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РЕФЕРАТ

Отчёт 30 с, 4 рис., 39 источн.,  2 прил.
КИШЕЧНАЯ НЕПРОХОДИМОСТЬ, ОПУХОЛЬ КИШЕЧНИКА, БАКТЕРИАЛЬНАЯ ТРАНСЛОКАЦИЯ, БИОМАРКЕРЫ, 16s rRNA,  ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ РЕАКЦИЯ 
В исследование планируется включить 50 пациентов, разделенных на две группы: 
- группа 1 – 25 пациентов, оперированных по поводу опухолей толстого кишечника с острой кишечной непроходимостью;
- группа 2 – 25 пациентов, оперированные по поводу опухолей толстого кишечника без острой кишечной непроходимости (плановые операции).  
Цель проекта - определить диагностическую и прогностическую значимость бактериальной транслокации в качестве предиктора развития осложнений у пациентов с острой кишечной непроходимостью опухолевого генеза путем оценки взаимосвязи биомаркеров LBP, sCD-14 в системном кровотоке с детекцией генов микроорганизмов в мезентериальных лимфатических узлах.
За отчетный период выполнен первый этап НИР, целью которого является оформление договоров с поставщиками и закуп необходимых реактивов и расходных материалов; разработка стандартных операционных процедур и построение алгоритма проведения исследования, начат забор биологического материала для дальнейшего определения биомаркеров бактериальной транслокации из просвета кишечника в системный кровоток с помощью методов иммуноферментного анализа и полимеразной цепной реакции.
Полученные результаты: 
-    оформлены договора с поставщиками и начат закуп необходимых реактивов и расходных материалов;
· разработаны стандартные процедуры по забору, транспортировке и хранению биологического материала, а также по детекции бактериальной транслокации в мезентериальных лимфатических узлах с помощью полимеразной цепной реакции;
· начат забор материала (венозная кровь и мезентериальные лимфатические узлы) для определения биомаркеров бактериальной транслокации.
Область применения: медицина, хирургия, иммунология, молекулярная генетика.

РЕФЕРАТ

Есеп 30 бет, 4 сурет, 39 дереккөз, 2 қосымша.
ІШЕК ӨТІМСІЗДІГІ, ІШЕК ІСІГІ, БАКТЕРИЯЛЫҚ ТРАНСЛОКАЦИЯ, БИОМАРКЕРЛЕР,  16S rRNA, ПОЛИМЕРАЗДЫ ТIЗБЕКТI РЕАКЦИЯ.
Зерттеу барысында екі топқа бөлінген 50 пациентті қосу жоспарлануда:
-	1 топ- жедел ішек өтімсіздігі бар, тоқ ішек ісіктері бойынша операция жасалған 25 науқас;
-	2 топ- жедел ішек өтімсіздігі жоқ, тоқ ішек ісіктері бойынша операция жасалған 25 науқас (жоспарлы операциялар).
Жобаның мақсаты- жүйелік қан ағымындағы LBP, sCD-14 биомаркерлерінің мезентериялық лимфа түйіндеріндегі микроорганизмдер гендерінің детекциясымен өзара байланысын бағалау арқылы табғаты ісікті болып табылатын жедел ішек өтімсіздігі бар пациенттерде асқынулардың дамуының болжау үшін предиктор ретінде бактериялық транслокацияның диагностикалық және болжамдық маңыздылығын анықтау.
Есепті кезеңде ҒЗЖ-ның бірінші кезеңі орындалды, яғни оның мақсаты жеткізушілермен шарттарды ресімдеу және қажетті реактивтер мен шығыс материалдарын сатып алу; стандартты операциялық рәсімдерді өңдеу және зерттеу жүргізу алгоритмін құру болып табылады, сонымен қатар, иммуноферментті талдау және полимеразды тізбекті реакция әдістерінің көмегімен ішектердің саңылауынан жүйелік қан ағымына бактериялық транслокацияның биомаркерлерін одан әрі айқындау үшін биологиялық материалды алу басталды.
Алынған нәтижелер:
- жеткізушілермен шарттар ресімделді және қажетті реактивтер мен шығыс материалдарын сатып алу басталды;
- биологиялық материалды алу, тасымалдау және сақтау, сондай-ақ полимеразды тізбекті реакция арқылы мезентериялық лимфа түйіндерінде бактериялық транслокацияны анықтау бойынша стандартты процедуралар жасалды;
- бактериялық транслокацияның биомаркерлерін анықтау үшін материал алу басталды (көк тамырлық қан және мезентериялық лимфа түйіндері).
Қолдану саласы: медицина, хирургия, иммунология, молекулалық генетика.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

	


В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения
БТ – бактериальная транслокация
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота
ИФА – иммуноферментный анализ
МЛУ – мезентериальные лимфатические узлы
НАО «МУК» – Некоммерческое акционерное общество «Медицинский университет Караганды»
ОКН – острая кишечная непроходимость
ПЦР – полимеразная цепная реакция
СОП – стандартная операционная процедура
16s rRNA - 16s ribosomal ribonucleic acid (16s субъединица рибосомальной рибонуклеиновой кислоты)
LBP – lipopolysaccharide-binding protein (липополисахарид-связывающий белок)
sCD14 - пресепсин
SIRS – systemic inflammatory response syndrome






ВВЕДЕНИЕ

Острая кишечная непроходимость (ОКН) составляет 20% всех случаев острой хирургической патологии брюшной полости. Не смотря на современные подходы в диагностике и лечении ОКН, послеоперационная летальность при данной патологии составляет от 5 до 32%, а в 23% случаев возникают осложнения [1,2,3]. Одним из грозных инфекционно-воспалительных осложнений ОКН является сепсис. При ОКН, вызванной опухолями толстого кишечника, сепсис возникает от 1,7 до 10,5% случаев [4,5,6,7]. Зачастую диагноз «сепсис» при ОКН выставляется не всегда, так как нет конкретного очага инфекции, но есть признаки SIRS (systemic inflammatory response syndrome) и органные дисфункции. Главным компонентом развития сепсиса при ОКН является бактериальная транслокация (БТ) [8]. 
Бактериальная транслокация - это проникновение кишечных бактерий или их продуктов через слизистую оболочку кишечника в мезентериальные лимфатические узлы и далее в обычно стерильные ткани и внутренние органы. Впервые предположительная миграция бактерий из кишечника была описана в 1881 году Дюрвандирингом [9], а термин «бактериальная транслокация» впервые ввели R.D. Berg и A.W. Garlington в 1979 году. Иммунная система здорового организма быстро реагирует на вторжение патогенных микроорганизмов, тем самым предотвращая их миграцию из кишечника в системный кровоток [10]. Так как тяжелобольных пациентов обычно сопровождают системный иммуннодефицит или иммуносупрессия, иммунная система не в состоянии ликвидировать патогенные бактерии, что приводит к неконтролируемой БТ. В клинической практике изучение феномена БТ затруднено, из-за невозможности исследования материала различных тканей и органов для бактериологического исследования, при этом данный метод обладает низкой чувствительностью и позволяет определить по большей части аэробную флору и может давать ложноотрицательные результаты. Поэтому необходимы другие надежные и достоверные маркеры БТ, поиск которых может быть осуществлен в данном клиническом исследовании [11]. 
На сегодняшний день есть несколько методов детекции БТ:  
1) прямой -  определение 16s rRNA в мезентериальных (брыжеечных) лимфоузлах (МЛУ); 
2) косвенные - выявление в сыворотке крови липополисахарид-связывающего белка (LPS-binding protein или LBP) и  пресепсина (sCD14).
Мезентериальные лимфатические узлы и сосуды, вероятно, являются наиболее важным путем распространения бактерий из кишечника в кровь и другие органы. В МЛУ происходит лимфодренаж из тонкой кишки, слепой кишки и проксимального отдела толстой кишки, и, поскольку МЛУ обычно стерильны, присутствие в них жизнеспособных бактерий является маркером повышенной проницаемости кишечного барьера и бактериальной транслокации [12,13].
LBP - это белок, синтезируемый гепатоцитами.  Он играет важную роль в распознавании основного компонента наружной стенки бактерий – липополисахарида (ЛПС), сенсибилизирует рецепторы макрофагов, моноцитов и нейтрофилов к ЛПС бактерий, тем самым активируя воспалительный сигнальный путь [14,15]. Ряд исследований показал, что LBP является надежным биомаркером микробной транслокации и развития сепсиса [16,17].
sCD14 является растворимым концевым фрагментом рецептора макрофагов CD14, обладает высоким сродством к ЛПС стенок грамотрицательных бактерий и пептидогликанам грамположительных бактерий [18,19]. Пресепсин идентифицирован как биомаркер ранней фазы сепсиса и его уровень является прогностическим значимым фактором исходов у пациентов с сепсисом [20,21,22].
На основании анализа статей в базах данных публикаций Web of Science и Scopus можно сказать, что интерес исследователей разных стран к феномену БТ растет, так же, как и к проблеме ОКН опухолевого генеза. При анализе исследований в базах данных публикаций было обнаружено, что более 60% работ были экспериментальные, а большая часть клинических исследований проведена у пациентов с ВИЧ-инфекцией и циррозом.  БТ при ОКН еще недостаточно изучена, как и роль микробной транслокации в развитии SIRS и инфекционно-воспалительных осложнений. Остаются открытыми вопросы диагностической ценности предлагаемых биомаркеров изучение их в динамике, а также взаимосвязи между прямыми и косвенными маркерами БТ. Эти нерешенные проблемы требуют дальнейшего углубленного изучения, в связи с чем в целях ранней диагностики инфекционно-воспалительных осложнений необходимо изучение LBP и sCD-14 и 16sRNA, как маркеров БТ у пациентов с ОКН опухолевого генеза, а также у пациентов после планового оперативного вмешательства по поводу опухоли толстого кишечника.
Научный задел по тематике исследования. Результаты экспериментальных исследований на модели острой кишечной непроходимости.
Объектом исследования явились 162 половозрелых крысы с массой от 180 до 220 г., на которых были смоделированы обтурационная и странгуляционная кишечная непроходимости. Крысы с моделью обтурационной кишечной непроходимости были поделенные на подгруппы по срокам наблюдения: 1 и 3 сутки, с моделью странгуляционной непроходимости также разделена на 2 подгруппы: со сроком ОКН/реперфузии: 60 мин/1 час и 60 мин/2 часа, а также была интактная группа, для контроля проводимых методик.  Оперативные вмешательства выполнены под общей анестезией, животных выводили из эксперимента путем обескровливания в состоянии наркоза, в соответствии с п. M3.13.1. Руководства по эвтаназии животных Американской ветеринарной медицинской ассоциации [23]. 
Исследовательской группой проводилось моделирование по собственной авторской методике, которое характеризуется простотой и быстротой выполнения, воспроизводимостью, малозатратностью и высокой степенью выживаемости животных. Проведена детекция бактериальной транслокации на различных сроках развития кишечной непроходимости с помощью различных биомаркеров иммунологическими и молекулярно-генетическими методами (в том числе LBP и 16s rRNA). 
В ходе исследования максимальная частота развития микробной транслокации была выявлена в первые сутки развития непроходимости. Статистически значимых различий в группах со странгуляционной и обтурационной кишечной непроходимостью не выявлено, что может говорить о схожести патологических механизмов кишечной непроходимости, приводящих к возникновению бактериальной транслокации. В исследовании была оценена диагностическая значимость биомаркеров бактериальной транслокации в различные периоды обтурационной и странгуляционной кишечной непроходимости. Так LBP максимально увеличивался в ранние сроки обтурационной кишечной непроходимости с умеренным снижением в динамике к третьим суткам непроходимости обтурационного генеза. При странгуляционной непроходимости увеличение периода рециркуляции брыжеечного кровотока закономерно приводило к повышению уровня LBP.
В ходе научно-исследовательской работы разработана и апробирована методика молекулярно-генетического исследования крови экспериментальных животных. При обтурационной кишечной непроходимости положительные результаты на наличие бактериальной ДНК были у 60% животных, при странгуляционной - в 80% случаев, у интактных крыс результаты ПЦР были отрицательные. Данная методика детекции бактериальной транслокации чувствительна к низким концентрациям ДНК бактерий в сыворотке крови, что позволяет использовать ее как прямой метод детекции микробной транслокации.
Результаты экспериментального исследования стали основой для создания настоящего Проекта по изучению феномена бактериальной транслокации при острой кишечной непроходимости опухолевого генеза и проверки гипотез в клинической практике.
Цели и задачи научно-исследовательской работы этапа 2020 года утверждены согласно календарному плану работ (Приложение А):
-  оформление договоров с поставщиками и закуп необходимых реактивов и расходных материалов;
- разработка стандартных процедур по забору, транспортировке и хранению биологического материала;
- начало забора материала (венозная кровь и мезентериальные лимфатические узлы) для последующего определения в них биомаркеров бактериальной транслокации. 



ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР

1 Изучение бактериальной транслокации при острой кишечной непроходимости опухолевого генеза
На сегодняшний день есть несколько факторов, которые могут способствовать БТ из кишечника:
a) нарушения состава нормальной кишечной микрофлоры и избыточный бактериальный рост;
б) уменьшение выделения желчи; 
в) нарушения иммунитета;
г) циркуляторная гипоксия стенки кишечника и нарушение антиоксидантной защиты;
д) нарушение барьерной функции слизистой оболочки кишечника.
По последним данным выяснилось, что у пациентов с различными заболеваниями (острый панкреатит, тяжелые травмы, ожоги, обширные оперативные вмешательства)  изменен состав микрофлоры кишечника, характеризующийся  снижением количества комменсальных бактерий и  чрезмерным ростом патогенных микроорганизмов, в том числе  Escherichia coli, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Clostridium difficile и ванкомицин-резистентный энтерококк [24-26]. Van Praagh et al. у пациентов оперированных по поводу колоректального рака, подтвердили, что несостоятельность анастомоза и возникшие воспалительные реакции были связаны с уменьшением количества нормальной микробиоты и чрезмерным ростом патогенных бактерий [27]. Некоторые авторы связывали дисбактериоз с возникновением тяжелых осложнений при критических состояниях, включая сепсис, полиорганную недостаточность и даже смерть  [28-29].  
При механической желтухе уменьшение выделения желчи приводит к нарушениям в ретикулоэндотелиальной системе [30], нарушает активацию макрофагов,  [31], способствует избыточному бактериальному росту, а также приводит к  архитектурным и функциональным изменениям слизистой оболочки кишечника [32], тем самым увеличивая проницаемость кишечного барьера. 
У иммунокомпетентных людей патогенные микроорганизмы после прохождения слизистых и эпителиальных барьеров кишечника, попадая в МЛУ распознаются и нейтрализуются макрофагами [33], при этом не продуцируются провоспалительные цитокины и тем самым не индуцируется воспалительный ответ. Поскольку тяжелобольных пациентов обычно сопровождает системный иммуннодефицит или иммуносупрессия, врожденные и иммунные механизмы не в состоянии уничтожать патогенные микроорганизмы, следовательно нарушения иммунитета могут привести к повышенной БТ [34].
Нарушения микроциркуляции слизистой оболочки кишечника приводят к гипоперфузии, отеку слизистой, ее ишемии, увеличению свободных кислородных радикалов, разрушая цитоскелет слизистой оболочки и способствуя нарушению целостности кишечного барьера и последующей БТ [35].
При опухолях толстого кишечника нарушение кишечного барьера  возникает в месте роста самой опухоли, т.к. опухоль вызывает дисплазию эпителия, и выше обструкции опухолью за счет нарушений микроциркуляции стенки кишечника, ее ишемии и гипоксии. M. Schietroma et al. [35] после резекции толстого кишечника по поводу колоректального рака подтвердили повышенную проницаемость стенки кишечника и значительный рост эндотоксемии уже в первый послеоперационный день, что в последующем коррелировало с развитием сепсиса. Другие ученые выявили, что БТ в мезентериальные лимфатические узлы происходит у 65% больных с раком толстого кишечника с преобладанием у пациентов с III и IV стадиями рака [36]. Сегодня ряд исследователей считает, что БТ является пусковым механизмом для возникновения и усиления SIRS, который может привести к сепсису и полиорганной недостаточности [37].
Детекция бактериальной транслокации в системном кровотоке с помощью иммуноферментного анализа является косвенным показателем бактериальной транслокации. Ряд исследований показал, что уровни LBP в течение длительного времени обнаруживаются в сыворотке после бактериемии, и он является относительно надежным маркером для диагностики БТ [16,17], а sCD14 идентифицирован как биомаркер ранней фазы сепсиса и его уровень является прогностическим значимым фактором исходов у пациентов с сепсисом [20-22].
На сегодняшний день перспективным методом изучения бактериальной транслокации при ОКН является определение микробной 16s rRNA в МЛУ с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). Ген 16s rRNA содержит гипервариабельные участки, уникальные для каждого микроорганизма, и «строгие» участки, общие для всех бактерий. Существуют универсальные праймеры, которые связываются с известными общими генными последовательностями большинства бактерий [38].  Schoeffel et al. в исследовании БТ у пациентов с аденокарциномой слепой кишки сравнивали несколько методов детекции БТ, в том числе культуру МЛУ и определение 16S рРНК в МЛУ, данное исследование показало, что в брыжеечные лимфоузлы могут транслоцироваться одновременно несколько микроорганизмов, а также у одного пациента при отрицательной культуре МЛУ, были положительные ПЦР результаты. Это подтверждает, что не все бактерии обнаруживаются микробиологическими методами [39].



2 Материалы и методы исследования
2.1 Дизайн исследования
Этап темы научно-исследовательской работы 2020 г. проводился на базе Лаборатории коллективного пользования научно-исследовательского центра при НАО «МУК», а также на базе КГП на ПХВ «Многопрофильная больница №3 г. Караганды» УЗКО (онкологический центр).
Дизайн исследования представлен на рисунке 1.
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Разделение по группам: ОКН – острая кишечная непроходимость, SIRS - systemic inflammatory response syndrome, SOFA - Sequential Organ Failure Assessment

Рисунок 1 – Дизайн исследования

Критерии включения: пациенты, которым проводится плановое оперативное вмешательство по поводу опухоли толстого кишечника, пациенты с обтурационной ОКН опухолевого генеза старше 18 лет.
Критерии исключения: возраст младше 18 лет, беременные, пациенты с паралитической ОКН или ОКН неопухолевого генеза, пациенты с ВИЧ-инфекцией, циррозом печени, а также при наличии у пациента инфекционного процесса, обусловленного другой патологией.
В качестве клинико-лабораторных показателей у пациентов будут оценены – послеоперационные инфекционно-воспалительные осложнения (клиническая составляющая), а также такие лабораторные показатели, как уровень лейкоцитов с определением палочкоядерных нейтрофилов, гемоглобина, ПТИ.
		Материал исследования – сыворотка крови и мезентериальные лимфатические узлы. 
		Молекулярно-генетическое исследование на детекцию 16s rRNA в биоматериалах будет проводится на амплификаторе для ПЦР с детекцией результатов в реальном режиме времени в формате планшета BIO-RAD CFX96 в Лаборатории коллективного пользования Научно-исследовательского центра на базе НАО МУК. Для изучения возможности обнаружения бактериальной транслокации в системном кровотоке и ответной реакции макроорганизма на нее будет применен метод ИФА с различными биомаркерами в сыворотке крови: определение уровня sCD-14 (пресепсина), липополисахарид связывающего белка (LBP). Анализ будет производиться на ИФА-роботизированной системе EVOLIS.
		Обработка полученных результатов статистическими методами будет проводиться программой IBM «SPSS Statistics 20.0» с расчетом для каждого показателя биомаркеров среднего значения (М), стандартного отклонения (SD) и 95 % доверительным интервалом (CI). Проверка статистических гипотез для зависимых групп (между значениями маркеров до операции и после нее на 3-е сутки в каждой из групп) будет проводиться с помощью непараметрического Т-критерия Уилкоксона. Для 2-х независимых групп проверка статистических гипотез будет осуществляться с помощью непараметрического U-критерия Манна – Уитни. Для выявления корреляционной взаимосвязи будет рассчитан коэффициент корреляции Спирмена.  При этом α=0,05, 1-β=80%. Статистически значимыми будут считаться результаты при р<0,05.
Данное исследование одобрено Комитетом по биоэтике НАО «МУК» (протокол №16 от 19.06.2020 г.).
  	
		 



3 Результаты исследования
За отчетный период разработаны стандартные операционные процедуры по забору, транспортировке и хранению биологического материала для дальнейшего определения маркеров бактериальной транлокации иммунологическими и молекулярно-генетическими методами (Приложение Б). Методики забора, транспортировки и хранения материала для исследования стандартизированы во избежание потери биологической активности и загрязнения исходного материала, а также получения наиболее достоверных результатов ИФА и ПЦР-диагностики.
Забор, транспортировка и хранение венозной крови для проведения иммуноферментного анализа (ИФА) проводится за час до оперативного вмешательства и через  72 часа после его проведения согласно стандарту операционной процедуры «Забор, транспортировка и хранение венозной крови для исследования LBP и sCD14-ST методом ИФА», утвержденного Комитетом по биоэтике НАО «МУК» (протокол №8 от 10.11.2020г.). Забор материала для ИФА проводится в вакутейнеры (пробирки) с гелевым разделителем сыворотки и активатором свертывания (с желтой крышкой).
Основные этапы забора крови для проведения ИФА:
1)	Получить информированное согласие на проведение процедуры.
2)	На пробирке написать Ф.И.О. пациента, дату забора крови.
3)	Вымыть руки проточной водой с мылом, содержащим антисептик. Обработать кожу рук антисептиком на спиртовой основе согласно методическим рекомендациям по обработке рук сотрудников медицинских организаций РК, надеть стерильные перчатки.
4)	Подложить под локоть пациенту клеенчатый валик, наложить резиновый жгут на 10 см выше места венепункции (не более чем на 1 минуту), предложить пациенту сжать кулак.
5)	Пропальпировать вену, определить место венепункции.
6)	Обработать перчатки проспиртованным шариком или раствором антисептика.
7)	Последовательно обработать место венепункции двумя проспиртованными стерильными шариками. Движения неотрывные круговые «от центра к периферии». Диаметр обрабатываемой зоны 10 см первым шариком, затем непосредственно место пункции вторым шариком.
8)	Зафиксировать вену большим пальцем левой руки, ввести иглу в вену срезом вверх, ослабить жгут и набрать в шприц 5 мл венозной крови.
9)	Извлечь иглу, одновременно прижимая к месту венепункции сухой стерильный шарик до прекращения кровотечения. После образования сгустка наложить на место венепункции повязку либо бактерицидный пластырь. 
10)	 Заполнить пробирку до необходимого объема. Аккуратно перевернуть пробирку, равномерного перемешивания с наполнителем 5-6 раз.
11)	Вакутейнеры с забранной кровью поместить в штатив в холодильник (+4ºС - +8ºС) до момента транспортировки (максимальным сроком до 1 суток) и дальнейшего центрифугирования (рисунок 2).
12)	Использованные шарики, иглы выбросить в коробку безопасной утилизации для медицинских отходов   класса «Б» (КБУ).
13)	Снять перчатки, выбросить их в КБУ для медицинских отходов   класса «Б», вымыть руки проточной водой с мылом, содержащим антисептик. Провести обработку рук  согласно методическим рекомендациям по обработке рук сотрудников медицинских организаций РК.
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Рисунок 2 - Хранение вакутейнеров с забранным материалом в штативе 
в холодильнике при +4ºС - +8ºС до момента транспортировки

Транспортировка биоматериала:
1)	Транспортировка производится в специальном контейнере с охлаждающими элементами или в термосе со льдом при температуре +20 - +80 С в течение 6 часов. Пробирки при доставке должны располагаться строго вертикально. 
Хранение:
1)	Доставленные образцы отцентрифугировать в течение 20 минут при 1000 g. Убедиться, что гель полностью разделяет сыворотку от сгустка, формируя плотный барьер (рисунок 3).  Слева видно разграничение на сыворотку, гель и сгусток. Справа при переворачивании пробирки заметно, что гель полностью разделил сыворотку и сгусток, повторное смешение невозможно.
2)	Полученную пробу свежеприготовленной сыворотки для дальнейшего проведения ИФА хранить при  -200 C -  -800 C,  во избежание потери биологической активности и загрязнения.
3)	Необходимо избегать повторных циклов замораживания / оттаивания.
4)	Образцы, которые будут использоваться в течение 5 дней, возможно хранить при +4° С).
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Рисунок 3 - Отцентрифугированный вакутейнер с биоматериалом для ИФА 

Мезентериальные лимфатические узлы будут выделять из брыжейки (макропрепарат, полученный после оперативного вмешательства) и помещать в стерильную среду согласно стандарту операционной процедуры «Забор, транспортировка и хранение мезентериальных лимфатических узлов для исследования 16sRNA методом ПЦР», утвержденного Комитетом по биоэтике НАО «МУК» (протокол №8 от 10.11.2020г.). Забор материала для ПЦР-диагностики проводится в  стерильные вакутейнеры без наполнителя.
Основные этапы забора мезентериального лимфатического узла:
1)	До проведения забора необходимо получить информированное согласие на проведение процедуры.
2)	На пробирке написать Ф.И.О. пациента, дату забора материала.
3)	Забор мезентериальных лимфоузлов в вакутейнер проводится в стерильных условиях хирургом во время оперативного вмешательства после резекции участка кишки из брыжейки макропрепарата (рисунок 4). Проводится в стерильных условиях хирургом после резекции участка кишки из брыжейки макропрепарата
4)	После вакутейнер с лимфатическим узлом необходимо наполнить стерильным физиологическим раствором. 
5)	Затем вакутейнеры поместить в штатив в холодильник (+4º - +8º С) до момента транспортировки (максимальным сроком до 12 часов) (рисунок 2).
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Рисунок 4 - Забор мезентериального лимфоузла  

Транспортировка биоматериала:
Транспортировка производится в специальном контейнере с охлаждающими элементами или в термосе со льдом при температуре +20 - +80 С в течение 6 часов. Пробирки при доставке должны располагаться строго вертикально. 
Хранение:
1)	Из каждого доставленного образца в стерильных условиях в микроцентрифужную пробирку объемом 1,5 мл отделить 20 мг ткани для последующей экстракции ДНК. Материал (20 мг в микроцентрифужной пробирке и оставшийся материал в стерильном вакутейнере) до начала выделения ДНК хранить при температуре от  -200 C до  -800 С.  
2)	Необходимо избегать повторных циклов замораживания / оттаивания.
За отчетный период проведен закуп необходимых реактивов и расходных материалов, проведен забор материала (венозная кровь и мезентериальные лимфатические узлы) у 15 пациентов абдоминального отделения КГП на ПХВ «Многопрофильная больница №3 г. Караганды» УЗКО,  оперированных по поводу опухолей толстого кишечника без острой кишечной непроходимости (плановые операции). Забранный материал согласно стандартным операционным процедурам хранится при температуре от  -200 C до  -800 С в Лаборатории коллективного пользования научно-исследовательского центра при НАО «МУК» для дальнейшей детекции бактериальной транслокации методами ИФА и ПЦР.


ЗАКЛЮЧЕНИЕ

За отчетный период 2020 г. согласно календарному плану  получены следующие результаты:
- оформлены договора с поставщиками и начат закуп необходимых реактивов и расходных материалов;
- разработаны стандартные процедуры по забору, транспортировке и хранению биологического материала;
- начат забор биологического материала (венозная кровь и мезентериальные лимфатические узлы) для последующего определения в них биомаркеров бактериальной транслокации методами ИФА и ПЦР.
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 
Стандартные операционные процедуры
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uccnenosanus 16sRNA meronom TTLIP.

Iean: 3a60p, TpaHCIIOPTHPOBKa M XPaHEHHE ME3EHTEPHATbHBIX IMM(ATHUECKUX Y3I0B Y NALMEHTOR LIS

Pecypcest

Anroputm aercTBuii R

= MEIMLIHHCKHE nepyaTkKm;

- CTepUJIbHbIE BaKyTeHHepbl 00beMOM 9 Ml
(npoGHpkH ¢ Genoit KpbiKoi 6e3 HANONHUTENS);
- WITaTHBbI NJIACTHKOBBIC HIIH META/THYECKHE LTS
pasmeleHHs NpodUpok ¢ obpasziamu
6GHONOrHYecKoro MaTepHana;

- KOHTEHHEp C OXJIKIAIOLIMMH JIEMEHTaMH WIH
TEPMOC CO JIbAOM;

- XOJIOAMJIbHBIE KAMEPBbI C TEMIIePaTypPHbIM
pexumom ot -20° C 1o -80° C.

. Jlo nposesienus 3a60pa HEOOXONMMO NOTYUHTH

. Ha npo6upke nanucars ®.U.0. naumenTa, aary

. 3abop Me3eHTepHaNbHbIX TMM(OY31108 B

. [locne BakyTeiiHep ¢ TMMbaTHYECKHM Y3/IOM

. TpaHCTIOpTHPOBKA NPOM3BOAMTCS B

. 3 kaxxporo nocrasienHoro oopasua B

3a6op mesenTepHaIbLHOro JUMpaTHUECKOrO
y3aa:

HHHOPMHMPOBAHHOE COTJIACHE HA TPOBE/IEHHE
TpoLeLypbi.

3abopa mMaTephasa.

BAKyTEHHEpP NPOBOMMTCS B CTEPUIIbHBIX
YCTIOBHSX XMPYPrOM BO BPEMsi OTEPaTHBHOIO
BMEILIATEIbCTBA MOCIIE PE3EKLMH y4acTKa
KHILIKH W3 OpbDKEHKH Makponpenapara

HEOOXOMMO HATOJHHTb CTEPHIIbHBIM
(DHU3MONIOrHYECKHM PacTBOPOM.

3arem BaKyTeHHEpPbI IOMECTHTH B LUTATHB B
XonoannbHUK (+4° - +8° C) 1o MomenTa
TPAHCMOPTHPOBKH (MaKCUMaJIbHbIM CPOKOM J10
12 yacos).

TpancnopTHpoBKa GHOMaTepHANA:

CrIeLHAIbHOM KOHTEHHEpPE ¢ OXIKAIOUMMH
9/IEMEHTAMH HJIH B TEPMOCE CO JIbIOM NpH
temneparype +2° - +8° C B Teuenue 6 uacos.
TTpoGHpKH NpH J0CTABKE J10JIKHbI
pacnonaraTbCs CTPOro BEPTHKANLHO.
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BakyTeiiHepe) 10 Hauana sbinenexus JIHK
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@
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3aMOpaXKHBAHHA / oTTauBanus.
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e
CTAHJIAPT ONEPALIMOHHOM TTPOLIEY PbI
«3abop, TPaHCTIOPTHPOBKA M XpaHeHHe BEHO3HOH KpoBH uis uccieaosanus LBP u sCD14-ST metonom
HDA»

Ilean: 3a60p, TPAHCNOPTHPOBKA M XpaHEHHe BEHO3HOH KPOBH y NALIMEHTOB LA uccrenoanus LBP u
sCD14-ST metonom HDA.

Pecypesbt AJTOpDHTM JelcTBHI
- MEJIHLIWHCKHE NEPUYATKH; 3abop kpoBu:
- MEIMUIIMHCKHIH XTYT; 1. Tonyuuts HHPOPMHPOBAHHOE COrNIacHe Ha
- WNPHLBI OHOPa3oBbie (06BEMOM 5 M1); TpOBE/IEHHE TPOLIEAYPBI.
o Ban"l:eﬁuepu 0?“'“0“ 5 a1 (mpoGupkH ¢ 2. Ha npoGupke nanucats ®.U.O. nauuenTa, aaty
JKENTOH KPBILIKO#H C I03HPOBaHHBIM

3a60pa KpOBH.

S b b L D O (7 AT 3. BbIMBITh PYKH MPOTOUYHO# BOJOH C MBLIOM,
aKTMBATOp CBEPTHIBAHMS H IeJIeBbIH Pa3/Ie/IHTENb

coziepalnM anTHcenTHK. OSpaboTaTs KoKy
CHIBOPOTKH);

PYK aHTHCENTHKOM Ha CTIMPTOBOH OCHOBE
COIJIACHO METOAWYECKHM PEKOMEHIALMAM MO

- IITATHBbI TUIACTHKOBbLIC WIH METAJUIHYECKHE IS
pazmenieHus MPOOHPOK ¢ 0OpasLaMH

BHOIOrMYECKOr0 MaTepHaNa; 00paboTKe pyK COTPYIHHKOB MEHLIMHCKMX

- pacTBop 3THA0BOrO cniupTa 70%; opranuzaumii PK, HaneTs crepuibHbie

- LIAPUKK CTEPHIIbHBIE; NCp4aTKH.

- GMHT HeCTEpUIIbHbIH 4. TIoan0XHTh MO/ JIOKOTh NAUMEHTY KICeHYaThIH
- GaKTepuLMIHBIH NI1ACTbIP; BAJIMK, HAJIOXKHTh PE3HHOBbIH XKIyT Ha 10 cm

- KOHTEAHEP C OXIAKAAIOLMMH JJIEMEHTAMH WIH BbillIe MECTA BEHEMYHKLMH (He Gonee uem Ha 1
TEPMOC CO JILAOM; MHHYTY), MIPEJUIOKHTD NALMEHTY CKaTh KyJak.
- ueHTpudyra c 6aker-poTopom (potop ¢ 5. IlponanbnupoBaTh BEHy, ONPEIETHTL MECTO
KaualoWMMHCA CTAKAHAMH) BEHEMyHKLHH.

- XOJIOANIIBHBIE KAMEPDI C TEMIIEPATy PHbIM 6. OGPAGOTATE NePUATKH NPOCTIHPTOBAHHEIM

pesumom ot -20° C 1o -80° C.
LIAPHKOM WJIH paCTBOPOM aHTHCENTHKA.

7. TlocnenosarensHo 06paboTaTh MecTo
BEHEMYHKLHH ABYMs POCTTHPTOBAHHBIMA
CTEpPHIIbHBIMH LIAPHKAMH. JIBIOKEHHS
HEOTPbIBHBIE KPYTOBBIE «OT LIGHTpa K
nepudepuny». lnamerp 0GpadaTeiBaeMOii 30HbI
10 cM nepBbIM LAPHKOM, 3aTeM
HEIOCPECTBEHHO MECTO MyHKLHH BTOPbIM
IAPHKOM.

8. 3adukcupoBaTh BeHy GO/bIIMM NaibLeM NeBOH
PYKH, BBECTH HIJly B BEHY CPE30OM BBEPX,
0c1abuTh XKryT M HaGpaTh B WNPHLL S M
BEHO3HOH KPOBH.

9. W3sneub Urily, OAHOBPEMEHHO MPHKHMAs K
MeCTy BeHEeNnyHKLHH CyXOiH CTepHIIbHbI# LIAPHK
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110 npekpaiienus kpooteuenus. [locne
00pa3oBaHMs CryCTKA HAJIOXKWUTh Ha MECTO
BEHEMYHKIIMH MOBSI3KY JHG0 GaKkTepULIMAHBINA
IJ1aCThIPh

10. 3anoHUTL MPOOHPKY 10 HEOGXOAUMOTO
obbema. AKKypaTHO NepeBepHyTh POOHpKY,
PaBHOMEPHOr'O MepeMeIIHBaHHUsI C
HarnoJiHuTenem 5-6 pas.

11.BakyTeitHepbi ¢ 3a6paHHOM KPOBbIO MOMECTUTD
B WITaTHB B XonoauabHuk (+4°C - +8°C) no
MOMEHTA TPaHCTIOPTHPOBKH (MaKCHMaJIbHbIM
CpOKOM 710 | CyTOK) W AasibHEHLIErO
LEHTPH(YrHPOBAHHA.

12.Mcnonb30oBaHHble LIAPUKH, HIJIbI BHIOPOCHTH B
KOpoOKy 6e30macHoi yTHIH3ALMH 1S
MeIMLIMHCKUX 0TX0/10B  Kiacca «B» (KBY).

13.Custb nepuatk, Boibpocutb ux B KBY s
MEIMLIMHCKHX OTXO0B  KJiacca «b», BHIMBITH
PYKH NPOTOYHOH BOZIOH C MBLIOM,
coziepxkaiiim antiucentHk. [TpoBectH
00paboTKy pyK COIJIACHO METOJHYECKHM
peKOMeHIaLKsAM 110 06paboTke pyk
COTPYAHHKOB MEAMLIMHCKUX opraHn3aumi PK.
TpancnopTHpoBKa GHOMaTepHana:

1. TpaHcnopTUpPOBKA MPOU3BOAMTCS B
CreLMaIbHOM KOHTEHHEpe C OXJIKIAIOIHMH
3JIEMEHTaMH HIIH B TEPMOCE CO JIBJOM MpPH
Temneparype 12 - +8° C B Teuenne 6 yacos.
[TpoGupKH NMpH AOCTABKE JOJDKHBI
pacrnosiaraTbCsi CTpOro BEPTHKAIBHO.
XpaHnenue:

1. JloctaBnieHHbie 00pa3iibl OTLUEHTPH(YTHPOBATH
B Teyenne 20 muHyT npu 1000 g. Y6enutbes,
YTO reJib MOJHOCTBIO Pa3JeNieT CHIBOPOTKY OT
crycTka, popMHpYys IUIOTHbIH Oapbep.

2. IMonyyerHyto Npoby cBEKENPUTrOTOBICHHOH
CbIBOPOTKH XPaHHTb NpH 20°C- -80°C, Bo
n36exaHKe noTepH GHONOrHYeCKON
AKTHBHOCTH W 3arPA3HEHHS.

3. Heo6x0anumo n3beraTh NOBTOPHBIX LIMKJIOB
3aMOpaKHBaHHUA / OTTAMBAHHS.

4. O6pasiipl, KOTOpBIE OYAYT HCMOJIL30BATHCS B
TeueHue 5 Heii, BO3MOXKHO XpaHHTh Mpu +4°
C).
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