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SANTRUMPOS

AV — aerobinis vaginitas

BV — bakteriné vaginozé

BVAB - su bakterine vaginoze siejamos bakterijos (angl. bacterial
vaginosis associated bacteria)

CDC — nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (angl. Cholesterol-
dependent cytolysins)

CST — mikroorganizmy bendrijy grupé (angl. community state types)

FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija (angl. fluorescence in situ
hybridization)

GS — galimybiy santykis (angl. odds ratio)

HC — hierarching¢ klasterizacija (angl/. hierarchical clustering)

KFV — kolonijas formuojantis vienetas

LPL — lytiskai plintanti liga

MAKk — monokloninis antikiinas

MALDI-TOF - matricos lazerinés desorbcijos jonizacijos skrydzio laiko
masiy spektrometrija (angl. matrix assisted laser desorption ionization time of
flight)

MUN - 2'-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminés riigsties natrio
hidratas (angl. 2'-(4-Methylumbelliferyl)-a-D-N-acetylneuraminic acid
sodium salt hydrate)

NGS — naujos kartos sekoskaita (angl. next generation sequencing)

NS — Nugent verté (angl. Nugent score)

NVSPL — Nacionaliné visuomenés sveikatos priezitiros laboratorija,
Zolyno g. 36, LT-10210, Vilnius

PCA - pagrindiniy komponenty analizé (angl. principal component
analysis)

PI — pasikliauties intervalas

RAPD - atsitiktinai amplifikuota polimorfiné DNR (angl. random
amplified polymorphic DNA)

SN — standartinis nuokrypis

SP — standartin¢ paklaida

VMC — maksties mikroorganizmy bendrija (angl. vaginal microbial
community)

WGS — viso genomo sekoskaita (angl. whole genome sequencing)

VU GMC BTI - Vilniaus universitetas, Gyvybés moksly centras,
Biotechnologijos institutas



IVADAS

Mikroorganizmy  bendrijos, gyvuojancios  jvairiose  Zmogaus
anatominése vietose, jtakoja Zmogaus sveikata, veikdamos gyvybiskai
svarbius procesus susijusius su metabolizmu, imuniniu atsaku ir reprodukcija
(Cho & Blaser, 2012). Motery apatiniuose lyties takuose — makstyje ir gimdos
kaklelyje — aptinkamos gausios bakterijy bendrijos (mikrobiota), yra svarbios
ne tik reprodukcinei motery, bet ir jy naujagimiy sveikatai (Ma et al., 2012;
Ferrante et al., 2025). Sveiky vaisingo amziaus motery makstis yra
kolonizuota Lactobacillus risiy bakterijomis (Boris & Barbés, 2000) ir
dazniausiai kokia nors viena i8 Siy Lactobacillus 1isiy, L. iners, L. gasseri, L.
crispatus ar L. jensenii, yra vyraujanti. (Ravel et al., 2011).

Bakteriné vaginozeé (BV) yra pasaulyje itin paplitusi vaisingo amziaus
motery maksties mikrobiotos disbalanso, vadinamo disbioze, forma,
charakterizuojama laktobacily sumazéjimu ir bendrijy, sudaryty i§ jvairiy
anaerobiniy bakterijy (Gardnerella, Prevotella spp., Fusobacterium spp. ir
Bacteroides spp.), pagauséjimu (Srinivasan et al., 2012). Nemalonis
klinikiniai BV simptomai apkartina motery gyvenima (Bilardi et al., 2013).
Be to, BV siejama su trumpalaikémis ir ilgalaikémis ginekologinémis ir
reprodukcinémis pasekmémis (Zhu et al., 2022). BV bent karta gyvenime
patiria nuo 23 iki 29% vaisingo amziaus motery pasaulyje, priklausomai nuo
regiono (Peebles et al., 2019).

Kultivavimo ir naujos kartos DNR sekoskaitos metodais buvo
identifikuoti maksties mikrobiotos mikroorganizmai (Ravel et al., 2011;
Srinivasan et al. 2016), taciau mazai zinoma apie jy funkcijas ir poveikj
zmogaus sveikatai. Motery, kurioms diagnozuota BV, 95-100% maksties
éminiy aptinkama bakterija Gardnerella (Ravel et al., 2011; Cerca et al.,
2019). Gardnerella taip pat randama, dazniausiai mazesniais kiekiais, nuo 25
iki 80% sveiky motery maksties éminiy (Ravel et al., 2011; Schwebke et al.,
2014; Munch et al., 2024). Palyginus su kitomis BV mikrobiotos bakterijomis,
Gardnerella turi i$skirtinj virulentinj potenciala: sudaro biopléveles ant
atplySusiy maksties epitelio lasteliy, kurios aptinkamos tik sergant BV
(Swidsinski et al., 2005), gamina toksing vaginolizing, kuris geba lizuoti
zmogaus lasteles (Gelber et al., 2008), sekretuoja sialidazes, kurios ardo
apsauginio maksties gleiviy glikozilintus baltymus mucinus (Lewis et al.,
2013).

Gardnerella izoliatai i§ motery lyties taky pasizymi didele genetine ir
fenotipine jvairove (Santiago et al., 2011b; Pleckaityte et al., 2012), todél
vyrauja hipoteze, jog egzistuoja komensaliniai ir patogeniniai kamienai, kuriy
vaidmuo BV patogenezéje yra skirtingas (Schwebke et al., 2014; Cerca et al.,



2019). Gardnerella izoliaty viso genomo seky palyginimas leido iSskirti
Gardnerella | genetinius potipius (angl. clades) (Ahmed ir kt; 2012), véliau i
rusis (angl. species) ir genomo risis (angl. genome species) (Vaneechoutte et
al.,, 2019). Manoma, kad potipiai/ruSys gali skirtis savo virulentiSkumu,
santykiu su kitais mikrobiotos nariais bei vaidmeniu sveikoje ir disbiotingje
maksties mikrobiotoje.

Si disertacija apima i§ Lietuvoje gyvenandiy motery maksties éminiy
i8skirty Gardnerella izoliaty virulentiniy savybiy, siejamy su BV patogeneze,
tyrimus.

Darbo tikslas: IS charakterizuoty maksties éminiy iSskirti Gardnerella
kamienus, apibiidinti jy virulentinius veiksnius bei pasiskirstyma Gardnerella
potipiuose/rusyse.

Darbo uzdaviniai:

1. Charakterizuoti motery maksties éminius, atskiriant sveikg ir BV
mikrobiotg.

2. Nustatyti Gardnerella potipius sveikos ir BV mikrobiotos maksties
méginiuose.

3. IS motery maksties méginiy iSskirti Gardnerella kamienus ir
nustatyti jy potipj/ris;].

4. I8tirti  Gardnerella izoliaty virulentiniy veiksniy raiska:
sekretuojamo toksino vaginolizino raiSkos lygi, gebéjima formuoti
biopléveles ir sialidazés aktyvuma.

5. Nustatyti virulentiniy veiksniy pasiskirstyma tarp Gardnerella
potipiy/riiSiy ir jy sarysj su BV patogeneze.
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Siame darbe maksties éminiuose i§ Lietuvoje gyvenanéiy vaisingo
amziaus motery pirmg kartg nustatytas bakterijos Gardnerella paplitimas:
sveiky motery makstyje aptiktas didelis 8§7%, o su BV diagnoze 100% Sios
bakterijos paplitimas. Aptiktas didelis bakterijos ir Ureaplasma parvum, kuri
sigjama su néstumo komplikacijomis, paplitimas. Bitent infekcija U. parvum
ir Mycoplasma hominis statistiskai patikimai susijusi su BV biikle. Sis sarysis
irodo, jog maksties mikrobiotos disbiozé negali buiti ignoruojama ir turi biiti
gydoma.

Nustatyta, jog motery, kurioms diagnozuota BV, maksties mikrobiotoje
yra dauginiai Gardnerella potipiai/rusys. I$ keliy éminiy pavyko isskirti keliy
potipiy kamienus arba kelis genetiskai skirtingus to paties potipio kamienus ir
charakterizuoti jy virulentinius veiksnius. Kamieny charakteristikos padeda
jvertinti galimg Gardnerella vaidmenj maksties mikrobiotoje.

Siame darbe pirma karta pateiktos fenotipinés charakteristikos nemazos,
34 Gardnerella izoliaty, kurie priklauso skirtingiems potipiams/rasims,
kolekcijos. Gardnerella virulentiSkumo veiksnius, tokius kaip bioplévelés ir
sialidazés tyrinéja kelios grupés mokslininky, bet toksino vaginolizino sintezé
analizuota tik Siame darbe. Pademonstruota, jog skirtingi Gardnerella
potipiai/riiSys turi skirtingg patogeninj potenciala, o §ie rezultatai paremia
vyraujancig hipotezg, jog jy vaidmuo mikrobiotoje gali buti skirtingas.

Gardnerella izoliaty kolekcijas pasaulyje turi tik kelios mokslininky
grupés. Su disertaciniu darbu susijusiy publikacijy autoriai gavo pasitlyma i$
kompanijos Bruker Daltonic GmbH (Vokietija), kuri kuria klinikinés
mikrobiologinése laboratorijose placiai naudojamus MALDI-TOF prietaisus
mikroorganizmy identifikacijai, pasinaudoti Lietuvoje iSskirtais skirtingy
rusiy Gardnerella kamienais, kurie biity naudojami, jdiegiant Gardnerella
rusiy identifikacija kompanijos prietaisais. Bendradarbiavimo su su
Dr. Thomas Maier i§ Bruker Daltonic GmbH rezultatai aprasyti Bulavaité
et al. (2021) publikacijoje.

Taip pat pasitilymas pasidalinti skirtingy rasiy Gardnerella izoliatais
buvo gautas ir i§ American Type Culture Collection (ATCC,
https://www.atcc.org), nes yra nemazas susidoméjimas skirtingomis §ios
bakterijoms rii§imis. Kamienai buvo issiysti ir yra ATCC kolekcijoje:

G. vaginalis (https://www.atcc.org/products/baa-3435),
G. piotii (https://www.atcc.org/products/baa-3433),

G. leopoldii (https://www.atcc.org/products/baa-3434) ir
G. swidsinskii (https://www.atcc.org/products/baa-3436).
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GINAMIEJI TEIGINIAI

eKaip ir kitose Salyse atliktuose tyrimuose, sveiky vaisingo amziaus
motery 1§ Lietuvos maksties éminiuose nustatytas didelis bakterijos
Gardnerella paplitimas.

e Gardnerella potipiy/riiSiy paplitimas maksties mikrobiotoje yra
nevienodas, rodantis jog jy vaidmuo BV patogenezéje gali skirtis.

eDauginiai Gardnerella izoliaty potipiai aptikti BV mikrobiotos
maksties méginiuose, bet ne sveikos mikrobiotos méginiuose.

eDidelis sialidazés aktyvumas nustatomas sergant BV, bet ne visiems
Gardnerella potipiams budingos sialidazés: potipio 4 kamienai neturi
sialidazés aktyvumo.

e Gardnerella potipiai/risys pasizymi skirtinga virulentiniy veiksniy
raiSka.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Zmogaus mikrobiota

Pasieckimai DNR ir RNR, metabolity tyrimuose bei nauji
bioinformatiniai resursai leido istirti mikroorganizmy ir jy bendrijy (angl.
microbial communities), gyvuojanciy zmogaus organizme, sudétj ir kai kada
funkcijas. Tapo aisku, kad Zmogus, taip pat augalai ir gyvinai, nickada
nebuvo individas biologine prasme, nes egzistuoja kartu su mikroorganizmais
(Gilbert et al., 2013; Younes et al., 2018). Zmonés, apibréziami kaip
holobiontai, gyvenantys simbiozéje su savo mikroorganizmais, kurie gali biti
tiek pastoviis, tiek nepastoviis bendrijy nariai. Atsirado naujy terminy
poreikis, apibrézianc¢iy mikroorganizmy bendrijas aptinkamas jvairiose
zmogaus kiino vietose, sukiirimui. Terminas ,,mikrobiota“ (angl. microbiota)
apibrézia mikroorganizmy visumg, kuri yra tam tikroje aplinkoje ar
ekologinéje nisoje, ir pirmg karta panaudotas 2001 m. mokslininky Lederberg
ir McCray (Lederberg & McCray, 2001). Terminas ,,mikrobioma* (angl.
microbiome) yra platesnis: tai ne tik mikroorganizmy (bakterijy, aukstesniyjy
ir Zemesniyjy eukarioty ir virusy) visuma, bet ir jy genomai, o taip pat salygos,
kuriose §ie genomai tarpsta (Marchesi & Ravel, 2015). Mokslingje literatiiroje
daznai nesilaikoma $iy terminy atskirties.

Mikroorganizmy bendrijos aptinkamos jvairiose zmogaus kiino vietose:
ant odos, Zarnyne, burnoje, nosyje, §lapimo ir lyties takuose. Zmogaus kiinas
turi tiek pat bakterijy lgsteliy, kiek ir zmogaus lgsteliy, t.y. apie 10'* (Sender
et al., 2016). Mikroorganizmai, kurie sudaro bendrijas, gali buiti komensalais,
gaunanciais naudg i§ simbiotiniy ry$iy su Seimininku, patobiontais, kurie
biidami komensalais, tam tikromis salygomis gali sukelti liga. Kiti
mikroorganizmai yra ligas sukeliantys patogenai (Crucitti, 2017).

Mikrobioma kartu su zmogumi vystési tukstanCius mety ir yra
gyvybiskai svarbi zmogaus iSgyvenimui. Bakterijos yra biitinos zZmogaus
maisto medziagy jsisavinimui ir jgimto imuninio atsako palaikymui bei yra
pirmoji gynybiné organizmo apsauga nuo infekcijy (Cho & Blaser, 2012; Al-
Nasiry et al., 2020; Silpe & Balskus, 2021). Manoma, jog Zarnyno mikrobiota
gali veikti net zmogaus elgesj (Hooper & Gordon, 2001). Moksliniai tyrimai
atliekami, siekiant i$siaiskinti, kaip Sios bendrijos skiriasi tarp individy savo
sudétimi ir funkcijomis, kaip tarpusavyje sgveikauja bendrijy nariai ir kaip
saveikauja su Seimininku, atliepdami j dinamiskai ekosistemai iSkylancius
pavojus. Nuo 2007 m. vykdomas Zmogaus mikrobiomos projektas (angl.
Human Microbiome Project), kurio siekiama visapusiskai charakterizuoti
zmogaus mikrobioma jvairiose kiino vietose ir jvertinti jos vaidmenj zmogaus
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sveikatai (Proctor et al., 2019). Siekiama i$siaiSkinti, kokios mikroorganizmy
bendrijos sudaro ,,normalig“ sveiky individy mikrobioma jvairiose Zmogaus
kiino vietose. Projektas iSsiplété ir, panaudojant ,,multi-omic* priemones,
siekiama nustatyti Seimininko—bakterijy rysj ir mikroorganizmy bendrijy
dinamika ligos ir sveikatos atvejais.

Mikrobiotos pusiausvyros sutrikimai, arba disbalansas, dar vadinamas
disbioze (angl. dysbiosis), charakterizuojamas organizmui naudingy
mikroorganizmy sumazéjimu ir pagausé€jimu ty komensaliniy, kurie paprastai
aptinkami  nedideliais  kiekiais = mikrobiotoje, ar  patobionty
atsiradimu/pagauséjimu, galin€iy grasinti Zzmogaus sveikatai ir net gyvybei
(Crucitti, 2017).

Siame darbe tiriamas motery apatiniy lyties taky (maksties) mikrobiotos
narys — bakterija Gardnerella — todél toliau bus pateikiamos Zinios apie
motery apatiniy lyties taky mikrobiota.

1.2. Motery lyties takai

Moteriskos lyties placentg turin¢iy zinduoliy ir Zmogaus reprodukciné
sistema turi unikalias struktiiras — makstj ir gimda (1.1 pav. A) Reprodukcinio
ciklo metu subrende kiausinéliai (oocitai) i§ kiausidziy patenka j pilvo ertme
ir kiauSintakiuose yra apvaisinami. Apvaisinti kiauSinéliai (zigotos)
pernesami j gimda implantacijai. Makstyje gausiausiai aptinkama bakterijy, o
kiausintakiai ir gimda bent jau teoriSkai turéty buti steriltis. Gimdos kaklelis
sujungia makstj su gimda ir yra tarsi barjeras tarp maksties ir pilvo ertmés.
Reprodukcinio amziaus moters maksties gleivinés epitelis uzima didelj
pavir§iaus plotg (apie 360 cm?) ir yra pirmas gleivinés pavirSius, kuris
kontaktuoja su lytiniu keliu perduodamais patogenais (Anderson et al., 2014).
Jis sudarytas i§ neragéjanciojo ploksciojo epitelio lasteliy. PrieSingai, gimdos
kaklelio epitelis uzima daug mazesnj plota, sudarytas i stulpiskojo epitelio
lasteliy ir yra daZzniausia patogeny Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium ir zmogaus papilomos viruso (ZPV)
infekcijos vieta (Anderson et al., 2014). Gimdos kaklelis sekretuoja gleives
(angl. mucus), kurios uzpildo atsidarantj gimdos kaklelj ir sudaro barjera, kad
patogenai nepatekty j gimda. Gleivés sudarytos i§ baltymy, lipidy, vandens ir
glikoproteiny, vadinamy mucinais (Bansil & Turner, 2018).
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1.1 pav. Motery lyties takai ir jy mikrobioma. Motery lyties takai (A) ir jy
mikrobiomos suskirstymas j CST tipus (B). Skritulingje diagramoje skirtingomis
spalvomis paZzyméta mikrobiomg sudaranios bakterijy gentys bei rasys.
Lactobacillus genties bakterijos i8ryskintos pilka, diagramg juosiancia juosta kairéje.
Mikrobioma suklasifikuota j CST tipus ir nurodyta tipuose vyraujancios bakterijos.
BVAB - su bakterine vaginoze siejamos bakterijos. Pagal Zhu et al., 2022.

Mucinai apsaugo maksties epitelj ir yra itin turtinga mikrobiotos
maitinamoji terpé. Gleivés, sekretuojamos j makstj, tampa tarsi spastai
mikroorganizmams ir i§stumia juos i§ maksties taip apsaugodamos tiek gimda,
tiek maksties epitelj (Lacroix et al., 2020). Estrogenai stimuliuoja glikogeno
kaupimasi ir tuo paciu maksties epitelio storéjimg (Dubé-Zinatelli et al.,
2024). Maksties epitelis kinta su moters amziumi: gimimo metu mergaités turi
panasy ] suaugusios moters maksties epitelj, nes yra veikiamos motinos
estrogeny. Ploniausias maksties epitelis yra mergaiciy iki lytinio brendimo ir
motery po menopauzes, nes tuo metu nevyksta glikogeno gamyba gleivinés
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lastelése. Vaisingo amziaus motery maksties epitelis sustoréja; hormonai
veikia glikogeno sinteze ir jo kaupimasi (Gregoire et al., 1971).

Maksties gleivinéje yra B limfocity gaminami IgG ir IgA klasiy
antik@inai, kurie atpazjsta patogenus ir juos sunaikina nuo komplemento
priklausanéiu mechanizmu arba opsonizacija. Sie antikiinai veikia greitai,
lokaliai ir todél kovai su patogenais neprireikia “jjungti” sisteminio imuninio
atsako. Maksties gleivingje taip pat aptinkama didelé koncentracija
antimikrobiniy peptidy, prieSuzdegiminiy citokiny ir matriksg ardanciy
fermenty (Muzny et al., 2020).

Anatomi$kai yra skiriami virSutiniai (gimda, kiauSintakiai) ir apatiniai
moters lyties takai (makstis, gimdos kaklelis). Henry Tissier 1900 m.
paskelbtame darbe teigiama, jog gimda yra sterili, nes ja apsaugo gleiviy
kamstis gimdos kaklelyje (Tissier, 1900). Taciau pasirodé, jog virSutiniai
lyties takai néra sterilts ir publikacijose buvo aprasytos gimdos, kiauSintakiy,
placentos (Aagaard et al., 2014; Baker et al., 2018) ir net peritoninio skyscio
mikroorganizmy bendrijos (Chen et al., 2017), nors kai kurie mokslininkai
skeptiskai vertina mikrobiotos buvima Siuose organuose (Zhu et al., 2022).

1.3. Maksties mikrobiota

Su moters reprodukcine sistema susijusios ligos yra vienos opiausiy
motery sveikatos problemy, ir apima tiek infekcines, tieck neinfekcines
ginekologines ir reprodukcines ligas (Hoffman et al., 2020). Dalis Siy
sveikatos problemy yra susijusios su maksties mikrobiota.

Geriausiai zinomi ankstyvieji praneSimai i§ Vakary pasaulio apie
makstyje gyvenancius mikroorganizmus yra datuojami 1892 m., kai Albert ir
Gustav Doderlein aprasé mikroskopu stebétas lazdelés formos Gram-
teigiamas bakterijas makstyje, kurios neabejotinai veiké motery sveikatg. Sios
bakterijos buvo pavadintos Ddderlein maksties bacilomis, gamino pieno rugstj
ir slopino stafilokoky augima (Doderlein 1982; 1984). Gauséjant molekulinés
biologijos Zinioms bei vystantis DNR paremtomis identifikacijos, sekoskaitos
ir metagenomikos technikoms, kaupési zinios apie maksties mikrobiotg (Ma
et al., 2012; van de Wijgert et al., 2014).

Motery lyties taky mikrobiota kinta bégant laikui, taip pat veikiant
jvairiems iSoriniams ir vidiniams veiksniams (Crucitti, 2017; Dubé-Zinatelli
et al., 2024). Vaisingo amziaus motery maksties mikrobiotos fiziologiniai
poky¢iai laike buina trumpalaikiai ir susij¢ su menstruacijy ciklu (Santiago et
al., 2011a), néStumu (jvairts néStumo laikotarpiai) ir ponéStuminiu periodu
(Avershina et al., 2017). Yra ir fiziologiniai ilgalaikiai mikrobiotos poky¢iai,
kurie susij¢ su motery amziumi: mergai¢iy iki lytinio brendimo, laikotarpis
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prie§ pat lytinj brendimg, vaisingo amziaus ir menopauzés periodas
(Auriemma et al. 2021).

Maksties mikrobiotos sudéciai turi reikSme ir etniné motery kilmé
(Fettweis et al., 2014; Serrano et al., 2019). Seksualinis ir paprotinis motery
elgesys, higienos jprociai, mityba, medikamentai ar zalingi jprociai jtakoja
maksties mikrobiota (Bradshaw et al., 2013; Noyes et al., 2018).

Vaisingas moters amzius yra ilgai trunkantis gyvenimo tarpsnis ir
visuomeneés sveikatos prasme jis yra svarbiausias, todél $io periodo lyties taky
mikrobiota yra geriausiai istirta.

Kaip minéta, jau nuo XIX a. pabaigos Zinoma, kad laktobacilos apsaugo
motery makstj nuo patogeny kolonizacijos ir kad sveikos maksties pH <4,5
(Ddderlein, 1894). Pamatinis darbas, charakterizuojantis vaisingo amziaus
motery maksties mikroorganizmy bendrijas (angl. vaginal microbial
community(ies), VMC) buvo paskelbtas 2011 m. Ravel ir kolegy (Ravel et al.,
2011). Autoriai charakterizavo 396 sveiky, vaisingo amzZiaus, skirtingy rasiy
motery maksties méginius, panaudojant 16s rRNR geno amplikono
sekoskaita. Taip pat buvo paimtas éminys mikroskopiniam maksties
mikrobiotos jvertinimui ir maksties iSskyry pH nustatymui. ISanalizavus
méginius, VMC buvo suskirstytos j penkis mikroorganizmy bendrijy tipus
(angl. community state types, CST). Buvo nustatyta, jog besimptomiy sveiky
motery maksties mikroorganizmy bendrijas galima suskirstyti j penkis CST
tipus pagal vyraujancig bakterijy rasj: CST I (26,6% motery) dominuoja
Lactobacillus  crispatus, CST 1l  (6,3%) gausiausiai aptinkama
Lactobacillus gassieri, CST 111 (34,1%) — Lactobacillus iners, CST V (5,3%)—
Lactobacillus jensenii (1.1 pav. B). Siy CST tipy daugiausia buvo nustatytos
baltyjy ir Azijos kilmés motery maksties méginiuose (1.2 pav.).
Lactobacillus spp. nevyravo CST 1V; S§is tipas pasizyméjo dideliu
heterogeniskumu: tai vairiy fakultatyviy ir obligatiniy anaerobiniy bakterijy
miSinys, tokiy kaip Prevotella, Gardnerella, Atopobium vaginae (dabar
vadinama Fannyhessea vaginae), Sneathia, Megashpera ir nekultivuojamos
Clostridiale bakterijomis, pavadintos BVAB1 ir BVAB2 (angl. bacterial
vaginosis associated bacteria). Dauguma S§iy anaerobiniy bakterijy yra
nekultivuojamos arba sunkiai kultivuojamos. CST IV biidingas juodosios
rasés ir ispany kilmés moterims (atitinkamai 40% ir 38%).

CST I-V Kklasifikacija tapo visuotinai priimta ir naudojama mokslinéje
bendruomengéje (France et al., 2022).

Vélesniuose tyrimuose buvo analizuotas dar didesnis JAV gyvenanciy
vaisingo amziaus motery maksties éminiy kiekis (1268 juodaodziy ir 416
baltosios rasés), o CST IV buvo diferencijuotas j smulkesnius pogrupius. CST
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IV-B dominavo Gardnerella, Atopobium ir Prevotella, o CST IV-A —
daugiausia kitos anerobinés bakterijos, iskaitant Streptococcus ir Prevotella
(Fettweis et al., 2014). Dar véliau klasifikacija i$sipléte iki septyniy CST tipy
ir 13 CST potipiy (France et al., 2020). Autoriai taip pat patvirtino, kad
maksties VMC skiriasi priklausomai nuo motery etninés kimés: daugumos
baltosios rasés europietiSkos kilmés sveiky motery lyties takuose vyrauja
laktobacilos, o afroamerikieciy motery — mikrobiotos profilis yra jvairesnis
(Fettweis et al., 2014; Serrano et al., 2019). Gimdos kaklelio mikrobiotos
sudétis panasi j maksties mikrobiotos sudétj (Smith et al., 2014).

Azijietés (96) Baltosios (97) Juodaodés (104) Ispaneés (97)

1.2 pav. Mikrobiotos suskirstymas j CST tipus ir jy pasiskirstymas tarp motery etniniy
grupiy. Skritulinése diagramose CST numeris pazymétas graikisku skaitmeniu. Zalia
spalva pazyméta CST I (vyrauja L. crispatus), CST 11 (vyrauja L. gasseri) — oranZine
spalva, CST III (vyrauja L. iners) — raudona spalva, CST IV (jvairiy anaerobiniy
bakterijy bendrijos, laktobacilos nevyrauja) — mélyna spalva, CST V (vyrauja
L. jensenii) — geltona spalva. Motery skaicius % kiekvienoje etninéje grupéje pateiktas
skliausteliuose. Pagal Ravel et al., 2011.

Laktobacily vyravimas sveikuose lyties takuose nereiskia, kad kity
bakterijy ten neaptinkama. Maksties mikrobiotg sudaro §imtai bakterijy rusiy
(Srinivasan et al., 2016). DidZioji jy dauguma aptinkama itin mazais kiekiais,
todél kalbama apie vyraujancias arba dominuojancias bakterijas, kuriy kiekiai
yra didziausi (Ravel et al., 2011; Fettweis et al., 2014).

1.4. Laktobacily reik§mé maksties mikrobiotoje

XIX a. pabaigoje aprasytos maksSties Gram-teigiamos pieno rugst]
gaminancios bakterijos, kurios gali slopinti patogeniniy bakterijy augima
in vitro ir in vivo, buvo pavadintos jas aprasiusio vokie¢iy ginekologo Albert
Doderlein garbei — Dederleino lazdelés. Véliau Dederleino bacilos buvo
identifikuotos kaip Lactobacillus acidophilus (Thomas, 1928). Siuo metu yra
identifikuota apie 300 Lactobacillus rusiy, daugiau kaip 25 gentys aptinkamos
zmogaus mikrobiotoje (Mejia-Caballero & Marco, 2025). Tai fakultatyvinés
anaerobinés arba mikroaerofilinés, katalazé-neigiamos, spory
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neformuojancios lazdelés, fermentuojanCios angliavandenius iki pieno
rugsSties. Skirtingos ruSys morfologiSskai sunkiai atskiriamos, todél
identifikuojamos molekuliniais metodais (Goldstein et al., 2015).

Laktobacilos, biitent L. crispatus, L. iners, L. gasseri ir L. jensenii, yra
gausiausiai aptinkamos bakterijos vaisingo amziaus motery makstyje (Ravel
et al., 2011). Kitose riiSyse, jskaitant ne zmogaus kilmés moterisSkos lyties
primatus, laktobacilos néra vyraujanti bakterijy rusis makstyje (Yildirim et al.,
2014).

Dél estrogeny poveikio glikogenas kaupiasi motery maksties epitelyje.
Makstyje esantis fermentas o-amilazé skaldo glikogeng iki maltozés,
maltotriozés ir dekstriny. Laktobacilos naudoja Siuos produktus pieno riigsties
sintezei. Dél pieno riigsties sintezés maksties pH yra ragstinis (pH 3-4,5),
todél slopinamas kity bakterijy augimas (Witkin & Linhares, 2017). Antrasis
apsauginis laktobacily mechanizmas yra barjerinis/konkurencinis —
kolonizuodamos maksties gleivine jos konkuruoja su kitomis bakterijomis ir
tuo biidu blokuoja patogeniniy bakterijy prisijungima prie maksties epitelio
lasteliy (Boris & Barbés, 2000). Be to, laktobacilos sintetina tirpius junginius
bei bakteriocinus, kurie neleidzia kitoms bakterijoms prikibti prie epitelio arba
jas nuzudo (Boris & Barbés, 2000; Li et al., 2023).

Manoma, jog ty nedaugelio motery, kuriy makstyje vyrauja ne
laktobacilos, pieno riigSties gamintojai gali buti kitos bakterijos, biitent
F. vaginae, Megasphaera ir Leptotrichia. Ne tik bakterinés kilmés pieno
rugstis yra makstyje: veikiant hormonui estrogenui salyginai anaerobinése
salygose maksties epitelio lastelése gliukozés metabolizmo produktas yra
pieno riigstis. Taciau zmogaus organizme, su nedidelémis i§imtimis, susidaro
tiktai L-izomeras, tuo tarpu, laktobacilos iSskiria abu D- ir L- chiralinius pieno
rugsties izomerus. IStyrus D- ir L- izomery santykj maksties iSskyrose,
nustatyta, kad bakterijos pagamina reik§mingai didesnj pieno riigsties kiekj
nei epitelio lastelés (Boskey et al., 2001). Vienintelé laktobacily raiSis L. iners
negamina D-izomero, o iSimtinai gamina L-izomera (Mendes-Soares et al.,
2014). Abu izomerai veikia biocidiskai pries ZIV ir su BV siejamas bakterijas
in vitro (O‘Hanlon et al., 2011; Aldunate et al., 2013). Pieno ragsties D-
izomeras mazina metaloproteazés (MMP)-8 sintezg. MMP-8 aktyvumas
siegjamas su gleiviy kamscio, kuris apsaugo virSutinius lyties takus nuo
bakterijy, destrukcija (Rahkonen et al., 2009). Taigi, dideli pieno riigsties D-
izomero kiekiai makStyje gali sumazinti bakterijy patekimg j gimda, o tai
teigiamai veikia néStuma bei motery lyties taky sveikatg.

Ilga laika buvo manoma, kad laktobacily savybé gaminti H,O, nulemia
ju bakteriocidines savybes ir lyties takuose. Taciau buvo parodyta, kad H,O»,
kurj in vitro aerobinémis sglygomis gamina laktobacilos, negali veikti kaip

19



apsauginis veiksnys maksties gleivinéje. Pirmiausiai dél to, kad maksties
aplinka yra anaerobiné, kur yra nedidelis iStirpusio deguonies kiekis. Todél
mazai tikétina, kad laktobacilos galéty makstyje iSskirti ir sukaupti
pakankamg H,O, kiekj, kuris toksiskai paveikty kitas bakterijas. Be to,
maksties i§skyros pasizymi stipriomis antioksidacinémis savybémis, kurios
gali blokuoti bakteriocidini H>O, poveikj. Nustatyta, kad H,O, veikia
toksiskai pacias laktobacilas, net labiau nei kitas tirtas su BV siejamas
bakterijas (O'Hanlon et al., 2011).

Pradéjus taikyti nuo kultivavimo nepriklausomus metodus, 1999 m.
aptikta nauja itin paplitusi laktobacily rusis L. iners. Ji nepateko anksciau j
tyréjy akiratj, nes neauga ant jprastinio laktobaciloms kultivuoti naudojamo
agaro, o tik ant agaro su krauju. Tai nedidelés Gram-teigiamos
nepigmentuotos lazdelés, augancios kaip pavienés lastelés ar nedidelémis
grandinélémis. L. iners yra bene dazniausias VMC narys ir unikali tarp
maksties laktobacily. Kaip minéta, Sios rusies bakterijos negamina pieno
rugsties D-izomero, nors maksties, kurioje dominuoja L. iners (CST III)
pH<4.5, nes gaminamas L-izomeras. L. iners taip pat negamina H,O,.
Bakterija sekretuoja toksing inerolizina, kuris lizuoja eukariotines lasteles,
sudarydamas jose poras (Rampersaud et al., 2011). Be to, Sis toksinas yra
aktyvus, esant rugsStiniam pH, kuris biidingas mikrobiotai, kurioje vyrauja
laktobacilos (Ragaliauskas et al., 2019). L. iners genomas yra maziausias tarp
laktobacily (apie 1,3 Mbp), kuris greiCiausiai taip evoliucionavo, jog neteko
daugelio geny, bet jgijo naujus, kurie reikalingi bakterijos iSlikimui (Holm et
al., 2023). Tyrimai parodé, jog VMC, kuriose vyrauja L. iners (CST III), yra
maziau stabilios nei VMC, kuriose vyrauja kitos laktobacilos. CST III linkusi
pereiti  CST IV, kurioje vyrauja ne laktobacilos ir kurios nesiejamos su sveika
maksties mikrobiota (Gajer et al., 2012). Manoma, jog L. iners yra tarsi
tarpininkas tarp maksties mikrobiotos, kurioje vyrauja laktobacilos ir
disbiotinés mikrobiotos.

1.5. Maksties mikrobiotos disbiozés

Daugumoje Zzmogaus kiino sri¢iy, pvz. zarnyne, didelé mikrobiné
jvairové yra laikoma sveikatos pozymiu, ta¢iau vaisingo amziaus moters lyties
taky sveika mikrobiota yra siejama su nedidele mikrobine jvairove, kai
dominuoja kuri nors Lactobacillus risis (Ravel et al., 2011). Tyrimai parodg,
jog maksties mikrobiotos sudéties pokyciai yra susije su moters ginekologine
ir reprodukcine sveikata. Maksties mikrobiotos balanso sutrikdymas,
charakterizuojamas laktobacily sumazéjimu, vadinamas disbioze. Kaupiantis
zinioms apie lyties taky mikrobiotos sudétj, disbiozés klasifikacija kinta,
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jgauna naujus pavadinimus. Siuo metu yra skiriama dvi pagrindinés disbiozés
formos: bakteriné vaginoz¢ (BV) ir aerobinis vaginitas (AV) (Donders, 2007;
Zhu et al., 2022). Disbiozés formos ir jy pavadinimai siejami su tuo, kokie
mikroorganizmai pradeda vyrauti, sumazéjus laktobacily kiekiui. BV buidinga
laktobacily sumazéjimas ir anaerobiniy bakterijy pagauséjimas (Srinivasan &
Fredricks, 2008). Tuo tarpu AV charakterizuojamas aerobiniy bakterijy
pagauséjimu, tokiy kaip FEnterobacteriacea, Staphylococcus  spp.,
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Enterococcus spp., Escherichia
coli, Streptococcus agalactiae (Donders, 2007).

Kai kurie tyréjai disbiozés formoms priskiria Candida vaginitg ir
Trichomonas vaginita (Donders & Sobel, 2017). Kai kurie autoriai iSskiria ir
citoliting vaginoze — tai tarsi priesingas BV ir AV susirgimas, kuris pasireiskia
laktobacily pagausé¢jimu, todél maksties pH itin partigstéja (pH<4) ir
prasideda epitelio lasteliy lizé (Donders, 2007; Zhu et al., 2022). Disbiozés
formy pavadinimai ,vaginitas ir ,vaginozé“ siejami su klinikiniais
pozymiais. Esant vaginitui pasireiSkia uzdegimo simptomai, o klasikinés
vaginozés atveju uzdegimo pozymiy néra (Donders, 2007). Klinikinéje
praktikoje retai buna viena ,,gryna* disbiozés forma. Daznai disbiozg lydi
kokia nors infekcija, daznai perduodama lytiniu keliu, pvz. C. trachomatis
arba kolonizacija/infekcija Candida rusies mielémis (Sobel et al., 2013).
Tokiais atvejais biina nelengva diagnozuoti klinikiniy pozymiy sukeléja (-jus)
ir paskirti atitinkamg gydyma (Sobel et al., 2013).

1.6. Bakteriné vaginoz¢ ir jos diagnostika

BV apibiidinama sveikai mikrobiotai buidingy vyraujanciy makstyje
laktobacily skaiciaus sumazéjimu ir polimikrobinés fakultatyviniy ir
obligatiniy anaerobiniy bakterijy bendrijos pagaus¢jimu (Srinivasan &
Fredricks, 2008; Ma et al., 2012; Zhu et al., 2022). Tokiy anaerobiniy bakterijy
bendrijos nariai yra Gardnerella, Fannyhessea vaginae, Mobiluncus,
Prevotella spp., Sneathia amnii, Megasphera, Dialister. Klasikiniu supratimu
BV néra uzdegimas: stebimas tik interleukino 1 (IL-1B) padidéjimas, rodantis
jgimtojo (angl. innate) imuniteto aktyvumg, o interleukino 8 (IL-8) lygis
paprastai biina nepakites (Schwebke & Weiss, 2002). Pagrindinis BV
klinikinis simptomas yra gausios vandeningos nemalonaus Zuvies kvapo
maksties iSskyros. Gali bati kai kurie uzdegiminiai simptomai — gleivinés
pakitimai, maksties iSskyros, niezulys ir deginimo jausmas, taciau be
leukocity eksudato, paraudimo ir patinimo (Donders, 2007).

BV yra viena dazniausiai diagnozuojamy vaisingo amziaus motery
maksties mikrobiotos disbioziy, kurios paplitimas yra apie 26% bendroje
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populiacijoje su tam tikrais regioniniais skirtumais (Peebles et al., 2019). BV
epidemiologija S. ir P. Amerikose skelbiama pagal motery priklausomybe
etninéms grupéms: S. Amerijoje bendroje motery populiacijoje BV paplitimas
yra apie 27%, tarp juodaodziy motery yra didesnis ir siekia apie 33%, tarp
motery (Bradshaw et al., 2025). Europoje ir Centrinéje Azijoje BV paplitimas
bendroje motery populiacijoje yra apie 23% (Ravel et al., 2011; Peebles et al.,
2019). Rytiniuose, pietiniuose, vakariniuose ir centriniuose Afrikos rajonuose
BV paplitimas yra 25%, nors tarp rajony su dideliu ZIV infekcijos paplitimu,
BV siekia apie 50% (Torrone et al., 2018).

BV diagnostika yra daugialypé ir komplikuota, remiasi JAV Ligy
kontrolés ir prevencijos centro (Muzny et al., 2022) ir ES (Sherrard et al.,
2023) lytiskai plintanciy ligy diagnostikos, gydymo ir prevencijos
rekomendacijomis. BV gali buti diagnozuojama pagal Amsel kriterijus
(Amsel et al., 1983) arba mikroskopiskai jvertinus Gramo budu dazyta
maksties tepinélj (Nugent et al., 1991).

Reikalingi trys i$ keturiy pozymiy, kad bty nustatyta BV pagal Amsel
kriterijus: 1) maksties iSskyry pH>4,5; 2) homogeniSkos vandeningos
maksties i$skyros; 3) zZuvies kvapo maksties i§skyros. Kvapas atsiranda arba
sustipréja, paveikus iSskyras 10% KOH tirpalu; 4) indikatorinés lastelés (angl.
»clue cells®) — tai atitrikusios/atplySusios ploksciojo epitelio lastelés,
padengtos bakterijomis, matomos maksties iSskyry tepinélyje mikroskopu.

Maksties pH didéja dél pieno riigS§ti gaminanciy bakterijy skaiciaus
sumazgejimo. Kvapas, kuris jvardinamas kaip ,,zuvies®, atsiranda dél anaeroby
metabolizmo produkty (putrescino, dietilamino, kadaverino) pagauséjimo
gana subjektyvis.

Gramo biidu dazyty maksties iSskyry tepinéliy vertinimas pagal Nugent
yra laikomas BV diagnozés auksiniu standartu (Nugent et al., 1991). Jis
remiasi pusiau kiekybiniu Gram-teigiamy lazdeliy jvertinimu (nuo 0 iki 4+),
mazy Gram-kintamy ir Gram-neigiamy lazdeliy jvertinimu (nuo 0 iki 4+) ir
lenkty, ,,Mobiluncus® tipo lazdeliy (nuo 0 iki 2+). Remiantis $ia sistema,
tepinéliy Nugent verté arba balai (angl. Nugent score, NS) nuo 7 iki 10, rodo
BV, nuo 4 iki 6 — tarpin¢ biisena, o nuo 0 iki 3 — normalia, sveika bikle,
kuriose vyrauja laktobacilos (1.3 pav.). Sunkiausiai kliniskai jvertinti bisena,
zymimg NS 4-7. Tai jau ne sveika mikrobiota, kurioje vyrauja laktobacilos,
bet ir ne tipiska BV (angl. full-blown BV). Biisena vadinama daline BV (angl.
partial BV), nes mikroskopiSkai matosi tipiSkos BV zonos pakaitomis su
normalios mikrobiotos zonomis (Donders, 2007).
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1.3 pav. Maksties tepinéliai nudazyti Gram‘o bidu. A (NS 0) ir B (NS 2) — sveika
maksties mikrobiota. C (NS 4) ir D (NS 6) — dalin¢ BV. E (NS 8) ir F (NS 10) - BV,
nuotrauky centre — indikatorin¢ lastelé (angl. clue cell). Pagal Donders, 2007.

Paprastai i§ dalinés BV pereinama | pilna/tipiskag BV (NS 7-10) arba
griztama | normalios mikrobiotos biisena (NS 0-3). BV nustatymas pagal
Nugent yra gana sudétingas: nors laktobacilos yra Gram-teigiamos, L. iners
detekcija mikroskopiskai gali biiti sudétinga dél jos plonesnés lastelés sienelés
(Kim et al., 2020), todél gali biti klaidingai diagnozuota BV. Nezilrint
trikumy, mikroskopinis vertinimas vis dar iSlieka ,,auksiniu standartu®“ BV
diagnostikoje.

Yra sukurti kokybiniai ir kiekybiniai DNR nustatymu paremti metodai,
skirti aptikti jvairias su BV siejamas bakterijas (Muzny et al., 2023; Amerson-
Brown, 2025), kuriy panaudojimas klinikingje praktikoje kol kas ribotas.



1.7. Bakterinés vaginozés komplikacijos

Salia nemaloniy klinikiniy BV pozymiy, kurie veikia motery emocinj ir
seksualin] gyvenima (Bilardi et al., 2013), disbiozés taip pat siejamos su
ilgalaikémis sveikatos problemomis. Viena pagrindiniy BV komplikacijy yra
didesné rizika jgyti lytiniu keliu plintancias tiek virusines, tiek bakterines
infekcijas (Borgdorff et al., 2014; Bautista et al., 2017; Gilbert et al., 2025).
Zmogaus papilomos viruso (ZPV) didelés rizikos genotipo sukeliamo gimdos
kaklelio vézio galimybé taip pat siejama su disbioze. Manoma, jog sumazgjus
laktobacily, ZPV i lyties taky efektyviai nepasisalina (angl. clearence), todél
virusas persistuoja ilgus metus (Di Paola et al., 2017). BV, d¢l sutrikusios
maksties ir gimdos kaklelio gleiviniy barjerinés funkcijos, siejama su
padidinta rizika uzsikrésti ir kitais lytiskai plintanciais mikroorganizmais,
tokiais kaip Herpes simplex 2 tipo, N. gonorrhoeae, T.vaginalis ir
C. trachomatis (Bautista et al., 2017).

BV taip pat sigjama su Slapimo taky infekcijomis (Stapleton, 2016),
endometritu (Lozano et al., 2021) ir dubens uzdegimine liga (DUL). DUL —
tai gimdos, kiauSintakiy ir aplinkui esanciy audiniy infekcinis uzdegimas.
Mikroorganizmai, sukéle uzdegima, dazniausiai patenka i§ maksties ir gimdos
kaklelio j endometriuma ir iSplinta toliau. AnksCiau buvo manyta, kad
pagrindiniai DUL sukéléjai yra lytiniu keliu plintantys C. trachomatis ir
N. gonorrhoeae. Tatiau ger¢jant laboratorinei diagnostikai aiskéja, kad su BV
ir AV susijusios bakterijos sukelia iki 70% DUL atvejy (van de Wijgert &
Jespers, 2017; Ravel et al., 2021).

Pakitusi lyties taky mikrobiota siejama su néstumo metu kylanciomis
komplikacijomis: prieslaikiniu gimdymu (PTB), savaiminiais abortais ir
naujagimio infekcijomis. PrieSlaikiniai gimdymai (iki 37 néStumo savaités)
sudaro 7-15% gimdymy pasaulyje ir sukelia apie 80% naujagimiy mirciy
(MacDorman et al., 2014). [vairios infekcijos, jskaitant ir amniotinio skyscio,
gali sukelti prieslaikinj gimdyma. Yra nemazai tyrimy, jrodanciy maksties
mikrobiotos disbiozés, tiek ir atskiry VMC bakterijy sarysj su PTB (Avershina
et al., 2017; Elovitz et al., 2019; Ferrante et al., 2025), ta¢iau duomenys apie
néstumo komplikacijas ir VMC sary$] yra gana kontraversiski, nes PTB yra
itin kompleksiné problema, veikiama daugybés veiksniy, jskaitant kulttirinius
ir socialinius, be to, iki Siol ne visai yra Zinomas bakterijy poveikio
mechanizmas (DiGiulio et al., 2015).

24



1.8. Bakterinés vaginozés gydymas

Kaip ir pati BV diagnostika, taip ir BV gydymas daznai sukelia sunkumy.
Standartinis rekomenduojamas gydymas peroraliniais antibiotikais,
veikianciais anaerobines bakterijas (metronidazolis, 400 mg x 2, 7 dienas),
daznai sukelia tik laiking simptomy palengvéjima. Tyrimai parodé, kad
prag¢jus ménesiui po gydymo BV biikle pasikartoja net 71-89% atvejy
(Bradshaw et al., 2006). Intravaginaliné trumpalaiké metronidazolio arba
klindamicino terapija turi panasy efektyvuma (Verwijs et al., 2020). Todél
pasikartojantiems BV epizodams gydyti gali buti rekomenduojamas ilgalaikis
minéty antibiotiky geliy naudojimas. Toks gydymo buidas néra patrauklus
pacientéms, todél bandoma sukurti alternatyvias terapijas, kurios biity
efektyvios ir neturéty antibiotikams budingo Salutinio poveikio. Viena jy
galéty biiti laktobacily kaip vaginaliniy probiotiky naudojimas, siekiant atkurti
maksties mikrobiota po antibiotiky gydymo bei kaip profilaktika nuo
pasikartojancios BV (Bradshaw & Brotman, 2015; Recine et al., 2016). Taciau
JAV Federaliné maisto ir vaisty administracija (angl. The Food and Drug
Administration, FDA), jskaitant ir Europos maisto saugos agenttira (EFSA,
angl. European Food Safety Authority) laikosi nuomonés, jog maistas ir
jvairiis priedai negali buiti naudojami maksties ligoms gydyti, nes tokiam
gydymui néra pakankamai mokslinio pagrindo. Tiktai Kanadoje, kai kurie
intravaginaliniai probiotikai yra patvirtinti naudojimui
(www.probioticchart.ca). Daugelis tyréjy ir gydytojy kritikuoja tokj atsakingy
institucijy pozitrj j vaginalinius probiotikus (Reid, 2018).

Remiantis BV diagnostika tik pagal Nugent kriterijus, BV atitikty VMC
tipa, kurj Ravel et al. (2011) pavadino CST IV, t.y. kai maksties mikrobiotoje
dominuoja ne laktobacilos, o jvairios anaerobinés bakterijos ir maksties
pH>4.5. Maksties mikrobiotos CST IV tipg turi nemaza vaisingo amziaus
motery populiacijos dalis, o tarp afrikie¢iy motery ir afroamerikieciy $i dalis
dar didesné (Zhou et al., 2007; Fettweiss et al, 2014). Pagal paradigma, jog
sveika vaisingo amziaus motery maksties mikrobiota yra kolonizuota
laktobacilomis, reikSty, jog Sios moterys serga BV. Taliau ar visos §ios
moterys turi klinikinius BV simptomus, jskaitant gausias Zuvies kvapo
i8skyras, kuris vercia moteris kreiptis j gydytojus? Pasirodé, kad didelé dalis
motery, kuriy maksties mikrobiota yra CST IV tipo, yra besimptomés: BV yra
diagnozuota, remiantis tik Nugent kriterijais, bet néra klinikiniy maksties
simptomy (France et al., 2022).

Taigi, mikrobiologiniu poziiiriu, rySys tarp BV ir CST IV yra aiskus —
abi biisenos apibudinamos laktobacily trikumu ir didesniu maksties pH.
Taciau moterys su CST IV maksties mikrobiotos tipu ne visada turi klinikinius
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simptomus, todél blisena apibréziama kaip besimptomé BV arba Nugent-BV.
Nugent-BV reiskia, kad BV buvo nustatyta i§ Gramo biidu dazyto maksties
tepinélio, i$ kurio nustatoma Nugent verte, bet néra klinikiniy pozymiy (pagal
Amsel kriterijus), arba Amsel kriterijai nebuvo taikyti buklés jvertinimui (Ma
et al., 2012). Kitaip tariant, CST IV kai kurioms moterims yra normali
maksties mikrobiota, kurios sudétj pakeisti yra sudétinga (Woodman, 2016).
Turbtt tai biity vienas paaiskinimy, kodé¢l BV gydymas antibiotikais daznai
yra neefektyvus arba gydymo rezultatas yra trumpalaikis (Ma et al., 2012).

Klausimas ar gydyti besimptom¢ BV tebéra kontraversiskas, nors
daugelis tyrimy sieja besimptoming BV su ginekologinémis ir
reprodukcinémis sveikatos problemomis (Muzny & Schwebke, 2020).
Reikalingos tolesnés BV patogenezés studijos, kurios tiesiogiai paveiks
diagnostikos, gydymo ir prevencijos metodus.

1.9. Bakterija Gardnerella

BV dél jos svarbos motery ir visuomenés sveikatai tyrinéjama daugiau
nei 60 mety, taciau jos patogenez¢ iSlieka neaiski. BV, kaip susirgimo forma,
daznai vadinama infekcija, ta¢iau BV yra vienas aiSkiausiy rySio tarp
mikrobiotos pokycio ir ligos pavyzdziy.

BV patogenezés tyrimuose buvo sutelktas démesys ] anaerobines
bakterijas aptinkamas BV mikrobiotoje. Apskritai, apie zmogaus maksties
mikrobiotos bakterijas nedaug zinoma. Nors naujos kartos sekoskaitos
metodai iStobuléjo ir atpigo, atsirado metagenomika, kurios pagalba galima
tyrinéti mikroorganizmy bendrijas tiesiai i§ éminio, taciau nepakeiiama
medziaga tyrimams iSlieka mikroorganizmy kamienai, iSskirti i§ Zzmogaus
éminio. Maksties bakterijos, o ypa¢ BV mikrobiotos, buvo mazai tyrinétos dél
sudétingo kultivavimo arba bakterijos yra nekultivuojamos (Srinivasan et al.,
2016). BV tyrimams néra tinkamo gyviiny modelio, nes, kaip minéta,
moteriskos lyties primaty maksties mikrobiota skiriasi nuo zmogaus — jose
nevyrauja laktobacilos.

Bakterija, | kurig atkreiptas démesys tiriant BV mikrobiota, yra
Gardnerella, gausiai aptinkama 95-100% BV atvejy. Be to, bakterija pasizymi
virulentiniu potencialu, kuris ja iSskiria i§ kity BV mikrobiotos bakterijy:
sekretuoja toksing vaginolizing, kuris eukariotines lgsteles veikia citotoksiskai
(Gelber et al., 2008; Zilnyte et al., 2015), sekretuoja sialidazes, kuriy
aktyvumas, manoma, yra susijes su BV komplikacijomis, nes Sie fermentai
degraduoja maksties gleives (Lewis et al., 2013; Robinson et al., 2019).
Gardnerella prisikabina (angl. adhere) prie maksties epitelio ir formuoja
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biopléveles, kurios aptinkamos maksties éminiuose tik esant BV (Swidsinksi
et al., 2005; Patterson et al., 2007).

Gardnerella bakterija pirma kartg apraSyta 1953 m. Leopold: tai mazos
pleomorfinés Gram-neigiamos lazdelés formos bakterijos, iSskirtos 1§
prostatitu serganciy vyry ir cervicitu serganciy motery. Buvo manoma, kad tai
galéty buti Haemophilus genties bakterijos (Leopold, 1953). Praéjus dvejiems
metams, Gardner ir Dukes, tyrinédami lytiSkai plintancias ligas, kuriy itin
pagaus¢jo po II Pasaulinio karo, pasélio biidu ant kraujo turin€io agaro
i8augino vienos riisies bakterija, kurig pavadino Haemophilus vaginalis. Buvo
manoma, jog §i bakterija yra ,nespecifinio vaginito* sukél¢jas (Gardner &
Dukes, 1955). Véliau buvo nustatyti akivaizdiis neatitikimai pasiiilytai
taksonomijai: bakterija buvo iSskirta kaip atskiros genties atstové ir pavadinta
Gardnerella (pagal H. L. Gardner), véliau pervadinta | G. vaginalis
(Greenwood ir Pickett, 1980). Iki 2019 m. vienintelé Gardnerella genciai
priklausanti riisis buvo G. vaginalis:

Karalysté:  Bacteria

Tipas: Actinobacteria
Klasé: Actinobacteria
Eile: Bifidobacteriales
Seima: Bifidobacteriaceae
Gentis: Gardnerella

Rusis: G. vaginalis

Gardnerella lastelés yra mazos (0,4 pum iki 1,5 pm), nejudrios, be
ziuzeliy, endospory ir tipinés kapsulés lazdelés. Nors G. vaginalis buvo
apraSyta kaip Gram-neigiama arba Gram-kintama, véliau mikroskopiniais ir
cheminiais metodais parodyta, jog ji yra Gram-teigiama bakterija (Sadhu et
al., 1989). Optimaliausios §ios bakterijos augimo sglygos yra 35-37°C, esant
5-10% CO; (Catlin, 1992). Tarp Gardnerella kamieny buvo nustatyty
obligatiniy anaeroby, bet jie néra dazni. Augimui reikalingas kraujas (arklio,
avies) arba arklio serumas. Kolonijos po 48 val. auginimo yra mazos,
smeigtuko galvutés formos, apvalios, iSgaubtos, nepermatomos, 0,1-0,5 mm
skersmens. Ant Sokolado agaro (agaro su lizuotu krauju) buina pilkos spalvos,
iki 1 mm skersmens. Gardnerella kolonijoms yra biidinga B-hemolizé (pilna
hemoliz¢) ant kietos mitybinés terpés su zmogaus ir triusio krauju, bet ne su
avies krauju (1.4 pav.).
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4
1.4 pav. Gardnerella kolonijos po 48 val inkubacijos 37°C ir 5% CO; ant (A)
Sokolado agaro, (B) agaro su avies krauju hemolizés néra, (C) agaro su zmogaus
krauju yra pilna B-hemolizé. M. Janulaitienés nuotraukos.

Kultivuojant ant jvairiy auginimo terpiy, ypa¢ BHI (angl. brain heart
infusion) su arklio serumu, kai kurie Gardnerella kamienai formuoja dviejy
dydziy (mazas ir dideles) skirtingo skaidrumo kolonijas. Buvo parodyta, jog
skirtingo dydzio kolonijose skiriasi augimu ir gyvybingumu, taip pat skiriasi
kai kuriy geny raiska dél faziy poky¢io (angl. phase variation). Si Gardnerella
savybé gali vaidinti skirtingg vaidmenj BV patogenezéje (Garcia et al., 2024).

1.10. Gardnerella genties nevienalytiSkumas

Fenotipiniai skirtumai tarp Gardnerella izoliaty buvo pastebéti Piot et al.
(1984). Izoliatai i§ maksties iSskyry buvo iSskirstyti j 8 biotipus pagal B-
galaktozidazés, lipazés ir hipurato hidrolizés reakcijas. Kiti autoriai
modifikavo pasiiilyta schema, pridédami ir angliavandeniy fermentavimo
testus (arabinozé, galaktozé ir ksilozé), ir iSanalizave 197 Gardnerella
kamienus, iSskyré 17 biotipy (Benito et al., 1986). Kai kurie biotipai buvo
aptinkami dazniau tarp BV serganciyjy (Aroutcheva et al., 2001).

Buvo pradéta ieskoti genetiniy, o ne tik fenotipiniy kamieny skirtumy:
ARDRA metodas (angl. amplified ribosomal DNA restriction analysis),
paremtas 16s rRNR amplifikavimu ir gauto produkto suskaldymu restrikcijos
endonukleaze, leido isskirti 3-4 Gardnerella genotipus (Ingianni et al., 1997;
Pleckaityte et al., 2012), bet buvo nepakankamas bakterijos jvairovés
reprezentacijai. Panaudojus Gardnerelly izoliaty WGS rezultatus, Ahmed et
al. (2012) diferencijavo Gardnerella i keturis izoliuotus nerekombinuojancius
potipius (angl. clades), o Balashov et al. (2014) sukiir¢ PGR schemas Siy
potipiy identifikacijai. Panaudojant cpn60 geno sekos analizg, Schellenberg et
al. (2016) patvirtino bakterijos suskirstymg j keturis potipius (angl. clades
arba subtypes), apraSyta Ahmed et al. (2012). Pirmieji palyginamieji
genetiniai ir fenotipiniai tyrimai parodé, kad Gardnerella kamienai pasizymi
skirtingu virulentiSkumu, be to, $i bakterija aptinkama ir sveiky motery
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maksties mikrobiotoje (Harwitch et al., 2010; Santiago et al., 2011b;
Pleckaityte et al., 2012), todél jy vaidmuo ligos ar sveikatos atvejais gali buti
skirtingas. Vyrauja hipotezé, jog yra komensaliniai ir patogeniniai
Gardnerella potipiai (Schellenberg et al., 2017; Cerca et al., 2020).

Remiantis 81 Gardnerella kamieny WGS analize, panaudojant
skaitmeninius DNR-DNR hibridizacijos ir vidutinio nukleotidy identiSkumo
(angl. average nucleotide identity) metodus, Vaneechoutte et al. (2019)
i8skyré Gardnerella gentyje bent 13 skirtingy taksony. Buvo pasiiilyta jnesti
pataisas Gardnerella taksonomijoje, atskiriant keturias riiSis, kurios
pavadintos G. vaginalis, G. piotii, G. leopoldii, G. swidsinskii. Kitos riiSys,
kurioms nesuteiktas pavadinimas, jvardinamos kaip genomo rasys (angl.
genome species, genome sp.), pridedant numerj, pvz. genome sp. 7
(Vaneechoutte et al., 2019). Potipiy ir naujy taksonominiy vienety, rasiy ir
genomo rusiy, santykis pavaizduotas 1.5 pav.

ant ._’ G.vaginalis ir kitos nejvardintos
J POtIpIS 1 genomo rasys

Potipis 2 - G. piotii ir genome sp. 3

- Potipis 3 ] Bent trys nejvardintos genomo rasys

Potipis 4 — G.leopoldii ir G.swidsinskii

1.5 pav. Gardnerella klasifikacija | potipius ir rusis. Pagal Castro et al., 2020.

Sousa et al. (2023) i$skyré dar dvi rusis, kurias pavadino G. pickettii
(buvusi genome sp. 3) ir G. greenwoodii (buvusi genome sp. 8). Kiti tyréjai
mano, jog dabartiné¢ taksonomija yra ne visai tinkama ir siiilo jvesti
papildomas risis ir poraiSius (Bouzek et al., 2025). Bet ne visi pripazjsta naujas
rusis ir nurodo tik gentj Gardnerella ar Gardnerella spp.

1.11. Pagrindiniai Gardnerella virulentiniai veiksniai
1.11.1. Bioplévelés
Bioplévelés yra mikroorganizmy bendrijos, prisikabinusios prie

pavirSiaus ir apjungtos polimeriniu matriksu, sudarytu i§ polisacharidy,
baltymy ir nukleino riigs¢iy. Biopléveléje esancios bakterijos yra Seimininko
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imuninés sistemos neefektyviai pasalinamos arba antibiotiky poveikis biina
ribotas, todél su bioplévelés susiformavimu siejamos infekcijos yra
persistuojancios arba turi tendencija atsinaujinti. Bioplévelés gyvavimo ciklas
susideda i§ keliy stadijy: prisikabinimas (angl. attachment) prie substrato,
ekstralgsteliniy polimeriniy medziagy gamyba, subrendusios bioplévelés
struktiros susiformavimas, agregaty pasiskirstymas (angl. dispersal),
atsikabinusiy nuo bioplévelés arba atskiry lasteliy pasiskirstymas (1.6 pav.).
Atsikabinusios lgstelés ar jy grupés gali vél pradéti nauja bioplévelés cikla
kitoje vietoje (O'Toole et al., 2000; Machado & Cerca, 2015).

A Planktoninés Igstelés

Atsikabinimas Subrendusi

bioplévelé
Aplinkos veiksniai
\\’
B Planktoninés Igstelés
Atsikabinimas Subrendusi
\ ® bioplevele

Aplinkos veiksniai S5

o
- Velyvieji
= kolonistai
- -.’

=N
2 T
=a

1.6 pav. Bioplévelés ciklas. (A) Bioplévelé, sudaryta i§ vienos rasies bakterijy. (B)
Polimikrobinése bioplévelése (BV atvejis), antrinés bakterijos inkorporuojasi j
bioplévelg po to, kai pagrindinés kolonizuojancios rasys jau prisikabino prie
pavirSiaus. Susiformuoja tarprisiné sinergija, kuri leidzia bioplévelei veséti. Pagal
Machado & Cerca, 2015.

Pradiné adhezija

Yra Zinoma, jog bioplévelése bakterijy bendrijos yra maziau aktyvios,
t.y. daugelio geny raiska yra sumazéjusi (angl. downregulated). Bakterija
Streptococcus  pneumoniae bioplévelése yra nevirulentiSska ir daznai
kolonizuoja Zmogaus nosies ertm¢ biitent biopléveliy pavidalu (Gilley &
Orihuela, 2014). Si bakterija bioplévelése sukelia maZesne $eimininko
citokiny raiska, o pneumokoky invazija vyksta planktoninéje formoje, o ne
biopléveliy pavidalu (Blanchette-Cain et al., 2013). Taciau Gardnerella atveju
yra kitaip: lyties taky biopsijose ir Slapimo nuosédose biopléveliy aptikta tik
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sergant BV, o sveiky motery makstyje biopléveliy néra (1.7 pav.). Vienas i§
Amsel kriterijy, diagnozuojant BV, vadinamosios ,,clue cells®, yra ne kas kita,
kaip atplySusios/atsilupusios maksties ploksciojo epitelio lastelés, kuriy
pavirSius gausiai padengtas bakterijomis (Swidsinki et al., 2005). Daugelis
bakterijy sudaro daugiartiSes biopléveles, komunikuodamos su kitomis
bakterijomis, sunaudodamos jy metabolitus arba sudarydamos deguonies
gradientg, kuris leidzia anaerobinéms bakterijoms i§gyventi bioplévelése. Ne
iSimtis yra ir Gardnerella, kuri sudaro polimikrobinés biopléveles su
F. vaginae ir kitomis maksties bakterijomis.

Panaudojant FISH metodus, buvo parodyta, jog BV serganc¢iy motery
makstyje pagrindine bioplévelés mase (apie 60%) arba matriksa sudaro biitent
Gardnerella (1.7 pav.). Bakterijos bioplévelése yra labai tankiai supakuotos,
nepaliekant erdvés tarp atskiry mikroorganizmy, ir yra prikibusios prie
maksties epitelio. Biopsijos éminiuose i$ lyties taky bioplévelés iSimtinai yra
polimikrobinés ir yra panasios struktiiros visame éminyje. Atskiros bakterijy
grupés, sudarancios biopléveles, neauga izoliuotomis salelémis, bet yra
organizuotos. Swidsinski et al. (2014) sitlo vadinti BV biopléveles
strukttirizuotomis  polimikrobinémis bioplévelémis (angl. structured
polymicrobial, StPM) dél homogeniskai atrodancios struktiiros. Bioplévelése
matriksas, sudarytas i§ Gardnerella, viduje inkorporuotos gausios bakterijy
grupés, kurios gali kai kada pasiekti dideles koncentracijas. Bioplévelése
aptinkama bakterijy, kurios nerandamos sveiky motery makstyje (Swidsinski
et al., 2014). Taigi, Gardnerella formuojamos bioplévelés yra puiki niSa
Ivairiems kitiems patogenams, kurie vieni negaléty prisijungti prie epitelio ir
i8gyventi nepalankioje maksties aplinkoje. Tai padaro organizmg jautresniu ir
Ivairioms antrinéms infekcijoms (Schwebke ir kt., 2014a).

Gardnerella aptinkama ir sveiky motery makstyje, bet jos neformuoja
bioplévelés, o yra dispersinéje formoje (1.7 pav. A) ir nesitransformuoja ]
biopléveles (Swidsinski et al., 2014). Ne visi Gardnerella kamienai geba
formuoti biopleveles (Castro et al., 2016), todél manoma, kad komensaliniai
Gardnerella kamienai neformuoja biopléveliy ir egzistuoja tik planktoniniu
pavidalu. Gardnerella transkriptominé analizé parodé, jog daugelio geny
raiSka bioplévelése yra pakitusi: nustatytas mazesnis metabolinis aktyvumas,
bet geny, suteikianCiy atsparuma antibiotikams, raisSka yra padidéjusi (Castro
et al., 2017). Autoriai mano, jog transkriptomos profilio poky¢iai yra svarbiis
biofilmo gajumui ir tuo paciu bakterijos virulentiSkumui.

Gardnerella adhezija prie maksties epitelio lagsteliy yra pradiné
bakterinés invazijos stadija. Po pradinés adhezijos bakterija dalinasi ir gali
formuoti bioplévelés mikroorganizmy bendrija. Tai kritinis etapas, lemiantis

31



1.7 pav. Maksties biopsijy mikrofotografijos (Swidsinski et al., 2024). Méginiai
hibridizuoti su FISH zondais: Gardnerella (tamsiai raudona fluorescencija) ir
Lactobacillus (geltona fluorescencija). x400 (A) ir x1000 (a) padidinimas: biopsija i$
sveikos moters. Bakterijy prikibusiy prie pavirSiaus néra. Srityje, kuri padengta
iSskyromis (a), bakterijos aptinkamos iSskirtinai gleivése ir nekontaktuoja su
pavirSiumi. Laktobacilos vyrauja, yra pavieniy Gardnerella lasteliy. (B, b), x400
padidinimas: biopsija i§ BV sergancios moters maksties. (B): Gardnerella bioplévelé
prikibusi prie méginio pavirSiaus; bioplével¢je gausu laktobacily, prikibusiy prie
maksties epitelio. (C, c), atplySusios epitelio lastelés yra padegtos bioplévele,
i§skyrose formuojasi ,,clue cells (c). (C) Bioplévelé gerai matoma, nudazius pagal
Grama (x1000).
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tolimesnj Gardnerella i8gyvenimg ir atsparumg nepalankiam aplinkos
poveikiui makstyje (Machado & Cerca, 2015). Gardnerella gebéjimas
formuoti biopléveles, kolonizuoti makstj, iSstumiant laktobacilas (Alves et al.,
2014) reiskia dideli bakterijos adhezinj potenciala, kuris realizuojamas,
dalyvaujant determinantéms, vadinamiesiems adhezinams. Vienas tokiy
adheziny, manoma, yra baltymas Grd Cna, esantis lasteliy pavirSiuje (Marin
et al., 2018), ir kuris riSasi su Zzmogaus fibrinogenu, aptinkamu ant daugelio
lasteliy, iskaitant maksties, pavirSiuje (Bulavaite et al., 2025).

Idomu tai, jog Gardnerella polimikrobinés bioplévelés yra ne tik
biopsijose, iskaitant gimdos ir kiauSintakiy i§ savaiminj aborta patyrusiy
motery, 1§ lyties taky, bet taip pat motery ir vyry Slapime (Swidsinski et al.,
2014). Manoma, kad atplySusios indikatorinés lgstelés, ant kuriy yra
organizuota polimikrobiné struktiira, yra tinkamiausias kandidatas bakterijos
perneSimui. Uzsikrésti galima lytinio akto metu ar net per intrauterinei
inseminacijai naudojamg donoring sperma (Swidsinski et al., 2010;
Swidsinski et al., 2014). Nustatyta, kad tokia struktiira gali plisti i distaling
Slaplés dalj, kilti j gimda ar net j kiauSintakius. Kitaip tariant, Gardnerella
bioplévelés gali biiti perduodama lytiniu keliu kaip bet kuri kita LPL. Taciau
autoriai pabrézia, jog taip perduodama bioplévele turi islaikyti savo
integralumg ir tokiu biidu perduodama ne paviené bakterija, o polimikrobiné
bioplévele.

1.11.2. Sialidazés

Sialidazés arba neuramidazes yra fermentai, kurie nuskelia sialo riigsties
liekanas nuo glikolipidy, glikoproteiny ir kity junginiy. Sie fermentai yra
gaminami daugelio patogeniniy bakterijy ir laikomi virulentiniais veiksniais
(Wiggins et al., 2001). Nepatogeninése bakterijose sialidazés atlicka maisto
tiekimo funkcijg. Nors sialidaziy vaidmuo infekcijy patogenezéje néra pilnai
iSaiskintas, manoma, jog Sie fermentai ardo sialintus baltymus mucinus, kurie
yra gleiviy komponentai, tuo biidu atidengiamos epitelio lastelés ir jy
receptorius kity mikroorganizmy adhezijai ir biopléveliy formavimuisi
(Schellenberg et al., 2016; Chen et al., 2024). Sergant BV maksties iSskyrose
aptinkamas itin didelis sialidazés aktyvumas (Cauci & Culhane, 2011), kuris
siejamas su bioplévelés formavimusi makstyje (Hardy et al., 2017). Be to, BV
specifinés skystos konsistencijos maksties iSskyros siejamos su gleiviy
degradacija sialidaziy poveikyje (Olmsted et al., 2003).

Vienas didZiausiy sialidazeés Saltiniy BV mikrobiotoje yra Gardnerella
(Robinson et al., 2019) ir Prevotella (Pelayo et al., 2024) bakterijos.
Gardnerella aptiktos trys sialidazés: NanH1, dar vadinama sialidaze A
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(Santiago et al., 2011b), NanH2 ir NanH3 (Robinson et al., 2019). Manoma,
jog NanH2 ir NanH3 yra pagrindiniai fermentai, suteikiantys sialidazinj
aktyvumg Gardnerella kulttiroms, ir jos efektyviai nuskelia acetilintus sialo
rugsties substratus in vitro. Anot Robinsosn et al. (2019), NanH1 aktyvumas
ant jvairiy sialo rugsties substraty yra nedidelis. Paprastai bakterijose
sialidazés yra sekretuojamos arba biina susijusios su bakterijos lasteliy
pavirSiumi. NanH2 ir NanH3 tikriausiai yra sekretuojamos, o NanH1 neturi
signalinés sekos ir greiCiausiai yra vidulgstelinis fermentas, nors Sios
sialidazés vaidmuo dar néra iki Siol aiSkus (Chen et al., 2024). Kokios
sialidazés aptinkamos Gardnerella kamienuose ir koks jy rySys su sialidaziniu
aktyvumu, tyrinéjama Siame disertaciniame darbe.

1.11.3. Toksinas vaginolizinas

Didzioji dauguma Gardnerella kamieny sekretuoja toksina, kuris
priskiriamas nuo cholesterolio priklausomy citoliziny (angl. cholesterol-
dependent cytolysins, CDC) klasei (Rottini et al., 1990; Gelber et al., 2008).
CDC toksinus sekretuoja daugelis Gram-teigiamy patogeniniy bakterijy, tokiy
kaip Streptococcus penumoniae, Lysteria monocytogenes, Streptococcus
pyvogenes, Clostridium perfringens, taciau juos sintetina ir kai kurios Gram-
neigiamos nepatogeninés bakterijos, pvz. Lactobacillus iners, taip pat
dirvozemio bakterijos, kurios nekolonizuoja nei zmoniy, nei gyviiny (Christie
et al., 2018). CDC yra citotoksiski eukariotinéms lasteléms, jskaitant
eritrocitus, todél dar vadinami citolizinais.

CDC laikomi virulentiniais veiksniais, nes dalyvauja jvairiose ligy
vystymosi stadijose (Los et al., 2013). CDC aktyvumui yra bitinas
cholesterolis, kuris yra eukariotiniy lasteliy membranose (Christie et al.,
2018). Sie toksinai lasteliy membranose padaro poras ir lastelés suardomos.
CDC padeda bakterijoms, sukelianioms invazines infekcijas, kolonizuoti
Seimininka, buitent suardydami lgsteles ir pazeisdami barjerus, pvz.: epitelines
lasteles ar neuronus. CDC vaidmuo jvairiose infekcijy patogenezés stadijose
labai priklauso nuo toksino kiekio: néra visai aisku, kokj vaidmenj vaidina
sublitiniai toksiny kiekiai ir koks yra lastelés atsakas | membranos
integralumo suardyma (Los et al., 2013), nes jvertinti Siuos poveikius in vitro
tyrimuose gana sudétinga.

Gardnerella sekretuojamas CDC toksinas vadinamas vaginolizinu
(VLY); koduojamas vly geno, kurio viena kopija aptinkama daugumoje
Gardnerella kamieny (Pleckaityte et al., 2012; Bohr et al., 2020). VLY
aktyvumui reikalingas ne tik cholesterolis, bet ir Zzmogaus komplemento
baltymas CD59 (Gelber et al., 2008; Zilnyte et al., 2015). VLY sukelta lasteliy
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lizé yra matoma, kai Gardnerella kultivuojama ant agarizuotos terpés su
zmogaus krauju: B-hemolizé aplink kolonijas reiskia, kad Zmogaus eritrocitai
terpése sulizuoti (1.4 pav. C). Koks VLY vaidmuo BV patogenezéje néra visai
aiSku. VLY kiekis vienintelj karta buvo nustatytas ELISA serganciy BV ir
sveiky motery maksties éminiuose (Nowak et al., 2018). Vidutiné VLY
koncentracija (1 ng/ml), kai mikrobiotoje dominavo L. crispatus, buvo apie 3-
kartus mazesné nei disbiozés atvejais. VLY aktyvumas priklauso nuo pH: kai
vyrauja laktobacilos, maksties pH yra riigStus ir toksinas yra beveik
neaktyvus, o esant BV, kai pH >4.5, VLY aktyvumas iSauga (Ragaliauskas et
al., 2019).

Sublitiniai VLY kiekiai sgveikoje su CD59 turiniomis maksties ir
gimdos kaklelio epitelinémis lastelémis indukuoja lgsteliy pusléjimg (angl.
blebbing) (Randis et al., 2013). Nors piisléjimas yra gerai Zinomas apoptozes
pozymis, CDC poveikyje pusléjimas yra lastelés apsauginio mechanizmo
dalis: paZzeistos lgsteliy membranos atskiriamos, paSalinamos pazeistos
membranos, indukuojami membrany integralumg atstatantys nuo Ca** jony
priklausomi mechanizmai (Babiychuk et al., 2011). Toks lasteliy atsakas gali
biti siejamas su epiteliniy lasteliy eksfoliacija, pasireiskianti BV indikatoriniy
lasteliy, vadinamyjy ,,clue cells* atsiradimu (Randis et al., 2013).

Nezinoma, koks vly geno paplitimas ir kokia jo raiSka skirtinguose
Gardnerella potipiuose/rusSyse.

1.12. Gardnerella vaidmuo BV patogenezéje: modeliai ir hipotezés

Kaupiantis zinioms apie motery lyties taky mikrobiota, buvo pasiilyti
BV patogenezés modeliai, taciau tikslus patologinio proceso mechanizmas
néra iki $iol aiSkus (Ma et al., 2012; Muzny & Schwebke, 2013; Muzny et al.,
2019; Shvartsman et al., 2023; Bradshaw et al., 2025). Neaisku ar BV
sukeliama vieno patogeno ar mikroorganizmy bendrijy, kurios iSstumia ir
pakeic¢ia maksties laktobacilas, ar laktobacily sumazéjimas yra pirminé
priezastis, del kurios gali daugintis su BV siejamos anaerobinés bakterijos
(Muzny & Schwebke, 2016).

Vienas pasiiilyty BV patogenezés modeliy, kuris yra labiausiai
eksperimentiSkai pagrjstas, teigia, jog disbiozé prasideda, kai virulentiniai
Gardnerella kamienai, ypa¢ sekretuojantys VLY ir sialidazes, kolonizuoja
(pirminiai kolonistai) makstj po lytiniy kontakty (Schwebke et al., 2014b;
Muzny et al.,, 2019; Laniewski et al., 2020; Shvartsman et al., 2023).
Gardnerella, skirtingai, nei kitos su BV siejamos bakterijos, toleruoja
oksiduojancig aplinkg, kurig sukuria makstyje laktobacilos. Gardnerella
pakeicia apsaugines laktobacilas, prisikabina prie maksties epiteliniy Igsteliy,
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kurios tampa ,,prieinamos‘ dél sialidaziy ir VLY poveikio. Kai pakankamai
padidéja  virulentiniy  Gardnerella kamieny, prasideda biopléveliy
formavimasis (1.8 pav. A). Prevotella spp. inkorporuojamos | kartu su
Gardnerella formuojamas biopléveles. Proteolizés, kurig atlieka G. vaginalis,
rezultatas yra amino rigstys, skatinancios P. bivia dauginimasi. Amoniakas,
gaminamas P. bivia, stimuliuoja G. vaginalis augima. Be to, Prevotella ir
Gardnerella sialidazés, ardo maksties epitelio gleives. Vadinamieji pirminiai
kolonistai gali inhibuoti Seimininko epitelio uzdegiminj atsaka, ir apeinama
zmogaus imuniné sistema. Tuo paciu metu kolonistai formuoja apatinius
bioplévelés sluoksnius, nesukeliant aiSkaus prieSuzdegiminiy mediatoriy
susidarymo.

lAnkstyva kolonizacija Gardnerella ir Prevotella ‘ e
- 9 #| Gleiviy suardymas

pHt | ‘Amino rigstys P \ /
[ 4 P 9 [ saldazervy |
. e o |

- ) 8¢

-_ _—m
Bioplévelés formavimasis | ;

}7 ‘Patologinis mechanizmas’?

’ Epitelio barjero

\'7 pH1 4 ’ Gleiviy suardymas |
of Aminai ic kit & _ s
o @n Clue metabolital % % % A ——
Fvaginae irkitos o Qg A cells Yt \ r Imuniniai
BV bakterij : = . iatoriai
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i o=
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Igsteles A (citokinai, chemokinai)
1.8 pav. BV patogenezés modelis. (A) Disbiozé prasideda, kai makstis kolonizuojama,
dazniausiai po lytinio kontakto, virulentiniais Gardnerella amienais, kurie pakeicia
laktobacilas ir prasideda bioplévelés formavimasis. Prevotella spp. jtraukiamos j
bioplévelés formavima ir stimuliuoja viena kitos augima dél amoniako ir amino rugsciy
metabolizmo. Abi bakterijy riiSys gamina sialidazes, kurios prisideda prie gleiviy
degradacijos ir epitelio barjero ardymo. Akivaizdaus uzdegimo néra. (B) Kiti antriniai
kolonistai (F. vaginae), jtraukiami j bioplévele. Vyksta maksties epitelio lasteliy, kurios
padegtos polimikrobine biolpévele (paveiksle ,.clue cells®), eksfoliacija. Epitelinés
lastelés ir paveiktos imuninés lastelés gamina prouzdegiminius citokinus ir chemokinus,
vedancius prie lyties taky uzdegimo ir epitelio barjero suardymo. Su BV siejamos
bakterijos gamina metabolitus, kurie pakelia pH ir prisideda prie klinikiniy BV
simptomy atsiradimo. Pagal Bradshaw et al., 2025.
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Kitas, vadinamyjy antriniy kolonisty, modelis teigia, jog gleiviy
makstyje suardymas skatina kity su BV siejamy bakterijy (antriniy kolonisty)
adhezija (1.8 pav. B), kurie jsijungia | bioplévele ir sukuria pilnaverte
polimikrobin¢ struktiirg. Kai kurie antriniai kolonistai, ypa¢ F. vaginae,
Sneathia, stimuliuoja stipry epiteliniy lgsteliy imuninj atsaka, todél
pasigamina citokinai ir beta-defensinas (Libby et al., 2008). In vitro ir in vitro
tyrimuose Sios bakterijy gentys pakei¢ia immuning ir metaboling
mikroaplinka, o Sie pokyciai gali apspresti BV simptomus ir ilgalaikes BV
pasekmes. Antriniy kolonisty sintetinami aminai ir antriniai metabolitai
padidina maksties pH ir prisideda prie nemalonaus i$skyry kvapo atsiradimo
(Srinivasan et al., 2015).

Nors gana seniai buvo keliams klausimas apie BV perdavimo biida,
pastaruoju metu daugéja jrodymy, jog BV perduodama lytiniu keliu
(Swidsinski et al., 2010; Muzny et al., 2019; Bradshaw et al., 2025). Todél
§iuo metu sitiloma nuo simptominés BV, o ypac besikartojancios, gydyti ne
tik moterj, bet ir jos lytinj partnerj (Vodstrcil et al., 2025; Yazdy et al., 2025).

Jei Gardnerella perduodama lytiniu keliu biopléveliy pavidalu ir jei BV
yra infekcija, tai pagal klasikinj apibrézima, turi biti sukéléjo, t.y.
Gardnerella bakterijos, atitikimas Koch‘o postulatams (paskelbti 1884 m.),
kurie sako, jog rysys tarp sukéléjo ir ligos yra tada, kai 1) mikroorganizmas
turi buti gausiai aptinkamas visuose serganciuose organizmuose ir
neaptinkamas sveikuose organizmuose; 2) mikroorganizmas turi biti iSskirtas
1§ sergancio organizmo ir augti gryna kultiira; 3) kultivuotas mikroorganizmas
turi sukelti liga, kai patenka j organizma; 4) inokuliuotas mikroorganizmas vél
gali biiti i$skirtas 1§ uzkrésto organizmo ir identifikuotas kaip tiesioginis ligos
sukeléjas.

Eksperimentai atlikti dar Gardner ir Dukes parodé, jog inokuliavus lyties
taky iSskyras i§ BV serganciyjy sveikoms moterims, BV buvo sukelta daug
s¢kmingiau nei uzkrétus gryna Gardnerella kultiira. Tai rodé, jog svarbi ne tik
§i bakterija, bet ir kiti veiksniai. Be to, Gardnerella bakterijos aptinkamos ne
tik serganciy BV maksties mikrobiotoje, bet ir sveiky motery, nors mazesniais
kiekiais mikrobiotoje. Todél Swidsinski et al. (2014) teigia, jog BV
neatsiranda be Gardnerella, bet Gardnerella motery makstyje yra ne BV.

Diskusijose dél BV patogenezés modelio, primenama, jog koreliacija
nebiitinai rodo priezastinj ry$j. Daug skirtingy bakterijy rasiy siejamos su BV
simptomais, bet néra vienintelés rusies, kuri biity aptinkama visais atvejais.
Todél sitiloma apsvarstyti alternatyvias hipotezes: 1) genetiniai skirtumai tarp
Gardnerella kamieny rodo, kad vieni kamienai gali sukelti vieng ar daugiau
BV simptomy, o kiti kamienai, aptinkami sveikuose individuose, yra
komensaliniai; 2) visi Gardnerella kamienai koduoja tam tikrus virulentinius
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veiksnius, kuriy raiSka, esant skirtingoms sglygoms, skiriasi; 3) veiksniy
raiSka yra visuose Gardnerella kamienuose, tik vieni individai yra jiems
jautriis arba yra generuojamas organizmo atsakas j Siuos veiksnius. Juk kai
kurie individai besimptomiai nesioja bakteriniy infekcijy sukéléjus (S. aureus,
S. pneumoniae, N. meningitidis), todél tikétina, kad ir neSiojama Gardnerella
besimptomiai (Hickey & Forney, 2014; Schellenberg et al., 2017; Cerca et al.,
2019).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Leidimas atlikti biomedicininj tyrima
Klinikiniai éminiai buvo surinkti, atlickant biomedicininj tyrima
,Bakterijos Gardnerella vaginalis virulentiSkumo veiksniy tyrimas® ir gavus
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimg (leidimo
Nr. 158200-13-697-223, isduotas 2013-11-12; papildymas Nr. 158200-697-
PP2-57, i8duotas 2015-12-08).

2.2. Klinikiniy éminiy surinkimas

Maksties tepinéliai (éminiai) gydytojy akuSeriy-ginekology V. Paliulytés
(MD), S. Grincevitienés (MD, PhD); J. Zakareviienés (MD, PhD),
A. Vladisauskienés (MD) ir A. Marcinkutés (MD) buvo surinkti i§ 116
pacienciy, kurios apsilanké privaciose ginekologijos klinikose Vilniuje (UAB
,»Medicinos sprendimai®) ir Marijampoléje (,,Onos Gurevidienés Seimos
klinika“).

IS kiekvienos pacientés buvo imami trys éminiai i§ vidurinio maksties
trecdalio:

1. Tepinélis su nailoniniu Sepetéliu, merkiamas j mégintuvelj su skysta
Amies terpe ESwab® (Copan, Italija). Mégintuvélis su éminiu iki tyrimo
atlikimo laikytas -20°C. Eminys naudotas genominés DNR (gDNR)
i8skyrimui ir maksties bakterijy aptikimui molekuliniais metodais.

2. Tepinélis su vatos tamponéliu, jdétas | mégintuvélj su pusiau kieta
Amies terpe su anglimi (LP Italiana SPA, Italija). Iki tyrimo atlikimo éminys
laikytas 2-8°C. Eminys buvo naudotas Gardnerella kamieny idskyrimui
pasélio metodu.

3. Maksties iSskyry tepinélis vatos tamponéliu paskleistas ant
mikroskopinio stiklelio. Eminys skirtas maksties mikrobiotos jvertinimui
mikroskopu.

2.3. Maksties i$skyry tepinélio dazymas, Nugent vertés nustatymas ir
Amsel kriterijai

Maksties iSskyry tepinéliai ant mikroskopinio stiklelio buvo dZiovinti ore
kambario temperatiiroje ir perduoti M. Janulaitienei. Tepinéliai fiksuoti
kaitinant ugnimi ir dazyti dazy rinkiniu Gram Stain Kit (Becton Dikinson,
JAV) pagal gamintojo instrukcijas. Nudazytos Gram‘o biidu bakterijos pagal
lasteliy sienelés sudét] yra diferencijuojamos j Gram-teigiamas (mélynos
spalvos) ir Gram-neigiamas (raudonos spalvos). Tepinéliai vertinti
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mikroskopu su 1000x padidinimu. Bakterijy morfotipas ir pusiau kiekybinis
jvertinimas atliktas kaip aprasyta Nugent et al. (1991):

e Lactobacillus spp. morfotipas — stambios, Gram-teigiamos lazdelés;

e Gardnerela ir Bacteroides spp. morfotipas — smulkios, Gram-
neigiamos arba Gram-kintamosios lazdelés;

e Mobiluncus morfotipas — lenktos, Gram-kintamosios lazdelés.

Vertinamas vidutinis morfotipy skaic¢ius matomas regéjimo lauke: 0 —
néra morfotipo; 1+ <1 morfotipas; 2+ nuo 1 iki 4 morfotipy; 3+ nuo 5 iki 30
morfotipy; 4+ daugiau kaip 30 morfotipy. Morfotipy aptikimas vertinamas
balais (2.1 lentel¢), kurie sumuojami taip: Nugent vertinimas =
Lactobacilus + Gardnerela ir Bacteroides spp. + Mobiluncus.

2.1 lentelé. Nugent vertés nustatymas

Gardnerela ir

. Lactobacillus . Mobiluncus
Verteé . Bacteroides spp. .
morfotipas . morfotipas
morfotipas
0 4+ 0
1 3+ 1+ 1+ arba 2+
2 2+ 2+ 3+ arba 4+
3 1+ 3+
4 0 4+

Nugent verté (NS) paremta skaitine iSraiska: jeigu vertés (arba balai) yra
0-3, tai maksties mikrobiota yra sveika, 4—6 daliné BV arba tarpinés biisenos
mikrobiota, 7-10 yra tipiska BV.

Gydytojai naudojo Amsel kriterijus/pozymius BV diagnozés nustatymui
(Amsel et al., 1983): 1) homogeniskos vandeningos maksties iSskyros; 2)
maksties iSskyry pH>4,5; 3) nemalonaus zuvies kvapo maksties iSskyros;
kvapas iSrySkéja, uzlaSinus ant iSskyry 10% KOH tirpalo; 4) atplySusios
maksties epitelio lgstelés padengtos bakterijomis, vadinamos ,,clue cells
(mikroskopiSkai nustat¢ M. Janulaitien¢). BV diagnoz¢ patvirtinama, jeigu
yra bent trys i$ keturiy Amsel poZymiy.

2.4. Pagamintos mitybinés terpés ir jy komponentai

Mitybinés bakteriologinés terpés buvo paruostos ir steriliai iSpilstytos
NVSPL pagal gamintojo instrukcijas arba remiantis literatiiros $altiniais.
Komponenty kilmé:

eKraujo agaro pagrindas Nr.2 (Oxoid, JK)
o Arklio kraujas, defibrinuotas (Oxoid, JK)
o Triptono sojos sultinys (Liofilchem, Italija)
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o Arklio serumas (Oxoid, JK)

e Smegeny Sirdies sultinys (Liofilchem® Italija)

2.2 lentelé. IS komponenty pagaminty terpiy receptiiros

Terpés pavadinimas

Terpés komponentai

Kraujo agaras Petri 1¢kstelése
(angl. Horse Blood agar, HBA)

1.Kraujo agaro pagrindas Nr.2
2.10% arklio kraujas, defibrinuotas

Sokolado agaras Petri lékitelése
(angl. Chocolate agar)

1.Kraujo agaro pagrindas Nr.2
2.10 % arklio kraujas, defibrinuotas,
lizuotas kaitinant

Saldymo terpé, skirta izoliaty ilgalaikiam
saugojimui (po 1 ml) mégintuvéliuose

(angl. Tryptone Soya broth supplemented
with 15% glycerol and 20% horse serum)

1. Triptono sojos sultinys
2.15 % glicerinas
3.20 % arklio serumas

Terpé biopléveléms su gliukoze, BHIs
(angl. Brain Heart Infusion broth
supplemented with 2% horse serum,
0.15% soluble starch and 1% glucose,
BHIs)

1.Smegeny Sirdies sultinys
2.2% arklio serumas
3.0,15% tirpus krakmolas
4.1% gliukozé

Triptono sojos sultinys, TSS (su priedais)
(angl. Tryptone Soya broth supplemented
with 2% horse serum and 0,15% soluble
starch)

1. Triptono sojos sultinys
2.2% arklio serumas
3.0,15% tirpus krakmolas

2.5. Bakterijy izoliavimas ir identifikavimas

2.5.1.Genominés DNR iSgryninimas i§ maksties éminiy

Skysta Amies terpé i§ ESwab® mégintuvélio, kurioje buvo surinkti
éminiai, po atSildymo padalinta j kelias dalis gDNR iSgryninimui ir
mikroorganizmy identifikavimui PGR metodu. Dalis méginio nucentrifuguota
10000 x g 5 min. 22°C ir i§ nuosédy iSskirta gDNR, panaudojus GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher, Scientific, Lietuva) pagal
gamintojo rekomendacijas. DNR koncentracija nustatyta, spektrofotometru
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), kurio kompiuteriné programa pateikia
DNR koncentracija ng/ul. Ivertinamas gDNR grynumas (sugerties santykis
260 nm/280 nm > 1,8; 260 nm/230 nm >2,0). gDNR tirpalas praskiedZiamas
iki koncentracijos 5-10 ng/ul.

IS kitos terpés dalies gDNR iSgryninta automatizuotu MICROLAB
NIMBUS IVD (Hamilton Company) prietaisu ir rinkiniu STARMag
Universal Cartridge Kit (Seegen, P. Koréja), gDNR gryninimui naudojant
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magnetines daleles. ISgryninta gDNR panaudota lytiskai plintanciy
mikroorganizmy nustatymui.

2.5.2.DNR elektroforezé

Priklausomai nuo eksperimento, DNR elektroforezé buvo atlikta 1-1,7%
agarozes gelyje 1XTAE buferiniame tirpale (40 mM Tris; 40 mM Na acetato,
1 mM EDTA, pH 8,3) esant 10 V/cm? jtampai. Dazas RedSafe™ (Intron
Biotechnology, Japonija) arba etidzio bromidas (Roth, Vokietija) naudoti
DNR vizualizacijai UV Sviesoje. DNR fragmenty analizei gelyje panaudoti
GeneRuler DNR Ladder Mix (Thermo Fisher Scientifisc) DNR ilgio
standartai.

2.5.3.Bifidobacterium spp. ir Lactobacillus spp. kamieny iSskyrimas

Bifidobacterium bifidum 20456 DSM jsigyta i§ Leibniz Institute DSMZ
(German Collection of Microorganisms and Cell Culture GmbH,
Braunschweig, Vokietija) ir auginta anaerobinémis salygomis, naudojant
AnaeroGen (Oxoid, JK) paketus ant RCM agaro (Oxoid) 37°C 48 val.

Maksties éminys i§ Amies terpés su anglimi iSsétas ant MRS agaro (BD
Difco, JAV) laktobacily iSskyrimui ir kraujo agaro (L. iners iSskyrimui)
leksteles inkubuotos 37°C, 5% CO; 48 val Heracell™ 1501 CO; inkubatoriuje
(Thermo Fisher Scientific).

L. gasseri, L. crispatus, L jensenii ir L. iners identifikacija atlikta pagal
16s rRNR koduojanéio geno sekg. Sis genas buvo padaugintas, panaudojus
universalius pradmenis fD1 (5°-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3°) ir rP2
(5°-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3%) (Weisburg et al., 1991).

Gauty PGR fragmenty nukleotidy seka nustatyta VU BTI Sekoskaitos
centre ir rusiné mikroorganizmo priklausomybé nustatyta, pateikus
amplifikuotas 16s rDNR sekas j NCBI Nucleotide BLAST, pasirinkus
rRNA/ITS databases.

Siy mikroorganizmy kamieny gDNR buvo panaudota teigiamai kontrolei
maksties mikroorganizmy nustatymo reakcijose.

2.5.4 Mikroorganizmy nustatymas maksties éminyje

PGR biidu, panaudojus bakterijy rusiai bidingus pradmenis (1S lentelé
prieduose), maksties éminiuose buvo nustatyti Sie mikroorganizmai:
1) keturios Lactobacillus risys; 2) septynios su BV siejamos bakterijos;
3) keturios Candida 108ys.). Gardnerella papildomai identifikuota,
panaudojus dar tris pradmeny poras (2.3 lentelé).
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2.3 lentelé. Pradmenys ir PGR salygos Gardnerella nustatymui maksties méginiuose

Lydimosi Amplikono

P P Kka (5'-3' Saltini
radmuo radmens seka (5'-3") Saltinis temp. (°C) ilgis (bp)

TTACTGGTGTATCACT Zariffard et

GVl GTAAGG al., 2002 33 334
CCGTCACAGGCTGAAC

GV3 AGT

v CGCATCTGCTAAGGAT  Menard et 58 7
epn-tar GTTG al., 2008
con-Rev CCAGGCATGTAAGCCC
P AAA

GGGCGGGCTAGAGTGC  Fredricks et

Gvag-644F A al., 2007 62 207

AA TGGAAT
Gvag-851R gC CCCGTGG GGG

Vidine kontrole, rodancia ar gDNR buvo tinkamai i$skirta i§ éminiy ir ar
reakcijos miSinyje néra PGR inhibitoriy, buvo naudotas Zmogaus
apolipoproteing E koduojancio geno (apoFE) 557 bp ilgio fragmentas, kuris,
atlickant bakterijy nustatymg maksties éminiuose, buvo lygiagreciai
padaugintas, panaudojus pradmenis ApoF2 (5
GCATTGCAGGCAGATAGTGA) ir ApoR (5
CCTGTGTGGAACAAGTTCAAG), kurie sukurti bendradarbiaujant su
Dr. V. Popendikyte (,,UAB Sorpo®).

PGR kontroliniais kamienais naudoti i§ NVSPL gauti septyniolika
Gardnerella kamieny, Lysteria monocytogenes, Streptococcus intermedius ir
Streptococcus pneumoniae kamienai.

Bakterijy nustatymui éminiuose PGR atliktos 25 ul reakcijos turyje,
kuriame buvo 1x Maxima Hot Start Green PCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific), 0,4 pM kiekvieno pradmens ir 5 pl (30-40 ng) gDNR. PGR
naudotos salygos: pradiné denatiiracija 5 min. 95°C, 38 amplifikacijos ciklai,
susidedantys i§ denattiracijos (30 s, 95°C), pradmeny prikabinimo (30 s, 54-
62°C), pradmeny ilginimo (45 s, 72°C) ir paskutinio PGR zingsnio (72°C 5
min.).

Bifidobacterium riSys identifikuotos, atlikus fuf geno fragmento
amplifikacija (1S lentelé prieduose) ir jo sekoskaita. Geno fuf sekos buvo
palygintos su sekomis duomeny bazé¢je Genbank, panaudojant programag
BLASTRn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Panaudojus gDNR i§ maksties éminiy nustatyti §ie lytiniu keliu

plintantys patogenai: Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae
(NG), Trichomonas vaginalis (TV), Mycoplasma hominis (MH), Mycoplasma
genitalium (MG), Ureaplasma urealyticum (UU) ir Ureaplasma parvum (UP)
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tikro laiko PGR (qPCR) su Anyplex II STI-7 rinkiniu (Seegene, Piety Kor¢ja,
Choe et al., 2013).

Lygiagreciai PGR, pasélio metodu buvo identifikuotos Candida spp.:
éminys i§ Amies terpés su anglimi pasétas ant Sabiiro dekstrozés agaro
(Oxoid, JK), inkubuota 37°C iki 120 val.

2.6. Gardnerella izoliavimas, auginimas ir genotipavimas
2.6.1.Gardnerella kamieny i$skyrimas

Eminys i§ Amies terpés su anglimi séjamas ant dviejy Gardnerella Agar
(GAR) léksteliy su zmogaus krauju (BioMérieux, Prancizija), skirty
selektyviam Gardnerella auginimui i§ klinikiniy éminiy. Lékstelés
inkubuotos 37°C 48 val. dviem budais: 5% CO; ir naudojant anaerobiniy
salygy sudarymo paketus AnaeroGen (Oxoid). Po inkubacijos atrinktos
smulkios pilk§vos spalvos bakterijy kolonijos su charakteringa mazo
skersmens B-hemolize (nuo 1 iki 15 kolonijy i§ vieno méginio) ir atskirai po
vieng i8sétos ant Sokolado agaro (2.2 lentelé) pagausinimui. Lékstelés
inkubuotos 37°C, 5% CO,, 48 val.

2.6.2.Gardnerella identifikavimas

Kolonijos, formuojancios budinga B-hemolizg ant GAR léksteliy, buvo
pagausintos ant Sokolado agaro (37°C, 5% CO., 48 val.). Biomas¢ nurinkta ir
suspenduota 300 ul PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH,POy, 4,3
mM Na,HPO, pH 7,4) tirpale. Centrifuguota 3 min. 10000 x g greiciu.
Nupylus supernatantg, gDNR i§ biomasés iSskirta, panaudojus rinkinj
GeneJET Genomic DNA Purification Kit. Atrinkty ir tolesnei analizei
pasirinkty klinikiniy izoliaty rii§iné priklausomybé¢ patvirtinta, nustatant visa
16s rRNR koduojancio geno seka; nukleotidy seka turi buti 98,5% identiska
referentiniy Gardnerella kamieny atitinkamoms sekoms
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=2701). PGR atlikta
25 ul reakcijos miSinyje, kurio sudétyje buvo 0,5 vnt. Phusion HF
polimerazés, 1x Phusion HF Green buferinio tirpalo (abu reagentai i§ Thermo
Fisher Scientific), 0,2 mM dNTP, 0,4 uM kiekvieno pradmens 5°‘-
TTCGATTCTGGCTCAGG-3° ir 5‘-CCATCCCAAAAGGGTTAGGC-3¢
(Ingianni et al., 1997), 10-20 ng gDNR. Geno padauginimo salygos: 95°C 4
min. (pradiné denatiiracija), 32 reakcijos ciklai: 95°C 30s (denaturacija), 60°C
30s (pradmeny prikabinimas), 72°C 1 min. (pradmeny ilginimas), paskutinio
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ciklo metu pradmeny ilginimo stadija (72°C) truko 2 min. Pasibaigus
reakcijoms PGR produktai analizuoti agarozés gelyje.

2.6.3.Gardnerella kamieny ilgalaikis saugojimas ir kultivavimas skystoje
terpéje

llgalaikiam saugojimui Gardnerella kamienai (izoliatai) buvo auginti
48 val. ant Sokolado agaro, biomasé surinkta nuo l€kStelés ir suspenduota
Saldymo terpéje (2.2 lentelé); saugojama —80°C temperatiiroje.

I8 Saldymo terpés kamienai auginimui buvo i$séti ant Sokolado agaro ir
inkubuoti 37°C, 5% CO2, 48 val. Gardnerella kamieny kolonijos, buvo
nurinktos nuo agaro ir persétos ] 7 ml skysta TSS su priedais terpg (2.2
lentel¢). Mégintuvéliai inkubuoti 24 val. 37°C 5% CO,. Kultiira buvo skiesta
iki ODgoo=0,01 (2x10° KFV/ml; KFV-kolonijas formuojantis vienetas)
Sviezia TSS terpe su priedais iki 7 ml arba 40 ml ttrio. Mégintuvéliai su
praskiesta kultiira iki 7 ml inkubuoti 24 valandas 37°C 5% CO,. Pamatuotas
paimto méginio ODeoo. Mégintuvéliai su praskiesta kultiira iki 40 ml inkubuoti
iki 44 val. 37°C 5% CO». Kur nurodyta, méginiai i§ kultiiros paimti 0, 4, 8,
16, 20, 24, 28, 32, 40 ir 44 auginimo valandomis ir pamatuota ODggo. Lastelés
nusodintos centrifuguojant, o supernatantai filtruoti per 0,22 pm
membraninius filtrus, padalinti porcijomis ir saugomi —25°C. Kiekvieno
kamieno auginimas atliktas trimis nepriklausomais eksperimentais su dviem
techniniais pakartojimais.

2.6.4.Gardnerella potipiy nustatymas

Keturi Gardnerella potipiai buvo nustatyti, amplifikuojant potipiams
budingus genus su pradmenimis (2.4 lentel¢) aprasytus Balashov et al. (2014).
PGR buvo naudota gDNR, isskirta i§ nekultivuoty maksties éminiy ir
klinikiniy Gardnerella izoliaty.

Padauginimo reakcijy 25 pl turyje buvo 1x Maxima Hot Start Green PCR
Master Mix, 0,4 uM kiekvieno pradmens ir 10-40 ng gDNR. Siekiant iSvengti
nespecifiniy reakcijy, ] PGR miSinj buvo pridéta betaino: potipiy 1 ir 4
nustatymui maksties éminiuose skirtoms reakcijoms iki 1 M, o potipio 2 iki
0,75 M betaino. Visy potipiy nustatymui naudotos Sios PGR salygos: 95°C 5
min (pradiné denatiiracija) ir 38 reakcijos ciklai, susidedantys i§ $iy stadijy:
95°C 30 s (denatiiracija), 60°C 30 s (pradmeny prisikabinimas), 72°C 30 s
(pradmeny ilginimas); pasibaigus reakcijoms ciklams, pridéta papildoma 1
min. pradmeny ilginimo stadija (72°C). Reakcijos produktai analizuoti 1,7%
agarozeés gelyje.
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2.4 lentelé. Pradmenys Gardnerella potipiy nustatymui

Pradmens Amplikono
Potipi Taiki P k €3¢
otipis aikinys pavadinimas radmens seka (5°-3¢) ilgis (bp)
CCAGTCATAAGTTTG
| o-Lofukosidaze OV TUCFOT  cgrrrTACe 130
(fucl) . TGGCACTGGCAAAGT
GV1-Fuc-Dir TTACAAC
GCAAAGCAGACTGA
) Hipotetinis GV2-hyp-For— GoGraTTAG 124
baltymas (hyp) GTAATAATCAGGCTC
GVZhyp-Rev o reateae
. TTCTGCTTCTTCTGCT
3 Tioredoksinas GV3-thi-For ATTTGCTG 142
(thi) GV3-thi-R. TTCGTTGACTTTTGG
¥ GCAACATG
CIC Seimos GVd-cis-For CCTACGCAAGCTCCA
4 chlorido jony GACGAC 74
transporto Gvd-cis-Rev ACAAGTTGCACTCTT
baltymas (cis) CGAGCTGG

2.6.5.Gardnerella izoliaty RAPD analizé

RAPD (atsitiktinai amplifikuota polimorfiné DNR) analizé¢ buvo
panaudota to paties potipio Gardnerella kamieny, i§skirty i§ to paties maksties
meégino, genetinio tapatumo jvertinimui. Potipiy 1 ir 2 kamieny analizei
naudoti du pradmenys G3-1F ir G5-1F (2.4 lentelé), o potipio 4 geriausia
kamieny diferenciacija gauta tik su G5-1F pradmeniu.

2.4 lentelé. RAPD pradmenys

Pradmuo Pradmens seka (5¢-3¢) Saltinis
G3-1F CAGATTAGCAGCAGCCGCC 5.
Sis darbas
G5-1F GCGAGTGGGCTTGGTG

Padauginimo reakcijy 25 pl tiiryje buvo 1x Platinum Green Hot start
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 0,4 pM pradmens, 20 ng gDNR.
PGR salygos buvo Sios: 94°C 2 min (pradiné denatiiracija) ir 35 reakcijos
ciklai, susidedantys i§ $iy stadijy: 94°C 30s (denatiracija), 38°C 30s
(pradmeny prisikabinimas), 72°C 45s (pradmeny ilginimas); paskutiné
pradmeny ilginimo stadija pailginta papildomai 5 min. (72°C). PGR produktai
analizuoti 1,2% agarozeés gelyje.
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2.7. Gardnerella virulentiniy veiksniy analizé
2.7.1.Toksing vaginolizing koduojancio geno ir jj supanciy seky aptikimas

Visas vly genas (1460 bp) Gardnerella kamienuose buvo nustatytas,
panaudojus VLY-For ir VLY-Rev pradmenis (2.5 lentel¢). Pradmeny VLY-
FL-F ir VLY-FL-R, kuriy taikiniai buvo gretimai vly geno esancios sekos
(angl. flanking regions), sekos pateiktos 2.5 lentel¢je. PGR salygos, kaip
aprasytos 2.6.4 sk., tik be betaino.

2.5 lentelé. Pradmenys viso v/y geno ir jj supanciy seky padauginimui

Pradmuo Pradmens seka (5¢°-3¢) Saltinis
VLY-For GCTAGCCAGCGAAGCATGCCATGC Zvirbliene et al.,
VLY-Rev GGATCCTTAGTCGTTCTTTACAGTTTCA 2010
VLY-FL-F CATCTTCGCCAGCAACTTCC

Castro et al. , 2016
VLY-FL-R GGCGGAATTATGTGCGTTATTGG

2.7.2.Toksino vaginolizino kiekio nustatymas ELISA

VLY kiekio nustatymui panaudoti Sie ELISA tirpalai ir reagentai:

e  Monokloniniai antiktinai (MAk) 12E1 ir 9B4, gauti i§ VU GMC
BTI

o  Rekombinantinis vaginolizinas (VLY) gautas i§ VU GMC BTI

e  Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) su 0,1% Tween 20

o  3,3"5,5-tetrametilbenzidino (TMB) substratas (Sigma-Aldrich,
Vokietija).

VLY kiekio nustatymus Gardnerella izoliaty supernatantuose ELISA
biidu atliko R. Lasickiené ir Dr. M. Simanavicius (VU GMC BTI). 96 sulinéliy
mikroplokstelés buvo padengtos 5 pg/ml MAk 12E1 (Zvirbliene et al., 2010),
blokuota inkubuojant su Roti-Block (Carl Roth, Vokietija) tirpalu.
Kalibracinés kreivés sudarymui naudotas iSgrynintas rekombinantinis VLY
(Zvirbliene et al., 2010), kurio Sulinéliuose buvo nuo 1 ng/ml iki 1 pg/ml.
Gardnerella supernatantai, atSildyti, serijomis praskiesti PBS su 0,1% Tween
20 ir i8pilstyti | mikroploksteliy Sulinélius. Po inkubacijos ir plovimo zingsniy,
plokstelés inkubuotos su MAk 9B4 (Zvirbliene et al., 2010), konjuguotais su
krieny peroksidaze (skiedimas 1:4000). Fermentiné reakcija stebéta,
naudojant TMB ir sustabdyta 3,6% H,SO4. OD matuotas mikroploksteliniu
spektrofotometru Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific) ir apskaiciuotas
kaip 450 nm ir 620 nm verciy skirtumas. VLY koncentracija supernatantuose
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apskai¢iuota pagal linijing kalibracinés kreivés dalj. Kur nurodyta, VLY
koncentracija buvo normalizuota pagal bakterijy kultiiros ODsoo.

2.7.3.pB-galaktozidazés aktyvumo nustatymas Gardnerella izoliatuose

Kalorimetrinis metodas, panaudojant o-nitrophenol-beta-D-
galactosidase (ONPQG) diskus (Sigma Aldrich) buvo panaudotas Gardnerella
izoliaty B-galaktozidazés aktyvumo nustatymui. ONPG diskas buvo jdétas |
sterily meégintuvélj su 0,2 ml PBS (pH 7,4) tirpalo. Su 1 pl inokuliacine kilpele
paimta Gardnerella biomasés ir suspenduota tirpale su ONPG disku. Po 1 ir
2 val. inkubacijos 37°C temperatiiroje stebéta ar tirpalo spalva mégintuvélyje
tapo geltona, o tai rodyty B-galaktozidazés aktyvuma. Jei spalva nesikeicia,
mégintuvéliai paliekami 37°C temperatiroje iki 6-18 val. Teigiamai kontrolei
naudota E. coli DH10B kamieno, transformuoto plazmide pUC57, mélynos
spalvos kolonijos, ir j PBS tirpalg jdéta iki 1 mM IPTG.

2.7.4.Sialidazes koduojanciy geny aptikimas Gardnerella izoliatuose

Sialidazg A (NanH1) koduojantis genas (sld A) nustatytas PGR budu,
panaudojus kelias pradmeny poras (2.6 lentelé).

2.6 lentelé. Pradmenys sialidazes koduojanciy geny aptikimui

Sialidazé Pradmuo Pradmens seka (5¢-3¢) A'mPllkono Saltinis
ilgis (bp)
SialF ATGGAACGTCGTTCA
ACGAAG 632 Pleckaityte et
SialR GATACGCGTTTTATG al., 2010
NanH1 TCTCTTGC
(SId A) SiadF CACGTGGAACATATG
GAAATCG 988 Sis darbas
Sia3R TAAATGTCTCTTCCAT
GTTGGCT
G.vagnanH2 AGGAGTGCGTATGCG
qPCRF TAGAAG
NanH2 ¢ VagnanH2  CCGCACTGCTGAGTT 348
qPCR R TCAC Robinson et
G.vagnanH3 CAGTTCCAATGGAAG al., 2019
qPCRF TGTGC
NanH3 5 agnanH3  AGCATCTGGGAATGC 322
gqPCRR TCTTG

PGR reakcijos, panaudojus Dream Taq polimeraze (Thermo Fisher

Scientific), atliktos Siomis sglygomis: pradiné denatiiracija 94°C 3 min,
28 ciklai: 94°C 30 s (denatiiracija), 52°C 30 s (pradmeny prisikabinimas),
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72°C 50 s (pradmeny ilginimas); ir papildoma 2 min. pradmeny ilginimo
stadija (72°C).

2.7.5.Kokybinis ir kiekybinis sialidazés aktyvumo nustatymas

Sialidazés aktyvumas Gardnerella kamienuose nustatytas, kaip apraSyta
Moncla & Braham (1989). Paruostas 110 mM 2'-(4-metilumbeliferil)-o-D-N-
acetilneuraminés rtgsties natrio hidratas (angl. 2'-(4-Methylumbelliferyl)-a-
D-N-acetylneuraminic acid sodium salt hydrate) (MUN, Sigma-Aldrich)
vandeninis tirpalas iSpilstytas po 180 pl ir uzSaldytas. Prie§ naudojima,
atsildzius, ] MUN tirpalg jpilta 20 pl 1,0 M natrio acetato buferinio tirpalo (pH
4,6). Tirpalu sudrékinta 90x6 mm dydzio Watman filtrinio popieriaus juostelé.
Gardnerella biomasé nuo lékstelés buvo jtrinta j filtrinio popieriaus juostele.
Juostelés inkubuotos 37°C 5 ir 15 min. kambario temperattroje ir UV Sviesoje
stebéta reakcija. Sialidazés aktyvumas stebimas kaip ryski meélyna
fluorescencuojanti démé. Po 5 min. inkubacijos matoma fluorescencija
laikoma teigiama reakcija, o matoma tik po 15 min. — silpnai teigiama
reakcija. Kontrolémis naudoti Sie bakterijy kamienai: neigiama kontrolé
E. coli (n=2) ir L. monocytogenes (n=1); teigiama kontrolé S. intermedius
(n=1) ir S. pneumoniae (n=1).

Kiekybinj sialidazés aktyvumo nustatyma atliko Dr. L. Baranauskiené
(VU GMC BTI). Gardnerella izoliaty supernatantai buvo 20 karty skiesti su
50 mM natrio acetatu (pH 5,5), kuriame buvo 200 mM MUN. Reakcijos
miSinys buvo iSpilstytas j juodo polistireno mikroploksteles po 100 ul |
Sulin¢lj. Plokstelés uzklijuotos optiskai pralaidzia plévele. MUN hidrolize
nustatyta, matuojant fluorescencija, kai suzadinimo bangos ilgis yra 365 nm
(pralaidumas 9 nm), emisijos bangos ilgis 440 nm (pralaidumas 20 nm) kas 2
minutes 30°C purtant 17 Hz (Synenergy H4 hybrid multi-mode
mikroploksteliy skaitytuvas, Biotek JAV). Kiekvieno supernatanto
fluorescencija matuota po du kartus. Santykinis sialidazés aktyvumas
nustatytas, vertinant fluorescencijos intensyvumo kreivés pradinio tiesinio
intervalo pokrypio kampa. Sialidazés aktyvumas normalizuotas pagal
bakterijy kulttiros OD.

2.7.6.Biopléveliy formavimas

Gardnerella kolonijos po 48 val. auginimo ant Sokoladinio agaro
persétos i 10 ml bioplevelés augimo terpe BHIs (2.2 lentelé). Inkubuota 24 val
37°C temperatiroje ir 5% CO». Po inkubacijos bakterijy suspensija atskiesta
iki ODgoo=0,2 (3x107 KFV/ml) ir iSpilstyta po 150 ul j 96 Sulinéliy
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plokséiadugne mikroplokstele. Bakterijy suspensija taip pat iSséta kontrolei
ant Sokolado agaro galimos tarSos kitomis bakterijomis ar grybais nustatymui;
plokstelé inkubuota 37°C, 5% CO,, 24 val. Teigiama kontrole naudotas
G. vaginalis kamienas ATCC 14018; neigiama kontrolé buvo terpé BHIs be
bakterijy. Po inkubacijos mikroplostelés Sulinéliai plauti 150 pl PBS tirpalu 3
kartus, siekiant pasalinti neprilipusias/nesudariusias bioplévelés bakterijas.
Plokstelés dziovintos 24 val. kambario temperattiroje. | plokstelés Sulinélius
pripilta 150 pl safranino tirpalo (Sigma-Aldrich) ir dazyta 15 min. kambario
temperattiroje. Po to Sulinéliai plauti 150 pl PBS tirpalu 3 kartus. Plokstelés
dziovintos tamsoje 24 val. kambario temperatiroje. Safraninas tirpintas 150
ul 33% acto raigsties tirpale 15 min. maiSant ir pipetuojant. 75 pl tirpalo
perkelta | naujg mikroplokstele ir iSmatuotas ODsos spektrofotometru Anthos
2020 (Biochrom Ltd). Kiekvienam Gardnerella kamienui daryti
nepriklausomi keturi eksperimentai, kiekvienas su 8§ techniniais pakartojimais,
1§ kuriy skai¢iuotas OD4o, vidurkis. Neigiama ir teigiama kontrolés (po keturis
pakartojimus) jtrauktos j kiekvieng mikroplokstelg.

Kamienai, remiantis OD49, rezultatais, buvo suskirstyti j kategorijas, kaip
aprasyta Stepanovi¢ et al. (2000). Ribiné OD reik§mé (ODr) (angl. cut-off)
buvo nustatyta kaip 3 standartiniai nuokrypiai (SN) nuo neigiamos kontrolés
OD vidurkio. I$skirtos 4 kategorijos: neformuojantys bioplévelés OD<ODr,
formuojantys silpng bioplévele ODr<OD<2xODr, formuojantys viduting
bioplévele 2xODr<OD<4xODr, formuojantys stiprig bioplévele 4xODr<OD.

2.8. Statistiné analizé

Statisting analize atliko V. Gegzna (VU GMC, Biomoksly institutas).
GraphPad Prism 6 programa (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, JAV)
naudota apskaiCiuoti mikroorganizmy ir Gardnerella potipiy aptikimo
meéginiuose jautrumo (angl. sensitivity), specifiSkumo, GS (95% PI) (angl.
odds ratio) nustatymui. PGR sistemuy, skirty nustatyti Gardnerella méginiuose
palyginimui buvo apskaiciuotas koeficientas k (kappa). Kai kappa reiksmé
gauta < 0,20 sistemy atitikimas vertintas kaip blogas, 0,21-0,40 — silpnas,
0,41-0,60 — vidutinis, 0,61-0,80 — geras atitikimas, 0,81-1,00 — puikus
atitikimas (Fletcher & Fletcher, 2005). Skirtumai tarp grupiy, naudojant
GraphPad Prism 6, buvo jvertinti Fierio testu (angl. two-tailed Fisher’s exact
test) (Fletcher & Fletcher, 2005), kai reikSmingumo lygmuo p< 0,05.

Gardnerella virulentiniy veiksniy raiSkos rezultatai trijuose potipiuose
buvo analizuoti statistine kompiuterine programa ,R“, versija 3.4.3.
Analizuoti duomenys buvo fenotipinés charakteristikos (VLY produkcija,
biopléveles kiekis, isreikstas kaip OD, ir sialidazés aktyvumas), iSreikStos
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skaitiniy reik§miy logaritmais ir potipiai. Logaritminé transformacija buvo
taikoma tokiu biidu: (i) x* = log(x), kur x yra bioplévelés kiekis arba
(i) y’ =log(y + 1), kur y yra arba sialidazés aktyvumas, arba VLY kiekis
(verté ,,1 turéjo buti pridéta, jei charakteristika turéjo reikSmiy, lygiy ,,0°).
Fenotipiniy savybiy raiskos skirtumai tarp potipiy buvo jvertinti arba (a)
Welch F kriterijumi ir Games-Howell post hoc procediira palyginimui
poromis, esant normaliai pasiskirs¢iusiems duomenims, kuriy dispersijos
skyrési statistiSkai reikSmingai (tikrinta Brown-Forsythe kriterijumi) arba (b)
Kruskal-Wallis kriterijumi ir Conover-Iman post hoc procediira palyginimui
poromis, taikant Holm korekcija p reikSméms, kai duomeny normalumo
priclaida buvo smarkiai pazeidziama (Field et al., 2012). Statistinio
palyginimo rezultatai pateikti kaip kriterijaus statistika (pvz., H, F, ), Salia
kurios skliaustuose pateikti parametrai bei p reik§mé. Reik§mingumo lygmuo
a=0,05: kai p < 0,05 rezultatas buvo vertinamas kaip statistiskai reik§mingas.
Post hoc pory palyginimo rezultatai buvo apibendrinti kompaktiniu raidiniu
zymgjimu (CLD) (Gramm et al., 2007). Jei kelios grupés buvo pazymeétos ta
pacia CLD raide, tai rodé, kad tarp raide pazyméty grupiy néra statistiskai
reikSmingo skirtumo (p > 0,05). Normalumo prielaidos tikrinimui naudotas
Shapiro-Wilk kriterijus, kuriam pasirinktas reik§mingumo lygmuo buvo 0,01.

Rysys tarp skaitiniy fenotipiniy poZymiy pory buvo tirtas naudojant
Spearman koreliacijos analizg. Buvo apskaiCiuojamas koreliacijos
koeficientas, tirtas statistinis koreliacijos reikSmingumas (daugybiniy
lyginamy p vertés buvo koreguojamos Holm procediira) ir koeficiento 95%
pasikliautinasis intervalas (PI) buvo apskaiciuojamas koreguotyjy procentiliy
(BCa, angl. bias corrected and accelerated) savirankos metodu (Di Ciccio &
Efron, 1996) pagal 10*savirankos im¢iy rezultatus.

Kiekvienos skaitinés charakteristikos (prognozuotojo) klasifikavimo
savybés ir kickvienas prognozuotojy derinys, norint nustatyti tris Gardnerella
potipius, buvo iSanalizuotas naudojant atsitiktiniy miSky (angl. Random
Forests) algoritma (,,R“ paketas ,,ranger®, Wright & Ziegler, 2017), naudojant
10* medziy. Hiperparametry ir geriausio modelio pasirinkimas buvo pagrjstas
100 karty pakartota pagal trijy potipius stratifikuoty daliy kryzminio
patvirtinimo procedira (angl. 100-times repeated 3-fold cross-validation),
vykdoma naudojant ,R,, paketa “caret” (Kuhn, 2008). Klasifikavimo
tikslumas vertintas Cohen‘o k (kapa) koeficientu (Khriplovich &
Pomeransky, 1998) (k verc¢iy interpretacija: 1 —ideali klasifikacija, 0 — visiSko
atsitiktinumo lygio (beverte¢) klasifikacija). Modeliavimas atliktas kiekvienai
galimai fenotipiniy savybiy (prediktoriy) kombinacijai. Rezultatai pateikti
kaip 300 pakartojimy (3 dalys X 100 karty) k reikSmiy vidurkis ir jo
pasikliautinasis intervalas. Poriniai modeliy palyginimai atlikti, naudojant
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priklausomy im¢iy Student ¢ kriterijy (Field et al., 2012), p reikSméms taikyta
Bonferroni korekcija.

Kiti galimi rySiai tarp potipiy ir fenotipiniy charakteristiky buvo tirti,
taikant principiniy komponenty (PCA) (Field et al., 2012) ir hierarchinio
klasterizavimo (HC) analizes. Pries atliekant Sias procediiras duomenys buvo
standartizuoti (atlikta z transformacija) norint iSvengti matavimo vienety
itakos. HC analizé grista Euklido atstumu ir Ward‘o jungimo metodu
(Murtagh & Legendre, 2014). Rezultatai vizualizuoti dendrograma ir PCA
rezultaty grafiku, kuriame pirmy dviejy principiniy komponenty (PC) erdvéje
rodyklémis atidétos fenotipinés savybés, o taskais konkretiis atvejai (angl.
PCA biplot). Buvo trys Gardnerella potipiai, todél pasirinkta duomenis
suskirstyti ] tris klasterius. Klasteriai buvo sudaryti pasirenkant tris
stambiausias dendrogramos Sakas. Calinski-Harabasz (CH) indeksas
(Arbelaitz et al., 2013) buvo naudojamas, kaip papildomas klasterinés analizés
kokybés kriterijus (didesné CH verté rodo geresnj suklasterizavima,
mazesné — prastesnj).
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3. REZULTATAI

Vaisingo amziaus motery maksties mikrobiota gali skirtis dél motery
priklausomybés skirtingoms raséms bei etninéms grupéms ir dél tam tikry
kulttiriniy jprociy (Brotman et al., 2008; Ravel et al., 2011; Fettweis et al.,
2014). Todél tyrimai, jtraukiantys kuo daugiau maksties mikrobiotos bakterijy
kamieny i§ motery, gyvenanciy skirtinguose Zemynuose, regiomuose ar
Salyse, yra itin vertingi (Condori-Catachura et al., 2025).

Siame darbe buvo siekiama aptikti Gardnerella potipius maksties
éminiuose i§ sveiky ir sergan¢iy BV Lietuvos motery. ISskirti i§ méginiy
Gardnerella kamienus, nustatyti jy virulentinius veiksnius bei veiksniy
raiSkos skirtumus molekuliniuose Sios bakterijos potipiuose ir jvertinti galima
potipiy sasaja su sveika ir BV biikle.

3.1. Tiriamoji motery grupé ir éminiai

Maksties éminiai buvo surinkti i§ 116 motery, kurios kreipési i
ginekologijos klinikas Vilniuje ir Marijampoléje. Visos dalyvés pasirasé
raSytinj sutikimg dalyvauti biomedicininiame tyrime. Tyrimo dalyvés buvo
pilnametés, amzius nuo 22 iki 53 mety, vidurkis 30,8 metai. Moterys kreipési
1 klinikas profilaktiniam patikrinimui (neturéjo skundy dél lyties taky) arba
dél atsiradusiy nusiskundimy, tokiy kaip nejprastos, blogo kvapo,
pagauséjusios maksties iSskyros, niezulys, deginimo jausmas ir pan. Visos
dalyvés uzpildé klausimynus apie vartojamas kontraceptines priemones,
menstruacinio ciklo dieng ir maksties infekcijy daznuma. Moterys nebuvo
jtrauktos j tyrima, jeigu kraujavo, nustatyta ZIV infekcija, buvo gydytos
antibiotikais maziau nei 14 dieny iki éminiy paémimo. Gydytojas akuSeris—
ginekologas apziiiros metu steb¢jo ir uzrasé klinikinius simptomus bei tyrimo
dalyviy nusiskundimus.

IS viso buvo surinktas 121 maksties éminiy komplektas: i§ 111 motery
po vieng ir i§ 5 motery po du (su 3—6 ménesiy pertrauka). Buvo surinkti Sie
éminiai: 1) DNR i$skyrimui, 2) Gardnerella izoliavimui pasélio metodu ir
3) maksties tepinélis ant mikroskopinio stiklelio Nugent vertés (NS)
nustatymui mikroskopuojant. Dviejy motery éminiai dél jy nepakankamos
kokybes mikroskopiniam vertinimui buvo atmesti.

Keturios tyrimo dalyvés buvo néscios (nuo 16 iki 34 savaités). IS 106
motery, pranesusiy apie menstruacinj cikla, 45 (42,5%) buvo folikulinéje
menstruacijy fazéje. Trys moterys pranes$¢, kad turi premenopauzinius ciklo
sutrikimus. Sesiasdesimt $esios moterys pranes¢, kad maksties infekcijos joms
kartojasi daznai, 11 motery jog infekcijos yra retos. Geriamus kontraceptikus
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vartojo 21 tyrimo dalyvé, intrauterines spirales turéjo 3 dalyvés, 1 naudojo
maksties kontraceptinj zieda.

3.2. Maksties éminiy mikrobiotos apibiidinimas pagal bakterijy riisis

Norint jvertinti bakterijos Gardnerella ir jos potipiy genetines bei
fenotipines savybes, svarbu charakterizuoti bakterijos Saltinj — maksties
mikrobiota — atskiriant sveika ir BV bikles. Siame darbe BV buvo
diagnozuota, remiantis Amsel kriterijais (Amsel et al., 1983) ir maksties
i8skyry mikroskopiniu vertinimu pagal Nugent et al. (1991) bei JAV CDC
(Muzny et al., 2022) ir Europos IUSTI/WHO (Sherrard et al., 2023)
rekomendacijomis. IS 119 éminiy, 10 éminiy buvo nejtraukti j tolimesng
analize, nes pagal Amsel kriterijus ir tepinélio NS verte, maksties mikrobiotos
pokyc€iy nebuvo galima priskirti BV. Motery maksties méginiai taip pat
charakterizuoti aptinkant PGR biidu su BV siejamas septynias anaerobines
bakterijas ir keturias laktobacily rsis, kaip aprasyta Fredricks et al. (2007).
Kadangi misrios infekcijos gali maskuoti arba imituoti BV biikle (Sobel et al.,
2013), méginiuose buvo nustatyta Candida kolonizacija/infekcija pasélio
metodu ir PGR, taip pat septyni lytiskai plintantys patogenai kokybine qPGR.
Gardnerella priklauso Bifidobacteriaceae Seimai ir siekiant iSvengti
klaidingai teigiamy PGR rezultaty, Bifidobacterium spp. papildomai nustatyta
pagal tuf geno seka.

IS 109 maksties méginiy 29 (24,4%) buvo klasifikuoti BV teigiamais,
remiantis Amsel kriterijais ir Nugent verte (NS 7-10). BV teigiamuose
meéginivose, atliekant 7-ias nepriklausomas kokybines PGR reakcijas,
kiekvienam méginiui gautos vidutiniskai 5,7 teigiamos reakcijos, kuriy
taikiniai su BV siejamos anaerobinés bakterijos ir 1,7 teigiamos reakcijos
keturioms Lactobacillus riSims (3.1 pav.). F. vaginae buvo nustatyta 89,7%
ir Gardnerella 100% BV teigiamy méginiy, kai specifiSkumas atitinkamai
buvo 83% (95% PI 70,2-91,9) ir 13,2% (95% PI 5,5-25,3). Eggerthella-tipo
(GS 25,20; 95% PI, 7,37-86,19; p< 0,001), Leptotrichia/Sneathia (GS 10,86;
95% PI 3,75-31,51; p < 0,001) ir Megasphera ph.1 (GS 12; 95% PI, 4,08—
35,31; p <0,001) rusys buvo susijusios su didele NS verte (7-10) (2S lentelé
prieduose).

IS keturiy Lactobacillus riisiy, L. jensenii buvo re¢iausiai aptinkama BV
teigiamuose méginiuose (GS, 0,2; 95% PI 0,07-0,57). IS 29 BV teigiamy
méginiy, astuoniuose pasélio metodu buvo iSauginta C. albicans. Tokios
pacientés, kurioms buvo nustatyta BV ir kandidoze, prane$é apie nejprastas
maksties i§skyras (8/8) ir niezulj (3/8). Trys i§ 29 BV teigiamy motery nejauté
jokiy simptomy.
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BV neigiami (NS 0-3) buvo 53 (44,5%) méginiai. Juose kiekvienam
méginiui, prieSingai nei BV teigiamuose, buvo nustatyta vidutinikai 1,8
teigiamy reakcijy anaerobinéms bakterijoms ir 2,3 teigiamy reakcijy
Lactobacillus risims. Sveikoms pacientéms dazniausiai nustatomos bakterijy
rusys buvo L. iners (75,5%) ir Gardnerella (86,8%), ir L. crispatus (58,5%),
L. jensenii (56,6%) ir L. gasseri (43,3%) (3.1 pav., 28S lentelé prieduose). Tarp
BV neigiamy méginiy 18,9% (10 i§ 53) pas¢lio metodu buvo nustatyta
kolonizacija Candida. Trys i§ 10 minéty motery, neprane$é apie jokius
simptomus, o 7 i§ jy jvardino nejprastas maksties i§skyras ir niezulj.

BV teigiami
daliné BV
M (] BV neigiami
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3.1 pav. Maksties méginiy (n=109) kiekis (%), kuriuose PGR biidu aptiktos bakterijy
rasys. BV teigiami (n=29), daliné BV (n=27), BV neigiami (n=53) méginiai.
*p <0,05; **p < 0,001.

I 109 tirty éminiy, 27 (22,7%) priskirti dalinei BV (NS 4-6). Juose
méginiui gauta vidutiniskai 3,5 teigiamy reakcijy anaerobinéms bakterijoms
ir 1,9 teigiamy reakcijy laktobaciloms. Dazniausia aptinkamos bakterijos
buvo Gardnerella (100%), L. iners (77,8%), L. crispatus (55,6%), F. vaginae
(51,9%) ir Leptotrichia/Sneathia (48,2%). Kolonizacija Candida pasélio
metodu aptikta 2 (7,7%) éminiuose.

IS septyniy lytiniu keliu plintanéiy patogeny, Ch. trachomatis,
N. gonorrhoeae, T. vaginalis, M. hominis (MH), M. genitalium (MG),
U. urealyticum (UU) ir U. parvum (UP), méginiuose buvo aptiktos tik
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Mollicutes bakterijos: MH, MG, UU ir UP. UP buvo nustatyta 46% visy
méginiy. MH, UU ir MG buvo maziau paplite (atitinkamai 10,1%, 9,2% ir
0,92%). UP aptikimo daznis statistiskai patikimai susijes su NS 7-10 (GS
5,63; 95% PI 2,10-15,12; p <0,001) (3.2 pav.). Didesnis UP paplitimas taip
pat buvo aptiktas ir dalinés BV éminiuose palyginus su BV neigiamais
éminiais (GS 3,17; 95% PI 1,21-8,32; p = 0,027). MH dazniau aptikta BV
teigiamuose éminiuose (p = 0,007). UU aptikimo daznis buvo nesusijes su
didele NS verte (GS 1,41; 95% PCI 0,29-6,80; p = 0,694) (3.2 pav., 2S lentelé
prieduose).

] 1BV neigiami
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3.2 pav. M. hominis (MH), M. genitalium (MG), U. parvum (UP) ir U. urealyticum
(UU) paplitimas BV teigiamuose (n=29), dalinés BV (n=27) ir BV neigiamuose
(n=53) maksties méginiuose *p<0,005; **p<0,001.

Tolimesnis  Gardnerella  potipiy nustatymas atliktas  Siuose
charakterizuotuose maksties méginiuose (n =109): BV teigiami (n = 29),
dalinés BV (n=27) ir BV neigiami (n = 53).

3.3.  Gardnerella aptikimas maksties éminiuose

Zinios apie Gardnerella paplitima sveiky ir sergan¢iy BV motery lyties
takuose, taip pat daugéjantis skai¢ius BV diagnostikai naudojamy PGR
metody, paskatino jvertinti skirtingg PGR pradmeny, skirty aptikti
Gardnerella lyties taky méginiuose, specifiskuma. Sios bakterijos nustatymui
dazniausiai naudotos pradmeny poros: pradmeny GV1 ir GV3 taikinys yra
23S rRNR koduojantis genas (Zariffard et al., 2002), pradmeny cpn-For ir
cpn-Rev taikinys yra cpn60 genas (Menard et al., 2008), o pradmeny Gvag
644F ir Gvag 851R taikinys yra 16S rRNR koduojantis genas (Fredricks et al.,
2007). Siame darbe Gardnerella nustatymui buvo sukurti pradmenys (VLY-
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585F ir VLY-1334R) skirti geno vly, koduojancio toksing vaginolizing,
fragmento (749 bp) amplifikavimui. Pradmeny, kuriy taikinys yra viy,
specifiskumas buvo tikrintas, naudojant gDNR, iSskirta i§ 17 Gardnerella
kamieny, L. iners, L. crispatus, L. gasseri, L.jensenii, B. bifidum,
S. intermedius, S. pyogenes, S. pneumoniae ir zmogaus chromosominés DNR.
Kryzminiy reakcijy su negiminingais Gardnerella kamienais nebuvo aptikta.
PGR produktas buvo nustatytas visuose Gardnerella kamienuose, taip pat ir
ATCC 14018 kamiene. Tyrimo specifiSkumas buvo patvirtintas amplifikuoto
PGR produkto sekoskaita.

gDNR, isskirta i§ 91 maksties méginio (001S1-064S1, 093S1-0116S1,
00552, 008S2 ir 028S2), buvo panaudota Gardnerella aptikimui, panaudojant
keturias pradmeny poras. I§ Siy méginiy, 59 (64,8%) buvo teigiami,
panaudojus cpn60 PGR, 42 (46,2%) méginiy — 23S rRNR PGR, 83 (91,2%)
méginiy — 16S rRNR PGR ir 79 (86,8%) méginiy — vy PGR (3S lentelé
prieduose). Atitikimas tarp vly PGR ir 16S rRNR PGR buvo vidutinis
(k= 10,55), o vly PGR ir 23S rRNR PGR buvo silpnas («x = 0,23). Be to, 75 i§
91 (82,4%) maksties éminio buvo identifikuoti Gardnerella potipiai. Taigi,
Gardnerella nustatymas, panaudojant jvairius pradmenis rodo, kad kai
kuriuose tyrimuose aptiktas nedidelis Gardnerella paplitimas sveiky motery
lyties takuose PGR metodu (Zariffard et al., 2002; Vitali et al., 2015) gali
priklausyti ne tik nuo motery etninés kilmés ar pacienciy grupés/kohortos, bet
ir nuo pasirinkto PGR taikinio.

3.4.  Gardnerella potipiy nustatymas maksties €éminiuose

Gardnerella potipiy (Ahmed et al, 2012) identifikavimui
nekultivuotuose maksties méginiuose buvo panaudotas PGR, kurio taikiniai
yra potipiui (angl. clade) budingi genai, kaip apraSyta Balashov et al. (2016).

IS visy 102 Gardnerella teigiamy méginiy, penki buvo neigiami visoms
potipiui biidingoms PGR reakcijoms. I§ $iy méginiy iSauginti Gardnerella
kamieny taip pat nepavyko. DidZioji dauguma méginiy tur¢jo daugiau kaip
vieng Gardnerella potip] jvairiais deriniais (3.3 pav., 4S lentelé prieduose).

Trys potipiai (1, 3 ir 4) buvo aptikti kaip meéginyje esantis vienintelis
(angl. single) potipis. Potipis 2 buvo rastas tik dauginése (ang/. multiple)
potipiy bendrijose, iSskyrus vienintel] 093S1méginj, kurio NS 2. Potipis 4
(79,4%) ir 1 (63,7%) buvo aptinkami dazniausiai, potipis 2 aptiktas 42,2% ir
potipis 3 — 15,7% éminiy. Dauginiai Gardnerella potipiai maksties éminiuose
buvo statistiSkai reikSmingai susije su NS>4 (GS 3,64; 95% PI 1,48-
8,91; p =0,005) (3.3 pav.).
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3.3 pav. Gardnerella potipiy pasiskirstymas, nurodant vieno ir dauginiy potipiy
kiekius procentais BV teigiamuose (n=29), dalinés BV (n=27) ir BV neigiamuose
(n=46) maksties méginiuose. *p<0,005; **p<0,001.

Reciausiai aptinkamas potipis 3 (15,7%) yra beveik tolygiai pasiskirstes
tarp BV teigiamy, dalinés BV ir BV neigiamy éminiy (3.3 pav.). Daugiausiai
paplites potipis 4 nebuvo statistiskai reikSmingais susijes su BV (NS 7-10)
(GS 1,31; 95% PI 0,394,41; p=0,767), o potipis 2 buvo dazniausiai
aptinkamas méginiuose, kuriy NS 7-10 (GS 6,26; 95% PI 2,20-
17,81; p <0,001). Buvo nustatyta statistiskai reik§Sminga ir potipio 1 sgsaja su
BV (NS 7-10) (GS 4,69; 95% PI 1,38-15,88; p =0,010), nors jis buvo
nustatytas atitinkamai 61,5% ir 57,1% dalines BV ir BV neigiamuose
éminiuose (3.3 pav., 5S lentelé prieduose.).

3.5. Gardnerella kamieny iSskyrimas i§ maksties méginiy ir jy
genotipavimas j potipius

Gardnerella kamienai i§ maksties éminiy buvo isskirti pasé¢lio metodu.
Eminys i§ Amies terpés su anglimi buvo sé¢jamas ant dviejy GAR léksteliy,
kurios buvo inkubuojamos 5% CO ir anaerobinéje atmosferoje. Toks
dvigubas iSs¢jimas neleidzia prarasti bakterijos kamieny, kuriy tolerancija
deguoniui gali buti skirtinga. Auginant anaerobinémis sglygomis aiskiau
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matoma -hemolizé ant GAR Iéksteliy. Inkubacija 5% CO, atmosferoje svarbi
del galimo gausaus kity anaerobiniy bakterijy augimo grieztai anaerobinémis
salygomis, kuris uzmaskuoty Gardnerella kolonijas.

Gardnerella kamienai buvo iSauginti i§ 27 maksties méginiy su jvairia
NS verte. Kamienai atrinkti i§ vienos atskiros kolonijos. Gardnerella
identifikuota pagal kolonijy morfologija, p-hemolize ir 16S rRNR gena
koduojanc¢ia seka (tapatumas referentiniy kamieny atitinkamo geno
nukleotidy sekai >98,5%). Kamienai i§ atskiry kolonijy buvo genotipuoti,
panaudojant potipiams budingus pradmenis PGR biidu. I§ méginiy buvo
i§skirti potipiy 1, 2 ir 4 kamienai. Potipio 3 kamieny iSauginti nepavyko. I$
devyniy makSties méginiy buvo iSauginti keliems potipiams priklausantys
kamienai (6S lentelé prieduose). Nustatyti potipiai, atitiko tiesiogiai éminyje
nustatyty potipiy derinius su dviem i§imtimis: i) potipis 1 buvo aptiktas 070S1
éminyje, bet keturi kamienai iSauginti i§ Sio méginio priklausé potipiui 2; ii)
1§ 058S2 meéginio isskirtas potipio 2 kamienas, taciau $is potipis nebuvo
nustatytas méginyje.

Kai kuriems Gardnerella kamienams potipio nustatyti nepavyko.
Eminyje 086S1 (NS 6) buvo nustatyti visi keturi potipiai ir vienas nezinomo
potipio kamienas. Tai reiskia, kad potipiy yra daugiau nei manyta (Ahmed et
al., 2012; Malki et al., 2016).

3.6. Gardnerella kamieny suskirstymas j potipius bei riisis

Buvo isskirta vir§ 60 Gardnerella kamieny i§ 27 maksties méginiy,
taCiau ne visi kamienai buvo gyvybingi. Tolimesniam tyrimui buvo pasirinkti
i§ 23 meginiy iSauginti 34 Gardnerella kamienai: keturiolika priklausanciy
potipui 1, vienuolika — potipiui 2, aStuoni — potipiui 4 ir vienas nezinomo
potipio kamienas (Nr. 86.1).

Skirtingy potipiy kamienai buvo iSauginti i§ septyniy maksties éminiy
(6S lentelé prieduose). IS 058S1 éminio pavyko iSauginti kamienus, kurie
priklaus¢ trims potipiams, aptiktiems tiesiogiai nekultivuotame maksties
méginyje PGR metodu. IS 084S1 (potipio 1: 84.1 ir 84.5; potipio 2: 84.4 ir
84.6) ir 086S1 (potipio 2: 86.3 ir 86.5) méginiy buvo iSauginta po kelis to
paties potipio kamienus, o RAPD analizé patvirtino, kad tai genetiskai
skirtingi kamienai (3.4 pav.).
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3.4 pav. Gardnerella kamieny RAPD profiliai. Potipis 1 (A ir B); potipis 2 (C ir D);
potipis 4 (E). Profiliai gauti, naudojant pradmenis 3G-1F (A, C) ir G5-1F (B, D, E).
Nuotrauky virSuje nurodyti kamieny numeriai. M — DNR fragmenty ilgio standartas
(Gene Ruler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific).

Visy kamieny priklausymas Gardnerella buvo patvirtintas 16s rRNA
koduojancio geno sekoskaita. Du kamienai (99.1 ir 105.1) buvo isskirti i$
sveiky motery maksties éminiy (NS 3). Kiti kamienai buvo i§ éminiy, kuriy
NS >4 (6S lentelé prieduose).

I Gardnerella kamieny kolekcija, siekiant padidinti potipo 4 kamieny
skai¢iy, buvo jtrauktas GV37 kamienas, gautas i§ Dr. Jacques Tankovic
(Paryziaus Saint-Antoine ligoniné, Mikrobiologijos skyrius). Taciau Sis
kamienas nebuvo jtrauktas  statisting analize, skirtg sugrupuoti kamienus i
klasterius pagal jy fenotipines savybes. GV37 kamienas buvo isskirtas i§
devyniolikmetés pacientés kraujo pasélio, kuriai diagnozuota encefalopatija.
Gydytojai aiSkinosi staigios encefalopatijos prieZastis, bet neaptiko nei
metaboliniy ar imunologiniy nukrypimy, nei virusinés infekcijos, todél
manytina, jog ligos priezastis buvo Gardnerella infekcija, ypac kai pries
patenkant j ligoning pacienté turéjo nusiskundimus dél lyties taky. Siekiant
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jsitikinti, jog i§ Saint-Antoine ligoninés atsiysta bakterija yra Gardnerella,
kamienas buvo padaugintas ir nustatyta 16S rRNR koduojanti seka, kuri buvo
100% identiS8ka G. vaginalis 409-05 (Gene bank No. NC 013721). Buvo
atlikta Sio kamieno viso genomo sekoskaita, sekoskaitos duomenys buvo
iSanalizuoti Dr. A. Timinsko (VU GMC BTI), ir seka paskelbta Geny banke
(Gene bank no. CP019058). Gardnerella bakteremijos su neurologiniais
simptomais atvejis, jskaitant izoliato charakterizavimg buvo apraSytas kartu
su su pranciizy kolegomis kaip atvejo analiz¢ (angl. Case report, Tankovic et
al., 2017).

Kintant Gardnerella taksonomijai ir skirstant gentj jau ne tik j potipius,
bet ir j riiSis ir genomo rasis (Vaneechoute et al., 2019), buvo ieSkoma budy,
kokiais nesudétingais metodais Sias rusis identifikuoti. Atskyrimas pagal 16s
rRNR sekas yra nepakankamas dé¢l jy didelio panaSumo (>98,5%) tarp rusiy.
Hill et al. (2019) panaudojo daling (552 bp) Saperonino cpn60 seka (cpn60
UT) kaip paprasta ir greita Gardnerella suskirstymo j riisis metoda. Siame
darbe, prisitaikant prie taksonomijos pokycCiy, buvo nustatytos tiriamyjy
Gardnerella kamieny cpn60 UT sekos ir sudarytas §iy kamieny filogenetinio
giminingumo medis (darba atliko Dr. A. Bulavaité, VU GMC BTI), jtraukiant
referentinius skirtingy riiSiy ir vadinamyjy genomo rasiy (angl. genome
species) kamienus (Vaneechoutte et al., 2019), kaip apraSyta Hill et al. (2019)
(3.5 pav.).

Keturiolika kamieny, kurie priklausé potipiui 1, ir referentinis G.
vaginalis (ATCC 14018) kamienas buvo toje pacioje medZzio Sakoje. Potipio
2 kamienai sugrupuoti su referentiniu G. piotii kamienu, nors keturi (63.3,
65.2, 82.2 ir 86.3) Sios grupés kamienai ir genomo riiSis 3 sudaré atskirg
pogrupj. Potipio 2 kamieny diferencijacija | G. piotii 10§} ir genomo rusj 3
atitiko Hill et al. (2019) ir Vaneechoute et al. (2019) rezultatus. Sesi potipio 4
kamienai sugrupuoti su referentiniu G. leopoldii kamienu (UGent 06.41), o
trys kamienai (106.3, 107.1 ir GV37) sugrupuoti su G. swidsinskii referentiniu
kamienu. Nenustatyto potipio izoliatas 86.1 pagal cnp60 UT analizg priskirtas
G. vaginalis rusiai. 3.1 lenteléje pateikta kamieny priskyrimas potipiui ir
rusiai. Kitos rasys/genomo rii§ys tarp iSauginty kamieny nebuvo aptiktos.
Kamieny riai§iné priklausomybé véliau nustatyta MALDI-TOF masiy
spektrometrijos biidu, kurj atliko kolega T. Maier i§ Brukers Daltonik GmBH
(Bulavaite et al., 2021). MALDI-TOF metodu buvo galima atskirti tik
filogenetiskai skirtingas raSis, sudarytas 18 G. vaginalis/G. piotii ir G.
leopoldii/G. swidsinskii.
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3.5 pav. Filogenetinis Gardnerella kamieny sarysys pagal cpn60 UT sekas. Itraukti referentiniai G. vaginalis, G. piotii, G. swidsinskii, G. leopoldii
rusiy, devyniy genomo riisiy kamienai ir Alloscardovia omnicolens kamienas (pagal Bulavaite et al., 2021).
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Gardnerella 1i8iy nustatymas ir jy aptikimas éminiuose pagal cpn60
seka iSlieka populiariausiu metodu (Hill et al., 2019; Munch et al., 2024), nors
jo skiriamoji geba néra pakankama, ypa¢ atskiriant panaSias (pvz.
G. piotii/genome sp. 3) ar reciau aptinkamas riisis (Munch et al., 2024). Nors
Vanneechoute et al. (2019) teigé, jog MALDI-TOF pavyko atskirti panasias
rusis, tokias kaip G.swidsinskii ir G. leopoldii, taciau, kaip apraSyta anksciau,
Dr. T. Maiers, panaudojant MALDI-TOF i§ Brukers Daltonik GmBH, atskirti
$iy rasiy nepavyko.

Toliau Siame darbe trisdeSimt keturi skirtingy potipiy Gardnerella
kamienai buvo apibudinti pagal jy virulentinj potencialg.

3.7. Gardnerella virulentiniai veiksniai ir jy pasiskirstymas potipiuose
3.7.1.B-galaktozidazés aktyvumas Gardnerella potipiuose

B-galaktozidazé yra fermentas, kuris bakterijose dalyvauja laktozés
skaldyme j paprastesnés struktiiros cukrus, gliukoze ir galaktoze, kurie savo
ruoztu skaldomi jvairiais metaboliniais keliais, ir taip gaunama lasteléms
reikalinga energija. [P-galaktozidazés aktyvumas buvo nustatytas
kalorimetriniu biidu, panaudojus ONPG substrata. Tik potipio 1 kamienai
(G. vaginalis) turéjo $j fermentinj aktyvuma (3.1 lentelé). N¢é vienas potipiy 2
ir 4 kamienas netur¢jo B-galaktozidazés aktyvumo, o tai atitinka Vaneechoute
et al. (2019) gautus duomenis.

Laktozé néra B-galaktozidazés substratas makstyje. Sio fermento
funkcija makstyje gali buti siejama su [-galaktozido (B-gal) jungciy
mucinuose ir kituose Seimininko glikokonjugatuose skaldymu ir galaktozés
gamyba. Tokiu biidu Gardnerella gauna prieigg prie gliukozés ir galaktozés,
kurias suskaldzius gaunama energija. Taip prisidedama prie bakterijos
augimo, naudojant Seimininko angliavandenius, ir skatinama Seimininko
muciny degradacija. Tuo tarpu Gardnerella potipiai, kurie neturi S§io
aktyvumo, priklauso nuo paprastyjy cukry, gaunamy kaip kity bakterijy
veiklos produkty, ir pasizymi mazesniu muciny degradacijos potencialu.

3.7.2.Gardnerella kamieny augimo kreivés

Inokuliavus standartizuota bakterijy KFV/ml kieki ir po 24 val.
inkubavimo pamatavus skystos terpés optinj tankj (ODeoo), kamieny 58.7, 84.3
ir 86.5 (potipis 2), 63.1, 88.2 ir 99.1 (potipis 4) bakterijy kulttiry ODeoo buvo
mazesnis palyginus su kitais kamienais (3.6 pav. A).
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3.6 pav. (A) Gardnerella kamieny kultiiros optinis tankis (ODeoo) po 24 val.
inkubacijos. Kiekvieno kamieno auginimas buvo atliktas tris kartus (nepriklausomi
eksperimentai) su dviem techniniais pakartojimais. Paveiksle pateikti rezultaty
vidurkiai £SN. (B) Kamieny 58.7, 63.1, 86.5, 88.2 ir 99.1 augimo kreivés. 84.3 —
kontrolinis kamienas. Augimo kreivés buvo gautos, atlikus du nepriklausomus
eksperimentus su dviem techniniais pakartojimais. Paveiksle pateikti rezultaty
vidurkiai +SN.

Norint atmesti prielaida, jog Siems kamienams reikia daugiau laiko, kad
pasiekty stacionariaja augimo fazg, buvo gautos kamieny augimo kreives (3.6
pav. B). Stacionarigjg augimo fazg Sie izoliatai pasiekdavo kaip ir kiti 20-24
augimo valanda (3.6 pav. B).
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3.7.3.Toksino vaginolizino sekrecija Gardnerella potipiuose

Vaginolizing koduojantis genas vly buvo aptiktas visuose potipio 1 ir 4
kamienuose (3.1 lentel¢). Sio geno neturéjo penki i§ vienuolikos potipio 2 (tik
G. piotii risies) kamieny ir 86.1 nenustatyto potipio kamienas, kuris pagal cpn
60 UT seka buvo jvardintas priklausantis G. vaginalis rusiai. Siekiant iSvengti
klaidingai neigiamy vly aptikimo PGR budu rezultaty, buvo amplifikuotos ir
gretimos (angl. flanking) vly genui sekos (1S pav. prieduose).

3.7 pav. Gardnerella
8- a a 3 kamieny fenotipiniy
savybiy analizé. (A) VLY
= koncentracija buvo
normalizuota pagal
kultﬁrq ODeoo ir
- pazyméta log skalgje. (B)
Biopléveliy ODassx  po

A

log ([VLY] norm+1)
N »H
/-

1 potzipis ) 24 val. inkubavimo yra
B iSreiSkiamas kaip log OD.
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vadinama IQR. Nuokrypio smailés (angl. error bars) rodo diapazong iki verciy, kurios

néra mazesnés nei Q—1,5 IQR ir ne didesnés nei Q3+1,5 IQR. Vertés, uzeinancios uz
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staciakampiy diagramy yra apibendrinti poriniy palyginimy rezultatai, gauti

naudojant Games-Howell (A) ir Conover-Iman kriterijus (C). Bendra CLD raidé rodo,
kad skirtumai tarp grupiy, pazyméty $ia raide, yra statistiSkai nereikSmingi.

0.0
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Kamieny sekretuojamas VLY kiekis ELISA metodu buvo nustatyta
supernatantuose po 24 val. augimo skystoje terpéje. Gautos VLY
koncentracijos normalizuotos pagal bakterijy kultiry ODsoo ir santykiniai
VLY kiekiai palyginti tarp skirtingy potipiy (3.7 pav. A). Bendras statistiskai
reikSmingas santykinis VLY kiekio skirtumas tarp potipiy buvo nustatytas
naudojant Welch F testa (F (2, 14.10) = 5,00, p = 0,023). Taciau vélesné post-
hoc analizé neparodé jokiy reikSmingy skirtumy tarp potipiy pory (Games-
Howell testas, potipis 1 vs. potipis 2: ¢ (14,15) = 2,16, p = 0,112, vidutinis
skirtumas 2,04, 95% PI -0,42 - +4,50); potipis 1 vs. potipis 4: ¢ (9,00) = 2,66,
p = 0,026, vidutinis skirtumas 2,54, 95% PI -0.13 - +5.20; potipis 2 vs. potipis
4:¢(16,98) = 0,40, p = 0,916, vidutinis skirtumas 0,50, 95% PI-2,72 - +3,72).
Individualiy Gardnerella kamieny VLY sintezés lygis pateiktas 3.1 lenteléje.

3.7.4.Gardnerella potipiy formuojamos bioplévelés

Buvo parodyta, jog kai kuriy Gardnerella kamieny biopléveliy
susidarymas gali priklausyti nuo inkubacijos laiko (Machado & Cerca, 2015),
todél izoliaty gebéjimas formuoti biopléveles vertintas BHIs terpéje po 24 ir
48 val. inkubacijos 96 Sulinéliy plokstelé¢je. Taciau gebéjimas formuoti
bioplévele statistiskai reikSmingai nesiskyré (poriniy méginiy #-testas, #(35) =
0,057, p = 0,955). Lyginant suformavimo skirtumus tarp skirtingy potipiy,
reik§mingy skirtumy taip pat nebuvo nustatyta, nei po 24 val. (Kruskal-Wallis
testas, H(2) = 6,50, p = 0,059), nei po 48 val. (H(2) = 3,34, p=0,188)
inkubavimo (3.7 pav. B). Individualiy kamieny gebéjimas formuoti
biopléveles pateiktas 7S lentel¢je Prieduose ir 3.1 lentelgje.
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3.1 lentelé. Gardnerella kamieny charakteristikos

Vaginolizinas Sialidazés aktyvumas Sialidazés genai
IZ?\:‘:to Potipis viy flz;::l)iivtz;fs Kokybiniu  Kiekybiniu  ""H1 o (pl?%l el
Sintezés lygis (sldA) nanH2  nanH3
genas metodu metodu

46.6 1 + 132,7+£20,9 Silpnas - 0 + - - G. vaginalis
473 1 + 125,6£7,9 Silpnas + 94504305 + - + G. vaginalis
56.1 1 + 270,3+6.6 Stiprus - 0 + - - G. vaginalis
57.1 1 + 381,2436,6 Silpnas - 30+6 + - - G. vaginalis
58.2.3 1 + 2062,5+147,9  Vidutinis - 0 + - + G. vaginalis
58.4 1 + 1900,8+89,7 Vidutinis + 1628+70 + - + G. vaginalis
76.2 1 + 61,9+£2.9 Stiprus - 13£2 + - - G. vaginalis
79.2 1 + 20,7+4,5 Vidutinis - 0 + - - G. vaginalis
83.1 1 + 126,8+25,4 Silpnas - 5+1 + - G. vaginalis
84.1 1 + 105,0+£24,9 Silpnas - 4+1 + - - G. vaginalis
84.5 1 + 67,4+9,8 Vidutinis - 24+4 + - - G. vaginalis
86.1 - - 0 Vidutinis - 0 + - - G. vaginalis
105.1 1 + 68,0£5,3 Silpnas - 0 + - - G. vaginalis
106.5 1 + 213,6+21,5 Stiprus + 121£7 + - + G. vaginalis
114.2 1 + 192,2+25,2 Stiprus - 362 + - G. vaginalis
58.7 2 - 0 Neformuoja + 525428 + + + G. piotii

60.1 2 + 101,545,1 Stiprus - 34+3 + - + G. piotii

63.2 2 + 1809,8+161,3 Stiprus + 362+158 + - + genome sp. 3
65.2 2 + 1151,6£12,7 Neformuoja + 867+54 + - + genome sp. 3
78.1 2 + 141,0+32,6 Silpnas + 250+68 + - + G. piotii

82.2 2 + 56,6+4,7 Stiprus + 43+18 + - + genome sp. 3
84.4 2 - 0 Silpnas + 455+126 + + + G. piotii

67



Vaginolizinas Sialidazés aktyvumas Sialidazés genai
IZ(I)\;:“) Potipis viy fljll‘(l)ll:ll::;(e)ljeass Kokybiniu  Kiekybiniu nanH1 o (p{ﬁ;l e
Sintezés lygis (sldA) nanH2  nanH3
genas metodu metodu

84.6 2 - 0 Silpnas + 317+40 + + + G. piotii
86.3 2 + 743,8449,2 Stiprus + 727441 + - + genome sp. 3
86.5 2 - 0 Silpnas + 550+24 + + G. piotii
58.1 4 + 3,71+0,33 Neformuoja - 0 - - - G. leopoldii
58.2.1 4 + 2,040,2 Neformuoja - 0 - - - G. leopoldii
63.1 4 + 0 Neformuoja - 0 - - - G. leopoldii
82.1 4 + 7,6+0,5 Neformuoja - 0 - - - G. leopoldii
88.2 4 + 0 Silpnas - 0 - - - G. leopoldii
99.1 4 + 44,1£12,3 Silpnas - 0 - - - G. leopoldii
106.3 4 + 797,8490,9  Neformuoja - 0 - - - G. swidsinskii
107.1 4 + 298,8+28,5 Silpnas - 0 - - - G. swidsinskii
GV37 4 + >800 nenustatyta - 0 - - - G. swidsinskii
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3.7.5.Sialidazés aktyvumas

Dvi pradmeny poros buvo panaudotos NanH1(sialidaze A) koduojancio
geno (sld A) aptikimui Gardnerella kamienuose. Visi potipio 4 kamienai
(G. leopoldii ir G. swidsinskii) neturéjo sld (nanH1) geno, o kity potipiy/risiy
kamienai buvo s/d A4 teigiami (3.1 lentelé). Daugéjant Ziniy apie Gardnerella
sialidazes (Robinson et al., 2019), buvo nustatyti kitas dvi sialidazes, NanH2
ir NanH3, koduojantys genai. Potipio 4 (G. swidsinskii ir G. leopoldii)
kamienai neturéjo nanH?2 ir nanH3 geny (3.1 lentelé). Potipio 1 (G. vaginalis)
kamienai neturéjo nanH? geno. Genas nanH3 aptiktas beveik visuose
potipio 2 ir nedideléje dalyje potipio 1 kamieny.

Gardnerella sialidazés biina susijusios su bakterijos lasteliy pavirSiumi
arba sekretuojamos (Lewis et al., 2013), todél, panaudojant fluorogeninj
substrata MUN, buvo atliktas kokybinis, kai analizuojama lasteliy biomasé
(angl. filter-spot test), ir kiekybinis sialidazés aktyvumo nustatymas kamieny
supernatantuose.

Potipio 4 kamienai, kurie neturéjo nanHI-nanH2-nanH3 geny, nerodé ir
sialidazés aktyvumo, panaudojus kokybinj bei kiekybinj nustatymo metodus
(3.1 lentel¢). Nors rnanHI buvo aptiktas visuose potipio 1 kamienuose,
sialidazés aktyvumas buvo nustatytas tik kamienuose (n=3), kurie kodavo
NanH3, i$skyrus kamieng 58.2.3, kuris turéjo nanH3 geng. Né vienas S$io
potipio kamieny neturéjo nanH2 geno. Visi potipio 2 kamienai, i§skyrus 86.5,
kurie pasizyméjo sialidazés aktyvumu, turéjo ir nanH?2 ir/arba nanH3 genus.

Sialidazés aktyvumo skirtumai tarp potipiy, nustatyti pagal Kruskal-
Wallis kriterijus, yra statistiskai reikSmingi, H(2) = 17.60, p <0.001) (3.7 pav.
C). Tolesné post hoc analizé, naudojant Conover-Iman Kriterijus patvirtino,
kad sialidazés aktyvumas skiriasi tarp visy trijy potipiy (potipis 1 vs. potipis
2:t=3,37, p=0,004; potipis 1 vs. Potipis 4: £ =2.92, p = 0.006; potipis 2 vs.
Potipis 4: t = 5.74, p < 0.001). Duomenys, pateikti 3.7 pav. C, parodé, kad 2
potipio sialidazés aktyvumas yra didZiausias.

3.8. Statistiné Gardnerella potipiy fenotipiniy savybiy analizé

Siekiant aptikti Gardnerella potipiams budingas (arba nebtidingas)
fenotipines charakteristikas (savybes, pozymius), kurios tyrinétos Siame
darbe, buvo naudojamos skirtingos statistinés analizés, kurios atsaké j
skirtingus klausimus. Koreliacin¢ analizé (Spearman) ieskojo rySio tarp
fenotipiniy savybiy (pozymiy), siekiant atsakyti j klausimg: jei vienos
fenotipinés savybés raiska yra didelé, tai kitos raiska taip pat didelé (ar maza).

69



Si analizé parodo ar savybés yra tarpusavyje biologiskai susijusios (pvz. Sios
savybés daznai pasireiskia kartu, nepriklausomai nuo risSies), bet nenurodo,
kuri savybé apibrézia kuria rasj.

Klasifikaciné analizé, naudojant atsitiktiniy misky algoritma (angl.
random forests algoritm), kelia klausima: ar gali fenotipinés savybés numatyti
potipj: jei zinomas fenotipas ar galima teisingai atspéti potipj. Sioje analizéje
savybés yra prediktoriai, o potipiai kaip rezultatas. Atsakoma j klausimus ar
potipiai yra fenotipiskai atskiriami, kurios fenotipinés savybés yra naudingos
atskyrimui (diskriminacijai) ir ar fenotipas apibrézia aiskias potipiy ribas.
Atsitiktiniy miSky algoritmas nurodo, kaip gerai galima klasifikuoti potipius
pagal Sias fenotipines savybes, bet ne kaip savybés yra tarpusavyje susijusios.
Cohen « (kappa) koeficientas atsako ar fenotipiniai modeliai sutampa su
potipiy grupavimu ne tik atsitiktinai (neatsitiktinai). Kadangi fenotipinés
savybés turi lygius (pvz. biopléveliy formuotojas — silpnas, vidutinis, stiprus;
jvairaus lygio VLY raiska), o potipiai yra kategorijos, x koeficiento
naudojimas kaip tik tinkamas. Kuo didesné k reik§me, tuo didesné tikimybe,
jog §is fenotipas linkes pasitaikyti kartu su Siuo potipiu dazniau nei atsitiktinai
tikétasi.

Aglomeraciné hierarchiné klasterizacija (angl. hierarchial clustering,
HC) sugrupuoja | naturalias grupes: potipius, fenotipo modelius, misrias
grupes. Jei | klasterj patenka potipis, tai fenotipinés savybés yra potipiui
specifinés. Jei | klaster] patenka ne vienas potipis, tai fenotipas persikloja.
Pagrindiniy komponenty analizé (angl. principal component analysis, PCA)
sumazina dauginius fenotipus iki 2-3 ir parodo, kurios fenotipinés savybés
geriausiai paaiSkina skirtumus tarp potipiy. Jei potipis yra toli nuo PCl1
krastinés — tai su PC1 siejamas fenotipas yra svarbus Siam potipiui. Jei potipiai
persikloja, tai rodo, jog fenotipas yra bendras abiems potipiams.

Taigi, apibendrinant, kiekvienas statistinés analizés komponenty atsako
1 Siuos klausimus:

e Spearman koreliaciné analizé: ar fenotipai tarpusavyje skiriasi.

o Atsitiktiniy misky algoritmas: ar fenotipas gali numatyti potipj.

e Cohen «: ar fenotipas atitinka potipj neatsitiktinai.

e HC ir PCA: ar savybés natiiraliai grupuojasi j klasterius ir koks

fenotipas lemia skirtumus tarp potipiy.

3.8.1.Fenotipiniy savybiy koreliaciné analizé

Buvo atlikta Spearman’s rank koreliaciné analizé, siekiant nustatyti rysj
(angl. relationship arba association) tarp dviejy kintamyjy, kai kintamieji yra
Gardnerella fenotipiniai pozymiai: VLY produkcija, bioplévelés formavimas
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po 24 ir 48 val. inkubacijos ir sialidazés aktyvumas. Bioplévelés (24 ir 48 val.)
ir VLY kiekiai koreliavo statistiSkai reik§mingai (p <0.05, 3.2 lentelé).
Sialidazés aktyvumas statistiSkai reikSmingai nekoreliavo su kitomis
savybémis (p > 0.05, 3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Spearman’o koreliacijos analizés rezultatai

Tirti poZymiai rs¢ 95% 95% p
PIapatinis Plvirsutinis

Biolévelé 24 h*vs. 48 h® 0,75 0,47 0,90 <0,001*
Biolévelé 24 h vs. VLY produkcija 0,50 0,12 0,72 0,010%
Biolévelé 48 h vs. VLY produkcija 0,43 0,02 0,69 0,039*
Biolévelé 48 h vs. sialidazés 0,13 -0,26 0,47 >0,999
aktyvumas

Biolévelé 24 h vs. sialidazés 0,12 -0,22 0,42 >0,999
aktyvumas

Sialidazés aktyvumas vs. VLY 0,10 -0,30 0,48 >0,999
produkcija

Lenteléje eilés iSdéliotos mazéjancia Spearman’o koreliacijos koeficiento tvarka
“Bioplévelés storis matuotas OD49> po 24 val. inkubavimo

"Bioplévelés storis matuotas ODag, po 48 val. inkubavimo

°Spearman'o koreliacijos koeficientas.

*Statistiskai reik§minga koreliacija

3.8.2.Klasifikaciné analizé pagal fenotipines savybes

Keturios fenotipinés savybés buvo istirtos, kaip prognozuojancios
Gardnerella potipj, naudojant atsitiktiniy misky algoritmg. Modeliy, kuriose
naudotas tik vienas prediktorius, klasifikacija buvo jvertinta taip: kai
prediktorius — sialidazés aktyvumas, k= 0,37 (95% PI 0,35-0,39),
prediktorius — VLY kiekis, k = 0,23 (95% PI 0,21-0,25), prediktorius —
bioplévelé po 24 val., k = 0,05 (95% PI 0,03-0,07), prediktorius — bioplévelé
po 48 val. — x = -0,02 (95% PI -0,04-0,00). Lyginant Siuos keturis modelius,
k veréiy skirtumai tarp modeliy pory buvo statistiSkai reik$§mingi
(priklausomy im¢iy ¢ kriterijus, p < 0,05). Visi modeliai, kuriuose sialidazés
aktyvumas buvo jtrauktas kaip prediktorius, rodé geriausius rezultatus (zr.
virSutines eilutes 3.8 pav.). Didziausia k verté (0,47, 95% PI 0,45-0,49) buvo
gauta, naudojant VLY kiekio ir sialidazés aktyvumo kombinacija. Naudojant
§] prediktoriy derinj, k verté statistiSkai reik§mingai skiriasi nuo kity
kombinacijy, nes ji neturi bendry CLD raidziy 3.8 pav. (priklausomy imc¢iy ¢
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kriterijus, p < 0,05 visais atvejais, kai néra bendry CLD raidziy).
Klasifikacinés analizés rezultatai apibendrinti 3.8 pav.

CLD 1 1 1 1 1 1 1

VLY+SLD |b ——

VLY+SLD+biopl.(24h)+biopl.(48h) e

SLD+biopl.(24h)
VLY+SLD+biopl.(48h)
SLD+biopl.(24h)+biopl.(48h)
VLY+SLD+biopl.(24h)
SLD
VLY+biopl.(48h)
SLD+biopl.(48h)
VLY+biopl.(24h)+biopl.(48h)
VLY
VLY+biopl.(24h)
biopl.(24h)+biopl.(48h)
biopl.(24h)
biopl.(48h)

QT 000000000000

T T T T T

0.10 01 0.2 0.‘3 04 05 06
Kappa

3.8 pav. Klasifikacijos tikslumas isreikstas Cohen k koeficientu. Modeliai iSrikiuoti
vidutinio k koeficiento mazéjimo tvarka. Mélyni apskritimai rodo vidutines reikSmes,
paklaidy linijos -- 95% PI. VLY — vaginolizino kiekis; SLD — sialidazés aktyvumas;
biopl. (24 h) — bioplévelés po 24 val. inkubavimo; biopl. (48 h) — bioplévelés po 48
val. inkubavimo. Poriniy lyginimy priklausomy im¢iy Student ¢ kriterijumi rezultatai
apibendrinti kompaktiniu raidiniu zyméjimu (CLD).

3.8.3.Klasteriné ir pagrindiniy komponenty analizés

Fenotipiniy savybiy klasifikavimo analizés rezultatai tik i§ dalies
atspindi Gardnerella kamieny grupavima. Todél siekiant istirti Sios bakterijos
kamieny susiskirstymo struktiirg pagal fenotipinius pozymius, buvo atlikta
aglomeracine hierarchin¢ klasterizacija (HC) ir pagrindiniy komponenty
analizé (PCA). Pirmiausia, HC ir PCA buvo pagrjsta visomis keturiomis
fenotipinémis (skaitinémis) savybémis (1S apraSymas ir 2S pav. prieduose).

Tikétina, kad atliekant klasterizacija, trijy tarpusavyje susijusiy savybiy
(bioplévelé po 24 ir 48 val. inkubavimo bei santykinis VLY kiekis) teikiamos
informacijos poveikis yra pervertintas (skai¢iuojant Euklido atstumg laikoma,
kad visi poZymiai yra ortogonalis, t. y. nepriklausomi, nors i$ tiesy savybés
koreliuoja), palyginus su informacija apie sialidazés aktyvuma, todél pateiktas
klasterizavimas néra optimalus.

Siekiant iSlyginti dviejy informacijos Saltiniy poveikj, dvi i$ trijy susiety
savybiy buvo atmestos ir buvo pasirinkta savybé, kuri derinyje su sialidazés
aktyvumu, davé didziausig Calinski-Harabasz (CH) indekso verte. Taigi,
paskutinis suskirstymas buvo pagrjstas sialidazés aktyvumu ir bioplévelés
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formavimu po 24 val. inkubavimo (CH=57,1) (3.9 pav.). Kitos kombinacijos,
pagristos bioplévelés formavimu po 48 val. bei sialidazés aktyvumu (CH =
51,9) ir VLY kiekiu bei sialidazés aktyvumu (CH = 30,8), buvo atmestos.

A
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3.9 pav. Hierarchinés klasterizacijos ir pagrindiniy komponenty analizés rezultatai,
pagristi dviem savybemis: sialidazés aktyvumus ir bioplévelés kiekiu po 24 val.
inkubavimo. (A) Dendrograma. Saky spalvos Zymi tris didziausius klasterius. (B)
PCA rezultaty grafikas. ASyse atidétos pirmojo ir antrojo principiniy komponenty
(PC) reikSmés. ASiy pavadinimy skliaustuose pateikta procentiné dispersijos dalis,
kurig paaiskina nurodytasis PC. Rodyklés Zymos fenotipines savybes, taskai —
kamienus, o tasky/kamieny numeriy spalvos atitinka potipio numerj, vieno potipio
taskai apvesti uzdara linija. Spalvoti laukai nurodo plotus, kuriuos riboja

dendrogramoje nustatyti klasteriai.
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Santykinés klasteriy pozicijos pagal rodykliy krypt] analizé, pateikta
3.9 pav. parodé, kad klasteris C pasizymi mazu sialidazés aktyvumu,
skirtingai nuo klasteriy A ir B. Be to, klasteris B pasizymi mazesniu geb&jimu
formuoti bioplévelg nei klasteris A. Visi potipio 4 kamienai buvo klasteryje
C, tuo tarpu potipio 1 kamienai pasiskirsté per visus tris klasterius. Visi
potipio 2 kamienai priklauso klasteriams A ir B, i§skyrus kamieng 84.3, kuris
priklauso klasteriui C.

Gardnerella genotipiné jvairove, kuri leido suskirstyti kamienus bent jau
1 keturis potipius ar trylika (genomo) rusiy, leidzia manyti, kad egzistuoja ir
skirtumai tarp potipiy virulentiSkumo, kurio analizé iskélé klausima ar galima
suskirstyti Gardnerella izoliatus pagal fenotipines savybes. Palyginus vieno
prediktoriaus modelius pasirodé, kad trys potipiai gali buti geriausiai
identifikuojami pagal sialidazés aktyvuma (x = 0,37). Kitas geriausias
pozymis yra VLY produkcija (x = 0,23). Bioplévelés formavimo po 24 ir
48 val. klasifikavimo tikslumas artimas nuliui. Sialidazés aktyvumo ir
santykinio VLY sekretuojamo kiekio kombinacija reikSmingai padidina
klasifikavimo j potipius tiksluma (x = 0,47). Tikslumo padidéjimas gali buti
susijes su tuo, kad koreliacija tarp VLY kiekio ir sialidazés aktyvumo yra
statistiSkai nereikSminga (rg = 0,10, p > 0,999) ir dél to galima manyti, kad
Sios dvi savybés perduoda skirtingo tipo informacijg apie Gardnerella
potipius.

Tolimesné statistiné duomeny analizé parodé, kad pagal tirtas fenotipines
savybes potipiai 2 ir 4 yra labiausiai besiskiriantys. Potipis 4 yra labiausiai
homogeniskas: visi Sio potipio kamienai buvo rasti tame paciame klasteryje,
kuriam buidinga maziausia visy fenotipiniy savybiy raiSka. Priesingai, potipiai
1 ir 2 buvo heterogeniski: potipio 2 kamienai buvo daugiausia pasiskirstg tarp
dviejy klasteriy, o potipio 1 kamienai buvo aptikti visuose trijuose
klasteriuose, kurie apibiidinami skirtingais fenotipiniy savybiy profiliais.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Pastaraisiais deSimtmeciais, naudojant nuo kultivavimo nepriklausomus
naujos kartos sekoskaitos metodus ir specializuotas duomeny bazés (Ma et al.,
2012; France et al., 2020; Lebeer et al., 2023), padaugéjo Ziniy apie motery
maksties mikrobiotos sudétj, identifikuoti net nedideliais kiekiais aptinkami
mikroorganizmai (France et al. 2022). Taciau liecka neatsakytas klausimas,
kokj funkcinj vaidmenj ekologinéje ni$oje vaidina individualios bakterijos ar
ju grupés. Nepakeiciamais objektais tokiuose tyrimuose iSlieka kultivuoti
bakterijy kamienai, jy fenotipiniy ir genetiniy savybiy analizé bei bakterijy
gyvavimo nisos, éminio, charakteristika.

Po pirmyjy pamatiniy tyrimy apie BV mikrobiotos bakterija Gardnerella
(Piot et al., 1982; Catlin, 1992), seké darbai, kuriuose buvo identifikuojami
jos virulentiniai veiksniai (Rottini et al., 1990; Cauci et al., 2003; Harwich et
al., 2010). Taciau nedaug buvo Zzinoma apie Sios bakterijos genetika,
fiziologija, kamieny skirtumus, jskaitant skirtumus tarp kamieny, aptinkamy
Gardnerella izoliaty tyrimai i§ sveiky ir BV pacienciy maksties éminiy
parodé, kad kamienai skiriasi B-galaktozidazes ir lipazés aktyvumu, gebéjimu
hidrolizuoti hipuratg (Piot et al., 1984; Briselden & Hillier, 1990), sialidazés
aktyvumu (Santiago et al., 2011b), biopléveliy formavimu (Patterson et al.,
2010; Castro et al., 2016), toksino vaginolizino produkcijos lygiu (Pleckaityte
et al., 2012). Buvo bandoma genetiskai diferencijuoti Gardnerella izoliatus ir
aptikti kamienus, pasizymincius skirtingu virulentiniu potencialu (Ingianni et
al., 1997; Aroutcheva et al., 2001; Pleckaityte et al., 2012; Jayaprakash et al.,
2012; Schellenberg et al., 2016). Vélesni viso genomo tyrimai parodé¢, jog
Gardnerella gali buti suskirstoma j keturis skirtingus filogenetinius potipius
(angl. clades/subtypes) (Ahmed et al. 2012; Malki et al., 2016). Nesenai buvo
pasilllyta Gardnerella suskirstyti j riisis ir genomo risis (Vaneechoutte et al.,
2019). Tyrimai analizuojantys, kokie Gardnerella potipiai/risys gali buti
sveikos ar BV mikrobiotos Zymuo, rodé gana prieStaringus rezultatus
(Balashov et al., 2014; Hill et al., 2019; Plummer et al., 2020; Munch et al.,
2024). Todél atskiry Sios bakterijos potipiy/riiSiy virulentinio potencialo
analiz¢ leisty geriau suprasti j§ vaidmenj maksties mikrobiotoje ligos ir
sveikatos atvejais.

Gardnerella  bakterijos vaidmuo maksties mikrobiotoje yra
kontraversiSkas, nes bakterija aptinkama tiek sveiky, tie serganc¢iy BV motery
makstyje. Siame darbe buvo isskirti Gardnerella kamienai i§ vaisingo
amziaus motery, gyvenanciy Lietuvoje, maksties méginiy, o patys méginiai
buvo charakterizuoti pagal Siuolaikinéje klinikinéje praktikoje naudojamus
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Amsel kriterijus ir Nugent metods, siekiant diskriminuoti normalig ir BV
mikrobiotg. Mikrobiotos charakterizavimui taip pat buvo pasitelktas PGR,
nutaikytas | keturias laktobacily rasis ir septynias anaerobines bakterijas,
sicjamas su BV (Fredricks et al., 2007; Srinivasan & Fredricks, 2008).
Dauginés laktobacily risys aptiktos daugumoje sveiky maksties éminiy, tuo
tarpu L. iners arba kartu su L. crispatus nustatyta tik BV ir dalinés BV
méginiuose. Tik L. jensenii, bet ne L. crispatus (Dols et al., 2016) siejama su
NS 0-3. Penkios su BV siejamos bakterijy riiSys (F. vaginae, Gardnerella,
Eggerthella, Megasphera ph. 1 ir Leptotricha/Sneathia), buvo nustatytos BV
teigiamuose maksties méginiuose. Maksties koinfekcijos ir misrios infekcijos
gali imituoti ar maskuoti BV, todél méginiai papildomai buvo istirti dél
Candida ir septyniy LPL. Tyrimai jvairiose $alyse rodo, jog apie 30% motery
su BV diagnoze patiria koinfekcijg Candida spp. (Sobel et al., 2013; Sobel &
Vempati, 2024). Siame tyrime 27,5% BV teigiamy éminiy nustatyta
koinfekcija Candida spp., o tarp BV neigiamy méginiy koinfekcija buvo
mazesné ir sieké 18,9%. Vyraujanti rusis buvo C. albicans. Pazymétina, jog
poveiki, kaip ir biidinga miSrioms infekcijoms (Sobel et al., 2013).
Koinfekcijos svarbiais zmogaus patogenais nustatymas parodé galima
sinergija su BV bikle. U. parvum ir M. hominis paplitimas statistiSkai
patikimai siejamas su BV, bet infekcija U. urealyticum nerodé tokios sgsajos.
Pazymeétina, jog Lietuvos motery maksties méginiuose nustatytas didelis
U. parvum bakterijos paplitimas, kuri, manoma, susijusi su néStumo
komplikacijomis (Jonduo et al., 2022).

Bakterija Gardnerella buvo aptikta 100% BV (NS 7-10) atvejy, o tai
atitiko kity tyréjy rezultatus (Srinivasan et al., 2012; Balashov et al., 2014;
Onderdonk et al., 2016; Munch et al., 2024). Maksties éminiuose, kuriy NS 0-
3, L. iners (75,5%) ir Gardnerella (86,6%) buvo dazniausiai aptinkamos
bakterijos. Gardnerella paplitimas nuo 40 iki 74,7% besimptomiy sveiky
motery (NS 0-3) maksties méginiuose aptiktas ir kituose tyrimuose (Ravel et
al., 2011; Schwebke et al., 2014; Munch et al., 2024), pazymint, jog maksties
mikrobiotos sudétis priklauso ir nuo etninés grupés (Srinivasan et al., 2012).
Gardnerella aptinkama didesniais kiekiais, esant BV ar dalinei BV, palyginus
su sveika mikrobiota (Ravel et al., 2011: Srinivasan et al., 2012). Gardnerella,
kaip individualaus taksono, buvimas mikrobiotoje nereiskia, jog ji savaime
yra patogeniSka. Daugelis ja laiko komensaline maksties bakterija, nors
pastebi, jog dalies sveiky motery maksties mikrobiotoje ji neaptinkama
(Schwebke et al., 2014b). Kai kurie tyréjai teigia, jog Gardnerella
pagaus¢jimas nereiSkia, jog $i bakterija savaime yra patogeniné, bet tai
greifiau atspindi skirtingus bakterijy tarpusavio rySius mikrobiotoje ir/arba
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Seimininko biisenas (Lebeer et al., 2023). Tyréjai mano, jog Gardnerella
vaidmuo gali buti interpretuojamas tik sgveikos su kitomis mikrobiotos
bakterijomis ir Seimininko hormoninés bei imunologinés biiseny kontekste.

Maksties mikrobiotos charakterizavimui naudojamas NGS metodas,
paremtas 16s rRNR dalies ar viso koduojancio geno sekoskaita, neatskiria
Gardnerella potipiy/riSiy (Brochu et al., 2025). Metagenominé sekoskaita
(angl. shotgun metagenomic sequencing) diferencijuoja Gardnerella |
potipius (Berman et al., 2024). Taciau §i NGS rasis néra placiai naudojama
maksties mikrobiotos tyrimams dél sglyginai mazo mikroorganizmy kiekio
(angl. load) ir didelio kiekio Seimininko DNR méginiuose (Fettweis et al.,
2019; Berman et al, 2024). Metodas iSlieka brangus ir reikalauja
nepalyginamai daugiau bioinformatiniy jrankiy bei naujy resursy maksties
bakterijy identifikacijai ir diferenciacijai, kurie atsirado tik apie 2020 m. (Ma
et al., 2020; Huang et al., 2024).

Siame darbe naudoti PGR metodai Gardnerella potipiy aptikimui
maksties éminiuose, parode, jog dauginiai Sios bakterijos potipiai statistiSkai
reikSmingai siejami su NS >4, o tai derinasi su kity darby rezultatais
(Balashov et al., 2014; Hilbert et al., 2017). Vienas $io darbo trikumy, jog
nebuvo kiekybiskai nustatytas kiekvieno Gardnerella potipio paplitimas
maksties mikrobiotoje. Vélesniuose kiekybiniuose tyrimuose parodyta, jog
kiekvieno potipio/risies koncentracija buvo didesné BV atveju nei BV
neigiamoje mikrobiotoje (Hill et al., 2019; Munch et al., 2024). Munch et al.
(2024) taip pat patvirtino Siame darbe gautus rezultatus: motery, kurioms
diagnozuota BV, maksties mikrobiotoje aptikta >3 Gardnerella potipiai/riiSys
nei nesant BV (91% vs. 32%). Be to, $iy dauginiy potipiy buvimas buvo
susijes su BV atsiradimu per 100 dieny nuo tyrimo pradzios, kai moterims dar
nebuvo diagnozuota BV (Munch et al., 2024). Kitaip tariant, vieno
Gardnerella potipio/riiSies buvimas yra nepakankamas BV iSsivystymui, o
maksties kolonizacija dauginiais potipiais yra rizikos veiksnys simptomings
BV atsiradimui. Reikalingi papildomai tyrimai, siekiant i$siai$kinti kiekvieno
Gardnerella potipio/riisies indélj BV issivystymui.

Maksties méginiuose, kuriose buvo Gardnerella vieno potipio (n =31),
potipis 4 (n=19) ir potipis 1 (n=9) buvo aptinkami daZniausiai,
nepriklausomai nuo NS vertés. Daug reciau aptinkamas potipis 3 sasajos su
BV nerodé. Nedidelis potipio 3 paplitimas (ir turbiit nedideliais kiekiais)
maksties méginiuose i§ Lietuvos motery, gali biiti viena priezasciy, kodél sio
potipio kamieny iSauginti nepavyko. Gausiau potipis 3 aptiktas éminiuose i$
Kenijos motery ir $io potipio kamienus mokslininkams pavyko iSauginti
(Schellenberg et al., 2016). Potipis 4 buvo nustatytas dazniausiai Lietuvos
motery maksties mikrobiotoje ir jis nesiejamas su BV, o tai atitinka kity
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autoriy tyrimus (Balashov et al., 2014; Plummer et al., 2020; Severgnini et al.,
2022). Aptikta statistiSkai reikSminga potipio 1 sasaja su BV atitinka
ankstesnio darbo rezultatus (Balashov et al., 2014). Siame darbe potipis 2
statistiSkai patikimai dazniausiai aptinkamas BV mikrobiotoje, o Balashov ir
kolegos, analizuodami maksties éminius i§ JAV motery, § potipi sieja su
daline BV (NS 4-7).

Gana priesStaringi duomenys gauti apie konkreciy Gardnerella
potipiy/riiSiy sasaja su BV tyrimuose: Shipitsyna et al. (2019) ir Vodstrcil et
al. (2017) potipi 4 sieja su BV biikle, o ne su sveika maksties mikrobiota.
Munch et al. (2024) neaptiko Gardnerella potipio, kuris biity BV Zymuo.
TaCiau tyréjai pazymi, jog dazniausiai aptinkami potipiai/riSys maksties
mikrobiotoje yra potipis 1 (G. vaginalis risis, 69%), potipis 2
(G. piotii/genome sp. 3, 63%), potipis 4 (G. swidsinskii/genome sp. 8, 58%, ir
G. leopoldii, 41%) (Shipitsyna et al, 2019; Munch et al., 2024). Kiti potipiai,
pavadinti Vaneechoute et al. (2019) genomo rtsimis (genome sp. 2 ir 7, 9-13)
aptikti <10% maksties meéginiy (Hill et al., 2019; Shipitsyna et al., 2019).

Siekiant prisitaikyti prie naujai pasitlytos Gardnerella taksonomijos,
Siame darbe kamienai pagal cpn60 UT seka (Hill et al., 2019) buvo suskirstyti
1 rusis (3.1 lentele). Visi potipio 1 kamienai priklausé G. vaginalis, potipio 2
priklausé G. piotii/genome sp. 3, potipio 4 izoliatai — G. swidsinskii ir

Kaip minéta, Gardnerella bakterijai priskiriamas pagrindinis vaidmuo
BV patogenezéje, taCiau Si bakterija, nors ir nedideliais kiekiais, daznai
aptinkama ir motery, kuriy maksties mikrobiotoje vyrauja laktobacilos. Todél
kyla klausimas ar yra genetiniai ir fenotipiniai skirtumai tarp Gardnerella
kamieny, kurie leisty atskirti patogenus nuo komensaly. Siame darbe buvo
i8skirti Gardnerella skirtingy potipiy kamienai i$ maksties éminiy ir istirtos jy
fenotipinés su virulentiSkumu siejamos savybés: sialidazés aktyvumas,
toksino VLY sekrecijos lygis ir gebé¢jimas formuoti biopléveles.

Dauguma Gardnerella kamieny buvo iSauginta i§ éminiy, kuriy NS > 4
ir tik du (potipiy 1 ir 4) i§ éminiy, kuriy NS 0-3. D¢l tokio nedidelio kamieny
skaiCiaus 1§ sveiky motery makSties éminiy, Siame darbe netyrinéti
virulentinio potencialo skirtumai tarp BV ir kamieny, iSskirty i§ sveikos
mikrobiotos.

Sekretuojamas VLY yra nuo cholesterolio priklausomas citolizinas,
kurio aktyvumas priklauso ne tik nuo lastelés membranos cholesterolio, bet ir
nuo zmogaus komplemento baltymo CD59 (Gelber et al., 2008; Zilnyte et al.,
2015). Néra tiesioginiy duomeny apie VLY vaidmen] in vivo, bet manoma,
jog Sio citolizino aktyvumas yra susijes su citotoksiSkumu epitelinéms
lasteléms, nors kiti mano, jog VLY taikinys yra imuninés lastelés
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(polimorfonukleariniai leukocitai), todél Seimininko imuninis atsakas tampa
netvarus (Gelber et al., 2008; Garcia et al., 2019). Potipis 2 buvo
heterogeniskiausias vly geno atzvilgiu — dalis kamieny neturéjo Sio geno. /n
silico VLY koduojantis genas buvo aptiktas 83% Gardnerella kamieny ir jis
nelaikomas Serdinio genomo (angl. core genome) dalimi (Bohr et al., 2020).
Teigiama, jog vly genas Gadnerella bakterijy yra prarandamas ir jgyjamas bei
patiria evoliucinj spaudima. Manoma, kad VLY atlieka svarbig funkcija, bet
bakterija geba adaptuotis, kai netenka viy geno (Bohr et al., 2020). Siame
darbe buvo nustatyti statistiSkai reikSmingi sekretuojamo VLY kiekio
skirtumai tarp potipiy, bet galutiné post-hoc analizé neaptiko statistiskai
skirtingy potipiy pory. Didziausias VLY kiekio skirtumas buvo tarp potipiy 2
ir 4 kamieny; homogeniskiausias buvo potipis 1.

AtplySusios maksties epitelinés lastelés (angl. clue cells), padengtos
polimikrobine bioplévele, kurios matriksg sudaro Gardnerella, aptinkamos tik
esant BV (Swidsinski et al., 2005; Swidsinski et al., 2014). Gardnerella
gebéjimas formuoti biopléveles parodo, jog $i bakterija vaidina svarby
vaidmenj BV patogenezéje (Machado & Cerca, 2015). Idomu tai, jog maksties
laktobacilos neformuoja biopléveliy (Swidsinski et al., 2014). Be to,
polimikrobinés bioplévelés susijusios su didesniu antimikrobiniu atsparumu
ir BV atsinaujinimu (angl. recurrence), o taip pat numanomu BV perdavimu
per lytinius santykius. Gardnerella potipio 1 kamienai pasizyméjo didziausiu
gebéjimo formuoti biopléveles variantiSkumu, tuo tarpu didzioji dauguma
potipio 4 izoliaty buvo prasti bioplévelés formuotojai arba visai jos
neformavo, taciau skirtumai tarp potipiy nesieké statistinio reikSmingumo.

Apsauginiy maksties gleiviy komponenty degradacija sukelia fermentai
sialidazés, kuriy padidintas aktyvumas stebimas motery su BV maksties
iSskyrose ir net naudojama diagnostiniu BV indikatoriumi (Myziuk et al.,
2003; Lewis et al., 2013). Sialidazés taip pat prisideda prie epiteliniy lasteliy
eksfoliacijos ir atplySimo nuo maksties epitelio (Lewis & Lewis, 2012).
Zinomi trys Gardnerella sialidazes koduojantys genai: nanHI, nanH?2 ir
nanH3. Robinson et al. (2019) parode, jog NanH2 ir NanH3 yra pagrindinis
sialidazés aktyvumo Saltinis Gardnerella kamienuose. Rekombinantiné
sialidazé¢ NanH1 buvo aktyvi ant dirbtinio substrato MUN (Janulaitiené et al.,
2018), bet Robinson et al. (2019) parodé, jog NanH1, palyginus su NanH2 ir
NanH3, pasizyméjo palyginus nedideliu aktyvumu ant daugelio substraty,
turin€iy sialo riig§tj. Dauguma bakteriniy sialidaziy yra sekretuojamos uz
lastelés riby, arba sekretuojamos, bet licka susietos su Igstelés pavir§iumi, nes
tokiu biidu geriau pasiekiami Seimininko sialoglikanai (Robinson et al., 2019).
Todél sekretuojamos(y) sialidazés(iy) aktyvumas (kiekybiskai) buvo
nustatytas Gardnerella kamieny supernatante ir panaudojant biomase
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(kokybiskai). Gardnerella kamienai, kurie pasizyméjo sialidaziniu aktyvumu,
turéjo nanH2 ar nanH3 genus, arbu abu genus, o kamienai, kurie turé¢jo tik
nanH1, neturéjo sialidazinio aktyvumo (3.1 lentel¢). Gauti rezultatai atitinka
Robinson et al. (2019) isvadas, kad NanH2 ir NanH3 yra pagrindinés
Gardnerella sialidazés. Visi, i§skyrus vieng, potipio 2 izoliata rodé sialidazés
aktyvuma, o dauguma potipio 1 (G. vaginalis) izoliaty neturéjo §io aktyvumo.
Sialidazés aktyvuma potipio 1 izoliatuose uztikrino genas nanH3, nes visi Sie
izoliatai neturéjo NanH2 koduojancio geno. Idomu tai, jog potipio 4
(G. swidsinskii ir G. leopoldii ruSys) kamienai neturéjo né vieno minéty
sialidazés geny ir nerodé sialidazinio aktyvumo. Robinson et al. (2019) iskélé
prielaida, jog NanH1 yra nesekretuojamas fermentas, kuris vaidina metabolinj
vaidmen] — skaldo oligosacharidus, kai jie nutransportuojami j citoplazma.
Neaisku, kas atlieka NanH1 vaidmen;j potipio 4 kamienuose. Siame darbe
statistiSkai reik§mingi sialidazés aktyvumo skirtumai buvo aptikti tarp trijy
potipiy. Vidutiniskai potipio 2 izoliatai in vitro rodé mazdaug 2 kartus didesnj
aktyvuma nei kity potipiy, o tai atitinka Schellenberg et al. (2016) rezultatus.
Sialidazés aktyvumas pagal statisting klasifikacing analize yra geriausias
potipiy prediktorius.

Statistiniais metodais sugrupavus Gardnerella kamienus | klasterius,
nustatyta, jog potipis 4 yra homogeniskas: visi $io potipio kamienai yra
klasteryje, kuris pasiZymi maza virulentiSkumo veiksniy raiska (3.9 pav.).
Potipio 2 kamienai yra iSsidéste tarp dviejy klasteriy, o potipio 1 kamienai
buvo aptikti visuose trijuose klasteriuose, pasiZyminciuose skirtinga
virulentiSkumo veiksniy raiska. IStirty potipio 4 kamieny yra nedaug, ypac
trukumas.

Siame darbe pirma kartg istirti nemazos Gardnerella kamieny kolekcijos
virulentiniai veiksniai ir jy raiSka. Pademonstruota, jog Gardnerella
potipiai/riSys turi skirtingg virulentiSkumo potencialg ir jy vaidmuo
mikrobiotoje gali bati skirtingas. Sie rezultatai taip pat paremia iniciatyvas,
jog Gardnerella gali buti suskirstyta | atskiras rusis/portusius. Gardnerella
tampa viena geriausiai istirty motery maksties mikrobiotos bakterijy, bet labai
nedaug Zinoma apie kitas maksties bakterijas. Siame darbe taip pat buvo
i§skirti Gardnerella skirtingy potipiy/rusiy kamienai i§ to paties maksties
méginio (6S lentelé prieduose), pvz. i§ BV méginio 058S1 iSauginta G.
vaginalis, G. piotii it G. leopoldii kamienai, kuriy virulentiskumo veiksniy
raiSka in vitro yra skirtinga. Be to, to paties potipio/riiSies kamienai, iSskirti i$
to paties méginio (BV teigiamas méginys 084S1, 6S lentelé prieduose), buvo
genetiskai skirtingi. Vélesniuose tyrimuose buvo analizuojama, kurie
Gardnerella potipiai/riSys gyvuoja toje pacioje ekologinéje niSoje (angl.
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coocurrence), o kurie konkuruoja (Hill et al. 2019; Berman et al., 2025). G.
vaginalis, G. piotii ir G. swidsinskii ruSys daZzniausiai aptinkamos toje pacioje
nisoje, o G. leopoldii ir G. swidsinskii neaptinkamos kartu, nors manoma, jog
kai kurios riiSys atsiranda kartu atsitiktinai (Hill et al., 2019). Ypac svarbu,
kokie potipiai gali gyvuoti su kitomis maksties mikrobiotos bakterijy rasimis
(Berman et al., 2025.) Siandien néra Zinoma, kurie Gardnerella potipiai yra
pirminiai, sukuriantys tinkamg gyvavimo aplinkg tarpti ir daugintis kitiems
potipiams ir kitoms bakterijy raSims, formuojanc¢ioms mikrobiota. Ateities
tyrimai turéty koncentruotis ties Gardnerella skirtingy potipiy kamieny geny
raiSkos skirtumais mikrobiotoje. Taip pat analizuojami mechanizmai, kuriais
Gardnerella potipiai/ruSys sgveikauja su kitais mikrobiomos nariais ir kuriy
sgveikos rezultatas yra konkreti sveikatos buklé, iSaiSkinant ar tam tikri
potipiai yra patogeniniai.
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ISVADOS

1. Panaudojant tradicinius mikrobiologinius ir molekulinius metodus,
atskirta motery maksties sveika ir BV mikrobiota; Gardnerella aptikta visuose
BV mikrobiotos ir 87% sveikos mikrobiotos éminiy.

2. Maksties mikrobiotoje dazniausiai nustatyti Gardnerella potipiai 1
(G. vaginalis rusis) ir 4 (G. swidsinski ir G. leopoldii rii8ys), kurie taip pat yra
tarp dazniausiai aptinkamy kitose Salyse atliktuose tyrimuose.

3. Dauginiai Gardnerella potipiai siejami su BV mikrobiota, o vieno
potipio kamienai budingi sveikai maksties mikrobiotai.

4. IS maksties éminiy iSskirti trijy potipiy, 1, 2 ir 4, kamienai, retai
aptinkamo potipio 3 kamieny isskirti nepavyko.

5. Potipio 4 kamienai neturi sialidazes koduojanciy geny ir su BV
patogeneze siejamo sialidazés aktyvumo; galbiit dél to Sis potipis daznai
aptinkamas sveikoje maksties mikrobiomoje.

6. Gardnerella potipiai pasizymi skirtingu virulentiniu potencialu,
kuris gali buti siejamas su jy vaidmeniu ligos ir sveikatos atvejais: potipis 4
yra homogeniskas, pasizymintis nedidele tirty virulentiniy veiksniy raiska, o
potipiai 1 ir 2 yra heterogeniski, apibiidinami skirtingais fenotipiniy savybiy
profiliais
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PRIEDAI

1S lentelé. Pradmeny sekos ir PGR salygos, naudotos bakterijy ir Candida nustatymui maksties méginiuose

SpecifiSkumas Pradmuo Pradmens seka (5'-3") Saltinis ttz::)i.n;géi) Allllglf)sh(l;:;o

Prevotella G1 PrevG1-468R GTCCCTTATTGCATGTACCATAC Fredricks et al., 2007 55 389
PrevG1-857R GCCGCTAACACTAGGTGCTA

Megasphera filotipas 1 | MegaE-456F GATGCCAACAGTATCCGTCCG Fredricks et al., 2007 55 211
MegaE-667R CCTCTCCGACACTCAAGTTCGA

ﬁ:g .w’”bh"a/ Sneathia | | t0-359F CAATTCTGTGTGTGTGAAGAAG Fredricks et al., 2007 55 287
Lepto-646R ACAGTTTTGTAGGCAAGCCTAT

Eggerthella spp. Egger-621F AACCTCGAGCCGGGTTCC Fredricks et al., 2007 55 238
Egger-859R TCGGCACGGAAGATGTAATCT

BVBA2 BVBA2-619F TTAACCTTGGGGTTCATTACAA Fredricks et al., 2007 55 405
BVBA2-1024R AATTCAGTCTCCTGAATCGTCAGA

Atopobium vaginae

(dabar ~ Fannyhessea | Ato-154F ATATTTGTCGCATGGCGAAT Verhelst et al., 2004 58 433

vagiane)
Ato-587R GAGCGGATAGGGGTTGAGC

Gardnerella VLY-585F GTACGATTCTGCAAGCGCACAAAGC Sis darbas 60 749
VLY-1334R CCTTCCCAAGCGCGAGAACGC

Lactobacillus crispatus | Lcrisp-452F GATAGAGGTAGTAACTGGCCTTTA Fredricks et al., 2007 54 571
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SpecifiSkumas Pradmuo Pradmens seka (5'-3") Saltinis tlgz::)i.n;géi) Allllglf)sh(l::;o

Lerisp-1023R CTTTGTATCTCTACAAATGGCACTA

Lactobacillus jensenii JenTR2F CCTTAAGTCTGGGATACCATT De Backer et al., 2007 58 90
JenTR2R ACGCCGCCTTTTAAACTTCTT

Lactobacillus gasseri LactoF TGGAAACAGRTGCTAATACCG Byun et al., 2004 60 322
LgassR CAGTTACTACCTCTATCTTTCTTCACTAC

Lactobacillus iners Liners-452L ACAGGGGTAGTAACTGACCTTTG Fredricks et al., 2007 55 569
Liners-1022R ATCTAATCTCTTAGACTGGCTATG

Bifidobacterium spp. Bif.tuf-1 GAGTACGACTTCAACCAG Ventura et al., 2003 60 1000
Bif.tuf-2 CAGGCGAGGATCTTGGT

Candida albicans CALBI TTTATCAACTTGTCACACCAGA Luo & Mitchell, 2002 58 ~273
CALB2 ATCCCGCCTTACCACTACCG

Candida glabrata CGL1 TTATCACACGACTCGACACT Luo & Mitchell, 2002 58 ~423
CGL2 CCCACATACTGATATGGCCTACAA

Candida parapsilosis CPAl TTGGTAGGCCTTCTATATGGG Luo & Mitchell, 2002 58 ~320
CPA3 GCCAGAGATTAAACTCAACCAA

Candida tropicalis CTR1 CAATCCTACCGCCAGAGGTTAT Luo & Mitchell, 2002 58 ~357
CTR2 TGGCCACTAGCAAAATAAGCGT
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2S lentelé. Mikroorganizmy aptikimo daznis PGR metodu BV teigiamuose, dalinés BV ir BV neigiamuose méginiuose

Daliné BV vs BV neigiama BV teigiama vs BV neigiama
Wi, | g | Syt [, aseeery | g | St |, | sosem
G. vaginalis 100 (87.2-100) 13.2(5.5253) | 0.088 | 8.87(0.49-61.54) | 100 (88.1-100) | 13.2(5.5-25.3) 0.048 | 9.52(0.52-173.01)
f é;;%;”e (ex-A. 51.9(32.0-71.4) | 83.0(70.2-91.9) | 0.002 | 527 (1.86-14.92) | 89.7 (72.6-97.8) | 83.0(70.2-91.9) | <0.001 | 42.37 (10.51-170.80)
Prevotella G1 33.3(16.5-54.0) | 88.7(77.0-95.7) | 0.031 | 3.917 (1.22-12.59) | 65.5 (45.6-82.1) | 88.7(76.9-95.7) | <0.001 | 14.88 (4.74-46.73)
BVAB2 14.8 (4.2-33.7) 94.3 (84.3-98.8) | 0218 | 2.90 (0.60-14.03) | 65.5 (45.6-82.1) | 94.3 (84.3-98.8) | <0.001 | 31.67 (7.85-127.70)
Megasphera ph. 1 40.7 (22.4-61.2) | 79.2 (65.9-89.2) | 0.069 | 2.62 (0.95-7.24) 75.8 (56.5-89.7) | 79.2(65.9-89.2) | <0.001 | 12.00 (4.08-35.31)
éﬁg;‘;zﬁ;‘g 48.2 (28.6- 68.0) | 83.0 (70.2-91.9) | 0.007 | 4.54(1.60-12.86) | 68.9 (49.2-84.7) | 83.0(70.2-91.9) | <0.001 | 10.86 (3.75-31.51)
Eggerthella tipo 44.4 (25.5-64.7) | 90.6 (79.4-96.8) | <0.001 | 7.68(2.33-25.34) | 72.4(52.7-87.2) | 90.6(79.4-96.9) | <0.001 | 25.20 (7.37-86.19)
L. crispatus 55.6(353-74.5) | 41.5(28.2-55.9) | 0.816 | 0.88 (0.35-2.26) 37.9(20.7-57.8) | 41.5(28.1-55.9) | 0.106 | 0.43 (0.17-1.09)
L. inners 77.8(57.8-91.4) | 24.5(13.7-38.2) | 1.000 | 1.14 (0.38-3.42) 86.2 (68.3-96.1) | 24.5(13.8-38.2) | 0.393 | 2.03 (0.59-6.93)
L. jensenii 25.9 (11.1-463) | 43.4(29.8-57.7) | 0.010 | 0.27 (0.10-0.74) 20.7(8.0-39.8) | 43.4(29.8-57.7) | 0.002 | 0.20 (0.07-0.57)
L. gasseri 33.3(16.5-54.0) | 56.6(423-70.2) | 0472 | 0.65 (0.25-1.72) 20.7 (8.0-39.8) | 56.6 (42.3-70.2) | 0.054 | 0.34 (0.12-0.97)
Bifidobacterium spp. 14.8 (4.2-33.7) 88.7(77.0-95.7) | 0.726 | 1.36 (0.35-5.31) 27.6 (12.8-47.2) | 88.7(76.9-95.7) | 0.073 | 2.98 (0.92-9.68)
U. urealiticum (UU) 11.1 (2.4-29.2) 92.4(81.8-97.9) | 0.683 | 1.53 (0.32-7.40) 10.3 (2.2-27.4) | 92.4(81.8:97.9) | 0.694 | 1.41(0.29-6.80)
U. parvum (UP) 55.6(353-74.5) | 71.7(57.6-83.2) | 0.027 | 3.17 (1.21-8.32) 69.0 (49.2-84.7) | 71.7(57.6-832) | <0.001 | 5.63 (2.10-15.12)
M. genitalium (MG) - - - - - - - -
M. hominis (MH) 14.8 (4.2-33.7) 98.1(90.0-99.9) | 0.042 | 9.04 (0.96-85.48) | 20.7 (8.0-39.8) | 98.1(89.9-99.9) | 0.007 | 13.56 (1.54-119.2)
N.gonorrhoeae (NG) - - - - - - - -
Chl. trachomatis (CT) - - - - - - - -
T. vaginalis (TV) - - - - - - - -
Candida pasélis 7.7 (0.9-25.1) 81.1(68.0-90.6) | 0.318 | 0.36 (0.07-1.77) 27.6 (12.8-47.2) | 81.1(68.0-90.6) | 0.409 | 1.64 (0.56-4.76)
Candida PGR 30.8 (143-51.8) | 77.4 (63.8-87.7) | 0.583 | 1.52(0.53-4.35) 37.9(20.7-57.8) | 81.1(68.0-90.6) | 0.069 | 2.63(0.95-7.27)
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3S lentelé. Atitikimas tarp jvairiy genui specifiniy PGR, skirty bakterijos Gardnerella
nustatymui maksties méginiuose

PGR metodai Kappa (x) verté (interpretacija)
vly PGR wvsl6S | k=0,55 Eksperimentiniy atvejy skaicius: 83 (91.21% atvejy)
rRNR PGR (vidutinis) Tikimybiniai atvejai: 73.1 (80.34% atvejy)

Kk standartiné paklaida (SP) =0.14

95% PI: 0.28-0.87
vly PGR vs cpn60 | «=0,44 Eksperimentiniy atvejy skaiius: 71 (78.02% atvejy)
PGR (vidutinis) Tikimybiniai atvejai: 55.4 (60.92% atvejy)

k SP=0.09

95% PI: 0.26-0.62
vly PGR vs 23S | k=0,23 Eksperimentiniy atvejy skaicius: 54 (59.34% atvejy)
rRNR PGR (silpnas) Tikimybiniai atvejai: 42.9 (47.17% atvejy)

k SP=0.06

95%PI: 0.11-0.35
16StRNR PGR vs | k=0,15 Eksperimentiniy atvejy skaicius: 50 (54.95% atvejy)
23S rRNR PGR (silpnas) Tikimybiniai atvejai: 42.6 (46.83% atvejy)

k SP=0.05

95%PI: 0.05-0.26
16S rRNR PGR vs | k=0,24 Eksperimentiniy atvejy skaicius: 65 (71.43% atvejy)
cpn60 PGR (silpnas) Tikimybiniai atvejai: 56.6 (62.23% atvejy)

k SP=0.09

95% PI: 0.07-0.41
23S rRNR PGR vs | «=0,64 Eksperimentiniy atvejy skaicius: 74 (81.32% atvejy)
cpn60 PGR (geras) Tikimybiniai atvejai: 44.5 (48.86% atvejy)

« SP=0.07

95% PI: 0.49-0.78
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48 lentelé. Gardnerella ir jos potipiai maksties méginiuose (n=109)

Gardnerella méginyje Gardnerella méginyje

Eilés | Méginio | Nugent Eilés | Méginio | Nugent
Nr. Nr. verté Yra (+) Potipis(iai) Nr. Nr. verté Yra (+) Potipis(iai)
/méra (-) /méra (-)

1 00151 9 + 1+2 26 028S1 2 + 3
2 00251 8 + 1+2+4 27 029S1 5 + 2+3+4
3 003S1 1 - - 28 030S1 1 + 3
4 00451 1 - - 29 03181 3 + 4
5 00551 3 + 2+4 30 03251 1 + 1+4
6 00651 4 + 1+4 31 03381 1 + ND
7 007S1 8 + 1+2+4 32 034S1 3 + 1
8 008S1 6 + 4 33 035S1 1 + ND
9 009S1 3 + 4 34 036S1 0 + ND
10 01181 9 + 1+4 35 03781 0 + 4
11 01281 0 - - 36 038S1 2 + 4
12 01381 1 - - 37 03981 3 + 1+4
13 014S1 9 + 2+4 38 040S1 4 + 1+4
14 01581 9 + 1 39 04251 0 + 1+4
15 01781 4 + 1+2+4 40 02832 1 + 1+4
16 019S1 8 + 4 41 04451 4 + ND
17 020S1 4 + 2+4 42 04581 0 + 4
18 021S1 3 - - 43 046S1 7 + 1+2+4
19 02251 0 - - 44 04781 10 + 1+4
20 02381 2 + 1 45 048S1 4 + 4
21 00582 2 + 4 46 04951 2 + 4
22 024S1 4 + 1+2+4 47 050S1 1 + ND
23 02581 3 + 4 48 05181 4 + 1+2+4
24 02651 8 + 14243 49 05281 4 + 1+4
25 02781 4 + 1+3 50 05381 10 + 4
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Gardnerella méginyje

Eilés | Méginio | Nugent

Nr. Nr. verté Yra (+) Potipis(iai)

/méra (-)

51 05451 1 + 4
52 05651 6 + 1+4
53 05781 10 + 1
54 058S1 9 + 1+2+4
55 05951 10 + 1
56 060S1 10 + 2+4
57 06351 8 + 1+2+4
58 06451 7 + 1+2+4
59 06551 9 + 1+2+4
60 06651 2 + 1+3
61 06751 1 + 1+2+4
62 068S1 4 + 4
62 069S1 3 + 4
64 07081 2 + 1
65 07181 4 + 2+4
66 07281 0 + 1
67 07381 0 + 4
68 07451 0 + 1+4
69 07651 6 + 1+2+4
70 07781 4 + 4
71 078S1 5 + 2+4
72 079S1 4 + 1
73 080S1 1 + 1
74 08151 2 + 1+4
75 08251 9 + 1+2+4
76 03082 0 + 1+2+4
77 05852 5 + 4
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Gardnerella méginyje

Eilés | Méginio | Nugent

Nr. Nr. verté Yra (+) Potipis(iai)

/méra (-)

78 084S1 9 + 1+2+4
79 08581 2 + 1+4
80 086S1 6 + 1+2+3+4
81 087S1 7 + 1+2+4
82 088S1 10 + 1+2+3+4
83 089S1 8 + 1+4
84 090S1 5 + 1+2+4
85 091S1 1 + 2+4
86 09251 3 + 1+2+3+4
87 09351 3 + 2
88 09451 2 + 1+2+3+4
89 09581 3 + 1+2+3+4
90 096S1 7 + 1+2+3+4
91 09781 0 - -
92 098S1 8 + 1+2+3+4
93 099S1 3 + 1+2+3+4
94 10181 1 + 1+2+3+4
95 10281 5 + 1+2+4
96 103S1 5 + 2+4
97 104S1 1 + 2+4
98 10581 3 + 1+4
99 10651 9 + 1+2+3+4
100 10781 10 + 1+2+4
101 108S1 4 + 1+4
102 10951 5 + 1+4
103 11081 5 + 1+4
104 11181 0 + 1+4




Gardnerella méginyje

Eilés | Méginio | Nugent

Nr. Nr. verté Yra (+) Potipis(iai)

/méra (-)

105 11281 0 + 4
106 11381 1 + 1+4
107 11481 10 + 1+2+4
108 11581 10 + 1+4
109 116S1 0 + 1+4
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58S lentelé. Keturiy Gardnerella potipiy aptikimo daznis, panaudojant potipiui bidingas PGR, BV neigiamuose, dalinés BV ir BV neigiamuose
méginiuose

Jautrumas (%, 95%

SpecifiSkumas (%, 95%

Py PI) P GS (95% PI)
Dauginiai potipis vs vienas potipis
BV teigiamas vs BV neigiamas 82.7 (64.2-94.2) 47.6 (32.0-63.6) 0.011 4.36 (1.40-13.62)
Daliné BV vs BV neigiamas 76.9 (56.3-91.0) 47.6 (32.0-63.6) 0.071 3.03 (1.013-9.06)
BV teigiamas+daliné BV vs BV neigiamas 80.0 (67.1-89.6) 47.6 (32.0-63.6) 0.005 3.64 (1.48-8.91)
Potipis 1 vs bet kuris Kitas potipis
BV teigiamas vs BV neigiamas 86.2 (68.3-96.1) 42.9 (27.7-59.1) 0.010 4.69 (1.38-15.88)
Daliné BV vs BV neigiamas 61.5 (40.6-79.8) 42.9(27.7-59.1) 0.803 1.2 (0.44-3.26)
BV teigiamas+daliné BV vs BV neigiamas 74.6 (61.0-85.4) 42.9(27.7-59.1) 0.084 2.20 (0.93-5.20)
Potipis 2 vs bet kuris Kitas potipis
BV teigiamas vs BV neigiamas 69.0 (49.2-84.7) 73.8 (58.0-86.1) <0.001 | 6.26(2.20-17.81)
Daliné BV vs BV neigiamas 46.1 (26.6-66.7) 73.8 (58.0-86.1) 0.117 2.42 (0.86-6.79)
BV teigiamas+daliné BV vs BV neigiamas 58.2 (44.1-71.4) 73.8 (58.0-86.1) 0.002 3.92 (1.64-9.38)
Potipis 3 vs bet kuris kitas potipis
BV teigiamas vs BV neigiamas 17.2 (5.8-35.8) 80.9 (65.9-91.4) 1.00 0.88 (0.26-3.04)
Daliné BV vs BV neigiamas 11.5(2.4-30.1) 80.9 (65.9-91.4) 0.512 0.55(0.13-2.31)
BV teigiamas+daliné BV vs BV neigiamas 14.5 (6.5-26.7) 80.9 (65.9-91.4) 0.590 0.72 (0.25-2.12)
Potipis 4 vs bet kuris kitas potipis
BV teigiamas vs BV neigiamas 82.8 (64,2-94,2) 21.4 (10.3-36.8) 0.767 1.31 (0.39-4.41)
Daliné BV vs BV neigiamas 92.3 (74.9-99.0) 21.4(10.3-36.8) 0.184 3.27 (0.65-16.54)
BV teigiamas+daliné BV vs BV neigiamas 87.3 (75.6-947) 21.4(10.3-36.8) 0.281 1.87 (0.63-5.52)
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6S lentelé. Gardnerella potipiai nekultivuotuose maksties méginiuose ir potipiai/risys kultivuotuose méginiuose

Gardnerella izoliatas

Eil. Nr. M?k.g ties Nugent verté Pf)ti.pia.i
méginys méginyje . .
Nr. Potipis |Rusis (pagal cpn 60 UT)

1 046S1 7 1+2+4 46.6 1 G. vaginalis
2 047S1 10 1+4 47.3 1 G. vaginalis
3 056S1 6 1+4 56.1 1 G. vaginalis
4 057S1 10 1 57.1 1 G. vaginalis
5 9 1+2+4 58.1 4 G. leopoldii
6 058S1 58.4 1 G. vaginalis
7 58.7 2 G. piotii

8 5 4 58.2.1 4 G. leopoldii
9 05852 58.2.3 1 G. vaginalis
10 060S1 10 2+4 60.1 2 G. piotii
11 8 1+2+4 63.1 4 G. leopoldii

063S1
12 63.2 2 genome sp. 3
13 06551 9 1+2+4 65.2 2 genome sp. 3
14 076S1 6 1+2+4 76.2 1 G. vaginalis
15 078S1 5 2+4 78.1 2 G. piotii
16 079S1 4 1 79.2 1 G. vaginalis
17 9 1+2+4 82.1 4 G. leopoldii
08251

18 82.2 2 genome sp. 3
19 083S1 6 1+2 83.1 1 G. vaginalis
20 08451 9 1+2+4 84.1 1 G. vaginalis
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.. . Gardnerella izoliatas
Eil. Nr. M?k.s ties Nugent verté P?tl.pla.l
méginys meéginyje . .
Nr. Potipis |Rusis (pagal cpn 60 UT)

21 84.3 2 G. piotii
22 84.4 2 G. piotii
23 84.5 1 G. vaginalis
24 84.6 2 G. piotii
25 86.1 nezinomas G. vaginalis
26 086S1 6 1+2+3+4 86.3 2 genome sp. 3
27 86.5 2 G. piotii
28 088S1 10 1+2+3+4 88.2 4 G. leopoldii
29 099S1 3 1+24+3+4 99.1 4 G. leopoldii
30 105S1 3 1+4 105.1 1 G. vaginalis
31 10681 9 1494344 106.3 4 G. swidsinskii
32 106.5 1 G. vaginalis
33 107S1 10 1+2+4 107.1 4 G. swidsinskii
34 114S1 10 1+2+4 114.2 1 G. vaginalis
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W - - R 500

1S pav. vly geno ir jam gretimy sekuy padauginimas. Jei PGR produktas >2500 bp
ilgio DNR fragmentas, tai Gardnerella kamienai turi vly (84.5, 86.3 ir 88.2). Jei PGR
produktas apie 600 bp fragmentas, tai kamienai vly geno neturi (58.7, 84.3, 84.4, 84.6,
86.1 ir 86.5). M — DNR fragmenty ilgio standartas (Gene Ruler DNA Ladder Mix).
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78S lentelé. Gardnerella kamieny formuojamos bioplévelés

‘ Potip 24 val. inkubavimas 48 val. inkubavimas
Kamienas | 4 OD* | OD | 2xODr | 4xODr OD | Bioplform’ | OD* | OD® | 2x0Dr | 4xODr OD 1 Biopl. form. ¢
biopl‘. biopl.©
466 | 0.047 £ | 0.061 0.121 0.243 0.068+ Silpnas 0.059 + | 0.079 0.157 0314 0.075+ Neformuoja
0.004 0.005 0.007 0.003
473 | 0.090 + | 0.109 0219 0.438 0.184 =+ | Silpnas 0.047 = | 0.061 0.121 0.243 0.146 + | Vidutinis
0.006 0.010 0.004 0.015
561 | 0.064 + | 0.077 0.153 0.306 0.507 + | Stiprus 0.058 + | 0.095 0.191 0.381 0.106 + | Silpnas
0.004 0.043 0.012 0.007
571 1 0.088 + | 0.107 0214 0.429 0.118 =+ | Silpnas 0.047 + | 0.061 0.121 0.243 0.074 + | Silpnas
0.006 0.007 0.004 0.009
531 4 0.057 + | 0.124 0.248 0.496 0.079 £ | Neformuoja | 0.050 + | 0.090 0.180 0.360 0.067 + | Neformuoja
0.022 0.017 0.013 0.002
534 | 0.04 =+ | 0.046 0.093 0.185 0.104 =+ | Vidutinis 0.059 + | 0.143 0.286 0.572 0.130 + | Neformuoja
0.003 0.005 0.028 0.013
587 ) 0.076 + | 0.111 0.223 0.446 0.098 + | Neformuoja | 0.056 + | 0.086 0.172 0.343 0.078 + | Neformuoja
0.012 0.011 0.01 0.008
5850 1 4 0.061 + | 0.095 0.189 0.379 0.083 + | Neformuoja | 0.059 + | 0.074 0.149 0.298 0.075 =+ | Silpnas
0.011 0.005 0.005 0.003
58523 | 0.058 + | 0.072 0.143 0.286 0208 =+ | Vidutinis 0.060 + | 0.064 0.128 0.257 0.175 + | Vidutinis
0.004 0.011 0.001 0.012
0.1 ) 0.059 + | 0.084 0.169 0.338 0.691 =+ | Stiprus 0.063 + | 0.075 0.151 0.302 0.830 + | Stiprus
0.008 0.031 0.004 0.056
6.1 4 0.061 = | 0.076 0.152 0.303 0.069 + | Neformuoja | 0.063 + | 0.075 0.150 0.300 0.067 + | Neformuoja
0.005 0.007 0.004 0.004
632 ) 0.055 + | 0.097 0.195 0.390 0.537 =+ | Stiprus 0.063 = | 0.107 0214 0.428 1.187 =+ | Stiprus
0.014 0.046 0.015 0.197
652 ) 0.052 + | 0.094 0.188 0.376 0.070 + | Neformuoja | 0.061 + | 0.105 0.210 0.420 0.091 + | Neformuoja
0.014 0.009 0.015 0.008
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' Potip 24 val. inkubavimas 48 val. inkubavimas
Kamienas | ;¢ OD* | OD | 2xODr | 4xODr OD | Bioplform’ | OD* | OD® | 2x0Dr | 4xODr OD 1 Biopl. form. ¢
biopl‘. biopl.©

o2 || 005 = | 0098 [ 019 0392 1009 + | Stiprus 0.053 + | 0.094 0.187 0374 0.897 + | Stiprus
0014 0.082 0014 0.048

1 L | 0045 = 0060 | 0119 0239 0.109 = | Silpnas 0,063 + | 0073 0.146 0292 0406 + | Stiprus
0.005 0.035 0.003 0.036

s | 007 =[0106 [0213 0426 0342 + | Vidutinis | 0069+ | 0.077 0.154 0308 0070 + | Neformuoja
0012 0.047 0.003 0.01

o1 , | 0066 = 0075 | 0150 0299 0071 + | Neformuoja | 0058 = | 0.070 0.141 0282 0.080 + | Silpnas
0.003 0.007 0.004 0.008

92 L 009 =012 | 0224 0448 1299 = | Stiprus 0,058 = | 0.069 0.139 0278 1453 + | Stiprus
0018 0.10 0.004 0.061

ol || 004 = 0063 [ 0127 0254 0.105 Silpnas 0.064 = | 0.082 0.164 0328 0.146 = | Silpnas
0.005 0,009 0.006 0013

51 | 00s3 =008 [ 0170 0340 0114 + | Silpnas 0.048 = | 0.089 0.177 0355 0.117 + | Silpnas
0011 0.048 0014 0.053

843 2 gzggg “ oo | 0148 0296 g:g?g * | non g:ggii 0.07 0.149 0297 g;ggz = | weak

" L 002 =004 | 0107 0214 0065 + | Silpnas 0.061 = | 0.072 0.144 0289 0070 + | Neformuoja
0.001 0016 0.004 0.009

ws || 00s8 [ 007 [ 0149 0297 0222 + | Vidutinis | 0059+ | 0.072 0.144 0287 0.109 + | Silpnas
0.006 0032 0.004 0013

s L, | 0054 =] 002 | 0123 0246 0066 =+ | Silpnas 0.058 = | 0.067 0.134 0268 0063 + | Neformuoja
0.003 0.021 0.003 0.007

%61 o | 008 = [ 0075|0149 0299 0.177 + | Vidutinis | 0060 + | 0.067 0.134 0269 0.106 + | Silpnas
0.006 0.082 0.002 0014

w3 L | 00s8 =006 | 0126 0252 1006 + | Stiprus 0062 = | 0.068 0.136 0272 1198 + | Stiprus
0.001 0335 0.002 0.103

“s L 0054 = [ 0062 | 0123 0246 0081 = | Silpnas 0.060 = | 0.074 0.149 0298 0076 + | Silpnas
0.003 0.007 0.005 0.006
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. Potip 24 val. inkubavimas 48 val. inkubavimas
Kamienas | ;¢ OD* | OD | 2xODr | 4xODr OD | Bioplform' | OD* | ODP | 2x0Dr | 4xODr OD | Biopl. form. ¢
biopl‘. biopl.©
582 , | 009 = [ 0078 | 0155 0310 0.102 = | Silpnas 0.060 = | 0074 0.149 0298 0075 = | Silpnas
0.006 0.006 0.005 0019
001 , | 009 = [ 0062 | 0123 0247 0074 = | Silpnas 0.060 = | 0.076 0.151 0303 0069 + | Neformuoja
0.001 0016 0.005 0.020
1 | ooss =003 [ 046 0292 0091 + | Silpnas 0.058 = | 0.073 0.146 0291 0327 + | Stiprus
0.005 0.019 0.005 0.052
1063 , | 0058 =] 0073 | 0146 0292 0288 + | Vidutinis | 00064 | 0.088 0.175 0351 0323 + | Vidutinis
0.005 0.069 +0.008 0.109
1065 .| 0063 = 0100 [ 0199 0399 0472 + | Stiprus 0.065 + | 0.070 0.141 0281 0430 = | Stiprus
0012 0.068 0.002 0070
o1 , | 0063 = [ 0089 | 017 0358 0.122 + | Silpnas 0.058 = | 0.070 0.141 0282 0.148 = | Vidutinis
0.009 0017 0.004 0.008
114r .| 00s8 =008 [ 0159 0319 0350 =+ | Stprus 0062 = | 0084 0.169 0338 0584 + | Stiprus
0.007 0.091 0.008 0.128
ATCCI0L | 006 = | 0077 | 0153 0306 0689 + | Stiprus 0.041 = | 0.050 0.099 0.198 1.088 + | Stiprus
8 0.006 0.084 0.003 0222

2 Neigiamos kontrolés ODag; buvo apskaiéiuotas kaip keturiy nepriklausomy pakartojimy (su keturiais techniniais pakartojimais) vidurkis +
SN.

PRibiné OD verté (ODr) buvo apskai¢iuota kaip trys SN vir$ neigiamos kontrolés OD vidurkio.

¢ OD biopl. — bioplévélés ODao, kiekvienam kamienui buvo apskaiciuotos kaip keturiy biologiniai pakartojimai su astuoniais techniniais
pakartojimais (n = 32) vidurkis + SN.

dKamienai buvo suskirstyti pagal jy gebéjimg formuoti bioplévele: neformuojantys bioplévelés OD<ODr, formuojantys silpng bioplévele
ODr<OD<2x0Dr, formuojantys viduting bioplévelg 2xODr<OD<4xODr, formuojantys stiprig bioplévele 4xODr<OD (Stepanovic¢ et al., 2000).
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1S apraSymas. Gardnerella kamieny klasteriné ir pagrindiniy komponenty
analizé pagal keturias fenotipines savybes

Pirmieji du pagrindiniai komponentai (PC) sudaré 80,4% bendros
dispersijos, todél nuspresta, kad duomeny atvaizdavimas Siy dviejy
komponenty erdvéje yra pakankamai reprezentatyvus (2S pav. B). Tikryjy
potipiy pasiskirstymas PC erdvéje parodé, kad plotai, kuriuos uzima 2 ir 4
potipiai, nepersidengia, todél galima teigti, kad Sie potipiai yra labiausiai
nepanasiis. Tai sutampa su skirtumu pagal sialidazés aktyvuma ir atitiko
klasifikacinés analizés rezultatus. Trys susietos savybés: bioplévele po 24 ir
48 val. inkubavimo bei santykinis VLY kiekis grafike buvo pavaizduotos
rodyklémis, kurios ir buvo nukreiptos beveik ta pacia kryptimi (2S pav. B).
Tarp $iy rodykliy esantys mazi kampai rodo, kad savybés pateikia panasia
informacija. Be to, galima interpretuoti, kad Sios trys savybés apsprendzia
klasteriy struktiira (spalvoti plotai), nes klasteriai iSsidéste beveik statmenai
rodykliy krypciai. PrieSingai, beveik statmena rodyklé, rodanti sialidazés
aktyvuma, nurodo, kad $i savybé teikia skirtinga informacija nei bioplévelés
storis ar VLY kiekis ir ji turéjo maziau jtakos klasterio strukttrai.
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28 pav. Hierarchinés klasterizacijos (HC) ir pagrindiniy komponenty (PC) analizés
rezultatai, pagristi keturiomis savybémis: sialidazés aktyvumu, VLY kiekiu ir
bioplévelés fomavimu po 24 ir 48 val. inkubavimo. (A) Dendrograma. Saky spalvos
zymi tris didZiausius klasterius. (B) PCA rezultaty grafikas. ASyse atidétos pirmojo ir
antrojo principiniy komponenty (PC) reikSmés. ASiy pavadinimy skliaustuose
pateikta procentiné dispersijos dalis, kurig paaiskina nurodytasis PC. Rodyklés zymi
fenotipines savybes, taskai — kamienus, o taSky/kamieny numeriy spalvos atitinka
potipio numerj, vieno potipio taskai apvesti uzdara linija. Spalvoti laukai nurodo
plotus, kuriuos riboja dendrogramoje nustatyti klasteriai.
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SUMMARY

It is generally assumed that the healthy vaginal microbiota of
reproductive-aged women is dominated by lactobacilli with low bacterial
diversity. Lactobacilli dominance during reproductive years has been
attributed to high levels of oestrogen and vaginal glycogen. Products of
glycogen catabolism are metabolized by lactobacilli to produce lactic acid,
which lowers the vaginal pH to > 3.8, thereby inhibiting the growth of
potential pathogens. Moreover, other protective properties of lactobacilli
include the production of bacteriocins, adhesion to vaginal epithelial cells, and
immunomodulatory activity (Witkin & Linhares, 2017).

A decrease in lactobacilli is associated with an increase in microbiota
diversity, a condition referred to as vaginal dysbiosis. Bacterial vaginosis
(BV) is a form of vaginal dysbiosis, microbiologically characterized by a
reduction in beneficial lactobacilli, such as Lactobacillus crispatus, and an
increase in facultative and strict anaerobic bacteria, including Gardnerella and
Fannyhessea vaginae (formerly Atopobium vaginae), Prevotella spp., and
other bacteria (Fredriks et al., 2005; Ravel et al.,, 2011). BV has been
associated with gynaecological and reproductive health issues in women,
including preterm birth, increased risk of HIV and sexually transmitted
infections (Borgdorff et al., 2014; Fetweiss et al., 2019). BV is diagnosed
using the four Amsel criteria (Amsel et al., 1983), which include an elevated
vaginal pH (>4.5), watery, thin, white discharge, an amine odor, and
microscopically detected clue cells, which signify adherence of the bacteria to
detached epithelial cells. The gold standard in BV diagnosis remains the
Nugent scoring (NS) system, which is based on the semi-quantification of
three bacterial morphotypes in Gram-stained vaginal fluid. NS 0-3 indicates
BV-negative lactobacilli-dominated vaginal microbiota, NS 4-6 is considered
intermediate microbiota, and a score of 7-10 signifies BV.

Bacterium Gardnerella vaginalis, a facultative gram-positive anaerobe
that resides within the human urogenital microbiota, was originally considered
to be the etiological agent of BV (Gardner & Dukes, 1955). G. vaginalis has
been detected in the vaginal microbiota of 95-100% of women with BV
(Muzny & Schwebke, 2016); however, it was found in 30-50% of BV-
negative women, albeit in lower quantities (Aroutcheva et al., 2001;
Shipitsyna et al., 2019). Gardnerella has attracted attention due to its
exceptional virulence potential compared to other BV-associated bacteria
(Patterson et al., 2010). Gardnerella secretes the cholesterol-dependent toxin
vaginolysin (VLY), which pore-forming activity is associated with
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cytotoxicity (Gelber et al., 2008). Sialidases produced by Gardnerella
participate in the degradation of protective vaginal mucus (Lewis et al., 2013;
Robinson et al., 2019). Gardnerella strongly adheres to vaginal epithelial cells
and produces a biofilm (Patterson et al., 2010). A structured polymicrobial
biofilm consisting of a numerically predominant Gardnerella and other
incorporated bacterial species was detected in BV patients, but not in BV-
negative individuals (Swidsinski et al., 2005).

The history of Gardnerella taxonomy reflects the evolving
understanding of the bacterium, its role in human health, and advancements
in microbiological classification. The genus of Gardnerella was established
by Greenwood and Pickett in 1980, with G. vaginalis as the sole species.
Molecular typing divided Gardnerella into up to 17 biotypes (Piot et al.,
1984). The DNA-based methods revealed significant genetic diversity among
G. vaginalis strains (Pleckaityte et al., 2012), resulting in their classification
into four distinct clades, such as clades 1, 2, 3, and 4 (Ahmed et al., 2014;
Balashov et al., 2016). Profound genomic analyses and phylogenetic studies
have identified at least 13 distinct genomic species that were previously
named G. vaginalis. Gardnerella was split into multiple species, including
G. vaginalis, G. piotii, G. leopoldii, and G. swidsinskii (Vaneechoutte et al.,
2019).

Like a history of Gardnerella nomenclature, the understanding of the
relationship between this bacterium, health, and disease has evolved since its
assignment as the causative agent of BV. The presence of Gardnerella in the
vagina, even at high levels, is not always associated with BV symptoms (Ma
et al., 2012). This observation led to the prevailing hypothesis that different
Gardnerella clades or strains differ in their pathogenic potential with different
role in health and disease.

This study aims to isolate Gardnerella strains from characterized
vaginal samples, evaluate virulence-associated characteristics, and assess the
distribution of virulence factors across Gardnerella clades/species.

The objectives:

1. Characterize the vaginal samples as BV-positive and BV-negative.

2. Determine Gardnerella clades in noncultured vaginal samples with
non-BV and BV microbiota.

3. Isolate Gardnerella strains from vaginal samples and subtype them
into clades/species.

4. To evaluate virulence factors of Gardnerella, as follows: the ability
to produce toxin vaginolysin, grow as a biofilm, and express sialidase activity.
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5. To assess the distribution of virulence factors across Gardnerella
clades/species and their association with BV pathogenesis.

Prevalence and distribution of Gardnerella clades in non-cultured
vaginal samples

All vaginal samples were subjected to Gram-staining and microscopy to
assess their Nugent score (NS), which has been used as a gold standard for
BV diagnosis (Nugent et al., 1991). The diagnosis was also defined by the
clinician and included the mandatory presence of three Amsel criteria (Amsel
et al.,, 1983). Ten samples were excluded from further analysis due to
discrepancies in classification using the Amsel criteria and Nugent scoring.
To characterize the vaginal microbiota of healthy and BV-affected women,
the presence of pertinent bacterial species was detected by PCR assays. Of the
119 wvaginal samples, 53 (44.5%) were BV-negative, 29 (24.4%) were
classified as BV positive, and 27 (22.7%) were designated as partial BV.
Gardnerella was found in 87% of women without BV and in 100% of BV-
positive samples. The vast majority of vaginal samples contained multiple
Gardnerella clades in different combinations. Clade 4 was the most frequently
detected (79.4%), followed by clade 1 (63.7%), clade 2 (42.2%), and clade 3
(15.7%). Multi-clade Gardnerella communities were positively associated
with NS>4 (OR 3.64; 95% CI 1.48-8.91; p = 0.005). This finding aligns with
the results of a previous study (Balashov et al., 2014) and subsequent studies
(Hill et al., 2019; Hilbert et al., 2017; Munch et al., 2024). Within the vaginal
samples with single-clade communities (n = 31), clade 4 (n = 19) and clade 1
(n = 9) were most prevalent, regardless of the BV status. The prevalence of
each of the four Gardnerella clades showed a distinct association with BV
status. The less often detected clade 3 demonstrated no association with the
disorder. The most ubiquitous clade 4 showed no association with BV (OR
1.31; 95% CI1 0.39-4.41; p = 0.767), whereas clade 2 was the most frequently
observed in women with both high NS (OR 6.26; 95% CI 2.20-17.81; p <
0.001). Clade 1 showed a positive association with BV (OR 4.69; 95% CI
1.38-15.88; p = 0.010), but was also found in 61.5% and 57.1% of partial BV
and BV-negative samples, respectively. There are contradictory data on
Gardnerella clades' specificity for BV (Balashov et al., 2014; Shipitsyna et al.
2019; Munch et al., 2024). The presence of multiple Gardnerella clades was
the marker of BV in our study population. The later studies confirmed these
findings and demonstrated that wvaginal colonization with multiple
Gardnerella clades is a risk factor for the development of BV (Munch et al.,
2024).
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Gardnerella isolates and their subtyping into clades and species

The majority of Gardnerella strains were isolated from vaginal samples
with NS>4. Isolates were subtyped by clade-specific PCR (Balashov et al.,
2014). A total of 34 Gardnerella strains were selected for further analysis: 14
strains were of clade 1, 11 of clade 2, 8 belonged to clade 4, and one isolate
of unknown clade. Multiple Gardnerella clades were isolated from 7 vaginal
samples.

To adjust the updated Gardnerella taxonomy (Vaneechoutte et al., 2019),
all isolates were distributed into species based on the cpn60 universal target
(UT) sequences (Schellenberg et al., 2016). The species were resolved in the
cpn60 phylogenetic tree based on the alignment of the UT sequence (this work
was done by Dr. A. Bulavaité, VU GMC BTI). The reference sequences from
the type strains of four named species and nine genome species were included.
Fifteen isolates that corresponded to the previously determined clade 1 were
identified as G. vaginalis. The isolate with an undetermined clade was
assigned to G. vaginalis. Isolates of clade 2 were differentiated into G. piotii
and genome species 3, which was consistent with the phylogenetic
relationship described in Hill et al. (2019). The isolates corresponding to clade
4 were separated into G. swidsinskii and G. leopoldii.

Virulence potential of different Gardnerella clades/species

A total of 34 Gardnerella strains, which resolved into clades/species,
were analyzed with respect to their ability to produce toxin VLY, form a
biofilm, and express sialidase activity.

The gene coding for VLY was found in nearly all isolates of clade 1
(G. vaginalis) and in all isolates of clade 4; however, clade 2 was the most
variable, with the presence of the vly gene. Specifically, 5 of 11 strains (all
G. piotii) lacked the gene. VLY production by Gardnerella isolates in liquid
medium was measured after 24 h of growth. VLY was quantified using a
monoclonal antibody (Mab)-based sandwich ELISA as described previously
(Pleckaityte et al., 2012). Statistically significant differences in VLY
production were detected among the clades; however, the subsequent post-hoc
analysis revealed no significantly different pairs of clades. Regarding the VLY
amount, relatively high strain-to-strain variability was observed among
isolates of clades 2 and 4, whereas clade 1 exhibited greater homogeneity.
Although there is no direct evidence describing the role of VLY in vivo, the
concentration of this toxin detected in BV-positive vaginal samples (Nowak
et al., 2018) was sufficient to affect vaginal squamous cells, which are

119



subsequently exfoliated and form a part of the BV-characteristic vaginal
discharge (Bradshaw et al., 2025).

Desquamated vaginal epithelial cells covered with a polymicrobial
bacterial biofilm, mainly composed of Gardnerella, were detected in BV
patients (Swidsinski et al., 2014). Biofilm formation is also associated with
increased antimicrobial resistance and the recurrence of BV, and biofilm
creates the possibility for transmission through sexual contact. All isolates
were cultured in BHIs medium in 96-well plates for 24 and 48 h to evaluate
biofilm formation in vitro. Differences among isolates in biofilm amount after
different periods of incubation were not statistically significant. Clade 1
(G. vaginalis) exhibited greater internal variability with respect to biofilm
amount, whereas the vast majority of clade 4 (G. swidsinskii and G. leopoldii)
formed either little or no biofilm. However, differences in biofilm amount
among the clades did not reach statistical significance.

Elevated activities of sialidases and other glycosylases were detected in
vaginal fluids of BV patients (Cauci & Culhane, 2011). Three sialidases were
detected in Gardnerella: NanH1, NanH2, and NanH3 (Lewis et al., 2012;
Robinsosn et al., 2019). It is believed that NanH1 (formerly Sialidase A) is
not responsible for the sialidase activity observed in Gardnerella, whereas
NanH2 and NanH3 are the major contributors to sialidase activity (Robinson
et al., 2019). Sialidase degrades the mucins of vaginal epithelial cells by
releasing sialic acid. Degradation of protective mucus layer by sialidases leads
to exfoliation and detachment of epithelial cells, enabling bacterial adhesion
to the vaginal epithelium. Clade 4 (G. swidsinskii and G. leopoldii) strains
lacked the nanH1-nanH2-nanH3 genes and did not exhibit sialidase activity
in both qualitative and quantitative assays using the fluorogenic substrate
MUN. Indeed, the strains coding for NanH1 but lacking genes coding for
NanH2/NanH3 were sialidase activity-negative. Clade 2 (G. piotii and
genome sp.3) demonstrated sialidase activity, except for one isolate, in culture
supernatants. Despite the fact that all clade 1 (G. vaginalis) isolates possessed
nanH1, only three isolates that coded for NanH3 were sialidase activity
positive. The post hoc analysis confirmed that all three clades differed
significantly in terms of sialidase activity. Clade 2 had the highest, clade 1
intermediate, and clade 4 the lowest sialidase activity.

Classification analysis demonstrated that the Gardnerella clades could
be best defined based on the profiles of two phenotypic characteristics:
sialidase activity and VLY production. These profiles enabled the correct
identification of clades only in a fraction of Gardnerella isolates. Further
statistical exploratory data analysis of phenotypic characteristics revealed that
clades 2 and 4 are the most dissimilar subgroups. Furthermore, it showed that
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clade 4 is the most homogeneous subgroup, as all isolates were found in the
same cluster, characterized by low production levels of all studied virulence
factors. By contrast, both clades 1 and 2 exhibited greater internal variability.
Clade 2 isolates were mainly distributed between two clusters, which virtually
confirms the presence of two species, G. piotii and genome sp. 3, in this clade.
However, the small number of genome sp. 3 isolates precludes confirmation
of this presumption.

Conclusions:

1. Using traditional and molecular methods, differentiation was made
between healthy and BV microbiota in women; Gardnerella were detected in
all BV microbiota and in 87% of healthy microbiota samples.

2. The most frequently detected Gardnerella clades in the vaginal
microbiota were clade 1 (G. vaginalis species) and clade 4 (G. swidsinski and
G. leopoldii), which were also frequently detected in studies conducted in
other countries.

3. The presence of multiple Gardnerella clades was associated with
BV, whereas single-clade colonization was characteristic of healthy vaginal
microbiota.

4. Strains of clades 1, 2, and 4 were isolated from vaginal samples,
whereas strains of less often detected clade 3 could not be isolated.

5. Clade 4 Gardnerella strains lacked sialidase-encoding genes and
sialidase activity associated with the pathogenesis of BV, possibly because
this subtype is frequently found in healthy vaginal microbiota.

6. Gardnerella clades exhibited different virulence potentials, which
may underlie their distinct roles in health and disease: clade 4 was the most
homogenous group characterized by low production of all studied virulence
factors, whereas clades 1 and 2 were heterogeneous characterized by a distinct
profile of phenotypic characteristics.
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