
61

Научная статья  |  Original article

Научная статья

УДК 616-093/-098

https://elibrary.ru/RXECGY

Пилотное исследование возможностей метода 
ПЦР в реальном времени для обнаружения 

оппортунистических микроорганизмов  
в образцах с поверхности кожи

Наталья Викторовна Савченко 1✉, Даниил Олегович Корнилов 1,  
Вероника Михайловна Симарзина 1, Михаил Андреевич Тряпицын 1,  

Диана Мирзозоновна Нечаева 1, Алексей Андреевич Бехтер 1,  
Тарек Мохамедович Итани 2, Данила Леонидович Зорников 1,  

Екатерина Сергеевна Ворошилина 1, 3

1 Уральский государственный медицинский университет, Екатеринбург, Россия
 2 Федеральный научно-исследовательский институт  
вирусных инфекций «Виром», Екатеринбург, Россия

 3 Медицинский центр «Гармония», Екатеринбург, Россия

✉ savchn@yandex.ru

Аннотация. Инфекционные дерматозы являются одной из самых частых патоло-
гий кожи у детей, что диктует необходимость изучения вклада микробиоты в раз-
витие заболеваний кожи, а также поиска информативных подходов для рутинного 
обнаружения ассоциированных с инфекционными дерматозами микроорганиз-
мов (МО). Полимеразная цепная реакция в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 
является перспективным методом для рутинного выявления оппортунистических 
МО на поверхности кожи. ПЦР-РВ, в отличие от секвенирования следующего по-
коления (NGS), хорошо адаптирована для практического здравоохранения и по-
зволяет определять количество целевого МО. Кроме того, ПЦР-РВ лишен недо-
статков культурального исследования. Цель исследования — оценить возможности 
метода ПЦР-РВ в выявлении условно-патогенных микроорганизмов с поверхно-
сти кожи. Материалы и методы. В исследование включены 13 детей с установлен-
ными заболеваниями кожи на амбулаторном приеме дерматовенеролога. Иссле-
дование микробиоты проводили методом ПЦР-РВ с помощью наборов реагентов 
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«БакСкрин УПМ» и «МикозоСкрин» (ООО «ДНК-Технология», Россия). Стати-
стическую обработку данных проводили с помощью R‑4.4.0 (сборка от 24 апреля 
2024 г.). Результаты. Бактериальную ДНК обнаружили в 92,3 % образцах, грибковую 
ДНК — в 80,8 %. Для образцов с пораженных участков кожи отмечали тенденцию 
к большему количеству определяемых групп оппортунистических МО и больше-
му суммарному уровню бактериальной ДНК, более частому обнаружению бакте-
рий родов Staphylococcus и Acinetobacter, бактерий порядка Enterobacterales и грибов 
вида Candida parapsilosis. Наибольшее количество бактериальной ДНК отмеча-
ли в пробах с пораженных участков кожи у пациентов с атопическим дерматитом 
(10 7,5–10 8,2 ГЭ/образец), что в среднем в 10 000 раз превышало количество бакте-
риальной ДНК для других образцов. Выводы. ПЦР-РВ позволил выявить бактери-
альную и грибковую ДНК в большинстве образцов с поверхности кожи, как пра-
вило, в количествах 10 3–10 5 ГЭ/образец.
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Abstract. Infectious dermatoses are one of the most common pathologies of the skin 
and subcutaneous fat among the pediatric population. Therefore, there is a need to study 
the contribution of the skin microbiome to the development of skin diseases, as well as to 
search for informative approaches for the routine detection of microorganisms (MO) as-
sociated with infectious dermatoses. Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) is a 
promising method for routine detection of opportunistic MO in skin microbiome samples. 
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RT-PCR, unlike next-generation sequencing (NGS), is well adapted for practical health-
care and allows quantitative microbial analysis of skin microbiome samples. In addition, 
RT-PCR is devoid of the disadvantages of bacterial culture-based methods. Objective. To 
assess the capabilities of the RT-PCR method in the detection of opportunistic microor-
ganisms from the skin microbiome samples. Materials and methods. The study included 
13 children consulting ambulatory dermatologists with diagnosed skin rashes. Microbio-
ta analysis was performed with RT-PCR by using the reagent kits “BacScreen” and “My-
coseScreen” (DNA-Technology, LLC, Russia). Statistical analysis of data was carried out 
using R‑4.4.0 (release 2024-04-24). Results. Bacterial DNA was detected in 92.3 % of the 
samples, while fungal DNA — in 80.8 %. For samples from the affected skin areas, we 
found a higher number of opportunistic MO and a greater total level of bacterial DNA, 
with a more frequent detection rate of bacteria belonging to the genera Staphylococcus and 
Acinetobacter, bacteria of the order Enterobacterales, and Candida parapsilosis. The high-
est level of bacterial DNA was observed in samples from the affected skin areas of patients 
with atopic dermatitis (10 7.5–10 8.2 GE/sample), which in average 10,000 times exceeded 
the amount of bacterial DNA for other samples. Conclusion. RT-PCR detected bacteri-
al and fungal DNA in most samples from the surface of the skin, usually in levels ranging 
10 3 to 10 5 GE/sample.

Keywords: skin microbiome, PCR, dermatoses in children
For citation: Savcheno NV, Kornilov DO, Simarzina VM, Tryapitsyn MA, Nechae-
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Введение
Нормальная микробиота кожи защищает биотоп от колонизации пато-

генными микроорганизмами (МО) и способствует иммунному гомеоста- 
зу [1]. Изменения микробиоты кожи ассоциированы с развитием воспали-
тельных и инфекционных дерматозов [2]. Например, было продемонстри-
ровано более частое обнаружение грамположительных факультативно-ана-
эробных бактерий (преимущественно Staphylococcus aureus и Staphylococcus 
epidermidis) [3], а также грибов родов Candida и Malassezia у пациентов с за-
болеваниями кожи [4]. Следует отметить, что инфекционные дерматозы — 
одна из самых частых дерматологических патологий среди детского населе-
ния [5–8], что диктует необходимость изучения вклада кожной микробиоты 
в развитие этой патологии, а также поиска информативных подходов для ру-
тинного обнаружения ассоциированных с инфекционными дерматозами МО.

Большинство исследований микробиоты кожи выполнено методом секве-
нирования следующего поколения (англ. Next-Generation Sequencing, NGS) 
участков гена 16S рибосомальной рибонуклеиновой кислоты (рРНК) — «зо-
лотым стандартом» в изучении микробиома последних 20 лет [9]. Однако при 
своей высокой информативности такой подход не позволяет определять сум-
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марный уровень бактериальной дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) 
и количество отдельно взятого МО в образце, что ограничивает его приме-
нение в клинической практике. Кроме того, большинство лабораторий Рос-
сии в настоящий момент не обладает необходимой приборной базой и кадра-
ми подходящей квалификации для осуществления подобных исследований.

В то же время хорошо адаптированное для практического здравоохране-
ния культуральное исследование требует нескольких суток для получения 
результата и применения большого перечня питательных сред. В качестве 
альтернативы культуральному исследованию для рутинной диагностики оп-
портунистических МО на коже может быть использован метод мультиплекс-
ной полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
Для ПЦР-РВ не требуются питательные среды, а результаты исследования 
готовы уже через несколько часов. В отличие от NGS, ПЦР-РВ уже исполь-
зуется для рутинной диагностики многих инфекционных патологий и позво-
ляет оценивать количество целевого МО в образце. Эти факты позволяют 
предположить, что метод ПЦР-РВ является перспективным для рутинного 
обнаружения оппортунистических МО на поверхности кожи.

Цель исследования — оценить возможности метода полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени в выявлении условно-патогенных ми-
кроорганизмов с поверхности кожи.

Материалы и методы
Пациенты и  методы. В  исследование включено 13  детей в  возрасте 

от 4,1 до 16,7 лет (Me [Q25; Q75]* — 9,4 [6,5; 15,9] лет). Набор материала осу-
ществлялся на базе Свердловского областного кожно-венерологического дис-
пансера (Екатеринбург) во время амбулаторного приема дерматовенеролога 
при первичном обращении пациентов с жалобами на высыпания на коже.

Критерии включения в исследование: возраст от 0 до 17 лет 11 мес., нали-
чие инфекционного процесса на гладкой коже или волосистой части голо-
вы (первичного или вторичного), информированное добровольное согласие 
на участие в исследовании. Критерии исключения: использование местных 
лекарственных средств и эмолентов за день до взятия биоматериала, мест-
ных антимикробных средств — в течение 7 дней до взятия биоматериала, си-
стемных антимикробных препаратов — в течение 1 месяца до взятия биома-
териала. У каждого ребенка брали по 1 мазку с пораженного участка кожи 
и 1 мазку с интактной кожи (межлопаточная область).

Проведение исследования одобрено локальным этическим комите-
том Уральского государственного медицинского университета (протокол 
№ 10 от 20 декабря 2019 г.).

Диагноз атопического дерматита устанавливался относительно критери-
ев Дж. М. Ханифина и Дж. Ражки (англ. J. M. Hanifin, G. Rajka) [10], оцен-

*  Me — медиана (англ. Median); Q25; Q75 — нижний и верхний квартили (англ. Lower and 
Upper Quartiles).
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ка степени тяжести производилась на основании шкалы SCORAD* [11]. 
При постановке диагноза «хроническая экзема кистей» оценка степени 
тяжести проводилась с использованием индекса EASI ** [12]. Степень тя-
жести себорейного дерматита устанавливалась с использованием индек-
са SDASI *** [13].

Исследование микробиоты. Материал для исследования собирали стериль-
ным урогенитальным зондом, предварительно смоченным в физиологиче-
ском растворе, с участка кожи площадью 2 см 2. После чего зонд переноси-
ли в пробирки типа эппендорф со стерильным физиологическим раствором 
и транспортировали в лабораторию. Выделение микробной ДНК из образцов 
проводили с помощью набора реагентов «Проба-НК-Плюс» (ООО «ДНК-
Технология», Россия) в соответствии с инструкцией производителя. Иссле-
дование микробиоты проводили методом ПЦР-РВ с помощью наборов ре-
агентов «БакСкрин УПМ» и «МикозоСкрин» (ООО «ДНК-Технология», 
Россия) на амплификаторах «ДТпрайм» и с использованием программного 
обеспечения того же производителя.

Статистические методы исследования. Статистическую обработку дан-
ных проводили с помощью R‑4.4.0 (сборка от 24 апреля 2024 г.). Нормаль-
ность распределения признаков проверяли тестом Шапиро — Уилка. В ка-
честве средних величин при описании переменных указывали Me [Q25; Q75]. 
Достоверность различий между частотными показателями оценивали двусто-
ронним точным тестом Фишера, между количественными показателями — 
U‑тестом Манна — Уитни (тестом Уилкоксона для независимых выборок). 
Все различия считались статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты исследования
При дерматологическом обследовании у 2 пациентов (15,4 %) выявлен 

атопический дерматит в стадии обострения (детский период, эритематозно-
сквамозная форма, среднетяжелое течение), у 3 (23,1 %) — хроническая экзе-
ма кистей. Себорейный дерматит волосистой части головы выявлен у 3 детей 
(23,1 %), отрубевидный лишай — у 1 ребенка (7,7 %). Инфекционные дерма-
тозы установлены у 4 детей: вульгарное импетиго — у 3 (21,4 %), контагиоз-
ный моллюск — у 1 пациента (7,7 %).

Бактериальную ДНК на пораженных и (или) здоровых участках кожи об-
наруживали у всех обследованных пациентов: в 12 образцах (92,3 %) с пора-
женной кожи и 12 (92,3 %) с интактной. В образцах с пораженных участков 
кожи выявляли до 8 групп (Me [Q25; Q75] — 2 [1; 3]) оппортунистических бак-
терий, тогда как из образцов со здоровых участков — до 6 (Me [Q25; Q75] —  
1 [0; 3]) (p = 0,142; табл. 1).

*  SCORAD — индекс тяжести атопического дерматита (англ. Scoring Atopic Dermatitis).
**  EASI — индекс тяжести экземы (англ. Eczema Area and Severity Index).
***  SDASI — индекс тяжести себорейного дерматита (англ. Seborrheic Dermatitis Area and 

Severity Index).
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ДНК оппортунистических грибов также идентифицировали у всех па-
циентов: в 10 пробах (76,9 %) с пораженной кожи и 11 (84,6 %) с интакт-
ной. На пораженных участках кожи одновременно обнаруживали до 5 групп 
оппортунистических грибов (Me [Q25; Q75] — 1 [1; 2]), на здоровых — до 3  
(Me [Q25; Q75] — 1 [1; 1]) (p = 0,584).

Количество бактериальной и грибковой ДНК достоверно не отличалось 
для образцов с пораженной и здоровой кожи. Бактериальную ДНК выявля-
ли в количестве до 10 8,20 ГЭ/образец (Me [Q25; Q75] — 10 3,70 [10 3,54; 10 5,20]) с по-
раженных участков, до 10 6,5 ГЭ/образец (Me [Q25; Q75] — 10 3,3 [10 3,2; 10 3,9]) —  
с  интактных (p = 0,238). Количество грибковой ДНК составляло  
до 10 4,11 ГЭ/образец (Me [Q25; Q75] — 10 2,90 [10 1,70; 10 3,65]) для пораженной 
кожи, до 10 4,2 ГЭ/образец (Me [Q25; Q75] — 10 2,8 [10 2,6; 10 3,0]) для здоровой  
(p = 0,607). Наибольшее количество бактериальной ДНК отмечали в про-
бах с пораженных участков кожи у пациентов с атопическим дерматитом  
(10 7,5–10 8,2 ГЭ/образец), что в среднем в 10 000 раз превышало количество 
бактериальной ДНК для других образцов.

Из условно-патогенных бактерий чаще остальных обнаруживали род 
Staphylococcus, из грибов — род Malassezia (табл. 2). Частота выявления от-
дельных групп бактерий и грибов достоверно не отличалась для образцов 
с пораженных и интактных участков кожи, однако отмечали тенденции 
к более частому выявлению на пораженных участках кожи бактерий родов 
Staphylococcus (69,0 % против 38,5 %, p = 0,238) и Acinetobacter (30,8 % против 
7,7 %, p = 0,322), бактерий порядка Enterobacterales (46,2 % против 23,1 %,  
p = 0,411) и грибов вида Candida parapsilosis (30,8 % против 7,7 %, p = 0,322).

Таблица 1
Количество обнаруживаемых групп микроорганизмов,  

суммарный уровень бактериальной и грибковой ДНК в образцах с пораженных 
и интактных участков кожи детей (n = 13), абс. (Me [Q25; Q75])

Показатель Пораженная кожа Интактная кожа p

Оппортунистические бак-
терии, группы 0–8 (2 [1; 3]) 0–6 (1 [0; 3]) 0,142
Оппортунистические гри-
бы, группы 0–5 (1 [1; 2]) 0–3 (1 [1; 1]) 0,584
Количество бактериаль-
ной ДНК, ГЭ/образец

До 10 8,20  
(10 3,70 [10 3,54; 10 5,20])

До 10 6,5  
(10 3,3 [10 3,2; 10 3,9]) 0,238

Количество грибковой 
ДНК, ГЭ/образец*

До 10 4,11  
(10 2,90 [10 1,70; 10 3,65])

До 10 4,2  
(10 2,8 [10 2,6; 10 3,0]) 0,607

Примечание: * показатель не определяется отдельно набором «МикозоCкрин» и был рас-
считан как сумма всех выявленных грибов.
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Таблица 2
Частота выявления отдельных групп условно-патогенных бактерий и грибов  

с пораженных и интактных участков кожи детей (n = 13), абс. ( %)

Группа МО Пораженная кожа Интактная кожа p
Б а к т е р и и

Общая бактериальная масса 12 (92,3) 12 (92,3) 1,000
Staphylococcus spp. 9 (69,2) 5 (38,5) 0,238

S. aureus 4 (30,8) 4 (30,8) 1,000
Streptococcus. spp. 4 (30,8) 3 (23,1) 1,000

Streptococcus pyogenes 0 (0) 0 (0) 1,000
Streptococcus agalactiae 1 (7,7) 0 (0) 1,000

Streptococcus pneumoniae 0 (0) 0 (0) 1,000
Enterococcus. spp. 0 (0) 0 (0) 1,000

Pseudomonas aeruginosa 0 (0) 0 (0) 1,000
Acinetobacter spp 4 (30,8) 1 (7,7) 0,322
Enterobacterales 6 (46,2) 3 (23,1) 0,411

Proteus spp 0 (0) 0 (0) 1,000
Klebsiella pneumoniae/oxytoca 0 (0) 0 (0) 1,000

Klebsiella pneumoniae 0 (0) 0 (0) 1,000
Escherichia coli 1 (7,7) 0 (0) 1,000

Escherichia cloacae 1 (7,7) 0 (0) 1,000
Clostridium freundi 0 (0) 0 (0) 1,000
Clostridium kosseri 0 (0) 0 (0) 1,000

Morganella morganii 0 (0) 0 (0) 1,000
Serratia marcescens 0 (0) 0 (0) 1,000

Stenotrophomonas maltophilia 0 (0) 0 (0) 1,000
Haemophilus spp. 1 (7,7) 2 (15,4) 1,000

Haemophulus influenzae 0 (0) 0 (0) 1,000
Burkholderia spp 0 (0) 0 (0) 1,000

Achromobacter ruhlandii 0 (0) 0 (0) 1,000
Achromobacter xylosoxidans 0 (0) 0 (0) 1,000

Г р и б ы
Общая грибковая масса 10 (76,9) 11 (84,6) 1,000

Candida albicans 0 (0) 0 (0) 1,000
Candida glabrata 0 (0) 0 (0) 1,000

Candida parapsilosis 4 (30,8) 1 (7,7) 0,322
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Группа МО Пораженная кожа Интактная кожа p
Candida auris 0 (0) 0 (0) 1,000

Candida tropicalis 0 (0) 0 (0) 1,000
Candida lusitan 0 (0) 0 (0) 1,000

Candida dubliensis 0 (0) 0 (0) 1,000
Meyerozyma guilliermondii 0 (0) 0 (0) 1,000

Pichia kudriavzevii 0 (0) 1 (7,7) 1,000
Kluyveromyces marxianus 0 (0) 0 (0) 1,000

Debaryomyces hansenii 3 (23,1) 2 (15,4) 1,000
Saccharomyces cerevisiae 3 (23,1) 3 (23,1) 1,000

Malassezia spp. 8 (61,5) 7 (53,8) 1,000
Malassezia furfur 1 (7,7) 1 (7,7) 1,000

Обсуждение
На протяжении долгого периода времени считалось, что кожа являет-

ся материалом с  высокой бактериальной обсемененностью. Например, 
Дж. Дж. Лэйдн и др. (англ. J. J. Leyden et al.) культуральным методом обна-
руживали в среднем 10 6 колониеобразующих единиц на 1 см 2 кожи подмы-
шечной впадины [14]. Однако уже в 2005 г. И. Декио и др. (англ. I. Dekio et al.)  
продемонстрировали, что при культуральном исследовании образцов с боль-
шинства участков кожи микробная нагрузка составляла 10 5 [15], тогда как 
К. Огаи и др. (англ. K. Ogai et al.) методом ПЦР-РВ обнаруживали всего 
10 3–10 4 [16]. В нашем исследовании бактериальная ДНК в количестве бо-
лее 10 6 ГЭ/образец обнаружена только в 2 пробах с пораженных участков 
кожи пациентов с атопическим дерматитом, остальные образцы характери-
зовались низкой микробной нагрузкой. Из этого следует, что критическим 
моментом при проведении исследования микробиоты кожи является спо-
соб взятия и пробоподготовка биоматериала, что было показано ранее [17].

В исследовании Э. Бёрд и др. (англ. А. Byrd et al.) обнаружена связь S. 
aureus и S. epidermidis с установленным диагнозом атопического дермати-
та у детей [18]. В настоящем исследовании бактерии рода Staphylococcus об-
наруживали в 38,5 % проб с образцов интактной кожи и почти в 2 раза чаще 
в образцах с пораженной кожи. Однако S. aureus идентифицировали с одина-
ковой частотой в 30,8 % как с пораженных, так и интактных участков кожи. 
Стоит отметить, что количества Staphylococcus spp. на пораженных участках 
кожи почти никогда не превышали 10 4 ГЭ/образец, что заставляет задумать-
ся о реальном клиническом значении этой группы МО в развитии инфек-
ционных дерматозов.

Окончание табл. 2
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Роль грамотрицательных бактерий в развитии инфекционных дерма-
тозов у детей не столь очевидна как роль грамположительных бактерий 
и грибов. В одном из немногочисленных исследований по этой темати-
ке отмечено, что у детей из Саудовской Аравии грамотрицательные бак-
терии Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae, Chryseobacterium indologenes 
и Acinetobacter Iwoffii удалось выделить только из 7 проб (8,8 %) с поражен-
ных участков кожи, тогда как в образцах с интактной кожи грамотрицатель-
ных бактерий не обнаруживали [19]. В другом исследовании авторы выявля-
ли представителей рода Acinetobacter в 30 % образцов у пациентов с экземой 
и псориазом [20]. В нашем исследовании отмечена тенденция к более часто-
му определению в образцах с пораженной кожи бактерий рода Acinetobacter 
(30,8 % против 7,7 % на интактной коже) и порядка Enterobacterales (46,2 % 
против 23,1 % на интактной коже).

Из оппортунистических грибов чаще остальных ожидаемо выявляли пред-
ставителей рода Malassezia с сопоставимой частотой для обоих типов об-
разцов (53,8 % для интактной кожи, 61,5 % для пораженной), M. furfur об-
наруживали только в 1 пробе (7,7 %) с пораженной кожи и 1 пробе (7,7 %) 
с интактной. Примечательно, что из грибов рода Candida обнаруживали 
только C. parapsilosis, причем в большинстве случаев на пораженных участ-
ках кожи (30,8 % образцов с пораженной кожи против 7,7 % образцов с ин-
тактной кожи). Это наблюдение согласуется с ранее полученными резуль-
татами, демонстрирующими, что такой представитель филума Ascomycota 
является вторым по частоте после C. albicans грибом, ассоциируемым с дер-
матомикозами [21, 22].

Основным ограничением настоящего исследования является малый объ-
ем и разнородность выборки, что не позволяет адекватно оценить ассоци-
ацию целевых групп оппортунистических МО с развитием дерматозов. Для 
определения роли оппортунистических МО в развитии определенных дер-
матологических нозологий необходимо проводить более масштабные ис-
следования по каждой из интересующих патологий. Кроме того, необхо-
димо учесть, что использованные в работе ПЦР тест-системы разработаны 
для обнаружения и количественной оценки только наиболее частых групп 
оппортунистических МО и не могут быть использованы для изучения нор-
мальной микробиоты кожи.

Заключение
При исследовании методом ПЦР-РВ бактериальную ДНК обнаружива-

ли в 92,3 % тестируемых образцов с поверхности кожи, грибковую ДНК — 
в 80,8 %. В положительных образцах одновременно выявляли до 8 групп 
оппортунистических бактерий и 5 групп оппортунистических грибов. Сум-
марное количество бактериальной ДНК в пробах с пораженных участков 
кожи у пациентов с атопическим дерматитом составило 10 7,5–10 8,2 ГЭ/обра-
зец, тогда как в остальных пробах не превышало 10 6. Суммарное количество 
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грибковой ДНК не превышало 10 4,2 ГЭ/образец. Для образцов с поражен-
ных участков кожи отмечали тенденцию к большему количеству определяе-
мых групп оппортунистических МО и большему суммарному уровню бакте-
риальной ДНК, более частому обнаружению бактерий родов Staphylococcus 
и Acinetobacter, бактерий порядка Enterobacterales и грибов вида C. parapsilosis.
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