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Проведено молекулярное типирование 123 штаммов Gardnerella vaginalis, выделенных из вагинального отделяемого 
женщин с верифицированным диагнозом бактериального вагиноза, протекающего с клиническими проявлениями и 
бессимптомно. При типировании использовались особенности нуклеотидных последовательностей района межгенно-
го спейсера (ITS), расположенного между генами 16S- и 23S-рРНК. Данный метод позволил разделить штаммы гар-
днерелл на три подгруппы, для каждой из которых выделены специфические участки последовательностей ITS. 
Анализ результатов полногеномного высокопроизводительного секвенирования трех штаммов G. vaginalis, относящих-
ся к трем разным подгруппам, выявил отличия в размерах генома и наборе факторов патогенности, что позволяет 
сделать предположение о различном уровне вирулентного потенциала штаммов, относящихся к разным подгруппам. 
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bacterial vaginosis, occurring with clinical manifestations and asymptomatic was carried out. The properties of nucleotide 
sequences in the region of intergenic spacer (ITS) located between 16S- and 23S-rRNA genes were used for typing. The 
method used allowed us to separate the Gardnerella strains into three subgroups according to specific sequences of the ITS. 
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us to make an assumption about the different level of virulent potential of the strains belonging to different subgroups.
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Б актериальный вагиноз (БВ) – одна из наиболее распро-
страненных вагинальных инфекций у женщин репро-

дуктивного возраста. Этиологическая структура БВ пред-
ставлена широким спектром облигатно-анаэробных микро-
организмов (Fusobacterium nucleatum, Atopobium vaginae, 
Prevotella bivia, Prevotella disiens, Mobiluncus mulieris, 
Veillonella sp., Peptostreptococcus sр., Peptoniphilus sр. и дру-
гими видами), а также микроаэрофилом – G. vaginalis. 
Последний вид – единственный микроорганизм, который 
в 95% случаев встречается в вагинальном биотопе женщин 
с диагнозом БВ, чаще в составе групп микроорганизмов, 
ассоциированных с БВ, реже – как моновозбудитель заболе-
вания [1–3]. У пациенток с рецидивирующим БВ G. vaginalis 
может встречаться в 100% случаев [4]. Однако G. vaginalis 
не всегда вызывает БВ. В низких титрах возбудитель может 
колонизировать влагалище здоровых женщин [5, 6]. 
G. vaginalis достаточно неоднородный вид, который подраз-
деляется на ряд подгрупп. 

Одна из первых популярных схем типирования G. vagi-
nalis предложена P.Piot и соавт. [7]. В соответствии с этой 
схемой внутри вида G. vaginalis различают 8 биотипов на 
основе трех фенотипических тестов: по липазной и бета-
галакто зидазной активностям, а также по гидролизу гиппу-
рата натрия. Позже стали появляться молекулярно-
генетические схемы типирования: сначала метод рестрик-
ционного анализа амплифицированной рибосомальной 
ДНК (ARDRA) [8], позволяющий выявить три-четыре гено-
типа G. vaginalis, и метод произвольно амплифицирован-
ной полиморфной ДНК (RAPD) [9], а затем – методы, осно-
ванные на секвенировании отдельных локусов ДНК. Чаще 
всего проводится либо секвенирование 16S рРНК, либо 
секвенирование нуклеотидной последовательности шапе-
ронина-60 (cpn60) [10, 11]. 

Прорыв в генотипировании штаммов G. vaginalis стал воз-
можен благодаря методу высокопроизводительного секве-
нирования, когда в ходе сравнительного анализа полных 
геномов разных штаммов были обнаружены значительные 
отличия [12, 13]. В 2012 г. показано, что универсальная часть 
генома G. vaginalis включает в себя 746 генов, составляя 
только 27% от полного генома [14, 15]. При построении 
фило генетического дерева показано наличие 4 групп штам-
мов (ветвей), отличающихся друг от друга размером и струк-
турой генома, а также по GC-составу. Высказано предпо-
ложение, что, возможно, целесообразно рассматривать 
каждую из четырех групп как отдельный вид. 

В последние годы в литературе встречаются публика-
ции о корреляции групп G. vaginalis со структурной органи-
зацией генома, наличием того или иного набора генов пато-
генности и особенностями клинического течения БВ [15–17]. 
В других работах, напротив, такой корреляции не отмечает-
ся [18]. Таким образом, молекулярное типирование штаммов 
G. vagi nalis, анализ взаимосвязи штаммовой принадлеж-
ности к определенным подгруппам с особенностями клини-
ческого течения БВ представляется актуальной задачей.

Цель исследования: провести молекулярное типиро-
вание штаммов G. vaginalis, выделенных из вагинального 
отделяемого женщин репродуктивного возраста с верифи-
цированным диагнозом БВ, протекающего с клиническими 
проявлениями и бессимптомно.

Материалы и методы 

В исследование включены 103 женщины репродуктивного 
возраста, у которых на основании комплексной микробио-
логической диагностики в соответствии с медицинской тех-
нологией «Интегральная оценка состояния микробиоты вла-
галища. Диагностика оппортунистических вагинитов» [19] 
верифицирован диагноз БВ. Из них 93 пациентки обрати-
лись в научно-консультативное отделение ФГБУ «НМИЦ АГП 
им. В.И.Кулакова» Минздрава России с жалобами на пато-
логические выделения из половых путей: 39 – с рецидиви-
рующим течением БВ (три и более эпизодов обострения 
в год) и 54 – с острым течением БВ, у которых из анамнести-
ческих данных не получено сведений о рецидиве заболева-
ния в течение последнего года; 10 женщин с бессимптомным 
течением БВ обратились по поводу предгравидарной подго-
товки. Пациенткам выполнено культуральное исследование 
в условиях пониженного содержания кислорода и ана эроб-
ных условиях. Суммарно выделено 123 штамма G. vaginalis.

В работе использовали стандартные питательные среды 
и условия культивирования, адаптированные для G. vaginalis. 
Вагинальное отделяемое с использованием метода истоща-
ющего штриха засевали на агар Columbia с добавлением 5% 
бараньей крови (Bio-Rad, США) с последующим культивиро-
ванием в условиях СО2-инкубатора (Shel Lab, США) или 
анаэробного бокса (Jouan, Франция) в атмосфере трехком-
понентной газовой смеси (N2 – 80%, СО2 – 10%, Н2 – 10%), 
а также на прередуцированный агар Schaedler (Conda, 
Испания) с 5% крови человека в атмосфере трехкомпонент-
ной газовой смеси (N2 – 80%, СО2 – 10%, Н2 – 10%) при 37°С 
в течение 48 ч.

Видовую идентификацию выделенных культур проводили 
с помощью метода MALDI-TOF-MS на масс-спектрометре 
Autoflex III с программным обеспечением MALDI Biotyper вер-
сии 3.0 (Bruker Daltonics, Германия) [20].

Биотипирование G. vaginalis проводили по методике, 
предложенной P.Piot и соавт. [21], позволяющей на основе 
трех тестов (оценке липазной и β-галактозидазной актив-
ности и гидролизу гиппурата) дифференцировать G. vaginalis 
на 8 биотипов.

Для обнаружения продукции β-галактозидазы использо-
вали ONP-тест (ОНП-тест) (ERBA LACHEMA, Чехия). β-Галак-
тозидаза, экспрессируемая G. vaginalis, гидролизует ONP-
субстрат (o-нитрофенил β-D-галактопиранозид) с высвобож-
дением желтого хромогенного соединения о-нитрофенола. 

Для индикации гидролиза гиппурата натрия применяли 
Гиппурат-тест (ERBA LACHEMA, Чехия). G. vaginalis может 
вызывать гидролиз гиппурата натрия (1% водный раствор) 
с образованием глицина и бензоата натрия. Глицин дезами-
нируется окисляющим реагентом нингидрином, что сопрово-
ждается пурпурным окрашиванием.

Тест на продукцию липазы проводили на поверхности 
питательного агара (основа агара Schaedler) с добавлением 
после автоклавирования 10 мл эмульсии яичного желтка 
(HiMedia, Индия). После культивирования G. vaginalis оцени-
вали в косом свете наличие маслянистого блеска в зоне 
роста культуры.

Молекулярное типирование штаммов G. vaginalis осу-
ществляли с помощью тест-системы собственной разработ-
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ки, основанной на методе ПЦР в режиме «реального време-
ни». При разработке тест-системы учитывали специфиче-
ские участки нуклеотидных последовательностей района 
межгенного спейсера (ITS), расположенного между генами 
16S- и 23S-рРНК. Для поиска гомологичных последователь-
ностей использовали опубликованную на ресурсе NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) последовательность рДНК 
G. vaginalis L08167.1. Поиск проводили с помощью програм-
мы BLAST [22]. Отобранные последовательности рДНК 
G. vaginalis выравнивали с помощью программы MEGA 
(http://www.megasoftware.net/mega4/m_creating.html). Специ-
фи ческие для трех подгрупп участки нуклеотидных последо-
вательностей района межгенного спейсера (ITS) использо-
вали для размещения праймеров. Параметры выбранных 
олигонуклеотидов оценивали с помощью программы Oligo 4 
(http://www.oligo.net/).

Полногеномное секвенирование штаммов G. vaginalis 
проводили на секвенаторе Ion PGM Torrent с наборами Ion 
Sequencing Kit (Life Technologies Thermo Fisher, США) по 
протоколу производителя. Геномную ДНК выделяли после 
лизиса лизоцимом и протеиназой К, а также дальнейшей 
очисткой ДНК фенол-хлороформной экстракцией. Библио-
теки ДНК готовили с помощью наборов Ion Xpress Plus 
Fragment Library Kit и Ion Xpress Barcode adapters 1-16 
(Life Technologies Thermo Fisher, США). Проверку качества 
библио тек проводили на приборе Bioanalyzer 2100 с набора-
ми High Sensitivity DNA kit (Agilent Technologies, США). 
Постановку эмульсионной ПЦР и обогащение сфер прово-
дили с наборами Ion OneTouch Template Kit (Life Technologies 
Thermo Fisher, США). 

Сборку коротких чтений осуществляли с помощью про-
граммного обеспечения Mira3. При сборке использовали 
следующие параметры: «genome, de novo, accurate». Резуль-
таты сборки геномов представлены в таблице 1. 

Поиск генов патогенности осуществляли с помощью про-
граммы BLAST [22] путем сравнения нуклеотидных последо-
вательностей геномов с последовательностями генов пато-
генности, взятыми из базы данных NCBI GenBank [23]. 
Набор генов патогенности определялся генами, представ-
ленными в работе C.J.Yeoman и соавт. [13]. 

Результаты и обсуждение

Анализ нуклеотидных последовательностей района меж-
генного спейсера (ITS), расположенного между генами 16S- 
и 23S-рРНК, доступных на ресурсе NCBI, выявил три под-
группы G. vaginalis. Для каждой подгруппы были выделены 
специфические участки последовательностей ITS, представ-
ленные на рисунке. Исходя из полученной информации 
о специфических участках ITS, подобраны три пары прайме-
ров и разработана собственная тест-система для типирова-
ния G. vaginalis, основанная на методе ПЦР в режиме реаль-
ного времени.

С помощью разработанного метода проведено молеку-
лярное типирование 123 штаммов G. vaginalis, выделенных 
из вагинального отделяемого пациенток с подтвержденным 
диагнозом БВ. В зависимости от особенностей специфи-
ческих участков последовательностей ITS установлено, что 
наиболее часто встречались штаммы, принадлежащие 
к I подгруппе (93 штамма), реже – к подгруппам II и III (24 и 
6 штаммов соответственно).

Анализ частоты встречаемости штаммов G. vaginalis ука-
занных подгрупп среди пациенток с различным течением БВ 
показал, что у пациенток с острым течением БВ абсолютно 
доминирующей была подгруппа I G. vaginalis (92,6%), в том 
числе в двух случаях (3,7%) – в сочетании с подгруппой II, 
не встречавшейся изолированно. G. vaginalis подгруппы III 
обнаружена у четырех пациенток (7,4%). Таким образом, при 
остром течении БВ G. vaginalis в 100% случаев представле-
на подгруппами I и III, отличающимися большим набором 
факторов патогенности. G. vaginalis подгруппы II у пациенток 
с острым БВ встречалась редко и всегда ассоциировалась 
с подгруппой I. 

У женщин с бессимптомным течением БВ, обследовав-
шихся в связи с подготовкой к беременности, при культу-
ральном исследовании суммарно получено 10 изолятов 
G. vaginalis. Генотипирование показало, что все изоляты 
принадлежали к подгруппе II.

Анализ причин обращения пациенток с рецидивирующим 
БВ к врачу показал, что в 45 случаях поводом для посеще-
ния врача было обострение (рецидив) заболевания, под-

Таблица 1. Результаты полногеномного секвенирования и сборки геномов

№ штамма Количество коротких чтений Количество контигов >1000 п.н. Длина генома (п.н.) N90 (п.н.) Кратность покрытия
1 1060502 56 1,73 млн 18544 55x
2 1185029 64 1,59 млн 12850 44x
3 1559008 37 1,56 млн 19931 101x

Рисунок. Выравнивание последовательностей рДНК G. vaginalis. 
Специфические для каждой подгруппы участки выделены цветом: подгруппа I – красный; подгруппа II – желтый; подгруппа III – зеленый.
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твержденное результатами клинико-лабораторного обследо-
вания. Обращает на себя внимание тот факт, что все слу чаи 
рецидива БВ ассоциировались с подгруппами G. vaginalis 
I и III. В 12 случаях визит к врачу был связан с плановым 
обследованием на фоне динамического наблюдения, в соот-
ветствии с алгоритмом ведения женщин с рецидивирующим 
БВ. Пациентки не предъявляли каких-либо жалоб, клини-
чески не отмечено манифестации заболевания. Однако 
по результатам комплексной микробиологической диагно-
стики состояние вагинального микроценоза соответствова-
ло критериям БВ или мезоценоза (состояния микробиоты 
влагалища, промежуточного между нормоценозом и БВ). 
Во всех 12 случаях выявлена только II подгруппа G. vaginalis. 
Таким образом, все эпизоды обострения БВ были связаны 
с наличием G. vaginalis I и III подгрупп, а бессимптомные эпи-
зоды ассоциировались с наличием G. vaginalis II подгруппы.

Из каждой подгруппы было взято по одному штамму 
(n = 3), для которых выполнено полногеномное высокопроиз-
водительное секвенирование. В результате секвенирования 
образцов получено 1 060 502–1 559 008 ридов с медианой 
длины рида около 110 п.н. (табл. 1). После сборки в контиги 
итоговая длина генома получилась примерно одинаковой 
для штаммов подгрупп II и III и несколько длиннее для штам-
ма, относящегося к подгруппе I.

Для G. vaginalis описано несколько групп факторов, ответ-
ственных за патогенность: адгезия к эпителиальным клет-
кам, продукция токсинов, резистентность к антибиотикам, 
защита от иммунного ответа клеток хозяина, способность 
формировать биопленки. У всех трех штаммов проверено 
наличие описанных генов. Результаты приведены ниже 
(табл. 2). Для штамма из подгруппы I обнаружен больший 
набор генов, отвечающих за цитотоксичность, чем в двух 
других штаммах. Ген предшественника сиалидазы А, кото-
рый часто описывают как один из основных факторов виру-
лентности, присутствует в штаммах из подгрупп I и III и 
отсут ствует у штамма из подгруппы II. А гены, кодирующие 
фукозидазу, галактозидазу и маннозидазу, присутствуют 
только в геноме штамма из подгруппы I. В целом наиболь-
шим набором генов патогенности обладает штамм, относя-
щийся к подгруппе I, наименьшим набором – штамм из под-
группы II. Штамм, относящийся к подгруппе III, содержит 
промежуточное число генов патогенности.

Проведено биотипирование всех изучаемых штаммов 
G. vaginalis. Результаты представлены в таблице 3. Уста-
новлено, что наиболее часто выявляли II, IV, III, I и V биотипы 
G. vaginalis (31,7; 19,5; 15,5; 14,6 и 12,2% соответственно). 

Таблица 2. Различия в наборе генов патогенности у трех раз-
ных подгрупп G. vaginalis

Продукт гена Подгруппа I 
(штамм №1)

Подгруппа II 
(штамм №2)

Подгруппа III 
(штамм №3)

Цитотоксичность
Вагинолизин + + +
Гемолизин из семейства TlyA + + +
Прекурсор сиалидазы А + – +
α-L-Фукозидаза + – –
β-Галактозидаза + – –
α-Маннозидаза + – –
O-Сиалогликопротеин-
эндопептидаза + + +

Гликопротеаза  
из семейства M22 + + +

Резистентность
Эффлюксная пермеаза 
множественной устойчивости 
к лекарственным препаратам, 
из семейства MATE (Multidrug 
And Toxic сompound Extrusion / 
Выведение лекарственных 
препаратов и токсичных 
соединений)

+ + +

Резистентность 
к антибиотикам + – +

Белок резистентности  
к метициллину + – –

Антипортер множественной 
устойчивости к 
лекарственным препаратам

+ + +

ABC-транспортер 532 
множественной устойчивости 
(ATP-binding cassette /  
АТФ-связывающая кассета)

+ + +

ABC-транспортер 
множественной устойчивости + + +

Блеомицингидролаза + + +
Аминогликозид-
фосфотрансфераза + – –

Белок из семейства DedA + + +
Формирование биопленок

Гликозилтрансфераза 1 
из семейства 1 + + +

Гликозилтрансфераза 2 
из семейства 1 – + –

Гликозилтрансфераза 1 
из семейства 2 + + +

Гликозилтрансфераза 2 
из семейства 2 + + +

Гликозилтрансфераза 3 
из семейства 2 – + –

Гликозилтрансфераза 4 
из семейства 2 – + –

Гликозилтрансфераза 5 
из семейства 2 + – +

Гликозилтрансфераза 6 
из семейства 2 + – –

Гликозилтрансфераза 7 
из семейства 2 + – –

Гликозилтрансфераза 8 
из семейства 2 + – –

Гликозилтрансфераза 
из семейства 4 + + +

Гликозилтрансфераза + + +
Защита от иммунного ответа

Белок клеточной поверхности 
из семейства Rib + – –

Адгезия к эпителиальным 
клеткам

Прекурсоры фимбрий, тип 1 + + +
Прекурсоры фимбрий, тип 2 + + +

Таблица 3. Частота встречаемости различных биотипов среди 
изолятов G. vaginalis

Биотип Частота встречаемости среди различных 
генотипов (абс./%)

Всего 
(n = 123)

подгруппа I 
(n = 93)

подгруппа II 
(n = 24)

подгруппа III 
(n = 6)

I 16/17,2 2/8,3 0 18/14,6
II 27/29,0 10/41,7 2/33.3 39/31,7
III 11/11,8 7/29,2 1/16,7 19/15,5
IV 21/22,6 3/12,5 0 24/19,5
V 11/11,8 2/8,3 2/33,3 15/12,2
VI 3/3,2 0 1/16,7 4/3,3
VII 1/1,1 0 0 1/0,8
VIII 2/2,2 0 0 2/1,6
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Остальные биотипы (VI, VII, VIII) встречались редко 
(не более 3,3%). 

Полученные результаты свидетельствуют о гетероген-
ности штаммов G. vaginalis. По данным литературы, G. vagi-
nalis – филогенетически неоднородный микроорганизм. 
Различные методы молекулярного типирования позволяют 
выявить 3–4 группы штаммов G. vaginalis. В данной работе 
для типирования использовались специфические участки 
последовательностей межгенного спейсера (ITS), располо-
женного между генами 16S- и 23S-рРНК, которые позволили 
разделить штаммы G. vaginalis на три подгруппы, встречав-
шиеся с различной частотой. Обнаружены штаммы, относя-
щиеся к каждой из трех подгрупп, причем различные под-
группы обладали разной частотой встречаемости. Чаще 
всего выявляли штаммы, относящиеся к подгруппе I, реже – 
штаммы из подгруппы III.

Анализ частоты встречаемости различных биотипов среди 
штаммов G. vaginalis, относящихся к подгруппам I–III, показал, 
что чаще других выявляли II биотип, однако не отмечено до-
стоверной разницы в частоте встречаемости этого биотипа 
среди штаммов I–III подгрупп. Вторую позицию зани мает 
III биотип, который несколько чаще обнаруживали среди 
штаммов, относящихся к подгруппе II (41,7%). Остальные био-
типы встречались реже и без достоверного различия их рас-
пространения в подгруппах штаммов разной генетической 
принадлежности. Таким образом, четкой корреляции между 
отдельными биотипами и генотипами не выявлено.

Сравнение набора генов патогенности в геномах пред-
ставителей каждой из трех подгрупп показало, что наиболь-
шим набором генов патогенности обладает штамм, относя-
щийся к подгруппе I, наименьшим – штамм из подгруппы II. 
Кроме того, длина генома штамма из подгруппы I несколько 
больше, чем у штаммов из подгрупп II и III. Можно предпо-
ложить, что штаммы, относящиеся к подгруппам I и III, об-
ладают более высоким вирулентным потенциалом. Обна-
ружение штаммов G. vaginalis I и III подгрупп только у паци-
енток с острым течением БВ или при обострении рецидиви-
рующего БВ является косвенным тому подтверждением. 
Однако данное предположение нуждается в проверке.

Учитывая весьма слабую изученность генетического по-
лиморфизма штаммов G. vaginalis, выделенных из вагиналь-
ного отделяемого женщин с верифицированным диагнозом 
БВ в Российской Федерации, полученные результаты вносят 
определенный вклад в решение данного вопроса. 
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Анализ выявляет ключевой ген бактериальной  
инфекции

 
Ученые дали новую надежду в борьбе с бактериями, устойчивыми к анти-

биотикам, выявив генетический фактор, который важен для вирулентности 
Streptococcus pneumoniae. Эта бактерия вызывает сепсис, пневмонию и менин-
гит и представляет серьезную угрозу для общественного здравоохранения во 
всем мире. При помощи молекулярно-эволюционного анализа последователь-
ностей генов попытались идентифицировать ген, не подверженный мутациям, 
предполагая, что это важно для инфекции/размножения этой бактерии.

Было показано, что ген cbpJ помогает бактериям избегать обнаружения и 
очистки нейтрофилами.

Тот факт, что ген cbpJ находится под строгим отрицательным селективным 
давлением, делает его особенно привлекательной мишенью для лекарств, так 
как это давление будет ограничивать вероятность появления устойчивых к 
лекарствам мутантов. Это исследование также показывает ценность моле-
кулярно-эволюционного анализа для выявления новых лекарственных мише-
ней, в том числе среди факторов пневмококковой вирулентности, особенно 
в сочетании с традиционными молекулярно-микробиологическими подходами.

Analysis reveals key gene for bacterial infection [Electronic resource]. 
URL: https://phys.org/news/2019-03-analysis-reveals-key-gene-bacterial.html
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