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RESUMEN

Con el proposito de evaluar la asociacion de las caracteristicas tintoriales por Gram y
tincion de fluorescencia modificada con la sintesis de ADN y ARN en las distintas
etapas del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, se evaluaron 10 aislamientos de N.
gonorrhoeae, procedentes de muestras uretrales de pacientes del area de Infeccion de
Trasmision Sexual del ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana-
Venezuela, en el periodo de febrero-mayo, 2011. El ciclo celular se realiz6 transfiriendo
5 gotas de un cultivo Infusion Cerebro Corazon (BHI) enriquecido con 5% de sangre, en
fase exponencial (16-18 horas), a un caldo fresco del mismo medio de cultivo,
incubandose por 1 hora a 37°C; a partir de éste, se tomaron alicuotas del cultivo en el
tiempo 0 y luego cada 5 minutos hasta las 2 horas. Se realizaron extendidos de las
colonias aisladas del medio GC y del caldo BHI enriquecido con sangre en los diferentes
tiempos del ciclo celular, en ldminas nuevas y estériles, se aplico la técnica de
coloracion de Gram, la tincion diferencial de fluorescencia modificada, 4',6-diamidino-
2'-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI) y Feulgen, antes y después del tratamiento
enzimatico con ADNasa y ARNasa; asimismo, se empled el analisis estadistico de
McNemar, para establecer asociacion entre la reactividad tintorial por Gram y
fluorescencia antes y después del tratamiento enzimatico; asi como también la prueba de
Fischer para asociar la reactividad tintorial por los métodos de coloracion Gram y DAPI.
Se observaron en todos los tiempos cocos aislados y diplococos gramnegativos; con la
tincion diferencial de fluorescencia las bacterias presentaron variaciones en la tincion e
intensidad de fluorescencia en los diferentes tiempos del ciclo celular, con una secuencia
de amarillo, anaranjado y verde; el color predominante fue el anaranjado ligeramente
fluorescente. La coloracion especifica para ADN, DAPI, permitio la visualizacion del
nucleoide, como estructuras redondas de aspecto laxo y compacto, observandose de 1 a
4 en una célula. El color rosado claro y oscuro observado por Gram en diplococos tuvo
asociacion significativa (p<0,05) con la reaccion de DAPI negativa y positiva,
respectivamente. La coloraciéon de Feulgen permitio la observacion de las mismas
caracteristicas morfoldgicas observadas por la técnica de DAPI, pero en este caso, el
acido nucleico se colored de fucsia. Al aplicar tratamiento enzimatico con ADNasa y
ARNasa, se logrd apreciar cambios en la reactividad de Gram y coloracion de
fluorescencia en las células bacterianas procedentes de las colonias aisladas del medio
GC y del caldo BHI enriquecido con sangre en los diferentes tiempos del ciclo celular;
por Gram se observo que las células que se coloreaban de rosado intenso, post-
tratamiento con las enzimas ADNasa y ARNasa aclararon, existiendo asociacion
significativa (p<0,05) entre la reactividad tintorial por Gram y la degradacion de ADN y
ARN; y con la tincién de fluorescencia, el color amarillo ligera o intensamente
fluorescente y anaranjado ligeramente fluorescente observados, inicialmente, sin el
tratamiento enzimatico, no se visualizaron o se observaron en menor proporcion. Se
concluye que, las variaciones tintoriales con Gram y fluorescencia modificada en
Neisseria gonorrhoeae estan asociadas a la sintesis de ARN y ADN.
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INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos con una extraordinaria capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones ambientales. Para comprender la esencia de esta capacidad es
importante conocer la organizacion de la informacidon genética y los mecanismos de
variacion y regulacion de la expresion genética. La capacidad infecciosa de las bacterias
patogenas radica en que poseen la informacidon genética necesaria para colonizar los
tejidos de un hospedero, invadirlos y producir sustancias toxicas que en definitiva

causaran la enfermedad (Schaechter et al., 1994).

Los gonococos son bacterias de crecimiento lento y con requerimientos nutricionales
muy estrictos. Dado que, con frecuencia deben ser aislados de areas que contienen un
gran nimero de microorganismos de la flora normal como lo es el tracto genitourinario,
recto y garganta, nunca se consideran flora normal y siempre son de importancia clinica
(Finegold, 1996; Prescott et al., 2008). Neisseria gonorrhoeae es un agente causal de
infecciones de transmision sexual y las afecciones provocadas por este microorganismo,
por lo comun, estdn localizadas en las superficies mucosas del drea de exposicion inicial
y pueden ser agudas, con una respuesta purulenta pronunciada o ser asintomatica (Scott

etal., 2002).

N. gonorrhoeae es un diplococo intracelular gramnegativo cuyo tamafio oscila entre 0,6
a 1 um de diametro, siendo su tamafio promedio de, aproximadamente, 0,8 um. Los
cocos individuales tienen aspecto de rifion o de grano de café, mientras que, cuando se
encuentran en pares son adyacentes con sus lados planos o concavos y se caracterizan
por ser inmdviles, no esporulados y no encapsulados (German et al., 2004; Lanz et al.,

2004; Prescott et al., 2008; Koneman et al., 2008).

La existencia de un nucleoide en las bacterias fue reconocido hace mas de 70 afios,
como resultado de las observaciones microscopicas. El nucleoide ocupa una parte

relativamente pequefia del citoplasma de la célula, contiene el ADN genomico,
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moléculas de ARN y proteinas (Ryter, 1968; Gomez y Camacho, 1995; Kois et al.,
2007). Varias investigaciones se han desarrollado sobre el ciclo celular bacteriano,
principalmente, en Escherichia coli. El ciclo celular involucra procesos que van desde la
replicacion del ADN hasta la division celular y comprende tres fases: la fase C,
caracterizada por la replicacion del ADN cromosomico y es equivalente a la fase S en
eucariotas, una fase D, que comprende el tiempo entre el final de la replicacion y la
division celular y es conocido como G2 en eucariotas y la fase innominada, que es el
periodo que transcurre desde que nace la célula hija hasta el inicio de la replicacion, y es
analoga con la fase G1 en eucariotas. Esta fase es la de mayor variabilidad, en la que
ocurre la sintesis de ARN y de proteinas, ademas de otros componentes celulares (Flores

y Albarado, 2009a).

Las técnicas de microscopia de fluorescencia han representado una herramienta
complementaria valida para comprender la interrelacion entre los componentes
bioquimicos celulares y estructurales con los procesos fisiologicos llevados a cabos en el
ciclo celular. Asi pues, estos estudios han demostrado mediante el uso de bacterias
mutantes, la influencia de ciertas proteinas del citoesqueleto (MreB) y asociadas al
ADN, tal como la proteina tipo histona HU, en la configuracion del nucleoide
bacteriano, desplazamiento del origen de replicacion y funciones de la ARN polimerasa,
lo cual tiene impacto en la forma de la célula y transcripcion, cambios que le sirven a la
bacteria como un mecanismo efectivo para sincronizar la respuesta genética a
condiciones externas, tal como ocurre en infecciones de tejidos del hospedero, o son
cambios que la afectan hasta producir la muerte celular (Kar et al., 2005; Srivastava et
al., 2007; Berger et al., 2010). Por otra parte, debido al incremento de patégenos
bacterianos resistentes a las antibidticos actualmente disponibles, ha surgido la
necesidad de ensayar nuevos antimicrobianos cuyos mecanismos de acciéon ain son
desconocidos, por lo que, investigadores se han dedicado a entender los efectos de estos
antibioticos sobre las células, empleando dentro del estudio técnicas de microscopia de
fluorescencia, a fin de percibir los dafios causados por estas moléculas sobre la

morfologia y estructura de la membrana de la célula bacteriana (Marcellini et al., 2010).
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En 1884, Hans Christian Gram desarrolld una técnica de tincion diferencial de pasos
secuenciales, que emplea un complejo colorante formado por cristal violeta-yodo,
decoloracion con alcohol/acetona y un colorante de contraste, la safranina, que separa
las bacterias en dos grupos: grampositivas y gramnegativas. La tinciéon de Gram todavia
sigue siendo la piedra angular para la identificacion bacteriana y la division taxonémica

(Moyes et al., 2009).

Se han propuesto muchas teorias para explicar el mecanismo de la reaccion de
coloracion de Gram, dividiéndose éstas en dos categorias. Las suposiciones
correspondientes al primer grupo asumen un mecanismo quimico entre los componentes
de la coloraciéon de Gram y un sustrato especifico de bacterias grampositivas. En el
segundo grupo se propone la existencia de una diferencia de permeabilidad entre
bacterias grampositivas y gramnegativas, basada en la estructura y composicion de la
pared celular. Existen evidencias que apoyan la segunda de estas teorias, como lo prueba
el hecho de que las bacterias grampositivas, pierden esta propiedad cuando se elimina
toda su pared o parte de ella. Se piensa que cuando la bacteria se tifie con el complejo
colorante, éste queda atrapado en las bacterias grampositivas y no puede ser arrastrado
por el decolorante a causa de la naturaleza quimica de su pared. Por el contrario, en las
bacterias gramnegativas es arrastrado debido a su alto contenido de lipidos (Freeman,

1986).

En el ano 2002, Fazii et al., disefiaron el método de coloracion diferencial de
fluorescencia, utilizando en un primer paso naranja de acridina, seguida de un proceso
de decoloracion con alcohol/acetona y, por ultimo, fluoresceina de sodio, donde las
bacterias grampositivas se tifien de amarillo fluorescente y las gramnegativas de verde
fluorescente. Mas tarde, Flores et al. (2008), reportan una modificacion en el pH de la
solucion de fluoresceina, que mejora la fluorescencia de las bacterias en frotis uretrales,
endocervicales y perianales; los resultados fueron distintos a los de Fazii et al. (2002),
sugiriendo que el color anaranjado fluorescente de los diplococos es consecuencia de

una activa sintesis de ARN durante el ciclo celular bacteriano.
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La literatura denomina bacterias gramvariables, a aquellas que se colorean de violeta y/o
rosado, sin embargo, una explicacion precisa de esta doble reactividad en las bacterias
no se ha establecido. Recientes investigaciones han observado en el ciclo celular
bacteriano de cocos grampositivos y gramnegativos, variaciones en la tincion bacteriana
por Gram, asi como también por la tincion diferencial de fluorescencia modificada,
infiriendo que estas variaciones en la reactividad por Gram y fluorescencia estan
asociadas al contenido de los acidos nucleicos en las distintas fases del ciclo celular
(Albarado y Flores, 2008; Flores, 2008; Flores et al., 2008; Flores y Albarado, 2009a;
Flores y Albarado, 2009b).

La reaccion de coloracion de Gram y fluorescencia puede explicarse sobre los principios
quimicos de coloracion. Dado a la similitud entre las propiedades moleculares del ADN
y ARN de células eucariotas y procariotas, en el presente estudio se plantean dos
hipotesis para explicar las reacciones de coloracion por Gram y fluorescencia. La
reaccion de coloracion por Gram puede ser soportada con los estudios citoquimicos
presentados en una investigacion sobre el uso de colorantes sintéticos para la tincion de
los cromosomas de células eucariotas, que siguié el procedimiento de colorante-yodo,
los cuales indican que los componentes de los cromosomas, coloreados con cristal
violeta son los 4cidos nucleicos y que estas sustancias deben estar altamente
polimerizadas y no deben estar ni siquiera en un estado semidegradado. La eliminacion
del ADN y ARN produce que los cromosomas no se coloreen con el cristal violeta-yodo
(Dutt, 1975). Mientras que, la hipotesis de las variaciones de color por la tincion
diferencial de fluorescencia es apoyada con el trabajo de Darzynkiewicz (1990), el cual
sefiala que el naranja de acridina es un colorante cationico y metacromatico, que emite
fluorescencia cuando interactia con los acidos nucleicos, con el ADN donde se intercala
produciendo una coloracion verde fluorescente, y con el ARN interactia expresando una

tonalidad rojo fluorescente.

Las variaciones de color presentadas por la tinciéon diferencial de fluorescencia

modificada se fundamentan en los procesos de sintesis de ADN y ARN en el ciclo
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celular bacteriano, naturaleza quimica y mecanismo de accion del naranja de acridina
sobre los &cidos nucleicos. El fluorocromo naranja de acridina doble sal hemi,
(C17H20CINsHCL.1/2ZnCl,), de caracter fuertemente basico, presenta mayor afinidad por
estructuras de carga negativa, como los 4cidos nucleicos de la célula, impidiéndose la
remocion del colorante naranja de acridina con el alcohol/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 coloracién anaranjado fluorescente. Por
otro lado, las bacterias que no se encuentran en sintesis de ARN son decoloradas
completamente tras la aplicacion del alcohol/acetona, manifestando una tincidén 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).

En el estudio del ciclo celular de las bacterias, son pocas las técnicas de coloracion de
fluorescencia usadas y la de rutina es la especifica para ADN, 4',6-diamidino-2'-
fenilindol, dihidrocloruro (DAPI). La importancia de la investigacion es aportar una
evidencia sobre el mecanismo de reaccion de las coloraciones de Gram y fluorescencia
modificada en N. gonorrhoeae; asi como ofrecer la técnica de tincion diferencial de
fluorescencia como una herramienta complementaria en los estudios del ciclo celular
bacteriano. En la presente investigacion, para dar evidencias sobre las hipdtesis, se
plante6 como objetivo evaluar la asociacion entre las caracteristicas tintoriales obtenidas
por la coloracion de Gram y por la tincidén de fluorescencia modificada, con sintesis de

ADN y ARN en las distintas etapas del ciclo celular de N. gonorrhoeae.



METODOLOGIA

Muestreo

Se seleccionaron un total de 18 pacientes con sospecha clinica de infeccion por N.
gonorrhoeae, de la consulta de Infecciones de Transmision Sexual (ITS) del ambulatorio
“Dr. Arquimedes Fuentes Serrano” en Cumand, estado Sucre, durante el periodo
febrero-mayo 2011. A cada paciente se le tomaron dos hisopados de secreciones
uretrales, el primero destinado a la elaboracion de frotis y el segundo para el cultivo
bacteriologico, el cual se coloco en medio de transporte Amies con carbon activado. Las
muestras se trasladaron inmediatamente a los laboratorios de Histologia y Microbiologia
General del Departamento de Bioanalisis de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre,

para el estudio microscopico y bacteriologico.

La recoleccion de las muestras fue realizada por el médico especialista, jefe del area de
ITS-SIDA, cumpliendo con las normas de bioéticas establecidas por la Republica
Bolivariana de Venezuela, publicado en gaceta N° 39434, para trabajos de investigacion

en humanos (MPPS, 2010).

Cultivo, aislamiento e identificacion

Los hisopos con las muestras se inocularon en forma de Z sobre el medio selectivo
gonococo (GC); luego, con asa de platino estéril se realizé un estriado perpendicular
sobre las lineas de siembra, con el fin de identificar colonias de N. gonorrhoeae en la
zona periférica del medio, lejos del area de inoculacion primaria de la muestra. Las
placas sembradas se incubaron en atmdsfera de microaerofilia (5-10% CO,), himeda y a
una temperatura de 37°C, evaluando el crecimiento a las 24, 48 y 72 h (German et al.,
2004). La identificacion de N. gonorrhoeae se basé en el estudio de las caracteristicas

macroscopica y microscopica de las colonias, las pruebas bioquimicas: oxidasa,



superoxol y oxidacion de hidratos de carbono como glucosa, maltosa, sacarosa, lactosa y

fructosa (Koneman et al., 2008).

Identificacién macroscépica de las colonias

El reconocimiento macroscopico de las colonias se basé en la evaluacion del tamafio, forma,
consistencia, color y elevacion. Aquellas colonias redondas, pequenas, traslicidas,

mucoides, convexas y elevadas se consideraron, presuntivamente, del género Neisseria.

Prueba de la oxidasa

El género Neisseria tiene la capacidad de producir la enzima citocromo oxidasa y para
evidenciarla se realiz6 el método de Kovacs, para lo cual se impregné un trozo de papel
de filtro con solucion de tetrametil-p-fenilendiamina al 1%. Posteriormente, se tomd una
colonia con un palillo de madera y se froté sobre el papel de filtro, para luego observar

la aparicion de un color morado oscuro que indica la positividad de la prueba.

Prueba de superoxol

Esta prueba permite la identificacion presuntiva de la especie N. gonorrhoeae. Se realizo
por el método en lamina, colocando una gota de peroxido de hidrogeno al 30% en una
lamina estéril y con un palillo de madera se colocd una colonia sospechosa. Se considero

una reaccion positiva al producirse un burbujeo inmediato y brusco.

Oxidacion de carbohidratos

Esta prueba permite la identificacion definitiva de N. gonorrhoeae. Se realizé utilizando
tubos de ensayos con tapa de rosca que contenia un medio base de agar semisdlido
cisteina digerido triptico (CTA), a los cuales se le adiciond por separado 2% de glucosa,
maltosa, sacarosa, lactosa y fructosa, ademds de rojo fenol como indicador de pH. Se

utilizd un control CTA sin carbohidratos. Las colonias sospechosas fueron inoculadas



por punciéon en tubos que contenian los diferentes carbohidratos. La especie N.
gonorrhoeae solo oxida la glucosa, lo cual se evidencid por el cambio de viraje del

indicador rojo fenol a amarillo.

Identificacién microscopica de las colonias

Una vez desarrolladas las colonias entre 24-48 h, en el medio de cultivo GC, los
extendidos se elaboraron, tomando de 2 a 12 colonias por cultivo positivo, evaludndose
un total de 67 colonias por las técnicas de coloracion de Gram, fluorescencia

modificada, DAPI y Feulgen.

Coloracion de Gram

El procedimiento de coloracion de Gram fue realizado segin la técnica de Hucker

modificada del afio 1923 (Koneman et al., 2008).

Tincion diferencial de fluorescencia modificada

Se prepar6 el colorante naranja de acridina al 0,7% en buffer acetato pH 4,0. Para
preparar un volumen de 100 ml de solucion de naranja de acridina, se agregaron 700 mg
de naranja de acridina doble sal hemi (Sigma-Aldrich, USA) en 100 ml de buffer acetato
pH 4,0. El buffer acetato pH 4,0 se preparé mezclando 82 ml de acido acético 0,2 mol 1™
con 18 ml de acetato de sodio 0,2 mol1”. El decolorante alcohol/acetona se prepard en
una proporcion 1:1. La solucion de fluoresceina de sodio se ajustdo 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 mol1”,
0,5 ml de buffer acetato pH 4,6 y 98 ml de alcohol etilico. El buffer acetato contenia 52
ml de 4cido acético 0,2 moll' y 48 ml de acetato de sodio 0,2 moll” (Flores et al.,

2008).



La ladmina preparada con el extendido de las colonias se cubrido con la solucion de
naranja de acridina durante 2 min, luego, se lavo con agua de chorro y se procedié a
decolorar con alcohol/acetona, exactamente, por 10 s, inclinando la 1amina en un angulo
de 45°, se enjuagd nuevamente; se aplico 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 fluorescencia (Flores et al., 2008).

Coloracion de 4',6-diamidino-2'-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI)

El colorante DAPI (Thermo Scientific, USA) fluoresce de azul cuando se une a la doble
cadena de ADN. Este colorante se une selectivamente al surco menor de las regiones
adenina-timina del ADN, donde su fluorescencia es 20 veces mayor que en el estado no
unido. El procedimiento consistié en preparar una solucion stock DAPI, diluyendo 1 mg
del colorante en 1 ml de agua bidestilada. A partir de ésta se prepar6 la solucion de
trabajo en una proporcion de 1:1000 en buffer fosfato salino (PBS) pH 7,2+0,2,
diluyendo 10 pl de la solucion stock en 9,90 ml del buffer PBS. Se cubrieron los
extendidos con la solucién de trabajo de DAPI por 2 min en oscuridad y se lavaron con
la solucion PBS, se utilizd como liquido de montaje glicerol fosfato, para luego

observarse con microscopio de fluorescencia.

Coloracion de Feulgen

La tincion de Feulgen esta destinada para identificar ADN mediante microscopia Optica,
coloreando de fucsia o purpura al acido nucleico. En la reaccion de Feulgen hay
proporcionalidad entre la intensidad del color y el contenido de ADN. Los extendidos se
colocaron en HCI 1 mol.I"" precalentado a 60°C por 30 min, con el fin de hidrolizar el
ADN, se lavo en HCI 1 mol1" a temperatura ambiente por 1 min, luego, se coloreé con
el reactivo de Feulgen-Coleman (fucsina basica decolorada por HCl) por 60 min. Para
eliminar el exceso de colorante, se lavaron los portaobjetos en tres pasos consecutivos

con metabisulfito de sodio por 2 min cada uno y se lavo con agua destilada, se dejaron
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secar y se observaron al microscopio de campo brillante con magnificacion de 1000X
(Junqueira y Carneiro, 1996; Garcia, 2000).

Las laminas para microscopia de fluorescencia 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.
Para la coloracion DAPI, se us6 un filtro de excitacion ultravioleta de banda amplia de
330-385 nm, espejo dicromatico de 400 nm y un filtro de barrera de 420 nm. Las
fotomicrografias fueron tomadas con una camara digital marca Motic modelo Moticam

Cooled 3000 (Flores y Albarado, 2009b).

Estudio del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae

Una vez aisladas e identificadas las bacterias de las muestras evaluadas se les realizé un

estudio del ciclo celular, previo a ello se realizaron cultivos en fase exponencial.

Cultivo en fase exponencial

Durante la fase exponencial los microorganismos se dividen y su numero se duplica a
intervalos regulares, lo que hace que la poblacion sea muy uniforme en cuanto a sus
propiedades fisicas y fisiologicas (Prescott et al., 2008). Para lograr que las células de un
cultivo alcancen la fase de crecimiento Optimo para desarrollar los experimentos, se
inocul6 una colonia del cultivo primario (GC) de la estirpe a trabajar, en 3 ml de caldo
infusion cerebro corazén (BHI), enriquecido con sangre al 5%, incubandolo a 37°C en

microaerofilia, entre 16 y 18 h (Salguero, 2007).

Ciclo celular
Las células pueden conservarse en fase exponencial transfiriéndolas repetidamente a un
medio fresco de composicion idéntica cuando estdn alin en crecimiento exponencial

(Brooks et al., 2002). De manera que para mantener esta fase de crecimiento y tener una
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poblacion bacteriana mas sincronica, se transfirieron 5 gotas de un cultivo Infusioén
Cerebro Corazén (BHI) enriquecido con 5% de sangre, en fase exponencial (16-18
horas), a un caldo fresco del mismo medio de cultivo, incubandose por 1 hora a 37°C; a
partir de éste, se tomaron alicuotas del cultivo en el tiempo 0 y luego cada 5 minutos
hasta las 2 horas. Se realizaron extendidos de las colonias aisladas del medio GC y del
caldo BHI enriquecido con sangre en los diferentes tiempos del ciclo celular, en laminas
nuevas y estériles, se fijaron por calor y se aplico la técnica de coloracion de Gram, la
tincion diferencial de fluorescencia modificada, DAPI y Feulgen, antes y después del
tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa; posteriormente, se observaron al

microscopio.

Tratamiento con las enzimas ADNasa y ARNasa

La enzima ADNasa RQ1 libre de ARNasa (Promega, USA), degrada cadenas simples y
dobles de ADN, produciendo oligonucledtidos 3'-OH. La enzima se diluyd, agregando
1000 ul de la enzima en 1 ml del tampén de reaccion 10X (400 mmol 1" de Tris-HCI
[pH 8.0 a 25°C], 100 mmol1" de MgSO,, 10 mmol1" de CaCl,), se colocd 1 pul de la
enzima ADNasa sobre los extendidos de las colonias aisladas del medio GC y del caldo
BHI enriquecido con sangre de los diferentes tiempos del ciclo celular, para la
degradacion de ADN, dejandose reaccionar por 48 h a 37°C en camara humeda. La
enzima ARNasa ONE ribonucleasa (Promega, USA), cataliza la degradacion del ARN a
nucleotidos de monofosfatos ciclicos. Para la degradacion de ARN, se colocd sobre los
extendidos de las colonias aisladas del medio GC y del caldo BHI, enriquecido con
sangre de los diferentes tiempos 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 1" de Tris-HCI [pH 7,5 a 25 °C], 50 mmol1' de EDTA, 2

mol 1" de acetato de sodio) por 48 h a 37°C en cdmara humeda.

Controles

Para el control de las diferentes tinciones se utilizaron las cepas Staphylococcus aureus
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ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922; estas cepas se procesaron del mismo
modo que los aislamientos de N. gonorrhoeae evaluados y, adicionalmente, se les
realizaron cultivos sincronizados, los cuales estdn 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 sdla 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 de que algunas bacterias se adhieren fuertemente a
las membranas de filtros de nitrato de celulosa (Stainer et al., 1991). En el presente
trabajo para obtener un cultivo sincronizado de cada control, se colocaron 5 gotas del
cultivo bacteriano en crecimiento exponencial sobre una membrana de filtro de nitrato
de celulosa, la cual presenta poros de 0,2 pm y diametro de 47 mm; la membrana se
colocd dentro de una placa de Petri estéril, se incubd a 37°C por 1 h o hasta que el
liquido fuera absorbido. Inmediatamente, se procedi6 a lavar suavemente con 3 ml de
cultivo fresco de caldo triptosa fosfato, empleando pipeta Pasteur estéril, con el fin de
separar aquellas células ligadas a la membrana débilmente, las cuales corresponden a las
células recién formadas y que se encuentran en la misma etapa del ciclo celular,
conservando la sincronia por dos horas aproximadamente. El lavado se recogid 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
aplico la prueba de McNemar, para asociar la reactividad tintorial por el método de
coloracion de Gram y fluorescencia modificada antes y después del tratamiento con
ADNasa y ARNasa en los aislamientos de N. gonorrhoeae. Por otro lado, se empleo la
prueba de Fischer para establecer asociacion entre la reactividad tintorial por los
métodos de coloracion Gram y DAPI, con un nivel de confianza del 95% (Pértega y Pita,

2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion morfotintorial por Gram de Neisseria gonorrhoeae en los extendidos
procedentes de colonias del agar GC

En el cultivo primario de las muestras, se observo entre las 24-48 h, el desarrollo en agar
GC de colonias redondas, pequeiias, traslucidas, mucoides, convexas, elevadas y con
diametro entre <0,5-1,0 mm, oxidasa, superoxol positivo, con oxidacién de glucosa,
identificandose como N. gonorrhoeae. La evaluacion microscopica de las colonias
desarrolladas en el cultivo primario del medio GC y coloreados por Gram, mostrd que de
un total de 67 colonias evaluadas se obtuvo que en 66 se observaron cocos aislados y
diplococos gramnegativos y un so6lo caso como diplococos grampositivos, también se
logr6é observar en el citoplasma de las células un material morado de aspecto laxo o
compacto, frecuentemente de forma redonda con didmetro promedio de 0,45+0,12 pum,
en las bacterias gramnegativas el material laxo adquiere una coloracion morada clara y

el material compacto una coloracién morada oscura (figura 1).

Figura 1. Fotomicrografias de extendidos de colonias del medio GC de Neisseria
gonorrhoeae, coloreados por Gram. A) Diplococos gramnegativos donde se visualiza un material
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difuso en su citoplasma coloreado suavemente de morado (flechas). B) Diplococos grampositivos. C)
Diplococos con un material redondo compacto morado en el citoplasma de la célula (flechas).1000X.

Los resultados de la presente investigacion coinciden con los obtenidos por Flores
(2008), quien reporto diplococos grampositivos en colonias con diametro de 1 mm de N.
gonorrhoeae y cocos en pares donde una de las células del par se mostraba grampositiva

y la otra gramnegativa.

Mediante las bases quimicas de coloracion de los colorantes bésicos, se puede soportar
esta reaccion grampositiva en N. gonorrhoeae. Los colorantes basicos estan formados
por la asociacion de un cromoégeno (es el radical quimico llamado croméforo,
responsable de la aparicidon del color unido a un anillo aromatico derivado del benceno)
de caréacter débilmente acido, con grupos auxocromos catidonicos (potencia el color)
fuertemente bésico, que son los responsables de la carga positiva global del colorante. El
cristal violeta es un colorante basico, cuyo cromdéforo es un radical imino (>C=N) y el
grupo auxocromo es un amino (-NH;) que tiene afinidad con los grupos fosfatos libres
presentes en los acidos nucleicos (De Robertis y De Robertis, 2000), bajo este principio
se sugiere que la coloracién grampositiva observada en los cocos procedentes de las
colonias de 1 mm de didmetro, asi como, el material morado de distribucién laxa o
compacta, sea consecuencia de la interaccion entre el complejo cristal violeta-iodo y los

acidos nucleicos (ADN y ARN), tal como se observa en células eucariotas (Dutt, 1975).

Por otra parte la observacion de estructuras de tincion grampositivas laxas y compactas,
sugiere que correspondan al nucleoide bacteriano y la distribucion laxa y compacta
puede estar asociada al modo de empaquetamiento de los nucleoides. En los nucleoides
existen proteinas tipo histona, tales como HU e IHF. Las proteinas HU, son como las
histonas del ADN en eucariotas, que forman homo o heterodimeros o heterooctameros y
juegan un rol critico en la construccion del nucleoide, mediante la formacion de
estructuras tipo nucleosomas (Rouviere et al., 1979). Joongback et al. (2004),
empleando microscopia de fluorescencia y de fuerza atomica, esta ultima proporciona

imagenes moleculares a la escala de nano, evaluaron la estructura de compactaciéon del
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nucleoide en células de E. coli sometidas a una lisis suave con detergentes y, observaron
la existencia de finas fibras con espesor entre 30-40 nm y fibras de estructura granulosa
entre 70-80 nm de grosor, sugiriendo que son las unidades estructurales fundamentales
del nucleoide, ademas, en base a sus observaciones dedujeron un modelo de
empaquetamiento del nucleoide, en donde las fibras de 40 nm forman las fibras de 80
nm por plegamiento helicoidal y la fibra de 80 nm forma el bucle, asi pues sugieren que
la fibra de 40 nm podria ser una estructura correspondiente a la fibra de 30 nm en el
cromosoma eucaridtico y, probablemente, estd compuesto de proteinas similares a
histonas y otras proteinas relacionadas con el nucleoide; ellos presumieron que las fibras
de 40 nm podria ser la unidad estructural funcionalmente activa (transcripcionalmente
activa), porque aparecieron con frecuencias en células de crecimiento rapido (fase
logaritmica) y la fibra de 80 nm  podria estar relacionada con inactivacion
transcripcional. Por otra parte, observaron que el modo de empaquetamiento de los
nucleoides cambiaba durante el crecimiento celular, sugiriendo que en la fase
logaritmica el nucleoide estd mas libremente empaquetado, mientras que, en la fase
estacionaria estd mas firmemente empaquetado. Asi pues, por medio de estas evidencias
y por los resultados obtenidos se puede sugerir, que el material morado de aspecto laxo
pueda tratarse de un nucleoide con un menor nivel de empaquetamiento, posiblemente,
en donde el ADN se transcribe en ARN; y el material grampositivo mas compacto pueda

que sea el ADN del nucleoide que no se transcribe.

Descripcion morfotintorial por Gram de Neisseria gonorrhoeae en el ciclo celular

Mediante el estudio microscopico con Gram, se obtuvo que en todos los tiempos del
ciclo celular, morfoldgica y tintorialmente, se observaron cocos aislados y diplococos
gramnegativos, con citoplasma intensamente rosado y con un material morado de
aspecto laxo o compacto, en su gran mayoria de forma redonda con didmetro promedio
de 0,47+0,11 pum, ubicada en el centro de la célula o excéntricamente, asimismo, fue
frecuente la observacion de cocos aislados con un material morado periférico en forma

de rueda (figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografias del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, por coloracion de

Gram. Cocos aislados y diplococos gramnegativos. Las flechas negras indican la estructura morada
compacta, y las flechas blancas el material laxo en el interior de las células, las cabezas de flecha muestran

cocos aislados con material morado periférico. 1000X.

Al igual que en las colonias, las caracteristicas morfologicas y tintoriales durante el ciclo
celular de N. gonorrhoeae fueron iguales, s6lo que durante el ciclo celular el citoplasma
fue intensamente rosado y fue frecuente la observacion del material morado de aspecto
laxo y compacto. Estas observaciones en el ciclo celular, permiten mantener la idea de
que estas estructuras correspondan al nucleoide bacteriano y el aspecto laxo y compacto
pueda estar asociado a diferentes modos de empaquetamiento del nucleoide, necesario
para la actividad de replicacion y transcripcion del genoma. Asi pues el color morado
presentado, sea a consecuencia de la interaccion del complejo cristal violeta-yodo con

ADN y ARN.

Asociacion entre la reactividad tintorial por la coloracién de Gram con sintesis de

ADN y ARN, en el ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae

Post-tratamiento ADNasa y ARNasa, el citoplasma de las células pasé a un color rosado
claro, en el caso con ARNasa en algunos tiempos (19/175) el material morado no

desapareci6 (figura 3). Se obtuvo asociacion estadisticamente significativa (p<0,05),
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entre el color rosado intenso y la presencia del material morado con sintesis de ADN y

ARN (tablas 1, 2).

Figura 3., Fotomicrografias del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae antes y después

del tratamiento enzimdtico por Gram. A) Antes del tratamiento enzimatico, diplococos
gramnegativos con material morado compacto (cabeza de flechas). B) Después del tratamiento enzimatico
con ADNasa, las células aclararon (flecha) C. Después del tratamiento enzimatico con la enzima ARNasa,

las células aclararon (flechas).1000X.

Tabla 1. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, que
contienen cocos aislados y diplococos con tincidon rosado intenso o claro, por el método

de Gram, antes y después del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa.

Tratamiento
Gram ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Rosado n 0 152 152 Si n 2 150 152
intenso % 0,00 86,86 86,86 % 1,14 85,71 86,86
Rosado n 0 23 23 No n 0 23 23
claro % 0,00 13,14 13,14 % 0,00 13,14 13,14
Total n O 175 175 Total n 2 173 175
% 0,00 100 100 % 1,14 98,86 100

Z=12,25; p=0,0001

Z=12,18; p=10,0001

n: numero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del estadistico de
McNemar; p: valor probabilistico
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Tabla 2. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, que
contienen cocos aislados y diplococos con material morado o no en el citoplasma,
tefiidos por Gram, antes y después del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa.

Tratamiento
Material ADNasa ARNasa
morado o no Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 1 161 162 Si n 19 143 162
% 0,57 92,00 92,57 % 10,86 81,71 92,57
No n 0 13 13 No n 0 13 13
% 0,00 7,43 7,43 % 0,00 7,43 7,43
Total n 1 174 175 Total n 19 156 175
% 0,57 9943 100 % 10,86 89,14 100
7Z=12,61; p=0,0001 7Z=11,87; p=0,0001

n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del estadistico de
McNemar; p: valor probabilistico

Estos resultados permiten confirmar que el color morado estd asociado a sintesis de
ADN y ARN, cuyo mecanismo de tincion ya se ha mencionado. La tincion de Gram
emplea la safranina como colorante de contraste y al igual que el cristal violeta tiene
carga positiva, de modo que, puede interactuar con los acidos nucleicos; esto explica la
asociacion de la coloracion intensamente rosada entre el ADN y el ARN durante el ciclo
celular. Se ha descrito que este aspecto tintorial se presenta en bacterias que se
encuentran en crecimiento activo, en donde el protoplasma se tifie mas intensamente con

los colorantes basicos (Brooks et al., 2002).

Descripcion morfotintorial por la tincion de fluorescencia modificada de Neisseria

gonorrhoeae en los extendidos procedentes de colonias del agar GC

En los extendidos de las colonias de N. gonorrhoeae del medio GC tefiidos por el
método de fluorescencia modificada, se apreciaron cocos aislados y diplococos de
diferentes tonalidades como anaranjado, amarillo y verde, en colonias menores a 0,5
hasta 1,0 mm de didmetro; siendo el color anaranjado el predominante, seguido del
amarillo y escasamente el verde. La intensidad de fluorescencia para cada color fue

variable (figura 4).
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Figura 4. Fotomicrografias de extendidos de colonias del medio GC de Neisseria

gonorrhoeae, coloreados por tincion de fluorescencia modificada. A) Cocos aislados y
diplococos anaranjados fluorescentes. B) Cocos aislados y diplococos anaranjados ligeramente
fluorescentes. C) Cocos aislados y diplococos amarillos fluorescentes. D) Cocos aislados y diplococos
amarillos ligeramente fluorescentes. E) Cocos aislados y diplococos verdes fluorescentes y ligeramente
fluorescentes. 1000X.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Flores (2008), quien en un estudio, en
el cual evalud6 la tincioén diferencial de fluorescencia modificada en el diagnostico de
gonorrea, en muestras perianales y uretrales, observd esta variacion de tincion en las

células de N. gonorrhoeae procedentes de colonias del medio GC, solo que el aspecto
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tintorial predominante fue el verde, y de forma moderada se visualizaron células
anaranjadas y amarilla. Se sugiere que estas caracteristicas tintoriales por fluorescencia
representan estadios del ciclo celular bacteriano, asociada a las actividades de

replicacion y transcripcion del ADN.

Esta misma sugerencia fue dada por Flores et al. (2008), en el trabajo sobre comparacion
de la tincion de fluorescencia modificada y Gram, ellos explican que la emision de
fluorescencia anaranjada de los diplococos se puede explicar sobre la base de la

naturaleza quimica del colorante naranja de acridina y mecanismo de tincion.

El naranja de acridina es un colorante catidnico 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 interactia 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 interactuan y forman un polimero,
produciendo una fluorescencia metacromatica roja; la coloracion del ADN, sin embargo,
es mas complicada; esta bien establecido que hay dos procesos por los cuales el naranja
de acridina se une al ADN: un proceso de union 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 gracias a uniones idnicas 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 mondémero

de naranja de acridina, con emision de color verde (Rost, 1995).

En base a este mecanismo de tincion, Flores et al. (2008) propusieron que la coloracion

anaranjado fluorescente, probablemente, se deba a una sintesis activa de ARN, mientras
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que el color amarillo puede estar relacionado con una sintesis no tan activa de ARN. Por
otro lado, Albarado y Flores (2008), en el estudio sobre la evaluacion diferencial de
fluorescencia modificada en Pseudomonas spp. aisladas del suelo, sugirieron que el

color verde fluorescente se deba a una sintesis activa de ADN.

Descripcion morfotintorial por la tincidn diferencial de fluorescencia modificada de

Neisseria gonorrhoeae en el ciclo celular

Por fluorescencia durante el ciclo celular, el color predominante fue el anaranjado
ligeramente fluorescente. La secuencia de color fue amarillo, anaranjado y verde (tabla 3

y figura 5).

Tabla 3. Reaccion tintorial en Neisseria gonorrhoeae por la coloracion diferencial de
fluorescencia modificada a diferentes tiempos.

Tiempo Reaccion tintorial por la coloracion diferencial de fluorescencia
(min) modificada
0 Amarillo ligeramente fluorescente.
5 Anaranjado ligeramente fluorescente.
10 Anaranjado ligeramente fluorescente y anaranjado fluorescente.
15 Amarillo ligeramente fluorescente.
20-35 Anaranjado ligeramente e intensamente fluorescente, verde
fluorescente (escaso).
40-50 Anaranjado ligeramente fluorescente.
55 Anaranjado fluorescente.
60 Verde ligeramente fluorescente (predominé), amarillo y
anaranjado ligeramente fluorescente.
65-70 Amarillo y anaranjado ligeramente fluorescente.
75 Anaranjado ligeramente e intensamente fluorescente.
80-90 Verde, amarillo y anaranjado ligeramente fluorescente.
95 Anaranjado fluorescente.
100 Amarillo y anaranjado ligeramente fluorescente.
105-120 | Anaranjado fluorescente.
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Figura 5. Fotomicrografias de extendidos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, por
tincion de fluorescencia modificada. 1000X.

Del mismo modo que en las colonias, en el ciclo celular por tincion diferencial de
fluorescencia modificada, se observo variacion en color e intensidad de fluorescencia,
confirmando, a través, de estas observaciones en el ciclo celular, que las variaciones de
tincion representan fases del ciclo celular bacteriano, quizés asociadas a los mecanismo
de replicacion y transcripcion del ADN; asi las diferentes tonalidades encontradas se
explican por el mecanismo de tincidon del colorante naranja de acridina sobre el ADN y
ARN como se explico en parrafos anteriores. Estas observaciones también se han
reportado en otros géneros bacterianos como Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus y Enterococcus (Albarado y Flores, 2008; Flores et al., 2008; Flores y
Albarado, 2009a). Albarado y Flores (2008) proponen por primera vez un patrén 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 una
fase C, caracterizada por la replicacion del ADN cromosdmico, una fase D determinada
por el crecimiento celular, y por el control del ADN duplicado, que garantiza la
seguridad del material cromosémico para comenzar el proceso de division, esta fase

finaliza con la division celular; y la fase innominada, que es el periodo en el que ocurre
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una activa sintesis de ARN y proteinas, ademas de otros componentes celulares. Ellos
sugirieron, que el color verde correspondia a la fase C, y que dicho color se presentaba
como producto de la intercalacion del naranja de acridina al ADN. La tonalidad amarilla
de baja fluorescencia, posiblemente, representara a la fase D e innominada, ya que
observaron un incremento paulatino de la tonalidad amarilla a medida que transcurria el
tiempo en el ciclo celular, asi como también la presencia de estructuras redondas
amarillas, las cuales sugirieron que se trataban de nucleoides donde se inicia el proceso
de sintesis de ARN, y la tonalidad amarilla de baja fluorescencia se debe a una menor
cantidad de ARN; por ultimo la tonalidad anaranjada fluorescente, corresponda a la fase
innominada en donde pueda existir un alto contenido de ARN y que al interactuar con el

naranja de acridina se produzca dicho color.

Asociacion entre la reactividad tintorial por la coloracion de fluorescencia

modificada con sintesis de ADN y ARN, en el ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae

En cuanto a la coloracién de fluorescencia modificada, las células que se tifieron de
anaranjado o amarillo, después del tratamiento con ADNasa y ARNasa, aparecieron

verdes ligeramente fluorescentes o fueron verdes casi imperceptibles.

Para determinar la asociacion entre la reactividad tintorial por fluorescencia con sintesis
de ADN y ARN, mediante la degradacion con las enzimas ADNasa y ARNasa, se
seleccionaron aquellos tiempos donde los cocos aislados y diplococos presentaron,
exclusivamente, una intensidad de fluorescencia pre-tratamiento: amarillo ligera o
intensamente fluorescente, y anaranjado ligera o intensamente fluorescente. En relacion
a la determinacion de la asociacion entre el color verde y la degradacion enzimatica de
ADN y ARN, no pudo realizarse, como consecuencia de que no hubo un tiempo durante
el ciclo celular, donde el color verde se presentara exclusivamente, también porque la
observacion de cocos aislados y diplococos verdes fluorescentes fue escasa. No obstante,
los cocos aislados y diplococos amarillos y anaranjados, se observaron de color verde
ligeramente fluorescente post-tratamiento enzimadtico, interfiriendo en el resultado real

del analisis estadistico citado en Pértega y Pita (2004).
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La poca frecuencia de tiempos con células verdes dentro del ciclo celular, pudo ser
consecuencia de una superposicion entre las fases, como producto del crecimiento
bacteriano acelerado en el caldo BHI enriquecido con sangre, que le brinda mayor

cantidad de nutrientes a la bacteria.

En el ciclo celular se obtuvo que un 72,04% (67/93) de los tiempos contenian células
que se coloreaban de amarillo ligeramente fluorescente y post-tratamiento con ADNasa,
en el 55,91% (52/93) de los tiempos, no se observaron células amarillo ligeramente
fluorescente. Post-tratamiento ARNasa, en el 47,31% (44/93) de los tiempos, no se
visualizaron células amarilla ligeramente fluorescente, existiendo asociacion (p<0,05)

entre el color amarillo ligeramente fluorescente y sintesis de ADN y ARN (tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, con cocos
aislados y diplococos amarillo ligeramente fluorescente, antes y después del tratamiento
con la enzima ADNasa y ARNasa.

Tratamiento
Amarillo (If) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 15 52 67 Si n 23 44 67
% 16,13 55,91 72,04 % 24,73 4731 72,04
No n 1 25 26 No n 1 25 26
% 1,08 26,88 27,96 % 1,08 26,88 27,96
Total n 13 77 93 Total n 24 69 93
% 13,98 82,80 100 % 25,81 74,19 100
7= 6,87; p=0,0001 7= 6,26; p=0,0001

If: ligeramente fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje;
Z: valor Z del estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

En 25,00% (8/32) se observaron células que se coloreaban de amarillo fluorescente y
después del tratamiento con ADNasa y ARNasa, no se observaron células amarillo
fluorescente, existiendo asociacion (p<0,05) entre el color amarillo fluorescente y
sintesis de ADN y ARN (tabla 5).

Tabla 5. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, con cocos
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aislados y diplococos amarillo fluorescente, antes y después del tratamiento enzimatico
con ADNasa y ARNasa.

Tratamiento
Amarillo (f) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n O 8 8 Si n 0 8 8
% 0,00 25,00 25,00 % 0,00 25,00 25,00
No n 0 24 24 No n 0 24 24
% 0,00 92,31 92,31 % 0,00 92,31 92,31
Total n O 32 32 Total n 0 32 32
% 0,00 100 100 0,00 100 100

7=247;p=0,0133 7=247;p=0,0133
f: fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del
estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

En el 88,14% (52/59) de los tiempos, las células se colorearon anaranjado ligeramente
fluorescente y después del tratamiento con ADNasa, en el 42,37% (25/59) de los
tiempos no se visualizaron células anaranjada ligeramente fluorescente y post-
tratamiento ARNasa, en el 66,10% (39/59) de los tiempos, no se observaron células
anaranjada ligeramente fluorescente, existiendo asociacion estadisticamente significativa
(p<0,05) entre el color anaranjado ligeramente fluorescente y sintesis de ADN y ARN

(tabla 6).

Tabla 6. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, con cocos
aislados y diplococos anaranjado ligeramente fluorescente, antes y después del
tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa.

Tratamiento
Anaranjado (If) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 27 25 52 Si n 13 39 52
% 45,776 42,37 88,14% % 22,03 66,10 88,14
No n 2 5 7 No n 0 7 7
% 3,39 8,47 11,86% % 0,00 11,86 11,86
Total n 29 30 59 Total n 13 46 59
% 47,46 50,85 100 22,03 77,97 100

7=4,23;p=10,0001 Z=6,09; p=0.0001
If: ligeramente fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje;
Z: valor Z del estadistico de McNemar; p: valor probabilistico
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El 64,71% (11/17) de los tiempos contenian cé€lulas que se coloreaban de anaranjado
fluorescente y después del tratamiento con ADNasa y ARNasa, en el 58,82% (10/17) de
los tiempos con las enzimas no se visualizaron células anaranjada fluorescente,
existiendo asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) entre el color anaranjado

fluorescente y sintesis de ADN y ARN (tabla 7).

Tabla 7. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, con cocos
aislados y diplococos anaranjado fluorescente, antes y después del tratamiento
enzimdtico con ADNasa y ARNasa.

Tratamiento
Anaranjado (f) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 1 10 11 Si n 1 10 11
% 5,88 58,82 64,71 % 5,88 58,82 64,71
No n 0 6 6 No n 0 6 6
% 0,00 35,29 35,29 % 0,00 35,29 35,29
Total n 1 16 17 Total n 1 16 17
% 5,88 94,12 100 5,88 94,12 100
Z=3,00; p=0,0044 Z=3,00; p=0,0044

f: fluorescencia; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z
del estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

En relacion a la coloracion de fluorescencia, se ha sugerido que los cambios de color
representan fases del ciclo celular bacteriano, asociando, principalmente, el color
anaranjado a una sintesis activa de ARN (Flores et al., 2008). En esta investigacion se
obtuvo que en un alto nimero de tiempos (49) se observaron células anaranjadas con
intensidad de fluorescencia variable, asociado a la sintesis de ARN, aunque, también en
un menor nimero de tiempos (35), se observd que desaparecio el color anaranjado
después del tratamiento con ADNasa, encontrandose igualmente, asociacion con sintesis

de ADN.
El ADN induce metacromasia, cuando el polimero 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
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replicacion a nivel del origen de replicacion, el ADN de doble cadena se convierte en
ADN de cadena simple, al romperse los enlaces de hidrégeno por la accidon 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 terminacion de la transcripcion, se produce
el desenrollamiento del complejo ARNm-ADN por el factor rho (p) (Prescott et al.,
2008). 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 la degradacion enzimatica del ADN.

Descripcion de las caracteristicas morfolégicas del nucleoide por las tincion de
Feulgen y 4',6-diamidino-2'-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI) en el ciclo celular de
Neisseria gonorrhoeae

Por la coloracion de Feulgen, el material genético se observé de color purpura de forma
redonda, pero estas se encontraron ocupando parcial o totalmente el citoplasma de los

cocos aislados y diplococos (figura 6).

Figura 6. Fotomicrografias de extendidos de Neisseria gonorrhoeae, tefiidos por
Feulgen. 1000X.

En el ciclo celular de N. gonorrhoeae, en todos los tiempos, mediante la coloracion de
DAPI, se observo una constante sintesis de ADN; el material genético se observo,
frecuentemente, con aspecto difuso o laxo y se logrd visualizar, escasamente, células
completamente llenas de material genético y en otras, se apreciaron estructuras de forma
redonda y compacta, ubicadas en el centro de la célula o excéntricamente,

aproximadamente de 0,45+0,12 pm de didmetro, en numero de 1 a 4 en células aisladas

_27 -



(figura 7).

Nucleoides
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Nucleoide
Nucleoides

Figura 7. Fotomicrografias de extendidos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae,
coloreados con 4',6-diamidino-2'-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI). 1000X.

La observacion de mas de un nucleoide en la célula cocal es el reflejo de la rapidez del
proceso de sintesis de ADN. Tobiason y Seifert (2006), quienes en un estudio sobre la
poliploidia de N. gonorrhoeae, sefialaron que a pesar de haber aplicado colorantes
especificos de ADN (DAPI), no se discernieron los nucleoides, debido al tamafio
diminuto de la bacteria, sugiriendo mediante técnica de PCR cuantitativo, que el
contenido de ADN de los gonococos refleja multiples cromosomas replicados
completamente, una célula cocal puede tener de dos a seis cromosomas y un diplococo
de cuatro a diez. Por otra parte, el material genético de aspecto difuso o laxo, y las
estructuras redondas y compactas, durante el ciclo celular, muestran la organizacion del
nucleoide para los procesos de duplicacion y transcripcion del ADN; sugiriendo que el
material genético de aspecto laxo, el cual fue el mas frecuente sea el necesario para que

se desarrollen tales procesos.

Asociacion entre el color morado presentado por las estructuras compactas y laxas
en el citoplasma de Neisseria gonorrhoeae por Gram con la reactividad tintorial por

4',6-diamidino-2'-fenilindol, dihidrocloruro (DAPI), en el ciclo celular

Al comparar morfolégicamente el material morado visto por Gram con el ADN
coloreado por DAPI en cocos aislados y diplococos, se distingue similitud en forma,

aspecto, tamafio y distribucion (figura 8).

Al establecer relacion entre la reactividad tintorial por los métodos de coloracion Gram y

DAPI, el valor-p de la prueba de Fischer fue menor que 0,05, determinando que la
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presencia del material morado de aspecto laxo o compacto, con forma redonda o
distribucion periférica en el citoplasma de cocos aislados y diplococos, tefiidos por
Gram, estuvo asociado con la reaccidon positiva del colorante especifico para ADN,
DAPI (tabla 8). Demostrando, morfolégicamente, que corresponden al nucleoide

bacteriano.

Nucleoide I Nucleoide

Nucleoide

ceentric Nucleoide
excentrico

Nucleoide Nucleoide

Nucleoide Nucleoide

Nucleoide

Figura 8. Fotomicrografias de cocos aislados y diplococos a partir del ciclo celular de
Neisseria gonorrhoeae, coloreados con Gram y 4'.6-diamidino-2'-fenilindol,

dihidrocloruro (DAPI). A-E) cocos aislados. F-J) Diplococos. Nétese que el material morado en
cocos aislados y diplococos coloreados por Gram, tiene similar forma, aspecto, tamafio y distribucion que
el nucleoide, coloreado de azul fluorescente con DAPI. La figura J, muestra la forma del nucleoide mas

frecuente observada en el ciclo celular que fue de aspecto difuso. 1000x.
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Tabla 8. Frecuencia de tiempos del ciclo celular de Neisseria gonorrhoeae, que
contienen cocos aislados y diplococos con material morado o no en el citoplasma,
tefiidos por Gram, y reactividad tintorial con 4',6-diamidino-2'-fenilindol, dihidrocloruro
(DAPI).

Gram DAPI
Material morado Positivo Negativo Total
Si n 161 1 162
% 92,00 0,57 92,57
No n 1 12 13
% 0,57 6,86 7,43
Total n 162 13 175
% 92,57 7,43 100
p =0,0000

n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; p: valor probabilistico de la
prueba exacta de Fisher

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 N.
gonorrhoeae, durante el ciclo celular. Se hall6 asociacion estadisticamente significativa
entre la reaccidbn grampositiva y gramnegativa, asi como la tonalidad amarilla y
anaranjada con sintesis de ADN y ARN; a continuacién se detallan los aspectos

morfotintoriales para cada control en las coloraciones empleadas y sus asociaciones.

Descripcion morfotintorial por Gram de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en los

extendidos de colonias del medio manitol salado y ciclo celular

Por la coloracion de Gram se observaron cocos aislados, en pares y racimos
grampositivos, tanto en las colonias como en el ciclo celular. Sélo a los 20 min del ciclo,
aparte de observarse cocos aislados y en pares grampositivos, se presentaron cocos en

pares con doble tincion, una célula del par grampositivo y la otra gramnegativa (figura

9).
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Figura 9. Fotomicrografias de extendidos de colonias y ciclo celular de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, por coloracion de Gram. A) Cocos aislados y en pares grampositivos. B)

cocos con doble tincion, una célula del par grampositivo y la otra gramnegativa (flechas). 1000X.
Asociacion entre las caracteristica tintorial por la coloracion de Gram vy
fluorescencia modificada con sintesis de ADN y ARN, en el ciclo celular de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Post-tratamiento de ADNasa en las colonias, desaparece la tincion morada,
observandose cocos aislados, en pares y racimos gramnegativos; en el ciclo celular, las
células fueron rosado muy claro y casi imperceptibles (figura 10). Post-tratamiento
ARNasa en las colonias, asi como en todos los tiempos del ciclo celular prevalecieron
cocos aislados, en pares y racimos, con doble tincion (figura 11), hallindose asociacion
estadisticamente significativa (p<0,05) entre el color morado observado en los cocos

grampositivos y sintesis d¢ ADN y ARN (tabla 9).

Figura 10. Fotomicrografias de extendidos de colonias y ciclo de Staphylococcus aureus

ATCC 25923, post-tratamiento ADNasa, coloreados por Gram. A) Antes del tratamiento
enzimatico los cocos fueron grampositivos. B) Luego del tratamiento los cocos de las colonias aparecieron
gramnegativos. C) Después del tratamiento enzimatico, en el ciclo celular se observaron cocos rosados
muy claros. 1000X.
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Figura 11. Fotomicrografias de extendidos de colonias y ciclo de Staphylococcus aureus

ATCC 25923, post-tratamiento ARNasa, coloreados por Gram. A) Antes del tratamiento:
cocos grampositivos. B-C) Después del tratamiento enzimatico, los cocos se observaron con doble tincién
grampositivo-gramnegativo.1000X.

Tabla 9. Frecuencia de tiempos con cocos grampositivos, antes y después del
tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Tratamiento
Cocos ADNasa ARNasa
grampositivos  Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 0 25 25 Si n 0 25 25
% 0,00 100 100 % 0,00 100 100
No n 0 0 0 No n 0 0 0
% 0,00 0,00 0,00 % 0,00 0,00 0,00
Total n 0 25 25 Total n 0 25 25
% 0,00 100 100 % 0,00 100 100
7= 4,80; p=0,0001 7= 4,80; p=0,0001

n: namero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del estadistico de
McNemar; p: valor probabilistico

Descripcion  morfotintorial por la coloracion de fluorescencia modificada en
colonias del medio manitol salado y ciclo celular de Staphylococcus aureus ATCC
25923

Por fluorescencia, en las colonias se observaron, frecuentemente, cocos en pares y

racimos anaranjado fluorescente (figura 12).
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Figura 12. Fotomicrografias de colonias de Staphylococcus aureus ATCC 25923, por

tincion de fluorescencia modificada. A-B. Cocos en pares y racimos anaranjado fluorescente.
1000X.

En el ciclo celular los colores presentados principalmente, fueron amarillo ligeramente

fluorescente y anaranjado fluorescente (tabla 10 y figura 13).

Tabla 10. Reaccion tintorial en Staphylococcus aureus ATCC 25923 por la coloracion
diferencial de fluorescencia modificada a diferentes tiempos.

Tiempo Reaccion tintorial por la coloracion diferencial de fluorescencia
(min) modificada
0-5 Verde y anaranjado ligeramente fluorescente.
10 Anaranjado fluorescente.
15-25 Amarillo ligeramente fluorescente.
30 Anaranjado fluorescente.
35 Verde ligeramente fluorescente.
40-45 Amarillo ligeramente e intensamente fluorescente.
50-65 Anaranjado fluorescente.
70 Amarillo ligeramente fluorescente.
75 Anaranjado fluorescente.
80 Amarillo ligeramente fluorescente.
85-90 Anaranjado ligeramente fluorescente.
95-100 | Amarillo ligeramente fluorescente.
105 Anaranjado fluorescente.
110-120 | Amarillo ligeramente fluorescente.
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Figura 13. Fotomicrografias de extendidos del ciclo celular de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, por tincion de fluorescencia modificada. 1000X.

Asociacion entre las caracteristicas tintoriales por la coloracion fluorescencia
modificada con sintesis de ADN y ARN, en las distintas etapas del ciclo celular de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Por fluorescencia, post-tratamiento con ADNasa, las bacterias de color inicialmente
amarillo ligeramente fluorescente, cambiaron a anaranjado ligeramente fluorescente y
las anaranjadas fluorescentes cambiaron a anaranjado ligeramente fluorescente. Post-
tratamiento ARNasa, las bacterias amarillas ligeramente fluorescentes, no presentaron
cambio y las anaranjados fluorescentes cambiaron a anaranjado o verde ligeramente
fluorescente. Se halld asociacion estadisticamente significativa (p<0,05), entre las
tonalidades amarillo ligeramente fluorescente, anaranjado ligeramente fluorescente y
fluorescente con sintesis de ADN. Asimismo, entre la tinciéon anaranjado fluorescente
con sintesis de ARN, y no (p>0,05), entre los colores amarillo y anaranjado ligeramente

fluorescente con sintesis de ARN (tablas 11, 12 y 13).
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Tabla 11. Frecuencia de tiempos con cocos amarillo ligeramente fluorescente, antes y
después del tratamiento enzimdatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Tratamiento
Amarillo (If) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 5 15 20 Si n 18 2 20
% 20,0 60,00 80,00 % 72,00 8,00 80,00
0
No n 1 4 5 No n 1 4 5
% 4,00 16,00 20,00 % 4,00 16,00 20,00
Total n 6 31 25 Total n 19 6 25
% 24,0 66,00 100 % 76,00 24,00 100
0
7=3,25;p=10,0012 Z=0,00; p=1,0000

If: ligeramente fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje;
Z: valor Z del estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

Tabla 12. Frecuencia de tiempos con cocos anaranjado ligeramente fluorescente, antes y
después del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Tratamiento
Anaranjado (If) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 10 1 11 Si n 11 0 11
% 40,00 4,00 44,00 % 44,00 0,00 44,00
No n 12 2 14 No n 4 10 14
% 48,00 8,00 56,00 % 16,00 40,00 56,00
Total n 22 3 25 Total n 15 10,00 25
% 88,00 12,00 100 % 60,00 40,00 100
7=2,77; p=0,0055 7= 1,50; p=0,1336

If: ligeramente fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje;
Z: valor Z del estadistico de McNemar; p: valor probabilistico
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Tabla 13. Frecuencia de tiempos con cocos anaranjado fluorescente, antes y después del
tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Tratamiento
Anaranjado (f) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 2 12 14 Si n 1 13 14
% 8,00 48,00 56,00 % 4,00 52,00 56,00
No n 2 9 11 No n 2 9 11
% 8,00 36,00 44,00 % 8,00 36,00 44,00
Total n 4 21 25 Total n 3 22 25
% 16,00 84,00 100 % 12,00 88,00 100
7=241;p=0,0162 7=2,58; p=0,0098

f: fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del
estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

Descripcion de las caracteristicas morfologicas del nucleoide por las tinciones
diferencial de fluorescencia modificada, 4' 6-diamidino-2'-fenilindol,
dihidrocloruro (DAPI) y Feulgen, en el ciclo celular de Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Por la coloracion de Gram, los cocos se observaron grampositivos; mediante la
coloraciéon diferencial de fluorescencia modificada, se observaron mayormente
anaranjado fluorescente y con abundantes células anaranjada completamente

fluorescente (figuras 14A y 14B).

Las células, mediante la tincion de DAPI, se observaron tefiiddas completamente de azul
fluorescente y post-tratamiento ADNasa, no se observaron bacterias o fueron de color
blanco-grisaceo, es decir, DAPI negativo, significando que todo su citoplasma esta

ocupado por ADN (figuras 14C y 14D).

Por la coloracion de Feulgen, los cocos se visualizaron parcial o completamente fucsia,

mostrando que su citoplasma esta ocupado por ADN (figura 14E).
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Figura 14. Fotomicrografias de las caracteristicas tintoriales de extendidos de

Staphylococcus aureus ATCC 25923, por diferentes coloraciones. A) Coloracién de Gram.
B) Coloracion de fluorescencia modificada. C) Coloracion de DAPI sin tratamiento. D). Coloracion de

DAPI con tratamiento enzimatico con ADNasa. E) Coloracion de Feulgen. 1000X.

Descripcion morfotintorial por Gram de Escherichia coli ATCC 25922 en colonias

del medio McConkey vy ciclo celular

A partir de las colonias de E. coli ATCC 25922, se observaron bacilos gramnegativos
con estructuras redondas moradas con diametro promedio de 0,48+0,14 um, asi como un

material morado difuso a lo largo del citoplasma de la célula (figura 15).

\

Figura 15. Fotomicrografias de extendidos de colonias del medio MacConkey de
Escherichia coli 25922, coloreados por Gram. A) Bacilos gramnegativos con estructuras

redondas moradas en su interior (flechas). B) Bacilos gramnegativos con material difuso en el citoplasma
(flechas).1000X.
Durante el ciclo celular los bacilos presentaron citoplasma de color rosado claro a rosado

intenso, con la observacion de estructuras redondas moradas de forma laxa o compacta,

las cuales presentaron un diametro promedio de 0,48+0,12 pm. Por otra parte, cuando se
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encontraban en numero de uno, se ubicaban en la parte media del bacilo y cuando se

observaron dos, se distribuian hacia los polos de la célula (figura 16 y tabla 14).

Figura 16. Fotomicrografias de extendidos de los diferentes tiempos del ciclo celular de

Escherichia coli ATCC 25922, coloreados por Gram. Se muestran las estructuras redondas
moradas en numero de 1 y 2 en los extremos 6 4-5, y el material morado difuso en el citoplasmal000x.

Tabla 14. Reaccion tintorial en Escherichia coli ATCC 25922 por la coloracion de Gram
a diferentes tiempos.

Tlerppo Reaccion tintorial por la coloracion de Gram
(min)
0 Bacilos gramnegativos de color rosado claro.
5 Bacilos gramnegativos de color rosado fuerte y se observd un material
morado distribuido de forma difusa a lo largo del citoplasma celular.
10 Bacilos gramnegativos de color rosado intenso.
15 Bacilos grampositivos y gramnegativos, en €ste ultimo el rosado fue claro
con estructuras moradas redondas en nimero de 1 a 4 en el citoplasma.
Bacilos gramnegativos de color rosado intenso y observacion de
20-120 | estructuras redonda morada en nimero de 1 a 6 y material morado difuso
a lo largo del citoplasma.

Asociacion entre las caracteristicas tintoriales por la coloracion Gram con sintesis
de ADN y ARN, en el ciclo celular de Escherichia coli ATCC 25922

Post-tratamiento enzimatico con ADNasa, los bacilos se presentaron, principalmente,

rosado claro y no se observaron las estructuras moradas en el citoplasma (tabla 15 y
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figura 17). Post-tratamiento con ARNasa durante el ciclo celular los bacilos fueron

rosado claro, con o sin material morado difuso en el citoplasma (tabla 16 y figura 18).

Tabla 15. Reaccion tintorial en Escherichia coli ATCC 25922 por la coloracion de Gram
post-tratamiento con ADNasa.

Tiempo Reaccidn tintorial por la coloracion de Gram post-tratamiento con
(min) ADNasa
0-15 Bacilos intensamentq ros:cldos, sin apreciaciép de las estructuras moradas
redondas y del material difuso morado en el citoplasma.
20-35 Bacilo§ rosado claro, desapareci6 el color rosado intensg antes del
tratamiento y no se observaron las estructuras moradas en el citoplasma.
40-50 Bacilo rosado claro, desaparecido el color morado de las estructuras
redondas.
55-120 B‘acilos rosadps muy claro, sin estructuras redondas ni material morado
difuso en el citoplasma.

~

Figura 17. Fotomicrografias de extendidos del ciclo celular de Escherichia coli ATCC
25922 post-tratamiento enzimatico con ADNasa, coloreados por Gram. 1000X.

Tabla 16. Reaccion tintorial en Escherichia coli ATCC 25922 por la coloracion de Gram
post-tratamiento con ARNasa.

Tiempo Reaccion tintorial por la coloracion de Gram post-tratamiento con
(min) ARNasa
0-15 Bacilos con citoplasma rosado claro, y estructuras redondas moradas.
20-30 Bacilos rosadqs muy claros, sin estructuras redondas, ni material difuso
morado en el citoplasma.
35 Bacilos grampositivos, gran parte del citoplasma morado y borde rosado.
40-45 Bacilqs rosados claros, sin estructuras redondas, ni material morado difuso
en el citoplasma.
50-70 | Bacilos con citoplasma parcialmente morado.
75-95 | Bacilos rosados claros, sin estructuras y material morado.
100-120 Bacilqs rosados claros con estructuras redondas y material morado difuso
en el citoplasma.
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Figura 18. Fotomicrografias de extendidos del ciclo celular de Escherichia coli ATCC
25922 post-tratamiento con la enzima ARNasa, coloreados por Gram. 1000X.

Al determinar la asociacidon entre la variacion de la intensidad del color rosado, se
obtuvo que el color rosado oscuro estuvo asociado significativamente (p<0,05) a la
sintesis de ADN y ARN. Del mismo modo, hubo asociaciéon entre el color morado
presentado por las estructuras redondas y material difuso en el citoplasma de los bacilos,

con contenido de ADN y ARN (tablas 17 y 18).

Tabla 17. Frecuencia de tiempos con bacilos gramnegativos de intensidad variable, antes
y después del tratamiento enzimdtico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de
Escherichia coli ATCC 25922.

Tratamiento
Bacilos ADNasa ARNasa
gramnegativ Después Después
0s
Antes Oscuro  Claro Total Antes Oscuro  Claro Total
Oscuro n 5 18 23 Oscuro n 2 21 23
% 20,00 72,00 92,00 % 8,00 84,00 92,00
Claro n 1 1 2 Claro n 0 2 2
% 4,00 4,00 8,00 % 0,00 8,00 8,00
Total n 6 19 25 Total n 2 23 25
% 24,00 76,00 100 % 8,00 92,00 100
7= 13,67; p=0,0002 7=4,37; p=0,0001

n numero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del estadistico de
McNemar; p: valor probabilistico
Tabla 18. Frecuencia de tiempos con bacilos gramnegativos que presentaron o no
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estructuras redondas y material morado difuso en el citoplasma, antes y después del
tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de Escherichia coli

ATCC 25922.

Tratamiento
Estructuras y ADNasa ARNasa
material morado  Después Después
Antes Presente Ausente Total Antes  Presente Ausente Total
Presente n 4 20 24 Presente n 14 10 24
% 16,00 80,00 96,00 % 56,00 40,00 96,00
Ausente n 0 1 1 Ausente n 0 1 1
% 0,00 4,00 4,00 % 0,00 4,00 4,00
Total n 4 21 25 Total n 14 11 25
% 16,00 84,00 100 % 56,00 44,00 100
7=4,25;p=0,0001 7=2,85; p=0,0044

n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del estadistico de
McNemar; p: valor probabilistico

Descripcion morfotintorial por la tincion diferencial de fluorescencia modificada de

Escherichia coli ATCC 25922 en colonias y ciclo celular

Por fluorescencia, a partir de las colonias del medio MacConkey los bacilos se

observaron, anaranjado y verde ligeramente fluorescente, principalmente (figura 19).

Figura 19. Fotomicrografias de extendidos de colonias de Escherichia coli 25922,
tefiidos por fluorescencia modificada. Bacilos verde y anaranjado ligeramente fluorescente.
1000X.
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Durante el ciclo celular por fluorescencia, la reactividad tintorial presentada,
principalmente, fue amarillo fluorescente y anaranjado ligeramente fluorescente (figura

20y tabla 19).

Figura 20. Fotomicrografias de las caracteristicas tintoriales por tincién de fluorescencia

modificada del ciclo celular de Escherichia coli ATCC 25922. Las flechas sefialan las
estructuras redondas ubicadas en el centro o extremos de la bacteria en numero de 1-4. 1000X.
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Tabla 19. Reaccion tintorial en Escherichia coli ATCC 25922 por la coloracion de
fluorescencia modificada.

Tiempo Reaccidn tintorial por la coloracion diferencial de fluorescencia
(min) modificada
0 Anaranjado ligeramente fluorescente.

5-15 Amarillo ligeramente fluorescente con estructuras redondas del mismo
color en numero de 1 a 4.

20-25 | Bacilos anaranjado ligeramente fluorescente.

30-35 | Bacilo amarillo fluorescente con estructuras redondas ubicadas en los

extremos.

40 Bacilo anaranjado ligeramente fluorescente con estructuras redondas en
numero 1 a 2.

45 Bacilo amarillo fluorescente.

50-55 | Bacilo anaranjado ligeramente fluorescente con estructuras redondas
anaranjada fluorescente en numero de 2 a 4.

60 Amarillo fluorescente con 2 a 4 estructuras redondas en el citoplasma.
65-75 | Bacilo anaranjado ligeramente e intensamente fluorescente, con
estructuras redondas.

80-85 | Bacilo amarillo fluorescente.
90-100 | Bacilo anaranjada ligeramente e intensamente fluorescente, con
estructuras redondas.

105 Bacilo amarillo fluorescente.
110-120 | Bacilo anaranjado fluorescente con 2 6 4 estructuras redondas anaranjada
fluorescente.

Asociacion entre las caracteristicas tintoriales por la coloracion fluorescencia
modificada con sintesis de ADN y ARN, en el ciclo celular de Escherichia coli
ATCC 25922

Con respecto a la tincion de fluorescencia modificada, los bacilos inicialmente tefiidos
de anaranjado o amarillo ligeramente fluorescentes o fluorescentes en el ciclo celular, se
observaron post-tratamiento con ADNasa anaranjado ligeramente fluorescente, mientras
que con post-tratamiento ARNasa fueron verdes ligeramente fluorescentes. Se halld
asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) entre los colores amarillo fluorescente
y anaranjado ligeramente fluorescentes y fluorescentes con sintesis de ADN, mientras

que so6lo hubo asociaciéon (p<0,05) entre las tonalidades amarillo y anaranjado
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fluorescentes con sintesis de ARN, y no (p>0,05), con la tincién anaranjado ligeramente

fluorescente y sintesis de ARN (tablas 20, 21 y 22).

Tabla 20. Frecuencia de tiempos con bacilos amarillos fluorescentes, antes y después del
tratamiento con la enzima ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de Escherichia coli
ATTC 25922.

Tratamiento
Amarillo (f) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 0 11 11 Si n 0 11 11
% 0,00 44,00 44,00 % 0,00 44,00 44,00
No n 0 14 14 No n 0 14 14
% 0,00 56,00 56,00 % 0,00 56,00 56,00
Total n O 25 25 Total n 0 25 25
% 0,00 100 100 % 0,00 100 100

Z=3,01; p=0,0026

Z=3,01; p=0,0026

f: fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del
estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

Tabla 21. Frecuencia de tiempos con bacilos anaranjados ligeramente fluorescentes,
antes y después del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular
de Escherichia coli ATTC 25922.

Tratamiento

Anaranjado (If) ADNasa ARNasa

Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 10 3 13 Si n 0 13 13
% 40,00 12,00 52,00 % 0,00 52,00 52,00
No n 12 0 12 No n 12 0 12
% 48,00 0,00 48,00 % 48,00 0,00 48,00
Total n 22 3 25 Total n 12 13 25
% 88,00 12,00 100 48,00 52,00 100

7=2,0,7; p=0,0389 Z=0,00; p=1,0000
If: ligeramente fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje;
Z: valor Z del estadistico de McNemar; p: valor probabilistico
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Tabla 22. Frecuencia de tiempos con bacilos anaranjados fluorescentes, antes y después
del tratamiento enzimatico con ADNasa y ARNasa, en el ciclo celular de Escherichia
coli ATTC 25922.

Tratamiento
Anaranjado (f) ADNasa ARNasa
Después Después
Antes Si No Total Antes Si No Total
Si n 0 9 9 Si n 0 9 9
% 0,00 36,00 36,00 % 0,00 36,00 36,00
No n 1 15 16 No n 0 16 16
% 4,00 60,00 64,00 % 0,00 64,00 64,00
Total n 1 24 25 Total n 0 25 25
% 4,00 96,00 100 0,00 100 100
7=2,22; p=0,0269 7=2,67; p=0,0077

f: fluorescente; n: nimero de tiempos del ciclo celular a intervalos de 5 min; %: porcentaje; Z: valor Z del
estadistico de McNemar; p: valor probabilistico

Descripcion de las caracteristicas morfologicas del nucleoide por las tinciones
diferencial de fluorescencia modificada, 4’ 6-diamidino-2'-fenilindol,
dihidrocloruro (DAPI) y Feulgen, en el ciclo celular de Escherichia coli ATCC
25922

Por la coloracion de Gram los bacilos se observaron, frecuentemente, como
gramnegativos con estructuras moradas compactas de forma redondas, en nimero de 1 a
6 y diametro promedio de 0,48+0,12 um y zonas con material morado difuso a largo de
su citoplasma (figura 21A). Por la coloracion de fluorescencia modificada, se
visualizaron bacilos anaranjados con estructuras redondas anaranjadas ligera e

intensamente fluorescentes (figura 21B).

Mediante la coloracién de Feulgen, se observaron los nucleoides de color purpura de

forma redonda, en nimero de 1 a 6 en el citoplasma bacteriano (figura 21C).
Al aplicar la coloracion de DAPI, en las bacterias se observaron estructuras redondas

azul fluorescente, en nimero de 1-6, con didmetro promedio de 0,46+0,14 um en el ciclo

celular, asi como también estructuras irregulares o un citoplasma parcialmente coloreado
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de azul fluorescente. En el post-tratamiento ADNAsa, no se observaron las estructuras ni
el citoplasma azul fluorescente, es decir, la reaccion fue DAPI negativo. Esto indica, que
las estructuras y el material distribuido a lo largo del citoplasma, es el ADN o nucleoides

de la bacteria (figuras 21D, 21E y 21F).

redondas
—

estructuras
moradas

I redondas

I, ~
\,‘- | estructuras
e

A estructuras B Nucleoides
redondas

Nucleoides

Nucleoides

Figura 20. Fotomicrografias de las caracteristicas tintoriales de extendidos de

Escherichia coli ATCC 25922, por diferentes coloraciones. A. Coloracion de Gram. B.
Coloracion de fluorescencia modificada. C. Coloracion de Feulgen. D. y E. Coloraciéon de DAPI sin
tratamiento. F. Con tratamiento con ADNasa. Se sefialan las estructuras redondas por Gram y
fluorescencia, siendo morfolégicamente similares a los nucleoides observados por DAPI. 1000x.
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CONCLUSIONES

La bacteria N. gonorrhoeae se observo como cocos aislados y diplococos gramnegativos
en las distintas etapas del ciclo celular con estructuras intensamente moradas en su

interior.

La tincion de fluorescencia modificada en el ciclo celular de N. gonorrhoeae mostré que

el color predominante fue el anaranjado ligeramente fluorescente.

La secuencia de color en el ciclo celular de N. gonorrhoeae, por la tincion de

fluorescencia modificada fue amarillo, anaranjado y verde.

El material laxo y compacto redondo de color morado por Gram, posiblemente,

correspondan al nucleoide de N. gonorrhoeae.

N. gonorrhoeae puede presentar de 1 a 4 nucleoides en cocos aislados, cuando se

colorea con DAPI.

La tincion rosada intensa y morada producida por la coloracion de Gram depende de la

sintesis de ADN y ARN en el ciclo celular de N. gonorrhoeae.

La tincidn anaranjada y amarilla, se produce a consecuencia de la sintesis de ADN y de

ARN, en el ciclo celular de N. gonorrhoeae.
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