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ПЕРЕЧЕНЬ УСЛОВНЫХ СОКРАЩЕНИЙ

СРБ – С реактивный белок

ОФ - острая фаза

ВВЕДЕНИЕ

С-реактивный белок (СРБ) принадлежит к эволюционно древнему, жизненно важному семейству белков, названному пентраксинами. СРБ состоит из 5 одинаковых субъединиц, нековалентно связанных между собой, отсюда и название – пентраксины. Молекулярная масса каждой субъединицы 21–23 кДа, что дает в целом молекулярную массу слегка большую, чем 100 000. Каждый из представителей семейства пентраксинов имеет специфический участок, в котором находится центр связывания с ионами кальция. В присутствии кальция СРБ связывается с лигандами (в частности, с фосфохолином – гидрофобным компонентом клеточных мембран). Другой участок в молекуле СРБ отвечает за связывание рецепторов и C1q комплемента.

Таким образом, одним своим участком, СРБ "опознает врагов" –широкий спектр чужеродных агентов, а другим – привлекает к ним средства для их уничтожения. В целом, СРБ имеет много свойств, характерных для иммуноглобулинов: он связывается с бактериальными полисахаридами и гликолипидами, с поврежденными мембранами, с частицами некротизированной ткани, с экспонированными ядерными антигенами. А это, в свою очередь, приводит к связыванию с C1q и к активации классического каскада комплемента, что, в результате, вызывает фиксацию расщепленных продуктов фаголитического комплемента. СРБ также связывается с Fc рецепторами и повышает фагоцитоз определенных антигенов и микроорганизмов (см. рис. 1). [2]
Рис. 1. Схема связывания СРБ с компонентами клеточной стенки бактерий
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Итак, СРБ – это многофункциональный белок острой фазы, играющий важную роль при воспалениях, при защите от чужеродных агентов, при некрозах и, что существенно, в аутоиммунных процессах. [1]
Актуальность назначения С-реактивного белка при COVID-19
Быстрое изменение в уровне С-реактивного белка (СРБ) является ключевым прогнозом в исходах COVID-19:

-увеличивающийся уровень СРБ прогнозирует последующее респираторное ухудшение у пациентов с COVID-19;
- отслеживание направления изменения уровня СРБ от дня 1 до дня 2 или 3 было очень мощным и сильным клиническим прогнозирующим лабораторным тестом при поступлении пациента в стационар и дает практический прогноз того, у кого произойдет ухудшение;
-показанием к патогенетической терапии. Уровень СРБ включен в перечень критериев, определяющих показания для назначения патогенетической терапии COVID-19. Показанием к назначению ингибиторов при лечении COVID-19 является повышение уровня СРБ в пределах 3–6 норм, для назначения ингибиторов рецепторов ИЛ-6 или ингибитора ИЛ-1β уровень СРБ должен превышать 9 норм или вырасти в 3 раза на 8–14-й день заболевания; 

-возрастающий уровень СРБ прогнозирует интубацию у пациентов с COVID-19, которые были стабильны при госпитализации в стационар;
-показанием для выписки из стационара. Одним из критериев выписки из стационара для продолжения лечения в амбулаторных условиях (до получения результата лабораторного исследования биологического материала на наличие РНК SARS-CoV-2) является концентрация СРБ менее 10 мг/л;
Цель работы 
Исследование СРБ в сыворотках пациентов, поступивших в стационар с подтвержденным COVID-19 при поступлении, на 2-3день, и на 7 день с момента поступления в стационар. 
Исследования проводятся в двух группах: вакцинированные и не вакцинированные пациенты
Задачи нашей работы:
1.   Изучение современных тенденций изменения СРБ у пациентов, поступивших в стационар с подтвержденным COVID-19. 
2. Теоретический подбор пациентов, соответствующий нашим параметрам для проведения экспериментов.

3. Проведение серии экспериментов для определения изменений концентрации СРБ в подопытных группах.
4. Оценка полученных результатов и влияние вакцины от COVID-19 на течение заболевания у пациентов, поступивших в стационар с подтвержденным COVID-19.
Объект исследования – сыворотка пациентов, поступивших в стационар с подтвержденным COVID-19.
Предмет исследования – изменение концентрации СРБ и влияние вакцины от COVID-19 на течение заболевания у пациентов, поступивших в стационар с подтвержденным COVID-19.

Исследования проводились в течение октябрь – ноябрь 2021 г., на базе клинико-диагностической лаборатории ГБУЗ РК «Сакская РБ».
Научная новизна

Возможность отслеживание направления изменения уровня СРБ от дня 1 до дня 2 или 3, что является клинически прогнозирующим лабораторным тестом при поступлении пациента в стационар и дает практический прогноз того, у кого произойдет ухудшение.
Практическая значимость и апробация работы

Было обнаружено, что быстрое увеличение уровня СРБ предшествует респираторному ухудшению и интубации, в то время как если СРБ остается как плато, то эти пациенты остаются стабильными. Повышающийся СРБ в первые 48 часов госпитализации является более точным прогнозом (с высокой чувствительностью) респираторного ухудшения, нежели, чем изначальный уровень СРБ. Данная работа показывает, что увеличивающийся уровень СРБ прогнозирует последующее респираторное ухудшение у пациентов с COVID-19 Вот этим исследованием мы показали доказательства, что повышение воспаления напрямую вызывает респираторную недостаточность чаще у не вакцинированных пациентов. 
СРБ – ЦЕНТРАЛЬНЫЙ КОМПОНЕНТ ОСТРОЙ ФАЗЫ

У человека острая фаза (ОФ) воспалительного процесса характеризуется в основном: повышением температуры, изменением проницаемости сосудов, изменением биосинтетического и метаболического профиля многих органов. В развитии ОФ участвуют системы всего организма: иммунная, центральная нервная, эндокринная, сердечно-сосудистая. Один из центральных участников ОФ – это СРБ, при воспалении концентрация СРБ в плазме крови увеличивается в 10–100 раз, и есть прямая связь между изменением уровня СРБ и тяжестью и динамикой клинических проявлений воспаления.

Выше уровень СРБ – выше тяжесть воспалительного процесса, и наоборот. Поэтому СРБ является наиболее чувствительным клинико-лабораторным индикатором воспаления и некроза. Именно поэтому, измерение концентрации СРБ широко применяется для мониторинга и контроля эффективности терапии бактериальных и вирусных инфекций, хронических воспалительных заболеваний, ожогов, онкологических заболеваний, осложнений в хирургии и гинекологии и др. Разные причины воспалительных процессов по-разному повышают уровни СРБ. [2]
О ЧЕМ СВИДЕТЕЛЬСТВУЕТ ВЫСОКИЙ УРОВЕНЬ СРБ?

Острые воспалительные процессы. Высокий уровень СРБ свидетельствует об остром воспалительном процессе и о степени его тяжести. Концентрация СРБ резко повышается через 6-8 часов после начала воспаления и столь же резко (через 6-8 часов) снижается после его окончания. Проводя мониторинг СРБ получают оперативную информацию об эффективности терапии. Уже через 6-8 часов после воздействия лечебного фактора можно получить ответ о его эффективности. Иногда, в чрезвычайных случаях при развитии тяжелых инфекций мониторинг СРБ применяют для выбора наиболее эффективного антимикробного средства. Микробиологическое определение чувствительности или устойчивости микрофлоры больного к антибиотикам занимает, как правило, несколько суток и такой срок может оказаться неприемлемым. СРБ даст ответ об эффективности антибиотика через 6-8-часов.

Уровни СРБ при различных воспалительных процессах.

Бактериальная инфекция. При ней наблюдаются самые высокие уровни СРБ (100 мг/л и выше). При эффективной терапии концентрация СРБ снижается через 6-8 часов, а если этого не происходит, решается вопрос о выборе другого антибактериального лечения. Сепсис у новорожденных. При подозрении на сепсис у новорожденных – концентрация СРБ более 12 мг/л – это указание на немедленное начало противомикробной терапии. Следует учитывать, что у части новорожденных бактериальная инфекция может и не сопровождаться резким повышением концентрации СРБ. 
Вирусная инфекция.  При ней СРБ повышается незначительно (меньше 20 мг/л), что используется для дифференцирования вирусной инфекции от бактериальной. У детей с менингитом СРБ в концентрации выше 20 мг/л – безусловное основание для начала антибиотикотерапии. 

Нейропения.  При нейропении у взрослого пациента уровень СРБ более 10 мг/л может оказаться единственным объективным указанием на наличие бактериальной инфекции и на необходимость применения антибиотиков.

Послеоперационные осложнения.  Если в течение 4–5 дней после хирургической операции СРБ продолжает оставаться высоким (или увеличивается), это указывает на развитие осложнений (пневмонии, тромбофлебита, раневого абсцесса). СРБ следует до операции и отслеживать его динамику до нормализации его уровней. Сопутствующие бактериальные инфекции.  При любых заболеваниях либо после операции присоединение бактериальной инфекции, будь то местный процесс или сепсис, сопровождается повышением уровней белков ОФ, концентрация СРБ становится большей, чем 100 мг/л. 

Некроз тканей. Некроз тканей вызывает острофазный ответ, аналогичный тому, который возникает при бактериальной инфекции. Острофазный ответ возможен при инфаркте миокарда, при опухолевых некрозах тканей почки, легкого, толстого кишечника. Хронические воспалительные процессы. Для диагностики и мониторинга их течения целесообразно следить за изменением концентрации не только СРБ, но и уровней более медленно реагирующих маркеров ОФ: a1-кислого  гликопротеида (орозомукоида) и  К- ингибитора протеиназ. Наблюдение только за одним маркером воспаления рискованно: у некоторых больных возможен дисгармоничный острофазный ответ. СРБ при мониторинге хронических заболеваний Измерение динамики уровней нескольких белков ОФ позволяет быстро улавливать ответ организма на лечение. 

Системные ревматические заболевания. При них резко увеличиваются уровни целого спектра белков ОФ, а уменьшение их концентрации при ревматоидном артрите четко указывает на эффективность лечения. При системном васкулите отслеживание СРБ – это объективный тест, позволяющий минимизировать дозы стероидов.

Воспалительные заболевания желудочно-кишечного тракта. Болезнь Крона сопровождается сильной ОФ, но при неспецифическом язвенном колите ОФ незначительна. При функциональных расстройствах белки ОФ обычно не увеличены. Злокачественные опухоли. При них возможны различные изменения уровней белков ОФ, что может зависеть: 1) от присоединения инфекции, 2) от некроза тканей, 3) от нарушения функций органов из-за возникновения непроходимости респираторных путей или желудочно-кишечного тракта, 4) от влияния иммуносупрессии и, 5) химиотерапии. Массивный острофазный ответ наблюдается при некрозе солидных опухолей. Лимфомы, напротив, редко сопровождаются тканевым некрозом и изменением спектра белков плазмы. При миеломе возможна очень сильная ОФ, вызванная повышенным синтезом ИЛ- 6 опухолевыми клетками, это плохой прогностический признак. Если при высоком уровне СРБ нет явных признаков воспаления или некроза больного следует обследовать на наличие онкозаболеваний. Вторичный амилоидоз. Повышение уровня СРБ коррелирует с развитием почечных осложнений.

Отторжение трансплантата. При отторжении сердечного аллотрансплантата высокий СРБ коррелирует с инфекционными осложнениями, но не свидетельствует об отторжении как о таковом. При отторжении почечного трансплантата сильный острофазный ответ – один из ранних индикаторов отторжения.
Таким образом, значительное повышение уровня СРБ и других белков ОФ может указывать как на диагноз, так и на эффективность проводимой терапии]. Но этим клиническое значение определений концентраций СРБ далеко не исчерпывается. [1]
РАЗДЕЛ 1. МЕТОДИКА ПРОВЕДЕНИЯ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проводились на автоматическом анализаторе ERBA турбидиметрическим методом (см. фото 1 и 2) в несколько этапов. 
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Фото 1. Монитор автоматического биохимического анализатора ERBA
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Фото 2. Автоматический биохимический анализатор ERBA
1этап - прием, поступившей из отделения. Кровь поступает из отделения в одноразовых пластиковых пробирках с указанием фамилии пациента. В лаборатории пробирке присваивается номер (регистрационный номер), под которым назначения данного пациента будут программироваться на автоматическом анализаторе. Этот же номер будет стоять и на бланке результата анализа.

2 этап разработка крови. Пробирки центрифугируются в центрифуге 10 мин при 150об/мин, не снимая с них крышек (фото 3,4). [3]
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   Фото 3,4. Пробирки центрифугируются в центрифуге

После центрифугирования мы отбираем сыворотку при помощи дозаторов (фото 5,6) переменного объема одноразовыми наконечниками в одноразовые пластиковые канюли, которые предварительно пронумерованы в соответствии с номером пробирки.
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Фото 5,6. Отбор сыворотки при помощи дозаторов 

3 этап программирование анализатора соответственно руководству по эксплуатации биохимического автоматического анализатора ERBA
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Фото 7-9. Программирование анализатора 

4этап вносим канюли в анализатор и запускаем его кнопкой «СТАРТ» 
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Фото 10. Запуск кнопкой «СТАРТ»

Исследования проводились реактивами ERBA Lachema s.r.o. Реактив -набор жидких реагентов для количественного иммунотурбидиметрического определения СРБ в сыворотке крови.

Принцип метода: иммунотурбидиметрия. Измерение продукта реакции антиген-антитело методом конечной точки.

В состав набора входит R1-буфер и R2 антисыворотка.

Калибровка выполняется по 6 стандартам различной концентрации, полученными из СРБ калибратора путем разведения его физиологическим раствором в соотношении1:1. 
Используемое разведение 1:32, 1:16, 1:8, 1:4, 1:2, не разведенный стандарт.

Контроль качества выполняемой методики проводится с помощью двухуровневого контроля: контрольная сыворотка с нормальным показателем СРБ и контрольная сыворотка с повышенным содержанием СРБ.

Нормальные величины 0-10мг/л [4]
Все лабораторные работы проведены в лабораторном комплексе ГБУЗ РК «Сакская РБ» согласно типовых методик.
Фактически выполняемые лабораторные работы заключались в механическом объединении разных компонентов и не предлагают контакт с вредными и опасными веществами. 
РАЗДЕЛ 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Мы провели исследования СРБ двух группах. Разделили пациентов на 2 группы. 
1 группа-прошедшие вакцинацию, 
2 группа- не прошедшие вакцинацию. 

Все пациенты поступили в стационар с жалобами на повышение температуры, кашель, отдышку.

При проведении исследований в первой группе мы получили следующие результаты в таблице 2.1
                                                                                           Таблица 2.1

	Пациент/возраст
	1день госпитализации
	2-3день госпитализации
	7день госпитализации

	Пациент 1 58 лет
	7,4
	6,3
	5,0

	Пациент 2 78 лет
	54,8
	19,0
	1,9

	Пациент 3 47 лет
	8,1
	13,7
	10,0

	Пациент 4 55 лет
	55,7
	24,1
	0,1
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Рис. 1. Исследования в первой группе

Т.е. мы видим положительную динамику в 75% случаев на 2-3 день госпитализировали и в 100% случаев на 7 день (рис.  3.1)
       При проведении исследований в первой группе мы получили следующие результаты в таблице 2.2

Таблица 2.2
	Пациент/возраст
	1день госпитализации
	2-3день госпитализации
	7день госпитализации

	Пациент 1 66 лет
	91
	159
	117,5

	Пациент 2 54 лет
	194
	31,6
	75,5

	Пациент 3 34 лет
	104
	11,7
	1,3

	Пациент 4 58 лет
	104
	234,7
	226,1
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Рис.2.2. Исследования во второй группе

В таблице 2.2 мы видим, что на 2-3 день после госпитализации положительная динамика наступала у 50%, а на 7 день у 25% (пациент №3 - 34 года). У пациента №2 наблюдалась отрицательная динамика (возможно начало цитокинового штурма), у пациента №4 показатели оставались стабильно высокими и пациенты 1,3,4 были переведены в реанимационное отделение) (рис.2.2). 

Таким образом, определение уровня СРБ традиционно использовалось клиницистами для оценки состояния пациентов с респираторными симптомами при заболеваниях органов дыхания и принятия решения о назначении антибактериальной терапии. 
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Фото 11. Обработка данных
Повышенный уровень СРБ характеризовал преимущественно бактериальные инфекции, при вирусных же инфекциях в основном отмечалось незначительное повышение концентрации СРБ. В клинических рекомендациях определение уровня СРБ включено в стандарт диагностики и критерии оценки качества медицинской помощи пациентам с респираторными заболеваниями, прежде всего с пневмонией. Однако пандемия COVID-19 внесла коррективы в традиционное использование СРБ-теста для дифференциальной диагностики бактериальных и вирусных инфекций. Определение концентрации СРБ как маркера воспаления при COVID-19, в первую очередь, позволяет оценить тяжесть течения, распространенность воспалительной инфильтрации и прогноз заболевания. Проведенные нами исследования выявили что в группе вакцинирванных пациентов болезнь протекала легче, не смотря на возраст самих пациентов и уже на 2-3й день терапии в 75% дало положительную динамику. В группе не вакцинирванных пациентов заболевание протекало тяжелее с отрицательной динамикой. Причем 75% пациентов были переведены в отделение реанимации.

ВЫВОДЫ
1. Таким образом, определение уровня СРБ традиционно использовалось клиницистами для оценки состояния пациентов с респираторными симптомами при заболеваниях органов дыхания и принятия решения о назначении антибактериальной терапии. 
2. Повышенный уровень СРБ характеризовал преимущественно бактериальные инфекции, при вирусных же инфекциях в основном отмечалось незначительное повышение концентрации СРБ. В клинических рекомендациях определение уровня СРБ включено в стандарт диагностики и критерии оценки качества медицинской помощи пациентам с респираторными заболеваниями, прежде всего с пневмонией. Однако пандемия COVID-19 внесла коррективы в традиционное использование СРБ-теста для дифференциальной диагностики бактериальных и вирусных инфекций. Определение концентрации СРБ как маркера воспаления при COVID-19, в первую очередь, позволяет оценить тяжесть течения, распространенность воспалительной инфильтрации и прогноз заболевания
3. Проведенные нами исследования выявили, что в группе вакцинирванных пациентов болезнь протекала легче, не смотря на возраст самих пациентов и уже на 2-3й день терапии в 75% дало положительную динамику. В группе не вакцинирванных пациентов заболевание протекало тяжелее с отрицательной динамикой. Причем 75% пациентов были переведены в отделение реанимации.
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