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Увеличение поголовья и продуктивности в табунном коневодстве сдерживается рядом 
факторов, среди которых значительное место занимают инфекционные и инвазионные болезни. 
Наиболее распространенным и причиняющим ощутимый экономический ущерб заболеванием 
остается мыт лошадей (возбудитель Streptococcus equi). Заболевание широко распространено в 
странах азиатского континента, в России и странах СНГ. Для разработки вакцинного препарата 
против болезни важное значение имеет выделение ее возбудителя. В настоящей работе впервые в 
условиях Крайнего Севера выделены и идентифицированы три новых изолята возбудителя мыта 
Streptococcus equi, которые могут быть использованы для диагностики и разработки вакцины 
против мыта лошадей. Целью работы было выделение, изучение, идентификация по морфологи-
ческим, культуральным, биохимическим, молекулярно-генетическим свойствам новых изолятов 
возбудителя мыта лошадей для диагностики заболевания в условиях Крайнего Севера и разра-
ботки вакцины. Биологические пробы были собраны в 2015-2017 годах в хозяйствах Республики 
Саха (Якутия) (Намский, Хангаласский, Амгинский, Мегино-Кангаласский районы, г. Якутск), 
а также в Республике Казахстан. Всего исследовали 63 пробы от 6-10-месячных лошадей (Equus 
ferus caballus) якутской и казахской пород, в том числе 45 смывов носовых истечений (27 от 
клинически больных мытом жеребят, 18 от здоровых жеребят), 7 проб содержимого вскрывших-
ся абсцессов подчелюстных лимфатических узлов и 11 паренхиматозных органов павших от мыта 
жеребят. Перед бактериологическими исследованиями применяли предпосевную обработку. Морфо-
логические и культуральные свойства изолятов изучали при высеве в мясопептонный бульон 
(МПБ) с 1 % глюкозой и 10 % лошадиной сывороткой, а также на мясопептонный агар (МПА) 
с 1 % глюкозой и 10 % сывороткой крови или 5 % дефибринированной кровью лошади. Мазки из 
гноя, препараты, приготовленные из культур, выращенных в жидкой и на агаризованной среде, 
фиксировали и окрашивали по Граму. Биохимические свойства культур исследовали при высеве 
на MПA с 40 % желчью, 6,5 % солевой MПA, агар с азидом натрия и среды Гисса с глюкозой, 
лактозой, маннитом, мальтозой, сахарозой, сорбитом и дульцитом. Видовую принадлежность 
изолятов определяли по биохимическим свойствам культуры с использованием стрипов API 20 
Step тест системы API («bioMerieux», Франция). Вирулентную активность стрептококков опреде-
ляли на белых беспородных мышах, которым подкожно вводили взвесь суточной культуры живых 
бактериальных клеток стрептококков в объеме 0,2-0,5 см3 (от 1½103 до 1½109 КОЕ/гол). ДНК 
выделяли из жидкой бактериальной культуры. Генетическое типирование изолятов Streptococcus 
выполняли методом ПЦР со штамм-специфическими праймерами Seel-F 5ʹ-CGGATACGGTGA-
TGTTAAAGA-3ʹ и Seel-R 5ʹ-TTCCTTCCTCAAAGCCAGA-3ʹ. Нуклеотидная последовательность 
гена 16S рРНК Streptococcus equi была секвенирована для шести изолятов мытного стрептокок-
ка, из которых три предлагается использовать для разработки вакцинных препаратов. Полиме-
разная цепная реакция со специфическими праймерами служит наиболее достоверным и быст-
рым методом идентификации мытного стрептококка. По результатам генотипирования и изуче-
ния культуральных, морфологических и биохимических свойств установлено, что изолят Н-5/1 
относится к семейству Streptococcaceae, роду Streptococcus, виду Streptococcus equi ssp. equi и 
соответствует типовым характеристикам представителей этого вида. Нуклеотидная последо-
вательность фрагмента гена 16S рРНК изолята Н-5/1 после секвенирования депонирована в 
базе данных NCBI GenBank (MW486609). На основании проведенных исследований штамм 
Streptococcus equi Н-5/1 депонирован во Всероссийской государственной коллекции штаммов 
микроорганизмов, используемых в ветеринарии и животноводстве ФГБУ ВГНКИ (регистрацион-
ный номер ВКШМ-Б-141П, справка о депонировании от 22 мая 2018 года). Получен патент на 
изобретение № 2703485 «Штамм бактерий Streptococcus equi, используемый для изготовления 
вакцины против мыта» от 17.10.2019 года. Новые изоляты Streptococcus equi могут быть исполь-
зованы для разработки диагностических препаратов и вакцины против мыта лошадей. Также от 
клинически больных мытом жеребят были выделены культуры Enterococcus faecales, Streptococcus 
piogenes, токсигенные и плесневые грибы родов Aspergillus и Mucor, что необходимо учитывать 
при диагностике и профилактике мыта и других респираторных болезней молодняка лошадей. 
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генотипирование, якутские породы, Сибирь, Крайний Север, бактериальные инфекции. 
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гих странах. К факторам, сдерживающим ее развитие, можно отнести ин-
фекционные болезни лошадей, среди которых наиболее распространен 
мыт (возбудитель Streptococcus equi) (1, 2). Существует мнение, что возбу-
дитель мыта значительно не менялся в течение 700 лет, хотя не отрицают-
ся зональные особенности штаммов (3). Болезнь регистрируют в России в 
Новосибирской области, Красноярском и Алтайском краях, республиках 
Хакасия, Саха (Якутия) и Алтай, в Иркутской области, а также в Казах-
стане, Кыргызстане, Монголии (4-6). 

В Республике Саха (Якутия), где развито табунное коневодство, за-
болеваемость молодняка лошадей мытом составляет 57,8-62,7 % от общего 
поголовья, летальность в зависимости от развития эпизоотического про-
цесса достигает 4,0-22,0 % (6). Заболеваемость мытом в Республике Казах-
стан составляет 30,1-46,7 %, летальность — 16,0-28,3 % (7). В 2017-2020 
годах случаи заболевания регистрировали у 42-59 % молодняка лошадей 
якутских пород (собственные неопубликованные данные).  

Для разработки эффективных методов диагностики, профилактики 
и терапии мыта необходимо изучение возбудителя болезни в разных реги-
онах (8). Во всех странах, где встречается мыт лошадей, включая Казах-
стан (7), Кыргызстан (9), Нидерланды (10), Арабскую Республику Египет 
(11), Россию (6, 12), Корею (13), Бразилию (14), выделение и идентифи-
кацию мытного стрептококка проводят на основе морфологических, куль-
туральных и биохимических свойств. В последние годы с развитием моле-
кулярно-генетических исследований появились сообщения об идентифика-
ции возбудителя с использованием полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
на основе видоспецифичных генов, потенциально участвующих в форми-
ровании вирулентного фенотипа Streptococcus equi (2, 15-18). Полученные 
штаммы применяются для диагностики и изготовления вакцин в США, 
Казахстане и Нидерландах (7, 8, 10).  

В литературе имеются сообщения о том, что возбудитель мыта ло-
шадей может вызывать артриты у козлят (19) и аборты у кобыл (6). Мыт-
ный стрептококк выделяют и у клинически здоровых лошадей, поскольку 
они становятся его переносчиками (6, 13, 14). Ранее штамм Streptococcus 
equi Н-34 был депонирован нами во Всероссийском государственном цен-
тре качества и стандартизации лекарственных средств для животных и 
кормов (ВГНКИ, г. Москва) и предложен для производства вакцин против 
мыта и диагностической стрептококковой сыворотки серогруппы С (6). В 
настоящее время этот штамм снят с депонирования в связи с утратой спе-
цифических антигенных свойств, то есть в Российской Федерации отсут-
ствует вакцина против мыта лошадей. В других странах изготовлены раз-
личные вакцины, которые не имеют регистрации в России (7, 8, 10). 

В настоящей работе в условиях Крайнего Севера выделены и иден-
тифицированы три новых изолята возбудителя мыта Streptococcus equi, ко-
торые могут быть использованы для диагностики и разработки вакцины 
против мыта лошадей. 

Цель работы — выделение, изучение, идентификация по морфо-
логическим, культуральным, биохимическим и молекулярно-генетическим 
свойствам новых изолятов возбудителя мыта лошадей  

Методика. Биологические пробы были собраны в 2015-2017 годах в 
хозяйствах Намского, Хангаласского, Амгинского, Мегино-Кангаласского 
районов и г. Якутске Республики Саха (Якутия), а также а Республике Ка-
захстан. Всего исследовали 63 пробы, полученные от лошадей (Equus ferus 
caballus) якутской и казахской пород 6-10-месячного возраста, в том числе 
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45 смывов носовых истечений (27 от клинически больных мытом жеребят, 
18 от здоровых жеребят), 7 проб содержимого вскрывшихся абсцессов 
подчелюстных лимфатических узлов и 11 паренхиматозных органов пав-
ших от мыта жеребят. 

Перед бактериологическими исследованиями применяли предпо-
севную обработку. Смывы с зонд-тампонами, кусочки органов и лимфо-
узлов погружали на 5 мин в стерильный физиологический раствор, затем 
обрабатывали 70° спиртом с последующим промыванием 2-3 раза в физио-
логическом растворе.  

Морфологические и культуральные свойства изолятов изучали при 
высеве в мясопептонный бульон (МПБ) с 1 % глюкозой и 10 % лошади-
ной сывороткой, а также на мясопептонный агар (МПА) с 1 % глюкозой и 
10 % сывороткой крови или 5 % дефибринированной кровью лошади. 
Мазки из гноя и препараты культур фиксировали и окрашивали по Граму. 
Биохимические свойства изолятов исследовали при высеве на MПA с 40 % 
желчью, на 6,5 % солевой MПA, агар с азидом натрия и среды Гисса с 
глюкозой, лактозой, маннитом, мальтозой, сахарозой, сорбитом и дульци-
том. Культуры инкубировали в термостате ТС-1/80 СПУ (ОАО «Смолен-
ское СКТБ СПУ», Россия) при 37 °С в течение 18-48 ч.  

Таксономическую принадлежность выделенных культур устанавли-
вали согласно «Краткому определителю бактерий Берджи» (20), также 
следовали методическим указаниям по лабораторной диагностике мыта, 
стафилококкозов и стрептококкозов (21, 22). Для видовой идентификации 
изолятов по биохимическим свойствам использовали стрипы API 20 Step 
тест системы API («bioMerieux», Франция).  

Образцы изолятов стептококков из полужидкого агара пересевали в 
триптон-соевый бульон и культивировали при 37 °С в течение 48 ч. Затем 
пересевали на чашки с кровяным агаром и плотную питательную среду 
(колумбийский агар) с теллуратом калия. Чашки помещали в термостат 
при 37 °С на 24 ч. Определяли культуральные и морфологические свой-
ства, тип гемолиза, наличие каталазной активности, готовили мазки. Ага-
ровые культуры пересевали на чашки с колумбийским агаром и культиви-
ровали 24 ч при 37 °С. Из культур готовили суспензию в физиологическом 
растворе. В каждую лунку планшета вносили 0,1-0,2 см3 суспензии бакте-
рий. Добавляли реактивы и стерильное вазелиновое масло. Инкубировали 
5-24 ч при 38 °С. Результаты учитывали с помощью таблицы «Интерпре-
тация реакций» тест-системы и обрабатывали в программе Microsoft Excel. 

При оценке вирулентности стрептококков использовали белых 
беспородных мышей (n = 70) обоего пола 5-8-недельного возраста массой 
18-20 г. Мышам подкожно вводили взвесь суточной культуры живых бак-
териальных клеток стрептококков в объеме 0,2-0,5 см3 (от 1½103 до 1½109 
КОЕ/гол.). Вирулентную активность изолятов LD50 определяли методом 
Кербера в модификации И.П. Ашмарина и А.А. Воробьева (23). 

Для выделения ДНК (24) 1,5 мл жидкой бактериальной культуры 
центрифугировали на многофункциональной центрифуге 5804R («Eppen-
dorf», Германия) до формирования плотного осадка, осадок растворяли в 
567 мкл TE буфера, добавляли 30 мкл 10 % SDS и 3 мкл протеиназы K 
(20 мг/мл) до конечной концентрации 100 мкг/мл. После инкубации при 
37 °C в течение 1 ч раствор становился вязким, что указывало на разру-
шение клеточной стенки. Далее к нему добавляли 100 мкл 5 M NaCl и тща-
тельно перемешивали, после чего вносили 80 мкл раствора CTAB/NaCl и 
инкубировали 10 мин при 65 °C. Затем к раствору приливали примерно 



710 

равный объем смеси хлороформа и изоамилового спирта в пропорциях 
24:1, тщательно перемешивали и центрифугировали в течение 5 мин. Су-
пернатант переносили в чистую пробирку, добавляли равное количество 
смеси фенола, хлороформа и изоамилового спирта (25:24:1), перемешива-
ли и центрифугировали в течение 5 мин.  

Для осаждения ДНК супернатант переносили в чистую пробирку и 
добавляли изопропанол в объеме, равном примерно 0,6 от количества ис-
ходного супернатанта. Осадок ДНК промывали 70 % этанолом, высушива-
ли и растворяли в 30 мкл ТЕ буфера. Оценивали качество и концентрацию 
полученного препарата ДНК (спектрофотометр NanoPhotometerTM P330, 
«Implen», Германия).  

При генотипировании изолятов Streptococcus проводили ПЦР, ис-
пользуя штамм-специфичные праймеры Seel-F 5ʹ-CGGATACGGTGATGT-
TAAAGA-3ʹ и Seel-R 5ʹ-TTCCTTCCTCAAAGCCAGA-3ʹ (17, 18) (амплифи-
катор CFX-96, «Bio-Rad», США) и набор qPCRmix-HS LowROX («Evrogen», 
Россия). Режим постановки ПЦР и состав реакционной среды выбирали в 
соответствии с инструкциями производителя набора. Каждая реакционная 
смесь объемом 25 мкл состояла из 5 мкл qPCRmix-HS LowROX (мастер-
микс), 2 мкл каждого из праймеров (1,0 мкл) и 18 мкл очищенной от нук-
леаз воды. Условия ПЦР были следующими: 5 мин при 95 °C; 35 циклов — 
30 с при 95 °C, 30 с при 55 °C, 30 с при 72 °C. Продукты ПЦР визуализи-
ровали при помощи электрофореза в 1,5 % агарозном геле, содержавшем 
бромистый этидий в качестве интеркалирующего красителя; напряженность 
электрического поля 6 В/см. Чувствительность и достоверность метода 
ПЦР для идентификации мытного стрептококка была подтверждена ис-
следованиями в Отделении качества и стандартизации пробиотических 
препаратов ФГБУ Всероссийский государственный центр качества и стан-
дартизации лекарственных средств для животных и кормов (г. Москва).  

Секвенирование гена 16S рРНК проводилось в ЦКП «Геномика» 
(ИХБФМ СО РАН, г. Новосибирск). Ампликон размером около 1500 п.н. 
получали с использованием специфических 16S праймеров (27F: 5ʹ-AG-
AGTTTGATCMTGGCTCAG-3ʹ и 1492R: 5ʹ-GGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ) 
для каждого изолята в препаративном количестве и очищали с помо-
щью сорбции на магнитных частицах (Agencourt AMPure XP, «Beckman 
Coulter, Inc.», США). Секвенирование по Сэнгеру выполняли на ABI 
3130xl Genetic Analyser («Applied Biosystems», США) по стандартным про-
токолам производителя. Нуклеотидные последовательности анализирова-
ли c помощью BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) для выявления 
гомологии с нуклеотидными последовательностями, депонированными в 
базе данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

Результаты. Для первичных бактериологических исследований био-
логических материалов, полученных от клинически больных мытом лоша-
дей (рис. 1), в 2015-2016 годах отобрали 40 культур, схожих с мытным 
стрептококком по культуральным, ферментативным и гемолитическим 
свойствам. В 11 пробах обнаружили контаминированность токсигенными и 
плесневыми грибами родов Aspergillus и Mucor. 

Предпосевная обработка оказалась весьма эффективной для подав-
ления роста сопутствующей микрофлоры, что приводило к облегчению и 
ускорению срока выделения чистой культуры. Прижизненная диагностика 
мыта лошадей, особенно в условиях Крайнего Севера, остается сложной 
задачей. Нами установлено, что некачественный и скудный рацион спо-
собствует поражению грибами респираторного тракта животных, которое 
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протекает совместно с мытом.  
Все выделенные культу-

ры были предварительно отне-
сены к роду Streptococcus. Они 
хорошо росли в МПБ с 10 % 
лошадиной сывороткой крови 
и на 1 % MПA с 10 % лошади-
ной сывороткой крови. При вы-
ращивании в 1 % глюкозо-сы-
вороточном МПБ отмечали рав-
номерное помутнение среды с 
выпадением белого осадка, при 
встряхивании поднимающегося 
косичкой верх, что характерно 
для мытного стрептококка. На 
1 % глюкозо-сывороточном ага-
ре некоторые культуры давали 
рост в виде мелких росинчатых 
колоний, также наблюдался рост 
выпуклых блестящих белых ко-
лоний с ровными краями и ма-
товых слившихся выпуклых ко-
лоний.  

В дальнейшем 7 изолятов дали рост на МПА с 1 % глюкозой и 
40 % желчью крупного рогатого скота и на МПА с 6,5 % хлоридом натрия, 
а также ферментировали глюкозу, лактозу, мальтозу, маннит, сорбит и 
дульцит с образованием кислоты без газа. Эти изоляты характеризовались 
придонным ростом в виде плотного белого осадка на жидких питательных 
средах. На плотных средах они росли в виде слизистых колоний белого 
цвета. На среде с теллуратом калия были получены колонии черного цве-
та. Каталазная активность отсутствовала. В бульонной культуре световая 
микроскопия выявила короткие цепочки кокков, в окрашенных по Граму 
препаратах культур, выращенных на плотной питательной среде, — кокки 
в виде «виноградных гроздьев». 

Результаты видовой идентификации стрептококков выделенных от больного 
мытом молодняка лошадей (Equus ferus caballus) якутской и казахской пород 
(Республика Саха — Якутия, Республика Казахстан, 2015-2017 годы) 

Изолят 
Идентификация 

генотипирование с использованием ПЦР по биохимическим свойствам 
П1 Streptococcus equi − 
Н-1 каз Streptococcus equi Streptococcus equi 
Н-5/1 Streptococcus equi Streptococcus equi 
Н-12-3 Streptococcus equi Streptococcus equi 
7-3 Streptococcus equi − 
1-3 Streptococcus equi − 
Н-34 − Enterococcus faecalis 
Хатас-3 − Streptococcus pyogenes 
ЧГ − Enterococcus faecalis 
4г − Enterococcus faecalis 
MK 1/1 − Enterococcus faecalis 
ЮГ − Enterococcus faecalis 
SM − Enterococcus faecalis 
M − Enterococcus faecalis 
П р и м е ч а н и е. Прочерки означают, что изоляты не были исследованы соответствующим методом. 

 

На основании биохимических и культурально-морфологических 

 
Рис. 1. Слизисто-гнойные носовые выделения у кли-
нически больного мытом жеребенка (Equus ferus ca-
ballus) якутской породы (Хангаласский р-н, с. Не-
мюгюнцы, 2017 год). 
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свойств изоляты 4г, МК 1/1, ЮГ, SM, Н-34 и М были отнесены к виду 
Enterococcus faecalis, а изолят Хатас-3 — к виду Streptococcus piogenes 
(табл.). На этом этапе исследований нам не удалось выделить возбудителя 
мыта Streptococcus equi из-за высокой контаминации образцов токсиген-
ными и плесневыми грибами, а также ассоциацией бактерий рода Strepto-
coccus. Исходя из полученных результатов, следует отметить роль Entero-
coccus faecales и Streptococcus piogenes в развитии инфекционного процесса 
при заболевании органов дыхания. 

В октябре-ноябре 2017 года от больных мытом жеребят были до-
полнительно получены новые изоляты стрептококков, которые в жидкой 
питательной среде характеризовались пристеночным ростом с образовани-
ем белого хлопьевидного осадка (рис. 2, А), а на плотной питательной 
среде формировали росинчатые полупрозрачные мелкие колонии (см. рис. 
2, Б). На кровяном агаре давали β-гемолиз (см. рис. 2, В). Изоляты не 
росли на средах с добавлением желчи и хлорида натрия, ферментировали 
глюкозу и лактозу с образованием кислоты без газа, не сбраживали ман-
нит, сорбит, дульцит. При микроскопировании препаратов, окрашенных 
по Граму, в суточной бульонной культуре выявили длинные извитые це-
почки из грамположительных кокков, в колониях, выросших на агаризо-
ванной среде, — короткие цепочки или парные и одиночные кокки. Мор-
фологические и культурально-биохимические свойства этих изолятов были 
характерны для мытного стрептококка.  

 

А Б В 

   
Рис. 2. Рост Streptococcus equi, выделенного из носовой полости у больного мытом молодняка 
лошади (Equus ferus caballus) якутской породы, в мясопептонном бульоне (А), на мясопептонном 
агаре (Б), на кровяном агаре (β-гемолиз) (В) (Республика Саха — Якутия, Республика Казах-
стан, 2017 год). 

 

При исследовании 40 изолятов нуклеотидную последовательность 
гена 16S рРНК Streptococcus equi обнаружили у шести изолятов (П1, Н-1 каз, 
Н-5/1, Н-12-3, 1-3, 7-3), полученных от клинически больных мытом жере-
бят. Для разработки вакцинного препарата отобрали три — Н-1 каз, Н-5/1 
и Н-12-3. Штамм Н-34, депонированный ранее как Streptococcus equi (Все-
российская коллекция клеточных культур, штаммов вирусов, микробов и 
микропатогенов, ВГНКИ, г. Москва; в настоящее время снят с депониро-
вания), в результате частых пересевов при длительном хранении более не 
соответствовал нормативам тест-системы и заявленным характеристикам 
(см. табл.). Молекулярно-генетическое типирование подтвердило, что 
анализируемая нуклеотидная последовательность штаммов Н-5/1, Н-12-3, 
Н-1 каз на 100 % идентична нуклеотидной последовательности фрагмента 
гена 16S pРНК Streptococcus equi. Из них штамм Streptococcus equi Н-5/1 как 
самый перспективный прошел комиссионные испытания в Отделении ка-
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чества и стандартизации пробиотических препаратов ФГБУ ВГНКИ (отдел 
Всероссийская коллекция штаммов микроорганизмов). 

Штамм Streptococcus equi Н-5/1 продуцировал ферменты β-глюко-
зидазу, β-глюкуронидазу и лейцинариламидазу, ферментировал эскулин, 
крахмал и гликоген с образованием кислоты без газа, не сбраживал арги-
нин, рибозу, арабинозу, маннит, сорбит, лактозу, трегалозу, инулин и 
раффинозу, не образовывал ацетоин и не гидролизовал гиппурат. 

LD50 штамма Streptococcus equi Н-5/1 для белых мышей составляла 
1½102 КОЕ/гол. при парентеральном введении. 

Анализ секвенограмм гена 16S рРНК для изолята Н-5/1 позволил 
получить следующую нуклеотидную последовательность: 
TGCAAGTGGAACGCACAGATGATACGTAGCTTGCTACAATTATCTGTGAGTCGCGAACG
GGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTAGCTTATAGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGC
TAATACCGCATAAAAGTGGTTGACCCATGTTAACCATTTAAAAGGAGCAACAGCTCCACTA
TGAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGA
TACATAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGGAACCCTGACCGAACAAC
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGAGAAGAACAGTG
ATGGGAGTGGAAAGTCCATCATGTGACGGTAACTAACCAGAAAGGGACGGCTAACTACG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAA
GCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAAGTTAAAGGCAGTGGCTTAACCATTGTATGC
TTTGGAAACTGTTAAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGCTGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTAGTGCCGGAGCTAACG
CATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCTTAGAGATAAGAAGTTACTTCGGTACATTGGAGAC
AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGCGAGACTGCCG
GTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGCAAGCTAAT
CTCTGAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAAT
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGTTAAGGAGC
CAGCCGC 

Анализ с помощью BLAST показал, что эта последовательность со-
ответствует генам 16S рРНК Streptococcus equi subsp. equi двух штаммов — 
NCTC9682 (MW486609) и ATCC 39506 (MW486609).  

Таким образом, по культуральным, морфологическим и биохимиче-
ским свойствам, а также по генетическим маркерам изолят Н-5/1 иденти-
фицирован как Streptococcus equi ssp. equi (семейство Streptococcaceae, род 
Streptococcus) и соответствует типовым характеристикам представителей это-
го вида. Нуклеотидная последовательность фрагмента гена 16S рРНК изоля-
та Н-5/1 после секвенирования депонирована в базе данных NCBI GenBank 
(MW486609). На основании проведенных исследований штамм Streptococ-
cus equi Н-5/1 депонирован во Всероссийской государственной коллекции 
штаммов микроорганизмов, используемых в ветеринарии и животновод-
стве ФГБУ ВГНКИ (регистрационный номер ВКШМ-Б-141П, справка о 
депонировании от 22 мая 2018 года); научная новизна подтверждена па-
тентом на изобретение ¹ 2703485 «Штамм бактерий Streptococcus equi, ис-
пользуемый для изготовления вакцины против мыта» от 17.10.2019 года. 

Штамм Streptococcus equi Н-5/1 в настоящее время применяется в 
качестве производственного при изготовлении иммунобиологических 
препаратов для профилактики мыта лошадей в Российской Федерации. 
Штамм Streptococcus equi Н-1 каз, выделенный от больной лошади из Рес-
публики Казахстан, может быть использован для разработки вакцины, ко-
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торая будет применяться в табунном коневодстве Казахстана. Необходи-
мость выделения штаммов мытного стрептококка в определенных регио-
нах и странах для разработки вакцинных препаратов отмечается многими 
исследователями (1, 2, 8). 

Выделение из носовой полости токсигенных и плесневых грибов 
при заболеваниях органов дыхания у молодняка лошадей можно объяс-
нить значительным распространением микроскопических грибов родов 
Aspergillus и Mucor в растительности тебеневочных пастбищ Якутии, в осо-
бенности в дождливые годы (25, 26). 

Наши результаты согласуются с данными, полученными J. Dauvillier 
с соавт. (27), которые отмечали присутствие в дыхательных путях лошадей 
различных грибов и указали на необходимость изучения их роли в этиоло-
гии болезней органов дыхания у лошадей и человека. Настораживает факт 
выделения Streptococcus zooepidemicus, вызывающего тяжелые болезни у 
людей, из носовой полости у здоровых и больных лошадей (28), хотя мы 
эти микроорганизмы не обнаружили. При диагностике и профилактике 
мыта следует учитывать возможность заболевания лошадей ринопневмо-
нией и гриппом. Немаловажно изучение взаимосвязи между бактериаль-
ными, вирусными и грибными инфекциями (6, 29, 30), что может стать 
направлением будущих исследований. 

По нашим данным, при микотоксикозах может быть успешно ис-
пользован препарат (пробиотик) Сахабактисубтил (Якутский НИИ сель-
ского хозяйства, Россия) (25). При разработке способов профилактики 
мыта лошадей необходимо предусмотреть использование средств против 
действия токсигенных грибов и иммуномодуляторы для повышения имму-
нологической реактивности. 

Полученные нами результаты подтверждают, что выделение мыт-
ного стрептококка от больных животных и носителей возбудителя стан-
дартными методами культивирования (как и разработка вакцины) затруд-
нено из-за недостаточной чувствительности и трудоемкости (31), особенно 
в экстремальных условиях табунного содержания. Наиболее чувствитель-
ный, специфический и быстрый метод диагностики мыта и идентифика-
ции мытного стрептококка — ПЦР-анализ (15, 16, 31).  

Итак, мы выделили и идентифицировали на основе культуральных, 
ферментативных, гемолитических свойств и генотипирования новые изо-
ляты возбудителя мыта лошадей Streptococcus equi, которые могут приме-
няться как при диагностике этой патологии, так и для разработки вакцин 
против мыта. Во Всероссийской государственной коллекции штаммов мик-
роорганизмов, используемых в ветеринарии и животноводстве (ФГБУ 
ВГНКИ), депонирован новый штамм Streptococcus equi Н-5/1 (регистраци-
онный номер ВКШМ-Б-141П). Получен патент на изобретение ¹ 2703485 
«Штамм бактерий Streptococcus equi, используемый для изготовления вак-
цины против мыта» от 17.10.2019 года. От клинически больных мытом же-
ребят выделены культуры Enterococcus faecales, Streptococcus piogenes, токси-
генные и плесневые грибы родов Aspergillus и Mucor. Присутствие этих 
микроорганизмов как возможной патофлоры необходимо учитывать при 
диагностике и профилактике мыта и других респираторных болезней мо-
лодняка лошадей. 
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A b s t r a c t  
 

Infectious and invasive diseases cause significant damage to the economy and decrease the 
productivity of horse herd farming. Equine strangles (Streptococcus equi) is the most economically 
damaging. Specific prevention of the disease widespread in Asia, Russia and CIS poses a serious 
problem. In this work, for the first time in the Far North, we isolated and identified three new Strep-
tococcus equi strains prospective for the diagnostics and development of strangles vaccines. The study 
aimed to culture, identify morphologically, culturally, biochemically, and genotypically new isolates 
of the equine strangles causative agent for the development of vaccines. A survey of 6-10-month old 
Yakut and Kazakh foals (Equus ferus caballus) was performed in the Republic of Sakha (Yakutia) 
regions (the farms in Namskiy, Khangalasskiy, Amginskiy, Megino-Kangalarskiy districts and in 
Yakutsk) and in Kazakhstan in 2015-2017. In total, 63 collected biospecimens included 45 nasal 
discharges (27 from diseased and 18 from healthy foals), 7 submandibular lymph node abscesses, and 
11 parenchymal organs. The infectious agents were isolated and identified by 16S rDNA genotyping 
using PCR and based on biochemical traits. Morphological and cultural properties were studied using 
meat peptone broth (MPB) added with 1 % glucose and 10 % horse blood serum and on meat pep-
tone agar (MPA) with 1 % glucose and 10 % horse blood serum or 5 % defibrinated horse blood. 
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Pus swabs and preparations of liquid and agar cultures stained by the Gram procedure were investi-
gated with a light microscope. Biochemical properties were studied by plating on MPA with 40 % 
bile, 6.5% saline MPA, agar with sodium azide, and Giss’s medium with glucose, lactose, mannitol, 
maltose, sucrose, sorbitol, and dulcite. The isolates were biochemically assigned to species using API 
20 Step strips (an API test system, bioMerieux, France). The virulence of the isolates (LD50) was as-
sessed on white mice challenged subcutaneously with 0.2-0.5 cm3 of 1-day suspensions (1½103 to 1½109 
CFU per mouse). Genotyping was performed with specific primers Seel-F 5ʹ-CGGATACGGTGAT-
GTTAAAGA-3ʹ and Seel-R 5ʹ-TTCCTTCCTCAAAGCCAGA-3ʹ. The Streptococcus equi 16S rRNA 
gene was sequenced for six isolates of strangles streptococcus, of which three we suggest for the de-
velopment of strangles vaccines. Polymerase chain reaction with specific primers serves as the most 
reliable and fastest method for identifying strangles streptococcus. Based on genotyping data and the 
cultural, morphological and biochemical properties, the Streptococcus equi H-5/1 isolate belongs to 
the Streptococcaceae family, Streptococcus genus, Streptococcus equi ssp. equi and corresponds to the 
typical characteristics of the species. The nucleotide sequence of the 16S rRNA gene fragment of the 
isolate H-5/1 after sequencing was deposited in the NCBI GenBank database (MW486609). The 
Streptococcus equi H-5/1 strain was deposited in the All-Russian State Collection of Microorgan-
ism Strains Used in Veterinary Medicine and Animal Husbandry (VGNKI, registration number 
VKSHM-B-141P, certificate of deposit dated May 22, 2018), and patent for invention No. 2703485 
(“A strain of bacteria Streptococcus equi used for the production a vaccine against strangles”) dated 
10/17/2019 was received. The new Streptococcus equi strains we described here hold promise in the 
developing strangles vaccines. Note, Enterococcus faecales, Streptococcus piogenes, toxigenic and mold 
fungi Aspergillus and Mucor genera were also isolated from foals with clinical sings of equine stran-
gles. Our findings attract attention to these microorganisms possibly involved in the development of 
equine strangles in young horses, which should be accounted in diagnostics of this pathology.   
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