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RESUMEN

Son pocas las técnicas de coloracion de fluorescencia utilizadas en estudios del ciclo celular bacteriano, de
manera que se evaluaron las caracteristicas tintoriales de Neisseria gonorrhoeae con la tincion diferencial de
fluorescencia modificada y la asociacion con la presencia de ADN y ARN. El propésito del estudio fue aportar
evidencias sobre el mecanismo de reaccion de la tincion de fluorescencia modificada, asi como la de ofrecer esta
técnica como una herramienta complementaria en estudios del ciclo celular. A los aislamientos de N. %onorrhoeae
se les realizo el ciclo celular transfiriendo un cultivo en crecimiento 6ptimo a un caldo BHI con 5% de sangre
humana. Se tomaron alicuotas para realizar extendidos para la tincion, pre y post tratamiento con ADNasa
y ARNasa a intervalos de 5 a 120 min, y se aplicé la prueba de McNemar para verificar la asociacion de la
reactividad tintorial antes y después del tratamiento enzimatico. En el ciclo celular, la tincion de la bacteria fue
predominante el anaranjado ligeramente fluorescente y la secuencia de color en el ciclo fue amarillo, anaranjado
y verde. Las células que se tifieron de anaranjado o amarillo, después del tratamiento enzimatico, cambiaron a
verdes ligeramente fluorescentes o verdes casi imperceptibles, existiendo asociacion estadisticamente significativa

< 0,0}5%) entre el color amarillo y anaranjado ligeramente fluorescente o fluorescente con presencia de ADN y

RN. Se concluye que el ADN y ARN participan en el carécter tintorial amarillo y anaranjado ligeramente

fluorescente o fluorescente del método de coloracion diferencial de fluorescencia modificado en el ciclo celular de
N. gonorrhoeae.

PaLaBRAS cLAVE: Ciclo celular, ADN, ARN, ADNasa, ARNasa.

ABSTRACT

There are few fluorescent staining techniques used in studies of the bacterial cell cycle, so that the stainin,
characteristics of Neisseria gonorrhoeae were analyzed by the modified differential fluorescent staining metho
and the association with the presence of DNA and RNA. The purpose of this study was to provide evidence on
the reaction mechanism of modified differential fluorescent staining method, as well as offering the technique
as a complementary tool in studies of the cell cycle. The cell cycle was evaluated in isolates of N. gonorrhoeae
transferring a culture in optimal growth to BHI broth with 5% human blood. Aliquots were taken to Ere&are slide
spreads for staining, before and after treatment with DNase and RNase at 5 to 120 min intervals, and the McNemar
test was applied to verify the association of the staining reactivity before and after enzyme treatment. In the cell
cycle, the bacteria staining was predominantly slightly fluorescent orange and the color sequence in the cycle was
yellow, orange and green. Cells which stained orange or yellow, after the enzyme treatment, changed to slightly
fluorescent green or almost imperceptible green, with statistically significant association (p < 0,05) between the
yellow and orange slightly fluorescent or fluorescent with the presence of DNA and RNA. We conclude that DNA
and RNA are involved in the yellow and orange dye by modified differential fluorescent staining method in the

cell cycle of N. gonorrhoeae.

Key worbs: Cell cycle, DNA, RNA, DNase, RNase.

INTRODUCCION

Las coloraciones diferenciales de fluorescencia, en el
estudio microscopico de los frotis, se aplican desde que
Kronvall y Myhre (1977), introdujeron el fluorocromo
naranjade acridina parala deteccion de bacterias. En el afio
2002, Fazii et al. observaron que bacterias grampositivas
y gramnegativas teflidas con naranja de acridina eran
decoloradas diferentemente con alcohol etilico-acetona,
ideando asi un método de coloracion diferencial para
la deteccion y distincion de bacterias grampositivas y
gramnegativas por fluorescencia. Ellos utilizaron dos
fluorocromos: naranja de acridina y fluoresceina de
sodio; las bacterias grampositivas se tifien de amarillo
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fluorescente y las gramnegativas de verde fluorescente.
La hipotesis que manejaron para explicar el mecanismo
de tincion se fundamento en la interaccion del naranja de
acridina con componentes de la pared celular, tales como
polisacaridos y lipopolisacaridos. Probablemente, en las
bacterias gramnegativas, al decolorar con alcohol etilico-
acetona se desestabiliza la membrana externa rica en
lipopolisacaridos, removiéndose parcialmente el naranja
de acridina e incorporandose la fluoresceina y asi se tifien
de color verde. Sin embargo, el alcohol etilico-acetona
produce poco cambio en las bacterias que retienen el
naranja de acridina (grampositivas), éstas se observan
de color amarillo cuando al fluorocromo rojo, naranja
de acridina, se le afiade el segundo fluorocromo verde,
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fluoresceina de sodio. Los investigadores la aplicaron
en extendidos de secreciones uretrales de pacientes con
cultivos positivos para N. gonorrhoeae y los gonococos
se visualizaron verdes fluorescentes.

Posteriormente, Flores et al. (2008), publicaron
un estudio que evaludé la coloracion diferencial de
fluorescencia, introduciendo una modificacion en el pH
de la solucion colorante de fluoresceina, con el propdsito
de mejorar la fluorescencia emitida por las bacterias.
Detectaron que los diplococos emitieron un tincién
distinta a la referida por Fazii ef al. (2002), observandose
anaranjados fluorescentes, no obstante, esta variacion en
la tincion no se han dilucidado, sugiriendo que podria
estar relacionada al proceso de transcripcion de ARN
durante el ciclo celular. A propésito de la modificacion de
la técnica, se ha publicado que la coloracion diferencial
de fluorescencia modificada representa una contribucion
significativa como herramienta en el diagnostico de
gonorrea en muestras perianales y uretrales, teniendo
mayor capacidad discriminatoria que la tincion de Gram,
especialmente, en los pacientes asintomaticos, lo que
seria importante para el control de la enfermedad (Flores
y Albarado 2009a).

Basado en la similitud entre las propiedades
moleculares del ADN y ARN de células eucariotas y
procariotas, en el presente estudio se plantea una hipotesis
para explicar la reaccion de coloracion del método de
tincion diferencial de fluorescencia modificada. Esta se
fundamenta sobre los principios quimicos de coloracion,
por lo que, la hipdtesis sobre las variaciones de color es
apoyada con el trabajo de Darzynkiewicz (1990), quien
sefiala que el naranja de acridina es un colorante cationico
y metacromatico, que emite fluorescencia cuando
interactiia con los 4acidos nucleicos. Con el ADN se
intercala produciendo una coloracion verde fluorescente
y con el ARN interactia expresando una tonalidad
rojo fluorescente. Las variaciones de color observadas
con la tincion diferencial de fluorescencia modificada,
posiblemente, se fundamentan en los procesos de
sintesis de ADN y ARN en el ciclo celular bacteriano,
naturaleza quimica y mecanismo de accion del naranja
de acridina sobre los acidos nucleicos, de manera que, en
esta investigacion, se planted como objetivo evaluar las
caracteristicas tintoriales de N. gonorrhoeae obtenidas
por la coloracion diferencial de fluorescencia modificada
y asociarlas con la presencia de ADN y ARN antes y
después de tratamiento con ADNasa y ARNasa, con
el fin de aportar una evidencia sobre el mecanismo de
reaccion de la coloracion de fluorescencia modificada en
N. gonorrhoeae, ya que se ha demostrado que es util en el
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diagnostico oportuno de pacientes asintomaticos; asi como
ofrecer la técnica como una herramienta complementaria
en los estudios del ciclo celular bacteriano.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron sicte aislamientos de N. gonorrhoeae
procedentes de 18 muestras uretrales de pacientes
masculinos con sospecha de infeccion que acudieron
a la consulta de Infecciones de Transmision Sexual
del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”,
Cumana, estado Sucre, en el periodo febrero-mayo 2011.
Larecoleccion de las muestras fue realizada por el médico
especialista, jefe del area de ITS-SIDA, bajo estrictas
normas de ética médica, segun la declaracion de Helsinki
(AMM 2008) y aprobado por la Comision de Trabajo
de Grado y FEtica del Departamento de Bioanalisis,
Universidad de Oriente, Nuacleo de Sucre, asi como
también cumpliendo con las normas del Codigo de Etica
para la Vida (MPPCTII 2010). El estudio bacteriolégico
se realizo siguiendo los protocolos convencionales de
cultivo, aislamiento e identificacion de N. gonorrhoeae
(Koneman et al. 1999, Pardi et al. 2004).

Crecimiento y ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae

Paralograr que las células de un cultivo alcancen la fase
de crecimiento optimo para desarrollar los experimentos,
se inocul6 una colonia a partir del cultivo primario, en
agar GC de la estirpe a trabajar, en 3 mL de caldo infusion
cerebro corazon (BHI) enriquecido con sangre humana al
5%, incubandolo a 37°C en ambiente de microaerofilia,
entre 16 y 18 h (Salguero 2007, Li et al. 2014).

Sobre la base de estudios de crecimiento de M.
gonorrhoeae en medio liquido, se estima que la fase
de crecimiento exponencial se inicia en la primera hora
después de haber sido transferido un cultivo a otro medio
de composicion idéntica y continta durante las siguientes
7 h (Jones y Talley 1976), de modo que, para obtener esta
fase de crecimiento y una poblacion bacteriana sincronica
para el estudio del ciclo celular, se transfirieron cinco
gotas del cultivo BHI enriquecido con 5% de sangre
humana, a un caldo fresco del mismo medio de cultivo,
incubandose por 1 h a 37°C. A partir de este cultivo, se
realizo el ciclo celular, tomando alicuotas para realizar los
extendidos desde el tiempo 0 min hasta los 120 min, a
intervalos de 5 min.

Elaboracion de extendidos

Se realizaron extendidos para el pre y post
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tratamiento enzimatico. Los extendidos se elaboraron
con, aproximadamente, 1 pL de la alicuota tomada, en
portaobjetos nuevos, se fijaron con calor, se colorearon
con la tincion de fluorescencia modificada y se observaron
al microscopio de epifluorescencia.

Tincion diferencial de fluorescencia modificada

Se preparo el colorante naranja de acridina (Sigma-
Aldrich, USA) al 0,7% (p/v) en buffer acetato pH 4,0.
El buffer acetato pH 4,0 se preparé mezclando 82 mL de
acido acético 0,2 mol.L! con 18 mL de acetato de sodio 0,2
mol.L!. El decolorante alcohol etilico-acetona se prepar6
en una proporcion 1:1. La solucion de fluoresceina de
sodio se ajustdé a un pH de 6,5 y se prepar6 al 0,002%
en alcohol etilico. Un volumen de 100 mL de solucion
contenia 2 mg de fluoresceina de sodio (Sigma-Aldrich,
USA), 1,5 mL de acido acético 0,4 mol.L"!, 0,5 mL de
buffer acetato pH 4,6 y 98 mL de alcohol etilico. El buffer
acetato contenia 52 mL de acido acético 0,2 mol.L!' y 48
mL de acetato de sodio 0,2 mol.L"'. La lamina preparada
con el extendido se cubrio con la solucion naranja
de acridina durante 2 min, luego, se lavo con agua de
chorro y se procedi6é a decolorar con alcohol etilico-
acetona, exactamente, por 10 s, inclinando la lamina en
un angulo de 45°, se enjuagd nuevamente; se aplicod la
solucion de fluoresceina de sodio por 2 min y se elimind
el colorante con agua. Se dejo secar para su observacion
con microscopio de epifluorescencia (Flores ez al. 2008).

Tratamiento con las enzimas ADNasa y ARNasa

La enzima ADNasa RQI libre de ARNasa (Promega,
USA), degrada cadenas simples y dobles de ADN,
produciendo oligonucledtidos 3°-OH. La enzima se
diluy6 en una proporcion 1:1 con el tampén de reaccion
10X (400 mmol.L" de Tris-HCI [pH 8,0 a 25°C], 100
mmol.L"' de MgSO,, 10 mmol.L" de CaCl,). Se coloco
1 uL de la enzima ADNasa diluida sobre los extendidos
del ciclo celular para la digestion de ADN, dejandose
reaccionar por 48 h a 37°C en camara himeda. La enzima
ARNasa ONE ribonucleasa (Promega, USA), cataliza la
degradacion del ARN a nucledtidos de monofosfatos
ciclicos. Para la degradacion de ARN, se coloc6 sobre los
extendidos del ciclo celular, 1 pL de la enzima ARNasa
ONE ribonucleasa (Promega, USA) con una dilucion
previa de 1:10 con el tampoén de reaccion 10X (100
mmol.L" de Tris-HCI [pH 7,5 a 25°C], 50 mmol.L"! de
EDTA, 2 mol.L"!" de acetato de sodio) por 48 h a 37°C en
camara humeda.

Identificacion microscopica
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Las laminas se observaron con magnificacion de
1000x, empleando un microscopio de epifluorescencia
Olympus BX 60. Para la coloracion de fluorescencia
modificada se empled un filtro de excitacion azul de
banda amplia de 450-480 nm, espejo dicromatico de 500
nm y un filtro de barrera de 515 nm. Las fotomicrografias
fueron tomadas con una camara digital marca Motic
modelo Moticam Cooled 3000.

Controles

Para el control de las diferentes tinciones se utilizaron
las cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 como
control de bacteria grampositiva y Escherichia coli
ATCC 25922 como control de bacteria gramnegativa.
Estas cepas se procesaron del mismo modo que
los aislamientos de N. gonorrhoeae evaluados 'y,
adicionalmente, se les realizaron cultivos sincronizados,
los cuales estan compuestos por células donde todas
se encuentran en la misma etapa del ciclo celular,
permitiendo estudiar la sucesion de eventos que se llevan
a cabo en una sola célula (Brooks et al. 2002). El método
excelente de seleccion para obtener cultivos sincronicos
es la técnica de Helmstetter-Cummings (HC), basado en
el hecho que algunas bacterias se adhieren fuertemente a
las membranas de filtros de nitrato de celulosa (Stainer
etal 1991).

Se coloco una colonia con crecimiento de 24 h de los
controles en caldo triptosa fosfato (TF) y se dejo por 16-18
h. Para obtener un cultivo sincronizado de cada control,
se colocaron cinco gotas del cultivo bacteriano del medio
TF sobre una membrana de filtro de nitrato de celulosa
con poros de 0,2 pm y didmetro de 47 mm. La membrana
se coloco dentro de una placa de Petri estéril, se incubo
a 37°C por 1 h o hasta que el liquido fue absorbido.
Inmediatamente, se procedio a lavar suavemente con 5 mL
de cultivo fresco de caldo TF, empleando pipeta Pasteur
estéril, con el fin de separar aquellas células ligadas
débilmente a la membrana, las cuales corresponden a las
células recién formadas y que se encuentran en la misma
etapa del ciclo celular, conservando la sincronia por 2 h,
aproximadamente. El lavado se recogio en tubos secos
estériles y correspondieron a los cultivos sincronicos que
se emplearon para realizar el estudio microscopico del
ciclo celular de los controles.

Andlisis estadistico
Se construyeron tablas de 2 x 2, para expresar las

frecuencias observadas. Asimismo, se aplicé la prueba de
McNemar,paraasociarlareactividadtintorialporelmétodo
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de coloracion diferencial de fluorescencia modificada
antes y después del tratamiento con ADNasa y ARNasa en
los aislamientos de N. gonorrhoeae (Pértega y Pita 2004).

RESULTADOS

Caracteristicas morfotintoriales por tincion de
fluorescencia modificada de Neisseria gonorrhoeae en
el ciclo celular

Se observaron mono, diplococos y el color
predominante en el ciclo celular de N. gonorrhoeae fue el
anaranjado ligeramente fluorescente, observandose dicha
fluorescencia en 103 tiempos (Fig. 1) y la secuencia de
color fue amarilla, anaranjada y verde. En la Figura 2 se
muestran las caracteristicas tintoriales por el método de
tincion diferencial de fluorescencia modificada presentadas
por la bacteria en los diferentes tiempos del ciclo celular.
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Asociacion entre la reactividad tintorial en el ciclo
celular de Neisseria gonorrhoeae por la coloracion
diferencial de fluorescencia modificada con presencia
de ADN y ARN, antes y después de tratamiento con
ADNasa y ARNasa

Con la coloracion de fluorescencia modificada,
las células que se tifieron de anaranjado o amarillo,
después del tratamiento con ADNasa y ARNasa, se
colorearon verdes ligeramente fluorescentes o verdes
casi imperceptibles. Para determinar la asociacion entre
la reactividad tintorial por fluorescencia con presencia
de ADN y ARN, mediante la degradacion con las
enzimas ADNasa y ARNasa, se seleccionaron aquellos
tiempos donde los mono y diplococos presentaron,
exclusivamente, una intensidad de fluorescencia antes del
tratamiento: amarillo ligera o intensamente fluorescente,
y anaranjado ligera o intensamente fluorescente. De
manera que, se seleccioné un total de 75 tiempos con
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Amarillo Amarillo  Verde ligeramente
ligeramente fluorescente fluorescente
fluorescente

Fluorescencia emitida por la bacteria

Figura 1. Frecuencia de color e intensidad de fluorescencia de Neisseria gonorrhoeae por la tincion diferencial de fluorescencia modificada en el

ciclo celular.

Figura 2. Fotomicrografias de las caracteristicas tintoriales por el método de tincion diferencial de fluorescencia modificada de Neisseria
gonorrhoeae en el ciclo celular. 1000x. 0’: amarillo ligeramente fluorescente. 5’: anaranjado ligeramente fluorescente. 10’: anaranjado fluorescente.
15°: amarillo ligeramente fluorescente. 20-35’: anaranjado ligeramente fluorescente. 40’: amarillo ligeramente fluorescente. 45-50’: anaranjado
ligeramente fluorescente. 55° anaranjado fluorescente. 60°: verde ligeramente fluorescente. 65-70°: amarillo y anaranjado ligeramente fluorescente.
75’: anaranjado ligeramente fluorescente. 80-90°: amarillo y verde ligeramente fluorescente. 95’: anaranjado fluorescente. 100’: amarillo ligeramente

fluorescente. 105-120’: anaranjado ligeramente fluorescente.
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tincion amarilla, de los cuales 67 tiempos presentaron
células con intensidad de fluorescencia ligera y ocho
fueron intensamente fluorescentes. Del mismo modo, se
seleccionaron 63 tiempos con bacterias anaranjadas, 52
ligeramente fluorescentes y 11 fluorescentes.

En la asociacion entre la reaccion de tincion amarillo
ligera o intensamente fluorescente con presencia de ADN
hubo 61 pares de tiempos discordantes, en donde el
98,36% (60/61) de los pares de tiempos presentd mono
y diplococos con tincion amarillo ligera o intensamente

fluorescente y cambiaron a verde ligeramente fluorescente
o fueron poco perceptibles después del tratamiento con
ADNasa. En la asociacion con presencia de ARN, se
obtuvo 53 pares de tiempos discordantes, en donde el
98,11% (52/53) de los pares de tiempo, mostrd células
que se colorearon anaranjado ligeramente fluorescente o
fluorescente y presentaron cambio después del tratamiento,
existiendo asociacion estadisticamente significativa (p <
0,05) entre el color amarillo ligeramente fluorescente o
fluorescente y la presencia de ADN y ARN (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, con mono y diplococos amarillo ligera o intensamente
fluorescente, antes y después del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa.

Amarillo (If) ADNasa Amarillo (If) ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 15 60 75 Si n 23 52 75
No n 1 49 50 No n 1 49 50
Total n 16 109 125 Total n 24 101 125

Z=1743;p=0,0001

Z=6,87; p=0,0001

If: ligera o intensamente fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; Z: valor Z del estadistico

de McNemar; p: valor probabilistico.

Con respecto a la asociacion entre la tincion
anaranjado ligera o intensamente fluorescente con
presencia de ADN, se obtuvo 37 pares de tiempos
discordantes, en donde en el 94,59% (35/37) de
los pares de tiempo, las células que se colorearon
anaranjado ligeramente fluorescente o fluorescente se
visualizaron verde ligeramente fluorescente o fueron
poco perceptibles después del tratamiento con ADNasa.

En la asociacion con presencia de ARN, hubo 49 pares
de tiempos discordantes, en donde en el 100% (49/49)
de los pares de tiempos, las células que se colorearon
anaranjado ligeramente fluorescente o fluorescentes
cambiaron de color después del tratamiento con ARNasa,
existiendo asociacion estadisticamente significativa (p <
0,05) entre el color anaranjado ligeramente fluorescente
o fluorescente y presencia de ADN y ARN (Tabla 2).

Tabla 2. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, con mono y diplococos anaranjado ligera o intensamente
fluorescente, antes y después del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa.

Anaranjado (If) ADNasa Anaranjado (If) ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 28 35 63 Si n 14 49 63
No n 2 11 13 No n 0 13 13
Total n 30 46 76 Total n 13 46 76

7 =15,10; p=0,0001

Z=6,09; p=10.0001

If: ligera o intensamente fluorescente; n: numero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; Z: valor Z del estadistico

de McNemar; p: valor probabilistico.
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El control grampositivo S. aureus ATCC 25923 y el
gramnegativo E. coli ATCC 25922, mostraron el mismo
patrén tintorial de fluorescencia, que los desarrollados en .
gonorrhoeae, durante el ciclo celular. Se hall6 asociacion
estadisticamente significativa (p <0,05) entre la tonalidad
amarilla y anaranjada con sintesis de ADN y ARN.

DISCUSION

Al observar que las células de N. gonorrhoeae presentan
cambios de color después de un tratamiento con ADNasa
y ARNasa y establecerse una asociacion estadisticamente
significativa (p < 0,05) entre las caracteristicas tintoriales
con la presencia de ADN y ARN, se demuestra que la
reactividad tintorial por fluorescencia se esta llevando a
cabo por interaccion con los acidos nucleicos; asi pues las
diferentes tonalidades encontradas en el ciclo celular de M.
gonorrhoeae se explican por el mecanismo de tincion del
colorante naranja de acridina sobre el ADN y ARN.

Mecanismo de tincion del naranja de acridina

El naranja de acridina es un colorante cationico
y metacromatico, que colorea ortocromaticamente
al ADN, y le imparte color verde. Al ARN lo tifie
metacromaticamente de rojo. La coloracion del ARN,
probablemente, siga el principio general del mecanismo
de metacromasia; cuando el naranja de acridina interactiia
con una cadena simple en espiral aleatoria, como lo es el
ARN, se une a casi todos los nucleotidos por su grupo
fosfato de carga negativa, permitiendo el acercamiento
entre las moléculas del colorante, de modo que, éstas
interactian y forman un polimero, produciendo una
fluorescencia metacromatica roja.

Se ha establecido que hay dos procesos por los cuales
el naranja de acridina se une al ADN: un proceso de
unién fuerte, en el cual predomina un alto radio molar
de fosfato del ADN al colorante; y un proceso de union
débil con menor radio molar. Cuando los cationes del
naranja de acridina se unen en la doble cadena de ADN,
se intercala cada tercer par de bases puricas o pirimidicas
y forman un complejo estable, mediante uniones ionicas
y uniones dipolo-dipolo. En estas condiciones la distancia
entre las moléculas es lo suficientemente grande para
prevenir la interaccion colorante-colorante, de forma que
la fluorescencia que se obtiene es la de un mondmero de
naranja de acridina, con emision de color verde (Rost
1995).

Las variaciones de tincion e intensidad de
fluorescencia observadas en los mono y diplococos
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coloreados con la tincion diferencial de fluorescencia
modificada, posiblemente, estan asociadas a los
mecanismo de replicacion y transcripcion del ADN.

Hipotesis del mecanismo de coloracion de la tincion
diferencial de fluorescencia modificada

El fluorocromo naranja de acridina doble sal hemi
(C,,H,CIN,HCL.1/2ZnCl,), de caracter fuertemente
basico, presenta mayor afinidad por estructuras de
carga negativa, como los acidos nucleicos de la célula,
impidiéndose la remocion del colorante naranja de
acridina con el alcohol etilico-acetona en aquellas
bacterias donde la sintesis de ARN sea mayor, la
fluoresceina a baja concentracion no ejerceria el efecto
diferencial, adquiriendo, por lo tanto, una coloracion
anaranjado fluorescente. Por otro lado, las bacterias que
no se encuentran en proceso de sintesis de ARN son
decoloradas completamente tras la aplicacion del alcohol-
acetona, manifestando una tincion verde fluorescente o de
baja fluorescencia, que puede estar asociada a sintesis de
ADN. La tincion amarilla se produce dado que el naranja
de acridina es removido parcialmente, pudiendo este
hecho estar relacionado con una sintesis no tan activa de
ARN, y al incorporar la fluoresceina de sodio se forma el
sistema rojo/verde (Flores et al. 2008).

Las variaciones de tincion por el método de coloracion
de fluorescencia modificado, también se han reportado
en otros géneros bacterianos como Pseudomonas,
Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus (Albarado
y Flores 2008, Flores y Albarado 2009b). Albarado y
Flores (2008) proponen por primera vez un patron de
tincion por fluorescencia asociado a fases del ciclo celular
bacteriano, sobre la base de que dicho ciclo comprende
una secuencia de acontecimientos interconectados,
como la fase B, que es el periodo en el que ocurre una
activa sintesis de ARN y proteinas, ademas, de otros
componentes celulares; una fase C, caracterizada por
la replicacion del ADN cromoséomico y una fase D
que es el tiempo entre la finalizacion de la replicacion
y terminaciéon de la division. Los investigadores
sugirieron, que el color verde correspondia a la fase C,
y que dicho color se presentaba, posiblemente, como
producto de la intercalacion del naranja de acridina al
ADN. La tonalidad amarilla de baja fluorescencia, tal
vez, representa a la fase D, asi como también a la B, ya
que observaron un incremento paulatino de la tonalidad
amarilla a medida que transcurria el tiempo en el ciclo
celular y la presencia de estructuras redondas amarillas,
las cuales sugirieron que se trataban de nucleoides, lugar
donde se inicia el proceso de sintesis de ARN; infirieron
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también que la tonalidad amarilla de baja fluorescencia
se debe a una menor cantidad de ARN; por ultimo la
tonalidad anaranjada fluorescente, corresponda a la fase
B en donde pueda existir un alto contenido de ARN y
que al interactuar con el naranja de acridina se produzca
dicho color.

Los cambios de color visualizados por la tincion
de fluorescencia representan fases del ciclo celular
bacteriano, sugiriéndose, asociacion del color anaranjado
a una sintesis activa de ARN (Flores et al. 2008). En
esta investigacion se obtuvo que en un alto niimero de
pares de tiempos discordantes (49) se observaron células
anaranjadas con intensidad de fluorescencia variable,
confirmandose su asociacion con la presencia de ARN.
Después del tratamiento con ADNasa, aunque, en un
menor nimero de pares de tiempos (35), se advirtio
que desaparecido el color anaranjado, constatandose
asociacion con la presencia de ADN. Se explica que el
ADN induce metacromasia sobre el naranja de acridina,
cuando el polimero de ADN de doble cadena cambia a
cadena simple (Pal y Ghosh 1973). En los procesos de
sintesis de ADN y ARN, hay tres momentos en donde el
ADN puede estar en la configuracion de cadena simple.
En la replicacion a nivel del origen de replicacion, el
ADN de doble cadena se convierte en ADN de cadena
simple, al romperse los enlaces de hidrogeno por la
accion de proteinas y enzimas. En la transcripcion, en la
etapa de iniciacion se forma la burbuja de transcripcion,
en la cual se produce un desenrollamiento de la molécula
de ADN en, aproximadamente, 20 pares de base, y en
la fase de terminacion de la transcripcion, se produce
el desenrollamiento del complejo ARNm-ADN por
el factor rho (p) (Prescott et al. 2004). Es posible que,
cuando el naranja de acridina interactia con el ADN,
lo esté haciendo con cadenas simples de ADN, de alli
la asociacion, entre el color anaranjado con ADN, sin
embargo, no se puede especificar, cual de estos momentos
corresponde, requiriéndose de mas estudios para ello.

Se concluye que la secuencia de color del método
de tincion diferencial de fluorescencia modificada en el
ciclo celular de N. gonorrhoeae es amarillo, anaranjado y
verde, el color predominante es el anaranjado ligeramente
fluorescente y, el ADN y ARN participan en el caracter
tintorial amarillo y anaranjado ligeramente fluorescente o
fluorescente en el ciclo celular de N. gonorrhoeae.
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