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Актуальность исследования.
Колоректальный рак (КРР) занимает третье место по распространенности среди всех диагностируемых злокачественных опухолей, занимая во всем мире 3 место по распространенности среди мужчин после рака легких и предстательной железы (10% от общего числа) и 2 место среди женщин после рака молочной железы (9,2% от общего числа) [1,2]. В Казахстане на 2020 год рак ободочной и прямой кишки в структуре онкозаболеваемости занимает 6-7 места [3]. Наиболее частым осложнением при КРР является острая кишечная непроходимость (ОКН), составляющая при этом около 80%-85% экстренных хирургических обращений по данной патологии [4-7] Послеоперационная летальность при ОКН по разным источникам составляет от 5% до 32%, а в 23% случаев возникают осложнения [6,8,9]. 
Одним из грозных инфекционно-воспалительных осложнений является сепсис. Зачастую диагноз «сепсис» выставляется не всегда, так как нет конкретного очага инфекции, хотя есть признаки SIRS (systemic inflammatory response syndrome) и органные дисфункции. По данным разных авторов при ОКН, вызванной колоректальным раком, сепсис возникает от 1,7% до 10,5% случаев, а при доброкачественной ОКН от 3% до 10,29 % [10-14].

Одним из главных компонентом развития сепсиса является бактериальная транслокация (БТ) кишечной микрофлоры [15]. На сегодняшний день есть несколько методов детекции БТ:  

1. прямой - определение 16s rRNA (16 subunit of ribosomal ribonucleic acid) в мезентериальных (брыжеечных) лимфоузлах (МЛУ) или же культура МЛУ; 

2. косвенные - выявление в сыворотке крови липополисахарид-связывающего белка (LPS-binding protein или LBP) и пресепсина (sCD14-ST).

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 [16,17].

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 [18,19]. Ряд исследований показал, что LBP является надежным биомаркером микробной транслокации и развития сепсиса [20,21]. 

sCD14-ST является растворимым концевым фрагментом рецептора макрофагов CD14, обладает высоким сродством к ЛПС стенок грамотрицательных бактерий и пептидогликанам грамположительных бактерий [22,23]. Пресепсин идентифицирован как биомаркер ранней фазы сепсиса и его уровень является прогностическим значимым фактором исходов у пациентов с сепсисом [24-26].

            Анализ статей и обзоров в базах данных публикаций Pubmed, Scopus, Web of Science показал, что более 60% работ по БТ экспериментальные, а большая часть клинических исследований проведена у пациентов с ВИЧ-инфекцией и циррозом. Интерес к БТ растет из года в год, так же, как и к проблеме КРР и ОКН. Исследований по изучению LBP, sCD14-ST, как биомаркеров БТ у пациентов с КРР, корреляции маркеров транслокации в сыворотке крови с 16s rRNA в МЛУ и их роли в развитии SIRS и послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, вызванных КРР, мы не встретили.
Научные гипотезы:

1. Особенности динамики уровня маркеров бактериальной транслокации кишечной микрофлоры являются предикторами развития SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летального исхода у пациентов с колоректальным раком. 

2. Уровень маркеров бактериальной транслокации кишечной микрофлоры зависит от распространенности и анатомо-морфологических характеристик опухоли кишечника, а также от наличия острой кишечной непроходимости у пациентов с колоректальным раком.

Цель исследования: определить значимость показателей LBP и sCD14-ST в качестве предикторов послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений у пациентов с колоректальным раком.
Задачи исследования:

1. Оценить эффективность микробиологического метода и модифицированного молекулярно-генетического метода детекции кишечной микрофлоры в брыжеечных лимфоузлах и определить корреляционную взаимосвязь между бактериальной транслокацией в мезентериальных лимфатических узлах и системном кровотоке у пациентов оперированных по поводу колоректального рака;

2. Сравнить уровень и динамику изменений биомаркеров бактериальной транслокации (LBP, sCD14-ST) в сыворотке крови в зависимости от клинико-морфологических характеристик колоректального рака; 

3. Оценить уровни LBP и sCD14-ST у пациентов с колоректальным раком, в зависимости от наличия или отсутствия SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летального исхода;

4. Определить пороговые значения LBP, sCD14-ST, как предикторов развития SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летального исхода.

Научная новизна.

Разработана новая математическая модель количественного определения наличия микроорганизмов в мезентериальных лимфатических узлах с использованием технологии real-time ПЦР (Свидетельства о внесение сведений в государственный реестр прав на объекты, охраняемые авторским правом №19250 от 8 июля 2021 года и № 22807 от 10 января 2022 года)
Впервые изучена динамика биомаркеров микробной транслокации (LBP и sCD14-ST) у пациентов, оперированных по поводу колоректального рака, и их значимость в развитии SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летального исхода. 

Впервые на основании установленных критических уровней LBP и sCD14-ST разработана и внедрена новая методика определения риска развития неблагоприятных исходов оперативного вмешательства у пациентов с колоректальным раком (Свидетельство о внесение сведений в государственный реестр прав на объекты, охраняемые авторским правом № 29343 от 11 октября 2022 года).
Практическая значимость результатов.

Разработанная методика молекулярно-генетической качественной и количественной детекции 16s rRNA в мезентериальных лимфатических узлах с использованием технологии real-time ПЦР позволяет определить микробную ДНК в широком диапазоне ее концентраций (КОЕ/мл от 102 до 108) и внедрена в научно-практическую деятельность ЛКП НИЦ НАО «МУК». 

По установленным критическим значениям биомаркеров бактериальной транслокации разработана методика определения риска развития неблагоприятных исходов оперативного вмешательства у пациентов с колоректальным раком, которая внедрена в работу хирургических отделений 3-х стационаров г. Караганды.

Положения, выносимые на защиту.

1. В мезентериальных лимфатических узлах рост бактерий выявлен в 30,0%, спектр транслоцируемых микроорганизмов представлен родами Escherichia и Klebsiella. Молекулярно-генетическая детекция транслокации кишечной микрофлоры в МЛУ дала положительный результат только в 13,2%. Корреляционной взаимосвязи между наличием 16s rRNA в мезентериальных лимфатических узлах и маркерами бактериальной транслокации в сыворотке крови (LBP и sCD14-ST) не выявлено. 

2. Уровень и динамика LBP и sCD14-ST значимо зависит от клинико-морфологических характеристик колоректального рака, в частности от степени инвазии опухоли в стенку кишечника и стадии опухолевого процесса, а также от наличия или отсутствия ОКН до операции.

3. У пациентов с колоректальным раком уровни LBP на 3-и сутки после операции при развитии неблагоприятных исходов значимо ниже, чем при нормальном послеоперационном течении: при наличии признаков SIRS в 1,3 раза ниже (р=0,003); с развившимися послеоперационными осложнениями в 1,2 раза ниже (р=0,001); при развитии органных дисфункций в 1,7 раз ниже (р=0,0002); у умерших пациентов в 1,3 раза ниже (р=0,01).

4. У пациентов с колоректальным раком уровни sCD14-ST на 3-и сутки после операции при развитии неблагоприятных исходов значимо выше, чем при нормальном послеоперационном течении: у умерших пациентов в 2,4 раза выше (р=0,009), а при наличии органных дисфункций наблюдалось повышение уровня sCD14-ST в динамике на 30% от исходного, в то время как у пациентов без органных дисфункций он, наоборот, снизился на 18% (p=0,014).

5. Установленные критические значения LBP и sCD14-ST позволяют определить пациентов с риском развития неблагоприятного исхода хирургического лечения колоректального рака.
Внедрение в практику.

 Методики качественного и количественного определения бактериальной ДНК в мезентериальных лимфатических узлах у пациентов с колоректальным раком, проведенные в рамках данного исследования, внедрены в список методик ЛКП НИЦ НАО «МУК» (приложение А).

Методика расчета риска развития неблагоприятных исходов оперативного вмешательства у пациентов с колоректальным раком внедрена в работу хирургических отделений «Областной клинической больницы», «Многопрофильной больницы №1 г. Караганды», «Многопрофильной больницы №3 г. Караганды» (приложение Б).
Личный вклад автора в исследование.

Автором разработаны СОПы по забору, транспортировке и хранению исследуемого материала, а также СОПы по методикам определения маркеров бактериальной транслокации в сыворотке крови и мезентериальных лимфатических узлах. Самостоятельно проведены сбор, обработка и анализ материала, систематизация и описание результатов исследования. Весь материал систематизирован, документирован и оформлен в виде диссертации лично автором. 

Диссертант являлся ответственным исполнителем двух научно-исследовательских работ с финансированием по гранту МОН РК ИРН AP08956335 «Детекция биомаркеров бактериальной транслокации в ранней диагностике инфекционно-воспалительных осложнений у пациентов с кишечной непроходимостью опухолевого генеза» и ИРН AP09260597 «Прогностическая значимость маркеров бактериальной транслокации в качестве предикторов инфекционно-воспалительных осложнений при острой механической кишечной непроходимости».

Апробация работы.

Тема научно-исследовательской работы получила одобрение Комитета по биоэтике НАО «Медицинского университета Караганды» протокол № 6 от 23.12.2019 г. присвоенный номер №30, а также одобрение Локальной комиссии по биоэтике НАО «Медицинского университета Караганды» протокол № 2 от 20.09.2022 г. присвоенный номер №2 (приложение В).

Основные положения исследования доложены и обсуждены на: VIII Съезде онкологов и радиологов Казахстана с международным участием (Туркестан, Казахстан, 2021г.), VІІ Конгрессе хирургов Казахстана с международным участием «ХИРУРГИЯ: ВЧЕРА, СЕГОДНЯ, ЗАВТРА» посвященного 75-летию со дня основания национального научного центра хирургии им. А.Н. Сызганова (Алматы, Казахстан, 2021 г.), 32nd European Congress of Clinical Microbiology & Infectious Diseases (Lisbon, Portugal, 2022), International Surgical Week ISW 2022 (Vienna, Austria, 2022), IІІ Съезде хирургов Казахстана с международным участием «Актуальные вопросы хирургии и трансплантологии» (Алматы, Казахстан, 2022 г.), на расширенном заседании кафедры хирургических болезней  (протокол №2 от 21.09.2022 г.).
Публикации.

По теме диссертации опубликовано 13 научных работ, из них: 
- 3 публикации в научных изданиях Казахстана, рекомендованных Комитетом по обеспечению качества в сфере науки и высшего образования (1 в «Астана медициналық журналы», 2 в «Journal of clinical medicine of Kazakhstan»); 
- 2 публикации в международных научных изданиях, входящих в Q2 информационной базы данных Scopus («Contemporary Oncology/Współczesna Onkologia (Pozn)» на момент публикации 54% и «Annals of Coloproctology» на момент публикации 58%); 
- 5 тезисов в материалах международных и республиканских конференций; 
- 3 свидетельства о внесение сведений в государственный реестр прав на объекты, охраняемые авторским правом.
Объем и структура диссертации. 

Диссертация содержит 139 страниц машинописного текста, состоит из введения, обзора литературы, основной части (материалы и методы исследования, результаты исследования), заключения, 30 таблиц, 40 рисунков и списка использованных источников, включающего в себя 218 источников. 

Данное исследование является фрагментом двух научно-исследовательских работ с финансированием по гранту МОН РК ИРН AP08956335 «Детекция биомаркеров бактериальной транслокации в ранней диагностике инфекционно-воспалительных осложнений у пациентов с кишечной непроходимостью опухолевого генеза» и ИРН AP09260597 «Прогностическая значимость маркеров бактериальной транслокации в качестве предикторов инфекционно-воспалительных осложнений при острой механической кишечной непроходимости».
Дизайн исследования, материалы и методы исследования.
Исследование проводилось на базе четырех стационаров г. Караганды: «Областной клинической больницы», «Многопрофильной больницы им. профессора Х. Ж. Макажанова», «Многопрофильной больницы №1 г. Караганды», «Многопрофильной больницы №3 г. Караганды».

В исследование включено 120 пациентов, разделенных на три группы: 

- группа 1 – 50 пациентов, оперированных по поводу колоректального рака без ОКН (КРР без ОКН, плановые операции);

- группа 2 – 40 пациентов, оперированные по поводу опухолевой ОКН, вызванной КРР;

- группа 3 – 30 пациентов, оперированных по поводу ОКН неопухолевого генеза (спаечная болезнь брюшной полости, заворот кишки, тромбоз мезентериальных сосудов, болезнь Крона). Данная группа введена, как контрольная, ввиду необходимости выявления влияния на бактериальную транслокацию самой острой кишечной непроходимости, без наличия опухолевого процесса в кишечнике.


 Каждая группа в последующем разделялась на подгруппы в зависимости от наличия или отсутствия SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений и органных дисфункций (по критериям SOFA - Sequential Organ Failure Assessment) и летального исхода.

Критерии включения: пациенты, которым проводилось плановое оперативное вмешательство по поводу опухоли толстого кишечника, пациенты с обтурационной ОКН опухолевого и неопухолевого генеза старше 18 лет. 
Критерии исключения: возраст младше 18 лет, беременные, пациенты с паралитической ОКН, пациенты с ВИЧ-инфекцией, циррозом печени, а также при наличии у пациента инфекционного процесса, обусловленного другой патологией.

Патогистологическое исследование биопсийного материала проводилось патологоанатомическими отделениями при каждом стационаре, где определялись гистологическая форма опухоли, степень клеточной дифференцировки, а также степень инвазии кишечной стенки. Для оценки возможной связи бактериальной транслокации со степенью клеточной дифференцировки и степенью инвазии опухоли в стенку кишки использовалась международная классификация стадий злокачественных новообразований TNM с группировкой по стадиям I-IV согласно последней 8-ой редакции классификации [27].
Клинический диагноз выставлялся после проведенного оперативного вмешательства. Также оценивалось развитие послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений во всех группах. К ним относились: нагноение послеоперационной раны, абсцессы брюшной полости, перитонит, несостоятельность анастомоза и сепсис. Также были оценены лабораторные показатели, как уровень лейкоцитов с определением палочкоядерных нейтрофилов, тромбоцитов, общего билирубина, креатинина, рО2, для постановки SIRS [28] и для оценки органных дисфункций по шкале SOFA [29].

Перед забором материала для исследования всем пациентам были разъяснены цели проводимого исследования, после согласия пациентов на участие в исследовании, ими было подписано информированное согласие. Для изучения концентрации LBP, sCD14-ST в сыворотке крови проводился забор венозной крови за час до оперативного вмешательства и через 72 часа после его проведения (3-и сутки). Проводились бактериологическое исследование и детекция микробной 16sRNA в мезентериальных лимфатических узлах макропрепарата резецированной кишки. 
Лабораторная часть исследования проводилась в Лаборатории коллективного пользования НИЦ НАО «МУК». Определение биомаркеров LBP, sCD14-ST в сыворотке крови проводилось на ИФА-роботизированной системе EVOLIS. Бактериологическое исследование МЛУ проводилось с помощью культивирования в пробирках с триптиказо-соевым бульоном, с дальнейшим посевом на кровяной агар с 5%-ным содержанием бараньей крови. Идентификация выделенной чистой культуры микроорганизмов проводилась с помощью время пролетной масс спектрофотометрии с матрично-ассоциированной лазерной десорбцией и ионизацией (MALDI-TOF MS) с использованием системы Microflex LT, а также программного обеспечения MALDI Biotyper Compass 4.1.80 (Bruker Daltonics, Германия). Определение 16s rRNA в МЛУ проводилось с помощью ПЦР в режиме реального времени на амплификаторе BIO-RAD CFX9. 
Обработка полученных результатов статистическими методами проводилась с использованием программы STATISTICA v8.0. (StatSoft) с расчетом для каждого показателя биомаркеров медианы (Ме) и межквартильного размаха (Q25-Q75). Проверка статистических гипотез для зависимых групп (между значениями маркеров до операции и после нее на 3-е сутки в каждой из групп) проводилась с помощью непараметрического Т-критерия Уилкоксона. Для независимых групп проверка статистических гипотез для количественных показателей осуществлялась с помощью непараметрических критериев Манна – Уитни (при сравнении 2-х групп) и Краскела-Уоллиса (для множественных сравнений), для качественных показателей использовался критерий хи-квадрат Пирсона и точный критерий Фишера. Для выявления корреляционной взаимосвязи рассчитан коэффициент корреляции Спирмена. Для определения оптимальных пороговых значений маркеров транслокации в программе MedCalc (MedCalc Software Ltd) построены ROC-кривые и определен J-индекс Юдена. Для анализа ПЦР амплификации и для построения сигмоидных кривых использовались пакеты qpcR и pcr в R statitstics (v.3.6.3). При этом α=0,05, 1-β=80%. Статистически значимыми считались результаты при р <0,05

Результаты и обсуждение

1. В результате микробиологического исследования мезентериальных лимфатических узлов в 6 из 20 МЛУ был обнаружен рост бактерий (30,0%). Во всех 6-и случаях с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии, как и в предыдущих исследованиях [30,31], были выявлены бактерии порядка Enterobacterales, среди которых преобладали микроорганизмы родов Escherichia – 5 образцов (83,3%) и Klebsiella - 1 образец (16,7%). 

ПЦР-методикой в 7 мезентериальных лимфоузлах из 53 пациентов с КРР была найдена микробиологическая флора. Температура плавления одного образца совпадала с кривыми для E. coli (82,80С), в оставшихся образцах отмечалось наличие других видов микроорганизмов. Согласно разработанной математической модели, в МЛУ с положительным результатом ПЦР было рассчитано приблизительное содержание бактерий, оно составило от 104 до 107 КОЕ/мл. Детекция ПЦР-методикой 16s rRNA бактерий в МЛУ как прямой метод исследования БТ дал положительный результат всего в 13,2%, что связано с ограничением метода при низкой уровне КОЕ микроорганизмов в мезентериальных лимфатических узлах. К тому же наличие микроорганизмов в МЛУ не всегда вызывает SIRS, инфекционно-воспалительные осложнения и органные дисфункции, так как бактерии могут быть инактивированы иммунными клетками МЛУ, не попадая в системный кровоток. Поэтому для определения риска возникновения SIRS, инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летального исхода большее значение имеет бактериальная транслокация в системный кровоток и определение в нем соответствующих маркеров (LBP, sCD14-ST).
2. В группе опухолевой ОКН наблюдалось в 4 раза большее снижение уровня LBP в динамике по сравнению с остальными группами (р= 0,002). В группе КРР без ОКН у пациентов с IV стадией опухолевого процесса уровень LBP в динамике снизился более чем в 12 раз по сравнению со II и III стадиями (p=0,022 и р=0,021, соответственно).  В группе опухолевой ОКН с инвазией кишечной стенки Т3-Т4 уровень LBP в динамике снизился более чем в 5 раз, по сравнению с группой КРР без ОКН (р=0,035). У пациентов с опухолевой ОКН, помимо изменений кишечной стенки вследствие наличия опухоли и непроходимости кишечника, происходит повышение внутрибрюшного давления, что усиливает БТ. Можно предположить, что динамическое снижение уровня LBP могло быть связано с нормализацией внутрибрюшного давления, устранением обструкции и удалением самой опухоли, что в совокупности и усиливало БТ.

В группе с неопухолевой ОКН различий в уровне LBP как до операции, так и на 3-и сутки после нее в зависимости от наличия/отсутствия SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летальности статистических различий не выявлено. 

У пациентов с колоректальным раком уровни LBP на 3-и сутки после операции при развитии неблагоприятных исходов были значимо ниже, чем при нормальном послеоперационном течении: при наличии признаков SIRS в 1,3 раза ниже (р=0,003); с развившимися послеоперационными осложнениями в 1,2 раза ниже (р=0,001); при развитии органных дисфункций в 1,7 раз ниже (р=0,0002); у умерших пациентов в 1,3 раза ниже (р=0,01) В данном исследовании впервые установлено, что при значении LBP на 3-и сутки после операции ≤821,95 нг/мл риск развития SIRS в 3,5 раза, послеоперационных осложнений в 5,2 раза, летального исхода в 12,9 раза выше (OR 3,5, CI 1,46-8,4; OR 5,2, CI  1,80-15,12; OR 12,9, CI 1,54-108,21, соответственно). А при значении LBP на 3-и сутки после операции ≤700,15 нг/мл риск развития органных дисфункций в 13,5 раза выше (OR 13,5, CI 3,536-51,54). 

В данном исследовании достоверно худшие результаты (SIRS, послеоперационными инфекционно-воспалительными осложнения, органные дисфункции и летальность) наблюдались у пациентов с более низким уровнем LBP на 3-и сутки и более значительным его снижением в динамике. Наличие низкого уровня эндотоксина (ЛПС) у пациентов с хроническим заболеванием приводит к постоянному состоянию вялотекущего воспаления, препятствующего нормальному процессу заживления, что может объяснить высокую частоту послеоперационных осложнений у пациентов с хроническими заболеваниями, в том числе у пациентов с КРР. У оперированных больных с опухолями кишечника и опухолевой ОКН снижение уровня LBP возможно вследствие иммунодефицита и неспособности вырабатывать адекватный иммунный ответ на инфекционные стимулы, что может приводить к возникновению инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций, сепсису и даже летальному исходу.

3. В данном исследовании у пациентов с КРР без ОКН уровень sCD14-ST до операции был в 1,7 раза ниже и после оперативного вмешательства был в 2,3 раза ниже в сравнении с группами с ОКН (p =0,0000 и p=0,0001, соответственно). Это говорит о том, что при возникновении острой кишечной непроходимости, уровень sCD14-ST в сыворотке крови повышается, что свидетельствует об усилении бактериальной транслокации.  Дополнительно, сравнивая между собой группы с опухолевой и неопухолевой ОКН не было выявлено статистической разницы в уровне sCD14-ST как до, так и на 3-и сутки после операции (p=0,233 и p=0,465, соответственно). Данный результат говорит о том, что уровень sCD14-ST не зависит от генеза ОКН. 

В группе с опухолевой ОКН у пациентов с III и IV стадиями опухолевого процесса уровни sCD14-ST до оперативного вмешательства были в 2,1 раза выше и на 3-и сутки после операции в 1,8 раза выше, чем у пациентов с I и II стадиями (р=0,049 и р=0,029, соответственно). У пациентов с опухолевой ОКН с инвазией кишечной стенки Т3-Т4 уровни sCD14-ST до операции были в 2,4 раза выше и на 3-и сутки после операции в 2,1 раза выше, чем в группе КРР без ОКН (р=0,0001 и р=0,0002, соответственно). Исходя из чего, можно сказать, что при наличии острой кишечной непроходимости при КРР, помимо изменений кишечной стенки вследствие наличия опухоли и непроходимости кишечника, вероятнее всего происходит повышение внутрибрюшного давления, что в совокупности усиливает бактериальную транслокацию. 

У умерших пациентов с КРР (с и без ОКН) уровни sCD14-ST на 3-и сутки после операции были в 2,4 раза выше (р=0,009), а у пациентов с органными дисфункциями наблюдалось повышение уровня sCD14-ST в динамике на 30%, в то время как у пациентов без органных дисфункций sCD14-STснизился на 18% (p=0,014). В данном исследовании выявлено, что при значении sCD14-ST на 3-и сутки после операции >520 пг/мл риск развития летального исхода выше в 12,3 раза (OR 12,3, CI 2,34-64,20). А при повышении уровня sCD14-ST на 3-и сутки после операции или его снижении не более 8,8 пг/мл риск развития органных дисфункций в 6,5 раз выше, чем при его большем снижении (OR 6,5, CI 1,66-25,83). 

4. Корреляционной взаимосвязи между 16s rRNA в мезентериальных лимфатических узлах и маркерами бактериальной транслокации в сыворотке крови (LBP и sCD14-ST) не было выявлено (р>0,05). Полученные данные могут подтверждать тот факт, что наличие микроорганизмов в МЛУ не всегда вызывает системную воспалительную реакцию организма с выработкой биомаркеров микробной транслокации (LBP, sCD14-ST) в системный кровоток. 

Поскольку значимых изменений в уровне и динамике изучаемых биомаркеров в группе неопухолевой ОКН не выявлено, это свидетельствует о том, что основной причиной, влияющей на бактериальную транлокацию у пациентов с колоректальным раком, является инвазия стенки кишки опухолью, тем не менее ОКН усугубляет бактериальную транслокацию при опухолях толстой кишки.

У пациентов с колоректальным раком LBP можно использовать в качестве прогностического критерия развития SIRS, послеоперационных инфекционно-воспалительных осложнений, органных дисфункций и летального исхода, а sCD14-ST - в качестве прогностического критерия развития органных дисфункций и летального исхода. Разработанная методика качественного и количественного определения 16s rRNA в мезентериальных лимфатических узлах позволяет определить бактериальную ДНК в широком диапазоне ее концентраций (КОЕ/мл от 102 до 108).
Выводы:
1. При микробиологическом исследовании рост бактерий в мезентериальных лимфатических узлах выявлен в 30,0%, при этом преобладали микроорганизмы родов Escherichia (83,3%) и Klebsiella (16,7%). Детекция транслокации кишечной микрофлоры в МЛУ с помощью ПЦР-диагностики 16s rRNA дала положительный результат в 13,2%, что связано с ограничением метода при низком уровне КОЕ бактерий. Корреляционной взаимосвязи между наличием 16s rRNA в мезентериальных лимфатических узлах и маркерами бактериальной транслокации в сыворотке крови (LBP и sCD14-ST) не было выявлено (р>0,05), что свидетельствует о том, что наличие микроорганизмов в МЛУ не всегда вызывает системную воспалительную реакцию организма с выработкой биомаркеров микробной транслокации (LBP, sCD14-ST) в системный кровоток. 

2. Уровень и динамика LBP и sCD14-ST зависит от клинико-морфологических характеристик колоректального рака:

2.1. В группе опухолевой ОКН наблюдалось в 4 раза большее снижение уровня LBP в динамике, чем в группе КРР без ОКН (р= 0,002). У пациентов с КРР без ОКН уровень sCD14-ST до операции был в 1,7 раз ниже и после оперативного вмешательства был в 2,3 раза ниже, в сравнении с группой опухолей ОКН (p=0,0000 и p=0,0001, соответственно).  Значимых изменений в уровне и динамике изучаемых биомаркеров в группе неопухолевой ОКН не выявлено. Данный факт свидетельствует о том, что основной причиной, влияющей на бактериальную транлокацию, является опухолевая инвазия стенки толстой кишки. 

2.2. Уровень LBP и sCD14-ST до и на 3-и сутки после операции не зависит от локализации и степени клеточной дифференцировки опухоли. В то же время при инвазии опухолью кишечной стенки на уровне Т3-Т4 если КРР осложняется ОКН, уровень LBP в динамике снижается более чем в 5 раз, а уровни sCD14-ST до операции в 2,4 раза и на 3-и сутки после операции в 2,1 раза более высокие, чем у пациентов с КРР без ОКН (р=0,035, р=0,0001 и р=0,0002, соответственно).  

2.3. В группе КРР без ОКН у пациентов с IV стадией опухолевого процесса уровень LBP в динамике снижается более чем в 12 раз (p=0,022 и р=0,021, соответственно). В группе с опухолевой ОКН у пациентов с III и IV стадиями опухолевого процесса уровни sCD14-ST до операции были в 2,1 раза и на 3-и сутки после оперативного вмешательства в 1,8 раза выше, чем у пациентов с I и II стадиями (р=0,049 и р=0,029). 

3. У пациентов с колоректальным раком уровни LBP на 3-и сутки после операции при развитии неблагоприятных исходов значимо ниже, чем при нормальном послеоперационном течении: при наличии признаков SIRS в 1,3 раза ниже (р=0,003); с развившимися послеоперационными осложнениями в 1,2 раза ниже (р=0,001); при развитии органных дисфункций в 1,7 раз ниже (р=0,0002); у умерших пациентов в 1,3 раза ниже (р=0,01).

4. У пациентов с колоректальным раком уровни sCD14-ST на 3-и сутки после операции при развитии неблагоприятных исходов значимо выше, чем при нормальном послеоперационном течении: у умерших пациентов в 2,4 раза выше (р=0,009), а при наличии органных дисфункций наблюдалось повышение уровня sCD14-ST в динамике на 30% от исходного, в то время как у пациентов без органных дисфункций он, наоборот, снизился на 18% (p=0,014).

5. С помощью ROC-анализа установлены критические значения биомаркеров бактериальной транслокации при неблагоприятном течении послеоперационного периода у пациентов с КРР: 

5.1. При значении LBP на 3-и сутки после операции ≤821,95 нг/мл выше риск развития SIRS в 3,5 раза, послеоперационных осложнений в 5,2 раза, летального исхода в 12,9 раза (OR 3,5, CI 1,46-8,4; OR 5,2, CI  1,80-15,12; OR 12,9, CI 1,54-108,21, соответственно), а при значении LBP на 3-и сутки после операции ≤700,15 нг/мл риск развития органных дисфункций выше в 13,5 раза. 

5.2. При значении sCD14-ST на 3-и сутки после операции >520 пг/мл в 12,3 раза выше риск развития летального исхода (OR 12,3, CI 2,34-64,20), а при повышении уровня sCD14-ST на 3-и сутки после операции от исходного риск развития органных дисфункций выше в 6,5 раза (OR 6,5, CI 1,66-25,83).   

5.3. При значении LBP на 3-и сутки после операции ≤700,15 нг/мл в сочетании с повышением уровня sCD14-ST в динамике от исходного риск развития органных дисфункций в 100,3 раза выше (OR 100,3, CI 9,1-1106,1). 

Практические рекомендации:
1. Разработанная методика молекулярно-генетической качественной и количественной детекции 16s rRNA в мезентериальных лимфатических узлах с использованием технологии real-time ПЦР позволяет определить микробную ДНК в широком диапазоне ее концентраций (КОЕ/мл от 102 до 108) и внедрена в научно-практическую деятельность ЛКП НИЦ НАО «МУК». 
2. По установленным критическим значениям биомаркеров бактериальной транслокации разработана методика определения риска развития неблагоприятных исходов оперативного вмешательства у пациентов с колоректальным раком, которая внедрена в работу хирургических отделений 3-х стационаров г. Караганды.
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