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Resumen 

La estudiante Melissa Rojas Naranjo llevó a cabo una investigación sobre la 

brucelosis, se trata de una enfermedad zoonótica de alta importancia para la salud pública y 

salud animal. Las bacterias del género Brucella sp. se caracterizan, entre sus principales 

efectos, por inducir abortos en los mamíferos infectados. La bacteria se transmite por 

contacto directo o indirecto a través de fluidos y secreciones como orina, heces, sangre, 

aerosoles, fluidos vaginales, secreciones nasales, leche, membranas placentarias, fetos 

abortados o semen. El objetivo de este estudio fue evaluar la virulencia de B. abortus y B. 

canis en un modelo de huevo embrionado. Brucella canis o abortus se inoculó en la 

membrana corioalantoidea, un tejido de origen embrionario. Se usaron diferentes dosis de 

inoculación en embriones de entre 7 y 14 días de edad. Se confirmó que las concentraciones 

bacterianas superiores a 105 (UFC) representan la dosis más virulenta, ya que provocan 

altos niveles de infección en ambas especies de Brucella sp. Además, se analizaron los 

porcentajes de recuperación bacteriana en los diferentes tejidos embrionarios, obteniéndose 

resultados significativos con B. abortus, con más del 70% de recuperación bacteriana como 

indicador de infección, en comparación con B. canis, que presentó una menor recuperación 

de alrededor del 40%. Esto confirma, como en otros estudios, que B. abortus es más 

virulenta que B. canis. La capacidad de virulencia de este género bacteriano resalta la 

importancia de contar con un modelo de infección alternativo al modelo murino, que 

permita aislar y replicar la bacteria para su investigación, debido a su impacto negativo en 

la salud humana y animal. Palabras claves: Brucella canis, Brucella abortus, modelo de 

huevo embrionado de pollo, inoculación bacteriana, ubicación y distribución bacteriana, 

virulencia bacteriana, inmunofluorescencia directa.  
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Abstract 

The student Melissa Rojas Naranjo conducted research on brucellosis, as it is a 

zoonotic disease of high importance to public and animal health. Bacteria of the genus 

Brucella sp. are characterized, among their main effects, by inducing abortions in infected 

mammals. The bacterium is transmitted by direct or indirect contact through fluids and 

secretions such as urine, feces, blood, aerosols, vaginal fluids, nasal secretions, milk, 

placental membranes, aborted fetuses, or semen. This study aimed to evaluate the virulence 

of B. abortus and B. canis in an embryonated egg model. Brucella canis or abortus was 

inoculated onto the chorioallantoic membrane, an embryonic tissue. Different inoculation 

doses were used in embryos aged between 7 and 14 days. It was confirmed that bacterial 

concentrations higher than 105 (CFU) represent the most virulent dose, as they caused high 

infection levels in both studied Brucella sp species. In addition, bacterial recovery 

percentages were analyzed in different embryonic tissues, with significant results for B. 

abortus, showing more than 70% bacterial recovery as an infection indicator, compared to 

B. canis, which presented a lower recovery of around 40%. This confirms, as in other 

studies, that B. abortus is more virulent than B. canis. The virulence capacity of this 

bacterial genus highlights the importance of having an infection model alternative to the 

murine model that allows for the isolation and replication of the bacteria for research, due 

to its negative impact on human and animal health.   

Keywords: Brucella canis, Brucella abortus, embryonated chicken egg model, 

bacterial inoculation, bacterial localization and distribution, bacterial virulence, direct 

immunofluorescence. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La brucelosis es una enfermedad zoonótica de origen animal, reconocida como tal 

por la Organización Mundial de la Salud (OMS), y es conocida en los seres humanos como 

“fiebre de Malta”. Esta enfermedad se transmite principalmente mediante el consumo de 

productos contaminados de origen animal, así como a través de secreciones genitales, 

aerosoles y el contacto directo con animales infectados, incluyendo fetos abortados y crías 

recién nacidas (Álvarez, Rivera, & Zamora, 2015). Brucella spp. es capaz de evadir diversos 

mecanismos de defensa tanto celulares como humorales; la bacteria es fagocitada por 

células fagocíticas profesionales, como neutrófilos y macrófagos (Freer & Castro, 2001). 

Por tratarse de un patógeno intracelular facultativo, Brucella spp. puede multiplicarse dentro 

de macrófagos, neutrófilos y monocitos del hospedero (Freer & Castro, 2001; Álvarez et 

al., 2015). 

El presente proyecto tuvo como objetivo implementar un modelo de huevo 

embrionado de pollo para evaluar ciertos rasgos de virulencia presentes durante una 

infección aguda por Brucella spp. Para ello, se inocularon cepas de Brucella abortus y 

Brucella canis en la membrana corioalantoidea de los embriones. El análisis de la infección 

in vivo permitió comprender cómo estas bacterias se dispersan por los tejidos y órganos del 

embrión. 
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1.1  Antecedentes 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta la presencia de Brucella spp. 

en países mediterráneos tanto de Europa como de África, así como en Oriente Medio, 

América Central, América del Sur, Asia Central, India y México. Las regiones con menor 

desarrollo socioeconómico son, por lo general, las más afectadas. En la actualidad, la 

brucelosis es una de las zoonosis más frecuentes e importantes a nivel mundial (Álvarez, 

Rivera, & Zamora, 2015). 

En Costa Rica se ha detectado un aumento considerable en la prevalencia de 

brucelosis, afectando principalmente a los hatos bovinos. La carga de Brucella abortus en 

algunas regiones del país es crítica. En un estudio epidemiológico realizado entre 2012 y 

2016 en seis regiones del país, utilizando la prueba Rosa de Bengala (RBT) y el ensayo por 

inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA), se reportó una prevalencia cercana al 12% en 

hatos bovinos (Hernández-Mora et al., 2017). Además de los casos en bovinos, se han 

reportado infecciones por Brucella en delfines, perros y humanos en el país. 

El Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) presentó un informe sobre la 

situación sanitaria de la brucelosis en Costa Rica en el año 2020. En este documento se 

evidenció la presencia de Brucella canis mediante un estudio serológico realizado en 302 

perros provenientes del Valle Central. Los resultados indicaron una prevalencia del 6.2% 

de B. canis y del 1.6% de B. abortus en perros de finca. En otro estudio realizado en ganado 

bovino, se analizaron 186,103 muestras, de las cuales el 13% provenía de fincas bajo control 

de brucelosis; de estas, el 4.2% fueron diagnosticadas con la enfermedad (SENASA, 2020). 
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En Costa Rica, la investigación sobre la brucelosis se ha enfocado principalmente 

en la fase de persistencia. Para ello, se han utilizado modelos in vitro, ex vivo e in vivo, los 

cuales han permitido analizar con detalle el papel de la comunicación bacteriana y el tránsito 

intracelular del patógeno. Brucella spp. cuenta con un sistema de dos componentes, 

BvrR/BvrS, que actúa como regulador de factores de virulencia, junto con otros elementos 

clave que contribuyen a su supervivencia en el hospedero (Grilló et al., 2012). Asimismo, 

se han descrito diversos mecanismos que permiten a la bacteria evadir la respuesta inmune 

innata, estableciéndose en los tejidos del hospedero y replicándose de manera eficiente 

(Barquero-Calvo et al., 2007). 

Sin embargo, en el país aún no se han estudiado de forma sistemática los rasgos de 

virulencia de B. abortus y B. canis en modelos de huevo embrionado, lo que permitiría 

evaluar las bacterias durante la fase aguda de la infección (Gorvel & Moreno, 2002). La 

utilización del huevo embrionado como modelo experimental para el estudio de Brucella 

spp. no ha sido suficientemente explorada en Costa Rica. Existen antecedentes de su 

aplicación en virología; por ejemplo, entre 2012 y 2016 se realizaron ensayos mediante la 

inoculación del virus de la influenza canina en huevos embrionados. En dicho estudio se 

utilizaron seis casos de caninos con enfermedad respiratoria, y se logró detectar la presencia 

del antígeno viral en los tejidos embrionarios, demostrando por primera vez la presencia del 

virus de influenza H3 en perros en el país (Piche, 2018). 

Respecto a la investigación sobre brucelosis en modelos de huevo embrionado, los 

antecedentes son escasos. Algunos reportes destacan la inoculación de muestras de leche 

bovina y cepas de Brucella spp. en embriones de pollo de entre 3 y 9 días de incubación, 

con el objetivo de evaluar la infección (Pulido, 2010; Pulido et al., 2011; Pulido et al., 2012). 
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En estos ensayos se utilizaron 235 huevos en tres experimentos distintos, con diversas dosis 

de inoculación de B. abortus, alcanzando concentraciones superiores a 100 unidades 

formadoras de colonias (UFC) y llegando a superar las 1000 UFC/g, inoculadas en el saco 

vitelino del embrión. 

Se monitoreó la viabilidad embrionaria durante 72 horas, tras lo cual se extrajeron 

órganos para análisis histopatológicos. Se observaron alteraciones morfológicas 

significativas, como pérdida de la arquitectura hepática, presencia de tejido fibroso y 

degeneración vacuolar en el hígado. En la membrana corioalantoidea se evidenció 

degeneración, presencia de material amorfo hialino eosinofílico, pérdida de estructura 

vascular y fibrosis. Estos hallazgos permiten hipotetizar sobre el daño tisular que B. abortus 

podría generar en los embriones de vacas durante procesos abortivos. Además, en uno de 

los tres experimentos se consideró la viabilidad de los embriones tras la inoculación de 45 

huevos, con un resultado de 12 embriones muertos (Pulido, 2010; Pulido et al., 2011; Pulido 

et al., 2012). 

Experimentalmente, también se ha utilizado el modelo de huevo embrionado para el 

estudio de Brucella microti. En este caso, se realizaron inoculaciones tanto en el saco 

vitelino como en el saco alantoideo, utilizando una dosis de 0,2 ml con concentraciones de 

1.6 × 10³ UFC y 1.6 × 10⁵ UFC, respectivamente. La viabilidad de los embriones fue 

monitoreada durante un periodo de 72 horas de incubación. Los resultados indicaron que la 

mortalidad variaba en función de la zona de inoculación y de la dosis administrada. 

Se observó que el líquido amniótico presentaba turbidez, y que los embriones 

mostraban signos visibles de infección, tales como hemorragias de intensidad leve a 
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moderada en regiones como la piel, el cráneo y el abdomen, congestión de vasos sanguíneos, 

así como focos necróticos y hemorragias localizadas en el bazo y el hígado. Estos hallazgos 

permitieron concluir que los daños macroscópicos eran más prominentes en los embriones 

que recibieron la inoculación por el saco vitelino en comparación con aquellos inoculados 

por el saco alantoideo. Además, los análisis histopatológicos revelaron que los cambios 

microscópicos eran variables entre los diferentes tejidos, incluyendo muerte celular 

parenquimatosa, necrobiosis y necrosis tanto de células individuales como en grupos 

celulares (Wareth et al., 2015). 

La mayoría de los embriones inoculados con B. microti fueron tratados a través del 

saco vitelino y el saco alantoideo. El dato más significativo relacionado con la mortalidad 

se presentó al tercer día posterior a la inoculación, con un total de 13 muertes, mientras que 

al cuarto día murieron todos los embriones restantes. Estos resultados evidencian que tanto 

la dosis bacteriana como la vía de inoculación pueden influir significativamente en el tiempo 

de muerte del embrión. Sin embargo, también se demostró que las diferencias en la vía de 

inoculación y la cantidad de dosis de B. microti no afectaron de manera significativa la 

capacidad replicativa de la bacteria (Wareth et al., 2015). 

1.2 Problema de investigación  

Brucella spp. es una bacteria capaz de localizarse en diversos órganos como el 

hígado, útero, bazo, riñón, glándula mamaria y placenta, provocando abortos en mamíferos 

(Martínez et al., 2008). Sin embargo, aún se desconoce con precisión la afinidad tisular, la 

distribución específica y la dosis infectante necesaria para que la bacteria se aloje en el 

tejido placentario y en otros órganos embrionarios. El modelo experimental in vivo más 
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ampliamente utilizado en la actualidad para el estudio de la brucelosis es el modelo murino. 

Este modelo reproduce eficazmente la fase de persistencia de la infección, pero no permite 

el estudio detallado de los eventos asociados a la gestación. Por esta razón, se han explorado 

modelos alternativos como el del huevo embrionado de pollo. 

El modelo de huevo embrionado ofrece varias ventajas experimentales. En primer 

lugar, durante los primeros días de desarrollo, el sistema inmunológico del embrión no está 

completamente establecido, lo que facilita la infección por parte de patógenos intracelulares 

como Brucella spp. En segundo lugar, este modelo permite el análisis exclusivo de tejidos 

embrionarios, sin la interferencia de una respuesta inmunitaria madura, como ocurre en el 

modelo murino. Esta característica lo convierte en una herramienta útil para estudiar los 

mecanismos tempranos de infección, replicación y diseminación bacteriana en un entorno 

biológico controlado. 

En Costa Rica, hasta el momento, no se ha implementado un modelo in vivo que 

permita estudiar y reproducir la brucelosis durante la fase aguda de la enfermedad. La 

utilización del modelo de huevo embrionado representa una alternativa valiosa para analizar 

la ubicación intracelular de la bacteria en tejidos en desarrollo y comprender su ruta de 

replicación, particularmente en presencia de estructuras análogas a la placenta, como la 

membrana corioalantoidea. Actualmente, existe una carencia significativa de información 

científica respecto al tropismo de Brucella spp., así como sobre los eventos celulares que 

ocurren en los tejidos placentarios durante la infección, los cuales están directamente 

implicados en la patogénesis de los abortos. El estudio de la carga bacteriana y su 

distribución en órganos como el hígado y la membrana corioalantoidea podría aportar datos 
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fundamentales sobre los factores que determinan la supervivencia o muerte embrionaria en 

el contexto de la brucelosis.  

1.3 Justificación 

Existen diversas especies del género Brucella que poseen gran relevancia 

epidemiológica, entre las que se incluyen B. suis, B. melitensis, B. ovis, B. neotomae, B. 

canis, B. abortus y B. inopinata (Freer & Castro, 2001; Álvarez et al., 2015). En este 

proyecto se trabajó específicamente con las especies zoonóticas B. canis y B. abortus, ambas 

documentadas en Costa Rica y responsables de afecciones significativas en la salud animal 

y humana. Estas dos especies presentan la capacidad de invadir, sobrevivir y multiplicarse 

dentro de un hospedero, con una particular predilección por organismos en estado de 

gestación, lo que puede culminar en abortos espontáneos. Por esta razón, resulta 

indispensable generar más evidencia científica sobre la afinidad tisular, distribución 

anatómica y dosis infectante que permiten a estas bacterias colonizar tejidos placentarios. 

En este estudio se empleó un modelo experimental de huevo embrionado de pollo 

con el propósito de reproducir la fase aguda de la enfermedad, enfocándose en la inducción 

de abortos, una de las principales manifestaciones clínicas asociadas a la infección por 

Brucella spp. en animales. Esta aproximación experimental permitió el desarrollo de un 

procedimiento que puede ser utilizado como referencia metodológica para futuras 

investigaciones orientadas a comprender la patogénesis de esta bacteria en tejidos animales. 

Asimismo, el proyecto fortaleció la colaboración interuniversitaria, promovió la adquisición 

de nuevas competencias en técnicas de laboratorio y favoreció una comprensión más 
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profunda de los mecanismos de infección bacteriana provocada por B. abortus y B. canis, 

especies de particular relevancia tanto a nivel nacional como internacional. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general  

Evaluar el grado de virulencia de B. abortus y B. canis en los tejidos de un modelo 

de huevo embrionado de pollo para la determinación de las cargas bacterianas, dosis 

infectantes y ubicación intracelular de la bacteria Brucella sp.   

1.4.2 Objetivos específicos  

• Determinar el índice de letalidad causado por B. canis y B. abortus mediante la 

evaluación de la supervivencia embrionaria del pollo ante la virulencia de estas 

bacterias para el establecimiento de la carga bacteriana y dosis infectante.  

• Analizar la distribución de B. canis y B. abortus en los diferentes tejidos 

embrionarios mediante evaluación histopatológica de los cambios morfológicos 

causados por las bacterias para el establecimiento de la ubicación intracelular de 

la bacteria Brucella sp., por inmunofluorescencia.  

1.5 Objeto de investigación  

Conocer la letalidad, distribución, carga bacteriana y ubicación intracelular de la 

bacteria Brucella sp., en los tejidos embrionarios de pollo para comprender los rangos de 

virulencia existentes.  
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1.6 Hipótesis 

La virulencia de la bacteria es determinada por la dosis infectante y carga bacteriana 

en los diferentes tejidos embrionarios. La tasa de letalidad y virulencia bacteriana en los 

tejidos embrionarios depende de la manipulación y la forma de inoculación del huevo 

embrionado según sea la distribución y ubicación intracelular de la bacteria Brucella sp.  
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 II. MARCO TEÓRICO 

2.1 Brucelosis  

2.1.1 Etiología 

Las bacterias del género Brucella se caracterizan por ser patógenos intracelulares 

facultativos, Gramnegativos, con forma cocobacilar y un tamaño aproximado de 0,4 a 3,0 

µm (Olsen & Tatum, 2010). En seres humanos, la brucelosis puede ser causada, en orden 

descendente de virulencia, por B. melitensis, B. suis, B. abortus y, con menor frecuencia, 

por B. canis y B. neotomae (Organización Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2010). 

Asimismo, se ha identificado la especie B. inopinata, de la cual aún se desconoce cuál es su 

hospedero primario (Álvarez et al., 2015). 

2.1.2 Transmisión 

En los animales, la transmisión de Brucella ocurre principalmente a través de las 

mucosas por contacto directo con líquidos fetales, aerosoles, fluidos vaginales o con fetos 

infectados. Además, se ha documentado la transmisión vertical por medio de la leche 

materna y la vía transplacentaria (Olsen & Tatum, 2010). En los machos, la bacteria puede 

transmitirse por medio del semen durante toda la vida reproductiva (Organización Mundial 

de Sanidad Animal [OIE], 2010). 

En los seres humanos, la infección se produce fácilmente mediante el contacto con 

productos de origen animal, especialmente placentas, por contacto directo con piel o 

mucosas lesionadas, a través de la ingestión de alimentos no pasteurizados o carnes mal 

cocidas, la inhalación de aerosoles contaminados, la inoculación accidental de material 

infeccioso y por transmisión perinatal vía transplacentaria (Mora, 2013). 
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La supervivencia de la bacteria se prolonga significativamente en ambientes con 

bajas temperaturas, especialmente por debajo del punto de congelación, lo que facilita su 

transmisión (OIE, 2010).   

2.1.3 Periodo de incubación 

El periodo de incubación (PI) depende de la especie que logre infectar, en bovinos 

el PI se da entre las 2 primeras semanas y varios meses de gestación, en los bovinos se logra 

manifestar por la ocurrencia de abortos durante en el último tercio de la gestación, las 

muertes y abortos ocurren en un periodo entre 2 semanas a 5 meses. En perros es más común 

la mortalidad en un periodo de 7 a 9 semanas de gestación o muertes embrionarias después 

de 2 a 3 semanas (OIE, 2010). 

2.1.4 Signos clínicos de brucelosis 

En los seres humanos, la brucelosis se manifiesta mediante signos clínicos 

inespecíficos, lo que complica su diagnóstico. Entre los síntomas más comunes se incluyen 

fiebre ondulante, pérdida de peso, depresión, hepatomegalia, esplenomegalia, artritis, 

espondilitis, osteomielitis, epididimitis y orquitis. En casos más graves, pueden presentarse 

complicaciones como alteraciones neurológicas, abscesos hepáticos y endocarditis, lo que 

convierte a la enfermedad en una afección potencialmente severa si no es tratada a tiempo 

(Silva et al., 2011). 

En los animales, la brucelosis se presenta clínicamente con abortos recurrentes, 

especialmente durante el tercer trimestre de la gestación, así como con el nacimiento de 

crías débiles e infertilidad. Estas manifestaciones son distintivas de las infecciones por 

Brucella abortus y Brucella canis. Las hembras infectadas pueden desarrollar mastitis, 
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aunque en algunos casos no presentan signos clínicos evidentes. En los machos, la 

enfermedad puede causar inflamación testicular, infertilidad, y en ocasiones, la formación 

de abscesos en los testículos y el epidídimo (Rivers et al., 2006). 

2.1.5 Patogénesis y vida intracelular 

La brucelosis presenta tres fases clínicas bien diferenciadas. La primera corresponde 

a la fase de incubación, en la cual no se manifiestan signos clínicos evidentes. Esta etapa 

puede durar desde días hasta semanas, dependiendo de la dosis infectante y del estado 

inmunológico del hospedero. Posteriormente, se desarrolla la fase aguda, caracterizada por 

la diseminación sistémica de la bacteria e invasión de distintos tejidos. En animales 

gestantes, esta fase puede desencadenar abortos como una de sus principales 

manifestaciones clínicas. Finalmente, se alcanza la fase crónica, en la cual se produce un 

daño tisular severo, afectación multiorgánica progresiva y, eventualmente, la muerte del 

hospedero (De Figueiredo et al., 2015). 

Durante la infección, la bacteria induce alteraciones hormonales significativas. Se 

ha descrito un incremento en los niveles de prostaglandinas, estrógenos y cortisol, 

acompañado de una disminución de la progesterona. Esta desregulación endocrina genera 

una señal errónea en el organismo, simulando una señal de parto inminente, lo cual provoca 

la expulsión prematura del feto y, por ende, el aborto (Xavier et al., 2010). 

Tanto Brucella canis como Brucella abortus son fagocitadas por células del sistema 

inmune innato y transportadas hacia los tejidos linfáticos. En muchos casos, este proceso da 

lugar a una bacteriemia, durante la cual las bacterias se diseminan a través del sistema 

fagocítico mononuclear y del sistema reticuloendotelial (Olsen & Tatum, 2010). Estas 
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especies de Brucella exhiben un marcado tropismo por células como macrófagos, células 

dendríticas y trofoblastos. 

Las estrategias de evasión inmunológica de B. canis y B. abortus son diversas. Una 

vez fagocitadas por macrófagos, las bacterias logran establecerse dentro de vacuolas 

intracitoplasmáticas modificadas, conocidas como Brucella-containing vacuoles (BCV), 

donde evitan los mecanismos microbicidas intracelulares y pueden replicarse 

eficientemente. Además, inhiben la apoptosis de células mononucleares y suprimen la 

activación de células presentadoras de antígenos, dificultando así el desarrollo de una 

respuesta inmune adaptativa eficaz (De Figueiredo et al., 2015).  

2.2 Características bacteriológicas de B. canis y B. abortus 

2.2.1 Membrana externa de B. canis y B. abortus 

La membrana externa de Brucella spp. está compuesta, en un alto porcentaje, por 

lipopolisacáridos (LPS), los cuales constituyen un factor determinante en su virulencia y en 

la respuesta inmunológica del hospedero. La clasificación de Brucella se puede realizar en 

función de la estructura de su LPS, el cual está formado por tres componentes principales: 

(i) el lípido A, localizado en la región más interna de la membrana, que actúa como ancla 

hidrofóbica; (ii) el núcleo oligosacárido, situado en la parte intermedia, compuesto por 

azúcares específicos que conectan el lípido A con la parte más externa; y (iii) el polisacárido 

O (PSO) o cadena O, que se encuentra expuesto hacia el exterior de la membrana y cumple 

funciones clave en la evasión del sistema inmune (Castro, González & Prat, 2005). 

Esta estructura permite clasificar a las especies de Brucella en dos grupos 

principales: lisas (LPS-S) y rugosas (LPS-R). Brucella abortus posee un LPS completo con 
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cadena O, por lo cual se clasifica como lisa. En contraste, Brucella canis carece del antígeno 

O, lo que le confiere una morfología rugosa (Castro et al., 2005). No obstante, a pesar de 

estas diferencias estructurales, ambas especies son capaces de inducir manifestaciones 

clínicas similares en los hospederos, tanto animales como humanos (Chacón-Díaz et al., 

2015). 

Figura 1 

Membrana externa de la pared celular de Brucella sp 

 

Nota. La figura representa la membrana externa de la bacteria dependiendo de su especie, con 

ausencia del polisacárido O es rugosa (B. canis) y si está presente es lisa (B. abortus). Adaptada de 

(Álvarez et al., 2015). 

2.3 Fisiopatología de los abortos e infección placentaria en brucelosis 

La transmisión vertical constituye uno de los principales mecanismos de inducción 

de abortos en animales infectados con Brucella spp. Esta ocurre principalmente a través de 

la deglución del líquido amniótico contaminado dentro del útero, lo que genera lesiones 

inflamatorias en el feto que culminan con su muerte intrauterina o, en algunos casos, con el 

nacimiento de crías débiles que fallecen posteriormente. Las especies Brucella abortus y 

Brucella canis presentan una alta afinidad por el tejido placentario, debido a factores como 
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la presencia de hormonas gestacionales, el tejido embrionario y la producción de eritritol, 

un azúcar abundante en el útero grávido y la glándula mamaria. Estos elementos actúan 

como atrayentes metabólicos para la bacteria, facilitando su multiplicación y la instauración 

del proceso infeccioso que culmina en el aborto (Querol, 2011). 

Tras 72 horas de infección, la bacteria logra localizarse en los trofoblastos coriónicos 

de la placenta, donde provoca procesos necróticos. Durante el último tercio de la gestación, 

los niveles de eritritol aumentan significativamente, lo cual intensifica la migración 

bacteriana hacia el tejido vascular del útero. Esta migración masiva desencadena placentitis 

purulenta necrótica, así como vasculitis placentaria, causando destrucción de las 

vellosidades coriónicas. Como consecuencia, se produce un exudado fibrinoso y purulento 

que deteriora la conexión entre los cotiledones de la placenta fetal y materna. Esta 

interrupción en el intercambio de gases y nutrientes esenciales conlleva inevitablemente a 

la muerte fetal y la ocurrencia del aborto (Querol, 2011).  

2.4 Modelo de huevo embrionado para el estudio de agentes infecciosos 

2.4.1 Importancia de la utilización del modelo de huevo embrionado 

Las aves han demostrado ser modelos experimentales indispensables en la 

investigación biomédica, especialmente para el estudio de diversas patologías, 

procedimientos quirúrgicos, fases del desarrollo embrionario y la inoculación de 

microorganismos, así como en el diseño y evaluación de vacunas. En este contexto, el huevo 

de ave representa una herramienta fundamental que permite examinar con detalle y facilidad 

el desarrollo embrionario, favoreciendo estudios ontogénicos y teratogénicos (Contreras et 

al., 2018). 
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En la actualidad, se emplean numerosas técnicas experimentales que utilizan el 

embrión de pollo como modelo de investigación. Un ejemplo de ello son los estudios de 

expresión génica, en los que se observan alteraciones morfológicas a través de técnicas 

como la histopatología o la inmunohistoquímica. La mayoría de los experimentos realizados 

in vivo tienen como objetivo identificar evidencias de los cambios inducidos por 

manipulaciones experimentales, enfocándose en la observación de los embriones en 

estadios específicos del desarrollo donde se analizan órganos o tejidos de interés (Contreras 

et al., 2018). 

El modelo de huevo embrionado presenta múltiples ventajas que facilitan su uso en 

laboratorios de investigación. Entre estas se incluyen la disponibilidad de huevos 

fertilizados estériles a bajo costo, la posibilidad de conservarlos en incubadoras comerciales, 

su alta adaptabilidad a diferentes condiciones experimentales, y su mantenimiento 

económico. Asimismo, este modelo ofrece una manipulación sencilla, acceso directo a 

tejidos y células embrionarias de distintos tipos, y la ventaja significativa de carecer de una 

respuesta inmunitaria robusta en las primeras etapas del desarrollo, lo que permite una 

mayor eficiencia en estudios de patogénesis y manipulación genética (Contreras et al., 

2018). 

2.4.2 Anatomía del huevo embrionado 

El huevo embrionado está conformado por varias membranas extraembrionarias que 

se desarrollan a partir del embrión y se extienden sobre el vitelo. La primera estructura en 

aparecer es el saco vitelino, el cual está formado por una red de pequeños vasos sanguíneos 

encargados de suministrar nutrientes esenciales al embrión en las etapas iniciales del 

desarrollo. A medida que el embrión crece, se forma el amnios, una membrana que lo 
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envuelve completamente y delimita la cavidad amniótica, cuya función principal es proteger 

al embrión mediante un medio líquido que amortigua los movimientos y las agresiones 

externas. 

Otra membrana clave es el corion, que recubre la totalidad del contenido del huevo 

y que, con el desarrollo embrionario, se fusiona con el alantoides para formar la membrana 

corioalantoidea. Esta estructura combinada desempeña un papel fundamental en el 

intercambio gaseoso, ya que los vasos sanguíneos del alantoides se encargan de transportar 

el oxígeno y eliminar el dióxido de carbono. Además, el alantoides sirve como reservorio 

para los desechos metabólicos del embrión durante la incubación (Contreras et al., 2018). 

Figura 2 

Anatomía del huevo embrionado 

 

Nota. En la figura se observa las partes más importantes que conforma un huevo embrionado de 

pollo como el corion, alantoides, amnios, bolsa de aire, saco vitelino. Adaptado de (Gerpe, 2019). 
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2.4.3 Etapas de crecimiento del embrión de pollo (7 y 14 días) 

Es fundamental conocer la edad embrionaria en el momento de su utilización 

experimental, lo cual se determina mediante la observación de signos externos del desarrollo 

del embrión (Contreras et al., 2018). Para este proyecto se emplearán embriones de pollo 

con una edad estimada entre los 7 y los 14 días de incubación. En el séptimo día de 

desarrollo, ya es posible observar movimientos voluntarios del embrión, el inicio de la 

formación del pico, el desarrollo del diamante, así como el crecimiento de los ojos. Además, 

en esta etapa, la yema comienza a disminuir y se observan los esbozos de los dedos en las 

extremidades, así como el inicio de la formación del aparato reproductor. 

Para el día 14 de incubación, el embrión se encuentra completamente cubierto de 

plumón, con los ojos formados pero aún cerrados. También se evidencian escamas en las 

extremidades y uñas ya desarrolladas, lo que indica un grado avanzado de diferenciación 

morfológica que puede ser aprovechado para diversos estudios biomédicos (Galindo & 

Lisette, 2005; Warin, 2018). 

2.4.4 Incubación del embrión  

P ara el estudio del modelo de huevos embrionados en la investigación biomédica, 

se emplean comúnmente huevos de gallina fertilizados obtenidos de granjas productoras 

certificadas. La incubación adecuada de estos huevos requiere el uso de una incubadora 

equipada con una cámara térmica regulada por termostato, donde la temperatura óptima 

debe mantenerse entre los 37 y 38 °C. Además, para garantizar una hidratación adecuada 

de los embriones, se recomienda colocar un recipiente con agua en la base de la incubadora, 

de manera que la humedad relativa se mantenga entre el 50 % y el 60 % (Contreras et al., 

2018). 
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Un componente esencial en este sistema es el mecanismo de volteo automático o 

manual, cuya función es evitar que el embrión se adhiera a las membranas testáceas o a la 

cáscara, lo que podría comprometer su viabilidad. Durante el proceso de incubación, es 

necesario realizar observaciones periódicas por medio de ovoscopía, técnica que permite 

evaluar la vitalidad embrionaria a través de la translucidez del cascarón. 

En caso de que se registre la muerte embrionaria, se debe aplicar una técnica de 

embriodiagnosis, que consiste en la apertura controlada del huevo para examinar las 

posibles causas del deceso. Es importante destacar que el primer pico crítico de mortalidad 

en embriones de pollo suele presentarse entre los días 7 y 10 de incubación. Esta 

información resulta crucial, ya que al ingresar los huevos al laboratorio, cualquier variación 

abrupta en la temperatura o la humedad podría aumentar significativamente la tasa de 

mortalidad embrionaria (Galindo & Lisette, 2005). 

2.5. Opciones de eutanasia 

La técnica de eutanasia en huevos embrionados debe realizarse considerando la edad 

gestacional del embrión, dado que el desarrollo neurológico determina su capacidad para 

percibir el dolor. En embriones que han alcanzado más del 80 % del período de incubación, 

ya se manifiesta una actividad cerebral considerable, lo cual sugiere un umbral suficiente 

para la percepción de estímulos nocivos. En estos casos, se requiere la aplicación de 

métodos de eutanasia similares a los empleados en neonatos aviares, tales como la 

administración de una sobredosis de anestésicos —que puede aplicarse a través de la cámara 

de aire del huevo—, la decapitación, la maceración (válida únicamente hasta las 72 horas 
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de edad post-incubación), y la exposición prolongada a dióxido de carbono (CO₂) por un 

periodo mínimo de 20 minutos (American Veterinary Medical Association [AVMA], 2020). 

Por otro lado, en embriones con menos del 80 % de incubación, se consideran 

adecuados métodos de eutanasia como la exposición continua a CO₂ por más de 20 minutos, 

así como el enfriamiento sostenido a temperaturas inferiores a 4 °C durante al menos 4 horas 

o la congelación directa. Estas técnicas están alineadas con las recomendaciones éticas 

internacionales para el manejo humanitario de embriones aviares utilizados con fines 

científicos (AVMA, 2020). 
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III. METODOLOGÍA 

3.1 Ubicación 

El análisis experimental de los modelos de huevo embrionado se llevó a cabo en las 

instalaciones del Laboratorio de Bacteriología Médica, Facultad de Microbiología de la 

Universidad de Costa Rica. 

3.2 Muestra 

Los huevos embrionados se obtuvieron mediante proveedores cercanos a la 

Universidad Técnica Nacional, así como mediante colaboración con el bioterio del Servicio 

Nacional de Salud Animal y proveedores externos como granjas o producción de huevo 

embrionado de traspatio. Los huevos embrionados al ingreso en el laboratorio se 

mantuvieron en incubación a una temperatura de 37-38°C y a una humedad relativa de 50-

60%. Los huevos se mantuvieron en estas condiciones de incubación, temperatura y 

humedad antes y posterior a la inoculación con las cepas bacterianas de B. abortus y B. 

canis. 

3.3 Métodos 

3.3.1 Manipulación y crecimiento de cepas de B. abortus y B. canis 

Se utilizaron cuatro cepas bacterianas: la cepa de referencia Brucella abortus 2308 

y una variante modificada genéticamente que expresa la proteína roja fluorescente (B. 

abortus 2308-RFP). Para Brucella canis, se emplearon la cepa de referencia BcanCR12 y 

una cepa derivada de esta, BcanCR12-GFP, que expresa la proteína verde fluorescente. 

Todas las cepas están debidamente conservadas en la bacterioteca de la Facultad de 

Microbiología de la Universidad de Costa Rica. 
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Las cepas bacterianas se mantuvieron bajo congelación a -80 °C en medio caldo 

infusión cerebro-corazón (BHI) suplementado con un 20 % de glicerol, siguiendo 

protocolos estandarizados para la preservación a largo plazo. Para su cultivo, las bacterias 

se sembraron en placas con agar tripticasa soya o en caldo tripticasa soya, de acuerdo con 

el tipo de ensayo por realizar. Los cultivos se incubaron a una temperatura constante de 37–

38 °C durante un periodo de 24 a 72 horas, y se sometieron a agitación orbital a 200 rpm 

cuando fue necesario, con el fin de asegurar una óptima oxigenación y crecimiento 

bacteriano.  

3.3.2 Determinación de la concentración bacteriana mediante la medición de la 

densidad óptica de la bacteria  

Para obtener la densidad óptica se preparó un medio de enriquecimiento para la 

bacteria que consistió en colocar 10 ml de CTS en un tubo cónico de 50ml y con ayuda de 

una asa bacteriológica, se realizó el raspado con la cepa a utilizar crecida previamente en 

ATS y se colocó dentro del medio CTS, se dejó crecer por el tiempo establecido bajo las 

condiciones mencionadas anteriormente. Con ayuda de un espectrómetro se midió la 

densidad óptica a 420 nm, lo que permite definir las bacterias/ml en suspensión mediante la 

ecuación 1. 

Ecuación 1 

Fórmula para el cálculo de la densidad óptica de la bacteria 

𝐴(420𝑛𝑚) − (0.0635)

8𝑥10−11
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La fórmula dio como resultado la cantidad de UFC/ml de la solución madre en 

notación científica.  La concentración definida mediante densidad óptica luego se confirma 

o se ajusta mediante la técnica de dilución y cultivo en placa.   

3.3.3 Determinación de la concentración bacteriana del inóculo a utilizar en las 

infecciones de huevo embrionado mediante el método de dilución y cultivo en placa 

A partir del inóculo madre se realizaron diluciones seriadas, las diluciones se 

realizaron de acuerdo como se muestra en la figura 3.  

Figura 3 

Método de dilución bacteriana utilizada en cada inoculación. 

Nota. Elaboración propia. 

Al terminar las diluciones bacterianas se realizaron recuentos bacterianos, que 

consistió en utilizar placas de cultivo ATS, dividiendo la placa en 8 secciones que será 

equivalente a cada dilución y la muestra del inóculo bacteriano inicial. Con ayuda de una 
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micropipeta se tomaron 10 ul de cada microvial y del inóculo bacteriano inicial, y se 

colocaron en cada una de las 8 secciones de la placa de cultivo correspondiente a cada 

dilución. Finalmente, se dejó crecer la bacteria en una incubadora a una temperatura de 

37°C durante 3 días. Luego de 72 horas de crecimiento, se realizó el conteo de cada inóculo, 

eligiendo la dilución con menor concentración o un mínimo de 10 UFC para facilitar el 

conteo de forma manual (Figura 4). Luego, al realizar la suma de las colonias se realizó la 

siguiente fórmula (Ecuación 2), que permite constar cuál fue la concentración real de 

bacterias utilizado por cada inóculo en cada uno de los experimentos. 

Ecuación 2. 

Fórmula para el cálculo de colonias en placa UFC/ml. 

[ ] 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑒𝑛𝑡𝑜 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 =  
𝑆𝑢𝑚𝑎 𝑑𝑒

𝑈𝐹𝐶
𝑚𝑙

2
= 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑒𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝑙
 

[ ] 𝐼𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 =  
𝐶𝑜𝑛𝑡𝑒𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑈𝐹𝐶

𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑔𝑜𝑡𝑎 (𝑚𝑙)
=  

𝑈𝐹𝐶
𝑚𝑙

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 
= 𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝐵𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠  

La fórmula dio como resultado la concentración bacteriana del inóculo en UFC/ml 

a partir del recuento bacteriano en notación científica.   
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Figura 4 

Método de recuento bacteriano y conteo manual de UFC/ml. 

 

Nota. Elaboración propia. 

3.3.4 Inoculación de huevos embrionados con cepas silvestres y mutantes de B. abortus y 

B. canis 

Antes del proceso de inoculación, los huevos embrionados fueron colocados con el 

polo mayor orientado hacia arriba, posición en la que se encuentra localizada la cámara de 

aire. Mediante una fuente de luz translúcida (ovoscopía), se identificaron y marcaron dos 

puntos clave: la ubicación exacta de la cámara de aire y la posición del embrión. A 

continuación, se realizaron dos orificios pequeños: uno en la cámara de aire y otro en la 

parte lateral del huevo. Con ayuda de una jeringa de 20 ml, se generó un vacío al retraer el 

émbolo en el orificio de la cámara de aire, lo que ocasionó el descenso de la membrana 
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corioalantoidea y la formación de una nueva cámara de aire. Esta maniobra permitió la 

exposición adecuada de la membrana para su posterior inoculación. 

Se utilizaron huevos embrionados con edades comprendidas entre los 7 y 14 días de 

incubación, empleando entre 12 y 14 huevos por experimento. La cepa bacteriana inoculada 

se seleccionó según la viabilidad de los embriones y el objetivo experimental, enfocándose 

en la evaluación de tres parámetros principales: mortalidad embrionaria, carga bacteriana y 

replicación del agente infeccioso. 

La inoculación se realizó en la membrana corioalantoidea con 100 µl de la solución 

correspondiente, utilizando distintas concentraciones bacterianas de Brucella abortus y 

Brucella canis (1×10² UFC/ml, 1×10³ UFC/ml, 1×10⁴ UFC/ml, 1×10⁵ UFC/ml, 1×10⁶ 

UFC/ml, así como inóculos madre). Las soluciones bacterianas fueron previamente 

cultivadas y estandarizadas para determinar la dosis mínima necesaria que permitiera 

valorar con precisión los distintos parámetros biológicos evaluados. 

Como control negativo se utilizó un grupo de huevos inoculados únicamente con 

100 µl de solución salina tamponada con fosfato (PBS), los cuales fueron sometidos a los 

mismos procedimientos de manipulación que los grupos experimentales. 

3.3.5 Viabilidad de los huevos 

Se hizo un estudio de letalidad embrionaria, describiendo la cantidad de embriones 

vivos y muertos en el tiempo hasta que se cumplió las 3, 24 y 72 horas post inoculación.  



42 

 

 

 

3.3.6 Determinación de la carga bacteriana en los órganos embrionados 

Se utilizaron embriones que permanecieron viables tras la inoculación, lo que 

permitió cuantificar la carga bacteriana en distintos tejidos, específicamente en la membrana 

corioalantoidea, el hígado y el sitio de inoculación. Una vez realizada la eutanasia del 

embrión mediante exposición a cámara de frío, se procedió a la apertura estéril del huevo. 

En una placa de Petri, se seleccionaron cuidadosamente los órganos de interés, los cuales 

fueron pesados individualmente en gramos utilizando una balanza analítica. 

Posteriormente, cada órgano fue transferido a una bolsa estéril que contenía una 

cantidad proporcional de solución salina tamponada con fosfato (PBS), acorde con el peso 

del órgano. A continuación, se realizó la maceración del tejido, seguida de diluciones 

seriadas hasta una concentración de 10⁻⁵, utilizando una placa de ELISA para facilitar el 

manejo y homogeneización de las muestras. 

Las suspensiones resultantes fueron sembradas en placas de agar tripticasa soya, 

previamente divididas en seis secciones para optimizar el uso del medio de cultivo. Se aplicó 

el mismo procedimiento de dilución seriada y siembra descrito en los pasos anteriores para 

los recuentos bacterianos. Las placas inoculadas fueron incubadas a una temperatura de 37–

38 °C durante un periodo de 72 horas. 

Finalizado el periodo de incubación, se efectuó el recuento de unidades formadoras 

de colonias (UFC/ml) correspondiente a cada órgano, con el objetivo de determinar la 

distribución y replicación de las cepas de Brucella en los tejidos embrionarios. 
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3.3.7 Muestras patológicas para histopatología 

Se examinaron tres tipos de muestras de tejido embrionario: el sitio de inoculación, 

la membrana corioalantoidea y el hígado, con el propósito de localizar Brucella sp. en 

diferentes tipos celulares embrionarios mediante observación microscópica. La técnica de 

laboratorio empleada fue la inmunofluorescencia directa, la cual consiste en el uso de 

bacterias modificadas genéticamente que expresan en su membrana un anticuerpo unido a 

fluorocromos, lo que permite su visualización en colores verde o rojo, según la longitud de 

onda de emisión y excitación correspondiente al fluorocromo utilizado. 

Los órganos, previamente pesados y macerados, fueron extendidos cuidadosamente 

sobre portaobjetos de vidrio. Luego, las preparaciones se fijaron con una solución de 

metanol-acetona en cubetas tipo Coplin, con el objetivo de preservar la integridad 

estructural de las muestras. Posteriormente, se lavaron con solución salina con el fin de 

eliminar residuos y exceso de contenido celular o extracelular. 

Acto seguido, se procedió a aplicar un método de tinción nuclear utilizando el 

colorante DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), el cual tiene afinidad por el ADN y tiñe 

selectivamente los núcleos celulares y el material genético bacteriano. Para ello, se preparó 

una dilución 1:1000 del reactivo comercial de DAPI a una concentración inicial de 

100 µg/ml en un microvial. Las muestras se incubaron con la solución durante 30 minutos, 

protegidas de la exposición a la luz para evitar la fotodegradación del fluoróforo. 

Una vez transcurrido el tiempo de incubación, los portaobjetos se enjuagaron 

nuevamente con solución salina para remover el exceso de colorante. Finalmente, se dejó 

secar completamente cada muestra antes de aplicar el medio de montaje Mowiol, el cual 
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favorece la preservación de la fluorescencia y permite una adecuada visualización de las 

estructuras bajo el microscopio de epifluorescencia.  

3.4 Análisis de datos y métodos estadísticos 

Los resultados obtenidos se reportaron como promedio ± desviación estándar. Se 

realizaron al menos tres réplicas experimentales independientes para cada condición 

evaluada. La distribución de los datos fue analizada mediante pruebas estadísticas 

paramétricas. Para la comparación entre dos muestras independientes se aplicó la prueba t 

de Student. En los casos en que se compararon más de dos grupos, se utilizó un análisis de 

varianza (ANOVA) seguido de una prueba post hoc de Tukey, en aquellos casos donde se 

detectaron diferencias significativas (p < 0.05). 

Cuando las muestras no cumplieron con los supuestos de normalidad, se utilizó la 

prueba t de Welch como alternativa robusta. La evaluación de la normalidad de los datos se 

llevó a cabo mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que la homogeneidad de 

varianzas se determinó con la prueba de Levene. Todos los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando el software R (versión más reciente disponible al momento del estudio). 

Las dos variables independientes analizadas fueron el tipo de bacteria (Brucella 

abortus y Brucella canis) y las distintas concentraciones de inóculo utilizadas. A partir de 

estas variables se elaboró un modelo descriptivo para evaluar su impacto en los parámetros 

experimentales medidos.  
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IV. RESULTADOS 

4.1 Optimización de los ensayos de huevos embrionados  

 El huevo embrionado demostró ser un medio de cultivo altamente favorable para el 

crecimiento de Brucella spp. Durante todos los ensayos, los embriones se mantuvieron en 

incubadoras que conservaban condiciones óptimas de humedad relativa (50–60%) y una 

temperatura constante de 37 °C. Estos parámetros fueron monitoreados diariamente con el 

fin de garantizar tanto la viabilidad del embrión como el adecuado desarrollo de la infección 

bacteriana. Se observó que variaciones bruscas en la temperatura, especialmente al inicio 

de los ensayos, provocaban una alta mortalidad embrionaria y una recuperación bacteriana 

limitada. 

Con el propósito de optimizar el modelo experimental, se evaluó el impacto de la 

edad del embrión en la resistencia frente a la manipulación y la consistencia de los 

resultados. Se determinó que los embriones con menos de 7 días de desarrollo eran más 

susceptibles a los cambios ambientales y presentaban una tasa elevada de mortalidad, 

debido a la inmadurez de sus estructuras tisulares y sistemas fisiológicos. Ante esta 

situación, se optó por utilizar embriones de mayor edad, específicamente entre los 12 y 14 

días de incubación (véase Figura 5). Esta modificación permitió observar un mayor 

desarrollo de los tejidos embrionarios, lo cual facilitó la extracción de órganos como el 

hígado y mejoró la recuperación bacteriana. Asimismo, se obtuvo un mayor índice de 

supervivencia embrionaria, lo que redundó en una mejora sustancial de los parámetros 

experimentales y en la reproducibilidad de los datos obtenidos. 
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Figura 5 

Evaluación macroscópica de los embriones que se usaron como control. 

 

Nota. Imagen ilustrativa de (A) Embrión de 7 días de edad y (B) Embrión de 14 días de edad. 

Elaboración propia.  

4.2 Ensayos de letalidad 

 Se realizaron tres tipos de ensayos experimentales según la edad de los embriones: 

7 días, 12–14 días y 9–14 días, utilizando las dos especies bacterianas en estudio, Brucella 

canis y Brucella abortus. A lo largo del proyecto se llevaron a cabo un total de 31 ensayos, 

en los cuales se inocularon más de 160 huevos embrionados. De estos, 123 embriones 

sobrevivieron tras la inoculación, mientras que 37 murieron a las 3, 24 o 72 horas posteriores 

a la misma (véase Tabla 1). 

Los experimentos con B. canis se realizaron en embriones de 7 a 14 días de 

incubación, utilizando diferentes dosis de inoculación, que oscilaron entre 10¹ y 10⁸ 
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unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), con un periodo de infección de 72 

horas. En los embriones de 7 días se obtuvo un total de 64 huevos viables y 24 muertos, lo 

cual evidencia una alta tasa de supervivencia frente a la infección por B. canis. En contraste, 

en los embriones de 12 a 14 días, se registraron 16 embriones vivos y solo 2 muertos, lo que 

sugiere una menor letalidad embrionaria, posiblemente relacionada con la mayor madurez 

del embrión. 

Por otra parte, B. abortus se inoculó en embriones de la misma edad y bajo 

condiciones experimentales equivalentes. En este caso, se observó la supervivencia de 13 

embriones frente a 7 fallecimientos, lo cual indica una mayor letalidad embrionaria al 

comparar con los resultados obtenidos para B. canis en idénticas condiciones (véase Figura 

6). 
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Figura 6 

Resultados de letalidad y supervivencia embrionaria, utilizando diferentes dosis infectantes 

(101 − 109 UFC/ml) mediante la inoculación por B. canis y B. abortus en embriones de 7 

días y 12-14 días de edad a 72 horas post inoculación.  

Nota. Elaboración propia. 
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Tabla 1 

Letalidad en el modelo de huevo embrionado inoculados con B. canis y B. abortus a 

diferentes dosis de infección, edad embrionaria y horas post-inoculación. 

 

Nota. Elaboración propia. 

También se observaron alteraciones macroscópicas indicativas del progreso de la 

infección causada por Brucella sp. Entre los hallazgos más destacados se registró la turbidez 

del líquido amniótico, el cual presentaba una coloración amarillenta anormal (Figura 7; A, 

B, C). Asimismo, se identificaron hemorragias generalizadas dentro del huevo (Figura 7; 

Bacteria / Días de 

edad / Horas post-

inoculación 

Dosis infectante Letalidad Huevos vivos inoculados 

B. canis (7 días) 
10^1 5 14 

72 h 

  10^2 2 4 

  10^3 7 17 

  10^4 0 4 

  10^5 8 20 

  10^8 2 5 

Total  - 24  - 

B. abortus (7 días) 
10^5 3 1 

72 h 

B. canis (12-14 días) 
10^5 2 13 

72 h 

  10^6 0 2 

  10^9 0 1 

B. abortus (12-14 

días) 10^5 3 10 

72 h 

  10^6 4 2 

  10^8 0 1 

Total   - 7  - 

B. canis (9-14 días) 
10^5 1 14 

3-24 h 

B. abortus (9-14 días) 
10^5 0 15 

3-24 h 

Total   - 37 123 



50 

 

 

 

D), junto con trastornos vasculares como la presencia de petequias en distintas zonas 

anatómicas del embrión, específicamente en el cuerpo (Figura 7; E) y en la membrana 

corioalantoidea (Figura 7; F). Además, se observaron malformaciones embrionarias 

notorias, tales como el desarrollo incompleto de algunos órganos internos, ausencia de 

extremidades o enoftalmia (Figura 7; G, H, I). 

Es relevante destacar que en embriones de 7 días de edad se llevaron a cabo ensayos 

con B. abortus, utilizando una dosis de inoculación de 10⁵ UFC/ml. En estos casos, se 

recolectaron muestras del líquido amniótico de aquellos embriones que fallecieron, en los 

cuales se había detectado una turbidez anormal del líquido (Figura 7; A, B, C). Dichas 

muestras fueron procesadas para cultivo bacteriano y recuento cuantitativo de colonias. 

Las muestras analizadas incluyeron el sitio de inoculación (SI), el líquido amniótico 

y el embrión propiamente dicho. Los resultados mostraron una recuperación significativa 

de bacterias en el líquido amniótico y en el tejido embrionario, con una concentración de 

4.8 × 10⁸ UFC/ml en el líquido amniótico y 7.7 × 10⁶ UFC/ml en el embrión. Sin embargo, 

en el sitio de inoculación no se recuperó presencia bacteriana. Estos datos evidencian una 

diseminación sistémica de B. abortus en el embrión, la cual estaría asociada a un cuadro de 

infección aguda generalizada que condujo a la muerte del embrión. 

Cabe señalar que no todos los embriones procesados presentaban una turbidez tan 

marcada del líquido amniótico; algunos mostraban únicamente una leve opacidad, lo cual 

sugiere distintos grados de progresión de la infección entre los casos analizados.  
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Figura 7 

Evaluación macroscópica del huevo embrionario con presencia de signos patológicos y 

malformaciones embrionarias en embriones entre 7- 14 días de edad post inoculación con 

B. canis y B. abortus.  

 

Nota. Turbidez del líquido amniótico (A, B, C), hemorragia generalizada en el huevo embrionado 

(D), hemorragias petequiales en el cuerpo del embrión (E), hemorragias petequiales en la membrana 

corioalantoidea (F), anoftalmia y falta de desarrollo de las extremidades (G), malformaciones en 

órganos y cuerpo del embrión (H, I). Elaboración propia. 
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4.3 Evaluación de la capacidad infectiva de B. canis y B. abortus en el modelo de huevo 

embrionado 

 Se evaluó la capacidad infectiva de la bacteria Brucella sp. mediante la utilización 

de diferentes inóculos y cepas bacterianas, analizando su presencia en distintos órganos 

embrionarios donde la bacteria podría alojarse y establecer una infección. Los tejidos 

evaluados incluyeron el sitio de inoculación (SI), la membrana corioalantoidea (CAM) y el 

hígado. 

La primera especie utilizada fue Brucella canis, inoculada en embriones de pollo de 

7 días de edad, con un período de infección de 72 horas. La bacteria logró multiplicarse en 

todos los tejidos analizados, independientemente de la dosis administrada, la cual varió 

desde 10¹ hasta 10⁸ UFC/ml. El mayor promedio de recuperación bacteriana se observó en 

el SI, con un valor de 6,35 UFC/g a una dosis de infección de 10⁸ UFC/ml, diferencia que 

resultó estadísticamente significativa en comparación con los demás grupos de infección (p 

≤ 0,05). 

En segundo lugar, se registró un promedio de 5,06 UFC/g en la CAM, también a una 

dosis de 10⁸ UFC/ml, con diferencias significativas entre los distintos niveles de inóculo 

evaluados. Finalmente, en el hígado se determinó un promedio máximo de infección de 1,98 

UFC/g a una dosis de 10⁵ UFC/ml, aunque con valores significativamente menores respecto 

a los otros tejidos analizados (p ≤ 0,05). No obstante, esta evidencia demuestra que B. canis 

posee la capacidad de alcanzar y colonizar órganos internos, como el hígado, lo que 

confirma su potencial invasivo en tejidos embrionarios (Figura 8). 
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Figura 8 

Resultados de la recuperación bacteriana obtenida por B. canis en el SI, CAM e hígado, 

utilizando diferentes concentraciones bacterianas en embriones de 7 días de edad. 

 

 

Nota. Elaboración propia. 

Seguidamente, se realizaron estudios comparativos entre edades embrionarias de 7 

y 14 días edad con 72 horas de infección por B. canis a concentraciones de 105 UFC/ml 
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para evaluar la capacidad infectiva de la bacteria de acuerdo con la edad embrionaria. Los 

resultados obtenidos evidenciaron que los huevos embrionados a ambas edades hubo mayor 

infección bacteriana en el SI, seguidamente en la membrana corioalantoidea y en menor 

proporción en el hígado (Figura 9). Pero no hubo diferencia significativa entre edades. 

Figura 9  

Resultados de la recuperación bacteriana obtenida por B. canis en los diferentes tejidos 

embrionarios SI, CAM e hígado, utilizando concentraciones bacterianas de 105 en huevos 

embrionados de 7 y 14 días de edad.  

Nota. Elaboración propia. 
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En otro ensayo, se comparó la virulencia entre las dos especies B. canis y B. abortus 

en los diferentes órganos, en embriones de 12-14 días de edad a una concentración de 105 

UFC/ml. B. abortus tuvo mayor número de bacterias por UFC/g en el hígado y SI, 

obteniendo hasta 4,05 UFC/g (hígado) y 5,03 UFC/g (SI), sin embargo, en SI no hubo una 

diferencia significativa. En hígado sí hubo una diferencia significativa entre B. canis y B. 

abortus (t = 3.86, p < 0.001). En la membrana corioalantoidea la recuperación fue la misma 

tanto en B. canis como en B. abortus. Los resultados indican que B. abortus es más 

infecciosa pudiendo llegar a órganos internos, en comparación a la especie de B. canis, 

obteniendo muy poca recuperación bacteriana como se puede observar en el siguiente 

gráfico (Figura 10). 
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Figura 10 

Resultados de la recuperación bacteriana obtenida mediante la comparación de B. canis y 

B. abortus en los diferentes tejidos embrionarios utilizando concentraciones bacterianas de 

105 en embriones de 12-14 días de edad. 

 

Nota. Elaboración propia. 
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Por otro lado, se evaluó el porcentaje de recuperación bacteriana en aquellos huevos 

embrionados que resultaron positivos a la presencia de Brucella canis, considerando el 

número total de huevos inoculados y la proporción de muestras con aislamiento bacteriano 

exitoso. Esta evaluación se realizó en embriones de 7 días de edad. 

En el sitio de inoculación (SI), se inoculó un total de 41 huevos a diferentes 

concentraciones bacterianas (10¹, 10³, 10⁵ y 10⁸ UFC/ml), observándose que, en la mayoría 

de los casos, se logró una recuperación bacteriana superior al 40 %. En el caso de la 

membrana corioalantoidea (CAM), se inocularon 38 huevos a dosis similares (10³, 10⁴, 10⁵ 

y 10⁸ UFC/ml), y nuevamente, la mayoría de los embriones presentaron una tasa de 

recuperación bacteriana superior al 40 %. 

Finalmente, en el hígado se trabajó con 13 embriones inoculados a una dosis de 10⁵ 

UFC/ml, de los cuales 8 sobrevivieron y presentaron una recuperación bacteriana superior 

al 60 %. Estos resultados sugieren que la eficacia en la recuperación bacteriana se 

incrementa notablemente al utilizar concentraciones iguales o superiores a 10⁵ UFC/ml, 

alcanzando tasas de aislamiento consistentes entre el 40 % y el 60 % en los distintos tejidos 

analizados (Figura 11). 
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Figura 11 

Porcentajes de recuperación bacteriana por B. canis obtenidos en los diferentes tejidos (SI, 

CAM, Hígado) según el total de huevos embrionados inoculados vs inoculación bacteriana, 

mediante el uso de diferentes dosis de inoculación en embriones de 7 días de edad. 

 

Nota. Elaboración propia. 
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Por otro lado, utilizando la misma bacteria B. canis, se pudo obtener el porcentaje 

de recuperación bacteriana en embriones entre 7 y 14 días de edad en los diferentes órganos 

a una concentración bacteriana de 105 UFC/ml. En el SI se analizaron un total de 20 huevos 

embrionados, de las cuales, se obtuvo un 50% de recuperación bacteriana en aquellos 

huevos inoculados con 7 días de edad, en comparación al porcentaje que se obtuvo en 

embriones con 14 días de edad que fue menor a un 40%. En CAM se analizaron un total de 

23 huevos embrionados donde la recuperación bacteriana fue igualitaria con un 80 % en 

huevos de 7 y 14 días de edad. En el hígado se analizó un total de 30 huevos embrionados, 

lo cual, hubo mayor recuperación bacteriana en huevos embrionados de 7 días de edad con 

un porcentaje mayor al 50%, en comparación a embriones de 14 días de edad donde 

solamente se obtuvo un 30% de recuperación bacteriana evidenciando que, en embriones 

de 14 días, B. canis es menos virulenta (Figura 12). 
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Figura 12 

Porcentajes de recuperación bacteriana por B. canis obtenidos en los diferentes tejidos (SI, 

CAM, Hígado) según el total de huevos embrionados inoculados vs edad del embrión en 

huevos de 7 y 14 días de edad, utilizando una concentración de 105 UFC/ml.  

 

Nota. Elaboración propia. 
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También, se logró comparar el porcentaje de recuperación bacteriana entre las dos 

especies estudiadas B. canis y B. abortus en huevos embrionados de 12-14 días de edad en 

los diferentes órganos a una concentración bacteriana de 105 UFC/ml. En el SI se logró 

recuperar la bacteria en un total de 20 huevos embrionados inoculados por Brucella sp., de 

las cuales hubo un total de recuperación de un 80%, entre las dos especies de bacteria hubo 

mayor cantidad de recuperación bacteriana por B. abortus con un 90%, en comparación con 

B. canis donde solamente se pudo recuperar un 70% de la bacteria. En CAM se recuperó un 

total de 25 huevos inoculados con presencia de bacteria, dando lugar a un 88% de 

recuperación total entre ambas especies de bacteria, por lo tanto, la recuperación fue casi la 

misma para B. canis y B. abortus con un porcentaje entre el 85 al 90% de recuperación. En 

Hígado, siendo un órgano bastante difícil de recuperar, se obtuvo un total de 26 huevos 

inoculados dando lugar a un 53% de recuperación total entre ambas bacterias, obteniendo 

más de un 73% de recuperación con B. abortus en comparación a la poca recuperación 

bacteriana por B. canis con solamente el 40% de recuperación (Figura 13). 
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Figura 13 

Porcentajes de recuperación bacteriana por B. canis y B. abortus obtenidos en los 

diferentes tejidos (SI, CAM, Hígado) según el total de huevos embrionados inoculados vs 

cepa bacteriana, en huevos embrionados de 12 - 14 días de edad a una concentración de 

inoculación de 105 UFC/ml. 

 

Nota. Elaboración propia. 



63 

 

 

 

Además de realizar ensayos con periodos de infección de 72 horas, también se 

inocularon huevos embrionados entre 9-14 días de edad con 3-24 horas de infección 

analizando los diferentes órganos. En el SI el promedio de recuperación bacteriana entre B. 

canis y B. abortus fue muy similar, con un promedio de 2.82 UFC/g para B. abortus y 2.51 

UFC/g para B. canis, además hubo una similitud en el porcentaje de recuperación bacteriana 

en ambas especies, siendo mayor al 90% de recuperación, la diferencia no fue 

estadísticamente significativa.  

En CAM el resultado fue muy similar, la recuperación bacteriana fue más de un 90% 

en ambas especies, sin embargo, el promedio fue distinto, obteniendo mayor infección para 

B. canis con 2.30 UFC/g, en comparación con B. abortus con un promedio de 2.04 UFC/g, 

no se encontraron diferencias significativas. En hígado, los resultados también fueron 

distintos, el número de huevos con recuperación bacteriana fue mayor con B. abortus con 

un 35% que con B. canis con un 10% de recuperación bacteriana, sin embargo, el promedio 

de infección que se obtuvo fue mayor en la bacteria B. canis con un promedio de 1.31 UFC/g 

en comparación con B. abortus con un promedio de 0.82 UFC/g, sin embargo, no hubo 

diferencias significativas (Figura 14). 
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Figura 14 

Promedio de infección por B. canis y B. abortus obtenidos en los diferentes tejidos (SI, 

CAM, Hígado) y porcentajes de recuperación bacteriana según el total de huevos 

inoculados en embriones de 9 - 14 días de edad en periodos de infección de 3-24 horas a 

concentraciones del inóculo de 105 UFC/ml.  

Nota. Elaboración propia. 
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4.4 Citologías por inmunofluorescencia directa  

 Durante la etapa de observación microscópica, se empleó la técnica de 

inmunofluorescencia directa con tinción DAPI en muestras de tejido previamente macerado. 

Esta metodología permitió la visualización de las células correspondientes a cada tejido, así 

como la detección de Brucella sp. Se identificó la presencia de B. canis únicamente en 

tejidos como la membrana corioalantoidea (CAM) y el hígado; sin embargo, resultó 

complejo observar su presencia en el sitio de inoculación (SI), probablemente debido a la 

baja carga bacteriana, a la dificultad técnica para la visualización en las láminas, y a una 

posible degradación celular en dicha zona. 

Aunque la especie B. canis fue recuperada de tejidos embrionarios mediante 

recuentos bacterianos, ello no garantiza necesariamente su presencia detectable en todos los 

tipos de tejido celular a través de la microscopía. En la CAM se observaron varias bacterias 

de B. canis (cepa GFP) ubicadas intracelularmente, con indicios de replicación aparente 

(Figura 15; A), tras la inoculación con una concentración de 10⁵ UFC/ml. Asimismo, en 

tejido hepático se logró observar la presencia de la bacteria en el interior celular utilizando 

una concentración de inóculo menor, de 10³ UFC/ml, lo que sugiere una infección activa 

(Figura 15; B). 

En relación con B. abortus (cepa RFP), se visualizó la presencia de bacterias 

individuales tanto intra como extracelulares en la CAM, utilizando una concentración de 

inóculo de 10⁵ UFC/ml (Figura 15; C). En el hígado, se identificaron bacterias dispersas de 

manera extracelular a partir de una concentración de 10⁶ UFC/ml (Figura 15; D). 
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Figura 15 

Observación microscópica de tejido embrionario CAM e hígado, presencia de bacterias 

individuales dentro y fuera de la célula por B. abortus RFP y replicación bacteriana 

intracelular por B. canis GFP a un aumento de 600x. 

 

Nota. (A) Bacterias intracelulares en CAM de B. canis GFP (flecha) con una dosis de infección 105 

UFC/ml. (B) Replicación bacteriana de B. canis GFP intracelular en hígado (recuadro) con una dosis 

de infección 103 UFC/ml. (C) Células de la CAM con bacterias intracelulares individuales de B. 

abortus RFP (recuadro) y una bacteria extracelular de B. abortus (flecha) con una dosis de infección 

105 UFC/ml (D) Bacterias extracelulares en hígado por B. abortus RFP (flechas) con una dosis de 

infección 106 UFC/ml. Elaboración propia. 
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Se observó B. abortus GFP en los tres tejidos embrionarios a diferentes 

concentraciones de inoculación (105, 106). En los tejidos embrionarios analizados (SI, 

CAM e hígado) se observó B. abortus en el espacio extracelular sin evidencia de replicación 

bacteriana (Figura 16, A, B, C). Por otro lado, se observó gran cantidad de bacterias 

fluorescentes rojas en los diferentes tejidos, como SI (Figura 16; D) donde la bacteria estaba 

localizada extracelular e intracelularmente. Además, en CAM (Figura 16; E) se pudo 

identificar la presencia de replicación bacteriana dentro y fuera de las células, indicando 

infección activa. Por último, se observó poca cantidad de bacteria en hígado (Figura 16; F) 

pero se pudo comprobar la presencia de la bacteria fuera de las células.  
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Figura 16 

Observación microscópica de tejido embrionario SI, CAM e hígado con presencia de 

bacterias de B. abortus GFP extracelular y replicación bacteriana intracelular por B. 

abortus RFP a un aumento de 600x. 

 

Nota. (A), (B), (C) Bacterias extracelular (Flechas) de B. abortus GFP en SI, CAM e Hígado con 

una dosis de infección 105 UFC/ml. (D) Bacterias dentro y fuera de las células de B. abortus RFP 

en SI con una dosis de infección 106 UFC/ml (Cuadro). (E) Infección activa, bacterias intra (Flecha) 

y extraceluar de B. abortus RFP en CAM con una dosis de infección 106 UFC/ml. (F) Bacteria 

extracelular de B. abortus RFP en hígado con una dosis de infección 106 UFC/ml (cuadro). 

Elaboración propia. 



69 

 

 

 

 También se realizaron inoculaciones a concentraciones de 106 UFC/ml para buscar 

la presencia de B. abortus en SI, CAM e hígado. En el SI se observa que hubo bacterias 

ubicadas intracelular y extracelularmente (Figura 17; A) y la presencia de bacterias en 

replicación dentro de la célula embrionaria (Figura 17; B). En CAM hubo mayor cantidad 

de replicación bacteriana (Figura 17; C, D), evidenciando que hubo una infección activa en 

esta zona anatómica del embrión. Por último, en el hígado, hubo menor cantidad de 

presencia bacteriana al verse solamente unas cuantas bacterias de manera individual 

rodeando las células del hígado indicando su presencia en órganos internos (Figura 17; E, 

F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 

 

 

 

Figura 17 

Celularidad embrionaria en SI, CAM e hígado, bajo la infección activa por B. abortus RFP 

y el alcance intra y extracelular de la bacteria a órganos internos vistas a un aumento de 

600x. 

 

Nota. (A) Presencia de bacterias extracelular e intracelular de B. abortus GFP en SI y (B) replicación 

bacteriana intracelular (recuadro) con una dosis de infección 106 UFC/ml. (C)(D) Replicación 

bacteriana activa intracelular y extracelular de B. abortus RFP en CAM con una dosis de infección 

106 UFC/ml. (E)(F) Presencia bacteriana intracelular de B. abortus RFP en Hígado con una dosis 

de infección 106 UFC/ml (recuadro). Elaboración propia. 

 Seguidamente, se observó B. abortus (RFP) con solamente 24 horas de infección, la 

bacteria estuvo presente en el SI y CAM con concentraciones de 106 UFC/ml, sin la 
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posibilidad de observar bacterias en el hígado que puede atribuirse al periodo inicial de 

establecimiento de la infección. En el SI se observaron bacterias que se encontraban 

extracelularmente (Figura 18; A) y dentro de la célula (Figura 18; B). En CAM las 

concentraciones bacterianas fueron mayores, ya que se logró observar dos replicaciones 

bacterianas intracelular, dando lugar a qué hubo mayor cantidad de bacterias en esta zona 

del embrión y evidencia el transcurso de la infección (Figura 18; C, D). 
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Figura 18 

Celularidad embrionaria en SI y CAM con presencia de B. abortus intracelular, 

extracelular y replicación bacteriana en el transcurso de 24 horas post inoculación vistas 

a un aumento de 600x. 

 

Nota. (A) Bacteria extracelular de B. abortus en el SI con una dosis de infección  105 UFC/ml. 

(flecha). (B) Presencia de dos bacterias intracelular B. abortus en el SI con una dosis de infección 

105 UFC/ml (Recuadro). (C), (D). Presencia de replicación bacteriana de B. abortus dentro de dos 

células en CAM con una dosis de infección 105 UFC/ml. Elaboración propia. 
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V. DISCUSIÓN 

La inoculación en embriones de pollo se consolida como una herramienta ideal para 

el aislamiento de agentes infecciosos intracelulares como Brucella sp. En este estudio se 

demostró que B. canis y B. abortus poseen la capacidad de replicarse eficazmente dentro de 

las células embrionarias de pollo, alcanzando incluso órganos internos como el hígado. 

Además, el número de bacterias recuperadas fue considerable (hasta 10⁸ UFC/ml), 

superando la dosis de inoculación inicial, tal como lo han reportado estudios previos que 

utilizaron este mismo modelo experimental (Wareth et al., 2015; Itzcoatl et al., 2008). 

La vía de inoculación a través de la membrana corioalantoidea demostró ser 

particularmente eficaz, ya que proporciona un ambiente altamente nutritivo para la 

replicación bacteriana de Brucella sp. Esta membrana constituye un órgano de fácil acceso 

que permite la inoculación directa, lo que resultó en una tasa de recuperación bacteriana 

superior al 90%. Por ello, el modelo de huevo embrionado se confirma en este estudio como 

una herramienta diagnóstica eficiente para el aislamiento de Brucella sp. Estos hallazgos 

coinciden con los resultados obtenidos por Wareth et al. (2015) y Pulido et al. (2012), 

quienes también validaron la efectividad del modelo embrionado como método de 

aislamiento bacteriano. Además de facilitar el crecimiento bacteriano, este modelo presenta 

ventajas como su fácil manipulación, la posibilidad de infectar distintos tejidos 

embrionarios, su entorno estéril y la variedad de rutas de inoculación disponibles. 

En cuanto a la letalidad embrionaria inducida por B. canis, se observó un efecto 

significativo. Los resultados indicaron que concentraciones entre 10³ y 10⁵ UFC/ml 

provocaron una elevada tasa de mortalidad embrionaria, especialmente en embriones 
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jóvenes de siete días de edad (24 muertos de un total de 64). No obstante, se demostró que 

concentraciones bacterianas mayores (10⁵, 10⁶ y hasta 10⁹ UFC/ml) presentaron una menor 

letalidad en embriones de 12 a 14 días de edad, considerados más resistentes a la infección 

por B. canis (2 muertos de 16). 

Por el contrario, bajo infección con B. abortus, se registró una mayor mortalidad en 

embriones de 12 a 14 días (7 muertos de 13), lo cual sugiere que B. abortus posee un mayor 

grado de virulencia en comparación con B. canis, al provocar mayor letalidad en embriones 

con un mayor grado de desarrollo tisular. Este hallazgo coincide con estudios como los de 

Quintana (2011) y Manders et al. (2020), quienes señalaron que factores como la edad 

embrionaria inferior a los 14 días, el grado de desarrollo de los tejidos, las condiciones de 

incubación y el manejo durante el transporte pueden incidir significativamente en la tasa de 

letalidad embrionaria. 

En este estudio se demostró que Brucella sp. posee la capacidad de propagarse a 

distintos tejidos embrionarios, produciendo una infección generalizada que provoca, entre 

otras manifestaciones, hemorragias, petequias localizadas en el cuerpo, cabeza y membrana 

corioalantoidea (CAM), congestión vascular, y la invasión de órganos internos, evidenciada 

por la presencia de la bacteria en el tejido hepático. Asimismo, la replicación bacteriana 

indujo en algunos embriones turbidez del líquido amniótico, acompañada de una 

proliferación significativa de bacterias, lo que llevó a la interrupción del desarrollo 

embrionario, malformaciones anatómicas, ausencia de extremidades y falta de formación 

de órganos. Estos hallazgos coinciden con estudios previos que reportan lesiones 

embrionarias similares, particularmente a nivel vascular (Wareth et al., 2015). 
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Por otra parte, se evaluó la capacidad infectiva comparativa entre B. abortus y B. 

canis, determinando que la primera presenta una mayor virulencia. Esto se evidenció en los 

valores promedio de infección, los cuales fueron más elevados para B. abortus en el sitio de 

inoculación (SI) (5,03 frente a 4,57) y en el hígado (4,05 frente a 1,52), mientras que en 

CAM ambas especies presentaron valores similares (3,76). La mayor capacidad de B. 

abortus para alcanzar diversos órganos y su elevado porcentaje de recuperación bacteriana 

justifican su clasificación como la especie más virulenta en este estudio a las 72 horas post-

infección. Estos resultados se encuentran en concordancia con investigaciones previas que 

señalan que B. abortus tiende a diseminarse ampliamente por los tejidos, siendo el hígado 

y el bazo los órganos más afectados (González et al., 2021). 

En cuanto al porcentaje de recuperación bacteriana en relación con la edad 

embrionaria, se observó que en embriones de 12 a 14 días, B. canis presentó un menor 

porcentaje de recuperación y valores promedio de infección más bajos. En contraste, B. 

abortus mostró una recuperación bacteriana significativamente mayor y promedios de 

infección más altos, lo cual también se observó en los embriones de entre 7 y 12 días de 

edad. Por tanto, en el contexto de este estudio, se concluye que B. abortus presenta una 

mayor capacidad para generar infección que B. canis. Estos hallazgos coinciden con 

estudios previos que destacan la mayor tasa de infección, la capacidad abortiva y la afinidad 

de B. abortus por el eritritol, lo cual facilita su proliferación en tejidos placentarios (Mackey 

& Watkins, 1975; Pulido et al., 2010; Padrón, 2011).  
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VI. CONCLUSIONES 

• La inoculación del embrión de pollo como un modelo in vivo, favoreció la recuperación 

bacteriana de Brucella sp, al tener la capacidad de multiplicarse en las células inmaduras 

del embrión, esto confirma que B. canis y B. abortus tiene la capacidad infectiva de 

multiplicarse con UFC mínimas, ya que ambas especies bacterianas lograron infectar 

tejido embrionario a diferentes dosis de inoculación.  

• El modelo de huevo embrionado como modelo de infección, permitió medir la tasa de 

letalidad, comprobando así que es mejor el uso de huevos embrionados de mayor edad 

entre 12-14 días. 

• La inoculación del embrión de pollo permitió determinar la distribución, ubicación 

intracelular y virulencia de Brucella sp., se concluye que el uso de dosis altas de 

inoculación bacteriana permitirá mayor capacidad de infección y replicación dentro de 

las células embrionarias.  

• B. abortus puede llegar a ser más virulenta que B. canis, teniendo mayor replicación 

dentro de los tejidos a tiempos de infección de 24 a 72 horas.  

• Mediante la técnica de inmunofluorescencia directa se pudo determinar la presencia de 

B. canis y B. abortus en los diferentes tejidos embrionarios hasta llegar a infectar 

órganos internos del embrión. 
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VII. RECOMENDACIONES 

• Se recomienda realizar nuevos ensayos empleando embriones entre 12 a 14 días de edad, 

a fin de reducir la mortalidad, optimizar su manipulación y, al ser embriones más 

vigorosos y resistentes a la infección, favorecer tanto la supervivencia embrionaria 

como la replicación bacteriana. 

• Es recomendable complementar el estudio con métodos diagnósticos más avanzados, 

por medio de la histopatología para observar más detalladamente cambios 

microscópicos en la citoarquitectura de las células en los órganos afectados.  

• Se sugiere ampliar los tiempos de observación microscópica de muestras de tejido para 

inmunofluorescencia directa, con el fin de prevenir su degradación, mejorar la 

visualización de las bacterias, mantener la viabilidad de la tinción y preservar la 

arquitectura celular.  

• Se aconseja ampliar los criterios de evaluación al cuantificar UFC/g en otros tejidos 

como bazo y saco vitelino a las 72 horas post infección para potenciar los datos 

obtenidos por este estudio en tejidos que pueden llegar a ser un buen foco de infección. 
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