Poštovana gospođo Urednice,

najpre, zahvaljujemo se vama i recenzentima na dobronamernim i iscropnim primedbama i u nastavku odgovaramo na neke od njih. 

Cilj rada je bio da se dokaže da je novi metod koji predlažu autori bolji od standardnog metoda po Nugent-u. To je samo po sebi izvesna pristrasnost (bias). Cilj rada bi trebalo da bude da se uporede dve mikroskopske metode u dijagnostici BV a koji će biti bolji treba da proistekne iz samog istraživanja.

To nije bio cilj ovog rada. Cilj rada je bio da pokaže da novi mikroskopski metod bolje odražava kompleksnost vaginalne mikroflore nego metod po Nugentu, a ne da se poredi dijagnostička vrednosti ova dva metoda u dijagnozi specifično bakterijske vaginoze (videti tekst). Oba metoda su takođe poređena u smislu dijagnostike BV, ali to nije bo glavni cilj istraživanja. 
U ispitivanje su uključene samo "asimptomatske trudnice" određene starosti trudnoće. Autori treba da navedu zbog čega su izabrali ovu grupu pacijentica. Zašto nisu uključili i pacijentice sa simptomima BV?
U metodologiji je navedeno da su pacijentkinje dolazile na unapred zakazivan pregled (redovni kontrolni pregledi trudnica) i zato nismo vršili nikakvu selekciju pacijentkinja sa simptomatskom BV. U navedenoj Ravelovoj studiji (ref. 18) sve pacijentkinje (396) koje su uključene bile su asimtomatske, a na osnovu Nugentovih kriterijuma kod 97 (25%) dijagnostikovana je BV.  
Navodi se u uvodu da se metodom po Nugantu ne razlikuju laktobacili od morfotipa Gardneralla.  Na osnovu čega autori zaključuju da će se bolje diferencirati bacili on "nebacilarnih" formi pod manjim nego pod većim povećanjem? U morfologiji bakterija postoje bacili, kokobacili i koki. Kokobacili su one forme gde je duža osovina 1,5 a kraća 1,0. Šta je sa morfotipom Mobiluncus?
U radu je napisano: “In our opinion, the most important of the shortcomings is the inability to distinguish between Lactobacillus iners and Gardnerella vaginalis due to their great phenotypic resemblance (length, shape, Gram-staining properties) (9, 10). Dakle, to nije naš zaključak (vidi: Verhelst R et al. In: Molecular detection of human bacterial pathogens. Liu D, editor. Boca Raton: Press Taylor & Fracis Group. 2011; p. 81-95. 10. i De Backer E et al. Quantitative determination by real-time PCR of four vaginal Lactobacillus species, Gardnerella vaginalis and Atopobium vaginae indicates an inverse relationship between L. gasseri and L. iners. BMC Microbiol. 2007; 19; 7: 115). U prethodno navedenoj knjizi piše: “ Most strikingly, all L. iners strains had a relatively Gram-negative stain appearance and were mostly very short rods; L. iners has long been overlooked in culture and Gram stain… Misidentification of L. iners as G. vaginalis might have led to erroneous conclusions on the role of these species in bacterial vaginosis... Dakle, mi smo jasno napisali da je u pitanju L. iners (ne i svi drugi laktobacili kojih ima preko 30 sojeva). Komentar o dimenzijama kokobacila ne razumemo u ovom kontekstu. U svakom slučaju, dimenzije i oblik različitih mikroorganizama u vaginalnom brisu poznajemo i to smo uzimali u obzir u svom radu, a na osnovu važeće literature. Mobiluncus je bakterijski morfotip i kako takav sastavni deo Nugentovog zbira. Naše brojanje Mobiluncusa (bolje rečeno onoga što mislimo da je Mobiluncus) se razlikuje od originalnog Nugentovog jer smo površinu vidnog polja mikroskopa prilagodili kako je to predložio Larson, što uvidom u radove, čini 10% svih autora (videti: ref. 25: Larsson PG, et al. Diagnosis of bacterial vaginosis: need for validation of microscopic image area used for scoring bacterial morphotypes. Sex Transm Infect. 2004; 80(1):63-7; ref 5. Srinivasan S,et al. More than meets the eye: associations of vaginal bacteria with gram stain morphotypes using molecular phylogenetic analysis. PLoS One. 2013; 8(10):e78633). Izdavajamo: “Curved Gram-negative rods observed by Gram stain are more likely to be the uncultivated bacterium, BVAB1, rather than the widely accepted Mobiluncus species… Different bacterial communities with similar Gram stain characteristics may impart different risks for complications associated with BV, highlighting the  importance  of  distinguishing  between  these  bacterial communities  using  modern  molecular  approaches.  In  the future,  it  would  be  more  accurate  to  list  the  bacterial morphotypes in the Nugent score as Lactobacillus, Gardnerella/ Prevotella/ Porphyromonas, and  BVAB1/Mobiluncus morphotypes.”
U uvodnom delu nema podataka o istraživanjima drugih autora koji su pokušali da modifikuju Nugantov metod. Logično bi bilo da autori u svom istraživanju krenu od tih istraživanja. 
U širem istraživanju, na grupi od 700 trudnica, poredili smo mikroskopske metode analize na osnovu kriterijuma po Nugentu, Ison/Hayu, Cleaysu i rezultati ovog istraživanja su u pripremi za objavljivanje. U ovom radu smo izabrali upravo Nugenta iz jednostavnog razloga zato što je on i dalje zlatni standard za dijagnozu BV. Pored toga, u pitanju nije nikakva modifikaciji Nugentovih kriterijuma jer on (i svi drugi) analiziraju preparate na uvećanju x1000, a mi na x200 (prednosti su iznete u tekstu). 

Umesto toga postavljaju pitanja na koja nije moguće odgovoriti ovim istrživanjem. Tako jedno njihovo pitanje glasi: da li pacijentkinje koje nemaju laktobacile kao dominantnu floru imaju asimptomatsku BV ili su zdrave. Za odgovor na pitanja ovakog tipa potrebna su klinička istraživanja....
Recenzent verovatno misli na sledeće paragraph iz Uvoda: “Many questions need to be answered. First, are the women who do not have lactobacilli as a dominant flora, healthy or have asymptomatic BV? If they are healthy, then diagnosis of BV based on Nugent’s criteria is frequently false, but if have asymptomatic BV, then the prevalence of this entity is much higher than we think. Second, is the acidic vaginal environment a prerequisite for a healthy vagina: what is then the value of Amsel’s criteria in diagnosing BV if almost a half of asymptomatic women have pH>4.5 (18,19)?“  To je, zapravo, pitanje ključne Ravelove studije (koja, takođe, nije bila osmišljena da odgovori na ova pitanja). Mi pokušavamo (indirektno, kako smo i napisali) da odgovorimo tako što smo kod istog broja (394 pacijentkinje kao u Ravelovoj studiji) asimptomatskih (asimmptomatske kao u Ravelovoj studiji) našli: “According to Nugent’s criteria, BV was confirmed in 78 patients, 63 women had intermediate scores, and 253 patients had normal findings. When we used our own criteria, diagnosis of BV was made in 88 patients, whereas normal findings were ascribed to 306 patients.” Kod Ravela 97 žena je imalo BV po Nugentovim kriterijumima. Dakle, kod nas je na osnovu kriterijuma po Nugentu 78 pacijentkinja imalo BV, a na osnovu naših kriterijuma njih 88. U Ravelovoj studiji, od istog broja (394) asimptomatskih pacijentkinja, 97 je imalo BV prema Nugentovim kriterijumima. Stoga je verovatnije da su tih 25% pacijentkinja iz Ravelove studije, koje nisu imali laktobacile kao predominatnu floru, imali asimptomatsku BV, nego da se radi o zdravim ženama koje nemaju laktobacile kao predominantnu floru. To, naravno ne može da proistekne nedvosmisleno iz naših rezultata, ali zdrav razum nam to govori (videti: Greenhalgh T et al. BMJ 2014, 348:g3725 doi: 10.1136/bmj.g3725). Nažalost, klinička ispitivanja ne mogu da daju odgovor na to pitanje iz jednostavnog razloga što je, zavisno od grupe ispitanica, 50-75% žena asimptomatsko. 
Sugeriše se da bi njihova nova metoda pregleda vaginalnog sekreta obojena po Gramu ako se posmatra pod manjim povećenjem (200x) umesto pod uvećanjem 1000x bila od veće pomoći molekularnim biolozima da razviju  "molekularnu formulu" za dg BV i procenu ekosistema vagine. Ovo je u domenu spekulacija i ne može se izvesti iz rezultata istraživanja.

Logične “spekulacije” su dozvoljene u diskusiji jer se time ukazuje na mogućnost daljih istraživanja, posebno kada su potkrepljene već postojećim praksama. Naš metod nudi semikvantitativnu procenu bakterijskih formi. Kako je to korisno za molekularnog biologa? Ako imate uzorak sa 5 bakterija i uzorak sa 5000 bakterija, potpuno je prirodno da će kvantitativnim (otuda mu ime) PCR biti dobjeni različiti nalazi i, još značajnije, ovakva podela je ključna za određivanje značajnih granica (cutoffs). Dakle, rezultati istraživanja pokazuju kako je moguće semikvantitativno klasifikovati vaginalnu mikrofloru. 
U poglavlju metode nije dato kako su uzeti uzorci i kako su pripremljeni i bojeni preprati. Za svaku mikrobiološku dijagnostiku kvalitet uzorka je od presudnog značaja.

Detalje uzimanja uzorka i bojenja smo dodali u odeljak Materijal i metodi. 
Rezultati su nejasno predstavljeni u formi grafikona. Predlaže se autorima da rezultate predstave u tabelama, da nalaze jedne metode stave uporedo sa nalazima druge metode izraženo u brojevima.

Opšta je preporuka da sve podatke koji mogu da se prikažu u obliku grafikona, ovi imaju prednost u odnosu na tabele. Ukoliko se, međutim, tabele recenzentu i uredniku čine preglednijim, pretvorićemo podatke iz grafikona u obliku tabele.  
U poglavlju diskusija se raspravlja o kliničkoj slici BV iako to  nije predmet istraživanja a u isto nisu uključene pacijentice sa ispoljenom kliničkom sliko BV.

Mi nismo nigde raspravljali o kliničkoj slici BV. Molimo recenzenta da nam označi deo u Diskusiji u kojem smo komentarisali kliničku sliku BV.
Zaključak: Preporučuje se autorima da prerade rad tako što će se držati rezultata rada i dovesti svoje istraživanje u kontekst drugih sličnih istraživanja. Šta je do sada urađeno u ovoj oblasti i šta je nejasno?
Na ovu opštu primedbu nije moguće dati konkretan odgovor. Svaki deo rezultata smo komentarisali u diskusiji, a dovodili u kontekst drugih istraživanja tamo gde ih je bilo i gde je imalo smisla. Šta je do sada urađeno i šta je nejasno? To smo više puta isticali u tekstu. Bili bismo veoma zahvalni da nam recenzent napiše nekoliko konkretnih primedbi, odnosno označi mesta gde nismo rezultate rada doveli u kontekst drugih sličnih istraživanja. Biće nam lakše da rad, sa zadovoljstvom, korigujemo. 

