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Резюме

Мета – ​дослідити механізми розвитку атопічного дерматиту шляхом застосування молекулярно-генетичних та мікробіологічних ме-
тодів, що дасть змогу розробити нові підходи до його діагностики.

Матеріали та методи. У хворих на атопічний дерматит застосовано поглиблений діагностичний алгоритм, що враховував клінічні 
прояви захворювання (SCORAD), показники мікробіоценозу шкіри та наявність одного з генетичних факторів схильності – ​мутації 
гену філагрину FLG 2284del4.

Результати. Мутація була виявлена у 16,6% досліджених (з 29 хворих) за методом Palmer et al., у яких спостерігалося домінування 
ліхеноїдної та пруригоподібної форм захворювання.

Висновок. Розпізнавання конкретних механізмів, які беруть участь у патогенезі запальних захворювань шкіри хворих на атопічний 
дерматит, безумовно, сприятимуть пошуку та розробці нових, ефективніших методів діагностики захворювання з метою впливу 
на патологічний процес.
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Вступ
Атопічний дерматит (АД) є одним з найпоширеніших 

хронічно-рецидивних захворювань шкіри, для якого ха-
рактерне підвищення чутливості шкіри до різних по-
дразників (алергенів), порушення проникності судин-
ної стінки, поєднання з іншими «атопічними», частіше 
респіраторними захворюваннями (бронхіальна астма, 
алергічний риніт та  кон’юнктивіт), а  також сімейна 
схильність до  захворювання. Частка АД серед алер-
годерматозів становить 17–25% та має постійну тенден-
цію до зростання навіть у зрілому віці, а також до тяж-
чого перебігу. АД є мультифакторним захворюванням 
і його перебіг визначається, перш за все, поєднаною дією 
генетичних і середовищних чинників. Протягом остан-
ніх десятиліть поширеність АД у розвинутих країнах се-
ред дітей реєструється на рівні від 17% до 30%, а серед 
дорослих – ​від 2% до 10% [1, 5]. В Україні також відзна-
чається зростання захворюваності на алергодерматози, 
зокрема АД. Так, захворюваність на АД за останні деся-
тиліття зросла в 1,3 раза (зі 160,1 на 100  тис. населення 
у 2000 р. до 210,6 на 100  тис. населення у 2017 р.) [1, 6, 
9, 11–13, 15, 16].

Останніми роками активно обговорюється нова кон-
цепція патогенезу АД, в  основі якої лежить, зокрема, 
уявлення про важливу роль підвищення проникності 

шкірного епітеліального бар’єра, пов’язана з  мутаці-
ями гену філагрину (білка, необхідного для диферен-
ціювання клітин епідермісу і здійснення його бар’єрної 
функції) – ​одного з ключових білків, наявних в епідер-
місі шкіри вже на 3-му місяці життя дитини, який запо-
бігає втраті води через роговий шар. Мутації гена FLG 
вважають основним чинником ризику розвитку АД [8, 
9], особливо у пацієнтів з раннім його початком (до 2 ро-
ків життя). 

Термін «філагрин» (від англ. filament aggregating pro-
tein  – ​білок,  що агрегує філаменти) вперше введено 
в 1981 р. для опису класу структурних білків рогового 
шару епідермісу. Філагрин сприяє утворенню білко-
во-ліпідного шару клітин,  що ороговіли, перехресно 
зв’язаних трансглутаміназою. При цьому утворюється 
бар’єр, що запобігає втраті води і мінімізує проникнення 
алергенів і мікроорганізмів. Дія останніх відіграє важ-
ливу роль у патоморфозі АД, збільшенні тяжкості його 
перебігу та торпідності до терапії, що свідчить про важ-
ливість дослідження мікробіоценозу шкіри у  хворих 
на АД [2, 3, 6, 7, 10, 12, 14, 16].

Враховуючи високу поширеність і  тяжкість пере-
бігу АД, відсутність специфічних лабораторних мар-
керів діагностики, вдосконалення діагностичного алго-
ритму залишається актуальним та потребує подальшого 

КЛІНІЧНІ СПОСТЕРЕЖЕННЯ

№ 3  (81)  2018  |  ISSN 2308-1066
ДЕРМАТОЛОГіЯ та венерологія



вивчення, що дасть  змогу оптимізувати лікувально-про-
філактичні методи виявлених порушень.

Мета дослідження – ​дослідити механізми розвитку 
АД шляхом застосування молекулярно-генетичних 
та мікробіологічних методів, що дасть змогу розробити 
нові підходи до діагностики АД.

Матеріали та методи дослідження
Під спостереженням були 50 хворих на АД, що зна-

ходились на стаціонарному лікуванні у відділенні дер-
матології, інфекційних та  паразитарних захворювань 
шкіри ДУ «ІДВ НАМНУ». Віковий діапазон хворих 
коливався у межах 20–68 років. Усі пацієнти мали ста-
дію загострення захворювання. Давність захворювання 
у більшості хворих варіювала від 3 міс до 8 років.

Давність захворювання та особливості перебігу вста-
новлювали на  підставі скарг хворих, даних анамнезу 
життя та хвороби, а також результатів клінічного об-
стеження. При опитуванні хворих обов’язково акцен-
тували увагу на алергологічному анамнезі, обтяженій 
спадковості пацієнтів та особливостях маніфестації за-
хворювання. Об’єктивне обстеження охоплювало до-
слідження покривів шкіри та видимих слизових обо-
лонок, стан периферійних лімфатичних вузлів. У разі 
необхідності пацієнтам призначали консультації суміж-
них спеціалістів (терапевт, ендокринолог, невропатолог, 
гастроентеролог). Усім пацієнтам було проведено ви-
значення бальної оцінки тяжкості перебігу дерматозу 
за допомогою напівкількісної шкали SCORAD (Scoring 
Atopic Dermatitis) [8], що дає змогу оцінити площу ура-
ження тіла та інтенсивність клінічних проявів сумісно 
з суб’єктивними симптомами – ​інтенсивністю свербежу 
(та як наслідок цього – порушенням сну). Насамперед 
здійснювали оцінку об’єктивних симптомів, а саме: гі-
перемії, сухості шкіри, утворення мокнуття/ кірки, екс-
коріації та ліхеніфікації. Кожну ознаку оцінювали від 
0 до 3 балів (0 – ​відсутність, 1 – ​легка, 2 – ​середня, 3 – ​
тяжка), відповідно до суб’єктивних ознак характеризу-
вали свербіж і порушення сну на підставі середнього 
ступеня їх виразності протягом останніх 3 днів/ночей 
за 10-бальною шкалою.

Індекс SCORAD розраховували за наступною фор-
мулою:

SCORAD = A/5 + 7B/2 + C,
де А – ​площа ураженої шкіри, %; В – ​сума балів об’єк-

тивних ознак; С – ​сума балів суб’єктивних ознак.
Всім пацієнтам проводили загальні лабораторні до-

слідження (загальний аналіз крові, сечі, біохімічне до-
слідіження), а також оцінку стану біоценозу окремих 
біотопів (шкіри, кішківника). Оцінку показників загаль-
них лабораторних досліджень проводили у відповідно-
сті до міжнародної системи СІ [4]. За показаннями па-
цієнтам проводили ультразвукове дослідження органів 
черевної порожнини.

Вилучені зі шкіри бактерії ідентифікували за допо-
могою методів класичної бактеріології на підставі ви-
вчення морфологічних, культуральних та  біохіміч-
них властивостей. Біологічний матеріал, отриманий 

з  осередків шкіри, засівали на  живильні та  диферен-
ційно-діагностичні середовища. Визначення адге-
зивно-колонізаційних властивостей мікроорганіз-
мів проводили за  методикою В. І. Бриліс. Клітинним 
субстратом були формалізовані еритроцити людини 
0 (І) Rh (+). Визначали середній показник адгезії 
(СПА) та індекс адгезивності мікроорганізмів (ІАМ), 
де  СПА  – ​середня кількість мікробів,  що адгезовані 
на  одному еритроциті, при підрахунку не  менш ніж 
25 еритроцитів. Адгезивність вважали нульовою при 
СПА від 0 до 1,0; низькою – ​від 1,1 до 2,0; середньою – ​
від 2,1 до 4,0 та високою – ​> 4,0. ІАМ – ​індекс адгезив-
ності мікроорганізмів, що беруть участь у адгезивному 
процесі. Неадгезивними вважають мікроорганізми 
з ІАМ ≤ 1,75; низькоадгезивними – ​з ІАМ від 1,76 до 2,5; 
середньоадгезивними – ​від 2,51 до 3,99 та високоадге-
зивними – ≥ 4,0 бактерій/еритроцит.

Антилізоцимну активність вилучених мікроорганіз-
мів визначали за допомогою методу відстроченого анта-
гонізму за методикою О. В. Бухаріна [5]. Індикаторним 
штамом був Micrococcus luteus (штам № 2665 ГІСК 
ім.  Л. А. Тарасевича). Активність штамів оцінювали 
в мкг/мл. Вилучені штами було розподілено на 3 групи: 
1 – ​штами, вилучені з уражених ділянок шкіри хворих 
на АД; 2 – штами, вилучені з інтактних ділянок шкіри 
хворих на АД; 3 – ​штами, вилучені з ділянок шкіри здо-
рових осіб (контрольна група).

Визначення чутливості вилучених мікроорганіз-
мів до  антибактеріальних препаратів за  допомогою 
диск-дифузійного методу та інтерпретацію отриманих 
результатів проводили згідно з міжнародними прото-
колами та нормативними документами МОЗ України. 
Резистентні та  помірно-резистентні мікроорганізми 
були об’єднані в групу нечутливих штамів. Контроль 
якості методики визначення чутливості мікроорганіз-
мів до антибіотиків, якості реагентів, що використовува-
лись (живильні середовища та диски з антибіотиками), 
проводився із  застосуванням контрольних штамів 
Американської колекції типових культур (АТСС): 
Escherichia coli АТСС 25922, Staphylococcus aureus 
АТСС 25923, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, 
Enterococcus faecalis АТСС 29212.

Визначення мутацій гену філагрину у хворих на АД 
проводили з використанням полімеразної ланцюгової 
реакції (ПЛР). Визначення мутації 2282del4 прово-
дили за методом Palmer et al. ДНК для дослідження 
отримували зі зразків периферійної крові за допомо-
гою наборів «GenPack» DNA PCR Test (виробництва 
РФ). Фрагмент гену філагрина, що вміщує мутацію, 
ампліфікували за  допомогою праймерів RPT1P7/
RPT2P1: 5’-AATAAGTCTGGACACTCAGGT‑3’ 
і  5’-GAGGACTCAGACTGTTT-​3’. 4 мкл отрима-
ного розчину ДНК використовували для амплі-
фікації, додаючи їх до  25 мкл суміші наступного 
складу: трис-HCI pH 8,5–10  ммоль, хлористий ка-
лій – ​50 ммоль, хлористий магній – ​2,5 ммоль, де-
зоксинуклеотид трифосфати  – ​по  0,2  ммоль, ди-
метилсульфоксид  – ​1%, Таq полімераза  – ​0,5 од., 
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а  також праймери  – ​0,2 мкмоль. Амплікон зазна-
вав дії рестриктази AdeI (DraIII), що розрізає сайт 
з послідовністю CACNNN↓GTG, така послідовність 
виникає в ампліконі за наявності мутації 2282del4. 
Для рестрикції додавали до  10 мкл реакційної су-
міші після ампліфікації 5 мкл розчину,  що вміщу-
вав 5 од. рестриктази AdeI (0,5 мкл), 1,5 мкл деся-
тиразового буфера G та 3 мкл води, і витримували 3 
год за температури 37оС. Результати реакції визна-
чали на трансілюмінаторі після електрофорезу зраз-
ків у 2% агарозному гелі одночасно зі стандартними 
маркерами молекулярної маси SM0373 (50–1000 нп) 
фірми ThermoScientific (виробництва США). За на-
явності мутації після рестрикції з’являвся додатко-
вий фрагмент довжиною 638 нп, у гетерозигот поряд 
з ним знаходився амплікон, що відповідає алелю без 
мутації довжиною 811 нп.

Рестриктаза Hin1II (NlaIII) розрізає фрагмент гену 
FLG R501X на 3 або 2 фрагменти в залежності від на-
явності чи відсутності мутації. Якщо мутація є, то амп-
лікон FLG розрізається на 3 фрагменти, а якщо немає, 
то на 2. Рестриктаза AdeI (DraIII) не розрізає амплікон 
FLG 2282del4, якщо у фрагменті немає делеції. За на-
явності делеції у фрагменті з’являється сайт для AdeI, 
відбувається розщеплення амплікона ендонуклеазою, 
і  на  електрофореграмі це проявляється у вигляді по-
яви двух смуг ДНК (рис. 1.)

Результати та їх обговорення
Успішна діагностика та лікування АД можливі лише 

при виявленні індивідуальних факторів ризику і запо-
біганні їх впливу. Тому у процесі збору анамнестичних 
даних насамперед з’ясовували загальні особливості, 
а саме: тривалість захворювання, сезонність, наявність 
супутньої патології; встановлювали фактори, що про-
вокують виникнення загострень. Традиційною ознакою 
вважали певну сезонність перебігу захворювання, яка 
була відзначена у 35 хворих з 50. При цьому типовими 
для них були стійка ремісія в літні місяці і загострення 
в осінньо-зимово-весняний період. У 15 хворих захво-
рювання було практично без періодів ремісії і характе-
ризувалося безперервно-рецидивним перебігом. При 
поглибленому аналізі анамнестичних даних було вста-
новлено декілька груп факторів, які найчастіше грали 
провокуючу роль у виникненні рецидивів та загострень 
захворювання. До них відносили психоемоційні фак-
тори, лікарські засоби, хімічну продукцію, фізичні на-
вантаження, а також загострення хронічних інфекцій, 
наявність застудних захворювань, вплив алергенів (ато-
пенів), зміни метеорологічних умов. Виникнення клі-
нічних проявів, що були пов’язані зі стресовими і нер-
вово-конфліктними ситуаціями, психоемоційною 
та розумовою перенапругою, відзначено у 18 пацієнтів.

При оцінці стану ураження шкіри за  індексом 
SCORAD встановлено, що в 7 пацієнтів (14%) захво-
рювання мало легкий перебіг (від 12 до  19,8 бала). 
Клінічні особливості у цих хворих характеризувалися 
помірним, частіше локальним, свербежем та незначною 

ліхеніфікацією. Лабораторні дослідження периферійної 
крові (фізіологічно нормальна кількість лейкоцитів, ео-
зинофілів та ін.) не виявили патологічних змін. У 18 па-
цієнтів (36%) встановлено середньо-тяжку форму (се-
редній показник коливався в межах 20,2–39,5 бала). 
Ступінь активності патологічного процесу у даних па-
цієнтів відзначався вираженим свербежем, більшою 
площею уражень шкіри, наростала ліхеніфікація, з’яв-
лялися екскоріації, пруригінозні папули, посилюва-
лася гострота запального процесу, приєднувались мі-
кробні ураження, виявлялись відхилення лабораторних 
показників. У 25 хворих (50%) перебіг АД був тяжким 
(з коливаннями від 42,3 до 76 балів), при якому спосте-
рігались поширені ураження шкіри, частіше гостроза-
пального характеру (рис. 2). 

В  зонах ураження відмічали численні папульозні 
елементи червоного кольору, при злитті яких утво-
рювались осередки цілісної папульозної інфільтра-
ції та масивної ліхеніфікації шкіри. Нерідко в ураже-
них ділянках виявляли значні численні екскоріації 
і пруригінозні папули на тлі набряклості, а також ве-
лику кількість лусочок і кірочок. У частки хворих ура-
ження шкіри мало генералізований характер у вигляді 
тотальної еритродермії. Практично в усіх хворих відзна-
чалася виражена сухість шкіри з масивним дрібно-плас-
тинчастим лущенням. Майже усі пацієнти скаржилися 
на інтенсивний, пекучий свербіж, що призводив до по-
рушень сну та психічного виснаження. У хворих спосте-
рігалось приєднання вторинної бактеріальної інфекції, 
що нерідко обтяжувало перебіг захворювання.

Рис.1. Електрофореграма ПЦР-продуктів ДНК 6 пацієнтів 
генотипованих на наявність мутації 2282del4 гена FLG (1, 3–6 – 

нормальні генотипи; 2 – гетерозигота за мутацією FLG 2282del4)

Легкий ступінь
(до 20) 14%

Середній ступінь 
(20-40) 36%

Тяжкий ступінь
(більше 40)

50 % 

Рис. 2. Розподіл хворих на АД  за ступенем тяжкості
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Під час проведення бактеріологічних досліджень 
у  50 хворих на  АД та  20 практично здорових осіб 
було вилучено 139 лабораторних штамів стафілоко-
ків: 100 штамів від хворих на  АД та  39 штамів від 
практично здорових осіб. Як свідчать результати до-
сліджень, бактеріальна флора у осіб з поширеними 
дерматозами суттєво відрізнялася від мікрофлори 
здорових людей та мала свої особливості, що обумов-
лено формуванням нових мікробних об’єднань, внас-
лідок чого змінювалося середовище існування та ха-
рактер взаємовідносин між асоціантами. Вивчення 
мікробних складових біотопів показало домінування 
мікроорганізмів роду Staphylococcus у  осередках 
шкіри як пацієнтів, так і здорових осіб. Різниця спо-
стерігалася у видовому складі стафілококів та сту-
пені обсіменіння окремих осередків ураження. Поява 
нерезидентних видів стафілококів з більшим пато-
генним потенціалом на уражених та інтактних ділян-
ках шкіри було помітною особливістю для більшості 
хворих. На рисунку 3 наведено співвідношення най-
поширеніших видів стафілококів у біотопах шкіри.

Як видно з діаграми, в осередках ураженої шкіри 
спостерігали переважання штамів S. aureus (62,0%) 
з поступовим зниженням у ділянках інтактної шкіри 
та шкіри здорових осіб (34,0% та 7,5% відповідно). 
Кількість виявлених штамів Staphylococcus epider-
midis перебувала у  зворотній залежності від шта-
мів S. aureus (24,0%, 44,0% та 77,5% відповідно). Для 
штамів Staphylococcus haemolyticus кореляційних 
зв’язків в залежності від ділянки вилучення не ви-
явлено. При цьому щільність колонізації в  осеред-
ках пошкодженої шкіри становила у  середньому 
107–108 КУО/мл, на інтактних ділянках та шкірі здо-
рових осіб – ​104–105 КУО/мл.

Мутація гену філагрину FLG 2282del4 була виявлена 
у 5 з 29 хворих з верифікованим діагнозом АД (16,6% 
випадків). При цьому у носіїв мутації гену філагрину 
спостерігалося домінування ліхеноїдної та пруригопо-
дібної форм захворювання. Подібні, хоч дещо вищі по-
казники (24,5%), були отримані в проведених раніше 
дослідженнях в ДУ «ІДВ НАМНУ» М. І. Зуєвою [7].

Висновки
Високий рівень захворюваності на АД, його дебют 

в ранньому віці, безперервно рецидивний перебіг пато-
логічного процесу за наявності тенденції до збільшення 
частоти стійких до традиційної терапії форм, встанов-
лення діагнозу лише за клінічними ознаками, відсут-
ність єдиних лабораторних критеріїв для встановлення 
діагнозу надають питанням вибору методу діагностики 
даного дерматозу особливої актуальності.

Бактеріальна флора у більшості хворих на АД сут-
тєво відрізняється від мікрофлори здорових людей 
та має свої особливості, зокрема спостерігається по-
ява нерезидентних видів стафілококів з  більшим 
патогенним потенціалом на уражених та інтактних 
шкірних ділянках. Адгезивність штамів S. aureus, ви-
лучених з уражених ділянок шкіри, майже у 1,5 раза 
вища, ніж штамів з  інтактної шкіри, та  в  3,5 раза 
вища, ніж штамів з контрольних ділянок. Найбільша 
кількість штамів з високими та помірними показни-
ками адгезії виявлялась на ураженій шкірі (67,7% 
та 25,8%) за їх відсутності на контрольних ділянках.

У носіїв мутації гену філагрину (2282del4), що ви-
являється майже у чверті хворих на АД (16,6–​24,5%), 
спектр клініко-анамнестичних особливостей має 
більш виражений характер у  порівнянні з  клініч-
ними ознаками пацієнтів без мутації з аналогічним 
ступенем тяжкості АД.
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Рис. 3. Співвідношення найпоширеніших видів стафілококів  
у біотопах шкіри
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РАСШИРЕНИЕ ДИАГНОСТИЧЕСКОГО АЛГОРИТМА ПРИ АТОПИЧЕСКОМ ДЕРМАТИТЕ

И.А. Маштакова, С. К. Джораева, А. П. Белозеров, И. В. Зюбан, В. Ю. Мангушева

ГУ «Институт дерматологии и венерологии НАМН Украины»

Резюме 

Цель – ​изучить механизмы развития атопического дерматита путем применения молекулярно-генетических и микробиоло-
гических методов, что позволит разработать новые подходы к диагностике атопического дерматита. 

Материалы и методы. У больных атопическим дерматитом использован углубленный диагностический алгоритм, который 
учел клинические проявления заболевания (SCORAD), показатели микробиоценоза кожи и наличие одного из генетических 
факторов склонности – ​мутации гена филаггрина FLG 2284del4. 

Результаты. Мутация была выявлена у 16,6% исследуемых (из 29 больных) методом Palmer et al., у которых доминировали 
лихеноидная и пруригоподобная формы заболевания. 

Выводы. Определение конкретных механизмов, которые участвуют в патогенезе воспалительных заболеваний кожи боль-
ных атопическим дерматитом, безусловно, будет способствовать поиску и разработке новых, более эффективных методов 
диагностики заболевания с целью воздействия на патологический процесс.
Ключевые слова: атопический дерматит, мутации гена филаггрина, микробиоценоз кожи.

EXPANSION OF DIAGNOSTIC ALGORITHM for ATOPIC DERMATITIS

I. A. Mashtakova, S. К. Dzhoraeva, A. P. Bilozorov, I. V. Ziuban, V. Yu. Mangusheva

SE «Institute of Dermatology and Venereology of NAMS of Ukraine»

Abstract 

The objective was ​to investigate the mechanisms of development of atopic dermatitis by applying molecular genetic and microbio-
logical methods, which will allow developing new approaches to diagnosis atopic dermatitis. 

Materials and methods. In patients with atopic dermatitis an in-depth diagnostic algorithm that takes into account clinical manifes-
tations of the disease (SCORAD), indicators of microbiocenosis of the skin and the presence of one of the genetic predispositions – ​
a mutation of the filagrine gene FLG 2284del4 has been used. 

Results. The mutation was detected in 16.6% of the subjects, which observed the domination of the lichenoid and prurigious forms 
of the disease. 

Conclusions. Recognition of specific mechanisms involved in the pathogenesis of inflammatory diseases of the skin of patients with 
atopic dermatitis, will certainly contribute to the search and development of new, more effective methods for diagnosing the disease 
in order to influence the pathological process.

Key words: atopic dermatitis, mutations in the filaggrin gene, microbiocenosis of the skin.
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