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RESUMEN

El uso clinico de coloraciones diferenciales para detectar infecciones de transmision sexual sirve de
guia en las decisiones terapéuticas tempranas. Fazii et al. (2002) disefaron la técnica de coloracién
diferencial de fluorescencia que emplea naranja de acridina, decoloraciéon con alcohol-acetona y
fluoresceina de sodio, permitiendo hacer la distincion por fluorescencia entre bacterias grampositivas
(aparecen amarillo) y gramnegativas (coloreadas verde), en base a esto se plante6 evaluar el método
de coloracion diferencial de fluorescencia modificado con relaciéon al Gram en bacterias de muestras,
uretrales, endocervicales y perianales. Se estudiaron 49 muestras de pacientes asistidos en el area
de Infecciones de Transmision Sexual del Ambulatorio “Dr. Arquimedes Fuentes Serrano”, Cumana,
estado Sucre. La técnica de fluorescencia segun Fazii et al. (2002), se modificé ajustando la solucién
de fluoresceina a un pH de 6,5. La coloracion de fluorescencia modificada identific6 mayor nimero de
muestras con bacterias que la coloracion de Gram. Por otra parte, en los frotis de muestras uretrales
y perianales, se observé por fluorescencia que todas las bacterias con morfologia de diplococos
emitieron una fluorescencia anaranjada; sélo en un frotis endocervical se visualizaron diplococos
anaranjados fluorescentes, en el resto se observaron verdes con baja fluorescencia, explicandose
este hecho sobre la base de la sintesis de ARN durante el ciclo celular bacteriano. La coloracién de
fluorescencia, probablemente, permita distinguir por microscopia Optica la expresién genética de los
diplococos, referida, principalmente, al proceso de transcripcién de ARN durante su ciclo celular. De
modo que, considerando este hallazgo, asi como la importancia que tiene el diagnostico de la
gonorrea, esto representa una contribucién significativa para proseguir con estudios que evalten por
microscopia las caracteristicas tintoriales con las coloraciones de Gram vy fluorescencia,
acompafadas por técnicas de cultivos, moleculares y microscopia electronica, a fin de aportar mas
datos referentes a la ultraestructura, fisiologia y mecanismos de patogenicidad de los gonococos y
otras bacterias.

Palabras clave: diplococo gramnegativo, coloracion de Gram, coloracion diferencial de fluorescencia,
naranja de acridina, fluoresceina de sodio.
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ABSTRACT

The use of modified fluorescence and Gram stains in urogenital and perianal specimens in
patients attending the Sexually Transmitted Disease Department of the “Arquimedes
Fuentes” Primary Care Clinic. Cumand, Sucre State. Venezuela

The clinical use of differential stains for detecting sexually transmitted infections is most useful as a
guide for early therapeutic decisions. Fazii et al. (2002) designed the differential fluorescent staining
method with acridine orange, decolorated with alcohol-acetone and sodium fluorescein, to establish
the distinction by fluorescence between grampositive (yellow-looking) and gramnegative (green-
looking) bacteria. Based on this, the purpose of this study was to evaluate the modified differential
fluorescent staining method against the Gram in the identification of bacteria in urethral, endocervical
and perianal specimens of 49 patients from the Department of Sexually Transmitted Diseases at “Dr.
Arquimedes Fuentes Serrano” primary care clinic in Cumana, Sucre State, Venezuela. The
fluorescent staining method, according to Fazii et al. (2002), was modified adjusting the fluorescein
solution to pH 6.5. The modified fluorescent staining method identified a greater number of specimens
with bacteria than the Gram method. On the other hand, in the urethral and perianal smears dyed with
the modified differential fluorescent staining method, all the bacteria with a diplococcus morphology
emitted an orange fluorescence; only in one endocervical smear an orange fluorescence diplococcus
was observed; in the rest, a green color with low fluorescence was seen. This can be explained on
the basis ARN synthesis during the bacterial cellular cycle. The modified differential fluorescent
staining method, probably allows distinguishing by optical microscopy the genetic expression of
diplococcus, mainly in terms of the process of ARN transcription during its cellular cycle. Therefore,
considering this finding, as well as its importance for diagnosing gonorrhoea, it represents a significant
contribution to continue studies that will evaluate by microscopy the staining characteristics with the
Gram and fluorescence methods, along with cultures, molecular techniques and electron microscopy,
with the propose of providing more data regarding ultrastructure, physiology and pathogen
mechanisms of gonococcus and other bacteria.

Key words: gramnegative diplococcus, Gram staining, differential fluorescent staining method,
acridine orange, sodium fluorescein.

INTRODUCCION

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son las que se adquieren por
contacto sexual. Las bacterias recuperadas del tracto genital, usualmente
consideradas agentes causales de ITS son Neisseria gonorrhoeae,
Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticumy Haemophilus ducreyi (1).

En el diagnéstico de infecciones bacterianas, los microbiélogos son
alentados a practicar el examen microscopico directo de las muestras
enviadas para cultivo. La coloracién diferencial de Gram es una de las
técnicas mas usadas e importantes en estudios microbiolégicos y es
empleada para demostrar las propiedades de tincién de todo tipo de
bacterias, distinguiéndolas en grampositivas y gramnegativas (2,3).

El uso clinico de la coloracion de Gram en las ITS, es para detectar
inflamacioén uretral sugestiva de infeccién en el hombre y como guia para
tomar decisiones tempranas en cuanto a la terapéutica (4). Usualmente, el
estudio microscopico de muestras urogenitales es importante en la deteccién
rapida y tratamiento de la gonorrea (5). En hombres, el uso de la coloracién
de Gram en extendidos de descarga uretral tiene una sensibilidad mayor al
90%, sin embargo, en mujeres la sensibilidad esta alrededor del 40% al 50%

(6).

Actualmente, la tincién con el fluorocromo naranja de acridina esta siendo
utilizada con mas frecuencia en los laboratorios de microbiologia, con el fin
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de detectar bacterias en extendidos preparados a partir de liquidos y
exudados; no obstante, tiene el inconveniente de que no permite diferenciar
entre bacterias grampositivas y gramnegativas (2).

Fazii et al. (7) disefiaron una técnica de coloracién diferencial de
fluorescencia que permite hacer la deteccién y distincion de bacterias
grampositivas y gramnegativas por fluorescencia, utilizando dos
fluorocromos: el naranja de acridina, que actla en la longitud de onda roja, y
la fluoresceina, la cual actiua en la longitud de onda verde y juntos forman
un sistema rojo/verde, las bacterias grampositivas se tifien de amarillo
fluorescente y las gramnegativas de verde fluorescente. Los investigadores
demostraron que la coloraciéon fue mas sensible en la deteccién de bacterias,
en subcultivos de hemocultivos, que al emplear la tincion de Gram.
Asimismo, lo aplicaron en extendidos de secreciones uretrales de pacientes
con cultivos positivos para N. gonorrhoeae, los gonococos fueron
identificados en todos los frotis y la sensibilidad fue altamente significativa.
Mas tarde, Ciancaglini et al. (8), aplicaron el método de coloraciéon
diferencial de fluorescencia para detectar bacteriuria y obtuvieron
sensibilidad, especificidad y valores predictivos superiores en comparacién
con la técnica de coloracion de Gram.

La coloracion de Gram presenta el inconveniente de que no detecta
bacterias cuando se encuentran en numero reducido o cuando ellas se
adhieren a las células en muestras con demasiado material celular, como es
el caso de las secreciones urogenitales (2). La coloracion diferencial de
fluorescencia ha sido aplicada en pocos estudios, por tal razén, el presente
trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar el método de coloracién
diferencial de fluorescencia modificado, con relacion al Gram en bacterias
grampositivas y gramnegativas de secreciones uretrales, endocervicales y
perianales.
METODOS

Muestra poblacional. Se seleccionaron aleatoriamente un total de 49
pacientes de ambos sexos, 11 del sexo femenino y 38 del sexo masculino,
que acudieron a la consulta del area de Infecciones de Transmisién Sexual
(ITS-SIDA) del Ambulatorio” Dr. Arquimedes Fuentes Serrano” de Cumana,
estado Sucre, durante el periodo comprendido entre febrero y agosto del afo
2005.

Muestra. La muestra estuvo representada por secreciones uretrales,
endocervicales y perianales, estas Uultimas procedieron de los hombres
homosexuales. Como criterio de exclusién aquellas que provenian de
pacientes bajo tratamiento con antibidticos o haberlo recibido 72 horas
previas a la toma de muestra. Las muestras fueron tomadas por el médico
especialista, jefe del area de ITS-SIDA, cumpliendo las normas de ética
establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud, para trabajos de
investigacion en humanos y la declaracién de Helsinki (9). Por cada
paciente, se realiz6 un hisopado, destinado Unicamente a la elaboracion de
frotis. Se realizaron dos frotis para la coloracién de Gram y dos para la
coloracién diferencial de fluorescencia, los frotis se dejaron secar al aire y
se fijaron por calor. El diagndstico de enfermedad presuntiva por gonorrea,
asi como la identificacion de otras bacterias fue basado en las
caracteristicas morfologicas y tintoriales de éstas en los frotis coloreados
por Gram y fluorescencia.
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Controles empleados. Como control para bacterias grampositivas se
empleé Staphylococus aureus ATTC 29213 y para gramnegativos se usé
Escherichia coli ATTC 35218. Con estas cepas de referencia se realizaron
extendidos a partir de caldos de cultivos de 24 horas y se tineron con las
técnicas de coloracién de Gram y fluorescencia (7).

Coloraciéon de Gram. El procedimiento de coloracion de Gram fue realizado
segun la técnica de Hucker modificada, del afio 1927 (2).

Coloracion diferencial de fluorescencia. La solucién de naranja de
acridina se preparé al 0,7%, en buffer acetato (pH 4,0). Para preparar un
volumen de 100 mL de solucion de naranja de acridina, se agregé 700 mg
de naranja de acridina doble sal hemi (cloruro de zinc) (Sigma-Aldrich, A
6014) 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/l) con 18 mL de acetato
de sodio (0,2 mol/l). El decolorante alcohol-acetona se prepar6 como una
solucion 50%-50%. La solucion de fluoresceina de sodio se prepar6 al
0,002% en alcohol etilico (pH 5,5). Un volumen de 100 mL de solucién
contenia 2 mg de fluoresceina de sodio (Sigma-Aldrich, F 6377), 1,5 mL de
acido acético glacial, 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) (7).

Modificacion de la solucién colorante de fluoresceina. La modificacién de
la solucién de fluoresceina se realizé debido a que las bacterias controles,
al ser coloreadas con la técnica descrita, no mostraron morfologia definida,
las bacterias grampositivas no emitian fluorescencia amarilla y la intensidad
de fluorescencia de las bacterias gramnegativas era baja. Esta modificacion
consistié en diluir la fluoresceina en una solucion de alcohol etilico (pH 6,5).
Finalmente, la solucién de 100 mL de fluoresceina contenia 2 mg de
fluoresceina de sodio, 1,5 mL de &acido acético (0,4 mol/L), 0,5 mL de buffer
acetato de pH 4,6 y 98 mL de alcohol etilico.

Procedimiento de coloracion. Se cubriéo la lamina con la solucién de
naranja de acridina por dos minutos, luego, se lavé con agua de chorro y se
procedié a decolorar con alcohol-acetona exactamente por diez segundos,
inclinando la lamina en un angulo aproximado de 45°, se enjuagé
nuevamente; se aplico la solucién de fluoresceina de sodio por dos minutos
y se eliminé el colorante con agua. Se dej6 secar para su observacion (7).

Identificacion microscopica. Coloracion de Gram: cada una de las
laminas coloreadas con esta técnica se observé con el microscopio 6ptico,
con objetivo de 100X, visualizando e identificando las bacterias presentes en
los frotis de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas y tintoriales. Las
fotografias fueron tomadas con una camara Kodak, usando un rollo Kodak
Gold 35 mm de 100 ASAS, en modo auto, spot 1.0 y tiempo de exposicion de
1.0 segundo.

Método de coloracion diferencial de fluorescencia: Las Ilaminas
coloreadas se observaron con un microscopio de epifluorescencia marca
Olympus BX 60, utilizando el filiro azul estandar (U-MWB2) del microscopio.
Las laminas se observaron con objetivo de 100X. Las fotografias fueron
tomadas con una camara Kodak, usando un rollo marca Kodak Gold de 35
mm de 100 ASAS, en modo superfluorescencia, spot 1.0 y tiempo de
exposiciéon de 15 a 55 segundos.
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Analisis estadistico. Se aplicé la prueba de chi-cuadrado para determinar si
existen diferencias significativas entre los porcentajes de las bacterias
identificadas en funcion de las caracteristicas morfolégicas y tintoriales de
los dos métodos de coloracion.

RESULTADOS

Los pacientes estudiados tuvieron una edad promedio de 29,47+11,29 afos;
recolectandose para el analisis microscopico 24 (48,98%) muestras
uretrales, 14 (28,58%) perianales y 11 (22,44%) endocervicales.

Con la técnica diferencial de fluorescencia descrita por Fazii et al. (7), se
obtuvo que las cepas de referencia grampositivas no presentaron la
coloracion amarilla fluorescente y en las gramnegativas la intensidad de
fluorescencia fue baja.

Al ajustarse la solucion de fluoresceina a un pH de 6,5 las cepas de
referencia grampositivas se observaron amarillas fluorescentes y las
gramnegativas verdes fluorescentes. Al aplicarse la coloracién diferencial de
fluorescencia modificada a los frotis, los bacilos vistos como grampositivos
por Gram presentaron una fluorescencia amarilla y en los bacilos
gramnegativos su fluorescencia fue verde (Figs. 1 y 2).

Fig. 1. Frotis de muestra endocervical tefiidos por los métodos de coloraciéon diferencial de Gram y de
fluorescencia modificada. a). Método de Gram: bacilos grampositivos; b) método de fluorescencia:
bacilos de color amarillo fluorescente.

a)

Fig. 2. Frotis de muestra endocervical tefiidos por los métodos de coloracion diferencial de Gram y de
fluorescencia modificada. a) Método de Gram: bacilos gramnegativos; b) Método de fluorescencia:
bacilos de color verde fluorescente.
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En los frotis de secreciones uretrales y perianales donde se observd la
morfologia de diplococos, éstos emitieron una tincion por fluorescencia,
anaranjado fluorescente (Fig. 3)

Fig. 3. Frotis de muestra uretral mostrando diplococos, tefidos por los métodos de Gram y de
fluorescencia modificada. a) Método de Gram: diplococos gramnegativos intracelulares; b). Método
de fluorescencia: diplococos intracelulares de color anaranjado fluorescente.

Por otra parte, con la técnica de fluorescencia modificada, el citoplasma de
los leucocitos polimorfonucleares se visualiz6 de color amarillo o verde de
fluorescencia baja y el nucleo anaranjado o amarillo de fluorescencia baja.
Las células epiteliales se revelaron de color amarillo o verde fluorescente,
con nucleo anaranjado o amarillo de fluorescencia baja (Fig. 4). El método
de fluorescencia, mostré un buen contraste entre las bacterias coloreadas y
el material de fondo, mejorando la visualizacién de bacterias ocultadas por
un material muy cargado de células epiteliales.

a) b)

Fig.4. Leucocitos polimorfonucleares y célula epitelial sometidos al proceso de coloracién diferencial
de fluorescencia modificada. a) leucocitos polimorfonucleares con citoplasma verde de fluorescencia
baja y nlcleo amarillo fluorescente (los leucocitos se encuentran rodeados de bacilos amarillos
fluorescentes); b) célula epitelial y leucocitos polimorfonucleares con citoplasma verde de
fluorescencia baja y nacleo anaranjado.

Al comparar los métodos de coloracién, el de fluorescencia permitio
identificar mayor nimero de muestras con bacterias (Tabla 1)
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Tabla 1. Coloracion de Gram en la identificacion de bacilos gramnegativos y método de
fluorescencia modificada en la identificacion de bacilos verdes fluorescentes en muestras
uretrales, perianales y endocervicales.

Tipo de muestra
Coloracion Uretral Perianal Endocervical
+ - T + - T + - T
Gram

(n) 10 14 24 7 7 14 7 4 11
(%) 41,67 58,33 100,00 50,00 50,00 100,00 63,64 36,36 100,00

Fluorescencia

(n) 15 9 24 8 6 14 9 2 11
(%) 62,50 37,50 100,00 57,14 42,86 100,00 81,82 18,18 100,00
p <0,05* >0,05 <0,001*
ns

.En la identificacion de bacilos gramnegativos y bacilos verdes fluorescentes
tanto en muestras uretrales como endocervicales, se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas entre los porcentajes de casos positivos de
ambos métodos

Los bacilos grampositivos por Gram, asi como, los bacilos amarillos
fluorescentes por el método de fluorescencia modificada sélo se visualizaron
en los frotis endocervicales, existiendo diferencias estadisticamente
significativas entre los porcentajes de casos positivos de estos dos métodos
(Tabla 2).

Tabla 2. Coloracion de Gram en la identificacion de bacilos grampositivos y método de
fluorescencia modificada en la identificacion de bacilos amarillos fluorescentes en muestras
uretrales, perianales y endocervicales.

Tipo de muestra

Coloracion Uretral Perianal Endocervical
ar - T + = T + _ T
Gram
(n) : 24 24 5 14 14 7 4 11
(%) - 100,00 100,00 - 100,00 100,00 63,64 36,36 100,00
Fluorescencia
n - 24 24 - 14 14 9 2 11
(%) - 100,00 100,00 - 100,00 100,00 81,82 18,18 100,00
p - - <0,001*

+: casos positivos; -: casos negativos; T: total de casos; *: estadisticamente significativo

A través de la coloracion de Gram se obtuvo una frecuencia de diplococos
gramnegativos en las muestras uretrales del 75%, sierndo menor en las
perianales. Por fluorescencia la identificacion de diplococos visualizados
como anaranjados fluorescentes fue mayor que en las muestras uretrales y
menor en las perianales, encontrandose en ambos tipos de muestras
diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes positivos de
los métodos de coloracién (Tabla 3).
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Tabla 3. Coloracion de Gram en la identificacion de diplococos gramnegativos y método de
fluorescencia modificada en la deteccion de diplococos anaranjados fluorescentes en
muestras uretrales y perianales.

Tipo de muestra

Coloracion Uretral Perianal
+ = T + = T
Gram (n) 18 6 24 4 10 14
(%) 75,00 25,00 100,00 28,57 71,43 100,00
Fluorescencia(n) 20 4 24 8 6 14
(%) 83,33 16,67 100,00 57,14 42,86 100,00
¢] <0,001* <0,001*

En los frotis de muestras endocervicales coloreados por el método de
fluorescencia, los diplococos se observaron verdes con baja fluorescencia en
cuatro frotis y en un caso, se visualizaron anaranjados fluorescentes,
existiendo diferencias significativas entre los porcentajes positivos por la
coloracion de Gram con respecto a los diplococos anaranjados fluorescentes
y verdes ligeramente fluorescentes Tabla 4).

Tabla 4. Coloracion de Gram en la identificacion de diplococos gramnegativos y método de
fluorescencia modificada en la identificacion de diplococos anaranjados y verdes
fluorescentes en muestras endocervicales.

Coloracién
Caracteristica Gram Fluorescencia
tintorial
+ = T + = T
Gramnegativo (n) 5 6 11 - - -
(%) 45,45 54,55 100,00
Anaranjado (n) - - - 1 10 11
Fluores (%) 9,09 90,91 100,00
Verde con BJ (n) - - - 4 7 11
(%) 36,36 63,64 100,00
p pi= <0,001* p2= <0,05*

+: casos positivos; - casos negativos; T: total de casos; BJ: baja fluorescencia; p;.valor para los
porcentajes de casos positivos entre diplococos gramnegativos y diplococos anaranjados
fuorescentes; p.. valor p para los porcentajes de casos positivos entre diplococos gramnegativo y
diplococos verdes de baja fluorescencia; *: estadisticamente significativo.

DISCUSION

La técnica de coloracion de fluorescencia identificé bacterias con diferentes
tinciones, los bacilos amarillos fluorescentes fueron vistos como
grampositivos por el método de Gram, los bacilos verdes fluorescentes
correspondieron a los bacilos gramnegativos observados por Gram y los
diplococos anaranjados fluorescentes y verdes de baja fluorescencia a los
diplococos gramnegativos. No obstante, con la tincién modificada de
fluorescencia seria confuso utilizar la terminologia de grampositivos y
gramnegativos, tal como la emplean Fazii et al. (7) al exhibirse otro color,
como el anaranjado. De acuerdo a estos resultados se sugiere utilizar la
denominacién de la caracteristica tintorial segun el color e intensidad de
fluorescencia observada.
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La emisién de fluorescencia anaranjada en los diplococos se puede explicar
sobre la base de la expresion genética durante el ciclo celular bacteriano,
naturaleza quimica del colorante y mecanismos de tincion.

El naranja de acridina es un colorante catiénico y metacromatico, que emite
fluorescencia cuando interactia con el ADN y ARN, desconociéndose los
mecanismos moleculares que la median. En el ADN, el naranja de acridina
se intercala, produciendo una coloracién verde fluorescente, y con el ARN
interactla por atraccion electrostatica, expresando una tonalidad anaranjada
fluorescente (10-12).

Heckels (13) senala que las especies del género Neisseria presentan una
superficie celular de carga negativa, pudiéndose inferir que es posible que
se produzca en un inicio una atraccion electrostatica entre el colorante
naranja de acridina de carga positiva y la superficie celular bacteriana de
carga negativa, potenciandose la fijacién del colorante en aquellas bacterias
que presentan una sintesis activa de ARN, es decir, en el proceso de
transcripcién, fase de expresion de ARN. El fluorocromo naranja de acridina
doble sal hemi, C{;H,,CIN3.HCI.1/2ZnCl, (14), contiene una sal metalica,
cloruro de zinc, que actuaria como el grupo auxocromo del colorante (15). Es
probable que esta sal metdlica le confiera a la molécula de naranja de
acridina un caracter fuertemente basico y mayor afinidad por estructuras de
carga negativa, como los &cidos nucleicos de la célula, impidiendo la
remocién del colorante naranja de acridina con el alcohol-acetona, en
aquellas donde la sintesis de ARN sea mayor, asi la fluoresceina a baja
concentraciéon 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 aplicacién del alcohol-acetona,
manifestando una tincién verde fluorescente o de baja fluorescencia,
pudiendo explicar ésto, lo ocurrido en las muestras endocervicales y en el
resto de los frotis de las otras muestras donde se visualizaron bacilos.
Puede inferirse que las bacterias con tincién amarilla, el naranja de acridina
es removido parcialmente, pudiendo este hecho estar relacionado con una
sintesis no tan activa de ARN y que al incorporar la fluoresceina de sodio se
forma el sistema rojo/verde.

Estas inferencias contrastan con la hipétesis de Fazii et al. (7), quienes la
apoyan con los trabajos de Mitra y Chakraborty (16,17) y Drigues et al. (18),
senalando que el naranja de acridina interactia con los polisacaridos vy
lipopolisacaridos de la pared celular y que probablemente el alcohol-acetona
desestabiliza la membrana externa rica en lipopolisacaridos de las bacterias
gramnegativas, removiendo parcialmente el colorante de estas bacterias.

Las bacterias que son mas resistentes a la decoloracién (grampositivas)
retendran una cantidad suficiente de naranja de acridina y aparecen
amarillas cuando al fluorocromo rojo es afiadido la fluoresceina verde,
formando juntos el sistema rojo/verde. En contraste, las bacterias que son
poco resistentes a la decoloraciéon (gramnegativas) no retienen suficiente el
naranja de acridina y aparecen verdes.

La técnica de coloracién de fluorescencia modificada identific6 mayor
nimero de bacterias con diferencia estadisticamente significativa entre los
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porcentajes de casos positivos de los métodos de coloracién, destacandose,
la obtenida en la deteccién de diplococos gramnegativos y diplococos
anaranjados fluorescentes en las muestras uretrales y perianales, teniendo
esto importancia en el diagnéstico presuntivo de la gonorrea, porque se
estaria ante una herramienta que posiblemente podria identificar de un modo
selectivo a los diplococos, sin embargo, en las mujeres, aunque se obtuvo
diferencia estadistica entre los porcentajes de los métodos, la frecuencia de
casos presuntivos basados en la observacién de diplococos anaranjados
fluorescentes seria bajo.

La coloracion de fluorescencia, probablemente, permita distinguir por
microscopia Optica la expresién genética de los diplococos, referida,
principalmente, al proceso de transcripcion de ARN durante su ciclo celular.
De modo que, considerando este hallazgo, asi como la importancia que tiene
el diagnéstico de la gonorrea, esto representa una contribucion significativa
para proseguir con estudios que evallen por microscopia las caracteristicas
tintoriales con las coloraciones de Gram y fluorescencia, acomparnadas por
técnicas de cultivos, moleculares y microscopia electréonica, a fin de aportar
mas datos referentes a la fisiologia, ultraestructura y mecanismos de
patogenicidad de los gonococos y otras bacterias.
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