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Аннотация
Цель: оценка взаимосвязи между количеством условно-патогенных микроорганизмов в грудном молоке и 
антимикробной активностью (АМА) сыворотки на разных сроках лактации. 
Материалы и методы. Из 100 образцов грудного молока от здоровых кормящих матерей производили 
посевы на плотные селективные среды, затем чистые культуры микроорганизмов идентифицировали ме-
тодом MALDI-TOF масс-спектрометрии. АМА сыворотки оценивали методом спектрофотометрии по отно-
шению к модельной культуре Candida albicans. 
Результаты. Получено 270 изолятов, представленных 36 видами 13 родов условно-патогенных бактерий. 
Ни один образец из 100 не содержал условно-патогенных грибов. Преобладающими явились стафило-
кокки (7 видов) и стрептококки (11 видов). Наиболее часто встречались стафилококки — S. epidermidis 
(70,2%), S. aureus (20,8%) и стрептококки — S. mitis (27,7%) и S. oralis (21,8%). Общая обсеменённость 
(медиана) условно-патогенными бактериями молозива составила 7–9 × 103 КОЕ/мл, переходного моло-
ка — 4 × 103 КОЕ/мл, зрелого молока — 5 × 102 КОЕ/мл. АМА сыворотки молозива составляла 87,4–89,4%, 
переходного молока — 88,2%, зрелого молока — 63,4–81,9%. Общая обсеменённость имела высокую 
обратную корреляцию с периодом лактации (r = –0,806) и высокую прямую корреляцию с АМА сыворотки 
(r = 0,699). При этом значимое снижение обсеменённости отмечено после 1 мес от начала лактации, тогда 
как значимое снижение АМА — после 8 мес. 
Заключение. Установлено, что снижение общей обсеменённости грудного молока условно-патогенными 
бактериями по мере увеличения срока лактации первично по отношению к снижению АМА сыворотки. Та-
ким образом, изменение факторов антимикробной защиты сыворотки грудного молока происходит в ответ 
на изменение объёма условно-патогенной микробиоты. 
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Abstract
Object of study. The evaluation of the interaction between breast milk opportunistic microorganisms abundance 
and the milk whey antimicrobial activity at different periods of lactation.
Materials and methods. 100 samples of breast milk from healthy breastfeeding mothers were inoculated 
on solid selective media, and then pure cultures of microorganisms were identified by MALDI-TOF mass 
spectrometry. The antimicrobial activity of the whey against a model culture of Candida albicans was evaluated 
by spectrophotometry.
Results. 270 isolates represented by 36 species of 13 genera of opportunistic bacteria were obtained. None of 
the 100 samples contained opportunistic fungi. Staphylococci (7 species) and streptococci (11 species) were 
predominant. The most common were staphylococci — S. epidermidis (70.2%) and S. aureus (20.8%), and 
streptococci — S. mitis (27.7%) and S. oralis (21.8%). The total contamination (median) of opportunistic bacteria 
in the colostrum was 7–9 × 103 CFU/ml, transitional milk — 4 × 103 CFU/ml, mature milk — 5 × 102 CFU/ml. The 
antimicrobial activity of colostrum whey was 87.4–89.4%; transitional milk — 88.2%; mature milk — 63.4–81.9%. 
The total contamination had a high inverse correlation with the lactation period (r = –0.806) and a high positive 
correlation with the antimicrobial activity of whey (r = 0.699). Meanwhile, a significant decrease in contamination 
was noted after 1 month from the beginning of lactation, while a significant decrease in antimicrobial activity was 
observed after 8 months.
Conclusions. The decrease of the breast milk contamination by opportunistic bacteria during the lactation period 
was found to be primary compared to the decrease of the whey antimicrobial activity. Thus, changes in the whey 
antimicrobial protection factors occur in response to changes of the opportunistic microbiota abundance. 
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только нормальное развитие кишечной микробиоты 
младенца, но и его иммунную защиту [2–6]. В связи 
с подтверждёнными преимуществами, которые да-
ёт микробиом ГМ, его наличие стали считать фи-
зиологической нормой. Есть мнение, что кишечная 
микробиота ребёнка формируется из микробиоты 
матери, в частности, населяющей кожу, молочные 
протоки и, более того, кишечник [7]. Показано, что 
дендритные клетки регулярно нарушают интести-
нальный эпителий, захватывая живые бактерии и 

Введение
Грудное молоко (ГМ) является не только опти-

мальным источником питательных веществ для мла-
денца, но и защищает его от инфекций с помощью 
набора антимикробных субстанций — иммуногло-
булинов и антимикробных пептидов [1]. Ранее ГМ 
считали стерильной жидкостью, однако оказалось, 
что оно содержит множество родов/видов микроор-
ганизмов. Сегодня можно считать доказанным, что 
микробиом ГМ и его метаболиты обеспечивают не 
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доставляя их в мезентериальные лимфатические 
узлы, откуда они затем через лимфатическую систе-
му попадают в дистальные участки тела. Обращает 
на себя внимание тот факт, что разно образие бак-
терий, населяющих кишечник младенца, невелико: 
очевидно, что передача микробиоты из кишечника 
матери с лимфотоком касается не всех видов микро-
организмов [8]. 

С помощью традиционных культуральных 
методов и молекулярных методик, позволяющих 
идентифицировать бактериальную ДНК, определе-
ны следующие классы бактерий: 

• Firmicutes: Staphylococcus, Streptococcus, 
Veillonella, Gemella, Enterococcus, Clostridia, 
Bifidobacterium, Lactobacillus; 

• Actinobacteria: Propionibacterium, Actinomyces,  
Corynebacterium; 

• Proteobacteria: Pseudomonas, Sphingomonas, 
Serratia, Escherichia, Enterobacter, Ralstonia, 
Bradyrhizobium; 

• Bacteroidetes: Prevotella [9]. 
Этот список постоянно обновляется, причём 

установлено также наличие вирусов и микроми-
цетов [7]. Наиболее часто встречающимися в ГМ 
микроорганизмами являются стафилококки, в част-
ности Staphylococcus epidermidis, и стрептококки 
[7, 10, 11]. Распространённость такой типичной для 
ГМ группы бактерий, как лактобациллы, значитель-
но варьирует, тогда как обилие и распространён-
ность бифидобактерий довольно низкие. 

В процессе лактации состав микробиома ГМ 
меняется. Установлено, что общая биомасса бакте-
рий в молозиве ниже, чем в переходном и зрелом 
молоке, но видовое разнообразие выше [12, 13]. 
Показано, что уровни типичных энтеробактерий, 
таких как Bifidobacterium spp. и Enterococcus spp., 
повышаются с увеличением срока лактации, что, по 
мнению авторов, подтверждает продолжающуюся 
транслокацию бактерий из гастроинтестинального 
тракта матери [13, 14]. 

Ранее нами установлено, что по мере увеличе-
ния периода лактации антимикробная активность 
(АМА) сыворотки ГМ значительно снижалась [15], 
что было обусловлено снижением уровней секре-
торного иммуноглобулина класса А (sIgA), лакто-
феррина и сывороточного альбумина [16]. 

Целью настоящей работы явилась оценка вза-
имосвязи между наличием/концентрацией услов-
но-патогенных микроорганизмов ГМ и АМА сыво-
ротки на разных сроках лактации. 

Материалы и методы
Образцы ГМ получали от 100 здоровых кор-

мящих матерей на разном сроке лактации (возрасте 
ребёнка). Перед сцеживанием ГМ сосок и ареолу 
обрабатывали мыльным раствором и промывали 
теплой водой. ГМ собирали в стерильный однора-

зовый контейнер и в течение 1 ч доставляли в лабо-
раторию, где производили посевы на чашки Петри с 
плотными селективными средами: питательная сре-
да № 10 ГРМ для выделения стафилококков с добав-
лением яичного желтка (ГНЦ ПМБ, Оболенск); агар 
Эндо-ГРМ для выделения энтеробактерий (ГНЦ 
ПМБ, Оболенск); питательная среда № 2 ГРМ, Са-
буро, для выделения грибов (ГНЦ ПМБ, Оболенск); 
питательный ГРМ-агар (ГНЦ ПМБ, Оболенск) с 
добавлением 5% стерильной дефибринированной 
лошадиной крови (ЗАО «Эколаб»); UriSelect 4 для 
выделения уропатогенных бактерий («Bio-Rad»). 
Посевы инкубировали 1–2 сут при 37ºС в аэробных 
и анаэробных условиях. 

Далее путём пересевов получали чистые куль-
туры микроорганизмов. Идентификацию чистых 
культур микроорганизмов проводили с помощью 
MALDI-TOF масс-спектрометрии на приборе 
«MALDI Biotyper Sirius RUO System» («Bruker»). 
Для этого одну изолированную колонию свежей 
чистой культуры микроорганизмов наносили од-
норазовой микробиологической петлёй на лунку 
мишени специальной пластины (MSP-чипа). Сразу 
после высыхания биомассы мишени обрабатывали 
1–2 мкл 70% муравьиной кислоты для экстракции 
микробных белков. Далее на мишени наносили 
1–2 мкл матрицы (альфа-циано-4-гидроксикоричной 
кислоты в водном растворе ацетонитрила и триф-
торуксусной кислоты) для ионизации микробных 
пептидов, после чего пластину помещали в прибор 
и проводили МС-идентификацию. Результат иден-
тификации считали достоверным, если коэффици-
ент соответствия с базой данных (Score) был более 
или равен 2,0. Для более точной дифференциации  
Streptococcus pneumoniae от S. mitis и S. oralis ста-
вили оптохиновый тест и делали микроскопию маз-
ков, окрашенных по Граму. Score не менее 2,0, по-
ложительный оптохиновый тест и наличие ланцето-
видных диплококков давали основание считать, что 
изолят относится к S. pneumoniae. 

При получении сыворотки 1,5 мл разморожен-
ного ГМ центрифугировали со скоростью 16 000 об/
мин в течение 5 мин, собирали нижнюю фракцию, не 
содержащую жиров, и к ней добавляли аликвоту рас-
твора лимонной кислоты для удаления казеина [1].  
После инкубации при комнатной температуре в те-
чение 5 мин смесь центрифугировали со скоростью 
16 000 об/мин в течение 10 мин, а полученный су-
пернатант (сыворотку) использовали для определе-
ния АМА. 

АМА сыворотки оценивали методом спектро-
фотометрии по отношению к модельной культуре 
Candida albicans [17]. Для этого 300 мкл сыворот-
ки (опыт) или 300 мкл физиологического раствора 
(контроль) соединяли с 50 мкл суспензии клеток 
Candida albicans № 927 (коллекция НИИВС им. 
И.И. Мечникова), полученной из расчёта 1 микро-

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Stinson+LF&cauthor_id=32443154
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биологическая петля в 50 мкл. Суспензию инкуби-
ровали при 32ºС в течение 2 ч на шейкере, центри-
фугировали 5 мин при 16 000 об/мин, супернатанты 
удаляли, а к осадкам добавляли по 300 мкл раствора 
бромкрезолового пурпурного в фосфатном буфе-
ре (рН 4,6). После этого пробы инкубировали при 
32ºС в течение 45 мин на шейкере и центрифуги-
ровали в том же режиме. Осадки микроскопирова-
ли при суммарном увеличении 1750 («ЛОМО») и 
фотографировали цифровой камерой «Sony», а по  
50 мкл супернатантов соединяли с 2,5 мл фосфатно-
го буфера рН 4,6 и измеряли оптическую плотность 
(ОП) полученных на спектрофотометре «Genesys 
10S UV-Vis» при длине волны 440 нм. Активность 
рассчитывали как разность ОП между контрольным 
и опытным образцом, отнесённую к ОП контроль-
ного образца и выраженную в процентах. 

Статистический анализ проводили с помощью 
программы «Microsoft Excel 2019». 

Результаты
В настоящем исследовании не ставилась цель 

определить все виды микроорганизмов, присут-
ствующие в ГМ, а только те, которые являются ус-
ловно-патогенными. Ни один образец из 100 не со-
держал условно-патогенных грибов. 

В табл. 1 указаны виды условно-патогенных 
бактерий, выделенных из 100 образцов ГМ: 270 
изолятов представлены 36 видами 13 родов. Пре-
обладающими являются стафилококки (7 видов) и 
стрептококки (11 видов). Наиболее часто (свыше 
20%) встречаются стафилококки — S. epidermidis, 
S. aureus и стрептококки — S. mitis и S. oralis  
(рисунок, а). Остальные роды бактерий представ-
лены 1–3 видами, причём некоторые из полученных 
изолятов, такие как Enterococcus sр., Corynebacterium 
sp., Rothia sp., Neisseria sp. и Gemella sp., не уда-
лось идентифицировать до уровня вида, даже при-
менив такой современный метод, как MALDI-TOF 
масс-спектрометрия. Обращает на себя внимание 
тот факт, что обсеменённость ГМ стафилококками и 
стрептококками варьировала от 102 до 103 КОЕ/мл,  
тогда как максимальная биомасса бактерий  
(104 КОЕ/мл и выше) характерна для редко встреча-
ющихся видов, таких как P. amylolyticus, B. subtilis 
и др. (рисунок, б).

В табл. 2 представлены данные, касающиеся 
взаимосвязи между периодом лактации, АМА сы-
воротки и наличием микроорганизмов в ГМ. Образ-
цы ГМ были разделены на группы в соответствии 
с периодом лактации: 1-я группа — 1–2-суточное 
молозиво; 2-я — 3-суточное молозиво; 3-я — пере-
ходное ГМ 4 сут – 1 мес; 4-я — зрелое ГМ 3–8 мес; 
5-я — зрелое ГМ старше 9 мес. Для каждого пери-
ода лактации определены и рассчитаны следующие 
показатели: АМА сыворотки, частота встречаемо-
сти и обсеменённость наиболее значимыми вида-

Таблица 1. Видовое разнообразие изолятов, полученных 
из 100 образцов ГМ 
Table 1. Species diversity of isolates obtained from  
100 samples of breast milk

Роды
Genus

Виды
Species

Число изолятов
Number of isolates

Staphylococcus S. epidermidis 71

S. aureus 21

S. haemolyticus 13

S. lugdunensis 9

S. hominis 9

S. warneri 5

S. pasteuri 1

Streptococcus S. mitis 28

S. oralis 22

S. parasanguinis 20

S. vestibularis 13

S. salivarius 11

S. pneumoniae 5

S. peroris 1

S. agalactiae 1

S. pseudopneumoniae 1

S. constellatus 1

S. infantis 1

Enterococcus Enterococcus sp. 2

Bacillus B. subtilis 2

Enterobacter E. cloaceae 1

Escherichia E. coli 1

Corynebacterium Corynebacterium sp. 2

С. tuberculostearicum 2

C. argentoratense 1

Klebsiella K. oxytoca 2

K. pneumoniae 1

Paenibacillus P. amylolyticus 1

Rothia Rothia sp. 3

R. mucilaginosa 2

Neisseria N. subflava 4

N. flavescens 2

Neisseria sp. 1

Kocuria K. kristinae 1

Gemella G. haemolysans 7

Gemella sp. 1

Итого  
родов — 13
Total  
genus — 13 

Итого  
видов — 36
Total  
species — 36

Итого  
изолятов — 270
Total  
isolates — 270
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ми, суммарная обсеменённость образцов в данной 
группе и их видовое разнообразие. 

Установлено, что АМА сыворотки обратно 
пропорциональна периоду лактации, на что указы-
вают отрицательное высокое значение коэффици-
ента корреляции и значимые различия величин ак-
тивности 1-й и 5-й групп (р < 0,001). Частота встре-
чаемости и обсеменённость S. epidermidis обратно 
коррелировали с периодом лактации (табл. 2), но 
были прямо пропорциональны АМА сывороток. 
Та же закономерность, но менее выраженная, име-
ла место для S. mitis и S. oralis. Исключение среди 
часто встречающихся видов составлял S. aureus. 
Другими словами, первые 3 вида преобладали в 
раннем молозиве, тогда как S. aureus — в переход-
ном молоке. 

Среди видов, не относящихся к стафилококкам 
и стрептококкам, преобладал G. haemolysans, при-
чём он встречался только в молозиве. Количество 
образцов с максимальной суммарной обсеменённо-
стью — выше 104 КОЕ/мл в 1-й группе составило 
54,5%, во 2-й — 42,1%, в 3-й — 23,1%, в 4-й — 
10,5%, в 5-й — 5,3%. Суммарная микробная обсеме-
нённость ГМ, оценённая в виде медиан по группам, 
имела высокую обратную корреляцию с периодом 
лактации и высокую прямую корреляцию с АМА 
сыворотки (табл. 2). При этом наиболее значимое 
снижение обсеменённости отмечено при переходе 
от 3-й группы к 4-й (после 1 мес лактации), тогда 
как наиболее значимое снижение активности име-
ло место позже — при переходе от 4-й к 5-й группе 
(после 8 мес лактации). Другими словами, сниже-

                а | a                                б | b 
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Микробиом ГМ здоровых женщин.
а — частота встречаемости условно-патогенных микроорганизмов в целом по всей выборке, %;  

б — обсеменённость (медиана), log (КОЕ/мл).
Microbiome of the healthy women’s breast milk.

а — prevalence of opportunistic microorganisms in the whole sample, %; b — contamination (median), log (CFU/ml).
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1 ние обсеменённости было первично по отношению 

к снижению активности. 
Видовое разнообразие, оценённое для каждой 

группы в целом, имело наименьшее значение в 1-й 
группе, а наибольшее — во 2-й, далее оно посте-
пенно снижалось по мере увеличения срока лак-
тации. При этом число видов, выделенных из каж-
дого конкретного образца, варьировало от 1 до 5 
в 1-й группе (медиана равна 3, среднее значение 
2,8), от 1 до 5 — во 2-й (3 и 3,2), от 1 до 4 — в 3-й  
(3 и 2,9), от 0 до 3 — в 4-й (2 и 1,7), от 1 до 5 —  
в 5-й (2 и 2,5). Коэффициент корреляции между 
этим показателем (медианами) и медианами обсе-
менённости в группах составил 0,888; а между этим 
показателем и медианами АМА — 0,794. 

Между общей обсеменённостью и возрастом 
матери имела место обратная корреляция высокой 
силы (r = –0,787); тогда как корреляция между АМА 
сыворотки и возрастом матери практически отсут-
ствовала (r = –0,333). 

Обсуждение
Грудное вскармливание считают гарантом за-

щиты младенца от инфекционной диареи, что свя-
зывают с присутствием в ГМ секреторных анти-
тел, лактоферрина и прочих факторов защиты [18]. 
Ранее ГМ считалось стерильным субстратом, но в 
2003 г. R. Martin и соавт., используя культуральные 
методы, показали наличие в нем молочнокислых 
бактерий [19]. С тех пор проведено немало иссле-
дований как традиционными, так и молекулярны-
ми методами, и показано, что в ГМ встречается 
свыше 1000 видов бактерий, грибов и вирусов [20, 
21]. Однако есть мнение, что обнаружение в этой 
биожидкости многих видов типичных обитателей 
воды и почвы может быть связано с их наличием 
в используемых для анализа реагентах, растворах 
и наборах. Показано, однако, что так называемый 
«core», т.е. основу микробиома ГМ, составляют 
роды Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus 
и Propionibacterium [22], а по обилию и видовому 
разнообразию первые два значительно превосходят 
остальные роды [23]. По этой причине молочнокис-
лые и пропионовые бактерии не были включены  
в настоящее исследование, а основной целью дан-
ной работы явилась оценка условно-патогенной 
микробиоты ГМ на разных сроках лактации во вза-
имосвязи со способностью данного субстрата про-
тивостоять микробным агентам. 

Культуральный метод учёта микроорганизмов 
позволяет оценить количество жизнеспособных 
клеток, а применяемый метод идентификации — 
MALDI-TOF спектрометрия — расширяет спектр 
идентифицируемого микробиома. Полученные 
нами данные о видовом составе ГМ во многом со-
гласуются с данными других авторов. В частности, 
наиболее часто встречающимся видом оказался  
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S. epidermidis, который является маркёром, отли-
чаю щим микробиом кишечника младенцев, находя-
щихся на грудном и на искусственном вскармлива - 
нии [24]. В то же время этот вид бактерий населяет 
здоровую кожу человека [25], поэтому вполне поня-
тен источник его в ГМ. Такой вид стафилококков, как  
S. aureus, тоже часто встречается на коже челове-
ка в норме — показано его наличие у 30,8% лю-
дей без клинических симптомов кожных заболева-
ний [26]. Некоторые виды стрептококков, а также 
Gemella spp. и Rothia spp. считают нормальными 
обитателями полости рта, поэтому они могут по-
пасть в ГМ непосредственно от младенца [27]. Од-
нако возможен и обратный перенос, поскольку эти 
микроорганизмы обнаруживали в дородовых выде-
лениях из молочных желёз [28]. В пользу этого сви-
детельствует обнаруженное в данном исследовании 
присутствие G. haemolysans именно в 1–3-суточном 
молозиве. 

Данные по обсеменённости ГМ условно-па-
тогенными микроорганизмами в разные периоды 
лактации несколько противоречивы. Например, 
показано, что общее количество микроорганизмов 
в молозиве составляло 104–105 КОЕ/мл, тогда как в 
зрелом и переходном молоке оно было примерно на 
порядок выше [29]. При этом стрептококки и ста-
филококки составляли по 103–104 КОЕ/мл и практи-
чески не менялись с увеличением срока лактации. 
Напротив, в другой работе показано, что стафило-
кокки и стрептококки наряду с некоторыми други-
ми видами занимали бóльшую часть микробиома 
молозива, тогда как их содержание в переходном 
и зрелом молоке было значительно ниже [30]. Оба 
этих исследования проведены молекулярными ме-
тодами. В настоящем исследовании показано, что 
по мере увеличения срока лактации падает не толь-
ко содержание жизнеспособных клеток стафило-
кокков и стрептококков, но и общая биомасса ус-
ловно-патогенных бактерий. В то же время видовое 
разнообразие в молозиве в целом несколько выше, 
чем в переходном и зрелом молоке, что согласует-
ся с данными других авторов [7]. Обращает на себя 
внимание тот факт, что раннее молозиво (1–2-е сут-
ки) по видовому разнообразию беднее, чем 3-суточ-
ное молозиво.

Ранее нами показано, что АМА сыворотки 
была максимальной в начале лактации, но по мере 
увеличения периода лактации значимо снижалась, 
коррелируя с концентрациями sIgA, лактоферри-
на и сывороточного альбумина, которые состав-
ляют наибольший противомикробный потенциал 
сыворотки [16]. В работе Р. Mastromarino и соавт. 
показано, что содержание основного антимикроб-
ного пептида ГМ — лактоферрина — не коррели-
ровало с содержанием бифидо- и лактобактерий: 
уровень лактоферрина снижался при переходе от 
молозива к зрелому молоку, тогда как концентра-

ция нормальной микрофлоры оставалась на том же 
уровне — 102 КОЕ/мл лактобацилл и 103 КОЕ/мл 
бифидобактерий [31]. Данные о взаимосвязи sIgA 
и микробиоты представлены лишь исследованиями 
микробиома кишечника новорождённых, но не ми-
кробиома ГМ [32]. 

Снижение АМА сыворотки подтверждено и 
в настоящем исследовании, при этом установлено, 
что общая обсеменённость молока условно-пато-
генными микроорганизмами и их видовое разно-
образие также уменьшались в указанный период. 
При этом значимое снижение обсеменённости от-
мечено после 1 мес от начала лактации, тогда как 
значимое снижение АМА — после 8 мес. То есть 
изменение факторов антимикробной защиты сыво-
ротки ГМ происходит в ответ на изменение биомас-
сы условно-патогенной микробиоты. Подобных ис-
следований в доступной литературе не обнаружено. 
Причиной первичного снижения биомассы услов-
но-патогенных бактерий могут быть как их конку-
рентные взаимоотношения с нормобиотическими 
видами, так и растущий объём производимого ГМ 
при переходе к зрелому молоку. 
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