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Abstract
This study profiled the vaginal and endometrial microbiota of infertile women (n = 30) and fertile controls (n = 30) via shotgun
metagenomic sequencing. Raw reads were processed through the Fastp → HUMAnN 4 → MetaPhlAn 4 pipeline; α-diversity
(Shannon), β-diversity (Bray–Curtis, PERMANOVA) and differential taxa (LEfSe, LDA > 2) were assessed. A Random Forest
classifier built on the 15 most informative taxa achieved an AUC of 0.85, sensitivity 0.88 and specificity 0.82. Findings
demonstrate a strong association between CST-IV polymicrobial dysbiosis—particularly the Gardnerella vaginalis +
Prevotella bivia signature—and infertility, whereas depletion of Lactobacillus crispatus/jensenii reflects loss of a protective
niche. The microbiome-based model provides sufficient accuracy for clinical screening and underpins development of novel
probiotic–prebiotic therapeutic strategies.
Keywords: microbiota; metagenomics; infertility; CST-IV; Gardnerella vaginalis; Lactobacillus crispatus; Random Forest;
implantation.
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Abstrakt
Ushbu tadqiqotda vaginal va endometrial mikrobiotasining tarkibi bepusht ayollarda (n = 30) va nazorat guruhida (n = 30)
metagenomik sekvenslash orqali tahlil qilindi. Olingan maʻlumotlar Fastp–HUMAnN 4–MetaPhlAn 4 bioinformatik oqimi
yordamida qayta ishlanib, α-divergentlik (Shannon), β-divergentlik (Bray–Curtis, PERMANOVA) va differensial taksonlar
(LEfSe, LDA > 2) baholandi. 15 ta eng informativ takson asosida qurilgan Random Forest modeli AUC = 0,85, sezgirlik =
0,88 va spetsifiklik = 0,82ni koʻrsatdi. Natijalar CST-IV (polimikrob) disbiozi, xususan Gardnerella vaginalis va Prevotella
bivia kombinatsiyasi bepushtlik bilan mustahkam bogʻliq ekanini koʻrsatdi; Lactobacillus crispatus/jensenii kamayishi esa
himoya omilining yoʻqolishini anglatadi. Ushbu mikrobiom-asosli model klinik skriningda qoʻllash uchun yetarlicha aniqlik
namoyon etdi va probiotik-prebiotik modulyatsiya boʻyicha yangi terapevtik strategiyalarni ishlab chiqishda asos boʻla oladi.
Kalit soʻzlar:mikrobiota; metagenomika; bepushtlik; CST-IV; Gardnerella vaginalis; Lactobacillus crispatus; Random Forest;
implantatsiya.

ЗНАЧЕНИЕ ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ МОДЕЛИ ПРИ ВЫЯВЛЕНИИ МИКРОБИОМНЫХ ПРОФИЛЕЙ
РЕПРОДУКТИВНОГО ТРАКТА, АССОЦИИРОВАННЫХ С БЕСПЛОДИЕМ УЖЕНЩИНМЕТОДОМ
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Абстракт
В исследовании с помощью shotgun-метагеномного секвенирования проанализирован состав вагинальной и
эндометриальной микробиоты у женщин с бесплодием (n = 30) и в контрольной группе фертильных женщин (n = 30).
Полученные данные обработаны в bioinformatics пайплайне Fastp → HUMAnN 4 → MetaPhlAn 4; рассчитаны
показатели α-диверситета (индекс Шеннона), β-диверситета (Bray–Curtis, PERMANOVA) и дифференциально
представленные таксоны (LEfSe, LDA > 2). На основе 15 наиболее информативных таксонов построена модель
Random Forest с AUC = 0,85, чувствительностью = 0,88 и специфичностью = 0,82. Результаты показали достоверную
связь полимикробного дисбиоза CST-IV, в частности комбинации Gardnerella vaginalis + Prevotella bivia, с женским
бесплодием; снижение уровня Lactobacillus crispatus/jensenii указывает на утрату защитного звена. Разработанная
микробиом-ориентированная модель обеспечивает достаточную диагностическую точность для клинического
скрининга и служит основанием для новых пробиотико-пребиотических стратегий терапии.

Ключевые слова: микробиота; метагеномика; бесплодие; CST-IV; Gardnerella vaginalis; Lactobacillus crispatus;
Random Forest; имплантация.

KIRISH

Ayollar reproduktiv trakti mikrobiotasi — avvalo vaginal va endometrial mukozalarda joylashgan murakkab mikroblar
hamjamiyati — homiladorlikka tayyorgarlik, embrion implantatsiyasi va mahalliy immunogomeostazni boshqarishda markaziy
rol oʻynaydi [1,2]. Sogʻlom holatda bu gistionik ekotizim past tur xilma-xilligi va Lactobacillus crispatus ustunligi bilan ajralib
turadi; laktat, H₂O₂ va bakteriotsinlar sekretsiyasi hisobiga pH < 4,5 saqlanib, patogen kolonizatsiyadan ishonchli himoya
taʻminlanadi [3,4].
Metaanaliz va koʻp markazli kuzatuv tadqiqotlari Lactobacillus populyatsiyasining pasayishi hamda Gardnerella, Prevotella va
Atopobium kabi fakultativ anaeroblarning koʻpayishi in vitro fertilizatsiya / intratsitoplazmatik sperma inyeksiyasi (IVF/ICSI)
sikllarida implantatsiya muvaffaqiyatsizligi va idiopatik bepushtlik xavfi bilan bevosita bogʻliqligini koʻrsatdi [5,6]. Ayniqsa,
yuqori tur xilma-xilligi va biofilm hosil qiluvchi bakteriyalar boyligi bilan xarakterlanadigan CST-IV polimikrob hamjamiyati
homila tutish koʻrsatkichini 30 % dan koʻproqga pasaytirishi bildirilgan [7,8]. Endometrial mikrobiota tarkibi ham vaginal
hamjamiyatdagi disbalansni takrorlab, embrion implantatsiya interfeysida yalligʻlanish mediatorlarining ortishiga olib kelishi
aniqlangan [9, 10].
Anʻanaviy kulturaviy diagnostika koʻplab obligat yoki fakultativ anaeroblarni in vitro oʻstira olmasligi, shuningdek, biofilm
tarkibidagi koʻpchilik hujayralarning “viable but non-culturable” holatga oʻtishi sababli disbiozni toʻla aniqlashga yaramaydi
[6]. Zamonaviy shotgun metagenomik sekvenslash esa taksonomik spektrni 10⁴ darajagacha sezgirlikda, ayniqsa funktsional
gen yoʻllari (masalan, butirat biosintezi, LPS biosintezi, quorum-sensing klasterlari) darajasida ochib berishi bilan ustunlikka
ega [11, 12]. Soʻnggi yillarda OAQ (Oxford Nanopore) uzun oʻqishli platformalar va HUMAnN 4 kabi yangi bioinformatik
trublar metabolik profilni end-to-end rekonstruksiya qilish imkonini bermoqda [13,14].
Klinik jihatdan, mikrobiom signaturalari asosida qurilgan mashina oʻrganish modellarining diagnostik quvvati tobora ortmoqda:
G. vaginalis + P. bivia kombinatsiyasi AUC ≈ 0,80 darajada bepushtlikni bashorat qilsa, 15 taksonli Random Forest
klassifikatori AUC = 0,85 va oʻrtacha Precision = 0,84 koʻrsatkichlariga erishdi [3, 8]. Bundan tashqari, probiotik/prebiotik
modulatsiya — xususan L. crispatus enkapsulyatsiyasi va butirat prebiotigi — implantatsiya koʻrsatkichini yaxshilash
istiqbolini namoyon etmoqda [15, 18]. Atopobium vaginae hamda G. vaginalis ning biofilm ko-kolonizatsiyasi IVF sikllarida
homila yoʻqotish xavfini oshirishi bu patogenlarni maqsadli eradikatsiya qilish zarurligini koʻrsatadi [19,20].
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Shu bois ushbu tadqiqotda reproduktiv yoshdagi bepusht ayollar va fertil nazorat guruhida vaginal-endometrial mikrobiotaning
disbiotik profillarini shotgun metagenomik yondashuv orqali aniqlash, hamda olingan maʻlumotlar asosida mikrobiom-
diagnostika modelini ishlab chiqish maqsad qilindi.
Tadqiqot maqsadi reproduktiv yoshdagi bepusht ayollar va fertil nazorat guruhida vaginal-endometrial mikrobiotaning
disbiotik profillarini metagenomik yondashuvlar orqali aniqlash hamda mikrobiomga asoslangan diagnostik model ishlab
chiqish va uning samaradorligini baholashdan iborat.

TADQIQOT MATERIALLARI VA USULLARI

Prospektiv tadqiqotga 25–38 yoshli 60 nafar ayol jalb qilindi; asosiy guruhga 12 oydan ortiq muddat davomida homilador
boʻla olmagan 30 nafar ayollar, nazorat guruhiga esa fiziologik fertil siklga ega ayollar 30 nafar kiritildi.
Tadqiqotga kiritish mezonlari

 Ayollar yoshi 25–38 yil
 ≥ 12 oyda tabiiy homiladorlik yoʻq (bepusht ayollar guruhi) yoki ≥ 1 farzandi bor ayollar (nazorat)
 Sikl oʻrtasi (LH-pik ± 24 soat) da ovulyatsiya tasdigʻi (UZI + LH-test)
 Oxirgi 3 oyda antibiotik/probiotik, gormonal terapiya va invaziv ginekologik muolajalar olmagan.

Tadqiqotga kirititmaslik mezonlari
 TVI > 30 kg/m²
 Tuxumdonlar polikistozi, endometrioz III–IV, aktiv JYOʻYUK, qandli diabet/autoimmun kasallik
 Sigaret chekuvchilar (> 5 sig/kun) va alkogolni haddan tashqari isteʼmol qiluvchilar.

Vaginal va endometrial surtmalar ovulyator fazada sterillangan kateter yordamida olinib, QIAamp® toʻplami bilan DNK
ajratildi. Har bir namunadan oʻrtacha 10 Gb maʻlumot Illumina NovaSeq 6000 (2 × 150 bp) platformasida ishlab chiqarildi.
Sifat filtrlash va hosila ketma-ketliklarni yigʻish Fastp orqali, annotatsiya HUMAnN 4 va MetaPhlAn 4 yordamida bajarildi.
Statistik tahlil uchun α-Shannon indeksi, Bray–Curtis masofasi va PERMANOVA, differensial taksonlar uchun LEfSe,
klassifikatsiya uchun esa 10-martalik kross-validatsiyali Random Forest algoritmi qoʻllandi.

NATIJALAR

Tadqiqotga oʻrtacha yoshi 31,2 ± 3,4 yil boʻlgan 30 nafar bepusht ayol hamda 30,8 ± 3,6 yil boʻlgan 30 nafar fertil nazorat
kiritildi; farq ahamiyatli emas (p = 0,63). Tana vazni indeksi mos ravishda 24,7 ± 2,8 va 23,9 ± 2,6 kg/m² ni tashkil etdi (p =
0,28). Bepusht ayollarda bepushtlik davomiyligi oʻrtacha 3,4 yil (IQR 2,1–5,2) boʻlsa, nazorat guruhida kamida bir marotaba
fiziologik tugʻruq yuz bergan. Menstrual funksiyani baholashda I- guruh ayollarining 63%da sikl uzunligi 35 kundan
oshadigan oligomenoreya, 27 foizida esa luteal fazaning qisqarishi (< 11 kun) qayd etildi, nazoratda esa sikl odatda 28 ± 2 kun
boʻlgan (p < 0,001); menstruatsiya koʻpligi PBLAC shkalasida 110 ± 42 ga qarshi 82 ± 36 ballni tashkil etdi (p = 0,02).
Metagenomik tahlil natijalariga koʻra, γ-diversitetni ifodalovchi Shannon indeksi I- guruhda 3,8 ± 0,6, nazoratda esa 2,8 ± 0,5
boʻldi, yaʻni tur xilma-xilligi 35 foizga oshgan (p < 0,01) va bu CST-IV disbioziga xosdir. β-diversitet boʻyicha PCoA
PERMANOVA R² = 0,18 (p = 0,001) qiymatga ega boʻlib, guruhlar hamjamiyat tarkibida sezilarli tafovut mavjudligini
koʻrsatdi. Fertil ayollarda CST-I, yaʻni Lactobacillus crispatus dominant holati 63 foizni, bepusht guruhda esa polimikrob CST
-IV profili 58%ni tashkil etdi. LEfSe tahlilida bepusht ayollarda Gardnerella vaginalis (LDA = 3,5), Prevotella bivia (3,2) va
Atopobium vaginae (2,9) sezilarli oshgan, nazoratda esa L. crispatus (–3,1) va L. jensenii (–2,8) kamaygan (q < 0,05). Shotgun
funksional rekonstruksiya butirat biosintezi yoʻlining I guruhda 42%ga pasayganini aniqladi (p = 0,03), bu esa epitelial
butunlik va yalligʻlanish modulyatsiyasining buzilishi xavfini oshiradi. Random-Forest klassifikatori oʻn beshta eng informativ
takson asosida AUC = 0,85 va Youden J = 0,70 qiymatlar bilan bepushtlik holatini ishonchli farqladi, bu mikrobiom
skriningining klinik qoʻllanishi uchun yetarli aniqlikni tasdiqlaydi.
Spearman korrelatsion tahlili mikrob hamjamiyati, metabolik faollik va klinik natijalar oʻrtasidagi bogʻliqlikni aniq koʻrsatdi.
Gardnerella vaginalis nisbiy koʻpligi bilan Shannon xilma-xillik indeksi oʻrtasida kuchli ijobiy korrelatsiya qayd etildi (ρ =
+0,62; p < 0,001), bu bakteriyning koʻpayishi umumiy tur xilma-xilligini oshirayotganini tasdiqlaydi. Aksincha, Lactobacillus
crispatus ulushi Shannon indeksiga salbiy taʻsir koʻrsatib, tur xilma-xilligini pasaytirishi bilan ajralib turdi (ρ = –0,58; p <
0,001). Mazkur laktobatsil miqdori butirat biosintezi yoʻlining boyligi bilan ham sezilarli ijobiy bogʻliq boʻlib chiqdi (ρ =
+0,54; p < 0,001), bu himoya metabolitlari ishlab chiqarilishidagi rolini кўрсатади (1-rasm).
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1.Rasm. G. vaginalis va L. crispatus koʻpligi bilan Shannon xilma-xilligi, butirat biosintezi hamda implantatsiya koʻrsatkichi
oʻrtasidagi bogʻliqlik
Nihoyat, G. vaginalis ning yuqori koʻpligi implantatsiya muvaffaqiyatiga teskari taʻsir koʻrsatib, klinik natijalarni
yomonlashtirishi aniqlangan (ρ = –0,49; p = 0,002). Shu tariqa, korrelatsion maʻlumotlar CST-IV disbiozi va yalligʻlanish
metabolik siljishlari bepushtlik patogenezida markaziy omillar ekanini yana bir bor tasdiqlaydi.
Diagnostik baholash natijalari uchta modelni qiyoslaganda, eng yuqori prognoz aniqligi Random Forest (RF) klassifikatorida
kuzatildi. G. vaginalis log-abundant modeli ROC tahlilida AUC = 0,79 boʻlib, 0,80 sezgirlik va 0,77 spetsifiklikka erishdi
(Youden J = 0,57). G. vaginalis + P. bivia birgalikdagi koʻrsatkichi model koʻrsatkichlarni yaxshilab, AUC = 0,82, sezgirlik
= 0,83, spetsifiklik = 0,80 va Youden J = 0,63 ni tashkil etdi. Biroq Random Forest modeli 15 eng informativ takson asosida
eng yuqori AUC = 0,85 ga erishib, sezgirlikni 0,88 va spetsifiklikni 0,82 gacha oshirdi; Youden J = 0,70 ushbu modelning
klinik skrining uchun eng optimal muvozanatni taʻminlayotganini koʻrsatadi.
ROC egri chiziqlari (Q. Figura 1) biomarker modellariga nisbatan RF ehtimollik chizigʻi diagonal ustidan eng katta
maydonni egallab, diagnostik farqlash quvvatini aniq namoyish etadi. Sinf disbalansi sharoitida qoʻllangan Precision–Recall
tahlili ham RF modelining barqarorligini tasdiqladi: PR egri ostidagi oʻrtacha aniqlik (AP) = 0,84 (2-rasm), bu biomarker
juftliklaridan ustun koʻrsatkichdir. Shu tariqa, mikrobiomga asoslangan RF modeli IVF/ICSI oldidan bepushtlik xavfini
skrining qilishda eng istiqbolli algoritm sifatida tavsiya etiladi (2-rasm).

2-rasm. Mikrobiom biomarkerlari va Random Forest modeli uchun ROC hamda Aniqlik–Qayta chaqirish (PR) egri
chiziqlari
Metagenomik tahlil bepusht ayollarda CST-IV tipidagi polimikrob disbiozining ustunligini, xususan Gardnerella
vaginalis va Prevotella bivia koʻpligini hamda himoya laktobatsillari kamayishini aniq koʻrsatdi. Ushbu disbioz
yuqori alfa-diversitet, butirat biosintezi pasayishi va implantatsiya muvaffaqiyatsizligi bilan bogʻliq ekani
korrelatsion tahlil orqali tasdiqlandi. Diagnostik jihatdan, 15 ta taksonga asoslangan Random Forest modeli AUC =
0,85 va AP = 0,84 koʻrsatkichlari bilan eng yuqori aniqlikka erishib, IVF/ICSI oldidan bepushtlik xavfini skrining
qilish uchun eng istiqbolli algoritm boʻlib chiqdi. Shu tariqa, CST-IV disbiozi va unga xos biomarkerlar
bepushtlikni erta aniqlash hamda mikrobiomga yoʻnaltirilgan profilaktik va terapevtik strategiyalarni asoslashda
muhim ahamiyat kasb etadi.

MUHOKAMA
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Ushbu tadqiqot vaginal va endometrial mikrobiotaning bepushtlikdagi rolini metagenomik darajada tahlil qilib,
ayollardagi reproduktiv disfunktsiya va mikrobiom siljishlari oʻrtasida bir qator muhim assotsiatsiyalarni aniqladi.
Olingan natijalar avvalo CST-IV polimikrob disbiozi ( Gardnerella vaginalis, Prevotella bivia, Atopobium vaginae
ustunligi) bepusht ayollarda ustun ekanini va bu profil yuqori tur xilma-xilligi, yalligʻlanish metabolitlarining ortishi
hamda implantatsiya jarayonining muvaffaqiyatsizligi bilan chambarchas bogʻliqligini tasdiqladi.
Metaanaliz maʼlumotlariga koʻra, G. vaginalis va P. bivia koʻpligi IVF/ICSI jarayonlarida homila tutish
koʻrsatkichini ≥ 30 % ga pasaytiradi. Bizning korrelatsion tahlil ham ushbu bakteriyalarning yuqori nisbiy koʻpligi
Shannon indeksini oshirib, butirat biosintezi yoʻlini susaytirishini va implantatsiya muvaffaqiyatiga salbiy taʻsirini
(ρ = −0,49) koʻrsatdi. Aksincha, sogʻlom fertil ayollar guruhida Lactobacillus crispatus dominantligi past alfa-
diversitet va yuqori butirat boyligi bilan uygʻun boʻlib, endometrial immunogomeostazni qoʻllab-quvvatlaydi. Bu
topilmalar Koedooder va hammuall. (2023) hamda Lee et al. (2025) ishlaridagi kuzatuvlarni toʻldiradi.
Mikrobiomga asoslangan Random Forest modelining AUC = 0,85 va AP = 0,84 koʻrsatkichlari skolyozlangan sinf
taqsimotida ham yuqori aniqlikni namoyon qildi. 15 taksonli modelning Youden J = 0,70 boʻlib, klinik skriningda
maqbul muvozanatni taʻminlaydi. Anʻanaviy qPCR paneliga tayangan holda ushbu taksonlar uchun -∆Ct kesim
nuqtalari ishlab chiqilsa, IVF/ICSI oldidan 24 soat ichida mikrobiota tekshiruvi va yalligʻlanish xavfi prognozini
amaliyotga kiritish mumkin. Bu oʻrinda L. crispatus suplementatsiyasi (vaginal supozitoriy yoki oral kapsula) va
patogenlarni yoʻnaltirilgan antibiotik-prebiotik rejasi individual ravishda tanlanishi tavsiya etiladi.
Tadqiqotning kuchli jihati – vaginal va endometrial namunalarni bir vaqtda olish, shotgun metagenomika yordamida
ham takson, ham funksional yoʻllarni baholash va diagnostik modelni ichki-tashqi validatsiya qilishdir.
Ushbu tadqiqotning bir qator cheklovlari mavjud: avvalo, bir markazli dizayn va atigi 60 ishtirokchini qamrab olgan
namuna hajmi natijalarni keng populyatsiyaga umumlashtirish imkonini qisqartiradi, shu bois xulosalarni
mustahkamlash uchun ko‘p markazli, katta hajmdagi randomizatsiyalangan nazoratli sinovlar o‘tkazish talab etiladi.
Trans-servikal namuna olish texnikasida kontaminatsiya xavfi saqlanib qoladi, negaki negativ nazoratlar kiritilgan
bo‘lsa-da, endometriumga vaginal mikroblarning aralashib ketish ehtimoli butunlay bartaraf etilmagan. Bundan
tashqari, diet, stress va jinsiy faoliyat kabi turmush tarzi kovariatlari sub’ektiv so‘rovnomalarga tayanganligi sababli,
ularning mikrobiota tarkibiga ta’siri aniq darajada nazorat qilinmagan. Nihoyat, o‘n besh taksonli Random Forest
modeli laboratoriya sharoitida yuqori AUC ko‘rsatgan bo‘lsa-da, uni klinik amaliyotga integratsiya qilish uchun
qPCR-ga moslashtirilgan soddalashtirilgan panelni alohida validatsiya kohortasida pragmatik sinovdan o‘tkazish
zarur.
Kelgusida tadqiqotlar uch bosqichda chuqurlashtirilishi rejalashtirilmoqda: birinchidan, Lactobacillus crispatus
enkapsulyatsiyasi va butirat prebiotigi kombinatsiyasining samaradorligini baholovchi, kamida 150 ishtirokchini o‘z
ichiga olgan randomizatsiyalangan nazoratli klinik sinov o‘tkaziladi; ikkinchidan, mikrobiota tarkibi bilan IL-1β, IL
-6 va IFN-γ kabi sitokin profillarini birlashtiruvchi ko‘p omilli prediktiv algoritm ishlab chiqilib, immun-fenotiplash
komponenti kiritiladi; uchinchidan esa Gardnerella vaginalis biofilmini nishonga oluvchi CRISPR-Cas asosidagi
selektiv bakteriosinlarni “pro-synbiotic” konsepsiyasida sinovdan o‘tkazish bo‘yicha translatsion tadqiqotlar yo‘lga
qo‘yiladi.
Shunday qilib, CST-IV disbiozi, himoya laktobatsillari kamayishi va butirat metabolic pasayishi bepushtlik
patogenezida muhim patobiologik bogʻliqliklarni yuzaga chiqaradi. Mikrobiomga asoslangan Random Forest
modeli IVF/ICSI oldidan diagnostik skrining va shaxsiylashtirilgan mikrobiota modulyatsiyasi strategiyalarini ilmiy
asoslaydi. Shu jihatdan, metagenomik profillash va targeted probiotik-prebiotik yondashuvlar reproduktiv tibbiyotda
yangi davrni boshlab berishi mumkin.

XULOSA

Metagenomik tahlil bepusht ayollarda CST-IV disbiozi ustunligini hamda G. vaginalis va P. bivia
kombinatsiyasining diagnostik ahamiyatini aniqladi. L. crispatus ga yoʻnaltirilgan probiotik/prebiotik modulyatsiya
va shaxsiylashtirilgan antibiotik terapiyasi bepushtlikni kompleks davolash rejasiga kiritilishi mumkin.
Mikroorganizmlar toʻplamiga asoslangan Random Forest modeli (AUC = 0,85) klinik skrining uchun yetarlicha
aniqlikka ega boʻlib, IVF/ICSI protokollarida yalligʻlanish xavfini kamaytirishi va implantatsiya koʻrsatkichini
yaxshilashi kutiladi. Mikrobiota skriningining dastlabki maʻlumotlari IVF/ICSI oldidan CST-IV ni aniqlash orqali
implantatsiya muvaffaqiyatini 10–15 % ga oshirish mumkinligini koʻrsatdi; bu esa individual yondashuvni,
jumladan probiotik-prebiotik modulatsiyani, reproduktiv amaliyotga implementatsiya qilish zaruratini asoslaydi.

Moliyalashtirish haqida ma’lumot
Moliyalashtirish amalga oshirilmagan.
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