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Инокулюмэффект к цефазолину среди чувствительных к метициллину 
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Цель. Оценить распространенность и степень выраженности инокулюмэффекта к цефазолину 
среди чувствительных к метициллину стафилококков, выделенных от пациентов с кожными забо
леваниями.
Материалы и методы. В исследование было отобрано 80 чувствительных к метициллину изолятов 
Staphylococcus aureus (MSSA), идентифицированных на основании дискодиффузионного теста с це
фокситином и отрицательного результата определения гена mecA методом ПЦР в реальном вре
мени. Оценку инокулюмэффекта к цефазолину проводили методом серийных микроразведений пу
тем посева культур в концентрации 5 × 105 КОЕ/мл и 5 × 107 КОЕ/мл. Также проводили оценку 
диаметров зон задержки роста в дискодиффузионном тесте с цефокситином. Чувствительность к 
пенициллину оценивали дискодиффузионным методом. Ген беталактамазы blaZ выявляли методом 
ПЦР в реальном времени.
Результаты. Среди исследованных изолятов распространенность инокулюмэффекта составила 
30%, что согласуется с данными, полученными в других исследованиях, выполненных в различ
ных странах. Только в 2,5% случаев МПК достигала пороговых значений, при превышении которых 
изолят считается устойчивым согласно критериям CLSI. Изоляты, проявляющие инокулюмэффект 
и не проявляющие его, характеризовались сходными значениями МПК при определении чувстви
тельности к цефазолину культуры в стандартной концентрации методом серийных разведений, а 
также сходными значениями диаметра зоны задержки роста при определении чувствительности 
к цефазолину дискодиффузионным методом. В то же время среди изолятов, характеризующихся 
инокулюмэффектом, чаще выявлялись устойчивые к пенициллину. Беталактамазная активность 
рассматривается в качестве основной причины развития инокулюмэффекта к цефазолину среди 
стафилококков. В данном исследовании ген беталактамазы blaZ был выявлен у большинства изо
лятов, обладавших инокулюмэффектом к цефазолину, однако он также был распространен среди 
изолятов, не проявлявших инокулюмэффекта.
Выводы. Среди изолятов MSSA, выделенных в СанктПетербурге из материала с пораженной по
верхности кожи пациентов дерматологического профиля, до 30% обладают инокулюмэффектом 
к цефазолину. Как правило, эти изоляты характеризуются устойчивостью к пенициллину. Наличие 
в геноме гена беталактамазы blaZ также свойственно большинству изолятов, проявляющих ино
кулюмэффект к цефазолину.
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Cefazolin inoculum effect among methicillinsusceptible Staphylococcus 
aureus isolated from patients with skin infections
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Objective. To evaluate frequency and intensity of cefazolin inoculum effect among methicillinsusceptible 
staphylococci isolated from patients with skin infections.
Materials and methods. A total of 80 methicillin susceptible isolates of Staphylococcus aureus were 
identified by cefoxitin diskdiffusion test and negative results of realtime PCR for mecA gene. Inoculum 
effect was measured by broth microdilution test with two inocula with concentrations of 5 × 105 CFU/mL 
and 5 × 107 CFU/mL. The diskdiffusion test with cefoxitin was also performed. Penicillin susceptibility was 
determined by diskdiffusion method. Betalactamase blaZ gene was identified by realtime PCR.
Results. The frequency of cefazolin inoculum effect in tested isolates was 30% which is consistent with 
data from different countries. The MIC values for concentrated inoculum reached CLSI breakpoint for 
cefazolin resistance in 2.5% of isolates. The isolates with inoculum effect and those without it had the 
similar MIC values for cefazolin in broth microdilution test for standard inocula and similar diameters of 
inhibition zone in diskdiffusion test with cefazolin. Penicillin resistance was more frequent in inoculum 
effectpositive isolates. Betalactamase activity is considered as a main cause of cefazolin inoculum effect 
in staphylococci. The betalactamase blaZ gene was identified in the majority of isolates with cefazolin 
inoculum effect, but it was also prevalent among inoculum effectnegative isolates.
Conclusions. Up to 30% of MSSA isolates from skin lesions in dermatological patients from Saint 
Petersburg are positive for cefazolin inoculum effect. Those isolates are usually characterized by penicillin 
resistance. Most of the cefazolin inoculum effectpositive isolates also carry betalactamase blaZ gene.
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Введение

Staphylococcus aureus является оппортунистическим 
патогеном, который изза способности поражать раз
личные органы и ткани становится этиологическим аген
том широкого спектра заболеваний. Чувствительный к 
метициллину S. aureus (MSSA) часто является причиной 
инфекций кожи и мягких тканей, а также пневмонии и 
бактериемии. Для лечения подобных инфекций приме
няются полусинтетические пенициллины и цефалоспо
рины I поколения, такие как цефазолин. Эффективность 
цефазолина при лечении инфекций, связанных с MSSA, 
выше по сравнению с пенициллинами [1]. Он также об
ладает менее выраженными побочными эффектами, в 
частности нефротоксичностью и гепатотоксичностью, 
по сравнению с активными против стафилококков по
лусинтетическими пенициллинами, нафциллином и ок
сациллином [2–4].

Отдельные штаммы MSSA проявляют так называе
мый инокулюмэффект к цефазолину. Он выражается в 
повышении МПК антибиотика в 4 и более раз в случаях, 
когда патоген присутствует в среде в высокой концен
трации [5, 6]. Распространенность инокулюмэффекта 
наиболее изучена среди MSSA, выделенного при бак
териемии, и в зависимости от региона составляет от 3% 
до 58% [3, 7]. Проявление инокулюмэффекта связано 
с активностью стафилококковых беталактамаз, коди
руемых геном blaZ, продуцентами которых в настоящее 
время являются до 90% выделяемых изолятов S. aureus 
[5, 6, 8]. В ряде случаев стафилококки, способные к 
продукции беталактамаз, не являются устойчивыми к 
пенициллину при исследовании культуральными мето
дами, поэтому CLSI и EUCAST рекомендуют при необ
ходимости проводить дополнительную оценку беталак
тамазной активности изолята с помощью оценки края 
зоны задержки роста или нитроцефинового теста [9]. 
Однако фенотипические методы выявления продуцен
тов беталактамаз обладают низкой диагностической 

чувствительностью по сравнению с молекулярнобио
логическими методами, направленными на определение 
гена blaZ [10].

Ген blaZ, как правило, выявляется в изолятах золо
тистого стафилококка, устойчивых к пенициллину, од
нако до 50% чувствительных к пенициллину изолятов 
S. aureus могут быть носителями данного гена [11, 12]. 
Устойчивость к пенициллинам зависит как от уровня экс
прессии гена blaZ, так и от структурных особенностей 
его продукта. Выявлена также связь между наличием у 
изолята инокулюмэффекта к цефазолину и особенно
стями генетической структуры локуса agr, ассоцииро
ванного с системой «quorum sensing» [13].

На уровень экспрессии генов беталактамаз могут 
влиять мутации генов регуляторных белков беталакта
мазного опреона, BlaR1 и BlaI [14], при этом стафило
кокки, характеризующиеся высоким уровнем продук
ции беталактамаз, могут приобретать фенотип BORSA 
(borderline oxacillinresistant S. aureus), характеризую
щийся пограничной устойчивостью к оксациллину и в 
отдельных случаях ошибочно интерпретируемый как 
MRSA [15].

Стафилококковые беталактамазы отличаются раз
нообразием и изменчивостью структуры. На основа
нии структурных особенностей ферменты BlaZ относят 
к одному из четырех описанных типов. Для BlaZ типа A 
характерны треонин в положении 128 и серин в поло
жении 216, для типа B – лизин в положении 128 и ас
парагин в положении 216, для типа C – треонин в по
ложении 128 и аспарагин в положении 216, для типа 
D – аланин в положении 128 и серин в положении 216 
[16]. Среди изолятов, обладающих геном blaZ, чаще 
проявляют инокулюмэффект к цефазолину продуценты 
беталактамаз типов С и А [6, 17]. До 36% продуцентов 
фермента типа A и до 24% продуцентов фермента типа 
C обладают инокулюмэффектом к цефазолину [18]. В 
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отдельных случаях инокулюмэффект к цефазолину от
мечается у изолятов S. aureus, являющихся продуцен
тами беталактамаз типов B или D, а также у изолятов, 
в геноме которых не было выявлено генов беталакта
маз [7, 19].

Стафилококковые беталактамазы типа A гидро
лизуют цефазолин быстрее стафилококковых  бета 
лактамаз, относящихся к другим типам [20]. Они 
чаще других стафилококковых беталактамаз приво
дят к повышению МПК цефазолина для концентри
рованных культур S. aureus выше порогового значе
ния, составляю щего 8 мг/л согласно стандарту CLSI. 
Благодаря такому выраженному инокулюмэффекту 
эффективность цефазолина может снижаться при ас
социированных с MSSA эндокардитах, остеомиелитах, 
септических артритах, пневмониях, обширных абсцес
сах [20, 21], а также, согласно отдельным наблюде
ниям, при бактериемии [20].

Цель данного исследования – выявить случаи ино
кулюмэффекта к цефазолину среди изолятов S. aureus, 
выделенных из клинического материала от пациен
тов дерматологического профиля, а также оценить 
связь инокулюмэффекта с показателями чувствитель
ности изолята к пенициллину и наличием в геноме гена 
 беталактамазы blaZ.

Материалы и методы

Изоляты S. aureus были выделены из клиничес
кого материала, полученного от пациентов СПб ГБУЗ 
«Городской кожновенерологический диспансер», об
ращавшихся за медицинской помощью в данное уч
реждение в 2019 г. В исследование было отобрано 
80 чувствительных к метициллину изолятов (MSSA), 
идентифицированных на основании дискодиффузион
ного теста с цефокситином и отрицательного резуль
тата определения гена mecA методом ПЦР в реаль
ном времени.

Для определения чувствительности выделенных изо
лятов к пенициллину и цефазолину применялся дис
кодиффузионный метод. Были использованы диски с 
пенициллином 1 мкг и цефазолином 30 мкг (НИИ эпи
демиологии и микробиологии им. Пастера, Санкт
Петербург). Зоны задержки роста оценивались через 
18–20 ч. после посева.

Определение инокулюмэффекта к цефазолину 
проводилось методом серийных разведений в мик
ропланшетном формате (в объеме 0,1 мл бульона 
Мюллера – Хинтон). Проводился посев каждого изо
лята в двух вариантах: стандартный инокулюм со
гласно рекомендациям EUCAST (5 × 105 КОЕ/мл) и 
концентрированный инокулюм (5 × 107 КОЕ/мл). В ка
честве положительного результата при определении 
инокулюмэффекта учитывались случаи, когда значе
ния минимальной подавляющей концентрации (МПК) 
для стандартного и концентрированного инокулюма 
различались в 4 и более раз.

Выявление в геноме изолята гена blaZ осуществля
лось методом ПЦР в реальном времени. Выделение 

ДНК для исследования проводилось методом термоли
тического разрушения бактериальных клеток при тем
пературе 96°C в течение 10 мин. в объеме 0,1 мл. 
Поддержание температурного режима обеспечивалось 
путем инкубации в твердотельном термостате «Термит» 
(«ДНКтехнология», Россия). Для постановки ПЦР ис
пользовались праймеры и флуоресцентномеченные 
зонды, имеющие следующую структуру:

Праймер F GCTTTAAAAGAACTTATTGAGGCTTCA 
Праймер R CCACCGATYTCKTTTATAATTT 
Зонд FAMAGTGATAATACAGCAAACAABHQ1 [9]
Праймеры и зонды вносились в реакционную смесь в 

количестве 10 пмоль.
Смеси для ПЦР в реальном времени готовились на 

основе реактива qPCRmixHS («Евроген», Россия), про
ведение реакции осуществлялось с помощью термоци
клера реального времени CFX 96 (BioRad, США). Для 
проведения ПЦР в реальном времени был использован 
следующий температурный режим:

Плавление ДНК 94°С – 5 мин.
Плавление ДНК 94°С – 15 с.
Отжиг праймеров 54°С – 15 с.
Элонгация 72°С – 30 с., по завершении элонгации – 

детекция флуоресцентного сигнала.
Повтор пп. 2–4 – 50 раз.
Статистическая обработка результатов проводилась 

с использованием электронных таблиц Microsoft® Office 
Excel. Для оценки различий между выборками был при
менен tкритерий Стьюдента и критерий χ2 Пирсона.

Результаты

При использовании в качестве критерия определе
ния инокулюмэффекта четырехкратного и более повы
шения МПК цефазолина при исследовании концентри
рованного инокулюма по сравнению с МПК данного 
антибиотика для стандартного инокулюма, 24 изолята 
(30%) MSSA были определены как проявляющие ино
кулюмэффект к цефазолину.

Среднее значение МПК цефазолина для инокулюма 
в стандартной концентрации в исследуемой группе со
ставило 0,62 мкг/мл и не превышало 2 мкг/мл ни у од
ного из исследованных изолятов. При определении МПК 
цефазолина для концентрированного инокулюма были 
получены значения в диапазоне от 0,25 до 16 мкг/мл. 
Среднее значение МПК для концентрированных ино
кулюмов составило 1 мкг/мл, при этом среди изолятов, 
у которых отмечался инокулюмэффект, оно составило 
4,2 мкг/мл, в то время как в группе изолятов, не про
явивших инокулюмэффекта к цефазолину, оно соста
вило 1,06 мкг/мл (tЭмп = 5,5, p ≤ 0,01). Распределение 
значений данного показателя среди изученных изоля
тов представлено на Рисунке 1. В то же время значимых 
различий в МПК цефазолина для инокулюма стандарт
ной концентрации между стафилококками, проявляю
щими инокулюмэффект к цефазолину, и не проявляю
щими его изолятами отмечено не было. Среди изолятов, 
проявляющих инокулюмэффект, среднее значение МПК 
цефазолина для стандартного инокулюма составило  
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Рисунок 1. Распределение значений МПК цефазолина для концентрированных образцов MSSA, проявляющих 
инокулюмэффект к цефазолину и не проявляющих его
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0,59  мкг/мл, в то время как среди изолятов, не прояв
ляющих инокулюмэффекта к цефазолину, среднее зна
чение МПК цефазолина для стандартного инокулюма 
было незначительно выше и составило 0,66 мкг/мл 
(tЭмп = 1,6, p > 0,05).

Среди изолятов, у которых был выявлен ино
кулюмэффект к цефазолину, для 2 изолятов (2,5%) 
МПК данного антибиотика при определении чувстви
тельности концентрированного инокулюма составила   
16 мкг/мл, что соответствует пороговому значению чув
ствительности согласно критериям CLSI.

При определении чувствительности изолятов к цефа
золину дискодиффузионным методом диаметр зоны за
держки роста варьировал в диапазоне от 20 до 60 мм, 
при этом диаметр 20 мм был выявлен у единственного 
изолята, проявившего выраженный инокулюмэффект к 
цефокситину. Значение МПК для данного изолята при 
исследовании концентрированного инокулюма соста
вило 16 мкг/мл. При определении чувствительности 
изолятов к цефазолину дискодиффузионным методом 
среднее значение диаметра зоны задержки роста среди 
изолятов, проявивших инокулюмэффект к цефазолину, 
составило 30,7 мм (20–36 мм), в то время как среди 
изолятов, не проявивших инокулюмэффекта к цефазо
лину, – 30,5 мм (27–60 мм; p > 0,05).

Поскольку у золотистого стафилококка инокулюмэф
фект к цефазолину связан, как правило, с активностью 
беталактамаз, то была проведена оценка наличия в ге
номе исследуемых изолятов гена blaZ, продуктом ко
торого является стафилококковая беталактамаза. Ген 
blaZ был выявлен у 67 изолятов S. aureus, среди которых 
22 проявляли инокулюмэффект к цефазолину. Среди 
14 изолятов, у которых не было обнаружено гена blaZ, 
способность к проявлению инокулюмэффекта к цефа
золину была определена у 2 изолятов. Статистически 
значимой связи между наличием в геноме изолята гена 
blaZ и инокулюмэффектом к цефазолину установлено не 
было (p > 0,05).

К пенициллину были устойчивы 75% изолятов MSSA, 
проявляющих инокулюмэффект к цефазолину, в то 
время как среди стафилококков, характеризующихся 
отсутствием инокулюмэффекта к пенициллину, устой
чивость к пенициллину определялась в 53% случаев   
(χ2 = 4,64, p = 0,032).

Обсуждение

Влияние инокулюмэффекта, проявляемого изоля
том S. aureus, на исход лечения связанных с ним кож
ных заболеваний цефазолином, не охарактеризовано. 
Однако следует учитывать, что при заболеваниях дан
ной группы в пораженных участках кожи патоген на
капливается в высокой концентрации, что теоретиче
ски может привести к проявлению инокулюмэффекта 
in vivo.

Определенная в ходе данного исследования ча
стота проявления инокулюмэффекта к цефазолину 
среди MSSA составила 30%. Этот показатель выше, 

чем в США (23%) [7], но существенно ниже, чем в 
Аргентине (54,5%) [22]. Несмотря на достаточно ши
рокое распространение инокулюмэффекта к цефазо
лину среди исследованных изолятов MSSA, значение 
МПК для концентрированного инокулюма, которое 
может иметь клиническую значимость (16 мкг/мл), 
было отмечено только в 2,5% случаев, что согласу
ется с выявленными в других исследованиях тенден
циями [7].

Средние значения МПК цефазолина, полученные 
для стандартного инокулюма у стафилококков, прояв
ляющих инокулюмэффект к цефазолину и не проявля
ющих его, не различаются. Однако средние значения 
диаметра зоны задержки роста при проведении дис
кодиффузионного теста с цефазолином, как правило, 
ниже у изолятов, которые проявляют инокулюмэф
фект к цефазолину. Тем не менее диапазоны, в кото
рых варьируют диаметры зон задержки роста среди 
двух указанных групп стафилококков, перекрыва
ются, и наблюдаемые различия не являются статисти
чески значимыми. Данный показатель также не по
зволяет дифференцировать изоляты, проявляющие 
выраженный инокулюмэффект, при котором МПК це
фазолина повышается до ≥16 мкг/мл, от изолятов 
с менее выраженным инокулюмэффектом к цефазо
лину и изолятов, не обладающих инокулюмэффектом. 
Изоляты MSSA, обладающие инокулюмэффектом, как 
правило, характеризуются устойчивостью к пеницил
лину, однако в исследованной группе частота выявле
ния данного признака среди них находится на том же 
уровне, что и среди изолятов, не проявляющих ино
кулюмэффекта к цефазолину. Изоляты MSSA, концен
трированные образцы которых характеризовались 
МПК цефазолина 16 мкг/мл, были устойчивы к пени
циллину.

Большинство исследованных изолятов, у которых 
был описан инокулюмэффект к цефазолину, содержат 
в геноме ген беталактамазы blaZ. Активность данного 
фермента рассматривается как основная причина появ
ления инокулюмэффекта у S. aureus. В 2 случаях гена 
blaZ выявлено не было, однако причиной этого могут 
быть мутации в составе данной изменчивой последо
вательности. Изоляты, проявляющие инокулюмэффект 
к цефазолину, у которых методом ПЦР не был обна
ружен ген blaZ, описаны в литературе; доля подобных 
изолятов от общего числа изолятов MSSA, характери
зующихся наличием инокулюмэффекта к цефазолину, 
может достигать 2,5%. Значение МПК цефазолина для 
концентрированного инокулюма подобных изолятов, по 
данным Livorsi D. и соавт., составляет менее порогового 
значения 16 мкг/мл, при достижении которого изолят 
S. aureus характеризуется как устойчивый к цефазолину 
согласно критериям CLSI [8].

Выводы

Среди изолятов MSSA, выделенных в Санкт
Петербурге из клинического материала от пациентов 
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дерматологического профиля, до 30% обладают ино
кулюмэффектом к цефазолину. Как правило, эти изо
ляты характеризуются устойчивостью к пенициллину и 
наличием в геноме гена blaZ, продуктом которого яв
ляется беталактамаза. Значения МПК цефазолина для 

концентрированных образцов 2 изолятов MSSA соста
вили 16 мкг/мл, что соответствует пороговому зна
чению, при достижении которого изолят S. aureus ха
рактеризуется как устойчивый к цефазолину согласно 
критериям CLSI [8].
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