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RESUMEN

La pasteurelosis es una enfermedad bacteriana que provoca dafios econémicos en sistemas de produccién
cunicola de todo el mundo y es una zoonosis comprobada en humanos infectados por los animales de
compafiia. El sistema complemento causa la lisis de diversos microorganismos patégenos formando el
complejo de ataque a la membrana. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad del
complemento sérico humano sobre la capacidad de supervivencia de un aislado virulento de Pasteurella
multocida tipo A. La bacteria se obtuvo de un caso clinico de una coneja con neumonia, por medio de un
hisopado nasal para aislamiento en cultivo puro e identificacién por pruebas bioguimicas. P. multocida fue
enfrentada por 30 min a 37°C, a suero humano normal y a suero humano inactivado por calor. La lisis por
la accién del complemento tuvo una reduccion significativa en la viabilidad del microorganismo comparado
con el cultivo enfrentado al complemento inactivado (P< 0.05), sin embargo, el 51.07 + 1.70 % logré evadir
la actividad litica del complemento. En la presente investigacion se concluye que el sistema complemento
ofrece proteccién parcial contra infecciones por P. multocida serotipo A causante de pasteurelosis
neumaoénica en conejos.

Palabras clave: Pasteurelosis, inhibicion del desarrollo, bacteria, complejo de atague a la membrana.

ABSTRACT
Pasteurellosis is one of the most serious bacterial diseases of rabbits, causes considerable economic
damage in production systems worldwide and is a widely proven zoonosis with cases in humans infected
by companion animals. The activated complement system causes lysis of various pathogenic
microorganisms by the formation of the membrane attack complex. The objective of the present work was
to evaluate the survivability of a virulent isolate of Pasteurella multocida type A to human serum complement
activity. A female rabbit was referred as a clinical case of pneumonic pasteurellosis, a nasal swab was
performed for isolation and identification. P. multocida was isolated in pure culture, characterized by


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
http://dx.doi.org/10.21929/abavet2022.231
https://www.youtube.com/watch?v=KNjfhacdsKQ
https://orcid.org/0000-0003-3566-7000
https://orcid.org/0000-0002-7587-0946
https://orcid.org/0000-0002-1267-5385
https://orcid.org/0000-0002-9737-1945
mailto:ealcaraz@correo.xoc.uam.mx
mailto:carmonagasca@uan.edu.mx
mailto:socorro.salgado@uan.edu.mx
mailto:sahagun@unam.mx

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com
Creative Commons (CC BY-NC 4

https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

standard biochemical identification tests, then challenged for 30 min at 37°C with normal serum and heat-
inactivated serum. Lysis by complement action had a significant reduction in the viability of the
microorganism with respect to the culture challenged with inactivated complement (p< 0.05), however, a
significant percentage 51.07 £ 1.70 % managed to evade complement lytic activity. In the context of health,
it is concluded that the complement system offers partial protection against infections by P. multocida
serotype A causing pneumonic pasteurellosis in rabbits.

Keywords: Pasteurellosis, developmental inhibition, bacteria, membrane attack complex.

INTRODUCCION

Pasteurella multocida es una bacteria Gram negativa que afecta a una amplia gama de
especies domésticas. Es un patdgeno que forma parte de la microbiota normal de cavidad
oral, orofaringe y tracto respiratorio superior, actia como agente primario y oportunista
(Aktories et al.,, 2012; Register & Brockmeier, 2019). En los lepéridos causa
bronconeumonia aguda y cronica, rinitis atréfica purulenta, sinusitis, atrofia de los
cornetes nasales, distorsion del maxilar, también esta asociada con otitis media, infeccion
genital, pioderma, septicemia y afecta en su crecimiento (Massacci et al., 2018; D’Amico
et al., 2022).

La pasteurelosis es una de las enfermedades bacterianas mas graves del conejo
provocando dafios econdmicos en los sistemas de produccién a nivel mundial (EI-Sheikh
et al., 2021). Esta enfermedad suele ser endémica en la produccion cunicola y su
prevalencia se ha estimado entre el 7% y casi el 100% (Zhu et al., 2020). La aparicion de
enfermedades es inevitable en cualquier unidad de produccién animal y conduce a
pérdidas econdmicas (Quesada et al.,, 2013). Los conejos pueden infectarse con P.
multocida después de su nacimiento y la incidencia de la infeccibn aumenta con la edad
hasta aproximadamente los 5 meses, con ello, la mayoria de los conejos adultos han sido
infectados y son portadores de P. multocida (Palocz et al., 2014).

La transmisién antropozoondtica se produce a través de mordeduras de animales,
arafazos, lamidos en abrasiones de la piel o por contacto con secreciones nasales, sin
olvidar que P. multocida es el aislado mas frecuente observado en las infecciones
humanas (Souza, 2009; Wilson & Ho, 2013; Abreu et al., 2018; D’Amico et al., 2022). La
prevalencia de antisueros frente a P. multocida fue 2 veces mayor en individuos sanos
con exposicién ocupacional (Wilson & Ho, 2013), lo que indica que la exposicion a
animales aumenta la probabilidad de infeccion y en casi todos los casos la muerte parece
ser el resultado de una complicacion de la infeccion adquirida a través del contacto con
animales (Hey et al., 2012). La utilizaciéon de conejos como animales de compariia expone
a los duefios a la infeccion por P. multocida; lo anterior ha sido documentado pero la
problematica no ha sido determinada como un problema de salud publica (Lin et al., 2006;
Per et al., 2010; Ferreira et al., 2016; D’Amico et al., 2022).
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El sistema complemento esta constituido por mas de 50 proteinas circulantes que se
producen en el higado, la biosintesis extrahepética ocurre en fibroblastos, células Ty B,
adipocitos y células endoteliales. EI complemento genera una reaccion enzimatica en
cadena que puede ser activado por tres vias: la via clasica, la via alterna y la via de las
lectinas (Bajic et al., 2015; Mathern & Heeger, 2015), participa en la respuesta inmune y
se activa por el reconocimiento de patrones moleculares asociados con patdgenos,
células dafiadas y complejos inmunes (Bajic et al., 2015). Para eliminar dichos
patdgenos, la cascada de complemento provoca su opsonizacion que facilita su
fagocitosis, su lisis por la polimerizacion del complejo de ataque de membrana, asi como
una respuesta proinflamatoria que conduce al reclutamiento y la activacién de células
inmunitarias tanto de la respuesta inmune innata, como de la respuesta inmune
adaptativa (Ricklin et al., 2010; Bajic et al., 2015; Mathern & Heeger, 2015).

La tendencia actual para el tratamiento de la pasteurelosis esta basada en la aplicacion
de antibioticos, pero en los ultimos afios aumento el interés por tener terapias alternativas
para su tratamiento (Kubatzky, 2012; Moreno-Torres et al., 2019). El efecto del sistema
complemento y su modulacion para controlar el desarrollo de diversos microorganismos
infecciosos han sido demostrados, pero la actividad del complemento sérico contra P.
multocida aislada de conejo no ha sido evaluada. Por lo tanto, el presente estudio tiene
como objetivo evaluar la actividad del complemento sérico humano sobre la capacidad
de supervivencia de un aislado virulento de P. multocida tipo A.

MATERIAL Y METODOS

Una coneja raza cabeza de ledn (Oryctolagus cuniculus) de seis meses que presentaba
semiologia compatible con neumonia productiva, con moderada secrecion blanquecina
de las fosas nasales, fue tratada con enrofloxacina via oral por mas de tres meses. Se
realiz6 un hisopado de la secrecidn para el aislamiento del agente causal en agar sangre
(AS) incubando por 24 h a 37°C. Después de realizar el aislamiento en cultivo puro, se
realizo la caracterizacion mediante técnicas de identificacion fenotipica estandar y para
la identificacion del tipo capsular se hizo la prueba de hialuronidasa y acriflavina siguiendo
las metodologias descritas por Koneman & Allen (2008). Los procedimientos contenidos
en el presente trabajo fueron avalados por el Comité interno para el cuidado y uso de los
animales (CICUA) oficio DC-2016/2-1.

Para los ensayos de supervivencia, la bacteria se subcultivé en agar sangre (AS) por 24
h, posteriormente una colonia fue inoculada en caldo infusién cerebro corazén (CICC)
durante 16 h a 37 °C con agitacion de 185 rpm hasta que el cultivo alcanz6 una densidad
Optica de 0.43 a 600 nm (aproximadamente 3.42 x 108 bacterias/mL). Posteriormente fue
centrifugado a 4,400 Xg a 21 °C por 15 min, el sedimento bacteriano se lavé una vez con
solucién salina de fosfatos (PBS) y se ajusté a 1x10° bacterias/tubo. Se utiliz6 suero
humano normal (SN) con complemento activo y para el control el complemento fue
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inactivado calentando el suero humano a 56 °C por 30 min (SIC), la concentracion final
del suero fue del 40%. Las bacterias fueron incubadas con SN o con SIC a 37°C por 30
min bajo agitacion de 190 rpm. Después el cultivo se centrifugd a 5,500 Xg decantando
el sobrenadante, la pastilla fue suspendida en 100 uL de PBS, se realizaron diluciones
decuples hasta 104, para sembrar por extension en AS por triplicado incubando a 37 °C
por 18 h para determinar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC), se calcul6
el porcentaje de supervivencia considerando el numero de colonias obtenidas tras la
incubacion con SIC como el 100% de supervivencia.

Los resultados de la prueba de supervivencia fueron analizados utilizando media, rango
y desviacién estandar, también se compararon mediante la prueba ANOVA de una via
donde un valor P < 0.05 se interpreté como significativo. Lo anterior fue realizado usando
el programa GraphPad Prism version 6.0.0 para Windows (GraphPad Prism, 2012).

RESULTADOS

Se aislo la bacteria en cultivo puro y de forma abundante en AS a partir del hisopado
nasal de la coneja cabeza de ledn (Oryctolagus cuniculus) desarrollandose dentro de las
24 h de incubacion. Después se realizo la tincion de Gram, se observaron bacilos Gram
negativos y con la tincion de Giemsa bacilos con aspecto bipolar. Las pruebas
bioquimicas realizadas se describen en la Tabla 1 y las imagenes en la Figura 1. La
identificacion del agente causal fue P. multocida y por la prueba de hialuronidasa fue
subclasificado en el tipo capsular A.

Tabla 1. Pruebas bioguimicas estandar y antibiograma aplicadas al aislado de P.

multocida obtenida de la coneja enferma.
PRUEBA DE IDENTIFICACION  Resultado  IDENTIFICACION DE SEROTIPO  Resultado

Oxidasa +
Agar TSI 6 Acriflavina -
Motilidad - Hialuronidasa +
Glucosa +
Desarrollo en agar sangre + ANTIBIOGRAMA
Hemodlisis - Cefotaxima S
Desarrollo en MacConkey - Ciprofloxacino S
Reduccién de Nitratos + Neomicina R
Indol + Norfloxacina S
Urea - Sulfametoxazol-trimetoprima S
Citrato de Simmons - Imipenem S

Positivo (+), Negativo (-), Sensible (S), Resistente (R).


mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://www.graphpad.com/

ABANICO VETERINARIO E-ISSN 2448-6132 abanicoveterinario@gmail.com
Creative Commons (CC BY-NC 4
https://abanicoacademico.mx/revistasabanico-version-nueva/index.php/abanico-veterinario

Figura 1. Pruebas bioquimicas aplicadas para la identificacion de P. multocida aislada del hisopado
nasal de la coneja cabeza de le6n. A) Cultivo puro en placa con agar sangre sin hemdlisis. B) Prueba de
hialuronidasa positiva. C) Prueba de SIM; indol positivo, produccién de acido sulfhidrico negativo y
motilidad negativa. D) Prueba TSI; produccion de gas negativo, produccion de acido sulfhidrico negativo y
fondo y superficie amarillos. E) Prueba de acriflavina negativa. F) Prueba de oxidasa positiva.

El efecto del sistema complemento en P. multocida fue evaluado tras la incubacion del
cultivo bacteriano con SN o con SIC al 40 % durante 30 min. En diez experimentos
independientes las bacterias viables fueron cuantificadas, el porcentaje de células
supervivientes fue calculado comparando el nUmero de bacterias viables incubadas en
los dos tratamientos. Los resultados indican que el sistema complemento sérico tiene
accion bactericida sobre P. multocida; el ensayo mostré que el cultivo tratado con el SN
permitid la supervivencia in vitro del 51.07 + 1.70 %, con respecto al SIC (P<0.05) (Figura
2).
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Figura 2. Supervivenciade P. multocida ala accion del sistema complemento presente en el suero.
A la izquierda se muestra la cantidad de UFCs de P. multocida que desarrollaron después de incubarlas
con SIC y a la derecha al incubarse con SN. SIC= suero Inactivado a 56 °C durante 30 min. SN= suero
normal (n=10). #® Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes (P<0.05).

DISCUSION

Se confirmo la presencia de P. multocida tipo capsular A en una coneja raza cabeza de
ledn (Oryctolagus cuniculus) que Unicamente presentaba secrecion blanquecina por las
fosas nasales. Los signos y lesiones que comdnmente se observan son rinitis, sinusitis,
conjuntivitis, dacriocistitis, secrecion nasal y ocular. Otros hallazgos no respiratorios son
meningitis, dermatitis y piometra que la paciente no presentaba (Rosell & De La Fuente,
2016; Massacci et al., 2018). P. multocida es la bacteria responsable de la pasteurelosis
en conejos (Aktories et al., 2012; Wilson & Ho, 2013), a pesar de la diversidad de los
signos y lesiones que pueden presentar estos animales se debe sospechar de esta
enfermedad aun con escasa signologia respiratoria.

La tendencia de utilizar conejos como animales de compafia se ha incrementado, la
convivencia con el ser humano es mas estrecha comparada con los conejos destinados
a la produccion; por ende, su estado de salud debe ser supervisado para evitar
enfermedades zoonoéticas (D’Amico et al.,, 2022). La pasteurelosis causa una alta
morbilidad y mortalidad en conejos sin importar su fin zootécnico, ya sea en produccion,
como animales de laboratorio o como animales de compafia (Aktories et al., 2012;
D’Amico et al., 2022), por lo tanto, la vigilancia de la pasteurelosis en conejos que
conviven estrechamente con humanos debe ser monitoreada.
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El tipo capsular A es mayormente aislado en casos de pasteurelosis en conejos, y
también ha sido reportado como causante de la enfermedad en otras especies animales
mamiferos como: cabras, borregos, cerdos y bovinos (Soriano-Vargas et al., 2012). El
tipo capsular A también estd muy relacionado con el célera aviar en todo el mundo en
diversas especies de aves como pavos, pollos (Harper et al., 2012; Guan et al., 2020),
patos (Soriano-Vargas et al., 2012) y otras aves silvestres (Wilson & Ho, 2013).

A nivel internacional existen tendencias para identificar a P. multocida mediante pruebas
moleculares como es la PCR, pero la identificacién por técnicas estandar fenotipicas es
confiable para proporcionar una caracterizacion definitiva (Dziva et al, 2008). Esta
consiste en el aislamiento de la bacteria en AS de carnero al 5 % o en agar infusion
cerebro y corazén (AICC), sin desarrollo en agar MacConkey, observacion microscopica
de bacilos cortos pleomdérficos, no flagelados, Gram negativos de tincion bipolar con la
tincion de Giemsa, que desarrollan como aerobios facultativos a 37 °C (Dziva et al., 2008;
WOAH, 2012; Panna et al., 2015; D’Amico et al., 2022). Las pruebas bioquimicas resultan
en catalasa, oxidasa e indol positivas, fermentacion de sacarosa, glucosa y maltosa
(Dziva et al., 2008; WOAH, 2012; Wilson & Ho, 2013; Panna et al., 2015). Lo anterior
asociado a la presentacion de la enfermedad en los conejos, es suficiente para
caracterizar definitivamente a la bacteria (Dziva et al., 2008), como lo observado en el
aislado, donde ademas se observo la prueba hialuronidasa positiva para identificarla
como P. multocida tipo capsular A.

El antibiograma realizado después de la identificacion muestra que el aislado de P.
multocida es susceptible a cefotaxima, ciprofloxacino, norfloxacina, sulfametoxazol-
trimetoprima e imipenem y resistente a neomicina; en la historia clinica se refiere que la
paciente fue tratada con enrofloxacina por mas de 3 meses sin mejoria alguna. Paldcz et
al. (2014) reporta que la enrofloxacina es un buen antibiotico contra las infecciones de P.
multocida, pero que la via de administracion oral no muestra buen efecto. Bourély et al.
(2019) y Jamali et al. (2014) también reportan que las cepas aisladas de cerdos y conejos
son sensibles, pero que las aisladas de bovinos y patos, son resistentes. La sensibilidad
y resistencia a los antibioticos contra P. multocida es muy variable, esto depende en gran
medida de las concentraciones de la bacteria, dosificaciones del antibiético y especies
animales.

Los aislados de P. multocida tipo capsular A de todas las especies son sensibles a una
amplia gama de antibidticos como el florfenicol, el trimetoprima-sulfametoxazol y las
penicilinas (Gunathilake et al., 2015). Contrario a lo anterior, se reporta que los aislados
de bovinos, muestran una marcada resistencia a la penicilina G, estreptomicina,
oxitetraciclina, ampicilina y tiamfenicol (Jamali et al., 2014), y son susceptibles a la
amoxicilina, amikacina, cefazolina, ceftiofur, cefquinoma, cloranfenicol, enrofloxacina,
florfenicol y kanamicina (Jamali et al., 2014; Bourély et al., 2019). Para una mayor eficacia
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contra P. multocida, los antibiéticos de elecciéon deben administrarse combinados. Las
mejores combinaciones son con amoxicilina y &cido clavulanico, doxiciclina con
metronidazol, clindamicina con ciprofloxacina o combinacién de trimetoprima-
sulfametoxazol o ceftriaxona (Wilson & Ho, 2013). La eleccidn de antibidticos en conejos
es limitada, ya que muchos antibiéticos orales afectan la microbiota intestinal, provocando
infecciones como clostridiasis (Elazab et al., 2018). Ante la variabilidad de susceptibilidad
y resistencia mostrada por P. multocida es muy importante que antes de administrar una
antibioticoterapia, siempre deben realizarse pruebas de susceptibilidad a antibiéticos.

El plasma sanguineo tiene elementos capaces de proteger al organismo de la presencia
de patégenos, entre ellos el sistema complemento, en este estudio se observo el efecto
inhibitorio del complemento sérico contra P. multocida. La inhibicién del desarrollo de P.
multocida en el SN por accién del complemento fue demostrada a diferencia del SIC,
donde las proteinas del sistema complemento fueron desnaturalizadas. El sistema
complemento es la principal respuesta humoral del sistema inmune innato y tiene gran
relevancia en la proteccion contra las bacterias y otros patdgenos invasores debido a su
actividad opsonica y citolitica sobre el patdogeno, ademas de su actividad proinflamatoria
(Carroll & Isenman, 2012). Aun cuando se demuestra que el sistema complemento tiene
accion bactericida contra P. multocida, existen otros componentes en la sangre que
tienen accion inhibitoria del desarrollo de la bacteria (Nicholson, 2016). La capacidad del
individuo para controlar la infeccion también depende de otros componentes del sistema
inmune como la produccién de anticuerpos IgA que inhiben la infeccion y el desarrollo de
la bacteria en la mucosa respiratoria, mientras que, en su invasion a tejidos, depende de
la produccion de anticuerpos IgG junto con la activacion del sistema Complemento
(Aktories et al., 2012).

Las cepas encapsuladas de P. multocida serogrupo A de origen aviario son altamente
resistentes al complemento y crecen activamente en suero (Harper et al., 2012; Guan et
al., 2020). Sin embargo, el aislado de P. multocida obtenido de la coneja fue parcialmente
sensible a la accion del complemento tal y como pasa con los mutantes espontaneos con
capsula reducida, o las cepas que han sido tratadas con hialuronidasa, que son
generalmente mas susceptibles a la aglutinacion sérica, destruccion y fagocitosis del
suero mediada por el complemento y por los neutrdéfilos (Guan et al., 2020; Li et al., 2021).
Rodentibacter pneumotropicus (antes Pasteurella pneumotropica) sobrevive en un 50%
cuando se incuba con SN, por lo que R. pneumotropicus ha desarrollado mecanismos
para evadir el sistema complemento humano que pueden aumentar la eficiencia para
acceder y colonizar los tejidos internos donde puede causar infecciones graves
(Sahagun-Ruiz et al., 2014).

Las infecciones por P. multocida en humanos surgen como resultado de heridas donde
las mordeduras o arafiazos de conejos estan implicados evidenciando la antropozoonosis
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(Lin et al., 2006; Per et al., 2010; D’Amico et al., 2022). Cuando estas infecciones no son
consecuencia de heridas por mordedura, suelen estar relacionadas con el contacto de
las lesiones cutaneas, naso-orofaringeas o de mucosas respiratorias superiores,
especialmente en niflos pequefios, ancianos, personas embarazadas o
inmunodeprimidas (Baud et al., 2012; Wilson & Ho, 2013, D'Amico et al, 2022). Los
conejos utilizados para uso doméstico que son portadores de P. multocida son una
potencial fuente de infeccion para humanos expuestos a los conejos infectados, como:
médicos veterinarios, duefios, criadores, personal de rastros que estan en contacto con
ellos.

CONCLUSIONES

Existe una reducciéon en el nimero de UFCs de P. multocida al exponerlas al
complemento activo presente en el suero humano normal en comparacién con las
expuestas al suero inactivado. El complemento humano es un componente del sistema
inmune que ofrece resistencia parcial al desarrollo de P. multocida tipo capsular A.
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