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Figure 1. Cellular morphology observed in a Gram-stained kidney smear obtained from an experimentally infected fish.

Figure 1. Morphologie cellulaire de P. piscicida observee sur un frottis de rein provenant d'un poisson atteint de pasteurellose.

Figure 2. External macroscopic lesionsin gilthead sea bream (Sparus aurata) fingerlings during a pasteurellosis outbreak, consisting
of hemorrhagic areas around the operculum, mouth, and fins(A). Internal lesions showing typical white nodules in the kidney (B).

Figure 2. Lesions macroscopiques externes chez des juveniles dedorade royale pendant une épizootie de pasteurellose. On
remarque des regions hémorragigues autour de I'operculum, de la bouche et des nageoires (A). Lésions internes montrant les
nodules blancs typiques au niveau du rein (B).



Pasteurdlosis

Host species

Pasteurellosis has been identified in several wild fish
species, including the following: white perch (Morone
americanus), striped bass (Morone saxatilis), menhaden
(Bsevoortia tyrannus), and sea mullet (Mugil cephalus).
Pasteurellosis has also been found in a wide variety of
economically important mariculture species, including:
yellowtail (Seriola quinqueradiata), ayu (Plecoglossus
ativelis), red sea bream (Pagrus mgor), gilthead sea
bream (Sparus aurata), sea bass (Dicentrarchus labrax),
striped jack (Pseudocaranx dentex), and hybrid striped
bass (Morone saxatilis x M. chrisops).

Disease name

Pasteurellosis, caused by Pasteurella piscicida, is a
bacterial septicaemia also known as bacterial pseudotu-
berculosis or bacterial tuberculoidosis.

Etiology

Pasteurellapiscicidais a Gram-negative, rod-shaped, halo-
philic, non-motile, and facultatively anaerobic bacterium
sensitive to the vibriostatic agent O/129. It often exhibits
typical bipolar staining (Fig. 1) and is frequently pleo-
morphic, depending on the condition and age of the
culture. Strains are phenotypically homogeneous; they are
oxidase- and catal ase-positivebut negative for the produc-
tion of indole, urease, gelatinase, and amylase. The
optimun growth temperature of P. piscicidaisin the range
22-30°C, athough this microorganism grows between
15°C and 32°C. It is an obligate halophilic bacterium
requiring a salt concentration of 1.5-2%. P. piscicidais
serologically very homogeneous, as confirmed by serolo-
gicd andysis o its lipopolysaccharides (LPS) and
membrane proteins. Genetic analysis of P. piscicida by
ribotyping alows differentiation of the strains into three
groups, depending on their geographical origin, which
could be very useful in epidemiological studies.

P. piscicida is routinely isolated from internal organs
(spleen, kidney, and liver) and several media can be used,
e.g. tryptone soya agar (TSA), brain-heart infusion agar
(BHIA), and blood agar, dl supplemented with 2%
NaCl. The incubation period is 2—4 days at 22°C. The
isolates are then characterized either biochemically or
serologically. For their biochemical identification, minia
turized multitest systems such as APl 20E provide useful
information despite the fact that this pathogen is not
included in their database. The unique profile of P. pisci-
cida obtained with this system is 2005004.

There is a wide range of serological methods useful for
identifying P. piscicida, and no cross-reactions with other
fish pathogens have been reported. Slide agglutination

Pasteurellose

Espéce hote

La pasteurellose a été signalée chez plusieurs espéces de
poissons marins: perche blanche (Morone americanus),
bar d’Amérique (Morone saxatilis), menhaden
(Brevoortia tysannus) et mulet (Mugil cephalus).
Plusieurs autres espéces de poissons marins d’impor-
tance économique pour l'aguaculture sont aussi sensi-
bles: seriole (Seriola quinqueradiata), ayu (Plernglossus
dtivelis), dorade du Japon (Pagrus major), dorade
royae (Sparus aurata), bar européen (Dicentravchus
labrax), carangue (Pseudocaranx dentex), €t hybride du
bar d’Amérique (Morone saxatilisx M. chrisops).

Nom de la maladie

La pasteurellose dont I'agent etiologique est Pasteurella
piscicida est une septicémie bactérienne connue aussi
sous le nom de " pseudotubercul ose bacterienne™.

Etiologie

Pasteurella piscicida est un bacille Gram-négatif, halo-
phile, non-mobile, anaerobie facultatif et sensible a
I'agent vibriostatiqgue O/129. Suite a une coloration de
Gram, cette bactérie montre souvent une coloration
bipolaire caracttristique (Fig. 1), et la morphologie des
bactéries est souvent pléomorphe selon les conditions
ou I’age de la culture examinee. Les souches sont phéno-
typigquement homogenes, et dles sont toutes oxidase- et
catalase-positives mais negatives pour la production
dindole durease, de gélatinase et damylase. La
temperature optimale de croissance se situe entre 22 et
30°C mais la bactérie peut-croitre entre 15 et 32°C.
C'est une bacterie halophile obligatoire qui requiert de
15 a 2.0% de chlorure de sodium (NaCl). Des études
comparatives du lipopolysaccharide (LPS) et des
protéines de membrane ont démontré ’homogénéité
sérologique de P. piscicida Toutefois, les analyses
génétiques (ribotypie) ont permis de separer les souches
en trois grands groupes selon leur distribution géogra-
phique, et ces résultats laissent entrevoir le potentiel de
ces testslors d’études épidémiologiques.

Le diagnostic est effectué par des techniques bactériolo-
giques, prélévement bacterien au niveau du rein, du foie
ou de la rate de poissons atteints de pasteurellose.
Plusieurs milieux de culture peuvent étre utilisés pour
isoler cette bactérie incluant les geloses " Trypticase Soy
Agar, "Brain Heart Infusion Agar" ainsi que les
géloses au sang; toutefois, I'addition de sd (2% NaCl)
est absolument nécessaire. On incube les géloses a 22°C
pendant 2 a 4 jours. Les souches sont alors caractérisées
soit biochimiquement soit sérologiquement. Les
systémes miniaturisés tels que les microgaleries APl 20E
peuvent étre utilesméme 9 ce pathogéne n'est pasinclus



tests, direct immunofluorescent assays, and latex aggluti-
nation tests are commercialy available, and some of
these methods allow detection of the pathogen directly in
fish tissues. PCR can also be used.

Associated environmental conditions

Pasteurellosis is prevalent during the summer months.
The disease is associated with high water temperatures
(at least 23°C) and low salinities (20-30); environmental
conditions (water quality) can aso influence the
outcome of the disease.

Geographical distribution

Widely distributed in severa continents, North America
(USA), Asia (including Japan and China), and several
countries in Europe, including: France, Greece, Isradl,
Portugal, Spain, Italy, and Hungary.

Significance

Pasteurellosis is of great economic importance in Japan
and Europe because of the huge losses that this disease
causes, mainly in commercially important aguaculture
species such as yellowtail, sea bream, and sea bass.

The disease was first described in wild populations of
white perch and striped bass, but today a variety of
marine fish species are considered as natural hosts of P.
piscicida. The disease was responsible for important
losses in cultured yellowtail in Japan and wild
menhaden in Texas, USA. Starting in 1990 the disease
was observed in Europe affecting mainly fingerlings of
sea bass and sea bream. More recently, outbreaks have
been reported in striped jack cultured in China and sea
bass hybrids in Israel. Susceptibility to pasteurellosis
varies between fish species and severity varies according
to fish size. It has been demonstrated that fish heavier
than 100 g are refractory to P. piscicida when sea bream
and sea bass are infected. However, high mortalities
caused by this pathogen have been observed in adult
hybrid striped bass in the USA. The transmission and
routes of infection are ill unclear. Although some
authors have suggested that water could not be a
primary reservoir of the pathogen, due to the short
survival time of P. piscicida in the aquatic environment,
it has been recently demonstrated that this bacterium
can enter into a viable but non-culturable state, which
could explain horizontal transmission of the disease.
Interestingly, in this non-culturable phase, P. piscicida
maintains its pathogenic potential for fish. Other
possible routes of infection are the oral route, through
contaminated food, or through the gills. The existence
of carrier fish has not been demonstrated.

Control

Pasteurellosis epizootics are effectively controlled by
the use of antibiotics: chloramphenicol, ampicillin, or

dans les bases de données. Le profil unique de P. pisci-
cida avec le systeme API 20E est 2005004.

11 existe plusieursmethodes sérologiques pour Iidentifica-
tion de P. pisticida et aucune reaction croisee n'a été
observee avec les autres bactéries pathogénes des
poissons. Des tests et d'agglutination sur lame, d’immuno-
fluorescence directe, d'agglutination avec les hilles de
latex sont tous disponibles commercialement. Certains de
ces tests, incluant la méthode PCR, peuvent Cire utilises
pour deceler la bacterie directement dans les tissus.

Conditionsde milieu

La pasteurellose est plus frequente durant I’été. La
maladie Sobserve surtout lorsque la temperature de
I'eau est au dessus de 23°C et a des salanites faibles (20—
30); les conditions du milieu (qualite de I'eau) peuvent
auss influencer le deroulement de la maladie.

Importance

La pasteurellose a un impact économique important au
Japon ainsi qu'en Europe de part l'importance des
pertes encourues chez les eleveurs de plusieurs espéces
commerciales cultivées en mer comme la sériole, la
dorade et le bar. La maladie fut d'abord signalée chez
les populations sauvages de perche blanche et de bar
d’Amérique, mais aujourd'hui, plusieurs espéces
marines sont considérées comme les hétes naturels de P.
piscicida. Cette maladie est responsable de mortalites
importantes dans les elevages de sériole au Japon, et
dans les populations sauvages de menhaden au Texas
(USA). Ce n'est quen 1990 que cette maladie a été
signalée en Europe chez les juveniles de bar et de
dorade. Plus récemment, des épizooties ont ete signalées
chez le carangue cultive en Chine et chez des hybrides
de bar en Israel. La susceptibilite ala pasteurellose varie
selon I’age et la grosseur des poissons. Les dorades et les
bars de plus de 100g sont réfractaires a la maladie.
Cependant, de fortes mortalités ont été observées chez
des adultes hybrides du bar d’Amérique au Etats-Unis.

La transmission et la voie dinfection du pathogéne
demeurent encore inconnues. Certains auteurs ont
suggere que I'eau ne pouvait pas Cire le reservoir naturel
de ce pathogéne puisgue cette bactérie ne survit que
pendant une courte periode dans un environnement
aguatique; cependant, des etudes récentes demontrent
que P. piscicida peut survivre dans I'eau sans toutefois
qu'il soit possible de cultiver le germe sur les milieux de
culture usuels. Cette propriété pourrait expliquer la trans-
mission horizontale de la maladie. Il est intéressant de
noter que lors de cette phase "non-cultivable”, la
capacite pathogenique de la bacterie est maintenue. Les
poissons pourraient aussi Ctre infectés par l'ingestion
d'aiments contaminés ou bien par les branchies. L’exis-
tence de porteurs asymptomatiques n'a pas été¢ demontré.



oxytetracycline. It isimportant to note that due to the
extensive use of chemotherapeutants, multiple anti-
biotic resistant strains have been detected in Japan.
New drugs such as florfenicol, bicozamycin, and fosfo-
mycin are being employed currently with acceptable
results. It has been suggested that P. piscicida has an
intracellular phase within the host during the infection
process. Since the pathogen will be protected from the
action of the antimicrobial agents this can limit the
efficacy of the treatment. Several attempts were made
to formulate an effective vaccine against pasteurellosis.
LPS, membrane proteins, ribosomic fractions, as well
as formalin inactivated cells have been tested.
Although these vaccines were weakly protective by
intraperitoneal injection, they were not effective by the
immersion route. Recently, an ECP-enriched bacterin,
when administered by immersion to 0.5g fish,
conferred good protection. Fish size has been demon-
strated to be important for vaccination. The use of
immunostimulants like g-1,3-glucans produced a stimu-
lation of the non-specific immune response in sea
bream and conferred acceptable protection against
pasteurellosis.

Grossclinical signs

In most cases, practically no external symptoms are
visible, with only small hemorrhagic foci being observed
(Fig. 2A). The externa clinica symptoms of the P.
piscicida infection are darkening of the skin, abdominal
distention, and, in some cases, anaemia. In chronic
cases, white nodules are present in severa internal
organs.

Histopathology

Internally, differencescan be seen between the acute and
the chronic form of the disease. In the acute stage there
are few pathological changes: these consist of multifocal
necrosisin liver, spleen and kidney, and bacterial accu-
mulations inside and outside macrophages, and in the
interstitial spaces. The chronic lesions, in addition to
the white nodules (Fig. 2B), are characterized by the
presence of necrotized macrophages in the internal
organs with intact bacterial cells. Gills also show a great
number of degenerated macrophages with bacteria that
can lead to respiratory distress.

Comments

The taxonomic position of P. piscicida was a matter of
controversy. While some authors suggested that it
should be included in the Family Vibrionaceae on the
basis of DNA-rRNA hybridization studies, others
hypothesized that it must remain within the Family
Pasteurellaceae on the basis of chemotaxonomy and
genetic studies. Recent investigations have demon-
strated that the pathogen Photobacterium piscicida
should be classified as Ph. damselae subsp. piscicida.

Prophylaxie et traitement

Les epizooties de pasteurellose peuvent étre controlees
par I'administration d'antibiotiques tels que le cloram-
phenicol, I'ampicilline ou I'oxytetracycline. 11 faut noter
que l'utilisation répétée d'antibiotiques peut causer une
augmentation de la frequence de souches mutiresistantes
comme cela a été constaté au Japon. L’efficacité de
nouveaux antibiotiques tels que le florfenical, la bicoza-
mycine et la fosfomycine a aussi ¢té rapportee. P. pisci-
cida aurait une phase intracellulaire lors de I'infection,
cequi limiterait I'efficacite des traitements en protégeant
le pathogéne contre I'action des antibiotiques. Plusieurs
essais ont été réalisés pour formuler un vaccin efficace
contre la pasteurellose; parmi les vaccins testes on
retrouve:  lipopolysaccharide (LPS), protéines de
membrane, fractions ribosomiques ains que des
bactéries inactivées. Ces vaccins ont conféré une faible
protection suite a une injection péritonéale mais sont
restés inefficaces lorsqu’administrés par balneation.
Recemment, un vaccin constitue de bactéries inactivkes,
enrichi de produits extracellulaires (ECP), a confere une
protection efficace lorsqu’administré par balnéation a
des poissons de 0.5g. Finalement desimmunostimulants
tels que les glucans ont conféré une protection non-
spécifique contre |a pasteurellose chez la dorade.

Signescliniques macr oscopiques

Il y a generalement trés peu de symptémes externes sauf
de petits foyers hémorragiques (Fig. 2A). Les signesclini-
ques externesd'une infection a P. piscicida incluent: noir-
cissement de la peau, distention abdominale et dans
certains cas, anémie. Dans les cas chroniques des nodules
blanc sont visibles sur plusieursorganes internes.

Histopathologie

Certaines differences peuvent étre observées entre la
forme chronique et la forme aigue de la maladie. Durant
la phase aigue, il y a trés peu de changements pathologi-
ques. on observe surtout une nécrose multifocale
presente dans le foie, la rate et le rein ainsi qu'une accu-
mulation marquee de bactéries tant a I'intérieur qu'a I'ex-
terieur des macrophages ains que dans les espaces
interstitiels. Lorsgue la condition est chronique, on
observe, en plus des nodules blancs (Fig. 2B), des lesions
caracterisees par la presence de macrophages nkcrotiques
dans plusieurs organes avec la presence de bacteries
intactes. On peut aussi observer le méme phénomene au
niveau des branchies, ce qui peut causer des difficultes
respiratoires. Les récentes investigations ont demontrés
que le pathogene Photobacterium piscicida devrait étre
classifier comme Ph. damselae sous-esp. piscicida.

Remarques

La position taxonomique de P. piscicida est encore mal
definie. Certains auteurs suggérent que cette bactérie
devrait étre classifieedans|a famille Vibrionaceae suite a
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