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Resumen

La estudiante Melissa Rojas Naranjo llevd a cabo una investigacion sobre la
brucelosis, se trata de una enfermedad zoonotica de alta importancia para la salud publicay
salud animal. Las bacterias del género Brucella sp. se caracterizan, entre sus principales
efectos, por inducir abortos en los mamiferos 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 inoculé en la
membrana corioalantoidea, un tejido de origen embrionario. Se usaron diferentes dosis de
inoculacion en embriones de entre 7 y 14 dias de edad. Se confirmo que las concentraciones
bacterianas superiores a 10° (UFC) representan la dosis mas virulenta, ya que provocan
altos niveles de infeccién en ambas especies de Brucella sp. Ademas, se analizaron los
porcentajes de recuperacion bacteriana en los diferentes tejidos embrionarios, obteniéndose
resultados significativos con B. abortus, con mas del 70% de recuperacion bacteriana como
indicador de infeccion, en comparacion con B. canis, que presentd una menor recuperacion
de alrededor del 40%. Esto confirma, como en otros estudios, que B. abortus es mas
virulenta que B. canis. La capacidad de virulencia de este género bacteriano resalta la
importancia de contar con un modelo de infeccion alternativo al modelo murino, que
permita aislar y replicar la bacteria para su investigacion, debido a su impacto negativo en
la salud humana y animal. Palabras claves: Brucella canis, Brucella abortus, modelo de
huevo embrionado de pollo, inoculacion bacteriana, ubicacion y distribucion bacteriana,

virulencia bacteriana, inmunofluorescencia directa.



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 10° (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.INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad zoonética de origen animal, reconocida como tal
por la Organizacién 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, asi como a traves de secreciones genitales,
aerosoles y el contacto directo con animales infectados, incluyendo fetos abortados y crias
recién nacidas (Alvarez, Rivera, & Zamora, 2015). Brucella spp. es capaz de evadir diversos
mecanismos de defensa tanto celulares como humorales; la bacteria es fagocitada por
células fagociticas profesionales, como neutrofilos y macrofagos (Freer & Castro, 2001).
Por tratarse de un patogeno intracelular facultativo, Brucella spp. puede multiplicarse dentro
de macrofagos, neutrofilos y monocitos del hospedero (Freer & Castro, 2001; Alvarez 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
infeccion aguda por Brucella spp. Para ello, se inocularon cepas de Brucella abortus y
Brucella canis en la membrana corioalantoidea de los embriones. El andlisis de la infeccion
in vivo permitié comprender como estas bacterias se dispersan por los tejidos y 6rganos del

embrién.
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1.1 Antecedentes

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reporta la presencia de Brucella spp.
en paises mediterraneos tanto de Europa como de Africa, asi como en Oriente Medio,
Ameérica Central, América del Sur, Asia Central, India y México. Las regiones con menor
desarrollo socioeconémico son, por lo general, las mas afectadas. En la actualidad, la
brucelosis es una de las zoonosis mas frecuentes e importantes a nivel mundial (Alvarez,

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 pais es critica. En un estudio epidemioldgico realizado entre 2012 y
2016 en seis regiones del pais, utilizando la prueba Rosa de Bengala (RBT) y el ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), se report6 una prevalencia cercana al 12% en
hatos bovinos (Hernandez-Mora et al., 2017). Ademas de los casos en bovinos, se han

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

El Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA) present6 un informe sobre la
situacion sanitaria de la brucelosis en Costa Rica en el afio 2020. En este documento se
evidencio la presencia de Brucella canis mediante un estudio seroldgico 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% provenia 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 investigacion 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 comunicacién bacterianay el transito
intracelular del patégeno. Brucella spp. cuenta con un sistema de dos componentes,
BvrR/BvrS, que actua como regulador de factores de virulencia, junto con otros elementos
clave que contribuyen a su supervivencia en el hospedero (Grill6 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 replicandose de manera eficiente

(Barquero-Calvo et al., 2007).

Sin embargo, en el pais ain no se han estudiado de forma sistematica los rasgos de
virulencia de B. abortus y B. canis en modelos de huevo embrionado, lo que permitiria
evaluar las bacterias durante la fase aguda de la infeccién (Gorvel & Moreno, 2002). La
utilizacion del huevo embrionado como modelo experimental para el estudio de Brucella
spp. no ha sido suficientemente explorada en Costa Rica. Existen antecedentes de su
aplicacién en virologia; por ejemplo, entre 2012 y 2016 se realizaron ensayos mediante la
inoculacioén del virus de la influenza canina en huevos embrionados. En dicho estudio se
utilizaron seis casos de caninos con enfermedad respiratoria, y se logro detectar la presencia
del antigeno viral en los tejidos embrionarios, demostrando por primera vez la presencia del

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

Respecto a la investigacion sobre brucelosis en modelos de huevo embrionado, los
antecedentes son escasos. Algunos reportes destacan la inoculacién de muestras de leche
bovina y cepas de Brucella spp. en embriones de pollo de entre 3 y 9 dias de incubacion,

con el objetivo de evaluar la infeccion (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 inoculaciéon 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 embrion.

Se monitoreo la viabilidad embrionaria durante 72 horas, tras lo cual se extrajeron
organos para analisis histopatoldgicos. Se observaron alteraciones morfoldgicas
significativas, como pérdida de la arquitectura hepatica, presencia de tejido fibroso y
degeneracion vacuolar en el higado. En la membrana corioalantoidea se evidencid
degeneracion, presencia de material amorfo hialino eosinofilico, pérdida de estructura
vascular y fibrosis. Estos hallazgos permiten hipotetizar sobre el dafio tisular que B. abortus
podria generar en los embriones de vacas durante procesos abortivos. Ademas, en uno de
los tres experimentos se considerd la viabilidad de los embriones tras la inoculacion de 45
huevos, con un resultado de 12 embriones muertos (Pulido, 2010; Pulido et al., 2011; Pulido

etal., 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 x 10* UFC y 1.6 x 10° UFC, respectivamente. La viabilidad de los embriones fue
monitoreada durante un periodo de 72 horas de incubacion. Los resultados indicaron que la

mortalidad variaba en funcién de la zona de inoculacion y de la dosis administrada.

Se observo que el liquido amnidtico presentaba turbidez, y que los embriones

mostraban signos visibles de infeccion, tales como hemorragias de intensidad leve a
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moderada en regiones como la piel, el craneo y el abdomen, congestion de vasos sanguineos,
asi como focos necroticos y hemorragias localizadas en el bazo y el higado. Estos hallazgos
permitieron concluir que los dafios macroscépicos eran mas prominentes en los embriones
que recibieron la inoculacién por el saco vitelino en comparacién con aquellos inoculados
por el saco alantoideo. Ademas, los analisis histopatoldgicos revelaron que los cambios
microscopicos eran variables entre los diferentes tejidos, incluyendo muerte celular
parengquimatosa, necrobiosis y necrosis tanto de células individuales como en grupos

celulares (Wareth et al., 2015).

La mayoria de los embriones inoculados con B. microti fueron tratados a traves del
saco vitelino y el saco alantoideo. El dato mas significativo relacionado con la mortalidad
se presento al tercer dia posterior a la inoculacion, con un total de 13 muertes, mientras que
al cuarto dia murieron todos los embriones restantes. Estos resultados evidencian gque tanto
la dosis bacteriana como la via de inoculacién pueden influir significativamente en el tiempo
de muerte del embrion. Sin embargo, también se demostro que las diferencias en la via de
inoculacion 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 investigacién

Brucella spp. es una bacteria capaz de localizarse en diversos organos como el
higado, Utero, bazo, rifién, glandula mamaria y placenta, provocando abortos en mamiferos
(Martinez et al., 2008). Sin embargo, aun se desconoce con precision la afinidad tisular, la
distribucion especifica y la dosis infectante necesaria para que la bacteria se aloje en el

tejido placentario y en otros érganos embrionarios. EI modelo experimental in vivo mas
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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 infeccion, pero no permite
el estudio detallado de los eventos asociados a la gestacion. Por esta razon, 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 dias de desarrollo, el sistema inmunolégico del embrion no esta
completamente establecido, lo que facilita la infeccion por parte de patdgenos intracelulares
como Brucella spp. En segundo lugar, este modelo permite el andlisis exclusivo de tejidos
embrionarios, sin la interferencia de una respuesta inmunitaria madura, como ocurre en el
modelo murino. Esta caracteristica lo convierte en una herramienta Util para estudiar los
mecanismos tempranos de infeccidn, replicacion y diseminacion bacteriana en un entorno

bioldgico 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
utilizacién del modelo de huevo embrionado representa una alternativa valiosa para analizar
la ubicacidn intracelular de la bacteria en tejidos en desarrollo y comprender su ruta de
replicacion, particularmente en presencia de estructuras analogas a la placenta, como la
membrana corioalantoidea. Actualmente, existe una carencia significativa de informacion
cientifica respecto al tropismo de Brucella spp., asi como sobre los eventos celulares que
ocurren en los tejidos placentarios durante la infeccion, los cuales estan directamente
implicados en la patogénesis de los abortos. El estudio de la carga bacteriana y su

distribucion en 6rganos como el higado y la membrana corioalantoidea podria 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 Justificacién

Existen diversas especies del género Brucella que poseen gran relevancia
epidemioldgica, entre las que se incluyen B. suis, B. melitensis, B. ovis, B. neotomae, B.
canis, B. abortus y B. inopinata (Freer & Castro, 2001; Alvarez et al., 2015). En este
proyecto se trabaj6 especificamente con las especies zoondticas 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 predileccion por organismos en estado de
gestacion, lo que puede culminar en abortos espontaneos. Por esta razon, resulta
indispensable generar més evidencia cientifica sobre la afinidad tisular, distribucion

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

En este estudio se empled un modelo experimental de huevo embrionado de pollo
con el propdsito de reproducir la fase aguda de la enfermedad, enfocandose en la induccion
de abortos, una de las principales manifestaciones clinicas asociadas a la infeccion por
Brucella spp. en animales. Esta aproximacion experimental permitié el desarrollo de un
procedimiento que puede ser utilizado como referencia metodoldgica para futuras
investigaciones orientadas a comprender la patogénesis de esta bacteria en tejidos animales.
Asimismo, el proyecto fortalecio la colaboracion interuniversitaria, promovio la adquisicion

de nuevas competencias en técnicas de laboratorio y favorecié una comprension mas
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profunda de los mecanismos de infeccion 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 determinacién de las cargas bacterianas, dosis

infectantes y ubicacion intracelular de la bacteria Brucella sp.

1.4.2 Objetivos especificos
e Determinar el indice de letalidad causado por B. canis y B. abortus mediante la
evaluacion de la supervivencia embrionaria del pollo ante la virulencia de estas
bacterias para el establecimiento de la carga bacteriana y dosis infectante.
e Analizar la distribucion de B. canis y B. abortus en los diferentes tejidos
embrionarios mediante evaluacién histopatol6gica de los cambios morfoldgicos
causados por las bacterias para el establecimiento de la ubicacion intracelular de

la bacteria Brucella sp., por inmunofluorescencia.

1.5 Objeto de investigacion

Conocer la letalidad, distribucién, carga bacteriana y ubicacion 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 HipOtesis

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 manipulacion y la forma de inoculacion del huevo

embrionado seguln sea la distribucion y ubicacion intracelular de la bacteria Brucella sp.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Brucelosis
2.1.1 Etiologia

Las bacterias del género Brucella se caracterizan por ser patégenos intracelulares
facultativos, Gramnegativos, con forma cocobacilar y un tamafio aproximado de 0,4 a 3,0
pm (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 (Organizacion Mundial de Sanidad Animal [OIE], 2010).
Asimismo, se ha identificado la especie B. inopinata, de la cual ain se desconoce cual es su

hospedero primario (Alvarez et al., 2015).

2.1.2 Transmision

En los animales, la transmisién de Brucella ocurre principalmente a través de las
mucosas por contacto directo con liquidos fetales, aerosoles, fluidos vaginales o con fetos
infectados. Ademas, se ha documentado la transmision vertical por medio de la leche
materna y la via transplacentaria (Olsen & Tatum, 2010). En los machos, la bacteria puede
transmitirse por medio del semen durante toda la vida reproductiva (Organizacion Mundial

de Sanidad Animal [OIE], 2010).

En los seres humanos, la infeccion se produce facilmente mediante el contacto con
productos de origen animal, especialmente placentas, por contacto directo con piel o
mucosas lesionadas, a través de la ingestion de alimentos no pasteurizados o carnes mal
cocidas, la inhalacion de aerosoles contaminados, la inoculacion accidental de material

infeccioso y por transmision perinatal via 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 congelacion, lo que facilita su

transmision (OIE, 2010).

2.1.3 Periodo de incubacion

El periodo de incubacion (P1) depende de la especie que logre infectar, en bovinos
el Pl se da entre las 2 primeras semanas y varios meses de gestacion, en los bovinos se logra
manifestar por la ocurrencia de abortos durante en el dltimo tercio de la gestacion, las
muertes y abortos ocurren en un periodo entre 2 semanas a 5 meses. En perros es mas comun
la mortalidad en un periodo de 7 a 9 semanas de gestacion o muertes embrionarias después

de 2 a 3 semanas (OIE, 2010).

2.1.4 Signos clinicos de brucelosis

En los seres humanos, la brucelosis se manifiesta mediante signos clinicos
inespecificos, lo que complica su diagndstico. Entre los sintomas mas comunes se incluyen
fiebre ondulante, pérdida de peso, depresion, hepatomegalia, esplenomegalia, artritis,
espondilitis, osteomielitis, epididimitis y orquitis. En casos mas graves, pueden presentarse
complicaciones como alteraciones neuroldgicas, abscesos hepaticos y endocarditis, lo que
convierte a la enfermedad en una afeccidn potencialmente severa si no es tratada a tiempo

(Silva et al., 2011).

En los animales, la brucelosis se presenta clinicamente con abortos recurrentes,
especialmente durante el tercer trimestre de la gestacion, asi como con el nacimiento de
crias 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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aungue en algunos casos no presentan signos clinicos evidentes. En los machos, la
enfermedad puede causar inflamacion testicular, infertilidad, y en ocasiones, la formacion

de abscesos en los testiculos y el epididimo (Rivers et al., 2006).

2.1.5 Patogeénesis y vida intracelular

La brucelosis presenta tres fases clinicas bien diferenciadas. La primera corresponde
a la fase de incubacion, en la cual no se manifiestan signos clinicos evidentes. Esta etapa
puede durar desde dias hasta semanas, dependiendo de la dosis infectante y del estado
inmunoldgico del hospedero. Posteriormente, se desarrolla la fase aguda, caracterizada por
la diseminacion sistémica de la bacteria e invasion de distintos tejidos. En animales
gestantes, esta fase puede desencadenar abortos como una de sus principales
manifestaciones clinicas. Finalmente, se alcanza la fase cronica, en la cual se produce un
dafo tisular severo, afectacion multiorganica progresiva y, eventualmente, la muerte del

hospedero (De Figueiredo et al., 2015).

Durante la infeccion, la bacteria induce alteraciones hormonales significativas. Se
ha descrito un incremento en los niveles de prostaglandinas, estrégenos y cortisol,
acompafiado de una disminucion de la progesterona. Esta desregulacién endocrina genera
una sefial errénea en el organismo, simulando una sefial de parto inminente, lo cual provoca

la expulsion 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 linfaticos. En muchos casos, este proceso da
lugar a una bacteriemia, durante la cual las bacterias se diseminan a través del sistema

fagocitico mononuclear y del sistema reticuloendotelial (Olsen & Tatum, 2010). Estas



28

especies de Brucella exhiben un marcado tropismo por células como macréfagos, células

dendriticas y trofoblastos.

Las estrategias de evasion inmunologica de B. canis y B. abortus son diversas. Una
vez fagocitadas por macrofagos, las bacterias logran establecerse dentro de vacuolas
intracitoplasmaticas modificadas, conocidas como Brucella-containing vacuoles (BCV),
donde evitan los mecanismos microbicidas intracelulares y pueden replicarse
eficientemente. Ademas, inhiben la apoptosis de células mononucleares y suprimen la
activacion de células presentadoras de antigenos, dificultando asi el desarrollo de una

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

2.2 Caracteristicas bacterioldgicas de B. canis y B. abortus
2.2.1 Membrana externa de B. canis y B. abortus

La membrana externa de Brucella spp. esta compuesta, en un alto porcentaje, por
lipopolisacaridos (LPS), los cuales constituyen un factor determinante en su virulenciay en
la respuesta inmunoldgica del hospedero. La clasificacion de Brucella se puede realizar en
funcidn de la estructura de su LPS, el cual estd formado por tres componentes principales:
(i) el lipido A, localizado en la regién mas interna de la membrana, que actia como ancla
hidrofobica; (ii) el nucleo oligosacarido, situado en la parte intermedia, compuesto por
azucares especificos que conectan el lipido A con la parte més externa; y (iii) el polisacarido
O (PSO) o cadena O, gque se encuentra expuesto hacia el exterior de la membrana y cumple

funciones clave en la evasion del sistema inmune (Castro, Gonzalez & 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 antigeno
O, lo que le confiere una morfologia rugosa (Castro et al., 2005). No obstante, a pesar de
estas diferencias estructurales, ambas especies son capaces de inducir manifestaciones
clinicas similares en los hospederos, tanto animales como humanos (Chacon-Diaz et al.,

2015).

Figura 1

Membrana externa de la pared celular de Brucella sp
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Nota. La figura representa la membrana externa de la bacteria dependiendo de su especie, con
ausencia del polisacérido O es rugosa (B. canis) y si esta presente es lisa (B. abortus). Adaptada de

(Alvarez et al., 2015).

2.3 Fisiopatologia de los abortos e infeccion placentaria en brucelosis

La transmisiéon vertical constituye uno de los principales mecanismos de induccion
de abortos en animales infectados con Brucella spp. Esta ocurre principalmente a través de
la deglucion del liquido amnidtico contaminado dentro del Gtero, lo que genera lesiones
inflamatorias en el feto que culminan con su muerte intrauterina o, en algunos casos, con el
nacimiento de crias 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 produccion de eritritol,
un azucar abundante en el Utero gravido y la glandula mamaria. Estos elementos acttan
como atrayentes metabolicos para la bacteria, facilitando su multiplicacion y la instauracion

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

Tras 72 horas de infeccion, la bacteria logra localizarse en los trofoblastos coridnicos
de la placenta, donde provoca procesos necroticos. Durante el Gltimo tercio de la gestacion,
los niveles de eritritol aumentan significativamente, lo cual intensifica la migracion
bacteriana hacia el tejido vascular del Gtero. Esta migracion masiva desencadena placentitis
purulenta necrdtica, asi como vasculitis placentaria, causando destruccion de las
vellosidades corionicas. Como consecuencia, se produce un exudado fibrinoso y purulento
que deteriora la conexion entre los cotiledones de la placenta fetal y materna. Esta
interrupcion 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 utilizacion del modelo de huevo embrionado

Las aves han demostrado ser modelos experimentales indispensables en la
investigacion biomédica, especialmente para el estudio de diversas patologias,
procedimientos quirurgicos, fases del desarrollo embrionario y la inoculacion de
microorganismos, asi como en el disefio y evaluacion 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
embridn de pollo como modelo de investigacion. Un ejemplo de ello son los estudios de
expresion génica, en los que se observan alteraciones morfoldgicas a traves de técnicas
como la histopatologia o la inmunohistoquimica. La mayoria de los experimentos realizados
in vivo tienen como objetivo identificar evidencias de los cambios inducidos por
manipulaciones experimentales, enfocdndose en la observacion de los embriones en
estadios especificos del desarrollo donde se analizan drganos o tejidos de interés (Contreras

etal., 2018).

El modelo de huevo embrionado presenta multiples ventajas que facilitan su uso en
laboratorios de investigacion. 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
economico. Asimismo, este modelo ofrece una manipulacién 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 manipulacion genética (Contreras et al.,

2018).

2.4.2 Anatomia del huevo embrionado

El huevo embrionado esta conformado por varias membranas extraembrionarias que
se desarrollan a partir del embrion y se extienden sobre el vitelo. La primera estructura en
aparecer es el saco vitelino, el cual esta formado por una red de pequefios vasos sanguineos
encargados de suministrar nutrientes esenciales al embrion en las etapas iniciales del

desarrollo. A medida que el embrion crece, se forma el amnios, una membrana que lo
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envuelve completamente y delimita la cavidad amnidtica, cuya funcion principal es proteger
al embrién mediante un medio liquido 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 desempefia un papel fundamental en el
intercambio gaseoso, ya que los vasos sanguineos del alantoides se encargan de transportar
el oxigeno y eliminar el dioxido de carbono. Ademas, el alantoides sirve como reservorio

para los desechos metabolicos del embrién durante la incubacion (Contreras et al., 2018).

Figura 2

Anatomia del huevo embrionado

corion

saco vitelino

bolsa de aire

embrién alantois

Nota. En la figura se observa las partes mas 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 embrién de pollo (7 y 14 dias)

Es fundamental conocer la edad embrionaria en el momento de su utilizacion
experimental, lo cual se determina mediante la observacion de signos externos del desarrollo
del embrion (Contreras et al., 2018). Para este proyecto se emplearan embriones de pollo
con una edad estimada entre los 7 y los 14 dias de incubacion. En el séptimo dia de
desarrollo, ya es posible observar movimientos voluntarios del embrién, el inicio de la
formacion del pico, el desarrollo del diamante, asi como el crecimiento de los ojos. Ademas,
en esta etapa, la yema comienza a disminuir y se observan los esbozos de los dedos en las

extremidades, asi como el inicio de la formacién del aparato reproductor.

Para el dia 14 de incubacion, el embrion se encuentra completamente cubierto de
plumon, con los ojos formados pero adn cerrados. También se evidencian escamas en las
extremidades y ufias ya desarrolladas, lo que indica un grado avanzado de diferenciacion
morfoldgica que puede ser aprovechado para diversos estudios biomédicos (Galindo &

Lisette, 2005; Warin, 2018).

2.4.4 Incubacion del embrion

P ara el estudio del modelo de huevos embrionados en la investigacion biomédica,
se emplean comunmente huevos de gallina fertilizados obtenidos de granjas productoras
certificadas. La incubacion adecuada de estos huevos requiere el uso de una incubadora
equipada con una camara térmica regulada por termostato, donde la temperatura ptima
debe mantenerse entre los 37 y 38 °C. Ademas, para garantizar una hidratacion 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 automatico o
manual, cuya funcion es evitar que el embrion se adhiera a las membranas testaceas o a la
cascara, lo que podria comprometer su viabilidad. Durante el proceso de incubacion, es
necesario realizar observaciones periddicas por medio de ovoscopia, técnica que permite

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

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 critico de mortalidad
en embriones de pollo suele presentarse entre los dias 7 y 10 de incubacién. Esta
informacidn resulta crucial, ya que al ingresar los huevos al laboratorio, cualquier variacion
abrupta en la temperatura o la humedad podria 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 embrién, dado que el desarrollo neuroldgico determina su capacidad para
percibir el dolor. En embriones que han alcanzado mas del 80 % del periodo de incubacién,
ya se manifiesta una actividad cerebral considerable, lo cual sugiere un umbral suficiente
para la percepcion de estimulos nocivos. En estos casos, se requiere la aplicacién de
métodos de eutanasia similares a los empleados en neonatos aviares, tales como la
administracién de una sobredosis de anestésicos —que puede aplicarse a través de la camara

de aire del huevo—, la decapitacién, la maceracion (valida Gnicamente hasta las 72 horas
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de edad post-incubacion), y la exposicion prolongada a didoxido de carbono (CO:) por un

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

Por otro lado, en embriones con menos del 80 % de incubacion, se consideran
adecuados métodos de eutanasia como la exposicion continua a CO2 por mas de 20 minutos,
asi como el enfriamiento sostenido a temperaturas inferiores a 4 °C durante al menos 4 horas
o la congelacién directa. Estas técnicas estan alineadas con las recomendaciones éticas
internacionales para el manejo humanitario de embriones aviares utilizados con fines

cientificos (AVMA, 2020).
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I1l. METODOLOGIA

3.1 Ubicacion
El andlisis experimental de los modelos de huevo embrionado se llevo a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Bacteriologia Médica, Facultad de Microbiologia de la

Universidad de Costa Rica.

3.2 Muestra

Los huevos embrionados se obtuvieron mediante proveedores cercanos a la
Universidad Técnica Nacional, asi como mediante colaboracion con el bioterio del Servicio
Nacional de Salud Animal y proveedores externos como granjas o produccion de huevo
embrionado de traspatio. Los huevos embrionados al ingreso en el laboratorio se
mantuvieron en incubacién a una temperatura de 37-38°C y a una humedad relativa de 50-
60%. Los huevos se mantuvieron en estas condiciones de incubacion, temperatura y
humedad antes y posterior a la inoculacion con las cepas bacterianas de B. abortus y B.

canis.

3.3 Métodos
3.3.1 Manipulacion 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 proteina 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 proteina verde fluorescente.
Todas las cepas estan debidamente conservadas en la bacterioteca de la Facultad de

Microbiologia de la Universidad de Costa Rica.
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Las cepas bacterianas se mantuvieron bajo congelacion a -80 °C en medio caldo
infusion cerebro-corazon (BHI) suplementado con un 20% de glicerol, siguiendo
protocolos estandarizados para la preservacion 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 agitacion orbital a 200 rpm
cuando fue necesario, con el fin de asegurar una Optima oxigenacion y crecimiento
bacteriano.

3.3.2 Determinacion de la concentracion bacteriana mediante la medicion de la
densidad éptica de la bacteria

Para obtener la densidad Optica se prepardé un medio de enriquecimiento para la
bacteria que consistio en colocar 10 ml de CTS en un tubo conico de 50ml y con ayuda de
una asa bacterioldgica, se realizé el raspado con la cepa a utilizar crecida previamente en
ATS y se colocé dentro del medio CTS, se dejé crecer por el tiempo establecido bajo las
condiciones mencionadas anteriormente. Con ayuda de un espectrometro se midié la
densidad 6ptica a 420 nm, lo que permite definir las bacterias/ml en suspensién mediante la

ecuacion 1.

Ecuacién 1

Formula para el calculo de la densidad optica de la bacteria

A(420nm) — (0.0635)
8x10-11
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La féormula dio como resultado la cantidad de UFC/ml de la solucién madre en
notacion cientifica. La concentracion definida mediante densidad dptica luego se confirma

0 se ajusta mediante la técnica de dilucion y cultivo en placa.

3.3.3 Determinacion de la concentracion bacteriana del indculo a utilizar en las
infecciones de huevo embrionado mediante el método de dilucion y cultivo en placa
A partir del in6culo madre se realizaron diluciones seriadas, las diluciones se

realizaron de acuerdo como se muestra en la figura 3.

Figura 3

Método de dilucidn bacteriana utilizada en cada inoculacion.
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Nota. Elaboracion propia.

Al terminar las diluciones bacterianas se realizaron recuentos bacterianos, que
consistio en utilizar placas de cultivo ATS, dividiendo la placa en 8 secciones que sera

equivalente a cada dilucién y la muestra del indculo bacteriano inicial. Con ayuda de una
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micropipeta se tomaron 10 ul de cada microvial y del indculo bacteriano inicial, y se
colocaron en cada una de las 8 secciones de la placa de cultivo correspondiente a cada
dilucion. Finalmente, se dejo crecer la bacteria en una incubadora a una temperatura de
37°C durante 3 dias. Luego de 72 horas de crecimiento, se realizé el conteo de cada indculo,
eligiendo la dilucion con menor concentracién o un minimo de 10 UFC para facilitar el
conteo de forma manual (Figura 4). Luego, al realizar la suma de las colonias se realizo la
siguiente formula (Ecuacion 2), que permite constar cuél fue la concentracion real de

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

Ecuacién 2.

Formula para el calculo de colonias en placa UFC/ml.

UFC
Suma de i UFC
[ ] Recuento Inicial = ————— = conteo final —
2 ml
UFC
Conteo final UFC =T

= Numero de Bacterias

Inicial = _
[l nicial cantidad de gota (ml)  Dilucion

La férmula dio como resultado la concentracién bacteriana del in6culo en UFC/ml

a partir del recuento bacteriano en notacién cientifica.
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Figura 4

Método de recuento bacteriano y conteo manual de UFC/m.
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Nota. Elaboracion propia.

3.3.4 Inoculacion de huevos embrionados con cepas silvestres y mutantes de B. abortusy
B. canis

Antes del proceso de inoculacién, los huevos embrionados fueron colocados con el
polo mayor orientado hacia arriba, posicién en la que se encuentra localizada la cAmara de
aire. Mediante una fuente de luz translucida (ovoscopia), se identificaron y marcaron dos
puntos clave: la ubicacion exacta de la cdmara de aire y la posicion del embrion. A
continuacion, se realizaron dos orificios pequefios: uno en la camara de aire y otro en la
parte lateral del huevo. Con ayuda de una jeringa de 20 ml, se generd un vacio al retraer el

émbolo en el orificio de la camara de aire, lo que ocasiond el descenso de la membrana
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corioalantoidea y la formacion de una nueva cdmara de aire. Esta maniobra permitio la

exposicion adecuada de la membrana para su posterior inoculacion.

Se utilizaron huevos embrionados con edades comprendidas entre los 7 y 14 dias de
incubacion, empleando entre 12 y 14 huevos por experimento. La cepa bacteriana inoculada
se selecciond segun la viabilidad de los embriones y el objetivo experimental, enfocandose
en la evaluacion de tres parametros principales: mortalidad embrionaria, carga bacteriana y

replicacion del agente infeccioso.

La inoculacion se realizd en la membrana corioalantoidea con 100 pl de la solucion
correspondiente, utilizando distintas concentraciones bacterianas de Brucella abortus y
Brucella canis (1x10> UFC/ml, 1x10* UFC/ml, 1x10* UFC/ml, 1x10° UFC/ml, 1x10°
UFC/ml, asi como inoculos madre). Las soluciones bacterianas fueron previamente
cultivadas y estandarizadas para determinar la dosis minima necesaria que permitiera

valorar con precision los distintos pardmetros biol6gicos evaluados.

Como control negativo se utilizé un grupo de huevos inoculados Unicamente con
100 pl de solucion salina tamponada con fosfato (PBS), los cuales fueron sometidos a los

mismos procedimientos de manipulacién 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 cumplio las 3, 24 y 72 horas post inoculacion.
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3.3.6 Determinacion de la carga bacteriana en los 6rganos embrionados

Se utilizaron embriones que permanecieron viables tras la inoculacion, lo que
permitio cuantificar la carga bacteriana en distintos tejidos, especificamente en la membrana
corioalantoidea, el higado y el sitio de inoculacion. Una vez realizada la eutanasia del
embrion mediante exposicion a camara de frio, se procedié a la apertura estéril del huevo.
En una placa de Petri, se seleccionaron cuidadosamente los 6rganos de interés, los cuales

fueron pesados individualmente en gramos utilizando una balanza analitica.

Posteriormente, cada érgano fue transferido a una bolsa estéril que contenia una
cantidad proporcional de solucion salina tamponada con fosfato (PBS), acorde con el peso
del dérgano. A continuacién, se realiz6 la maceracion del tejido, seguida de diluciones
seriadas hasta una concentracion de 10, utilizando una placa de ELISA para facilitar el

manejo y homogeneizacion 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 aplicé
el mismo procedimiento de dilucion 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 incubacidn, se efectud el recuento de unidades formadoras
de colonias (UFC/ml) correspondiente a cada organo, con el objetivo de determinar la

distribucion y replicacion de las cepas de Brucella en los tejidos embrionarios.
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3.3.7 Muestras patoldgicas para histopatologia

Se examinaron tres tipos de muestras de tejido embrionario: el sitio de inoculacién,
la membrana corioalantoidea y el higado, con el proposito de localizar Brucella sp. en
diferentes tipos celulares embrionarios mediante observacion microscopica. 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 visualizacién en colores verde o rojo, segun la longitud de

onda de emision y excitacion correspondiente al fluorocromo utilizado.

Los 6rganos, previamente pesados y macerados, fueron extendidos cuidadosamente
sobre portaobjetos de vidrio. Luego, las preparaciones se fijaron con una solucion de
metanol-acetona en cubetas tipo Coplin, con el objetivo de preservar la integridad
estructural de las muestras. Posteriormente, se lavaron con solucion salina con el fin de

eliminar residuos y exceso de contenido celular o extracelular.

Acto seguido, se procedio a aplicar un método de tincion nuclear utilizando el
colorante DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), el cual tiene afinidad por el ADN Yy tifie
selectivamente los nucleos celulares y el material genético bacteriano. Para ello, se prepar6
una dilucion 1:1000 del reactivo comercial de DAPI a una concentracion inicial de
100 pg/ml en un microvial. Las muestras se incubaron con la soluciéon durante 30 minutos,

protegidas de la exposicidn a la luz para evitar la fotodegradacion del fluoroforo.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los portaobjetos se enjuagaron
nuevamente con solucién salina para remover el exceso de colorante. Finalmente, se dejé

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

estructuras bajo el microscopio de epifluorescencia.

3.4 Analisis de datos y métodos estadisticos

Los resultados obtenidos se reportaron como promedio + desviacion estandar. Se
realizaron al menos tres réplicas experimentales independientes para cada condicion
evaluada. La distribucion de los datos fue analizada mediante pruebas estadisticas
paramétricas. Para la comparacion entre dos muestras independientes se aplico la prueba t
de Student. En los casos en que se compararon mas de dos grupos, se utilizé un analisis 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 utilizo la
prueba t de Welch como alternativa robusta. La evaluacion de la normalidad de los datos se
llevd a cabo mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que la homogeneidad de
varianzas se determind con la prueba de Levene. Todos los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el software R (versién mas 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 indculo utilizadas. A partir de
estas variables se elabor6é un modelo descriptivo para evaluar su impacto en los pardmetros

experimentales medidos.
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IV. RESULTADOS

4.1 Optimizacion de los ensayos de huevos embrionados

El huevo embrionado demostré 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 dptimas de humedad relativa (50-60%) y una
temperatura constante de 37 °C. Estos parametros fueron monitoreados diariamente con el
fin de garantizar tanto la viabilidad del embrion como el adecuado desarrollo de la infeccion
bacteriana. Se observo que variaciones bruscas en la temperatura, especialmente al inicio
de los ensayos, provocaban una alta mortalidad embrionaria y una recuperacion bacteriana

limitada.

Con el propdsito de optimizar el modelo experimental, se evaluo el impacto de la
edad del embridn en la resistencia frente a la manipulacion y la consistencia de los
resultados. Se determind que los embriones con menos de 7 dias de desarrollo eran mas
susceptibles a los cambios ambientales y presentaban una tasa elevada de mortalidad,
debido a la inmadurez de sus estructuras tisulares y sistemas fisiolégicos. Ante esta
situacién, se opto por utilizar embriones de mayor edad, especificamente entre los 12 y 14
dias de incubacion (véase Figura 5). Esta modificacion permitié observar un mayor
desarrollo de los tejidos embrionarios, lo cual facilitd la extraccion de 6rganos como el
higado y mejord la recuperacion bacteriana. Asimismo, se obtuvo un mayor indice de
supervivencia embrionaria, lo que redundé en una mejora sustancial de los parametros

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

Evaluacion macroscépica de los embriones que se usaron como control.

Nota. Imagen ilustrativa de (A) Embrién de 7 dias de edad y (B) Embridn de 14 dias de edad.

Elaboracion propia.

4.2 Ensayos de letalidad

Se realizaron tres tipos de ensayos experimentales segun la edad de los embriones:
7 dias, 12-14 dias y 9-14 dias, 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 més de 160 huevos embrionados. De estos, 123 embriones
sobrevivieron tras la inoculacion, mientras que 37 murieron a las 3, 24 o0 72 horas posteriores

a la misma (véase Tabla 1).

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

incubacién, utilizando diferentes dosis de inoculacion, que oscilaron entre 10' y 108
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unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), con un periodo de infeccion de 72
horas. En los embriones de 7 dias se obtuvo un total de 64 huevos viables y 24 muertos, lo
cual evidencia una alta tasa de supervivencia frente a la infeccion por B. canis. En contraste,
en los embriones de 12 a 14 dias, se registraron 16 embriones vivos y solo 2 muertos, lo que
sugiere una menor letalidad embrionaria, posiblemente relacionada con la mayor madurez

del embridn.

Por otra parte, B. abortus se inoculé en embriones de la misma edad y bajo
condiciones experimentales equivalentes. En este caso, se observo 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
(10 — 10° UFC/ml) mediante la inoculacién por B. canis y B. abortus en embriones de 7

dias y 12-14 dias de edad a 72 horas post inoculacion.
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Tabla 1

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

diferentes dosis de infeccion, edad embrionaria y horas post-inoculacion.

B. canis (7 dias) N

79 h 10nM 5 14
1072 2 4
1073 7 17
10M 0 4
1075 8 20
10"8 2 5

Total - 24 -

B. abortus (7 dias) A

22 h 1075 3 1

B. canis (12-14 dias) A

22 h 1075 2 13
1076 0 2
10n9 0 1

B. abortus (12-14

dias) 1075 3 10

72 h
1076 4 2
10"8 0 1

Total - 7 -

B. canis (9-14 dias) A

324 h 1075 1 14

B. abortus (9-14 dias) A

324 h 1075 0 15

Total - 37 123

Nota. Elaboracion propia.

También se observaron alteraciones macroscopicas indicativas del progreso de la
infeccion causada por Brucella sp. Entre los hallazgos mas destacados se registré la turbidez
del liquido amnidtico, el cual presentaba una coloracion amarillenta anormal (Figura 7; A,

B, C). Asimismo, se identificaron hemorragias generalizadas dentro del huevo (Figura 7,
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D), junto con trastornos vasculares como la presencia de petequias en distintas zonas
anatémicas del embridn, especificamente en el cuerpo (Figura 7; E) y en la membrana
corioalantoidea (Figura 7; F). Ademaés, se observaron malformaciones embrionarias
notorias, tales como el desarrollo incompleto de algunos drganos internos, ausencia de

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

Es relevante destacar que en embriones de 7 dias de edad se llevaron a cabo ensayos
con B. abortus, utilizando una dosis de inoculacion de 10° UFC/ml. En estos casos, se
recolectaron muestras del liquido amnidtico de aquellos embriones que fallecieron, en los
cuales se habia detectado una turbidez anormal del liquido (Figura 7; A, B, C). Dichas

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

Las muestras analizadas incluyeron el sitio de inoculacion (Sl), el liquido amniético
y el embrion propiamente dicho. Los resultados mostraron una recuperacion significativa
de bacterias en el liquido amniético y en el tejido embrionario, con una concentracion de
4.8 x 108 UFC/ml en el liquido amnidtico y 7.7 x 10¢ UFC/ml en el embrion. Sin embargo,
en el sitio de inoculacion no se recupero presencia bacteriana. Estos datos evidencian una
diseminacion sistémica de B. abortus en el embrion, la cual estaria asociada a un cuadro de

infeccion aguda generalizada que condujo a la muerte del embridn.

Cabe sefialar que no todos los embriones procesados presentaban una turbidez tan
marcada del liquido amnidtico; algunos mostraban unicamente una leve opacidad, lo cual

sugiere distintos grados de progresion de la infeccidn entre los casos analizados.
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Figura7

Evaluacion macroscopica del huevo embrionario con presencia de signos patologicos y
malformaciones embrionarias en embriones entre 7- 14 dias de edad post inoculacién con

B. canis y B. abortus.

Nota. Turbidez del liquido amniético (A, B, C), hemorragia generalizada en el huevo embrionado
(D), hemorragias petequiales en el cuerpo del embrién (E), hemorragias petequiales en la membrana
corioalantoidea (F), anoftalmia y falta de desarrollo de las extremidades (G), malformaciones en

6rganos y cuerpo del embrién (H, 1). Elaboracion propia.
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4.3 Evaluacion de la capacidad infectiva de B. canis y B. abortus en el modelo de huevo

embrionado

Se evalué la capacidad infectiva de la bacteria Brucella sp. mediante la utilizacion
de diferentes indculos y cepas bacterianas, analizando su presencia en distintos 6rganos
embrionarios donde la bacteria podria alojarse y establecer una infeccion. Los tejidos
evaluados incluyeron el sitio de inoculacion (SI), la membrana corioalantoidea (CAM) y el

higado.

La primera especie utilizada fue Brucella canis, inoculada en embriones de pollo de
7 dias de edad, con un periodo de infeccion de 72 horas. La bacteria logré multiplicarse en
todos los tejidos analizados, independientemente de la dosis administrada, la cual vario
desde 10! hasta 10® UFC/ml. El mayor promedio de recuperacion bacteriana se observo en
el SI, con un valor de 6,35 UFC/g a una dosis de infeccion de 108 UFC/ml, diferencia que
resulto estadisticamente significativa en comparacion con los demas grupos de infeccién (p

<0,05).

En segundo lugar, se registré un promedio de 5,06 UFC/g en la CAM, también a una
dosis de 10® UFC/ml, con diferencias significativas entre los distintos niveles de indculo
evaluados. Finalmente, en el higado se determind un promedio méximo de infeccién de 1,98
UFC/g a una dosis de 10° 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 6rganos internos, como el higado, lo que

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

Resultados de la recuperacion bacteriana obtenida por B. canis en el SI, CAM e higado,

utilizando diferentes concentraciones bacterianas en embriones de 7 dias de edad.
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Nota. Elaboracion propia.

Seguidamente, se realizaron estudios comparativos entre edades embrionarias de 7

y 14 dias edad con 72 horas de infeccion por B. canis a concentraciones de 10° 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
infeccion bacteriana en el Sl, seguidamente en la membrana corioalantoidea y en menor

proporcion en el higado (Figura 9). Pero no hubo diferencia significativa entre edades.
Figura 9

Resultados de la recuperacion bacteriana obtenida por B. canis en los diferentes tejidos
embrionarios SI, CAM e higado, utilizando concentraciones bacterianas de 10° en huevos

embrionados de 7 y 14 dias de edad.
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En otro ensayo, se compard la virulencia entre las dos especies B. canis y B. abortus
en los diferentes 6rganos, en embriones de 12-14 dias de edad a una concentracion de 10°
UFC/ml. B. abortus tuvo mayor nuimero de bacterias por UFC/g en el higado y SI,
obteniendo hasta 4,05 UFC/g (higado) y 5,03 UFC/g (Sl), sin embargo, en Sl no hubo una
diferencia significativa. En higado si hubo una diferencia significativa entre B. canis y B.
abortus (t = 3.86, p < 0.001). En la membrana corioalantoidea la recuperacion fue la misma
tanto en B. canis como en B. abortus. Los resultados indican que B. abortus es mas
infecciosa pudiendo llegar a 6rganos internos, en comparacion a la especie de B. canis,
obteniendo muy poca recuperacion bacteriana como se puede observar en el siguiente

gréfico (Figura 10).
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Figura 10

Resultados de la recuperacion bacteriana obtenida mediante la comparacién de B. canis y
B. abortus en los diferentes tejidos embrionarios utilizando concentraciones bacterianas de

10° en embriones de 12-14 dias de edad.
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Por otro lado, se evalud el porcentaje de recuperacion bacteriana en aquellos huevos
embrionados que resultaron positivos a la presencia de Brucella canis, considerando el
numero total de huevos inoculados y la proporcidon de muestras con aislamiento bacteriano

exitoso. Esta evaluacion se realizé en embriones de 7 dias de edad.

En el sitio de inoculacion (SI), se inoculdé un total de 41 huevos a diferentes
concentraciones bacterianas (10', 103, 10° y 108 UFC/ml), observandose que, en la mayoria
de los casos, se logré una recuperacion bacteriana superior al 40 %. En el caso de la
Mmembrana corioalantoidea (CAM), se inocularon 38 huevos a dosis similares (10%, 104, 10°
y 10® UFC/ml), y nuevamente, la mayoria de los embriones presentaron una tasa de

recuperacion bacteriana superior al 40 %.

Finalmente, en el higado se trabajo con 13 embriones inoculados a una dosis de 10°
UFC/ml, de los cuales 8 sobrevivieron y presentaron una recuperacion bacteriana superior
al 60 %. Estos resultados sugieren que la eficacia en la recuperacion bacteriana se
incrementa notablemente al utilizar concentraciones iguales o superiores a 10° 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 recuperacion bacteriana por B. canis obtenidos en los diferentes tejidos (Sl,
CAM, Higado) segun el total de huevos embrionados inoculados vs inoculacion bacteriana,
mediante el uso de diferentes dosis de inoculacion en embriones de 7 dias de edad.
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Por otro lado, utilizando la misma bacteria B. canis, se pudo obtener el porcentaje
de recuperacion bacteriana en embriones entre 7 y 14 dias de edad en los diferentes 6rganos
a una concentracion bacteriana de 10> UFC/ml. En el Sl se analizaron un total de 20 huevos
embrionados, de las cuales, se obtuvo un 50% de recuperacion bacteriana en aquellos
huevos inoculados con 7 dias de edad, en comparacion al porcentaje que se obtuvo en
embriones con 14 dias de edad que fue menor a un 40%. En CAM se analizaron un total de
23 huevos embrionados donde la recuperacion bacteriana fue igualitaria con un 80 % en
huevos de 7 y 14 dias de edad. En el higado se analizé un total de 30 huevos embrionados,
lo cual, hubo mayor recuperacion bacteriana en huevos embrionados de 7 dias de edad con
un porcentaje mayor al 50%, en comparacion a embriones de 14 dias de edad donde
solamente se obtuvo un 30% de recuperacion bacteriana evidenciando que, en embriones

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

Porcentajes de recuperacion bacteriana por B. canis obtenidos en los diferentes tejidos (SI,
CAM, Higado) segun el total de huevos embrionados inoculados vs edad del embridn en

huevos de 7 y 14 dias de edad, utilizando una concentracion de 10> UFC/ml.
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También, se logré comparar el porcentaje de recuperacion bacteriana entre las dos
especies estudiadas B. canis y B. abortus en huevos embrionados de 12-14 dias de edad en
los diferentes 6rganos a una concentracion bacteriana de 105 UFC/ml. En el Sl se logré
recuperar la bacteria en un total de 20 huevos embrionados inoculados por Brucella sp., de
las cuales hubo un total de recuperacion de un 80%, entre las dos especies de bacteria hubo
mayor cantidad de recuperacion bacteriana por B. abortus con un 90%, en comparacion con
B. canis donde solamente se pudo recuperar un 70% de la bacteria. En CAM se recupero6 un
total de 25 huevos inoculados con presencia de bacteria, dando lugar a un 88% de
recuperacion total entre ambas especies de bacteria, por lo tanto, la recuperacién fue casi la
misma para B. canis y B. abortus con un porcentaje entre el 85 al 90% de recuperacién. En
Higado, siendo un 6rgano bastante dificil de recuperar, se obtuvo un total de 26 huevos
inoculados dando lugar a un 53% de recuperacion total entre ambas bacterias, obteniendo
mas de un 73% de recuperacion con B. abortus en comparacion a la poca recuperacion

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

Porcentajes de recuperacion bacteriana por B. canis y B. abortus obtenidos en los
diferentes tejidos (SI, CAM, Higado) segun el total de huevos embrionados inoculados vs
cepa bacteriana, en huevos embrionados de 12 - 14 dias de edad a una concentracion de

inoculacion de 10° UFC/ml.
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Ademaés de realizar ensayos con periodos de infeccion de 72 horas, también se
inocularon huevos embrionados entre 9-14 dias de edad con 3-24 horas de infeccion
analizando los diferentes 6rganos. En el SI el promedio de recuperacion 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, ademas hubo una similitud en el porcentaje de recuperacion bacteriana
en ambas especies, siendo mayor al 90% de recuperacion, la diferencia no fue

estadisticamente significativa.

En CAM el resultado fue muy similar, la recuperacion bacteriana fue méas de un 90%
en ambas especies, sin embargo, el promedio fue distinto, obteniendo mayor infeccion para
B. canis con 2.30 UFC/g, en comparacién con B. abortus con un promedio de 2.04 UFC/g,
no se encontraron diferencias significativas. En higado, los resultados también fueron
distintos, el numero de huevos con recuperacion bacteriana fue mayor con B. abortus con
un 35% que con B. canis con un 10% de recuperacion bacteriana, sin embargo, el promedio
de infeccidn que se obtuvo fue mayor en la bacteria B. canis con un promedio de 1.31 UFC/g
en comparacion 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 infeccion por B. canis y B. abortus obtenidos en los diferentes tejidos (Sl,
CAM, Higado) y porcentajes de recuperacion bacteriana segun el total de huevos
inoculados en embriones de 9 - 14 dias de edad en periodos de infeccion de 3-24 horas a

concentraciones del in6culo de 10> UFC/ml.
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4.4 Citologias por inmunofluorescencia directa

Durante la etapa de observacion microscopica, se empled la técnica de
inmunofluorescencia directa con tincion DAPI en muestras de tejido previamente macerado.
Esta metodologia permitio la visualizacion de las células correspondientes a cada tejido, asi
como la deteccién de Brucella sp. Se identifico la presencia de B. canis Unicamente en
tejidos como la membrana corioalantoidea (CAM) y el higado; sin embargo, resultd
complejo observar su presencia en el sitio de inoculacion (SlI), probablemente debido a la
baja carga bacteriana, a la dificultad técnica para la visualizacion en las ldminas, y a una
posible degradacién 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 microscopia. En la CAM se observaron varias bacterias
de B. canis (cepa GFP) ubicadas intracelularmente, con indicios de replicacion aparente
(Figura 15; A), tras la inoculacion con una concentracion de 10° UFC/ml. Asimismo, en
tejido hepatico se logro observar la presencia de la bacteria en el interior celular utilizando
una concentracién de inéculo menor, de 103 UFC/ml, lo que sugiere una infeccion activa
(Figura 15; B).

En relacion con B. abortus (cepa RFP), se visualizo la presencia de bacterias
individuales tanto intra como extracelulares en la CAM, utilizando una concentracion de
in6culo de 10° UFC/ml (Figura 15; C). En el higado, se identificaron bacterias dispersas de

manera extracelular a partir de una concentracion de 10° UFC/ml (Figura 15; D).
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Figura 15

Observacién microscopica de tejido embrionario CAM e higado, presencia de bacterias
individuales dentro y fuera de la célula por B. abortus RFP y replicacion bacteriana

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

B. canis GFP B. abortus RFP

10°

Higado

103,10°

Nota. (A) Bacterias intracelulares en CAM de B. canis GFP (flecha) con una dosis de infeccion 10°
UFC/ml. (B) Replicacion bacteriana de B. canis GFP intracelular en higado (recuadro) con una dosis
de infeccion 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 infeccién
10° UFC/ml (D) Bacterias extracelulares en higado por B. abortus RFP (flechas) con una dosis de

infeccion 10 UFC/ml. Elaboracion propia.
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Se observd B. abortus GFP en los tres tejidos embrionarios a diferentes
concentraciones de inoculacion (10°,10%). En los tejidos embrionarios analizados (SI,
CAM e higado) se observo B. abortus en el espacio extracelular sin evidencia de replicacion
bacteriana (Figura 16, A, B, C). Por otro lado, se observd gran cantidad de bacterias
fluorescentes rojas en los diferentes tejidos, como Sl (Figura 16; D) donde la bacteria estaba
localizada extracelular e intracelularmente. Ademéas, en CAM (Figura 16; E) se pudo
identificar la presencia de replicacion bacteriana dentro y fuera de las células, indicando
infeccion activa. Por ultimo, se observo poca cantidad de bacteria en higado (Figura 16; F)

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

Observaciéon microscopica de tejido embrionario SI, CAM e higado con presencia de
bacterias de B. abortus GFP extracelular y replicacion bacteriana intracelular por B.

abortus RFP a un aumento de 600x.

B. abortus GFP B. abortus RFP

Sl
10%,10°
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10°,10°

Higado
10°,10°

/ m
\

Nota. (A), (B), (C) Bacterias extracelular (Flechas) de B. abortus GFP en SI, CAM e Higado con
una dosis de infeccion 105 UFC/mI. (D) Bacterias dentro y fuera de las células de B. abortus RFP
en Sl con una dosis de infeccion 10 UFC/ml (Cuadro). (E) Infeccion activa, bacterias intra (Flecha)
y extraceluar de B. abortus RFP en CAM con una dosis de infeccion 10 UFC/ml. (F) Bacteria
extracelular de B. abortus RFP en higado con una dosis de infeccion 10® UFC/ml (cuadro).

Elaboracion propia.
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También se realizaron inoculaciones a concentraciones de 106 UFC/mI para buscar
la presencia de B. abortus en SI, CAM e higado. En el Sl se observa que hubo bacterias
ubicadas intracelular y extracelularmente (Figura 17; A) y la presencia de bacterias en
replicacion dentro de la célula embrionaria (Figura 17; B). En CAM hubo mayor cantidad
de replicacion bacteriana (Figura 17; C, D), evidenciando que hubo una infeccion activa en
esta zona anatdmica del embrion. Por dltimo, en el higado, hubo menor cantidad de
presencia bacteriana al verse solamente unas cuantas bacterias de manera individual
rodeando las células del higado indicando su presencia en 6rganos internos (Figura 17; E,

F).
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Figura 17

Celularidad embrionaria en SI, CAM e higado, bajo la infeccion activa por B. abortus RFP
y el alcance intra y extracelular de la bacteria a érganos internos vistas a un aumento de

600x.

B. abortus (RFP)

Sl
10°

CAM
10°

Higado
10°

Nota. (A) Presencia de bacterias extracelular e intracelular de B. abortus GFP en Sl 'y (B) replicacion
bacteriana intracelular (recuadro) con una dosis de infeccion 106 UFC/ml. (C)(D) Replicacion
bacteriana activa intracelular y extracelular de B. abortus RFP en CAM con una dosis de infeccion
10® UFC/ml. (E)(F) Presencia bacteriana intracelular de B. abortus RFP en Higado con una dosis
de infeccion 10 UFC/mI (recuadro). Elaboracion propia.

Seguidamente, se observd B. abortus (RFP) con solamente 24 horas de infeccion, la

bacteria estuvo presente en el SI y CAM con concentraciones de 10 UFC/ml, sin la
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posibilidad de observar bacterias en el higado que puede atribuirse al periodo inicial de
establecimiento de la infeccion. En el Sl 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 logré observar dos replicaciones
bacterianas intracelular, dando lugar a qué hubo mayor cantidad de bacterias en esta zona

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

Celularidad embrionaria en SI y CAM con presencia de B. abortus intracelular,
extracelular y replicacidn bacteriana en el transcurso de 24 horas post inoculacion vistas

a un aumento de 600x.

B. abortus RFP
24 h de infeccion

SI

10°
CAM
10°

Nota. (A) Bacteria extracelular de B. abortus en el SI con una dosis de infeccion 10> UFC/m.

(flecha). (B) Presencia de dos bacterias intracelular B. abortus en el SI con una dosis de infeccion
105 UFC/ml (Recuadro). (C), (D). Presencia de replicacion bacteriana de B. abortus dentro de dos

células en CAM con una dosis de infeccion 10> UFC/ml. Elaboracion propia.
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V. DISCUSION

La inoculacion en embriones de pollo se consolida como una herramienta ideal para
el aislamiento de agentes infecciosos intracelulares como Brucella sp. En este estudio se
demostr6 que B. canis y B. abortus poseen la capacidad de replicarse eficazmente dentro de
las células embrionarias de pollo, alcanzando incluso 6rganos internos como el higado.
Ademads, el ntimero de bacterias recuperadas fue considerable (hasta 10%8 UFC/ml),
superando la dosis de inoculacién inicial, tal como lo han reportado estudios previos que

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

La via de inoculacion a través de la membrana corioalantoidea demostré ser
particularmente eficaz, ya que proporciona un ambiente altamente nutritivo para la
replicacion bacteriana de Brucella sp. Esta membrana constituye un érgano de facil acceso
que permite la inoculacion directa, lo que resulté en una tasa de recuperacion bacteriana
superior al 90%. Por ello, el modelo de huevo embrionado se confirma en este estudio como
una herramienta diagnostica 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. Ademas de facilitar el crecimiento bacteriano, este modelo presenta
ventajas como su facil manipulacién, la posibilidad de infectar distintos tejidos

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

En cuanto a la letalidad embrionaria inducida por B. canis, se observd un efecto
significativo. Los resultados indicaron que concentraciones entre 10° y 10° UFC/ml

provocaron una elevada tasa de mortalidad embrionaria, especialmente en embriones
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jovenes de siete dias de edad (24 muertos de un total de 64). No obstante, se demostr6 que
concentraciones bacterianas mayores (10°, 10° y hasta 10° UFC/ml) presentaron una menor
letalidad en embriones de 12 a 14 dias de edad, considerados mas resistentes a la infeccion

por B. canis (2 muertos de 16).

Por el contrario, bajo infeccion con B. abortus, se registré una mayor mortalidad en
embriones de 12 a 14 dias (7 muertos de 13), lo cual sugiere que B. abortus posee un mayor
grado de virulencia en comparacion 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 sefialaron que factores como la edad
embrionaria inferior a los 14 dias, el grado de desarrollo de los tejidos, las condiciones de
incubacion y el manejo durante el transporte pueden incidir significativamente en la tasa de

letalidad embrionaria.

En este estudio se demostré que Brucella sp. posee la capacidad de propagarse a
distintos tejidos embrionarios, produciendo una infeccion generalizada que provoca, entre
otras manifestaciones, hemorragias, petequias localizadas en el cuerpo, cabeza y membrana
corioalantoidea (CAM), congestion vascular, y la invasion de 6rganos internos, evidenciada
por la presencia de la bacteria en el tejido hepatico. Asimismo, la replicacion bacteriana
indujo en algunos embriones turbidez del liquido amniotico, acompafiada de una
proliferacion significativa de bacterias, lo que llevo a la interrupcion del desarrollo
embrionario, malformaciones anatdmicas, ausencia de extremidades y falta de formacion
de organos. 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 evaluo la capacidad infectiva comparativa entre B. abortus y B.
canis, determinando que la primera presenta una mayor virulencia. Esto se evidencio en los
valores promedio de infeccion, los cuales fueron més elevados para B. abortus en el sitio de
inoculacién (SI) (5,03 frente a 4,57) y en el higado (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 drganos y su elevado porcentaje de recuperacion bacteriana
justifican su clasificacion como la especie mas virulenta en este estudio a las 72 horas post-
infeccion. Estos resultados se encuentran en concordancia con investigaciones previas que
sefialan que B. abortus tiende a diseminarse ampliamente por los tejidos, siendo el higado

y el bazo los érganos mas afectados (Gonzélez et al., 2021).

En cuanto al porcentaje de recuperacion bacteriana en relacion con la edad
embrionaria, se observé que en embriones de 12 a 14 dias, B. canis presentd un menor
porcentaje de recuperacién y valores promedio de infeccion mas bajos. En contraste, B.
abortus mostré una recuperacion bacteriana significativamente mayor y promedios de
infeccion mas altos, lo cual también se observo en los embriones de entre 7 y 12 dias de
edad. Por tanto, en el contexto de este estudio, se concluye que B. abortus presenta una
mayor capacidad para generar infeccién que B. canis. Estos hallazgos coinciden con
estudios previos que destacan la mayor tasa de infeccion, la capacidad abortiva y la afinidad
de B. abortus por el eritritol, lo cual facilita su proliferacion en tejidos placentarios (Mackey

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

La inoculacion del embrion de pollo como un modelo in vivo, favorecio la recuperacion
bacteriana de Brucella sp, al tener la capacidad de multiplicarse en las células inmaduras
del embridn, esto confirma que B. canis y B. abortus tiene la capacidad infectiva de
multiplicarse con UFC minimas, ya que ambas especies bacterianas lograron infectar
tejido embrionario a diferentes dosis de inoculacion.

El modelo de huevo embrionado como modelo de infeccidn, permitio medir la tasa de
letalidad, comprobando asi que es mejor el uso de huevos embrionados de mayor edad
entre 12-14 dias.

La inoculacion del embrion de pollo permitié determinar la distribucion, ubicacion
intracelular y virulencia de Brucella sp., se concluye que el uso de dosis altas de
inoculacion bacteriana permitird mayor capacidad de infeccion y replicacién dentro de
las células embrionarias.

B. abortus puede llegar a ser mas virulenta que B. canis, teniendo mayor replicacion
dentro de los tejidos a tiempos de infeccion 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

érganos internos del embrion.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar nuevos ensayos empleando embriones entre 12 a 14 dias de edad,
a fin de reducir la mortalidad, optimizar su manipulacién y, al ser embriones mas
vigorosos Y resistentes a la infeccion, favorecer tanto la supervivencia embrionaria
como la replicacion bacteriana.

Es recomendable complementar el estudio con métodos diagnosticos mas avanzados,
por medio de la histopatologia para observar mas detalladamente cambios
microscopicos en la citoarquitectura de las células en los 6rganos afectados.

Se sugiere ampliar los tiempos de observacion microscopica de muestras de tejido para
inmunofluorescencia directa, con el fin de prevenir su degradacion, mejorar la
visualizacion de las bacterias, mantener la viabilidad de la tincion y preservar la
arquitectura celular.

Se aconseja ampliar los criterios de evaluacion al cuantificar UFC/g en otros tejidos
como bazo y saco vitelino a las 72 horas post infeccion para potenciar los datos

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

Protocolo para [a inoculacion de huevo embrionado
como modelo de experimentacion cientifica

Melissa Rojas Naranjo, UTN
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SELECCION DE
HUEVOS FERTILES

Preferiblemente entre 12 y
14 dias de edad.

2 OVOSCOPIA

En un cuarto oscuro,
verificar a través de una
fuente de luz el
movimiento voluntario
de los embriones y
verificar su viabilidad.

y -

g—

D sl

SELECCION DE
BACTERIA/CEPA

Seleccionar la cepa

Debe ser cultivada en un medio
de cultivo ATS a una
temperatura de 37°C por 72
horas.

4 DENSIDAD OPTICA

Medir la D.O de la Bacteria con
ayuda de un espectrémetro.
Centrifugar la bacteria si se
requiere.

[1micial = —————— =

CALCULO DE
LA DENSIDAD
OPTICA

5

Se debe ajustar la dosis a la
concentracion deseada para el
inéculo bacteriano.

A(420nm) — (0.0635)
8x10~%!

DILUCIONES
BACTERIANAS

Posteriormente, se realizan
diluciones seriadas del cultivo
bacteriano inicial, ajustada
mediante densidad 6ptica.

- \ )
G e e e tempd
RECUENTOS

7 BACTERIANOS
Se realizan recuentos en una
placa de ATS estéril, poniendo
2 gotas por dilucién.
Se deja en incubacién a 37° por
72 horas.

Se realiza antes y después del
indculo, para verificar si la
concentracion bacteriana fue
la deseada.

Formula para el célculo de colonias en placa UFC/ml

Suma de "—rp < vFC
[] Recuento Inicial = T"‘ = conteo final—

UFC
Conteo final UFC Tl

cantidad de gota (ml)  Dilucién

= Nimero de Bacterias

INOCULACION
DEL HUEVO
EMBRIONADO

Elegir la via de inoculacion:

Inoculacién en membrana
corioalantoidea (CAM):

1. Desinfectar el huevo con
alcohol al 70%

2. Marcar con lapiz la
ubicacion del embriony la
camara de aire

3. Colocar el huevo en una
posicién vertical, en una
superficie estable con la
camara de aire hacia arriba.

4. Realizar un pequeno
agujero en la camara de aire
y otro en la zona horizontal
del huevo verificando la zona
de vascularizacion.

5. Con ayuda de una jeringa
de 20 m, realizar presion
negativa a través del agujero
de la camara de aire para
crear una nueva camara en
la parte horizontal del huevo.

6. Con ayuda de una pinza se
abre un poco el cascaron y
se realiza un pequeno
orificio en la membrana
blanca del huevo para
observar la CAM

7. Una vez elegida la
concentracién deseada del
inoculo bacteriano, con
ayuda de una pipeta se
inocula 100 ul de bacteria

8. Se debe sellar
completamente el orificio
con parafilm y cinta

9. Los huevos inoculados se
dejan en una incubadora a
37°Cy humedad al (50-60%).

Fuente: UCM
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