуді жақсартты. Бұл консорциумның тиімділігі бауырды қорғау және алкогольдің токсикалық әсерлерін төмендетуде маңызды рөл атқаратынын көрсетті.

Алынған нәтижелерге сәйкес, 4 топтағы егеуқұйрықтардың арасында басқа  топтағы аталық егеуқұйрықтарда алкогольдің қатты кері әсері байқалды. Гистологиялық зерттеу нәтижелеріне сүйенсек, алкоголь тұтынған аталық егеуқұйрықтардың бауырында стеатоз (май басу) айқын көрінді. Стеатоз — бұл бауыр жасушаларында май қышқылдарының жиналуының нәтижесінде дамитын патологиялық жағдай, ол гепатоциттерде май тамшыларының жиналуынан байқалады. Бұл процесс бауырдың қалыпты функциясын бұзады, гепатоциттердің құрылымдық өзгерістеріне және метаболизмнің бұзылуына әкеледі (сурет 17).
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                               Сурет 17 -  4-ші топтың гистологиялық көрінісі 
Сонымен қатар, гистологиялық зерттеу барысында бауырда қабыну инфильтраттары, гепатоциттердің некрозы және қабыну ошақтарының болуымен қатар, фиброз белгілері де байқалған болуы мүмкін, бұл алкогольдің әсерінен бауырдың зақымдануының көрінісі болып табылады. Ал, №1 консорциум пробиотикалық өнімі осы алкогольдік зақымдануларға қарсы оң нәтиже көрсетті. Гистологиялық зерттеулер нәтижесінде, бұл консорциум бауырда қабыну процестерін азайтып, стеатоздың деңгейін төмендетіп, гепатоциттердегі майлы дегенерацияны айтарлықтай азайтты. Сонымен қатар, жасушалық регенерация және функционалдық қалпына келу көрсеткіштері жақсарды. Бұл №1 консорциумның құрамындағы пробиотиктер мен биоактивті компоненттердің бауырдың құрылымын және қызметін қалпына келтіруде тиімді әсер ететінін дәлелдейді.

Қорытындылай келе, №1 консорциумның қолданылуы алкогольмен зақымданған бауырда қабыну мен майлы дегенерацияны азайтып, бауырдың құрылымын қалпына келтіруге және функционалдығын жақсартуға көмектеседі.

Зерттеу барысында 40% алкогольмен зақымдалған егеуқұйрықтардың бауырының гистологиялық көрінісі егжей-тегжейлі зерттелді. Бұл зерттеуде алкогольдің бауыр тініне тигізетін токсикалық әсерін бағалау мақсатында төрт түрлі топқа бөлініп, әр топқа пробиотикалық консорциум өнімдері берілді. Алынған нәтижелер осы әсерлерді толық көрсетті және әр консорциумның тиімділігін бағалауға мүмкіндік берді.

1.Бақылау топтары (қалыпты жағдай): Бақылау топтарындағы егеуқұйрықтардың бауыр құрылымы қалыпты болды. Гистологиялық кесінділерде бауыр жасушаларының құрылымы сау және өзгеріссіз күйде болғаны анықталды. Бұл нәтижелер алкогольдің токсикалық әсерінен таза және қалыпты бауыр тіндерінің жағдайын көрсетеді.

2.Алкогольмен зақымдалған бауыр (алкогольдік токсикалық әсер): Алкоголь берілген егеуқұйрықтарда бауырдың гистологиялық көрінісі айтарлықтай өзгерді. Бауыры ісініп, түсі бұлыңғыр болып, ақшыл-сары майлы дөңгелекше тәріздес денелердің пайда болғаны анықталды. Бұл өзгерістер бауырда майлы заттардың жиналып, стеатоз (майлы бауыр ауруы) дамуын көрсетеді. Майлы түйіршіктердің байқалуы бауыр жасушаларында метаболикалық бұзылыстардың болуын білдіреді, бұл алкогольдің бауырға тигізетін ұзақ мерзімді токсикалық әсерінің нәтижесі.

3. Алкоголь берілгеннен кейін пробиотикалық өнім қолданылған топтар:

- №1 консорциум (бие сүтінен жасалған пробиотикалық өнім):

Бұл топтағы егеуқұйрықтардың бауыр ұлпасында айтарлықтай жақсартулар байқалды. Алкогольдік токсикалық әсерлердің әлсіреуі, бауыр құрылымының қалпына келуі және клеткалық деңгейде деградацияның бәсеңдеуі байқалды. Атап айтқанда, 3-ші топтағы аталық үлгісі мен 4-ші топтағы аталық үлгісіндегі бауыр ұлпасында алкогольдің әсерінен кейінгі өзгерістер айтарлықтай азайғаны анықталды. Бұл пробиотикалық өнімнің бауырдың құрылымын қалпына келтірудегі тиімділігін дәлелдейді.

-
№2 және №3 консорциумдары:

Осы консорциумдардың құрамынан алынған пробиотикалық өнімдер де алкогольмен зақымдалған бауырды емдеуде белгілі бір тиімділік көрсетті. Алайда, олар №1 консорциумға қарағанда аздап әсер етті. Бұл топтарда бауырдағы майлы заттардың жиналуы мен басқа да өзгерістердің біраз сақталуы байқалды. Ең жақсы нәтиже №1 консорциумымен байқалды, ал №2 және №3 консорциумдары алкогольдің әсерін жеңілдетсе де, толық қалпына келтіруге мүмкіндік бермеді. Алкогольдік зақымданудан кейін бауырда майлы дистрофияның дамуы мен клеткалық деградация байқалды, бұл алкогольдің бауыр тініне зиянды әсерін дәлелдейді. Дегенмен, бие сүтінен жасалған №1 консорциум сияқты пробиотикалық өнімдер алкогольдің токсикалық әсерін төмендетіп, бауырдың құрылымын қалпына келтіруге айтарлықтай көмектесті. Бұл консорциум бауырда қабыну деңгейін төмендетіп, регенерация процесін күшейтті.

№2 және №3 консорциумдары да пробиотикалық өнім ретінде белгілі бір дәрежеде тиімділік көрсеткенімен, олардың әсері салыстырмалы түрде төменірек болды. Аталған консорциумдар енгізілген жануарлар тобында гепатоциттердегі дистрофиялық өзгерістердің айтарлықтай азайғаны байқалғанымен, бауырдың морфологиялық құрылымының толық қалпына келуі байқалмады. Мысалы, орталық венаның айналасында аз мөлшерде болса да қан іркілуі сақталған, гепатоцит ядроларының айқындалуы әлсіз, ал кейбір жерлерде майлы тамшылардың жойылмаған ошақтары қалды.

Бұл жағдайлар пробиотиктердің құрамына кіретін штаммдардың комбинациясы, олардың метаболикалық белсенділігі, адгезивті қасиеттері мен антагонистік әсерлерінің әртүрлі болуына байланысты болуы мүмкін. Сонымен қатар, әр консорциумдағы штаммдардың өзара синергиясы немесе керісінше – антагонизмі де өнім тиімділігіне әсер етеді. Пробиотикалық консорциумдардың құрамын жетілдіру – олардың иммуномодуляторлық, гепатопротекторлық және микробиота-регуляторлық қасиеттерін күшейтудің басты жолы.

Сондықтан №2 және №3 пробиотикалық консорциумдарының бірқатар оң әсері бола тұра, бауырдың толық морфологиялық және функционалдық қалпына келуіне қол жеткізе алмауы олардың клиникалық немесе тағамдық қолданыс алдында толық зерттеуді қажет ететінін көрсетеді. Бұл жағдай пробиотикалық өнімдер арасындағы тиімділікті салыстырып бағалау қажеттілігін туындатып, болашақта синергиялы әсері жоғары штаммдар комбинациясын іріктеу мәселесін алға тартады.

♂    Бақылау
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Сурет 18 -  Бақылау тобының гистологиялық көрінісі
Бақылау тобына жататын егеуқұйрықтардың бауыр тіндерінде анатомо-гистологиялық құрылым қалыпты күйінде сақталғаны байқалды. Гистологиялық кесінділерде бауырдың лобулярлы құрылымы жақсы сақталған:

· Алтыбұрышты бауыр бөлігінің ортасында орналасқан орталық вена айқын көрінді;

· Оған бағытталған синусоидты капиллярлар радиалды түрде тармақталып, орталық венамен байланысқан;

· Гепатоциттер бағана тәрізді қатарласа орналасқан, олардың ядролары анық, дөңгелек пішінді, тығыз хроматинмен ерекшеленді;

· Мембраналары бүтін, цитоплазмалық құрылымдар зақымдалмаған.

Бұл көрініс – сау бауырдың құрылымдық тұтастығын және жасушалардың қалыпты морфофункциялық белсенділігін білдіреді.

♂  Алкоголь қабылдаған
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Гематоксилинмен боялған.

Ұлғайтылуы х 100
Сурет 19 -  Алкоголь берілген топтың гистологиялық көрінісі
Алкогольді ұзақ мерзімді қабылдаған топтағы жануарлардың бауыр тіндерінде айқын деструктивті өзгерістер байқалды:

· Гепатоциттердің тарылуы – жасуша көлемінің кішірейіп, цитоплазманың жиырылуы, бұл гипоксия мен токсин әсерінің белгісі;

· Ядролардың айқын көрінбеуі – жасушалық апоптоздың немесе некроздың белгісі. Ядроның жойылуы — жасушаның тіршілік қабілетінің жоғалғанын көрсетеді;

· Майлы тамшылардың пайда болуы – бұл стеатоз деп аталады (бауырдың майлы дегенерациясы). Кейбіреулері бірігіп макровезикулярлы майлы өзгеріс тудырып, ірі май тамшылары түрінде көрінеді;

· Орталық венада қан ұюы – стааз және микроциркуляция бұзылыстары, қан ағымының тежелуі немесе тромб түзілуі бауырдың қанмен қамтамасыз етілуіне кедергі келтіреді;

· Синусоидтардың тарылуы – гепатоцеллюлярлық ісінулер мен қабыну процестерінен туындайтын микроциркуляциялық бұзылыс;

Кейбір жағдайларда фиброздық элементтер байқалып, бұл бауырда цирроздың бастапқы белгілері болуы мүмкін екенін көрсетеді. Бұл өзгерістер бауырдың морфофункциялық зақымдануын, әсіресе алкогольдік бауыр ауруының (АБА) орташа және ауыр сатыларындағы типтік көріністерді сипаттайды.

♂ Пробиотик қабылдаған
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Ұлғайтылуы х 100
Сурет 20 -  Пробиотикалық өнім берілген топтың гистологиялық көрінісі
Пробиотикпен өңделген жануарлардың бауыр тіндерінде оң өзгерістер байқалды. Бұл нәтижелер пробиотиктердің гепатопротекторлық әсерін дәлелдейді: Гепатоциттердегі май тамшылары жойылған – бұл стеатоздың регрессиясы, яғни бауыр жасушаларының метаболизмінің қалпына келуін көрсетеді; Орталық венада қан ұюы ыдыраған – пробиотиктер арқылы қан айналымы жақсарған, микроциркуляция қайта қалпына келген; Ядро мен мембраналардың айқын көрінуі – гепатоциттердің құрылымы және тіршілік белсенділігі қалпына келгендігін білдіреді; Синусоидтардың қалыпқа келуі – бұл гепатоциттердің физиологиялық қызметі қалпына келгенін, жасушалық ісінудің жойылғанын көрсетеді.

ҚОРЫТЫНДЫ
Қорытындылай келе, зерттеу барысында көрсетілген төрт негізгі кезең бойынша алынған нәтижелер төмендегідей қорытындыланды:

1.Сүтқышқылды бактериялардың 16-на скрининг жүргізілді. Олардан  Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4, Lactobacillus paracasei S-612, Lactobacillus plantarum S-106, Lactobacillus plantarum S-414, Lactobacillus rhamnosus S-811 бактериялар белсенді екендігі анықталды. 
2.Белсенді штаммдардан үш түрлі консорциум: №1 консорциум (Pediococcus acidilactici S-1 (бие сүті), Lactobacillus brevis S-2 (бие сүті), Lactobacillus plantarum d-3 (бие сүті), Lactobacillus fermentum d-4 (сүзбе)); №2 консорциум (Lactobacillus paracasei S-612 (шұбат), Lactobacillus plantarum S-106 (шұбат), Lactobacillus plantarum S-414 (сиыр сүті), Lactobacillus rhamnosus S-811 (айран)); №3 консорциум (Pediococcus acidilactici S-1 (бие сүті), Lactobacillus brevis S-2 (бие сүті), Lactobacillus plantarum d-3 (бие сүті), Lactobacillus fermentum d-4 (сүзбе)) (Lactobacillus paracasei S-612 (шұбат), Lactobacillus plantarum S-106 (шұбат), Lactobacillus plantarum S-414 (сиыр сүті), Lactobacillus rhamnosus S-811 (айран) құрастырылды.
Осы консорциумдардың ішінде бие сүті негізінде қалыптастырылған №1 консорциум (Pediococcus acidilactici S-1, Lactobacillus brevis S-2, Lactobacillus plantarum d-3, Lactobacillus fermentum d-4) ең жоғары белсенділік көрсетті және оның негізінде пробиотикалық өнімдер әзірленді.

3. Алкогольдік интоксикациядан кейін бауырдың қалпына келу үдерістеріне пробиотиктің әсерін растайтын жануарларда салыстырмалы зерттеулер жүргізілді.
- Бақылау тобы: бауыр тінінде гексагоналды құрылымды бөлікшелердің ортасында айқын көрінетін орталық вена анықталды, оған синусоидты капиллярлар құйылды. Гепатоциттердің ядролары мен плазмалық мембраналары жақсы айқындалған, жасушалар өзіне тән сәулелі (балкалы) құрылымдар түрінде орналасқан.

-Алкоголь қабылдаған жануарларда: гепатоциттердің тарылуы, ядролардың айқын көрінбеуі, май тамшыларының пайда болуы байқалды, олардың бір бөлігі ірі тамшыларға бірікті. Орталық венада қанның ұюы анықталды, синусоидтар тарылған. Мұндай өзгерістер бауырдың қатерлі ісікке және цирроздың дамуына әкелуі мүмкін.

-Пробиотик қабылдағын жануарларда: гепатоциттердегі майлы қосындылар жойылды, орталық венадағы қан ұйындылары толықтай жойылды, жасушалардың ядролары мен мембраналары айқын көріне бастады, синусоидтардың құрылымы қалыпқа келді.

4. Алынған нәтижелерге сәйкес консорциумға қатысты депонирлеу туралы куәлік (коллекция берген K-PKM 1115 нөмірі) және патент (№9439) алынды. №1 консорциум бауырдың құрылымдық ұйымдасуын қалпына келтіру үшін қолдануға ұсынылды. Сонымен қатар, зерттеу нәтижелері: Қазақстан-Ресей медициналық университетінің (Алматы қ.) Микробиология және гистология кафедрасының оқу материалдарына; "Биомедпрепарат" ЖШС (Астана қ.) өндірісінің зерттеу жұмысына енгізілді.
Зерттеудің барлық төрт кезеңінде алынған нәтижелер пробиотикалық консорциумдардың тиімділігін айқын дәлелдеді. Алкогольдің интоксикациялық әсерінің төмендеуі, бауыр құрылымының жақсаруы, иммундық жүйе қызметінің қалыпқа келуі және метаболикалық процестердің қалпына келуі анықталды. Бұл көрсеткіштер пробиотикалық өнімдердің бауыр регенерациясына оң әсер беретіні айқын дәлелденді. Алынған деректер пробиотикалық консорциумдардың адам денсаулығына және ішкі ағзалардың қызметіне қолайлы ықпалы туралы маңызды ғылыми ақпарат береді. Сонымен қатар, олардың әрі қарай қолданылуында әрбір консорциумның тиімділігін ғана емес, ықтимал жанама әсерлерін де ескеру қажеттігі айқындалды, бұл өз кезегінде олардың сапасын жетілдірудің өзектілігін көрсетеді.
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Ғылыми-аналитикалық орталығына эксперименттік әдісін енгізу актісі
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Ғылыми – зерттеу жұмысы нәтижелерін оқу үрдісіне ендіру актісі
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