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Combination of microbiological culture and 
multiplex PCR increases the range of vaginal 
microorganisms identified in cervical cancer 
patients at high risk for bacterial vaginosis and 
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 Abstract    
Background: Bacterial vaginosis (BV) and vaginitis in cervical cancer patients might becaused by mixed aerobic, 
anaerobic, and atypical bacteria. Since genital tract infections can be complicated, early and accurate identification 
of causal pathogens is vital.

Objectives:The purpose of this study was i) to determinate if currently used aerobic culture methods are suf-
ficiently sensitive to identify pathogens that can appear in the cervix of women after cancer treatment; ii) to inves-
tigate if molecular methods can improve the diagnostic process of BV and vaginitis, as well as broaden the range 
of detectable pathogens that would otherwise be difficult to cultivate. Methods: A one-year hospital-based study 
was conducted in 2011/2012. Cervical swabs from 130 patients were examined by microbiological culture and 
multiplex PCR. 

Results: Swab samples were positive for 107 and 93 women by microbiological culture and multiplex PCR, re-
spectively. The most common bacteria isolated from culture were: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Strep-
tococcus agalactiae, and Staphylococcus aureus, and using the molecular technique were: Gardnerella vaginalis, 
Bacteroides fragilis, Ureoplasma ureoliticum/parvum, Mobiluncus curtisii and Atopobium vaginae. 
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Conclusions: Multiplex PCR might contribute to the diagnosis of genital tract infections and it broadens the 
number of detectable microorganisms responsible for BV. Combination of these two methods may become the 
basis for standardized diagnosis of BV and vaginitis.

 Key words: vaginitis / bacterial vaginosis / multiplex PCR / microbiological culture /

 Streszczenie   
Bakteryjne zapalenie pochwy u pacjentów chorych na raka szyjki macicy może być spowodowane przez bakterie 
beztlenowe, tlenowe i atypowe. Ponieważ infekcje narządów płciowych mogą doprowadzić do poważnych 
komplikacji, wczesna i odpowiednia identyfikacja źródła infekcji jest bardzo ważna. 

Cel pracy: 1) określenie, czy obecnie używane metody hodowli tlenowej w pracowni mikrobiologicznej są 
wystarczające do identyfikacji  patogenów, które mogą pojawić się w szyjce macicy po leczeniu nowotworowym;  
2) zbadanie, czy molekularne metody mogą polepszyć diagnostykę bakteryjnych zapaleń pochwy i zwiększyć 
zakres wykrywanych patogenów o te, które są trudne w hodowli.

Metodyka: Materiałem do badań były wymazy z szyjki macicy, pobrane od 130 kobiet z nowotworem szyjki macicy 
hospitalizowanych w Wielkopolskim Centrum Onkologii w latach 2011-2012. Identyfikacji mikroorganizmów doko-
nano tradycyjną metodą hodowlaną i metodą molekularną- multiplex PCR. 

Wyniki: Hodowla mikrobiologiczna zdiagnozowała 107 pozytywnych przypadków, zaś multiplex PCR- 93. Naj-
częściej izolowanymi patogenami metodą mikrobiologiczną były: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Strep-
tococcus agalactiae i Staphylococcus aureus, a techniką molekularną: Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragilis, 
Ureoplasma ureoliticum/parvum, Mobiluncus curtisii i Atopobium vaginae. 

Wnioski: Multiplex PCR mógłby pomóc w diagnostyce infekcji narządów płciowych i powiększyć zakres wykry-
wanych mikroorganizmów. Połączenie tych dwóch technik może stanowić podstawę standaryzacji diagnostyki 
zapalenia dróg rodnych kobiet.

 Słowa kluczowe: bakteryjne zapalenie pochwy / multiplex PCR / 
      / hodowla mikrobiologiczna / 



©  P o l s k i e  T o w a r z y s t w o  G i n e k o l o g i c z n e Nr 5/2015330

P R A C E  O R Y G I N A L N E
  ginekologia

Ginekol Pol. 2015, 86, 328-334

Katarzyna Schmidt, et al. Combination of microbiological culture and multiplex PCR increases the range of vaginal microorganisms...

�
�	���
��	��	���#�����	������'�	��#��&�&����*��&�
�����
�����/

	����-��������	�

����'�	���&����*����	����+����&�����	�����#����

����	�����6=�J����������	�����;J�
�	����	������	��;J��&��������	/

���8-��&��������	���#���<C/GC��������#��&���'��	��)�AG-�L����	��

�&������������������*����	�����	����
��.-��

�*����	��������+�������/

��
�������&���*���#&��&���	��������)��J���	�
����'�������&���*��

��'��	���#��&��	�����+����������&��&���*���#��&��&���J��*���	��)�

<C�*����	���#��&�������.7����+���
���	���-�

N�	���)� �&��*����	���#�������	�����#��&��7��	��+���	�����

*����� ��� �&���� *���������� �	�� �&���� #��� 	�� �	)��'����	� ������

�
�	���
���'*��'���)��	��	���	���������	(�''����	��)��&����	�/

��
������-


����	����������������������������
�

� '�������
�����
� ��
����� �	�� '�
���
��� �����	�� �	� �&���

������#���*��)��'����	��#����*���'�	�-�O��	������+��'�������/


�����
���
�����#���*��)��'������	��
&��'�.M�
LE��&��'���	���

������ M/
������
� '����'�� 
����'���� �������
����	�� .M<� �����

6���PQ����J��D��	��8-�
�
������#����*��*��������	��I��	������+��


��*���	���	�����������=AR
��+��	��&��#��&��&���J��*���	���)��
/

����	��.M<�������#&��&�#�����/�J�'�	����)����?G&-

P��������	��'��#���� ���	�������������	�� ������	��������/

�&�'���
� ������� #&��&� ���	������ '���� ���
����� �����	�� ��� ��	���


�+�
��	��'�	������*������
�+�
-��&��7��������	��������	������'�

6���PQ����J��D��	��8�#��������)�����	��'����	-�In vitro �����*/

����
����#��������'�	���*��'���
�����7������E���L��	���E��NB�

�����'��6���PQ����J��D��	��8-

�������������
MN��)��'��#����#������
��������	��N��
��E*�	������������

6P��&����/N���
�����'�	�8-�"	��'
��)��&��
�I������+���	���&��

�#���#�����	���)�����)���A�'�	��������;=BBB�-��&�	��;GB�T
��)�

�;���))����	��<A�T
��)�*�����	����U�#��������������&������'�	��

�	�� �	�������� )���;�&�������ACV
-��#��&�	�����T
��)��=� 
�����

��))���#�����������	���&��'�J�����#����	��������)���;B�'�	�����

���FBV
����
�����&����

�-��#��&�	������	����	�T
��)�HCW���&�	�
�

#�������������&��'�J������	���&�	����#���
�������	����&����
�'	�

�	����	���)�����)���;�'�	�������;;BBB�������	���&��MN�-�

���*���)���&��MN���ABB�T
��)��%���))���#���*�������&����&�

�&��'�'���	���)�

�#������CBB�T
��)��A���))��-��&��'�J�����#���

�&�	���	���)�����)���;�'�	�������;;BBB�-��&��MN��#����
������	�

;BB�T
��)�MN���/)�����X���))���6����/XM���*0G8�� 6P��&����/

N���
�����'�	�8-�

�&��MN����	��	������	�#���'�����������N�	�M��*�6�&��/

'�/D��&���E���	�������E�8-��&����	��	������	��)��&���
�����MN��

#������#��	�;A/;BB�	�YT
-

��������������
P�
��*
�J� L
�� #��� *��)��'��� ���	�� E��*
�J� E�.� P������

�
X�M�������	�����6E����	���E���
��E���&�U����8-��&��������'�

#�������������������&��)�

�#�	��'��������	��'�Z�Trichomonas 
vaginalis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma genitalium, Chla-
mydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Ureoplasma ureoliti-
cum/parvum, Gardnerella vaginalis, Bacteroides fragilis, Mobi-
luncus curtisii, Atopobium vaginae, Mobiluncus mulieris,��	����J�

Candida��*�����Z�C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. 
krusei, C. albicans, and C. dubliniensis.

�&��������������	��)�����������
���	���#����	����*����������

�&��'�
��*
�J�L
��*��������-�

�&�� L
�� �������	� #��� *��*����� �������	�� ��� �&�� '�	�/

)�������@�� �	��������	-� �&�� L
�� ��
����	� ��	���	��� MN�� *�
�/

'��������N�L��P�


2
��MN���	���	�
���	���
��*��'��������	���	�
�

��	���
� �	�� *����� �)� �*������ *��'���� ��� MN�� '��������	��'-�

�&�� L
�� �������	� #��� �'*
����� �	� �� MN�� X	��	�®� �&��'�
�

���
��� 6���/����� �E�8� ����	�� ?B� �&��'����
��� ��	�����	�� �)� 

��=B/����	��������	����*����H?V
����HB/���		��
�	�����*����C=V
�

�	��HB/���
�	�����	����*����F<V
-�L�����+���	�����+���	���	���	�
�

��	���
��#����������	����&�L
���������	-��'*
���	��#����+����
/

������	�����7�
��&���)�����
�����*&��������	�<W�����������
���	/

���	�	����
����6������'8-�D���'�	��������#���������'�	��������

��'*�����	�#��&���MN�������'������E�.;��E�.<��	��E�.=�MN��


������6E����	���E���&�U����8�6D������;8-

Results
��������	��������������

E#��� ��'*
��� #���� *�����+�� )��� ;BF� �	�� H=� #�'�	� ���

'�������
�����
���
������	��'�
��*
�J�L
������*����+�
�-�D������&�

���&	�I�����*�����+���	��	�����+������
���#���������+����	�F?��	��

?�������� ���*����+�
�-�������
��)�==�*����	���&���*�����+������
���

��� '�������
�����
� ��
����� �	
��� #&�
�� ;H� &��� *�����+�� ����
���

���L
���	
�-�%�������+��� �&���<G�#�'�	�&���'�	�'�������
�

�	)�����	���#&�
��*�
�'�������
� �	)�����	��#���� ���	������ �	�?C�

�����-� .	)�����	�����������'���� �&�	� �#��'��������	��'��#���

�����+��� �	� ;B� *����	��� #&�	� ��'��	�	�� �&�� ����
��� )��'� ���&�

'��&���� 6���
�� ..8-� �&�� 	�'���� �)� '��������	��'�� ���������

�����
������	��'�
��*
�J�L
�� ��� �&�#	� �	����
�� ...-��&��'����

)��I��	�
�� ���
����� '��������	��'� ��� '�������
�����
� ��
�����

#��� Escherichia coli #��&� ?=� 6<CW8� ������ ���	������� )�

�#���

���Enterococcus faecalis�6<C��;A-AW8��Streptococcus agalactiae  

6<B�� ;<W8� �	�� Staphylococcus aureus 6;?�� G-AW8-� �&�� '����

��''�	����������������������'�
��*
�J��L
��#����Gardnerella 
vaginalis 6?H��<CW8��	��Bacteroides fragilis 6?<��<<W8��)�

�#���

��� Ureoplasma ureoliticum/parvum 6<C�� ;?W8�� Mobiluncus 
curtisii 6<=�� ;<-AW8� �	�� Atopobium vaginae 6<;�� ;;W8-� X��&��

*����	��� #���� *�����+�� )��� *��������� Trichomonas vaginalis 
�	)�����	-�Mycoplasma hominis�#�������������	�A��������#&�
���	
��

�	��������)�Mycoplasma genitalium and Neisseria gonorrhoeae 

 
Figure 1. Agarose gel electrophoresis of multiplex PCR amplifield products 
generated from patient DNA samples using Seeplex STI Master ACE Detection kit. 
Lane NC – negative control; lane PC – positive control; Lane M – STI DNA ladder; 
lanes 1,3,6,7,8 – negative samples; lane 2 positive sample (Gardnerella vaginalis, 
Bacteroides fragilis); lanes 4,5 – positive samples (Bacteroides fragilis); lanes 9,10 
– positive samples (Gardnerella vaginalis); lane 11 – positive sample (Bacteroides 
fragilis); lane 12 – positive sample (Gardnerella vaginalis). IC – internal control (981bp 
Plasmid DNA); GV – (G. vaginalis); (661bp); BF – B. fragilis (415bp); MC – M. curtisii 
(320bp); AV – A. vaginae (240bp); MM – M. mulieris (182bp).
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Table I. Patient characteristics.

Number of patients 130

Ages 26-86 (56) 
years

Stage of uterine cervix cancer Number of 
patients

IB
IIB
IIIB
IV

2
41
61
26

Additional clinical information Number of 
patients

arterial hypertension
anaemia
diabetes 
��������	
��������

�������
metastases to: vagina, lymph nodes, lung
hydronephrosis
urinary bladder extraction
�������������������������
�����

�������
renal failure
thyroid, vermiform appendix extraction 
obesity
uraemia
vaginal extraction
duodenal ulcer
thrombosis

31
31
14
13
10
8
5
4
4
3
3
3
2
2
2

Table II. Number of infected patients detected by microbiological culture and 
multiplex PCR.

Culture PCR Result of 
patients

Negative Negative 4 
Positive Positive 74
Positive Negative 33
Negative Positive 19

Total 130
Monomicrobial Monomicrobial 28
Infection  
������������

Infection  
������������ 10

Monomicrobial Infection  
������������ 14

Infection  
������������ Monomicrobial 22

Total 74
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�	��*���������6Mycoplasma hominis – 5, Mycoplasma genitalium 
– 1, Chlamydia trachomatis – 2 and Trichomonas vaginalis ^�G8-�

Table III. Number of microorganisms from swab samples detected by microbiological culture and multiplex PCR.

Nr Microbiological culture Result Multiplex PCR Result

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

Escherichia coli
Enterococcus faecalis
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus
Streptococcus anginosus
Streptococcus sanguis
Staphylococcus haemolyticus
Streptococcus  group C
Streptococcus gallolyticus
Streptococcus mitis
Staphylococcus epidermidis
Micrococcus spp.
Streptococcus spp.
Enterobacter cloacae
Morganellamorganii
Proteus mirabilis
Streptococcus group A
Streptococcus group G
Staphylococcus warneri
Klebsiella pneumoniae
Streptococcus group F
Streptococcus bovis
Streptococcus parasanguis
Streptococcus pyogenes
Enterococcus avium
Raoutella planticola
Candida parapsilosis

43
26
20
14
6
5
5
4
4
4
4
4
3
3
3
3
2
2
2
2
1
1
1
1
1
1
1

Gardnerella vaginalis
Bacteroides fragilis
Ureoplasma ureoliticum/parvum
Mobiluncus curtisii
Atopobium vaginae
Trichomonas vaginalis
Mobiluncus mulieris
Mycoplasma hominis
Chlamydia trachomatis
Mycoplasma genitalium
Neisseria gonorrhoeae
Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida krusei
Candida albicans
Candida dubliniensis

49
42
26
23
21
8
6
5
2
1
1
0
0
0
0
0
0

Total 166 184
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Serdecznie zapraszamy do udziału
w Konferencji Szkoleniowej

Choroby endokrynologiczne 
w ciąży

organizowanej przez Katedrę i Klinikę Endokrynologii UJ CM
w dniach 24-26.09.2015 roku.

Konferencja poświęcona jest miedzy innymi zagadnieniom:

ciężarnych, w tym przysadki, nadnerczy l przytarczyc

wpływających na płodność i przebieg ciąży

endokrynologicznych u matki.

Wykłady wygłoszą wybitni eksperci zagraniczni i krajowi.

Szczegółowy program Konferencji oraz inne ważne informacje:

www.endokrynologiaciazy2015.cm-uj.krakow.pl

Zachęcamy do prezentacji wyników Państwa prac poświęconych 
tematyce zaburzeń endokrynnych w ciąży – zostaną one

przedstawione podczas sesji plakatowych. 
Termin nadsyłania streszczeń upływa 31 lipca 2015 roku.

Mam nadzieję, że Konferencja spotka się z Państwa zainteresowaniem.

Kontakt: 
endokrynologiaciazy2015@cm-uj.krakow.pl

malgorzata.troflmluk@uj.edu.pl
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