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RESUMO
A pasteurelose é uma doenca bacteriana que causa danos econdmicos em sistemas de producdo de
coelhos em todo o mundo e é uma zoonose comprovada em humanos infectados por animais de
companhia. O sistema de complemento causa a lise de varios microrganismos patogénicos ao formar o
complexo de ataque & membrana. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade do complemento
do soro humano sobre a capacidade de sobrevivéncia de um isolado virulento de Pasteurella multocida
tipo A. A bactéria foi obtida de um caso clinico de um coelho com pneumonia, por meio de esfregaco nasal
para isolamento em cultura pura e identificacdo por testes bioguimicos. A P. multocida foi desafiada por 30
minutos a 37 °C, soro humano normal e soro humano inativado pelo calor. A lise por acdo do complemento
teve uma reducéo significativa na viabilidade do microrganismo em comparagdo com a cultura desafiada
com complemento inativado (P<0,05); no entanto, 51,07 + 1,70 % conseguiram escapar da atividade litica
do complemento. A presente investigacao conclui que o sistema de complemento oferece protecdo parcial
contra infecgBes por P. multocida sorotipo A gue causam pasteurelose pneumdnica em coelhos.
Palavras-chave: Pasteurelose, inibicdo do desenvolvimento, bactérias, complexo de atague a
membrana.

RESUMEN
La pasteurelosis es una enfermedad bacteriana que provoca dafios econémicos en sistemas de produccion
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
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con el cultivo enfrentado al complemento inactivado (P< 0.05), sin embargo, el 51.07 + 1.70 % logro evadir
la actividad litica del complemento. En la presente investigacion se concluye que el sistema complemento
ofrece proteccion parcial contra infecciones por P. multocida serotipo A causante de pasteurelosis
neumaonica en conejos.

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

INTRODUCAO

A Pasteurella multocida é uma bactéria Gram-negativa que afeta uma ampla gama de
espécies domésticas. E um patégeno que faz parte da microbiota normal da cavidade
oral, da orofaringe e do trato respiratorio superior, atuando como agente primario e
oportunista (Aktories et al., 2012; Register & Brockmeier, 2019). Em leporideos, causa
broncopneumonia aguda e cronica, rinite atréfica purulenta, sinusite, atrofia dos cornetos
nasais, distorcdo da maxila, também esta associada a otite média, infeccdo genital,
pioderma, septicemia e afeta seu crescimento (Massacci et al., 2018; D’Amico et al.,
2022).

A pasteurelose € uma das doencas bacterianas mais graves dos coelhos, causando
danos econdmicos aos sistemas de produgao em todo o mundo (El-Sheikh et al., 2021).
Essa doenca é frequentemente endémica na producéo de coelhos e estima-se que sua
prevaléncia varie de 7 a quase 100% (Zhu et al., 2020). A ocorréncia da doenca é
inevitavel em qualquer unidade de producdo animal e leva a perdas econdémicas
(Quesada et al.,, 2013). Os coelhos podem ser infectados pela P. multocida apds o
nascimento e a incidéncia da infeccdo aumenta com a idade até aproximadamente 5
meses, sendo que a maioria dos coelhos adultos foi infectada e é portadora da P.
multocida (Palocz et al., 2014).

A transmissdo antropozoonoética ocorre por meio de mordidas de animais, arranhdes,
lambedura de abrasfes na pele ou contato com secre¢des nasais, sem esquecer que a
P. multocida € o isolado mais frequente observado em infeccbes humanas (Souza, 2009;
Wilson & Ho, 2013; Abreu et al., 2018; D’Amico et al., 2022). A prevaléncia de antissoros
para P. multocida foi duas vezes maior em individuos saudaveis com exposi¢ao
ocupacional (Wilson & Ho, 2013), indicando que a exposicdo a animais aumenta a
probabilidade de infeccéo e, em quase todos 0s casos, a morte parece ser o resultado
de uma complicacdo da infeccdo adquirida por meio do contato com animais (Hey et al.,
2012). O uso de coelhos como animais de companhia expde os proprietarios a infeccao
por P. multocida; isso foi documentado, mas a questdo nédo foi identificada como um
problema de saude publica (Lin et al., 2006; Per et al., 2010; Ferreira et al., 2016; D’Amico
et al., 2022).

O sistema de complemento consiste em mais de 50 proteinas circulantes que sao
produzidas no figado, com biossintese extra-hepética ocorrendo em fibroblastos, células
T e B, adipdcitos e células endoteliais. O complemento gera uma reacéo enzimética em
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cadeia que pode ser ativada por trés vias: a via classica, a via alternativa e a via da lectina
(Bajic et al., 2015; Mathern & Heeger, 2015), participa da resposta imune e é ativado pelo
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos, células danificadas e
complexos imunes (Bajic et al., 2015). Para eliminar esses patégenos, a cascata do
complemento desencadeia sua opsonizacgao, o que facilita sua fagocitose, sua lise pela
polimerizacdo do complexo de ataque a membrana, bem como uma resposta pro-
inflamatoria que leva ao recrutamento e a ativacao de células imunes da resposta imune
inata e adaptativa (Ricklin et al., 2010; Bajic et al., 2015; Mathern & Heeger, 2015).

A tendéncia atual para o tratamento da pasteurelose baseia-se na aplicacdo de
antibiéticos, mas nos ultimos anos houve um interesse maior em terapias alternativas
para seu tratamento (Kubatzky, 2012; Moreno-Torres et al., 2019). O efeito do sistema
de complemento e sua modulacdo para controlar o desenvolvimento de varios
microrganismos infecciosos foram demonstrados, mas a atividade do complemento
sérico contra P. multocida isolada de coelhos néo foi avaliada. Portanto, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a atividade do complemento do soro humano sobre a
capacidade de sobrevivéncia de um isolado virulento de P. multocida tipo A.

MATERIAL E METODOS

Um coelho-ledo (Oryctolagus cuniculus), fémea, de seis meses de idade, apresentando
semiologia compativel com pneumonia produtiva, com moderada secrecao
esbranquicada das vias nasais, foi tratado com enrofloxacina por via oral por mais de trés
meses. A secrecao foi coletada em cotonete para isolamento do agente causador em
agar sangue (AS) e incubada por 24 horas a 37 °C. Apos o isolamento em cultura pura,
a caracterizacao foi realizada por meio de técnicas padréao de identificacdo fenotipica e,
para a identificacdo do tipo capsular, foram realizados testes de hialuronidase e
acriflavina, seguindo as metodologias descritas por Koneman & Allen (2008). Os
procedimentos contidos neste trabalho foram endossados pelo Comité Interno para o
Cuidado e Uso de Animais (CICUA), comércio DC-2016/2-1.

Para os ensaios de sobrevivéncia, as bactérias foram subcultivadas em agar sangue (AS)
por 24 h e, em seguida, uma coldnia foi inoculada em caldo de infusdo de cérebro e
coracao (CICC) por 16 h a 37 °C com agitacdo de 185 rpm até que a cultura atingisse
uma densidade 6ptica de 0,43 a 600 nm (aproximadamente 3,42 x 108 bactérias/mL). Em
seguida, centrifugado a 4.400 Xg a 21 °C por 15 minutos, o pellet bacteriano foi lavado
uma vez com solucédo salina tamponada com fosfato (PBS) e ajustado para 1x103
bactérias/tubo. Foi usado soro humano normal (SN) com complemento ativo e, para o
controle, o complemento foi inativado pelo aquecimento do soro humano a 56 °C por 30
minutos (SIC); a concentracado final do soro foi de 40 %. As bactérias foram incubadas
com SN ou SIC a 37 °C por 30 minutos sob agitacdo de 190 rpm. A cultura foi entéao
centrifugada a 5.500 Xg, decantando o sobrenadante, o pellet foi suspenso em 100 pL
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de PBS, foram realizadas diluicdes de dez vezes até 10-4, para semear por extensao em
AS em triplicata, incubando a 37 °C por 18 h para determinar o numero de unidades
formadoras de colbnias (UFC), a porcentagem de sobrevivéncia foi calculada
considerando o nimero de col6nias obtidas ap6s a incubacdo com SIC como 100% de
sobrevivéncia.

Os resultados do teste de sobrevivéncia foram analisados por meio de média, intervalo e
desvio padrao, também comparados pelo teste ANOVA unidirecional, em que um valor
de P < 0,05 foi interpretado como significativo. O teste acima foi realizado com o software
GraphPad Prism versao 6.0.0 para Windows (GraphPad Prism, 2012).

RESULTADOS

As bactérias foram isoladas em cultura pura e abundantemente em AS do cotonete nasal
do coelho (Oryctolagus cuniculus) e se desenvolveram em 24 horas de incubacdo. Em
seguida, foi realizada a coloracdo de Gram, foram observados bacilos Gram-negativos e,
com a coloracdo de Giemsa, bacilos com aparéncia bipolar. Os testes bioquimicos
realizados estéo descritos na Tabela 1 e as imagens na Figura 1. O agente causador foi
identificado como P. multocida e, pelo teste de hialuronidase, foi subclassificado em tipo
capsular A.

Tabela 1. Testes bioquimicos padrdo e antibiograma aplicados ao isolado de P. multocida obtido do coelho
doente
PROVA DE IDENTIFICACAO Resultado IDENTIFICACAO DO SOROTIPO Resultado

Oxidase +
Agar TSI 6 Acriflavina -
Motilidade - Hialuronidasa +
Glicose +
Desenvolvimento em agar + ANTIBIOGRAMA
sangue
Hemodlise - Cefotaxima S
Desenvolvimento em MacConkey - Ciprofloxacino S
Reducéo de nitrato + Neomicina R
Indole + Norfloxacina S
Ureia - Sulfametoxazol-trimetoprima S
Citrato de Simmons - Imipenem S

Positivo (+), Negativo (-), Sensivel (S), Resistente (R)
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Figura 1. Testes bioquimicos aplicados para a identificagdo de P. multocida isolada do cotonete
nasal do coelho cabeca de ledo. A) Cultura pura em placa de agar sangue sem hemolise. B) Teste de
hialuronidase positivo. C) Teste SIM; indol positivo, producdo de sulfeto de hidrogénio negativa e
motilidade negativa. (D) Teste TSI; producéo negativa de gas, producao negativa de sulfato de hidrogénio
e fundo e superficie amarelos. (E) Teste de acriflavina negativo. (F) Teste de oxidase positivo

O efeito do sistema complementar sobre a P. multocida foi avaliado apds a incubacgéo da
cultura bacteriana com SN ou 40 % de SIC por 30 minutos. Em dez experimentos
independentes, as bactérias viaveis foram quantificadas e a porcentagem de células
sobreviventes foi calculada pela comparacdo do numero de bactérias viaveis incubadas
nos dois tratamentos. Os resultados indicam que o sistema de complemento sérico tem
acao bactericida sobre a P. multocida; o ensaio mostrou que a cultura tratada com o SN
permitiu uma sobrevivéncia in vitro de 51,07 £ 1,70 %, em relacdo ao SIC (P<0,05) (Figura
2).
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Figura 2. Sobrevivéncia de P. multocida a acdo do sistema de complemento presente no soro. O
nuamero de UFCs de P. multocida que se desenvolveram ap6s a incubacao com SIC é mostrado a esquerda
e a direita quando incubado com SN. SIC= soro inativado a 56 °C por 30 min. SN= soro normal (n=10). a-
b As médias com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (P<0,05)

DISCUSSAO

A presenca de P. multocida capsular tipo A foi confirmada em um coelho cabeca de ledo
(Oryctolagus cuniculus) com apenas uma secrecao esbranqui¢cada nas narinas. Os sinais
e lesbes comumente observados sao rinite, sinusite, conjuntivite, dacriocistite, secrecao
nasal e ocular. Outros achados néo respiratorios sdo meningite, dermatite e piometra,
gue o paciente nao apresentou (Rosell & De La Fuente, 2016; Massacci et al., 2018). A
P. multocida é a bactéria responsavel pela pasteurelose em coelhos (Aktories et al., 2012;
Wilson & Ho, 2013), apesar da diversidade de sinais e lesdes que esses animais podem
apresentar, essa doenca deve ser suspeitada mesmo com poucos sinais respiratorios.

A tendéncia de usar coelhos como animais de companhia tem aumentado, sua
coabitacdo com humanos € mais préxima em comparacao com coelhos de producéo;
portanto, seu estado de saude deve ser monitorado para evitar doencas zoondticas
(D’Amico et al., 2022). A pasteurelose causa alta morbidade e mortalidade em coelhos,
independentemente de sua finalidade zootécnica, seja na produ¢do, como animais de
laboratério ou como animais de companhia (Aktories et al., 2012; D’Amico et al., 2022),
portanto, a vigilancia da pasteurelose em coelhos que convivem com humanos deve ser
monitorada.

O tipo capsular A é isolado principalmente em casos de pasteurelose em coelhos e
também foi relatado como causa da doenca em outras espécies de mamiferos, como
cabras, ovelhas, porcos e gado (Soriano-Vargas et al., 2012). O tipo capsular A também
esta fortemente associado a colera aviaria em todo o mundo em varias espécies de aves,
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como perus, galinhas (Harper et al., 2012; Guan et al., 2020), patos (Soriano-Vargas et
al., 2012) e outras aves selvagens (Wilson & Ho, 2013).

Internacionalmente, ha tendéncias para identificar a P. multocida por meio de testes
moleculares, como PCR, mas a identificagé@o por técnicas fenotipicas padrdo é confiavel
para fornecer uma caracterizagdo definitiva (Dziva et al, 2008). Isso consiste no
isolamento da bactéria em 4gar 5 % ram AS ou &gar de infusdo de cérebro e coracao
(CICC ), sem crescimento em agar MacConkey, observacao microscopica de bacilos
curtos pleomdérficos, ndo flagelados, Gram-negativos, com coloracdo bipolar com
Giemsa, crescendo como aerdbios facultativos a 37 °C (Dziva et al., 2008; WOAH, 2012;
Panna et al., 2015; D’Amico et al., 2022). Os testes bioquimicos resultam em catalase,
oxidase e indole positivas, fermentacdo de sacarose, glicose e maltose (Dziva et al.,
2008; WOAH, 2012; Wilson & Ho, 2013; Panna et al., 2015). O acima exposto associado
a apresentacdo da doenca em coelhos é suficiente para caracterizar definitivamente a
bactéria (Dziva et al., 2008), como observado no isolado, em que também foi observado
um teste de hialuronidase positivo para identifica-lo como P. multocida capsular tipo A.

O antibiograma realizado apo6s a identificagdo mostra que o isolado de P. multocida é
suscetivel a cefotaxima, ciprofloxacina, norfloxacina, sulfametoxazol-trimetoprima e
imipenem e resistente a neomicina; o historico clinico relata que o paciente foi tratado
com enrofloxacina por mais de 3 meses sem nenhuma melhora. Palocz et al. (2014)
relatam que a enrofloxacina € um bom antibiotico contra infec¢gdes por P. multocida, mas
gue a via oral de administracao ndo apresenta bom efeito. Bourély et al. (2019) e Jamali
et al. (2014) também relatam que as cepas isoladas de suinos e coelhos sdo sensiveis,
mas as isoladas de bovinos e patos séo resistentes. A sensibilidade e a resisténcia aos
antibidticos da P. multocida sdo altamente variaveis, dependendo em grande parte das
concentracdes bacterianas, das dosagens de antibiéticos e das espécies animais.

Os isolados de P. multocida capsular tipo A de todas as espécies sdo sensiveis a uma
ampla gama de antibioticos, como florfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol e penicilinas
(Gunathilake et al., 2015). Ao contrario do que foi mencionado acima, foi relatado que os
isolados bovinos apresentam resisténcia acentuada a penicilina G, estreptomicina,
oxitetraciclina, ampicilina e tianfenicol (Jamali et al., 2014), e sdo suscetiveis a
amoxicilina, amicacina, cefazolina, ceftiofur, cefquinoma, cloranfenicol, enrofloxacina,
florfenicol e canamicina (Jamali et al., 2014; Bourély et al., 2019). Para obter a maxima
eficacia contra a P. multocida, os antibidticos de escolha devem ser administrados em
combinacdo. As melhores combinacdes sdo com amoxicilina e acido clavulanico,
doxiciclina com metronidazol, clindamicina com ciprofloxacina ou combinacdo de
trimetoprim-sulfametoxazol ou ceftriaxona (Wilson & Ho, 2013). A escolha de antibiéticos
em coelhos é limitada, pois muitos antibidticos orais afetam a microbiota intestinal,
levando a infecgbes como a clostridiase (Elazab et al., 2018). Dada a variabilidade da
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suscetibilidade e da resisténcia demonstradas pela P. multocida, € muito importante que,
antes da administracdo da terapia antibiotica, seja sempre realizado um teste de
suscetibilidade a antibioticos.

O plasma sanguineo possui elementos capazes de proteger o organismo da presenca de
patégenos, incluindo o sistema de complemento. Neste estudo, foi observado o efeito
inibitério do complemento sérico contra a P. multocida. A inibicdo do desenvolvimento da
P. multocida no SN pela agdo do complemento foi demonstrada em contraste com o SIC,
onde as proteinas do sistema de complemento foram desnaturadas. O sistema
complemento é a principal resposta humoral do sistema imune inato e tem grande
relevancia na protecdo contra bactérias e outros patdgenos invasores devido a sua
atividade opsonizante e citolitica sobre o patégeno, além de sua atividade pro-
inflamatéria (Carroll & Isenman, 2012). Embora o sistema de complemento tenha
demonstrado ter acdo bactericida contra a P. multocida, ha outros componentes no
sangue que tém acao inibitéria sobre o crescimento da bactéria (Nicholson, 2016). A
capacidade do individuo de controlar a infeccdo também depende de outros
componentes do sistema imunoldgico, como a producéo de anticorpos IgA que inibem a
infeccéo e o crescimento da bactéria na mucosa respiratéria, enquanto sua invasao nos
tecidos depende da producéo de anticorpos IgG juntamente com a ativacao do sistema
Complemento (Aktories et al., 2012).

As cepas encapsuladas de P. multocida sorogrupo A de origem aviaria sdo altamente
resistentes ao complemento e crescem ativamente no soro (Harper et al., 2012; Guan et
al., 2020). No entanto, o isolado de P. multocida obtido do coelho foi parcialmente
sensivel a acdo do complemento, como € o caso de mutantes espontaneos com capsula
reduzida ou cepas que foram tratadas com hialuronidase, que geralmente sdo mais
suscetiveis a aglutinacao, destruicao e fagocitose do soro mediada por complemento e
neutrofilos (Guan et al.,, 2020; Li et al., 2021). O Rodentibacter pneumotropicus
(anteriormente Pasteurella pneumotropica) sobrevive 50% quando incubado com SN,
portanto, o R. pneumotropicus desenvolveu mecanismos para burlar o sistema de
complemento humano que podem aumentar a eficiéncia para acessar e colonizar tecidos
internos onde pode causar infeccfes graves (Sahagun-Ruiz et al., 2014).

As infec¢cBes por P. multocida em humanos surgem como resultado de feridas em que
mordidas ou arranhdes de coelhos estao envolvidos, evidenciando a antropozoonose (Lin
etal., 2006; Per et al., 2010; D’Amico et al., 2022). Quando essas infec¢des ndo resultam
de feridas de mordidas, elas geralmente estéo relacionadas ao contato de lesdes na pele,
nasal-orofaringea ou na mucosa respiratéria superior, especialmente em criancas
peguenas, idosos, gestantes ou pessoas imunocomprometidas (Baud et al., 2012; Wilson
& Ho, 2013, D'Amico et al, 2022). Os coelhos usados para uso doméstico que séo
portadores de P. multocida sdo uma fonte potencial de infec¢éo para humanos expostos
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a coelhos infectados, como veterinarios, proprietarios, criadores e funcionarios de
abatedouros que estdo em contato com eles.

CONCLUSOES

Ha uma reducédo no numero de UFCs de P. multocida quando expostas ao complemento
ativo presente no soro humano normal em comparagdo com aquelas expostas ao soro
inativado. O complemento humano é um componente do sistema imunologico que
oferece resisténcia parcial ao desenvolvimento de P. multocida capsular tipo A.
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