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Nugent and Spiegel criteria for the diagnosis 
of bacterial vaginosis. Analysis of discordant 

specimens by the Ison and Hay method

Background: Vaginal infection is the commonest cause of  genital symptoms and 
has obstetric and gynecological implications. Aim: To compare the Nugent and Spie-
gel methods for the diagnosis of bacterial vaginosis (BV) and to analyze discordant 
specimens   using  Ison and Hay (Ison/Hay) criteria. Material and Methods: After 
discarding cases with Candidiasis, defi cient specimens or those lacking bacteria, a total 
of 348 Gram-stained smears vaginal specimens received for the diagnosis of  BV, were 
analyzed. Results: Vaginal microbiota was classifi ed as normal in 203 and 237  samples 
(58 and 68% of samples), according to Nugent and Spiegel criteria, respectively. One 
hundred and fi ve (30%) and 111 samples (32%), were classifi ed as VB according to 
Nugent and Spiegel criteria, respectively. Both criteria were concordant in 308 sam-
ples (88.5%). The 40 (11.5%) discordant specimens were classifi ed as intermediate 
microfl ora by the Nugent system and as normal or BV by Spiegel. Among these, the 
Ison/Hay procedure identifi ed four categories of microbiota. Ten (25%) specimens 
were classifi ed as grade II microbiota, confi rming their categorization by Nugent as 
intermediate microbiota, six (15%) were classifi ed in the III category, confi rming the 
diagnosis of BV by Spiegel, 13 (32.5%) corresponded to the category III, that does not 
exist in the Nugent and Spiegel categorization systems. Finally, 11 specimens could 
not be assigned to one category due to microscopic limitations to distinguish bacterial 
morphotypes. Conclusions: The systems proposed by Spiegel, Nugent and Ison / Hay 
are comparable for the diagnosis of BV. However, we recommend the use of  Ison/
Hay  procedure to evaluate vaginal microbiota,  due to its wider range of categories, 
allowing  a better discrimination of the vaginal microbiota. 

(Rev Med Chile 2011; 139: 66-71).
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L
as infecciones vulvovaginales son un mo-
tivo frecuente de consulta a un especia-
lista en  mujeres en edad reproductiva. El 

diagnóstico específi co permite un tratamiento 
apropiado disminuyendo los costos y efectos 
secundarios de la automedicación o las compli-

caciones de una  enfermedad inadecuadamente 
tratada1. La vaginosis bacteriana (VB) con una 
prevalencia cercana a 30%, es la infección vaginal 
más frecuente2.

Los antecedentes actualmente disponibles 
recomiendan el tratamiento de VB en pacientes 
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sintomáticas, las que representan el 50% de los 
casos, como asimismo de embarazadas con riesgo 
de parto prematuro3. No obstante, la VB ha sido 
también asociada con complicaciones ginecológi-
cas y es un factor de riesgo signifi cativo de adquirir 
infecciones de transmisión sexual (ITS)4,5. Es por 
ello necesario contar con un procedimiento de 
diagnóstico rápido, económico y efi ciente.  

El diagnóstico de VB puede ser efectuado 
aplicando criterios clínicos, o por evaluación de 
los  morfotipos bacterianos presentes en el Gram 
de la secreción vaginal. El diagnóstico clínico 
requiere la demostración de 3 de 4 parámetros: 
secreción vaginal grisácea, pH vaginal > 4,5, des-
prendimiento de mal olor al agregar KOH al 10% 
a la secreción y presencia de “clue cells” en el exa-
men microscópico directo6. Los procedimientos 
microscópicos se crearon como una alternativa 
al diagnóstico clínico, reemplazándolo paulati-
namente. Entre ellos, los métodos denominados  
Spiegel y Nugent por sus autores, son los primeros 
en ser estandarizados7,8.  

El sistema de Nugent clasifi ca la microbiota 
vaginal en normal, intermedia y VB8, para lo cuál 
considera y cuantifi ca los lactobacilos y otros 
dos morfotipos: cocobacilos Gram variable/
gramnegativos, característicos de Gardnerella 
vagi nalis/Prevotella spp, respectivamente y a los 
bacilos Gram variable curvos que caracterizan a 
Mobiluncus spp. En comparación, el sistema de 
clasifi cación de la microbiota vaginal de Spiegel 
es dicotómico, ya que no existe la categoría de 
microbiota intermedia7. No obstante, incluye 
en el diagnóstico de VB tanto los morfotipos 
considerados por Nugent como otros morfotipos 
representantes de bacterias que han sido asocia-
das con VB, como son cocáceas grampositivas y 
las fusobacterias7. El método de Nugent, es el más 
utilizado actualmente para el diagnóstico de VB, 
pero un escaso número de estudios ha comparado 
su utilidad con respecto al sistema de Spiegel. 
Más recientemente Ison y Hay (Ison/Hay) (2002), 
ampliaron el sistema de evaluación de Nugent, 
incluyendo dos nuevas categorías que destacan 
la dominancia de las cocáceas grampositivas en 
el ecosistema vaginal y la ausencia de bacterias 
en un frotis, respectivamente9.

Los objetivos de este estudio fueron comparar 
la efi ciencia de los criterios de Nugent y Spiegel 
para el diagnóstico de VB y analizar las muestras 
discordantes mediante el sistema de Ison/Hay.

Material y Método

Muestras clínicas
Se efectuó examen microscópico directo de 

369 muestras de secreción vaginal de mujeres en 
edad fértil, entre enero de 2006 y noviembre de 
2009. Las muestras fueron tomadas con tórula de 
la pared vaginal, extendidas en un portaobjetos 
y teñidas mediante Gram. Las muestras clínicas 
fueron obtenidas durante el desarrollo de estudios 
destinados a conocer la prevalencia de VB en el 
Área Metropolitana por los investigadores clíni-
cos HS y EL. Se excluyó  de la toma de muestras a 
pacientes con tratamiento antimicrobiano en los 
últimos 30 días, inmunosupresión o tratamiento 
con fármacos inmunosupresores. Las investigacio-
nes fueron autorizadas por el Comité de Ética de la 
Facultad de Medicina de la  Universidad de Chile 
y tuvieron el consentimiento informado de las 
pacientes. Trescientas seis (83%) muestras fueron 
obtenidas de mujeres en consulta ginecológica o de 
planifi cación familiar y 63 (17%) de embarazadas.

Evaluación microscópica de las muestras
Los frotis fueron interpretados por al menos 

dos investigadores quienes en forma independien-
te los evaluaron de acuerdo a los criterios de Nu-
gent y Spiegel. Para ello, luego de ser teñidos con 
Gram, los frotis fueron observados con objetivo 
de inmersión (1.000 X), procediendo a promediar 
todos los morfotipos bacterianos presentes en 20 
campos de inmersión. Las muestras discordantes 
fueron analizadas de acuerdo al procedimiento de 
Ison/Hay9. Es necesario destacar que como contra-
tinción se utilizó safranina en la tinción de Gram.  

Procedimiento de Nugent
Se anotó la presencia y cantidad de i) bacilos 

grampositivos largos (Lactobacillus spp); ii) coco-
bacilos Gram variable/gramnegativos (Gardnerella 
vaginalis/Prevotella spp.) y iii) bacilos curvos 
Gram variable (Mobiluncus spp)8. Los morfotipos 
fueron ponderados de 0 a 10 según el protocolo 
que se presenta en la Tabla 1. Un puntaje de 0-3 
correspondió a microbiota normal, una ponde-
ración de 4 a 6 puntos clasifi có a la  microbiota 
como intermedia y un puntaje de 7 a 10 puntos, 
correspondió a VB.

Procedimiento de Spiegel
Se consideró microbiota normal al predomi-

nio en la muestra del morfotipo lactobacilar con 
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Tabla 4. Análisis  de los resultados discordantes por 

el sistema de evaluación de Ison/Hay (n=40)

Categoría de Ison/Hay n (%) de muestras en el 

grupo

II 10    (25%)

III  6    (15%)

IV 13    (32,5)

No clasificable 11    (27,5%)

Total 40  (100)

Tabla 1. Ponderación del sistema de  evaluación 

de la microbiota vaginal de Nugent

Puntaje Morfotipo bacteriano*

Lactobacillus Gardnerella-

Prevotella

Mobiluncus

0 > 30 0 0

1 5-30 < 1 1-4

2 1-4 1-4 > 5

3 < 1 5-30

4 0 > 30

* Promedio del número de bacterias por campo de inmersión.

Tabla 2. Características de las muestras  vaginales que fueron 

excluidas de la evaluación microscópica (n = 21)

Causa de eliminación n (%) de muestras

No contiene muestra clínica   6   (28,6)

Contiene solo células eucarióticas   4   (19)

Vulvovaginitis micótica   11   (52,4)

Total 21 (100)

Tabla 3. Clasificación de la microbiota vaginal de acuerdo a 

los criterios de Nugent y Spiegel (n = 348)

Criterio de evaluación 

microscópica de la 

microbiota vaginal

n (%) de las 

muestras clasificadas  

en cada categoría 

Método de Nugent
- Microbiota normal
- Microbiota intermedia
- Vaginosis bacteriana
Total

203   (58,3)
  40   (11,5)
105   (30,2)
348 (100)

Método de Spiegel
- Microbiota normal
- Vaginosis bacteriana
Total

237   (68,1)
111   (31,9)
348 (100)

o sin presencia de cocobacilos Gram 
variable y VB a la presencia de < 5 
bacterias del morfotipo lactobacilar, 
conjuntamente con ≥ 5 bacterias  de 
al menos dos de los siguientes mor-
fotipos: cocobacilos Gram variable/
gramnegativos, bacilos curvos Gram 
variable, bacilos gramnegativos fu-
siformes y cocáceas grampositivas7.

Procedimiento de Ison/Hay
Se clasifi có a la microbiota en 

5 grados: I, microbiota normal; II, 
microbiota intermedia; III, vaginosis 
bacteriana; IV, microbiota compuesta 
por cocáceas grampositivas y 0, a la 
presencia de elementos celulares y 
ausencia de bacterias. Microbiota 
normal correspondió a la presencia 
de sólo el morfotipo lactobacilar, 
microbiota intermedia correspon-
dió  a la disminución del número de 
lactobacilos con una mezcla de mor-
fotipos y vaginosis bacteriana  a una 
microbiota mixta en ausencia o con 
un escaso número de lactobacilos9.

Análisis estadístico

Para una prevalencia esperada de 
25% de VB, considerando un nivel 
de confi anza de 95% y un error de 
5%, se requirió un tamaño muestral 
de n = 33810. 

Resultados

Se analizaron 369 exámenes direc-
tos de muestras vaginales teñidos con 
Gram,  de acuerdo a los criterios de 
evaluación microscópica de Nugent y 
de Spiegel. De estas, 21(5,7%) mues-
tras no pudieron ser evaluadas por no 
contener muestra, por no contener 
bacterias, o corresponder a vulvova-
ginitis micótica (Tabla 2). De las 348 
muestras defi nitivas, se encontró con-
cordancia entre los procedimientos en 
308 muestras (88,5%). Como se apre-
cia en la Tabla 3, la microbiota vaginal 
fue clasifi cada como normal en 203 
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(58,3%) y en 237(68,1%) casos por los criterios 
de  Nugent y Spiegel respectivamente. Ciento cinco 
(30,2%) y 111 (31,9%) muestras respectivamente 
fueron clasifi cadas como VB mediante Nugent y 
Spiegel. Las 40 (11,5%) muestras discordantes 
correspondieron a la categoría de microbiota 
intermedia de Nugent. De ellas, 6 (15%) fueron 
clasifi cadas como VB y 34 (85%) como muestras 
normales por el sistema de Spiegel. 

Las 40 muestras discordantes fueron analizadas 
por el sistema de evaluación de Ison/Hay. Como se 
aprecia en la Tabla 4, 10 (25%) fueron clasifi cadas 
en la categoría II, confi rmando su clasifi cación 
como intermedia, 6(15%) fueron clasifi cadas en 
la categoría III, confi rmando el diagnóstico de VB 
de Spiegel, 13 (32,5%) correspondieron a la cate-
goría IV, que no es considerada por los sistemas 
de Nugent o Spiegel y 11 (27,5%) no pudieron ser 
clasifi cadas en este sistema.

Discusión

En la actualidad existen varios procedimientos 
de diagnóstico de VB, pero desconocemos sus 
ventajas y limitaciones  comparativas. Keane y cols 
investigaron los métodos de diagnóstico emplea-
dos en clínicas génitourinarias en el Reino Unido, 
demostrando que la mayoría de ellas utiliza proce-
dimientos microscópicos y solamente 16,9% usa el 
método de Amsel11. De 99 clínicas génitourinarias 
que informaron utilizar métodos microscópicos, 
29 usan Nugent, 8 emplean Spiegel, 33 el proce-
dimiento de Ison/Hay y 34 utilizan “algún otro” 
procedimiento11. Los investigadores recomiendan 
el sistema de Ison/Hay con el objeto de adoptar un 
método universal y lograr consistencia nacional, 
pero no existe una base científi ca que avale la su-
perioridad de algún procedimiento. En lo que si 
existe consenso es en desincentivar el diagnóstico 
de VB a través de la detección de G. vaginalis me-
diante cultivo o PCR, porque esta bacteria forma 
parte de la microbiota vaginal normal. 

Para el diagnóstico mediante procedimientos 
moleculares, varios estudios demuestran que la 
detección de otras bacterias tiene una especifi cidad  
superior  para el diagnóstico de VB12-13. Entre ellas 
destacan Megasphaera spp, Leptotrichia spp, espe-
cies relacionadas con el género Eggerthella, como 
asimismo 3 nuevas especies relacionadas con el 
orden Clostridiales y por el momento conocidas 

como BVA (bacterial vaginosis associated)1-3,12-13. 
Estas bacterias son aún poco conocidas en el ám-
bito biomédico, ya que son difíciles de cultivar o 
no cultivables, pero han sido detectadas en líquido 
amniótico en pacientes con parto prematuro14,15. 

Nuestro primer objetivo fue comparar los cri-
terios de Nugent y Spiegel para el diagnóstico de 
VB, encontrando una buena correlación aunque el 
sistema de Spiegel diagnosticó un porcentaje leve-
mente mayor, lo que fue confi rmado por el sistema 
de evaluación Ison-Hay. Esta diferencia se debe a 
que  los métodos de Spiegel e Ison-Hay, enfatizan 
la presencia de una microbiota vaginal mixta y de 
lactobacilos en un  número ≤ 5 para el diagnóstico 
de VB, mientras que  el sistema de Nugent concede 
más peso a la ausencia de lactobacilos. Como la 
presencia de >30 morfotipos de Gardnerella/Prevo-
tella en este sistema de categorización solo otorga 
4 puntos, se requiere que haya < 1 morfotipo de 
lactobacilo para alcanzar la ponderación de VB. 

Nuestro segundo objetivo fue analizar las 
muestras discordantes  para lo cuál utilizamos el 
sistema de Ison/Hay, que contiene un rango de 
categorías más amplio. Se encontraron 4 grupos 
distintos entre las 40 muestras clasifi cadas como 
microbiota intermedia por el sistema de Nugent. 
El primer grupo, 25% de muestras, fue confi rmado 
como microbiota intermedia. La categoría inter-
media es una microbiota cuyas implicancias en la 
homeostasis del ecosistema vaginal no están bien 
determinadas. Existen evidencias que demuestran 
que es parte de un continuo entre microbiota nor-
mal y VB y que es una microbiota de transición e 
inestable15,16. Al respecto, Hillier y cols enrolaron  
embarazadas a las 23 y 26 semanas de gestación 
observando que el 38% de mujeres que inició el 
estudio con microbiota intermedia continuó con 
esta microbiota, un 30% evolucionó a microbiota 
normal y 32% a VB. Por otra parte, 12% y 19% de 
mujeres que inicialmente presentaron microbiota 
normal y VB respectivamente, evolucionaron a 
microbiota intermedia15. 

Un segundo grupo de muestras, 32,5%, co-
rrespondieron a la categoría IV de Ison/Hay. Esta 
categoría incluye varias especies que forman parte 
de la microbiota normal y que poseen el morfotipo 
de cocácea grampositiva, por lo que es importante 
para su interpretación como microbiota normal 
o patológica incluir el recuento de leucocitos17-19. 
Este grupo correspondería a la vaginitis aeróbica 
de Donders18,19. 
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La posibilidad de Streptococcus agalactiae de-
biera considerarse siempre en embarazadas por 
su asociación etiológica con infección neonatal.  
En un estudio nacional, en 23/56 muestras va-
ginales en las que se aisló S. agalactiae se detectó 
una cantidad regular o abundante de cocáceas 
grampositivas y en 12 de ellas (52,2%) fue el único 
morfotipo presente20. Otras especies frecuentes 
de Streptococcus en la microbiota vaginal son las 
pertenecientes al Grupo anginosus, consistentes en 
Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus 
y Streptococcus intermedius21. Estas especies con-
tienen cepas que tienen hemólisis α y cepas que  
exhiben hemólisis β. Sus antígenos de Lancefi eld 
varían clasifi cando a los microorganismos en los 
grupos C, F, G, o como no clasifi cables. Como la 
identifi cación fenotípica de las especies es difícil e 
inconsistente, son normalmente informados por 
los laboratorios clínicos  como Streptococcus “viri-
dans”, lo que ha retardado el reconocimiento de su 
importancia clínica. Dentro del grupo anginosus, 
S. anginosus se aisla generalmente en infecciones 
genitales o del tracto gastrointestinal22. En nuestra 
experiencia, la mayoría de las cepas son α hemo-
líticas, pertenecen al Grupo F de Lancefi eld y han 
sido aislados como únicos agentes en la microbiota 
vaginal de una diversidad de procesos patológicos: 
parto prematuro, infertilidad, vaginitis. Sin embar-
go, no existen estudios  que hayan demostrado  su 
importancia clínica. 

Finalmente, debemos considerar a Peptostrep-
tococcus spp cocáceas grampositivas anaerobias 
que participan sinergísticamente en VB junto a 
otras especies anaerobias y anaerobias facultativas. 
Dadas sus características de asociación microbia-
na, creemos poco probable que constituyan micro-
biota única, como para conformar la categoría IV.

El tercer grupo de muestras discordantes, 
27,5%, correspondiente al 3,16% de las 348 
muestras evaluadas, no pudieron ser adjudicadas 
a alguna categoría de Ison/Hay. Todas ellas corres-
pondieron a muestras con regular a abundante 
cantidad de cocobacilos gramnegativos junto a  
regular a abundante cantidad de bacilos grampo-
sitivos pleomórfi cos, los que fueron adjudicados 
al morfotipo lactobacilar.  

Varios investigadores han señalado que la ma-
yor difi cultad en la categorización de la microbiota 
vaginal es la identifi cación de los bacilos grampo-
sitivos cuando no son microbiota predominante, 
cuando están en pequeño número o cuando son 

pequeños, cortos o pleomórfi cos, puesto que no 
existe un criterio que permita asignarlos a un 
grupo, pudiendo ser clasifi cados como lactobacilos 
pequeños, Gardnerella, difteromorfos o bifi dobac-
terias9,22-23. 

En dos oportunidades la presencia de “clue 
cells” podría haber permitido el diagnóstico de 
VB, pero en 9 casos no se encontró alguna base 
para clasifi carlas como VB, ya que los sistemas de 
categorización no clasifi can como VB a muestras 
con un contenido importante de lactobacilos. 

Finalmente, se encontró un grupo de 6 mues-
tras clasifi cadas como VB por el sistema de Spiegel 
y confi rmadas por Ison/Hay y que analizamos 
anteriormente. 

En conclusión, nuestros resultados permiten 
sugerir que los sistemas propuestos por Spiegel, 
Nugent e Ison/Hay son comparables para el diag-
nóstico de VB. No obstante, recomendamos el 
sistema de Ison/Hay como procedimiento general 
de evaluación de la microbiota vaginal ya que 
cuenta con un rango más amplio de categorías 
permitiendo una mejor discriminación de la mi-
crobiota vaginal, lo que es clínicamente relevante. 
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