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Задачами дослідження було удосконалення методики обережної пункційної біопсії шкіри у дітей при атопічному дерматиті та оцінка повноцінності мікробіоптата для цитологічного та імуноморфологічного дослідження. Для одержання мікробіоптату шкіри застосовувалися голки UNICUT фірми ''C.R.BARD,INK''(США). Проведено 12 біопсій шкіри голками різного діаметру (1,4мм, 1,6мм та 2,1мм). Визначено оптимальний розмір голки для біопсії шкіри при АД – діаметр 1,6мм, довжина 75 мм. Виконано гістологічне, гістохімічне та імуноморфологічне дослідження мікробіоптатів, що підтвердило повноцінність отриманих зразків та можливість застосування запропонованої методики у практиці.
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Improvement of a technique bIopsy skin in pediatrics.
Tasks of the investigation were improvement of a sparing puncture biopsy skin technique in children suffering from atopic dermatitis and an estimation of full value of microbioptical samples for cytological and immunomorphological researches. For reception biopsy skin were used needles UNICUT of firm "C.R.BARD, INK" (USA). It is carried out 12 biopsy skin by needles of different diameter (1,4mm, 1,6mm and 2,1mm). The optimum size of a needle for biopsy skin is determined as diameter - 1,6мм and length - 75mm. It is executed histological, histochemical and immunomorphological research of microbioptical samples. It has confirmed full value skin samples and an opportunity of using of the given technique in practice.
Key words: children, atopic dermatitis, skin, biopsy.

В типових випадках діагностика хвороб шкіри не викликає труднощів. Але у ряді випадків (при нетиповому перебігу хвороби, наявності ускладнень, самолікуванні, тривалому застосуванні фармакологічних засобів) єдиним методом встановлення вірного діагнозу є біопсія. Крім того, біопсія дозволяє встановити ранні морфологічні зміни хвороби, коли клінічні прояви ще відсутні завдяки спроможністі компенсаторних процесів. На думку видатного патолога І.В. Давидовського [1969], «будь-який активний процес пізнання починається завжди зі знайомства з реальним матеріальним субстратом, тобто є потреба отримати відповідь на запитання : „що таке?”». Згідно наказу №482 від 4.12.2001року „Про затвердження порядку видачі медичного висновку про дитину-інваліда віком до 16 років”, біопсія є обов’язковим методом дослідження при тяжкому перебігу атопічного дерматиту (АД) для встановлення інвалідності. Таким чином, в медичній практиці є велика потреба в цьому методі дослідження, а існуючі методики біопсії не відповідають сучасним вимогам. Так, Кожевников В.А., Осипов А.А. [1999] для отримання біопсії шкіри застосовували загальний наркоз. У більшості клінік сьогодні біопсія шкіри проводиться інцізіоним методом за допомогою циркулярного ножа за методикою Цвєткової Г.М. з співавт. [1981]. Існуючі методики біопсії шкіри мають обмежене використання у практиці у зв‘язку з травматичністю, складністю виконання, ризиком ускладнень.

Метою роботи були удосконалення та апробація сучасної методики обережної пункційної біопсії шкіри у дітей при АД.

В задачі дослідження входило: 

1. Модифікація пункційної біопсії шкіри у дітей.

2. Оцінка повноцінності біоптата шкіри для цитологічного та імуноморфологічного дослідження.

Матеріали та методи.

Під спостереженням знаходилось 12 хворих на АД у стадії загострення віком від 3 до 15 років, що перебували на лікуванні в алергологічному відділенні ОДКЛ№1 м. Харкова у 2000-2003рр. При верифікації діагнозу застосовували діагностичні критерії Hanifin, Rajka [1980] та класифікацію, створену на основі рекомендацій Ласиці [2000] та Російського консенсусу з АД [2000]. У 3 хворих діагностовано еритематосквамозну з ліхеніфікацією форму АД, у 9 – ліхеноїдну форму. У всіх дітей констатовано тяжкий безпреривнорецидивуючий перебіг хвороби. Показанням для проведення біопсії у всіх дітей був тяжкий перебіг хвороби та вирішення питання щодо встановлення інвалідності. Імуногістологічне дослідження мікробіоптатів шкіри виконано на кафедрі патологічної анатомії ХДМУ під керівництвом проф., д.м.н. І.В. Сорокіної. Дослідження проводилось згідно основних етичних та правових принципів, що встановлені у Хельсінкській декларації Всесвітньої Медичної Асоціації [Хельсінкі, 1964р.; Единбург, 2000р.]. Кожен пацієнт отримував інформаційний листок з описом методики та підписував інформовану згоду про участь в дослідженні.
Техніка пункційної біопсії шкіри.

Для одержання біоптату шкіри застосовувалася голка UNICUT фірми ''C.R.BARD,INK''(США). Голки призначені для чрезшкірної біопсії внутрішніх органів. Існують голки різного діаметра (1,2; 1,4; 1,6; 2,1мм) і різної довжини (75, 115, 150, 200 мм). Голка складається із зовнішньої канюлі й стилета з розташованою на кінці зазубриною для узяття зразка тканини. Для одержання біоптату шкіри необхідно стилет повністю висунути з канюлі, повернути його на 180 градусів, вставити назад у канюлю і край стилета сполучити із краями канюлі. Далі обмежником ходу стилета встановити необхідну глибину забору тканини. Попередньо оцінити товщину шкіри на ураженій ділянці методом узяття її в складку. Шкіру на місці проведення біопсії обробити 70% спиртом, взяти шкіру в складку й зробити укол (до відчуття упору). Досліджувана ділянка шкіри буде знаходитися усередині канюлі. Голку витягти зі шкіри, помістити її кінець у пробірку з 10% формаліном й, пересуваючи стилет, перемістити біопсійний матеріал з канюлі в пробірку з формаліном. У такому вигляді біоптат може зберігатися кілька днів і бути доставлений на гістологічне дослідження.

Наведеною технікою біопсія шкіри з місць ураження АД проводилась з допомогою голок діаметрами 1,4мм, 1,6мм та 2,1мм – по 4 хворих у кожній групі. Мікробіоптати шкіри фіксували в 10% нейтральному формаліні, заливали в целоідін-парафін, після спиртової проводки виготовляли зрізи, товщиною 5-6 мкм. Зрізи фарбували гістологічними методами: гематоксиліном і еозіном, пікрофуксіном по Ван-Гізону, по Малорі; гістохімічними: мукополісахаріди ідентифікували PAS-реакцією з контролем амілазою, плазматичне просочування виявляли реакцією Рего, РНП визначали реакцією Браше (контроль кристалічною рібонуклеазою), а ДНП – реакцією Фельгена-Россенбека (контроль – гідроз з HCl) [Лилли,1969]. Імуноморфологічне дослідження проводили на парафінових зрізах, товщиною 5-6 мкм непрямим методом Кунса за методикою Brosman [1979]. Імунні клітки диференціювали за допомогою моноклональных антитіл (МКА) до різних типів клітин фірми Novocastra Laboratories Ltd. Використовували антитіла CD3, CD4, CD5, CD8 , CD16, CD20, CD22, CD38, HLA-Dr, IgЕ та C-3 фракції комплементу. У якості люмінісцентної мітки використовували F(ab)-2 – фрагменти кролячих антитіл проти імуноглобулінів миші, мічених ФІТЦ. Препарати вивчали в люмінесцентному мікроскопі МЛ-2 з використанням світлофільтрів: ФС-1-2, СЗС-24, БС-8-2, УФС-6-3.

Результати та їх обговорення.

Проведення біопсій голками різного діаметра дозволило встановити, що для здійснення біопсії шкіри при атопічному дерматиті оптимальним є діаметр голки 1,6мм - він дозволяє одержати біопсійний матеріал, у якому представлені усі шари шкіри, можливе вивчення їхньої архітектоніки і є достатнім для встановлення морфологічного діагнозу. Рекомендується довжина голки - 75мм, що полегшує маніпулювання нею. Ні в одному випадку не зареєстровано ускладнень при виконанні процедури. Розмір біоптата шкіри достатній для проведення гістологічного, гістохімічного та імуноморфологічного дослідження. В усіх дослідженнях гістологічно було підтверджено діагноз атопічного дерматиту. У якості приклада наводимо фотографії гістологічних препаратів, отриманих вищеописаною методикою (рис.1,2).
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Рисунок 1. Різко виражений акантоз в епідермісі хворого на ліхеноїдну форму АД. Гематоксилін, еозин (х 100).
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Рисунок 2. Відкладання IgE на базальній мембрані епідермісу в шкірі хворого на ліхеноїдну форму АД. Непрямий метод Кунса з МКА до IgЕ (х 600).

Висновки:

1. Запропонована методика малотравматична, естетична, зручна, проста в застосуванні, не вимагає кваліфікації лікаря-хірурга, можливо застосування в амбулаторних умовах.

2. Оптимальний розмір голки для біопсії шкіри при АД - 1,6мм, що дозволяє зробити адекватний (необхідний і достатній для встановлення морфологічного діагнозу) забір тканини з ураженої ділянки шкіри.

3. Інструментарій одноразовий, що знімає проблему стерилізації, безпеки застосування.

4. Можливо використання методики як в практичній медицині, так і для наукових досліджень – розмір біоптата дозволяє виконати гістологічне, гістохімічне та імуноморфологічне дослідження.
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