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Vroue van Afrika-afkoms is meer vatbaar vir bakteriële vaginose (BV) in vergelyking met 
Europese vroue. Beide mikrobiese diversiteit (soos met BV) sowel as spesifi eke bakteriële 
taksa speel ‘n rol in seksuele en reproduktiewe gesondheid insluitende MIV vatbaarheid.
 Die moontlike rol van geografi ese ligging en etnisiteit op die verhouding tussen 
mikrobiese samestelling en seskuele en reproduktiewe gesondheid bly egter onbekend. 
 In hierdie studie vergelyk ons dus die vaginale mikrobiota van 16–22-jarige swart, HIV-
negatiewe Suid-Afrikaanse vroue van twee geografi es-uiteenlopende liggings, beide lae-
inkomste,hoë bevolkingsdigtheidsgemeenskappe, een in Kaapstad, en een in Johannesburg. 
Vaginale mikrobiese profi ele is bepaal met behulp van 16S rRNS volgordebepaling van 
laterale muur deppers.
 Ons pas permutasie variansieanalise (PERMANOVA) toe en vind statisties betekenisvolle 
assosiasies tussen vaginale mikrobiese samestelling en geografi ese ligging (p=0.02), asook 
met liggaamsmassa-indeks (LMI) (p=0.015) en menslike papilloomvirus (MPV) risikotipe 
(p=0.005), maar nie met die voorkoms van een of meer seksueel-oordraagbare infeksies 
(SOI’s) (p=0.053) of met hormonale kontrasepsie verbruik nie. (p=0.4) 
 Geografi ese ligging was ‘n statisties betekenisvolle determinant van mikrobiese 
samestelling, ongeag verskille in LMI, SOI status en MPV-risiko tipes tussen Kaapstad 
en Johannesburg vroue. Geografi ese ligging, LMI en MPV-risiko verduidelik gesamentlik 
10% van die variansie in mikrobiese samestelling, met ‘n groot persentasie van onbekende 
oorsprong. Verskeie taksa het statisties betekenisvol verskil in terme van frekwensie of 
relatiewe vlakke van voorkoms tussen die geografi ese liggings.
 Ons resultate stel voor dat MIV profi laktiese metodes wat die vaginale mikrobiota teiken 
die effek van geografi ese ligging in ag moet neem.

Vaginal microbiota varies by geographical location in South African women: Women of 
African descent are more likely to have bacterial vaginosis than women of other ethnicities. 
Both diversity and likely specifi c taxa in these microbial communities are important to sexual 
and reproductive health, such as HIV risk. However, whether the specifi c taxa also vary by 
geographical location and/or ethnicity requires further investigation.
 Here, we compare the vaginal microbiota of 16–22-year-old black, HIV-negative South 
African women from two geographically disparate but low-income high population density 
communities, one in Cape Town (CPT) and one in Johannesburg (JHB). Vaginal microbiota 
composition was assessed by 16S rRNA gene amplicon sequencing of lateral vaginal wall swabs. 
 Geographical location was signifi cantly associated with vaginal microbiota composition 
by permutational analysis of variance (PERMANOVA) (p=0.02), as were body mass index 
BMI (p=0.015) and human papilloma virus (HPV) risk type (p=0.005), while the presence 
of one or more sexually transmitted infections (STIs) (p=0.053) and hormonal contraceptive 
(HC) usage (p=0.4) were not. Geographical location remained a signifi cant determinant of 
microbiota composition independent of BMI, STI status and HPV-risk. Together, geographical 
location, BMI and HPV-risk explained 10% of the variance in microbiota composition with a 
large proportion of the variance remaining unexplained. Several taxa differed signifi cantly 
between geographical location – some by frequency and others by relative abundance. 
 Our results therefore suggest that HIV prophylactic approaches targeting the vaginal 
microbiota should be geographically tailored.
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uit lae inkomste, hoë bevolkingsdigtheidsgemeenskappe 
(Kaapstad en Johannesburg), as deel van die Women’s 
Initiative in Sexual Health (WISH) studie (Barnabas et al., 2017).

Goedkeuring vir die studie is verkry van die Navor-
singsetiekkomitee van die Universiteit van Kaapstad. Alle 
deelnemers ≥18 jaar het ingeligte toestemming gegee, terwyl 
toestemming van ouers vir deelnemers ≤18 jaar verkry 
is. Deelnemers is ingeskryf indien hulle MIV-negatief, in 
goeie algemene gesondheid, nie swanger was of besig om te 
menstrueer was tydens monsterneming nie, en indien hulle 
nie gedurende die vorige 48 uur onbeskermde seks gehad 
het nie. Die gebruik van antibiotika in die voorafgaande 
twee weke was ook ‘n uitsluitingskriterium. 

Vir deelnemers wat inspuitbare progestien-bevattende voor-
behoedmiddels gebruik het is studiebesoeke twee weke na 
inspuiting geskeduleer, of as hulle geen hor monale voor-
behoedmiddels gebruik het nie of indien hulle orale hormonale 
voorbehoedmiddels gebruik het, is studiebesoeke gedurende 
die luteale fase van hul menstruele siklus (tussen dag 14–28) 
geskeduleer. Voor monsterversameling is die volgende uit-
gevoer: MIV-toetsing en risikoverminderingsberading, ‘n 
MIV Sneltoets (Alere Determine ™ MIV-1/2 Ag / Ab Combo, 
Alere, Waltham, MA), ‘n swangerskapstoets (U-test Preg-
nancy Strip, Humor Diagnostica, Pretoria, Suid-Afrika) asook 
‘n algemene fi siese ondersoek. Genitale monsters is versamel 
deur ‘n weggooibare menstruasiebeker (Softcup®) vir ‘n 
uur oor die serviks te plaas asook met behulp van vaginale 
deppers (na verwydering van die Softcup) vir STI toetsing, 
Nugent-telling en mikrobiese analise. 

SOI and BV toetsing
Vulvovaginale deppers is versamel vir SOI toetsing deur 
middel van die multipleks polimerase kettingreaksietoets 
(Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Tricho monas 
vaginalis, Mycoplasma genitalium, HSV-1 en -2, Haemophilus 
ducreyi, Treponema pallidum en Lympho granuloma vene-
reum) soos voorheen beskryf. (Lewis et al., 2012) Bloed is 
getrek vir MIV Sneltoetse en HSV-2 serologiese toetse en 
endoservikale deppers is versamel vir MPV toetsing en 
genotipering deur Roche Linear Array. (Mbulawa et al.)

Die volgende MPV tipes is as hoë risiko MPV beskou: 16, 
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 (Jacobs et al., 
1997). Vir analise wat na SOI (enige) verwys, word vroue 
as positief beskou indien hul positief getoets het vir ten 
minste een van die SOIs (uitsluitende MPV). Laterale wand 
/ posterior forniksdeppers is ingesamel vir Nugent-telling 
om monsters te klassifi seer as BV-negatief (Nugent 0-3), 
intermediêr (Nugent 4-6) of positief (Nugent 7-10). Vaginale 
pH is gemeet met behulp van pH kleurvaste toetsstrokies 
(Macherey-Nagel, Düren, Germany).

Inleiding
Vaginale mikrobiese profi ele verskil onder vroue van 
verskillende etnisiteite (Ravel et al., 2010; Srinivasan et al., 2012; 
Buvé et al., 2014). Lactobacillus-dominansie is byvoorbeeld 
baie minder algemeen onder vroue van Afrika-afkoms in 
vergelyking met Kaukasiese vroue (Ravel et al., 2010; Melis N. 
Anahtar et al., 2015; Lennard et al., 2017). Hierdie bevinding 
van relatief lae vlakke van Lactobacilli is ook van toepassing 
op Afro-Amerikaanse en Hispaanse vroue van Noord 
Amerika (Zhou et al., 2007; Fettweis et al., 2014; Melis N. 
Anahtar et al., 2015). Dit is egter nie duidelik tot watter mate 
geografi ese ligging vaginale mikrobiese samestelling onder 
vroue van dieselfde etnisiteit beïnvloed nie. Beide etnisiteit 
en geografi ese ligging affekteer die voorkoms van bakteriële 
vaginose (BV) – gekenmerk deur verhoogde vaginale 
mikrobiese diversiteit en ‘n afname in die relatiewe vlakke 
van Lactobacilli – met variasie selfs tussen verskillende 
Afrikalande (Kenyon, Colebunders and Crucitti, 2013). Tog is 
daar tot dusver nie ‘n gedetailleerde beskrywing van vaginale 
mikrobiese samestelling volgens geografi ese liggings nie.

BV word geassosieer met nadelige seksuele en repro duktiewe 
gesondheidsuitkomste, insluitende SOIs (Wiesenfeld et al., 
2003; Gallo et al., 2012; Balkus et al., 2014) asook nadelige 
geboorte uitkomste (Holst, Goffeng and Andersch, 
1994; Leitich and Kiss, 2007; Nelson et al., 2015). Met die 
ontwikkeling van ‘next generation sequencing’, is dit nou 
moontlik om spesifi eke taksa met hierdie nadelige uitkomste 
te assosieer, insluitende voortydige geboortes (Vinturache 
et al., 2016; Freitas et al., 2018; Tabatabaei et al., 2018) en 
MIV risiko (McClelland et al., 2018). In ‘n studie wat in vyf 
verskillende lande (Kenya, Uganda, Suid Afrika, Tanzania, 
Botswana en Zambië) uitgevoer is, vind McClelland et al. 
spesifi eke taksa wat met verhoogde MIV risiko geassosieer 
word in al vyf lande, met statisties betekenisvolle assosiasies 
met Parvimonas species tipe 1 en Gemella asaccharolytica en 
Mycoplasma hominis (McClelland et al., 2018). Nietemin is dit 
steeds nie bekend of ‘n robuste mikrobiese ‘vingerafdruk’ 
van MIV risiko, ongeag van geografi ese liggings/etnisiteite 
bepaal kan word nie en of die effek van geografi ese ligging 
van so ‘n belang is dat MIV-risiko-geassosieerde taksa 
spesifi ek tot ‘n geografi ese ligging bepaal moet word. 

In hierdie studie vergelyk ons dus die vaginale mikrobiota 
van 16–22-jarige swart, HIV-negatiewe Suid Afrikaanse 
vroue van twee geografi es uiteenlopende liggings, beide 
lae-inkomste, hoë bevolkingsdigtheids gemeenskappe, een 
in Kaapstad, en een in Johannesburg.
 

Materiaal en Metodes
Deelnemerseleksie en monsterversameling
Deelnemer karakteristieke is voorheen in detail beskryf 
(Barnabas et al., 2017; Lennard et al., 2017) Kort liks, 298 swart, 
MIV-negatiewe, 16–22-jarige Suid-Afrikaanse vroue is gewerf 
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Bakteriële 16S rRNS-geen multiplekspoli-
merase keƫ  ngreaksie (PKR) amplifi kasie en 
DNS-volgordebepaling
Deppers is ontdooi en met ‘n mengsel van ‘mutanolysin’ 
(25kU/ml, Sigma Aldrich), lisosiem (450kU/ml, Sigma 
Aldrich), en lisostafi en (4kU, Sigma Aldrich) behandel, 
en hierna meganies ontwrig met ‘n korrelaansluiter (bead 
adapter). DNS is geïsoleer met behulp van die MoBio 
PowerSoil DNS isoleringsstel (MoBio, Carlsbad, CA). 
Die V4 area van die 16S rRNS-geen is geamplifeer met 
behulp van gewysigde universele inleiers (Pearce, Hilt 
and Rosenfeld, 2014): 515F (TCG TCG GCA GCG TCA 
GAT GTG TAT AAG AGA CAG NNN NNG TGC CAG 
CMG CCG CGG TAA) en 806R (GTC TCG TGG GCT CGG 
AGA TGT GTA TAA GAG ACA GNN NNN GGA CTA 
CHV GGG TWT CTA AT), waar NNNNN vyf lukrake 
nukleotides (vir verhoogde kompleksiteit) aandui; die 
5’ gedeelte is die Illumina Nextera ‘adapter’, terwyl die 
DNS-reeks regs van die N’e komplementêr tot die V4 
16S rRNA geen is. Dubbele indekse en Illumina DNS-
volgordebepalingsaansluiters is toegevoeg met gebruik 
van die Nextera XT DNA Prep-stel (Illumina). 

Gekombineerde duplikaatmonsters is gesuiwer met AM-
Pure XP korrels (Beckman Coulter, Brea, CA, Amerika) 
en gekwantifi seer met die Picogreen dsDNA-toets (Invi-
trogen, Carlsbad, CA, Amerika). DNS amplifi kasie 
pro  dukte (amplikons) is gekombineer in ekwimolêre 
konsentrasies en die gesuiwerde DNS biblioteke, wat elk 
sowat 100 gekombineerde monsters bevat het, is vir DNS-
volgordebepaling op ‘n Illumina MiSeq platform (met 300 
bp ‘paired-end’ V3 chemie) gestuur. 

Na demultipleksering is DNS basisvolgordes (reads) as 
volg verwerk: basisvolgordes vir beide rigtings (‘forward’ 
en ‘reverse’ reads) is saamgestel met behulp van die 
usearch7 sagteware (Edgar, 2010) en ‘n maksimum van drie 
wanpassings per saamgestelde basisvolgorde is toegelaat. 
Saamgestelde basisvolgordes is met usearch7 gefi ltreer, 
gebaseer op DNS basiskwaliteit (basisvolgordes met 
E-tellings groter as 0.1 is verwyder); inleier basisvolgordes 
is verwyder met ‘n Python skrip; saamgestelde, gefi l-
treerde basisvolgordes is kortgeknip by 250bp. Hierna 
is die saamgestelde basispare ge-derepliseer en die vlak 
van replikasie vir elke basisvolgorde is genoteer met 
usearch7. Basisvolgordes is van hoogste na laagste vlak 
van replikasie gesorteer en de novo groepeer in operasionele 
taksonomiese eenhede (OTEs), gebaseer op ‘n 97% DNS-
basispaar opeenvolgingidentiteit met usearch7. Chimeriese 
basisvolgordes is opgespoor (teen die Gold databasis) 
en verwyder met UCHIME (Edgar et al., 2011). Elke 
basisvolgorde is aan ‘n spesifi eke OTE identifi seerder 
toegeken met ‘n 97% opeenvolgingsidentiteitdrumpel. Taks-
onomiese toekenning is met QIIME 1.8.0 (Caporaso et al., 
2010) uitgevoer met die RDP klassifi seerder (vertrouensvlak 
van 0.5) teen die Greengenes 13.8-verwysings taksonomiese 
databasis met ‘n 97% opeenvolgingsidentiteitdrumpel. Om 

spesiesvlak resolusie te verbeter, is ons verteenwoordigende 
versameling van de novo OTEs teen ‘n gemodifi seerde 
weergawe van die Fettweiss et al. databasis (Fettweis et al., 
2012), wat aangepas is om die V4 gedeelte van die 16S rRNA 
geen te teiken soos voorheen beskryf (Lennard et al., 2017), 
vegelyk. Vir OTEs waarvoor die BLAST-soektog meer as 
een spesies opgelewer het (met gelyke identiteits tellings), 
is taksonomie as volg annoteer: indien die soektog vir ‘n 
spesifi eke OTE twee of drie spesies opgelewer het, is die 
OTE as Genus spesieA_spesieB genoteer, of Genus spesieA_
spesieB_spesieC, onderskeidelik. In die geval van meer as 
drie spesies waar een spesie duidelik voorheen met vaginale 
mikrobiota geassosieer is, is die OTE as Genus spesie_cluster 
geannoteer, waar ‘spesie’ geselekteer is gebaseer op die 
meerderheidtreffers, b.v. L. reuteri_cluster dui aan dat die 
meerderheid van treffers teen L. reuteri was, maar dat daar 
ook verskeie ander spesies met gelyke identiteitstellings 
deur die soektog opgelewer is.

Monsters met ≥ 5000 basisvolgordes is vir verdere analise 
geselekteer. Die OTE-tabel is gestandardiseer om verskille 
in totale hoeveelheid basisvolgordes tussen verskillende 
monsters in ag te neem, en verder gefi ltreer sodat elke 
oorblywende OTE ten minste 10 tellings in ten minste 2% 
van monsters het of ‘n relatiewe telling van ten minste 
0.001%.

StaƟ sƟ ese analise
Statistiese analise is in R uitgevoer, met die pakkette 
phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013) vir beta-
diversiteitanalise, metagenomeSeq (Paulson et al., 2013) 
vir differensiële vlak toetse, vegan (Oksanen et al., 2016) 
vir NMDS en RDA analise, en NMF (Gaujoux, 2014) vir 
geannoteerde hittekaarte. 

Permutasie variansieanalise (PERMANOVA) is toegepas 
met behulp van die adonis en adonis2 funksies uit die 
R-pakket vegan (Oksanen et al., 2016); vir die adonis funksie 
is die orde van voorspellerveranderlikes van belang, terwyl 
die orde van veranderlikes nie die resultate affekteer vir die 
adonis2 funksie nie. Ons gebruik dus die adonis2 funksie 
om p-waardes vir individuele veranderlikes te verkry 
sodat daar geen aannames gemaak is oor die relatiewe 
belang (volgorde) van veranderlikes nie; en die adonis 
funksie om aangepaste R2 waardes te verkry (wat nie 
beskikbaar is deur die adonis2 funksie nie). Die aanname 
vir PERMANOVA van gelykheid van variansies tussen 
groepe is met die betadisperfunksie van die R pakket vegan 
getoets (Oksanen et al., 2016). Hierdie aanname is nagekom 
indien die Bray-Curtis afstands-matriks gebruik is, maar 
nie in die geval van UniFrac afstand of geweegde UniFrac 
afstand nie; ons gebruik dus in hierdie geval Bray-Curtis 
afstand. In die uiteindelike model is etnisiteit (waar ons vir 
24 van die deelnemers nie inligting rakende etnisiteit het nie) 
uitgesluit aangesien etnisiteit in elk geval nie ‘n statistiese 
betekenisvolle veranderlike was in PERMANOVA in die 
groep deelnemers vir wie etnisiteit wel bekend was nie.
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Afstand-baseerde oorvloedsanalise (db-RDA) is toegepas 
op die Bray-Curtis afstandsmatriks met behulp van die 
dbrda -funksie vanuit die R-pakket vegan en die ordinasie 
is beperk met betrekking tot geografi ese ligging, SOIs 
(enige), LMI en MPV-risiko (veranderlikes wat nie 
tydens PERMANOVA betekenisvol was nie, is nie in die 
uiteindelike model in Figuur 1 ingesluit nie). 

Verskille in mikrobiese samestelling tussen groepe van belang 
is bepaal met metagenomeSeq se MRfulltable-funksie met 
‘n fi lter om betekenisvolle resultate te bepaal: saamgestelde 
taksa (waar OTEs van dieselfde takson bymekaar getel is,) 
is as betekenisvol verskillend beskou indien die takson ‘n 
veelvoudverandering (beta koëffi siënt) van ≥ 1.5 gehad het, 
‘n aangepaste p-waarde van ≤ 0.01 en indien ten minste 20% 
van monsters van een of beide groepe daardie spesifi eke 
OTE/takson bevat OF indien Fisher se toetsresultate bete-
kenisvol was (na aanpassing vir veelvuldige toetse).

Die verspreiding van saamgestelde OTEs/taksa (waar 
OTEs van dieselfde takson bymekaar getel is op die laagste 
taksonomiese vlak beskikbaar vir elke OTE) word in Figuur 
2 opgesom. Die taksa wat as mees volop beskou word onder 
die deelnemers aan hierdie studie is as volg geselekteer: vir 
elke deelnemer is OTE-tellings van hoog-na-laag sorteer en 
die taksa wat kumulatief die eerste 50% van die totale OTE-
tellings vir daardie deelnemer uitmaak is genoteer. Hierdie 
proses het ‘n lys van 28 unieke taksa oor alle deelnemers 
opgelewer, en hierdie lys is verder beperk tot taksa wat as 

‘volop’ beskou is in ten minste twee deelnemers, wat die 
lys tot 12 verminder het (Figuur 2). 

Random forest analise is toegepas op saamgestelde taksa 
met behulp van die R-pakkette randomForest (Liaw and 
Wiener, 2002) en ROCR (Sing et al., 2005) om vas te stel 
watter taksa die beste voorspellers van geografi ese ligging 
is. Die volle datastel is gebruik om die Random forest-model 
te leer (die data is dus nie in leer- en toetstelle verdeel nie).

Resultate
Vaginale mikrobiese profi ele is bepaal met behulp van 
16S rRNS-volgordebepaling van laterale wand deppers 
vir 102 vroue uit Kaapstad en 79 vroue uit Johannesburg 
(Tabel 1). Die twee groepe het goed vergelyk in terme van 
ouderdom (mediaan 18 jaar vir beide liggings). Hormonale 
kontrasepsiegebruik het betekenisvol verskil met 100% van 
Kaapstad-vroue teenoor slegs 14% van Johannesburg-vroue 
wat een of ander vorm van hormonale kontrasepsie gebruik 
het, waarskynlik as gevolg van verskille in werwingsprosesse 
tussen die twee liggings (Kaapstad deelnemers is gewerf 
deur ‘n gesinsbeplanningskliniek, terwyl Johannesburg 
deelnemers uit die algemene populasie gewerf is).

Kaapstad-vroue het hoër voorkomste van BV (55 vs. 35%) 
en SOIs (59 vs. 24%) gehad, asook hoër LMIs (25.4 vs. 22.5) 
en hoër vlakke van genitale infl ammasie. Kaapstad-vroue 
het meer homogene etnisiteit as Johannesburg-vroue gehad 
(Tabel 1).

TABEL 1:  Deelnemerkenmerksamevaƫ  ng volgens geografi ese ligging

Kenmerk Kaapstad (N=102) Johannesburg (N=79) P waarde

Mediaan ouderdom (jaar) 18 18 0.6
BV voorkoms, n (%)   0.008
    BV posiƟ ef 56 (55) 28 (35) 
    BV intermediêr 7 (7) 15 (19) 
    BV negaƟ ef 39 (38) 36 (46) 
Nugent telling (mediaan) 8 4 0.01 
SOI (enige), n (%) 60 (59) 19 (24) 2.7e-6
C. trachomaƟ s 45 (44) 13 (17) 1e-4
N. gonorrhoeae 14 (14) 4 (5) 0.08
T. vaginalis 6 (6) 3 (4) 0.7
M. genitalium 4 (4) 2 (3) 0.7
HSV-2, n (%) 6 (6) 1 (1) 0.1
MPV risiko, n (%)   0.3 
    Hoog  42 (41) 33 (42) 
    Lag  29 (28) 15 (19) 
    NegaƟ ef 31 (30) 31 (39) 
Hormonale kontraspesie &, n (%)   < 2.2e-16
    DMPA  19 (19) 9 (12) 
    Implanon 8 (8) 0 (0) 
    Nur isterate 70 (69) 12 (15) 
    KontrasepƟ ewe pil 4 (4) 6 (8) 
    Manlike kondoom 0 (0) 36 (46) 
    Nuvaring 1 (1) 0 (0) 
    Inspuitbare kontrasepsie (Ɵ pe onbekend) 0 (0) 5 (6) 
    Geen 0 (0) 10 (13) 
Gebruik hormonale kontrasepsie, n (%)   < 2.2e-16 
    Enige hormonale kontrasepsie    102 (100) 32 (41) 
    Kondome/geen     0 (0) 46 (59) 
Ethnicity#, n (%)   
    Xhosa 94 (99) 17 (28) < 2.2e-16 
   AnderQ 1 (1) 44 (72) 
LMI (mediaan) 25.3 22.5 0.04
&Kontrasepsie inligƟ ng was vir een vrou onbekend;# EtnisiteitsinligƟ ng was vir 25 vroue onbekend. 
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FIGUUR 1:  dbRDA analise van die Bray-CurƟ s afstandsmatriks volgens geografi ese ligging, SOIs (posiƟ ef/negaƟ ef), MPV-risiko (hoog /lag/negaƟ ef) en LMI; JHB 
(Johannesburg); neg (negaƟ ef); pos (posiƟ ef)

PERMANOVA is toegepas om faktore te identifi seer wat 
vaginale mikrobiese profi ele beïnvloed. Faktore wat in 
ag geneem is sluit in etnisiteit, ouderdom, hormonale 
kontrasepsie gebruik (ja/nee), die voorkoms van een of 
meer SOIs, uitsluitende MPV (ja/nee), MPV-risiko (hoog/
laag/negatief), geografi ese ligging en LMI. Etnisiteit is nie 
in die uiteindelike model ingesluit nie aangesien daar 24 
deelnemers was vir wie ons nie etnisiteitsinligting gehad het 
nie, en aangesien etnisiteit nie ‘n statistiese betekenisvolle 
veranderlike was in PERMANOVA vir deelnemers vir 
wie etnisiteit wel bekend was nie. Ouderdom is ook nie 
in die uiteindelike model ingesluit nie aangesien daar 
geen betekenisvolle verskil in ouderdom tussen Kaapstad 
en Johannesburg vroue was nie (Tabel 1). Faktore wat 
wel statisties betekenisvol met vaginale mikrobiese 
samestelling geassosieer was, sluit in geografi ese ligging 
(p=0.02), LMI (p=0.015) en MPV-risiko tipe (p=0.005). 
In teenstelling was daar geen statisies betekenisvolle 
verhouding tussen vaginale mikrobiese samestelling en die 
voorkoms van een of meer SOIs (p=0.053) of met hormonale 

kontrasepsieverbruik (p=0.4) nie. Geografi ese ligging, 
LMI en MPV-risiko verduidelik gesamentlik 10% van die 
variansie in mikrobiese samestelling, met die meerderheid 
van onbekende oorsprong. 

Aangesien daar ‘n groot verskil in hormonale kontrasepsie 
gebruik tussen Kaapstad-en Johannesburg-vroue was 
(Tabel 1), is PERMANOVA ook toegepas slegs op 
deelnemers wat hormonale kontrasepsie gebruik het 
(uitsluitende die wat slegs kondome of geen kontrasepsie 
gebruik het nie). Geografi ese ligging (p=0.02), LMI (p=0.03) 
en MPV-risiko (p=0.05) was weereens statisties betekenisvol 
geassosieer met vaginale mikrobiese samestelling, terwyl 
die voorkoms van SOI’s nie betekenisvol was nie (p=0.7).

Die uitkomste van db-RDA (wat toegepas is op die Bray-
Curtis afstandsmatriks van mikrobiese profi ele) het die 
PERMANOVA resultate bevestig (Figuur 1); db-RDA is 
‘n beperkte hoofkoordinaatsanalise (PCoA) wat gebruik 
maak van nie-Euklidiese ongelyksoortigheids-indekse soos 
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Bray-Curtis, en daarom veral geskik is vir 16S rRNA-geen 
mikrobiota data. Faktore wat ingesluit is in die db-RDA-
ordinasie sluit in geografi ese ligging, SOIs uitsluitende 
MPV (ja/nee), MPV-risiko en LMI (d.w.s faktore wat 
betekenisvol tydens PERMANOVA was, met SOIs 
p=0.053). Om verder die verhouding tussen geografi ese 
ligging en mikrobiese samestelling te bevestig, is faktore 
wat betekenisvol verskil tussen geografi ese liggings (SOIs 
(positief/negatief), MPV-risiko en LMI) uit die db-RDA-
model verwyder, waarna geografi ese ligging steeds ‘n 
betekenisvolle verhouding met mikrobiese samestelling 
gehad het (p=0.02).
 
Die mees dominante taksa word in Figuur 2 volgens geo-
grafi ese ligging opgesom.

Om vas te stel watter taksa betekenisvol verskil tussen 
Kaapstad en Johannesburg, is differensiële-vlak toetse toe-
gepas m.b.v. die R-pakket metagenomeSeq. Die analise is 

uitgevoer op saamgestelde taksa (gegroepeer op laagste 
moontlike taksonomiese vlak (sien Metodes vir verdere 
besonderhede). Agtien taksa het betekenisvol verskil 
tussen Kaapstad en Johannesburg – óf in terme van vlak-
ke óf in terme van frekwensie van voorkoms (Figuur 3). 
Taksa wat betekenisvol meer algemeen (persentasie 
monsters wat wel die spesifi eke takson bevat) in Kaapstad 
was sluit in Bifi dobacterium, Prevotella pallens, Pseudomonas, 
Elizabethkingia meningoseptica, Brevundimonas, Myco plasma-
taceae en Chryseobacterium, terwyl Lactobacillus coleohominis, 
Lactobacillus reuteri_cluster, Morganella morganii, terwyl 
Varibaculum cambriense meer alge meen in Johannesburg-
vroue was. Taksa wat teen soort gelyke frekwensies in 
Kaapstad -en Johannesburg -vroue voorgekom het, maar 
verskil het in terme van die vlak van kolonisasie (tellings) 
sluit in Leptotrichiaceae, Sneathia sanguinegens, P. amnii, 
Prevotella en BVAB3 (Mageeibacillus indolicus) – al hierdie 
taksa het teen relatief hoër vlakke in Kaapstad voorgekom. 

FIGUUR 2: Opsomming van individuele vaginale mikrobiese profi ele, gegroepeer volgens die mees omvaƩ ende taksa in A) Kaapstad en B) Johannesburg. Taksa 
wat in die fi guur gelys is, is geselekteer uit die taksa wat die eerste 50% van elke deelnemer se profi el opmaak nadat taksa volgens tellings georden is. Deelnemers 
(horisontaal) is gegroepeer volgens hul mees dominante takson, in dieselfde orde as taksa wat regs van die fi guur gelys is (bv. deelneemers vir wie Megasphaera die 
mees dominante takson was, is aan die linkerkant van die fi guur saam gegroepeer (ligblou)). Ander: die kumulaƟ ewe tellings van alle oorblywende taksa wat nie hier 
gelys is nie. Swart, wit en grys boksies dui onderskeidelik op BV+, BV– en BV- intermediêre status.
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Met behulp van random forest-analise is M. morganii en V. 
cambriense as die mees invloedryke taksa in die onder skeid 
tussen Kaapstad-en Johannesburg-vroue geiden tifi seer (area 
onder die kurwe=0.95, positiewe voorspellingswaarde=0.91, 
negatiewe voorspellings waarde=0.89).

Bespreking
Vaginale mikrobiese profi ele verskil onder vroue van 
verskillende etnisiteite en geografi ese liggings. In hierdie 
studie demonstreer ons verskille in relatiewe vlakke 
en frekwensie van kolonisasie van spesifi ke vaginale 
mikrobiota in Afrika-vroue van soortgelyke ouderdomme 
en sosio-ekonomiese agtergronde vanuit Kaapstad en 
Johannesburg. Hierdie verskille kon nie volledig verduidelik 
word deur ander faktore wat verskil het tussen die twee 
liggings nie, insluitende hormonale kontrasepsiegebruik, 
etnisiteit, LMI, MPV-risiko en die voorkoms van SOI’s. 
Saam het geografi ese ligging, LMI en MPV-risiko 10% van 

die variansie in mikrobiese samestelling verklaar, met ‘n 
groot proporsie van die variansie dus onverklaar. 

McClelland et al. het in vyf verskillende Afrika-lande 
gevind dat die vlakke van sekere taksa met latere MIV 
serokonversie geassosieer is. In ‘n sensitiwiteitsanalise wat 
frekwensie van kolonisasie gebruik, is sekere taksa niete-
min duidelik van grotere belang in spesifi eke geografi ese 
liggings. Die voorkoms van Mycoplasma hominis speel by-
voorbeeld ‘n rol in MIV risiko in Keniaanse sekswerkers, 
maar nie in serodiskordante paartjies uit Uganda en 
Suid-Afrika nie, waar Gemella en Parvimonas van groter 
belang was (McClelland et al., 2018). In ‘n studie van 
vroue van KwaZulu Natal het Williams et al gevind dat 
Prevotella bivia-vlakke die beste voorspeller van latere MIV 
serokonversie was (Williams, AIDS Conference 2016). In 
‘n soortegelyke studie in KwaZulu Natal, maar in jonger 
vroue, het Gossman et al gevind dat relatiewe vlakke van 
P. melaninogenica en Veillionella montpellierensis die beste 

FIGUUR 3: HiƩ ekaart van taksa (gegroepeer op laagste moontlike taksonomiese vlak) wat met betekenisvol verskillende vlakke of frekwensies in Kaapstad -teenoor 
Johanneseburg-vroue voorkom (aangepaste p-waarde ≤ 0.01, koëffi  siënt ≥ 1.5, taksa teenwoordig in ≥ 20% van monsters in ten minste een van die twee groepe wat 
vergelyk is); individue (kolomme) is eers volgens geografi ese ligging gesorteer, waarna hierargiese trosvorming binne elke ligging toegepas is; hiƩ ekaart skaal: log2-
getransformeerde gestandardiseerde tellings.

JOHANNESBURG VS KAAPSTAD
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voorspellers van latere MIV serokonversie was (Gosmann 
et al., 2017).

Verskeie studies oor die verhouding tussen vaginale 
mikrobiota en voortydige geboortes het gevind dat 
Lactobacillus-dominante vaginale mikrobiota beskermend 
is, maar geen taksa is tot dus ver konsekwent met ‘n 
verhoogde risiko van hierdie uitkomste geassosieer nie 
(Dingens 2016, Romero 2014). Freitas et al het gevind dat 
Mollicute-vlakke ‘n potensiële risiko faktor is vir voortydige 
geboortes (Freitas et al., 2018). Verder, alhoewel Gardnerella 
en Ureaplasma relatiewe vlakke goeie voor spellers van voor-
tydige geboortes in ‘n oorwegend Kau kasiese studie groep 
uit Kalifornie was, kon Callahan et al nie hierdie be vindinge 
repliseer in ‘n oorwegend Afro-Amerikaanse studiegroep 
uit Alabama nie (Callahan et al., 2017).

Ten slotte, alhoewel daar moontlik ‘n handvol taksa is 
wat konsekwent met nadelige seksuele en reproduktiewe 
gesondheidsuitkomste geassosieer kan word ongeag van 
geografi ese ligging, dui ons resultate aan dat verskeie 
relevante taksa moontlik gemis sal word indien geografi ese 
konteks nie in ag geneem word nie. Dit is nie bekend 
wat die rede vir hierdie geografi ese verskille in vaginale 
mikrobiese samestelling mag wees nie – omgewings/
gemeenskaps mikrobiese samestelling gedurende vroeë 
lewe asook vestiging van mikrobiota speel waarskynlik 
‘n belangrike rol. Ongeag die oorsprong van hierdie 
verskille beklemtoon ons resultate die noodsaaklikheid van 
geografi es-relevante mikrobies-gebaseerde diagnostiese 
toetse en terapeutiese middels, selfs binne dieselfde land.
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