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Diagndstico de vaginitis-vaginosis mediante hibridacion con sondas de

ADN

Lidia Garcia-Agudo,* Iria Jesus de la Calle,*? Manuela Roman Enry,! Pilar Aznar Marin,* Manuel Rodriguez-

Iglesias??®

Antecedentes: las infecciones vaginales son un motivo frecuente
de consulta médica. Por orden de frecuencia: vaginosis bacteriana,
candidiasis vulvovaginal y la tricomoniasis son responsables de
90% de las vaginitis-vaginosis.

Objetivo: evaluar una técnica de hibridacion de ADN para la de-
teccién simultanea de Gardnerella vaginalis, especies de Candida
y Trichomonas vaginalis, como alternativa a los métodos microbio-
l6gicos convencionales.

Material y métodos: estudio prospectivo, transversal y comparativo
efectuado con base en el analisis de 1,003 exudados vaginales
de mujeres sintomaticas atendidas en el Hospital Universitario de
Puerto Real, Cadiz, Espafia. Se obtuvieron dos muestras de cada
mujer, una para diagnéstico microbioldgico rutinario (examen en
fresco, tincién de Gram y cultivo micoldgico) y otra para hibridacion
con sondas de ADN (Affirm VPIII, Becton Dickinson). Esta técnica
molecular detecta concentraciones clinicamente significativas de
G. vaginalis (2x10° UFC/mL), Candida spp (1x10* células) y T.
vaginalis (5x10° parasitos).

Resultados: de los 1003 exudados estudiados, se diagnostico va-
ginosis bacteriana en 30.6% de los casos, candidiasis vulvovaginal
en 23.3% y tricomoniosis en 0.5%. Mediante el método Affirm VPIII
27.5%, 27.4% y 0.5%, respectivamente, de las muestras fueron
positivas. No se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre la técnica molecular y los métodos convencionales
de diagndstico microbioldgico (p<0.05).

Conclusiones: la técnica Affirm VPIIl tuvo buena concordancia
con el examen en fresco, la tincion de Gram y el cultivo micol6-
gico. Aunque su costo es relativamente elevado, resulta rapida,
reproducible, sencilla y puede efectuarse en el laboratorio clinico
y en los consultorios de Ginecologia, lo que permite prescribir un
tratamiento especifico temprano.

Palabras clave: hibridacién de acidos nucleicos, vaginosis bacte-
riana, candidiasis vulvovaginal, vaginitis por tricomonas.

Background: Vaginal infections lie among the most common
causes women ask for medical advice. In order of frequency bac-
terial vaginosis, vulvovaginal candidiasis, and trichomoniasis are
responsible for 90% of vaginitis/vaginosis.

Objective: To evaluate a DNA hybridization test for simultaneous
molecular detection of Gardnerella vaginalis, Candida species and
Trichomonas vaginalis, as an alternative to conventional microbio-
logical methods.
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Material and methods: Cohort, cross-sectional, and comparative
study of 1,003 vaginal samples from symptomatic women from our
health-care area. Two swabs were obtained from each woman,
one for routine microbiological diagnosis of vaginal infection (wet
mount, Gram stain, and mycological culture) and the other for the
DNA hybridization test (Affirm VPIII, Becton Dickinson). This method
detects clinically significant levels of G. vaginalis (2x10° CFU/ml),
Candida spp. (1x10* cells) and T. vaginalis (5x10° trichomonads).
Results: Out of the 1,003 women studied, 30.6% tested positive for
bacterial vaginosis, 23.3% for vulvovaginal candidiasis, and 0.5%
for trichomoniasis. The Affirm VPIII method turned out positive in
27.5%, 27.4% and 0.5% of cases, respectively. No statistically sig-
nificant differences were found between the molecular technique
and conventional methods for microbiological diagnosis of vaginitis/
vaginosis (p<0.05).

Conclusion: The Affirm VPIII test correlated well with wet mount,
Gram stain and mycological culture. Although its cost is relatively
high, it is fast, reproducible, easy, and can be done in either clini-
cal laboratories or Gynecology offices, which permits prescribing
a specific early treatment.

Keywords: Nucleic acid hybridization, bacterial vaginosis, vulvo-
vaginal candidiasis, trichomonas vaginitis.

Antécédents: Les infections vaginales sont un motif fréquent
de consultation médicale. Par ordre de fréquence: la vaginose
bactérienne, candidose vulvo-vaginale et la trichomonase sont
responsables de 90% des vaginites, des vaginoses.

Objectif: évaluer une technique d’hybridation d’ADN pour la
détection simultanée de Gardnerella vaginalis, Candida sp et
Trichomonas vaginalis, comme une alternative aux méthodes
microbiologiques conventionnelles.

Méthodes: Etude prospective, transversale et comparative basée
sur I'analyse de 1003 prélévements vaginaux de femmes symp-
tomatiques traités a I'Hopital Universitaire de Puerto Real, Cadiz,
Espagne. Deux échantillons ont été obtenus a partir de chaque
femme, I'un pour le diagnostic microbiologique de routine (frottis,
coloration de Gram et la culture mycologique) et I'autre pour I'hybri-
dation avec des sondes d’ADN (Affirm VPIII, Becton Dickinson).
Cette technique moléculaire détecte des concentrations clinique-
ment significatives de G. vaginalis (2x105 CFU / ml), Candida spp
(1x104 cellules) et T vaginalis (5x103 parasites).

Résultats: Des 1003 exsudats étudiés, la vaginose bactérienne a
été diagnostiquée dans 30,6% des cas, candidose vulvo-vaginale
et la trichomonase chez 23,3% a 0,5%. Par la méthode Affirm VPIII
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27,5%, 27,4% et 0,5% des échantillons étaient positifs, respective-
ment. |l n’y avait pas de différences statistiquement significatives
entre les méthodes de I'art classique et moléculaires de diagnostic
microbiologique (p <0,05).

Conclusions: Affirmer technique VPIIl eu un bon accord avec le
frottis, coloration de Gram et la culture mycologique. Méme si son
colt est relativement élevé, il est rapide, reproductible, simple et
peut étre effectuée dans les laboratoires cliniques et cliniques de
gynécologie, permettant prescrire un traitement spécifique précoce.
Mots-clés: hybridation d’acides nucléiques, la vaginose bacté-
rienne, candidose vulvo-vaginale, vaginite a trichomonas.

Antecedentes: infec¢Bes vaginais sdo uma razao comum para
consulta médica. Em ordem de frequéncia: vaginose bacteriana, a
candidiase vulvovaginal e tricomoniase séo responsaveis por 90%
da vaginite, vaginose.

Objectivo: Avaliar a técnica de hibridagdo de ADN para a detecgao
simultanea de Gardnerella vaginalis, as espécies de Candida e
Trichomonas vaginalis, como uma alternativa aos métodos con-
vencionais de microbiologia.

as infecciones vaginales son un motivo frecuente

de consulta médica y tienen una gran trascen-

dencia social por su alta incidencia. Por orden de
frecuencial?® la vaginosis bacteriana, candidiasis vulvo-
vaginal y la tricomoniasis son responsables de 90% de
las vaginitis-vaginosis.*> Otras causas menos comunes
afectan, sobre todo, a las nifias prepuberes: Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pyogenes, enterobacterias, Ente-
robius vermicularis, Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia
trachomatis.®’
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Métodos: Estudo prospectivo, transversal e comparativo com base
na andlise de 1.003 secrecao vaginal de mulheres sintomaticas
atendidos no Hospital Universitario de Puerto Real, Cadiz, Espa-
nha. Duas amostras foram obtidas de cada mulher, uma para o
diagndstico de rotina microbioldgica (esfregaco, cultura de Gram e
micoldgica) e um para a hibridagdo com as sondas de ADN (Afirmar
VPIIl, Becton Dickinson). Esta técnica detecta molecular concen-
tragdes clinicamente significativos de G. vaginalis (2x105 CFU /
mL), Candida spp (1x104 células) e T vaginalis (5x103 parasitas).
Resultados: dos 1003 exsudatos estudados, vaginose bacteriana
foi diagnosticada em 30,6% dos casos, a candidiase vulvovaginal e
tricomoniase em 23,3% para 0,5%. Pelo método Afirmar VPIIl 27,5%,
27,4% e 0,5% de amostras positivas, respectivamente. Ndo houve
diferencas estatisticamente significativas entre os métodos da arte
moleculares e convencionais de diagndstico microbiolégico (p <0,05).
Conclusdes: afirmar técnica VPIIl teve boa concordancia com o
exame direto, a cultura de Gram e micolégica. Embora o seu custo
é relativamente elevado, é rapido, reprodutivel, simples e pode
ser realizado em laboratérios clinicos e ginecologia, permitindo
prescrever o tratamento precoce e especifico.

Palavras-chave: hibridizagdo de acido nucléico, a vaginose bac-
teriana, a candidiase vulvovaginal, vaginite trichomonas.

La vaginosis bacteriana se debe a un desequilibrio en
el ecosistema vaginal, con proliferacion de Gardnerella
vaginalis junto con otras bacterias anaerobias, como:
Bacteroides, Peptostreptococcus, Prevotella, Porphyro-
monas, Mobiluncus, quiza también Atopobium vaginae y,
ocasionalmente, Mycoplasma hominis.!®° La candidiasis
vulvovaginal o vulvovaginitis candidiasica>* la ocasio-
nan levaduras del género Candida, sobre todo Candida
albicans (70-80% de los casos) y, en menor proporcion,
C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei, C. guilliermondii, C.
kefyr, C. parapsilosis, C. famata y Saccharomyces cere-
visiae.’*12 Es una infeccidn que suele ser recurrente.!>!
La vaginitis parasitaria o tricomoniasis, causada por el
protozoo flagelado Trichomonas vaginalis, es la Unica
infeccién vaginal considerada totalmente de trasmision
sexual; a menudo se asocia con otras infecciones trasmiti-
das sexualmente y, en menor medida, con complicaciones
ginecoldgicas.'>

Las manifestaciones clinicas de estas infecciones son,
con frecuencia, inespecificas e insuficientes para establecer
el diagnostico, lo que hace necesario disponer de la confir-
macioén microbiol6gica.>!”!® El diagnéstico microbioldgico
se fundamenta, principalmente, en el examen microscopico
del exudado vaginal, mediante observacidn en fresco y por
tincion, y el cultivo microbioldgico en medios selectivos:
agar Gardnerella para la vaginosis, agar de Sabouraud para
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la candidiasis vulvovaginal y caldo de Roiron o Diamond
para la tricomoniasis. Otros procedimientos diagndsticos
incluyen técnicas colorimétricas, seroldgicas, cromato-
grafia gas-liquido y técnicas de biologia molecular, con
una alta sensibilidad y especificidad, como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) y la amplificaciéon mediada
por transcripcion (TMA).1%-22

Recientemente apareci6 en el mercado una nueva
técnica de biologia molecular denominada Affirm VPIII
(Becton Dickinson, EUA), basada en la hibridacion de
acidos nucleicos que permite la deteccion simultanea
de Gardnerella vaginalis, Candida spp y Trichomonas
vaginalis en muestras de exudado vaginal de mujeres
con sintomas y signos de vaginitis-vaginosis. Esta técnica
ofrece resultados en menos de una hora, es sencilla de
realizar y constituye una buena alternativa a los métodos
microbiologicos habituales de diagndstico.*%-2023.242627 E|
objetivo de este ensayo es evaluar la técnica Affirm VPIII
en exudados vaginales de mujeres con sospecha de infec-
cion vaginal frente a la tincion de Gram para vaginosis, el
cultivo micoldgico para candidiasis y el examen en fresco
para tricomoniasis.

Estudio prospectivo, transversal y comparativo de vaginitis-
vaginosis efectuado en 1,003 mujeres sintométicas del Area
Sanitaria atendida por médicos del Hospital Universitario de
Puerto Real (Cadiz, Espafia). De cada mujer se obtuvieron
dos muestras vaginales, una de ellas se reservo para la
prueba de hibridacién de ADN y la otra se utilizé para el
diagnéstico microbiolégico rutinario de infeccidn vaginal.
Este procedimiento comprendid: inoculacion de una placa
de agar de Sabouraud con cloranfenicol para cultivo de
levaduras, tincion de Gram para diagnostico de vaginosis
bacteriana y, finalmente, suspension en solucion salina para
observacion en fresco de Trichomonas vaginalis.

Criterios diagnésticos

El diagndstico de vaginosis bacteriana se establecié en
los casos en que la tincion de Gram mostré células clave,
de acuerdo con los criterios de Nugent y su grupo.” El
cultivo micolégico se considero positivo cuando se aprecid
un crecimiento >10* UFC/mL de exudado. El diagndstico
de tricomoniasis se confirm6 en los casos en los que se
visualizaron parasitos moviles en el examen en fresco.
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Prueba de hibridacion de ADN (Affirm VPIII)

El analisis de las muestras con la prueba Affirm VPIII se
realizd de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Esta técnica detecta concentraciones clinicamente sig-
nificativas de Gardnerella vaginalis (2x10° UFC/mL),
Candida spp (1x10* células) y Trichomonas vaginalis
(5x10® parasitos) utilizando, para cada microorganismo,
una sonda de captura y una sonda biotinilada para desa-
rrollo de color, ambas monocatenarias y complementarias
a secuencias genéticas Unicas de estos microorganismos.
Cada sonda de captura estd inmovilizada en una perla
incrustada en una tarjeta de analisis que, ademas, incluye
un control positivo y un control negativo. Tras una lisis
para que las células liberen el ADN, la muestra se deposita
en una cassette que contiene la sonda de desarrollo de
color, y ésta se coloca en el microprocesador automatico
BD MicroProbe, donde se lleva a cabo la hibridacion en
unos 30 minutos. La reaccidn se revela con el conjugado
enzimatico estreptavidina-peroxidasa unido a un sustrato
indicador que cambia la perla de incolora a azul en caso
de producirse la hibridacion (Figura 1).

Andlisis estadistico

Mediante tablas de contingencia de 2x2 se calcularon: sen-
sibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la técnica Affirm VPIII, utilizando
la tincion de Gram, el cultivo micologico y el examen en
fresco como estandares para el diagnéstico de vaginosis
bacteriana, candidiasis vulvovaginal y tricomoniasis. Para
establecer las diferencias estadisticamente significativas

Figura 1.
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entre el test evaluado y los métodos convencionales de
diagndstico, se utilizé la prueba de la %2 con un nivel de
significacion de p <0.05.

De los 1,003 exudados vaginales estudiados con los
métodos habituales, se diagnosticd infeccion vaginal en
546 (54.4%) casos: vaginosis bacteriana en 307 (30.6%),
candidiasis vulvovaginal en 234 (23.3%) y tricomonia-
sis en 5 (0.5%). Las mujeres en las que no se detectd
ninguna de estas afecciones vaginales se consideraron
grupo control.

Mediante la técnica Affirm VPIII se comprobo la hibri-
dacién de alguna de las sondas de ADN en 556 muestras
de exudado vaginal (55.4%): vaginosis bacteriana en 276
(27.5%), candidiasis vulvovaginal en 275 (27.4%) y tri-
comoniasis en 5 (0.5%). En 87 (15.6%) de estas muestras
se comprob6 positividad simultanea para Gardnerella
vaginalis y Candida spp. En 514 muestras (94.1%) existio
acuerdo entre el test de hibridacion y la tincion de Gram,
el cultivo micoldgico y el examen en fresco. En el Cuadro
1 se refleja esta concordancia para cada una de las tres
infecciones vaginales diagnosticadas.

La prueba Affirm VPIII fue positiva en una paciente
que, conforme a los criterios clinicos y la tincion de Gram,
no fue diagnosticada de vaginosis bacteriana. En cuanto
a candidiasis vulvovaginal, la técnica de hibridacion
mostrd positividad en 41 pacientes en las que el cultivo
fue negativo. Todas las pacientes en quienes se observé
Trichomonas vaginalis en el exudado resultaron positivas
mediante el método molecular ensayado.

No se encontraron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre la prueba de hibridacion de ADN y los
métodos convencionales de diagnéstico microbioldgico
(p<0.05).

La vaginosis bacteriana es la infeccién vaginal més fre-
cuente en las mujeres atendidas en nuestra area sanitaria, al
igual que sucede en otras poblaciones que han sido sujeto de
estudio.*?*?7 La candidiasis vulvovaginal se ha referido con
gran incidencia en mujeres embarazadas y sexualmente ac-
tivas,>? pero en nuestro estudio la incidencia fue moderada
porque englobaba a todo tipo de mujeres. No es infrecuente
la coinfeccidn vaginal por Gardnerella vaginalis y Candida
Spp que en nuestra serie supone 15.6%, porcentaje superior
al descrito en otras areas geograficas, aunque existen pocos
estudios al respecto.?’3%3! Este hecho indica que la recupe-
racién de un microorganismo no descarta que haya otros.
Sin embargo, la tricomoniasis tiene una baja incidencia en
la mayor parte de las series publicadas,**52” aunque superior
a la observada en nuestro estudio, que ha sido muy baja. De
cualquier manera, la prevalencia real de la tricomoniasis esta
subestimada porque los métodos rutinarios de diagndstico
tienen baja sensibilidad.

En general, las técnicas habituales utilizadas para el
diagnostico de infecciones vaginales presentan ciertos pro-
blemas que dificultan o retrasan el diagnostico. El examen
microscopico requiere personal adiestrado, es subjetivoy
de baja sensibilidad;® el cultivo, a su vez, exige tiempo
para la deteccion del crecimiento de los patdégenos vagi-
nales, lo que supone una demora en el diagnéstico o, bien,
no es recomendable en la vaginosis bacteriana, debido
al gran niamero de mujeres colonizadas por Gardnerella
vaginalis. Las técnicas moleculares no estan disponibles
en la mayor parte de los laboratorios, son complejas v,
en algunos casos, de rendimiento inferior a las técnicas
microscopicas.>?

En términos generales, la técnica de hibridacion de
sondas de ADN Affirm VPIII tiene una alta sensibilidad
y especificidad para el diagndstico de las infecciones

Cuadro 1. Resultados de la técnica Affirm VPIII frente a la tincion de Gram, el cultivo micolégico y el examen en fresco

Técnica Affirm VPIII

Patrén de referencia Verdaderos Falsos positivos  Falsos negativos Verdaderos S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
positivos negativos

Tincién de Gram 275 1 32 695 89.6 99.9 99.6 95.6

Cultivo micolégico 234 41 0 728 100 94.7 85.1 100

Examen en fresco 5 0 0 998 100 100 100 100

S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo.
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vaginales mas frecuentes en clinica,®* y su rendimiento
es comparable con los métodos habituales de diagnos-
tico microbiol6gico. No obstante, los mejora al permitir
realizar el diagnéstico diferencial de las mismas con una
sola prueba.

En el caso de la vaginosis bacteriana, nuestros resultados
fueron similares a los hallados por otros autores,?*7 pero
inferiores a los de otras publicaciones.*>>* La técnica pa-
rece muy rentable porque la tincion de Gram es de dudosa
interpretacion en ciertos casos y esta sujeta a la calidad de
la muestra, de la tincion y la disponibilidad de personal
experto en la interpretacion del resultado. Aunque el cultivo
es rentable para el diagnostico, el crecimiento es muy lento y
su sensibilidad es s6lo ligeramente superior a la de la tincién
de Gram,?% razon por la que no se eligi6 como método
diagndstico en nuestro estudio. La hibridacién de ADN, al
no detectar concentraciones menores a 2x10° UFC/mL de
Gardnerella vaginalis, garantizaria la deteccion correcta
de infecciones clinicamente relevantes.?*?’ El resultado
falso positivo observado con esta técnica podria deberse a
la subjetividad de la interpretacion de la tincion de Gram.

Con respecto al rendimiento de la técnica Affirm VPIII
en el diagndstico de la candidiasis vulvovaginal, observa-
mos un excelente comportamiento. Se muestra superior al
cultivo cuando se valora un crecimiento >10* UFC/mL, ya
que esta concentracion ha demostrado estar relacionada
con vulvovaginitis. Ademas, parte de las muestras positi-
vas por Affirm VPIII también lo fueron para Gardnerella
vaginalis. Existen muy pocos estudios que evallen este
test de hibridacion en el diagnéstico de la candidiasis vul-
vovaginal, y las escasas referencias comparan el test con la
observacién en fresco® o la tincion de Gram?’ y comunican
resultados similares a los nuestros. El test de hibridacion
no diferencia entre las distintas especies de Candida y
no detecta otros géneros de levaduras implicados en la
vulvovaginitis, como es el caso de Saccharomyces.?%
Este hecho es fundamental para establecer el tratamiento
especifico, por lo que el cultivo sigue siendo necesario para
el aislamiento de la levadura y su posterior identificacion,’
lo que no excluye la utilizacion del test de hibridacion
como técnica de cribado.

En el caso de la tricomoniasis, los resultados de nues-
tro ensayo son excelentes, iguales a los comunicados por
Briselden® y DeMeo?* utilizando la observacidn en fresco
como metodo de referencia. Estos mismos autores em-
plean también el cultivo, con sensibilidad de 98 y 80%,
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respectivamente. Aungue el cultivo se ha considerado
clasicamente mejor que la observacién en fresco,® tiene
relativa utilidad clinica por necesitar una incubacion de
3-5 dias. Por eso no se incluy6 como método diagnoéstico
en nuestro estudio.

El sistema de transporte para la recoleccion de mues-
tras, que incluye la técnica, permite la viabilidad de los
microorganismos durante 72 horas a temperatura ambiente,
sin disminucién de su sensibilidad, lo que permite diferir
la realizacion del ensayo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en nuestro
estudio puede concluirse que la técnica Affirm VPIII tiene
alta concordancia con los métodos diagnésticos conven-
cionales, es rapida, reproducible, de ejecucion sencilla,
no necesita personal altamente especializado y puede
realizarse en el laboratorio clinico y en los consultorios
de atencion ginecoldgica, lo que permite prescribir un
tratamiento especifico oportuno. Ademas, es una herra-
mienta complementaria a los métodos habituales cuando
los resultados microbioldgicos no confirman el diagnéstico
clinico, y permite la detecciéon de infecciones mixtas.
Aungue su costo es relativamente elevado, lo que limita su
disponibilidad, su valor como técnica de tamizaje reduciria
la utilizacidn de recursos de salud.?
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