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Цель исследования: сравнительный анализ полногеномных последовательностей посевной серии (ПС) 361 «ш» M. bovis BCG-1 (Russia) 
и ее дочерних изолятов, полученных от детей с проявлениями БЦЖ-остита. 
Материалы и методы: генотипирование; биоинформационный анализ полногеномных последовательностей ПС 361 «ш» вакцины BCG-1 
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The objective of the study: a comparative analysis of genome-wide sequences of seed lot (SL) 361 "sh" M. bovis BCG-1 (Russia) and its daughter 
isolates obtained from children with manifestations of BCG osteitis. 
Subjects and methods: genotyping; bioinformational analysis of genome-wide sequences of PS 361 "sh” vaccine BCG-1 (Russia) and its daughter 
isolates. 
Results. PS 361 "sh" BCG-1 (Russia) was heterogeneous in 7 coding sequences with different ratios of single nucleotide substitutions inherited 
by 2 of 6 daughter BCG isolates. At the same time, polymorphisms did not violate the genomic stability and viability of the BCG vaccine during 
long-term existence in vivo. In isolates of BCG 2925 and 5448, accumulation (hypothetically, under the pressure of selection in the vaccinated 
organism) of nonsynonymous substitutions in 4 out of 7 polymorphic genes was noted, including the genes ppsC, eccD5, and eccA5 associated with 
mycobacterial virulence. Evaluation of the significance of genomic variations in BCG isolates relating to the association with the development of 
post-vaccination osteitis requires more detailed information about the immune status of patients. Genome-wide analysis of production strains, seed 
lots, finished vaccine lots and daughter clinical isolates makes the contemporary approach to understanding the molecular basis of the efficacy and 
complications of BCG vaccination. 
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Живая вакцина Bacille Calmette-Guérin (BCG, 
рус. ‒ БЦЖ) остается единственной лицензирован-

ной вакциной, которая успешно применяется для 
профилактики туберкулеза (ТБ) у детей [29, 36]. 
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Вакцина BCG была получена путем многочислен-
ных пассажей in vitro, ослабивших вирулентность 
штамма Mycobacterium bovis «дикого» типа [12]. 
Всемирное распространение родительского штам-
ма BCG в 1924 г. и поддержание его путем пасса-
жей в течение следующих десятилетий привели к 
образованию дочерних штаммов (субштаммов) с 
различными морфологическими, культуральными, 
антигенными характеристиками и остаточной виру-
лентностью вследствие адаптации к существованию 
in vitro [12]. Современная генеалогия вакцинных 
штаммов BCG основана на геномных вариаци-
ях, которые возникли в разное время вследствие 
протяженных делеций, тандемных дупликаций, 
последовательных вставок и последующей серии 
вставок/делеций и однонуклеотидных замен (SNP, 
single nucleotide polymorphism). Эти вариации 
лежат в основе аттенуации и различий в уровнях 
экспрессии генов иммунодоминантных белков, что 
обусловливает вариабельность защитных свойств и 
частоты нежелательных осложнений вакцинации ге-
нетически дивергентных штаммов BCG [11, 12, 15].

Оригинальный штамм BCG, поступив-
ший в СССР в 1925 г., получил наименование 
M. bovis BCG-1 (или BCG-I) и был лиофилизиро-
ван в 1940-х годах. В середине прошлого столетия, 
согласно рекомендации Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), при производстве вак-
цины BCG стали использовать систему посевных 
серий (ПС) с ограниченным числом пересевов 
(не более 12) до получения готового препарата. 
В 2002-2007 г. в России для производства вакцины 
BCG использовали ПС 361 «ш», с 2006 г. по насто-
ящее время ‒ ПС 368 «щ» штамма M. bovis BCG-1 
(Russia) № 700001 [3, 5]. 

Длительный протективный эффект вакцины 
BCG связан с остаточной вирулентностью вак-
цинного штамма, способного внутриклеточно раз-
множаться в организме ребенка, что обусловливает 
вероятность развития поствакцинальных ослож-
нений [1, 7, 25] наряду с такими причинами, как 
избыточное количество жизнеспособных единиц 
в прививочной дозе, нарушения техники введения, 
возраст ребенка, сопутствующие заболевания и 
измененная реактивность [2, 4, 10, 31]. В тяжелых 
случаях у ребенка (в основном с нарушенным кле-
точным иммунитетом) в возрасте от 6 месяцев до 
5 лет и крайне редко у подростков может возникать 
БЦЖ-инфекция [2, 9, 18, 31]. Частота (1-10%) не-
благоприятных событий после иммунизации BCG, 
вероятно, занижена, поскольку выделение и опре-
деление видовой принадлежности этиологического 
агента все еще относительно редки [8, 18, 31, 34], 
несмотря на появление молекулярных методов и 
коммерческих наборов для идентификации BCG 
[23, 30]. В России оценочная частота осложнений 
вакцинации BCG (на 100 тыс. иммунизированных 
БЦЖ/БЦЖ-М) снизилась с 35,3 в 2005 г. до 11,2 в 
2013 г.; за период 2005-2012 гг. усредненная частота 

БЦЖ-оститов, которые чаще встречались у детей в 
возрасте восемнадцати с половиной месяцев, соста-
вила 3,5 [10]. 

Для стандартизации изготовления вакцины и 
предотвращения побочных реакций, связанных 
с вакцинацией, приняты международные требо-
вания ВОЗ к производству и контролю качества, 
включая генетическую характеристику стабиль-
ности 6 участков генома (определяют методом по-
лимеразной цепной реакции) эталонных штаммов 
BCG (Danish 1331, Tokyo 172-1, Moreau RJ, Russian 
BCG-1), используемых для изготовления и глобаль-
ного распространения вакцин, а также ПС и ком-
мерческих партий [16].

В последнее десятилетие для характеристики 
штаммов BCG, ПС и серий вакцин стали исполь-
зовать данные их полногеномного секвенирования 
(whole-genome sequencing, WGS) [6, 13, 19, 22, 24, 26, 
27, 32, 33], однако анализ генома клинических изо-
лятов BCG, полученных от вакцинированных с про-
явлениями поствакцинальных осложнений, пред-
ставлен лишь в единичных публикациях [20, 21].

Цель исследования: сравнительный анализ пол-
ногеномных последовательностей M. bovis BCG-1 
(Russia) ПС 361 «ш» и дочерних изолятов, получен-
ных от детей с проявлениями БЦЖ-остита. 

Материалы и методы

Ретроспективное исследование одобрено неза-
висимым комитетом по этике ФГБУ «Санкт-Пе-
тербургский научно-исследовательский инсти-
тут фтизиопульмонологии» МЗ РФ (протокол 
№  17/12-2017, 18.12.2017 г.). Изучены медицин-
ские карты и данные прививочного анамнеза де-
тей, проходивших хирургическое лечение в кли-
нике детской хирургии и ортопедии института в 
2006-2016 гг. по поводу БЦЖ-остита. Определе-
ние случая «БЦЖ-остит» включало: 1) данные ги-
стологического исследования (наличие грануля-
ционной ткани с казеозным некрозом в образцах 
биопсии; 2) наличие культур микобактерий, выде-
ленных из образцов ткани на среде Левенштейна ‒ 
Йенсена, если они были идентифицированы как 
M. bovis BCG с использованием GenoType MTBC 
(Hain Lifescience, Германия) и других молекуляр-
но-генетических методов ‒ сполиготипирования 
[17] и MIRU-VNTR-типирования по 12 локусам 
MIRU [28]. Принадлежность изолята к сполиготи-
пу и MIRU-типу устанавливали согласно между-
народной базе данных SITVIT_WEB (http://www.
pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/). 
Чувствительность к стрептомицину, изониазиду, 
рифампицину, этамбутолу и пиразинамиду культур 
M. bovis BCG оценивали общепринятыми методами. 
Культуры M. bovis BCG и их геномную ДНК [32] 
хранили при -18◦С. Полногеномное секвенирова-
ние (WGS) парно-концевых (paired-end) библиотек 
проводили на платформе MiSeq (Illumina, San Diego, 
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CA, USA). Среднее число прочтений, покрываю-
щих одну позицию в последовательности, превы-
шало 20х. Биоинформационный анализ чтений (raw 
reads) c прибора, картированных на геном M. bovis 
BCG-1 (Russia) (GenBank NCBI CP013741) рабо-
чего посевного банка 368 «щ» (используется для 
приготовления вакцины БЦЖ с 2008 г. по настоя-
щее время НПО «Микроген») [6, 26], проводили с 
помощью программного обеспечения и инструмен-
тов FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc/), Trimmomatic, GATK вер-
сии 4.1.1.0; эффекты вариантов и их предполагае-
мое влияние были предсказаны с использованием 
программного обеспечения SnpEff (версия 4.3T) на 
основе аннотаций GFF3 M. bovis BCG-1 (Russia) 
(GenBank: CP013741), как подробно описано в лите-
ратуре [21]. Для сравнительного геномного анализа 
использовали инструмент BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi), платформы PATRIC 3.6.2 
(https://www.patricbrc.org/view/Taxonomy/1763), 
UniProt (https://www.uniprot.org/) и портал 
MycoBrowser (https://mycobrowser.epfl.ch). Ген 
pncA клинических изолятов BCG исследовали 
на наличие мутаций устойчивости к пиразинами-
ду [35]. Необработанные данные секвенирования 
(raw reads) BCG-1 (Russia) ПС 361 «ш» и клини-
ческих изолятов BCG доступны в архиве считыва-
ния последовательностей NCBI (SRA): BioProject 

“Whole-genome sequence variation of Mycobacterium 
bovis BCG-I (Russia) vaccine substrain” (Accession: 
PRJNA523499).

Результаты исследования

Проведен анализ случаев БЦЖ-остита у детей, 
однократно вакцинированных после рождения 
различными сериями вакцины, полученными на 
основе BCG-1 (Russia) ПС 361 «ш». В 5 из 6 слу-
чаев локальные костные поражения появлялись 
в возрасте до 5 лет, а самое позднее проявление 
БЦЖ-остита наблюдали у пациентки в возрасте 
14 лет (табл. 1). 

Все клинические изоляты BCG были чувстви-
тельны к стрептомицину, изониазиду, рифампицину 
и этамбутолу, имели сполиготип SIT482 M. bovis и 
свойственный российскому штамму вакцины чис-
ловой профиль MIRU 222324253322 (MIT5, соглас-
но SITVIT_WEB), содержавший два тандемных 
повтора в локусе MIRU4. Устойчивость изолятов 
BCG к пиразинамиду была обусловлена типичной 
мутацией His57Asp в гене pncA (Rv2043c), ассоци-
ированной с высоким уровнем природной устойчи-
вости M. bovis, включая штаммы BCG [35]. 

Инструменты биоинформатики позволили оце-
нить генетические связи ПС 361 «ш», используемой 
для производства коммерческих серий вакцины в 
России с 2002 по 2007 г. [5], и дочерних изолятов 
БЦЖ. Сопоставление необработанных ридов (чте-
ний) ПС 361 «ш» и 6 дочерних изолятов с эталон-
ным геномом M. bovis BCG-1 (Russia) рабочего по-
севного банка ПС 368 «щ» (GenBank: CP013741) 
выявило 2 синонимических и 6 несинонимических 
однонуклеотидных замен в 8 кодирующих последо-
вательностях (генах) (табл. 2). Как видно из табл. 2, 
исходная популяция ПС 361 «ш» оказалась гете-
рогенной с различными пропорциями вариантов 
в ридах, охватывающих 7 кодирующих последова-
тельностей. 

Синонимическая замена, не влияющая на функ-
цию гена орнитин-аминотрансферазы (rocD1), была 
обнаружена в геноме ПС 361 «ш» (около ⅓ ридов), 
но отсутствовала у дочерних изолятов. Вместе с 
тем ПС 361 «ш» имела ряд несинонимических за-
мен (оказывающих умеренный эффект на функ-
ции генов), которые были унаследованы дочерними 
изолятами 2925 и 5448. Подобные замены в генах 
eccD5, eccA5, ppm1 и ppsC приводили к замене ами-
нокислот в кодируемых белках: ESX-5 (интегриро-
ванный мембранный белок EccD и AAA-ATP-аза) 
бактериальной системы секреции VII типа, доли-
хол-фосфат-маннозилтрансфераза и протеаза соот-
ветственно (табл. 2). Эти белки участвуют в жизнен-
но важных процессах, затрагивающих метаболизм, 
дыхание и построение клеточной стенки (моди-

Таблица 1. Характеристика пациентов с БЦЖ-оститами, однократно иммунизированных после рождения 
вакциной БЦЖ
Table 1. Characteristics of BCG osteitis patients vaccinated with BCG once after birth

Пациент / 
пол

Дата рождения, 
мес./год

Серия 
вакцины БЦЖ* Локализация костных поражений Возраст пациента в момент 

хирургического вмешательства
Номер дочернего 

изолята БЦЖ

1/м 07/2006 621 1-я плюсневая кость правой стопы 9 месяцев 1986

2/ж 03/2002 281 8-е ребро слева 14 лет 2925

3/ж 12/2004 437 правая пяточная кость 2 года 6 месяцев 4159

4/м 04/2006 615 2-я пястная кость левой кисти 1 год 5 месяцев 5075

5/м 12/2004 725 проксимальный эпифиз правой 
большеберцовой кости 4 года 9 месяцев 5340

6/м 06/2005 567 дистальный метафиз левой плечевой кости 1 год 3 месяца 5448

Примечание: * ‒ производство филиала «Медгамал» ФГБУ «НИЦЭМ им. Н. Ф. Гамалеи» на основе ПС 361 «ш» 
вакцинного штамма M. bovis BCG-1 (Russia) № 700001 [4, 20]
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фикация и биосинтез липопротеинов) [15]. Важно 
отметить, что продукт гена ppsC и белки системы 
секреции VII типа, необходимые для транспорта 
субстратов через оболочку микобактериальных 
клеток, рассматривают в качестве факторов виру-
лентности микобактерий in vivo [14, 15]. При этом 
у дочерних изолятов замены в упомянутых генах 
определялись в более высоких пропорциях ридов 
(до 100%), что свидетельствует о возможной селек-
ции и аккумуляции определенных генетических ва-
риантов как в процессе наработки серий вакцины, 
так и в организме вакцинированного.

Полученные данные подтверждают тесную ге-
нетическую связь между ПС 361 «ш» и дочерними 
изолятами 2925 и 5448, которые были получены в 
разные годы от больных БЦЖ-оститом (табл. 1) и 
отличались друг от друга лишь полиморфизмами в 
генах cycA и ppsC, кодирующих белок-переносчик 
аминокислот и поликетидсинтазу соответственно 
(табл. 2). Изолят БЦЖ 2925 14-летней пациент-
ки (2) содержал синонимическую и четыре неси-
нонимических замены, присущих родительской 
ПС 361 «ш» (табл. 2). Примечательно, что столь 
длительный период выживания вакцины БЦЖ в 
организме человека без существенных изменений ее 
генома (штамм-специфических мутаций) представ-
ляется уникальным. В заключении о причинах ос-
ложнения иммунизации БЦЖ у данной пациентки 
указаны индивидуальные особенности иммунной 
системы ребенка. 

Специфическая несинонимическая замена в гене 
белка PE_PGRS7 семейства PE-PGRS, с неясной 

ролью в антигенной изменчивости и взаимодей-
ствии бактерий с иммунной системой хозяина, была 
обнаружена лишь у изолята 5340 (38% ридов). Ин-
тересно, что в геномах изолятов 1986, 4159 и 5075 
однонуклеотидные полиморфизмы, в том числе 
присущие ПС 361 «щ», ни в одной из полиморфных 
кодирующих последовательностей не обнаружены 
(табл. 2). 

Заключение

ПС 361 «ш» BCG-1 (Russia) была гетерогенна по 
7 кодирующим последовательностям с различным 
соотношением однонуклеотидных замен, унаследо-
ванных 2 из 6 дочерних изолятов БЦЖ. При этом 
полиморфизмы не нарушали стабильность генома 
и жизнеспособность вакцины БЦЖ при длитель-
ном существовании in vivo. У изолятов БЦЖ 2925 
и 5448 отмечена аккумуляция (гипотетически, под 
давлением отбора в организме вакцинированных) 
несинонимических замен в 4 из 7 полиморфных ге-
нов, включая ассоциированные с вирулентностью 
микобактерий гены ppsC, eccD5 и eccA5. Оценка зна-
чения геномных вариаций у изолятов БЦЖ в кон-
тексте ассоциации с развитием поствакцинальных 
оститов требует более подробной информации об 
иммунном статусе пациентов. Полногеномный ана-
лиз производственных штаммов, посевных серий, 
партий готовой вакцины и дочерних клинических 
изолятов представляет собой современный подход 
к пониманию молекулярных основ эффективности 
и осложнений вакцинации BCG.

Таблица 2. Варианты однонуклеотидных замен*, выявленные в генах ПС 361 «щ» BCG-1 (Russia) и дочерних 
изолятов БЦЖ в сравнении с референс-последовательностью BCG-1 (Russia) (GenBank: CP013741)
Table 2. Variants of single-nucleotide substitutions* identified in the PS 361 “sch” BCG-1 genes (Russia) and BCG daughter isolates in comparison 
with the reference sequence BCG-1 (Russia) (GenBank: CP013741)

Референс-ген 
(BOVR) 

Наимено- 
вание гена

Замена в 
кодоне ПС 361 1986 2925 4159 5075 5340 5448 Замена 

аминокислоты Продукт гена

03020 - 121C > T C C C C C T 0,37* C Ala41Thr PE-PGRS family protein 
PE_PGRS7

08645 ppsC 2004A >G G 0,42 A G 1,0 A A A A Val668Val polyketide synthase**

08855 cycA 1115A > G G 0,18 A A A A A G 1,0 Leu372Pro amino acid transporter

09330 eccD5 982G > A A 0,40 G A 0,96 G G G A 1,0 Ala328Thr
type VII secretion 

integral membrane 
protein EccD**

09345 eccA5 128T > C C 0,33 T C 1,0 T T T C 1,0 Ile43Thr type VII secretion 
AAA-ATPase EccA**

10615 ppm1 587C > T T 0,18 C T 1,0 C C C T 1,0 Gly196Asp dolichol-phosphate 
mannosyltransferase

12050 rocD1 78C > A A 0,29 C C C C C C Leu26Leu ornithine 
aminotransferase

13820 - 755C >T T 0,54 C T 1,0 C C C T 0,89 Ala252Val protease

Примечание: * ‒ варианты последовательностей представлены как отношение числа ридов, несущих замену в кодоне, 
к числу всех ридов, ** ‒ фактор вирулентности
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