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RESUMO 

A pasteurelose é uma doença bacteriana que causa danos econômicos em sistemas de produção 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 vários microrganismos patogênicos ao formar o 

complexo de ataque à membrana. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade do complemento 

do soro humano sobre a capacidade de sobrevivência de um isolado virulento de Pasteurella multocida 

tipo A. A bactéria foi obtida de um caso clínico de um coelho com pneumonia, por meio de esfregaço nasal 

para isolamento em cultura pura e identificação por testes bioquímicos. A P. multocida foi desafiada por 30 

minutos a 37 °C, soro humano normal e soro humano inativado pelo calor. A lise por ação do complemento 

teve uma redução significativa na viabilidade do microrganismo em comparação com a cultura desafiada 

com complemento inativado (P<0,05); no entanto, 51,07 ± 1,70 % conseguiram escapar da atividade lítica 

do complemento. A presente investigação conclui que o sistema de complemento oferece proteção parcial 

contra infecções por P. multocida sorotipo A que causam pasteurelose pneumônica em coelhos. 

Palavras-chave: Pasteurelose, inibição do desenvolvimento, bactérias, complexo de ataque à 

membrana. 

RESUMEN 

La pasteurelosis es una enfermedad bacteriana que provoca daños económicos en sistemas de producción 

cunícola de todo el mundo y es una zoonosis comprobada en humanos infectados por los animales de 

compañía. El sistema complemento causa la lisis de diversos microorganismos patógenos 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 clínico de una coneja con neumonía, por medio de un 

hisopado nasal para aislamiento en cultivo puro e identificación por pruebas bioquímicas. 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 acción del complemento tuvo una reducción 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 % logró evadir 

la actividad lítica del complemento. En la presente investigación se concluye que el sistema complemento 

ofrece protección parcial contra infecciones por P. multocida serotipo A causante de pasteurelosis 

neumónica en conejos. 
Palabras clave: Pasteurelosis, inhibición del desarrollo, bacteria, complejo de ataque a la membrana. 

INTRODUÇÃO 

A Pasteurella multocida é uma bactéria Gram-negativa que afeta uma ampla gama de 

espécies domésticas. É um patógeno que faz parte da microbiota normal da cavidade 

oral, da orofaringe e do trato respiratório superior, atuando como agente primário e 

oportunista (Aktories et al., 2012; Register & Brockmeier, 2019). Em leporídeos, causa 

broncopneumonia aguda e crônica, rinite atrófica purulenta, sinusite, atrofia dos cornetos 

nasais, distorção da maxila, também está associada a otite média, infecção genital, 

pioderma, septicemia e afeta seu crescimento (Massacci et al., 2018; D’Amico et al., 

2022). 

A pasteurelose é uma das doenças bacterianas mais graves dos coelhos, causando 

danos econômicos aos sistemas de produção em todo o mundo (El‐Sheikh et al., 2021). 

Essa doença é frequentemente endêmica na produção de coelhos e estima-se que sua 

prevalência varie de 7 a quase 100% (Zhu et al., 2020). A ocorrência da doença é 

inevitável em qualquer unidade de produção animal e leva a perdas econômicas 

(Quesada et al., 2013). Os coelhos podem ser infectados pela P. multocida após o 

nascimento e a incidência da infecção aumenta com a idade até aproximadamente 5 

meses, sendo que a maioria dos coelhos adultos foi infectada e é portadora da P. 

multocida (Palócz et al., 2014). 

A transmissão antropozoonótica ocorre por meio de mordidas de animais, arranhões, 

lambedura de abrasões na pele ou contato com secreções nasais, sem esquecer que a 

P. multocida é o isolado mais frequente observado em infecções humanas (Souza, 2009; 

Wilson & Ho, 2013; Abreu et al., 2018; D’Amico et al., 2022). A prevalência de antissoros 

para P. multocida foi duas vezes maior em indivíduos saudáveis com exposição 

ocupacional (Wilson & Ho, 2013), indicando que a exposição a animais aumenta a 

probabilidade de infecção e, em quase todos os casos, a morte parece ser o resultado 

de uma complicação da infecção adquirida por meio do contato com animais (Hey et al., 

2012). O uso de coelhos como animais de companhia expõe os proprietários à infecção 

por P. multocida; isso foi documentado, mas a questão não foi identificada como um 

problema de saúde pública (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 proteínas circulantes que são 

produzidas no fígado, com biossíntese extra-hepática ocorrendo em fibroblastos, células 

T e B, adipócitos e células endoteliais. O complemento gera uma reação enzimática em 
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cadeia que pode ser ativada por três vias: a via clássica, 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 padrões moleculares associados a patógenos, células danificadas e 

complexos imunes (Bajic et al., 2015). Para eliminar esses patógenos, a cascata do 

complemento desencadeia sua opsonização, o que facilita sua fagocitose, sua lise pela 

polimerização do complexo de ataque à membrana, bem como uma resposta pró-

inflamatória que leva ao recrutamento e à ativação de células imunes da resposta imune 

inata e adaptativa  (Ricklin et al., 2010; Bajic et al., 2015; Mathern & Heeger, 2015). 

A tendência atual para o tratamento da pasteurelose baseia-se na aplicação de 

antibióticos, mas nos últimos 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 modulação para controlar o desenvolvimento de vários 

microrganismos infecciosos foram demonstrados, mas a atividade do complemento 

sérico contra P. multocida isolada de coelhos não foi avaliada. Portanto, o presente 

estudo tem como objetivo avaliar a atividade do complemento do soro humano sobre a 

capacidade de sobrevivência de um isolado virulento de P. multocida tipo A. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Um coelho-leão (Oryctolagus cuniculus), fêmea, de seis meses de idade, apresentando 

semiologia compatível com pneumonia produtiva, com moderada secreção 

esbranquiçada das vias nasais, foi tratado com enrofloxacina por via oral por mais de três 

meses. A secreção foi coletada em cotonete para isolamento do agente causador em 

ágar sangue (AS) e incubada por 24 horas a 37 ºC. Após o isolamento em cultura pura, 

a caracterização foi realizada por meio de técnicas padrão de identificação fenotípica e, 

para a identificação 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 Comitê Interno para o 

Cuidado e Uso de Animais (CICUA), comércio DC-2016/2-1. 

Para os ensaios de sobrevivência, as bactérias foram subcultivadas em ágar sangue (AS) 

por 24 h e, em seguida, uma colônia foi inoculada em caldo de infusão de cérebro e 

coração (CICC) por 16 h a 37 °C com agitação de 185 rpm até que a cultura atingisse 

uma densidade óptica de 0,43 a 600 nm (aproximadamente 3,42 × 108 bactérias/mL). Em 

seguida, centrifugado a 4.400 Xg a 21 °C por 15 minutos, o pellet bacteriano foi lavado 

uma vez com solução 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 concentração final do soro foi de 40 %. As bactérias foram incubadas 

com SN ou SIC a 37 °C por 30 minutos sob agitação de 190 rpm. A cultura foi então 

centrifugada a 5.500 Xg, decantando o sobrenadante, o pellet foi suspenso em 100 µL 
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de PBS, foram realizadas diluições de dez vezes até 10-4, para semear por extensão em 

AS em triplicata, incubando a 37 °C por 18 h para determinar o número de unidades 

formadoras de colônias (UFC), a porcentagem de sobrevivência foi calculada 

considerando o número de colônias obtidas após a incubação com SIC como 100% de 

sobrevivência. 

Os resultados do teste de sobrevivência foram analisados por meio de média, intervalo e 

desvio padrão, 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 versão 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 incubação. Em 

seguida, foi realizada a coloração de Gram, foram observados bacilos Gram-negativos e, 

com a coloração de Giemsa, bacilos com aparência bipolar. Os testes bioquímicos 

realizados estão 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 bioquímicos padrão e antibiograma aplicados ao isolado de P. multocida obtido do coelho 

doente 

PROVA DE IDENTIFICAÇÃO Resultado IDENTIFICAÇÃO DO SOROTIPO Resultado 

Oxidase +   
Ágar TSI 6 Acriflavina - 

Motilidade - Hialuronidasa + 

Glicose +   

Desenvolvimento em ágar 
sangue 

+ ANTIBIOGRAMA  

Hemólise - Cefotaxima S 

Desenvolvimento em MacConkey - Ciprofloxacino S 

Redução de nitrato + Neomicina R 

Indole + Norfloxacina S 

Ureia - Sulfametoxazol-trimetoprima S 
Citrato de Simmons - Imipenem S 

Positivo (+), Negativo (-), Sensível (S), Resistente (R) 
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Figura 1. Testes bioquímicos aplicados para a identificação de P. multocida isolada do cotonete 
nasal do coelho cabeça de leão. A) Cultura pura em placa de ágar sangue sem hemólise. B) Teste de 
hialuronidase positivo. C) Teste SIM; indol positivo, produção de sulfeto de hidrogênio negativa e 
motilidade negativa. (D) Teste TSI; produção negativa de gás, produção negativa de sulfato de hidrogênio 
e fundo e superfície amarelos. (E) Teste de acriflavina negativo. (F) Teste de oxidase positivo 
 

O efeito do sistema complementar sobre a P. multocida foi avaliado após a incubação da 

cultura bacteriana com SN ou 40 % de SIC por 30 minutos. Em dez experimentos 

independentes, as bactérias viáveis foram quantificadas e a porcentagem de células 

sobreviventes foi calculada pela comparação do número de bactérias viáveis incubadas 

nos dois tratamentos. Os resultados indicam que o sistema de complemento sérico tem 

ação bactericida sobre a P. multocida; o ensaio mostrou que a cultura tratada com o SN 

permitiu uma sobrevivência in vitro de 51,07 ± 1,70 %, em relação ao SIC (P<0,05) (Figura 

2). 

 

mailto:abanicoveterinario@gmail.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 

6 
 

 
Figura 2. Sobrevivência de P. multocida à ação do sistema de complemento presente no soro. O 
número de UFCs de P. multocida que se desenvolveram após a incubação com SIC é mostrado à esquerda 
e à direita quando incubado com SN. SIC= soro inativado a 56 ºC por 30 min. SN= soro normal (n=10). a-
b As médias com letras diferentes são estatisticamente diferentes (P<0,05) 

DISCUSSÃO 

A presença de P. multocida capsular tipo A foi confirmada em um coelho cabeça de leão 

(Oryctolagus cuniculus) com apenas uma secreção esbranquiçada nas narinas. Os sinais 

e lesões comumente observados são rinite, sinusite, conjuntivite, dacriocistite, secreção 

nasal e ocular. Outros achados não respiratórios são meningite, dermatite e piometra, 

que o paciente não apresentou (Rosell & De La Fuente, 2016; Massacci et al., 2018). A 

P. multocida é a bactéria responsável pela pasteurelose em coelhos (Aktories et al., 2012; 

Wilson & Ho, 2013), apesar da diversidade de sinais e lesões que esses animais podem 

apresentar, essa doença deve ser suspeitada mesmo com poucos sinais respiratórios. 

A tendência de usar coelhos como animais de companhia tem aumentado, sua 

coabitação com humanos é mais próxima em comparação com coelhos de produção; 

portanto, seu estado de saúde deve ser monitorado para evitar doenças zoonóticas 

(D’Amico et al., 2022). A pasteurelose causa alta morbidade e mortalidade em coelhos, 

independentemente de sua finalidade zootécnica, seja na produção, como animais de 

laboratório ou como animais de companhia (Aktories et al., 2012; D’Amico et al., 2022), 

portanto, a vigilância 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 doença em outras espécies de mamíferos, como 

cabras, ovelhas, porcos e gado (Soriano-Vargas et al., 2012). O tipo capsular A também 

está fortemente associado à cólera aviária em todo o mundo em várias 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, há tendências para identificar a P. multocida por meio de testes 

moleculares, como PCR, mas a identificação por técnicas fenotípicas padrão é confiável 

para fornecer uma caracterização definitiva (Dziva et al, 2008). Isso consiste no 

isolamento da bactéria em ágar 5 % ram AS ou ágar de infusão de cérebro e coração 

(CICC ), sem crescimento em ágar MacConkey, observação microscópica de bacilos 

curtos pleomórficos, não flagelados, Gram-negativos, com coloração bipolar com 

Giemsa, crescendo como aeróbios facultativos a 37 °C (Dziva et al., 2008; WOAH, 2012; 

Panna et al., 2015; D’Amico et al., 2022). Os testes bioquímicos resultam em catalase, 

oxidase e indole positivas, fermentação de sacarose, glicose e maltose (Dziva et al., 

2008; WOAH, 2012; Wilson & Ho, 2013; Panna et al., 2015). O acima exposto associado 

à apresentação da doença 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 identificá-lo como P. multocida capsular tipo A. 

O antibiograma realizado após a identificação mostra que o isolado de P. multocida é 

suscetível à cefotaxima, ciprofloxacina, norfloxacina, sulfametoxazol-trimetoprima e 

imipenem e resistente à neomicina; o histórico clínico relata que o paciente foi tratado 

com enrofloxacina por mais de 3 meses sem nenhuma melhora. Palócz et al. (2014) 

relatam que a enrofloxacina é um bom antibiótico contra infecções por P. multocida, mas 

que a via oral de administração não apresenta bom efeito. Bourély et al. (2019) e Jamali 

et al. (2014) também relatam que as cepas isoladas de suínos e coelhos são sensíveis, 

mas as isoladas de bovinos e patos são resistentes. A sensibilidade e a resistência aos 

antibióticos da P. multocida são altamente variáveis, dependendo em grande parte das 

concentrações bacterianas, das dosagens de antibióticos e das espécies animais. 

Os isolados de P. multocida capsular tipo A de todas as espécies são sensíveis a uma 

ampla gama de antibióticos, como florfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol e penicilinas 

(Gunathilake et al., 2015). Ao contrário do que foi mencionado acima, foi relatado que os 

isolados bovinos apresentam resistência acentuada à penicilina G, estreptomicina, 

oxitetraciclina, ampicilina e tianfenicol (Jamali et al., 2014), e são suscetíveis à 

amoxicilina, amicacina, cefazolina, ceftiofur, cefquinoma, cloranfenicol, enrofloxacina, 

florfenicol e canamicina (Jamali et al., 2014; Bourély et al., 2019). Para obter a máxima 

eficácia contra a P. multocida, os antibióticos de escolha devem ser administrados em 

combinação. As melhores combinações são com amoxicilina e ácido clavulânico, 

doxiciclina com metronidazol, clindamicina com ciprofloxacina ou combinação de 

trimetoprim-sulfametoxazol ou ceftriaxona (Wilson & Ho, 2013). A escolha de antibióticos 

em coelhos é limitada, pois muitos antibióticos orais afetam a microbiota intestinal, 

levando a infecções como a clostridíase (Elazab et al., 2018). Dada a variabilidade da 
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suscetibilidade e da resistência demonstradas pela P. multocida, é muito importante que, 

antes da administração da terapia antibiótica, seja sempre realizado um teste de 

suscetibilidade a antibióticos. 

O plasma sanguíneo possui elementos capazes de proteger o organismo da presença de 

patógenos, incluindo o sistema de complemento. Neste estudo, foi observado o efeito 

inibitório do complemento sérico contra a P. multocida. A inibição do desenvolvimento da 

P. multocida no SN pela ação do complemento foi demonstrada em contraste com o SIC, 

onde as proteínas do sistema de complemento foram desnaturadas. O sistema 

complemento é a principal resposta humoral do sistema imune inato e tem grande 

relevância na proteção contra bactérias e outros patógenos invasores devido à sua 

atividade opsonizante e citolítica sobre o patógeno, além de sua atividade pró-

inflamatória (Carroll & Isenman, 2012). Embora o sistema de complemento tenha 

demonstrado ter ação bactericida contra a P. multocida, há outros componentes no 

sangue que têm ação inibitória sobre o crescimento da bactéria (Nicholson, 2016). A 

capacidade do indivíduo de controlar a infecção também depende de outros 

componentes do sistema imunológico, como a produção de anticorpos IgA que inibem a 

infecção e o crescimento da bactéria na mucosa respiratória, enquanto sua invasão nos 

tecidos depende da produção de anticorpos IgG juntamente com a ativação do sistema 

Complemento (Aktories et al., 2012). 

As cepas encapsuladas de P. multocida sorogrupo A de origem aviária são 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 

sensível à ação do complemento, como é o caso de mutantes espontâneos com cápsula 

reduzida ou cepas que foram tratadas com hialuronidase, que geralmente são mais 

suscetíveis à aglutinação, destruição e fagocitose do soro mediada por complemento e 

neutrófilos (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 eficiência para acessar e colonizar tecidos 

internos onde pode causar infecções graves (Sahagun-Ruiz et al., 2014).  

As infecções por P. multocida em humanos surgem como resultado de feridas em que 

mordidas ou arranhões de coelhos estão envolvidos, evidenciando a antropozoonose (Lin 

et al., 2006; Per et al., 2010; D’Amico et al., 2022). Quando essas infecções não resultam 

de feridas de mordidas, elas geralmente estão relacionadas ao contato de lesões na pele, 

nasal-orofaríngea ou na mucosa respiratória superior, especialmente em crianças 

pequenas, idosos, gestantes ou pessoas imunocomprometidas (Baud et al., 2012; Wilson 

& Ho, 2013, D'Amico et al, 2022). Os coelhos usados para uso doméstico que são 

portadores de P. multocida são uma fonte potencial de infecção para humanos expostos 

mailto:abanicoveterinario@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.immuni.2012.08.002
https://doi.org/10.1042/ebc20160017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23230602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23230602
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23230602
https://doi.org/10.1007/82_2012_202
https://doi.org/10.1007/82_2012_202
https://doi.org/10.1007/82_2012_202
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104380
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2021.105145
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2021.105145
https://doi.org/10.1016/j.micpath.2021.105145
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0111194
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0111194
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0111194
https://doi.org/10.1016/j.jvs.2005.10.068
https://doi.org/10.1016/j.jvs.2005.10.068
https://doi.org/10.1016/j.jvs.2005.10.068
https://doi.org/10.1016/j.jvs.2005.10.068
https://doi.org/10.1016/j.jemermed.2008.04.008
https://doi.org/10.1016/j.jemermed.2008.04.008
https://doi.org/10.1016/j.jemermed.2008.04.008
https://doi.org/10.3390/vetsci9060301
https://doi.org/10.3390/vetsci9060301
https://doi.org/10.3390/vetsci9060301
https://doi.org/10.1089/vbz.2011.0610
https://doi.org/10.1089/vbz.2011.0610
https://doi.org/10.1089/vbz.2011.0610
https://doi.org/10.1128/cmr.00024-13
https://doi.org/10.1128/cmr.00024-13
https://doi.org/10.3390/vetsci9060301
https://doi.org/10.3390/vetsci9060301
https://doi.org/10.3390/vetsci9060301


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 

9 
 

a coelhos infectados, como veterinários, proprietários, criadores e funcionários de 

abatedouros que estão em contato com eles. 

CONCLUSÕES 

Há uma redução no número de UFCs de P. multocida quando expostas ao complemento 

ativo presente no soro humano normal em comparação com aquelas expostas ao soro 

inativado. O complemento humano é um componente do sistema imunológico que 

oferece resistência parcial ao desenvolvimento de P. multocida capsular tipo A. 
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