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RESUMEN

Entre las enfermedades de los peces destacan, por su curso rdpido (una semana) y alta mortalidad
en adultos (30-50 p. 100 de pérdidas anuales), las producidas por rabdovirus. Los rabdovirus afectan,
tanto a especies tradicionalmente cultivadas (trucha, salmén), como a especies con perspectivas de
futuro desarrollo (Iubina, rodaballo) y a especies silvestres en Espaiia {carpa, lucio). La vacunacién con
subunidades viricas antigénicas obtenidas por métodos de ingenierfa genética parece ser la tinica solu-
cién tecnoldgica posible al no aceptarse internacionalmente la utilizacién de cepas atenuadas debido al
peligro de reversién y a la contaminacién ambiental, Se han obtenido fragmentos recombinantes de la
glicoproteina G y la nucleoprotefna N del rabdovirus causante de la septicemia hemorrdgica virica
(SHV) expresados en Escherichia coli, Yersinia ruckeri (patégeno de salménidos) y Saccharomyces
cerevisiae. La inmunizacion de alevines con las proteinas recombinantes obtenidas en S. cerevisiae G4
y N3 fue capaz de inducir un nivel de proteccién contra la contraprueba virica similar al que se obtuvo
inmunizando con cepas atenuadas. Ademds estos fragmentos recombinantes fueron capaces de inducir
respuestas inmunolégicas «in vitro» en leucocitas procedentes de truchas supervivientes a una infec-
cién virica, Estos resultados abren nuevas e importantes perspectivas de investigacion en estos temas.
La identificacién de los epitopos viricos relevantes para la proteccion y el desarrollo de adjuvantes
apropiados para la administracién vacunal, son los futuros pasos necesarios para continuar ¢l desarrollo
de las posibles vacunas contra estas enfermedades. También esté en estudio la utilizacién de pldsmidos
expresando protefnas virales como método de inmunizacién basdndose en las técnicas mds recientes.
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Importancia de los peces y sus patologias en Espana y Europa

Espafia es uno de los primeros paises del mundo consumidores de pescado
(20-40 kg/habitante/afio). La mayorfa de este pescado proviene de la pesca produ-
ciéndose por acuicultura (Coll, 1983) unas 20.000 t de trucha/afio y 200.000 t de
mejillén/afio, siendo el potencial total, incluida la acuicultura marina, de unas
865.000 t/afio (Coll, 1988a).

El control de las enfermedades de los peces cultivados estd ligado a las reco-
mendaciones de la FAO/OIE (FAO report n.* 192, 1977; OIE Int. Zoosanitary
code 1986; ICES Coop. Res., Report n.? 159, 1988) y a las regulaciones de la CE
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(Anon. 1990: 90/C84 y 91/C67) para el control de enfermedades cuya disemina-
cion estd asoctada al comercio de los productos de la piscicultura entre los pafses
comunitarios y de la CE con otros paises.

Ademds, estos temas estdn relacionados con otras politicas de la CE para el
desarrollo de la acuicultura para la cual la CE ha dedicado 66 MECUs/3 afios
(Espafia 32 MECUs, Francia, 21 MECUs, Portugal, 13 MECUs). El mayor impac-
to de los resultados de las investigaciones relacionadas con estos temas serd para
aquellas regiones donde la acuicultura pueda tener una gran importancia en el
desarrollo rural, ofreciendo un trabajo alternativo a las pesquerias (CE report
111/121/87).

Importancia de los rabdovirus en las patologias de los peces cultivados y salvajes

Entre todas las enfermedades de los peces, las de mayor repercusién econdmi-
ca son las padecidas por adultos y, entre ellas, las causadas por rabdovirus (Coll,
1991b) son las que producen las mayores mortalidades bruscas en varias especies
de importancia (Tabla 1). Por ejemplo, la septicemia hemorrdgica virica (SHV}) y
]a necrosis hematopoiética infecciosa (NHI) que afectan principalmente a los sal-
moénidos, y la viremia primaveral de la carpa (VPC) que afecta a la carpa (Marco-
tegui et al., 1992). No existen vacunas ni métodos terapéuticos para ninguna de
estas enfermedades.

Existen unas 1.700 granjas de salménidos en la CE que en total producen
144.000 t/afio. Sélo en Francia la SHV causa el 35 p. 100 de pérdidas anuales en
adultos en las dreas infectadas con una repercusién econémica de alrededor de
4.600 MECUs en 1986. El coste potencial de una vacuna para la SHV estd estima-
do en unos 5 MECUs/afio (calculado en base a 7,2 X 10® dosis y un coste estimado
de 7 ECUs/1.000 dosis), Una repercusién similar tendrfa la posible vacuna contra
Ia NHI que se estd extendiendo hacia los Pirineos desde Alemania y otros pafses
europeos y americanos; asimismo, la amenaza se cierne con la VPC sobre la fauna
piscfcola de nuestros pantanos. La amenaza de estos rabdovirus sobre la produc-
cién europea es tal, que se estd poniendo en marcha un programa de erradicacién
en la CE (Doc. 90/495/EF). En Espafia la produccién de salménidos ha seguido un
incremento constante desde 1964 hasta la produccién actual que se sittia entre
15.00-20.000 t/afio. Ello supone de 50 a 70 millones de truchas y una importacién
de 200-400 millones de huevos. Al abrirse las fronteras con la CE en 1993, Espafia
ha quedado todavia mds expuesta a estas y otras enfermedades de peces. El estu-

TABLA 1

IMPORTANCIA DE LOS RABDOVIRUS DE PECES
Importance of the fish rabdoviruses

/’Vi“rils"'k . Espana . ' Afectaa " 'Pérdidas anuales
SHV Aislados en 1986-89 Salménidos, lubina, rodaballo 30/50% en Europa
NHI Exética (7) Salménidos > 50% en USA
VPC Aislados en 1991 Carpa (%), Iucio 10% en Europa

La NHI se introdujo en Europa en 1987 (Alemania), se detect6 en los Pirineos en 1991 y en 1993; The
IHN was introduced in 1987 in Europe (Germany), it was detected in the Pirenees in 1991 and in 1993
(*) Marcotegui et al., 1992
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dio de métodos de prevencién (vacunas) de estas enfermedades viricas es necesa-
rio, ya que los métodos terapetiticos estdn tecnolégicamente lejanos, ademads los
rabdovirus:

— Causan una mortalidad alta en adultos lo que implica una incidencia econé-
mica alta, ya que puede dar al traste con toda la produccién en cualquier
momento (Coll, 1992a, b) y no sélo en estadios juveniles como en otras
enfermedades infecciosas de salménidos (por ejemplo, la necrosis pancred-
tica infecciosa).

— La SHV es producida por un virus, al igual que otras muchas enfermedades
en otros peces, sobre todos marinos (Castric, Kinkelin, 1980). Las conclu-
siones de estos estudios podrdn aplicarse a otras especies, sobre todo mari-
nas, cuyo cultivo en Espafia comenzard en breve a ser importante (rodaballo
y lubina).

— La vacunacién de peces por subunidades antigénicas (Coll, 1988b) es un
método de prevencién que se estd haciendo necesario conforme avanza la
acuicultura intensiva, sin embargo, se desconocen los adyuvantes necesarios
asi como los antigenos dominantes (epitopos) en la inmunizacién-vacu-
nacién.

Modelo de los estudios inmunolégicos: SHV/trucha

Para hacer estos estudios el modelo que se ha escogido es la septicemia hemo-
rrdgica virica de la trucha (Basurco er al., 1989). Por una parte, ello es debido a su
importancia economica en acuicultura. Por otra parte, el sistema inmunoldgico de
la trucha es primitivo y, por lo tanto, de una mayor simplicidad, Por ejemplo, los
salménidos sélo tienen inmunoglobinas tetraméricas (Sdnchez, Coll, 1989), no se
les ha demostrado linfocitos B/T, y no se conocen diferentes grupos de histocom-
patibilidad. Nuestros estudios se centran en la estructura de las inmunoglobinas
(diseccién antigénica con anticuerpos monoclonales) (Sdnchez, 1992; Sénchez
et al., 1989, 1991), cultivo «in vitro» de linfocitos (estudio de mitégenos policlo-
nales, andlisis clonal y citofluorometria de flujo FACS de poblaciones celulares)
(Estepa, Coll, 1991a, b, 1992a, b, ¢, d, &), inmunizacién /adjuvantes a través de las
branquias e identificacién de las dianas celulares de los rabdovirus (Fig. 1). El
estudio de la inmunidad frente a virus en un modelo tan primitivo puede ayudar a
definir nuevas ideas y estrategias para desarrollar otras vacunas por subunidades.

El virus de la septicemia hemorrigica virica

El virus de la septicernia hemorrdgica virica (SHV) es un rabdovirus endémi-
co en Europa causante de mortalidades agudas en los salménidos (Kinkelin, 1972;
Jorgensen, 1972). En Espaiia, el INIA ha aislado e identificado siete brotes de esta
enfermedad de los que se han caracterizado cinco (Basurco, Coll, 1989a, b). El
virus de la SHV es similar al virus de la rabia cuya biologia molecular se conoce
ampliamente y al de la necrosis hematopoiética infecciosa (NHI) de los salméni-
dos extendido en Norteamérica y extendiéndose actualmente en Europa (Hill,
1975) y muy probablemente en Espafia (comunicacién personal). Aunque muy
similares (McAllister, Wagner, 1975) los virus del SHV y de la NHI no tienen
reacciones cruzadas de seroneutralizacién (McAllister ef al., 1974).
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Fig. 1.-Morfologia de 1as colonias de células de rifion de trucha indacidas con fitohemaglutinina
(PHA) en codgulos de fibrina. Arriba, en contraste de fase; abajo, después de fijadas y tefidas
Las células de pronefros de trucha arco iris se Incubaron con 2 pg/mi de PHA durante | semana
a 20 °C en cofgulos formados con fibrindgeno y trombina, Las colonias una vez fijadas se tifieron
con azul de toluidina (Coll, 1990), La barra sefiala 500 um
L linfocitos; LN: células de nicleo grande (blastos); EN: células de niicleo escéntrico;

MM células multinucleadas (Estepa, Coll, 1992)

Morphology of the trout kidney colonies induced by phytohemagglutinin (PHA) in fibris clots.
Up, in phase contrast. Down, after fixing and swaining
The cells from rainbow trout pronephros were incubated with 2 wg/m! of PHA during | week ar 20 °C
in clots formed with fibrinogen and thrombin. The colonies were fixed and siained with toluidine
blue (Coll, 1990). The bar is 500 um
L lymphocyees; LN cells with lerge nuclel (blasts); EN: cells with eccentric nuclei:

MN: multinucleated cells (Estepa, Coll, 1992)
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El virus se transmite horizontalmente & través del agua por los peces infectados y
por los portadores persistentemente infectados por el virus (Neukirch, 1986) y vertical-
mente a través de la superficie de huevos infectados como sucede con el NHI (Mul-
cahy, Pasho, 1985). El VSHYV se caracteriza por su morfologia en forma de bala (Kin-
kelin, 1972), sus tres (quizd cuatro) variantes antigénicas (Jorgensen, 1972; Lenoir, Kinke-
lin, 1975; McAllister, Owens, 1987; Hill et al., 1975), su membrana lipidica (Kinkelin,
1972) y sus proyecciones de glicoproteinas (Lenoir, Kinkelin, 1975). Sus células diana
parecen ser los linfocitos (Estepa, Coll, 1989a, b; Chilmonczyk, Oui, 1988). Su geno-
ma es de unas 11.000 bases de RNA de polaridad negativa (Robin, Rodriguez, 1977),
codificando cuatro protefnas viricas: 1a polimerasa L (190 KDa), la glicoproteina G (65
KDa), las protefnas de la matriz M, y M, (25 y 19 KDa, respectivamente) y la nucleo-
cédpsida N fosforilada (40 KDa) (Lenoir, Kinkelin, 1975; McAllister, Owens, 1987,
Hill et al., 1975; Deuter, Enzmann, 1986; McAllister, Wagner, 1975). Se ha demostra-
do en las nucleocépsidas libres del VSHYV la presencia de una nucleoprotefna Nx anti-
génicamente relacionada con la N (Basurco ef al., 1991). Estas proteinas se han
mapeado en el genoma del virus de la NHI en el orden: 5°’L-G-M,-M,-N3’ (Kurath,
Leong, 1985); ademds se ha descrito una protefna no presente en los viriones, que
mapea entre L y G (Kurath et al., 1985; Basurco, comunicacién personal). La glico-
proteina G de NHI parece ser el dnico antfgeno capaz de inducir una respuesta de anti-
cuerpos neutralizadora in vitro contra el virus (Gilmore, 1988; Sanz, Coll, 1992a, b).
Tanto el virus SHV inactivado (Kinkelin, Le Berre, 1977; Jorgensen, 1981), como las
glicoproteinas purificadas de NHI y de SHV son capaces de inducir una respuesta en
salmoénidos que les protege de una exposicién a dosis letales de virus (Gilmore, 1988;
Bernard er al., 1983). Sin embargo, estudios recientes en los rabdovirus de la rabia
(Dietzschold et al., 1987a, b) y de 1a SHV (Estepa ez al., 1991) han demostrado la par-
ticipaci6n de la protefna N de la nucleocdpsida ademads de la glicoproteina G en la pro-
teccién contra la infeccidn (Dietzschod et al., 1987a, b) tanto in vivo, como in vitro
(Fig. 4). Los anticuerpos monoclonales neutralizantes contra NHI (Winton et al.,
1988) reconocen epitopos localizados en la glicoproteina. En el caso de SHV toda-
via se han encontrado pocos anticuerpos monoclonales neutralizantes, atribuyéndose
esto a que los protocolos de inmunizacién utilizados han sido demasiado cortos
(Sanz ef al., 1992; Lorenzen et al., 1988, 1990). Otros experimentos han demostrado
que el virus SHV atenuado por pases en cultivo a alta temperatura pierde virulencia
(Bernard er al., 1983; Kinkelin, Bearzoti, 1981). Por otra parte, en el rabdovirus NHI
y en el SHV se han clonado y secuenciado la proteina G (Koener, 1987; Thiry et al.,
1991a, b) y la proteina N (Bernard et al., 1990). También se ha demostrado que la
inmunizacién de truchas con un lisado de E. coli expresando una regioén no glicosila-
da compuesta por 104 aminodcidos de la proteina G, es capaz de proteger contra la
infeccion de NHI (Gilmore et al., 1988). Se piensa que el lipopolisacarido de E. coli
actia de adjuvante. Ademds, se ha demostrado que la proteina N es capaz de incre-
mentar la proteccién obtenida con la proteina G (Oberg et al., 1991).

A pesar de estos estudios, actualmente no hay una vacuna para controlar los bro-
tes de estas enfermedades, lo que ocasiona importantes pérdidas para la acuicultura
(Coll, 1988a). Ademds, los métodos actuales de deteccién del virus (Sobrino et al.,
1989), se basan en procedimientos laboriosos (Coll, 1992a) o no suficientemente sen-
sibles (Cossarini-Dunier, 1985; Coll, 1993b; Sanz, Coll, 1990, 1991a, b, ¢).

Estrategia de prevencién

Debido a que tanto las cepas atenuadas (Kinkelin, Bearzotti, 1981; Kinkelin
et al., 1980) como las inactivadas (Kinkelin, Le Berre, 1977) no estdn aprobadas
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por la CE a pesar de producir proteccién, es por lo que se piensa en el desarrollo de
una vacuna por subunidades como estrategia vélida de proteccién (Coll. 1988b).
Para ello uno de los primeros problemas que debimos abordar fue el de la variabili-
dad de VSHV. Sin embargo, pudimos demostrar por medio de un panel de anti-
cuerpos monoclonales (AcM) y estudiando los aislados de distintas regiones geo-
graficas de Espafia, en distintos afios y en distintas especies (barbo, trucha y sal-
mén) comparativamente con los representantes de los tres serotipos, que apenas
habfa variabilidad antigénica (Barsuco, 1990; Barsuco, Coll, 1989a, b, 1991, 1992.).

Experiencias preliminares, han permitido avanzar algunos aspectos del proble-
ma (Estepa, 1992). Se dispone actualmente, de cantidades pequefias de varias protei-
nas del VHSV clonadas y expresadas en E. coli, levadura y Y. ruckeri (N y G) obte-
nidas en colaboracién con Eurogentec (Universidad de Lieja), de algunos adjuvantes
desarrollados en nuestro laboratorio (pendiente de Patente) y de epitopos peptidicOs
con formulacién vacunal desarrollada en nuestro laboratorio (pendiente de Patente).

El desarrollo de ensayos in vitro (Coll, 1993a; Estepa, Coll, 1992, 1993; Estepa et
al., 1992a, b) de la respuesta inmune a los antigenos viricos (Fig. 2) e inmunomodula-
dores, es una estrategia preliminar antes de efectuar pruebas in vivo (Coll, 1990,
1991a) que hemos desarrollado ampliamente. Ello implica un menor nimero cle
peces, tiempo més corto por ensayo, el que no influyen las condiciones ambientales 'y
1a necesidad de establecer una correlacién entre las pruebas in vivo e in vitro.

Por otra parte, la obtencién de vacunas con subunidades viricas obtenidas por
ingenierfa genética ha estado basada principalmente en la capacidad de las protei-
nas de superficie viricas para estimular la inmunidad. Pero ademds, algunas protesi-
nas viricas internas y algunas de las no estructurales son también posibles inducto-
ras de inmunidad en ausencia de anticuerpos neutralizantes. Las protefnas 1o
estructurales se expresan en la superficie celular en etapas tempranas del ciclo de
replicacién y por ello su reconocimiento por el sistema inmune puede hacer de
ellas dianas de los primeros mecanismos citotxicos de destruccién.

Por todo ello, nuestros estudios deben responder a dos preguntas. De uria
parte, ;cudles de las funciones inmunoldgicas in vitro/in vivo deben ser optimiz.a-
das? ;Las defensas no especificas (células adherentes, granulocitos polimorfonu-
cleares), las especificas (linfocitos), o ambas?, y , por otra parte, ;qué epitopos
viricos e inmunomoduladores regulan esa respuesta inmune?

Hasta ahora, hemos demostrado que el VSHV en trucha (Oncorhynchets
mykiss) (Estepa et al., 1992), grupo de histocompatibilidad reproducible tiene dos
protefnas relevantes en la proteccion: la glicoprotefna G y la nucleoproteina N/PNx
(Figs. 2, 3). Los trabajos en curso tratan de correlacionar la estructura antigénica
(epftopos relevantes en la proteccion) y la fisica de estas protefnas (Fig. 4), estu-
diando: a) el reconocimiento por anticuerpos monoclonales (y por anticuerpos
obtenidos en truchas resistentes al virus) de fragmentos peptidicos de la glicopro-
tefna y la nucleoproteina generados por su digestion con proteasas, b) el reconoci-
miento por linfocitos inmunizados (tanto cooperadores, como citotéxicos) de pro-
tefnas virales recombinantes obtenidas en E. coli, Y. ruckeri (patégeno de salmémi-
dos) y levaduras (en colaboracién con M. Thiry, Lieja, Bélgica), ¢) la localizacidn
de epitopos por mapeo peptidico analizando la unién de anticuerpos monoclona-
les, y la proliferacion /lisis de células diana por linfocitos educados y, d) los pépti-
dos viricos presentados por las moléculas de histocompatibilidad de poblaciories
celulares procesadoras y presentadoras de antigeno purificadas e infectadas in
vitro (en un futuro se utilizardn células procedentes de truchas singénicas) para
inducir respuestas cooperadoras y/o citotéxicas. Los resultados in vitro se estén
correlacionando con pruebas de proteccion a la infeccién in vive en poblaciones de
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truchas (Fig. 5) (Estepa, 1992; Estepa et al., 1992a, b). Estos estudios han permiti-
do localizar hasta ahora epitopo(s) citotéxicos de siete aminodcidos en la proteina
N. Estudios similares se estan comenzando con el VNHI en colaboracién con
J. Leong (Oregén, USA) (Xu et al., 1991).
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Fig. 2.~Céluias adherentes (Ad) estimuladas por la adicién de proteinas viricas aisladas del VHSV
Las células de pronefros de trucha arco iris se incubaron a una concentracién de 240.000 células
por ml en codgulos de fibrina a 20 °C en presencia de las protelnas viricas del SHV aisladas
por electroforesis preparativa y electroelucién. Se usaron truchas testigo y truchas inmunizadas.
Las truchas habian sido inmunizadas previamente con SHV purificado por varias inyecciones
y usadas 10-12 meses después de la inmunizacién. Resultados similares se obtuvieron utilizando
truchas resistentes a la enfermedad después de 2 infecciones de SHV,

O: testigo; G: 3 pg/ml de la glicoproteina G de SHV; N: 1 pg/ml de la nucleoproteina N/Nx de SHV;
M;: 2 jig/ml de la proteina M, de SHV; M,: 1 pg/ml de la proteina M, de SHV. Barras rayadas:
incorporacién de timidina tritiada en cuentas por minuto (CPM) después de 7 dias de incubacién
a 20 °C. Barras negras: nimero de células adherentes después de 14 dias (otros 7 dias de incubacién
a 14 °C). Barras blancas; niimero de células adherentes después de 14 dias (otros 7 dias de incubacién
a 14 °C en presencia de 105 PFU de VHSV por ml), Las medias y las desviaciones standard
de cuatro cultivos se ha representado en la figura
Adherent cells (Ad) estimulated by the addition of isolated viral proteins
The cells from rainbow trout pronephros were incubatecd at 240,000 cells per ml in fibrin clots
at 20 °C in the presence of viral VHSV proteins isolated by preparative electrophoresis
and electroelution, Control and immunized trout were used, The trout were immunized previously
by injection with purified VHSV and were used 10-12 months after last injection. Similar results
were obtained by using survivors of two VHSV infections.

0. control; G: 3 \giml of glycoprotein G of VHSV; N: I ugiml of nucleoprotein B/INx of VHSV;
M;: 2 ugiml of the protein M; of VHISV; M,: 1 Wg of the protein M, of VHSV. Striped bars: tritiated
thymidine incorporation in counts per minute (CPM) after 7 days incubation at 20 °C. Black bars:
number of adherent cells after 14 days (other 7 days incubation at 14 °C). White bars: number
of adherent cells after 14 days (other 7 day incubation at 14 °C in the presence of 109 PFU of VHSY
per ml). The average and the standard deviations are given in the figure
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Fig. 3.-Tipos morfoldgicos de células de rifién de trucha testigo (T'C) o de trucha resistente
a SHV (TV) estimulados con extractos proteicos de E. coli y de S. cerevisiae recombinantes
productoras de glicoproteinas y nucleoproteinas de SHV
Las células de rifion (24.000/pocillo en 10 pl) se incubaron a 20 °C durante 10 dias en presencia
de 50 pg/ml de extractos proteicos recombinantes. En la figura se representan las medias de 3 truchas
diferentes después de restar el nimero de células presentes en los testigos.

N2: nuceloproteina de SHV expresada en E. coli; N3: nucleoproteina se SHV expresada en levadura;
G7: glicoproteina de SHV expresada en E. coli; G3: glicoproteina de SHV expresada en levadura;
G4: glicoproteina de SHYV sin peptido sefial y sin dominio transmembranal expresada en levadura

Trout kidney morphological cell types stimulated with purified VHSV proteins and recombinant
E. coli and yeast protein extracts
Cells (2,4 x 10¢/well in 100 ) from healthy (TC) or VHSV-resistant (TV) trout were cultured

at 20 °C for 10 days in the presence of 50 ugimi of protein recombinant extracts from E. coli or yeast.

Averages from 3 trout are represented, standard deviations have been omitted for clarity.
The counts obtained in control cultures made in the presence of control. E. coli or yeast extracts
have been subtracted from the values shown,

N2: nucleoprotein of VHSYV expressed in E. coli; N3: nucleoprotein of VHSV expressed in yeast;
G7: glycopratein of VHSV expressed in E. coli; G3: glycoprotein of VHSV expressed in yeast;
G4: glycoprotein of VHSV without signal peptide and transmembrane domain expressed in yeast.
Cells types were classified as described previously (Coll, 1990; Estepa, Coll, 1992)
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Fig. 4~Mapas hidrofilicos de la glicoproteina G y de la nucleoproteina N de VHSV
a partir de los datos de las secuencias de sus mensajeros
En ordenadas se da la escala relativa de hidrofilicidad (0 a2) y de hidrofobicidad (0 a -2).

En abeisas el mimero de amino4cidos desde el amino terminal (=NH,) hasta el carboxilo
terminal (~COOH). La presencia de una metionina en posicién 13 de la G es posible que indigue el
verdadero comienzo de la protefna G. Las secuencias que se usaron fueron las publicadas previamente
(Bernard et al., 1990; Thiry er al., 1991a). El mapa hidrofflico (...) se obtuvo con el programa antigen
(PCGene, Intelligenetics Inc, Geneve, Switzerland) usando una media de grupo de 9 amino4cidos,
@, posiciones de las cisteinas.o, posiciones de los grupos con alta probabilidad de tostosilacion;

0, posiciones de los grupos con alta probabilidad de glicosilacién; m, posiciones de los grupos
con alta probabilidad de ser epitopos T (seleccionados con el programa TSITES). G4, G6 y Gt,
fragmentos de la proteina G expresados en bacterias y levaduras.

Hydrophilicity maps of G and N proteins from VHSV, location aof cloned fragments
and amphypatic scores
The sequences used were those previously published (Bernard et al., 1 990; Thiry et al., 1991a).
The hydrophilic map (......) was obtained by using the Antigen program (PCGene, Intelligenetics Inc.,
Geneve, Switzerland) using an average group length of 9 amino acids. In ordinates, the relative
hydrophilicity scale (0 to 2) and the hydrophobocity scale (0 to =2). In the X axis the number
of the amino acids from the amino terminal (~NHj) to the carboxy terminal (~-COOH). The Methionine
at position 13 of G is most probably the true beginning of the protein G.

The amphipathic score (mmmmna) was pbtained by the Tsites program (Margalit et al, 1983),

o, Location of Cysteins;0, Putative glycosylation signals (Asn-X-Ser/Thr) in the G protein.

O, Putative phosphorylation sites in the N protein. Putative signal sequence peptide (amino acids 3
to 23) and transmembrane anchor domain (amino acids 462 to 482 ) were only present in the G pro-
tein. Other highly probable transmembrane region of the G protein could be locatged between
amino acids 82 to 102.
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Fig. 5.~Proteccién parcial contra VSHYV obtenida con proteinas recombinantes.
Porcentaje relativo de supervivencia de truchas inmunizadas con proteinas recombinantes
de SHV después de la contraprueba con VHSV
Treinta y seis truchas de 0,5-2 g de peso se vacunaron por inmersién en una solucién de G 6 N
en la presencia de PHA.
®—® . truchas vacunadas con 0,1 pg/ml de extracto de levaduras expresando G4 (80 p.100 de
las proteinas) y 1 [Lg/ml de PHA (media de 2 experimentos). B—1 , truchas vacunadas
con 0,1 pg/ml de extracto de levaduras expresando N« (5 p.100 de las proteinas) y | pg/ml de PHA.
Ye—3r, truchas testigo media de 2 experimentos con 1 Lg/ml de PHA o con 0,1 plg/ml de extracto
de levaduras testigo y 1 pg/ml de PHA.

Relative percent survival of trout immunized with yeast recombinant protein extracts
after challenge with virulent VHSV
Thirty six trout of 0.5-2 g body weight were hath-immunized with the recombinant protein extract
from yeast G4 and N3 proteins in the presence of phytohemagglutinin (PHA).

@—® , 36 trout immunized with 0.1 lg!ml of yeast recombinant protein G4 extract and 1 |igiml
of PHA (average 2 experiments);B—@ , 36 trout immunized with 0.1 \g/ml of yeast recombinant
protein extract N3 and 1 pgiml of PHA;Ye—% , control 36 control irout, average from two experi-
ments (first experiment, with 1 ugiml of PHA, second experiment, with 0.1 ugiml of control yeast
non-recombinant protein extract and 1 \giml of PHA).

CONCLUSIONES

Aunque los problemas planteados por la vacunacién contra las enfermedades
viricas de unos animales tan primitivos como los peces, son todavia formidables,
es de esperar que entre los resultados de estos estudios se encuentren nuevas ideas.
Estas nuevas ideas quizd nos permitan en un futuro, no sélo intentar resolver estos
problemas de la acuicultura, sino también contribuir a los métodos de prevencién
contra otras enfermedades viricas.
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SUMMARY

Importance of rhabdoviruses in aquaculture.
Technological strategies for prevention and control

Among the fish diseases and due to its speed (1 week) and high adult mortalities (30-30 p. 100 of
annual losses), the ones caused by rhabdovirus are one of the most importance. The rhabdovirus affect
to traditionally cultured species (trout, salmon), to species with a future of culture (sea bass, turbot) and
to wild species (carp, pike). The vaccination with viral antigenic subunits obtained by methods of
genetic engineering seems to be the only one solution with technological possibilities since the use of
the attenuated variants is not allowed by the international community due to the reversion rate and the
danger of contamination of the water. Recombinant protein fragments of glycoprotein G and nucleo-
protein N from the rhabdovirus causing the viral haemorrhagic septicaemia (VHS of trout were expres-
sed in Escherichia coli, Yersinia ruckeri (trout pathogen) and Saccharomyces cerevisiae. Immunization
of fingerling trout with S. cerevisiae recombinant proteins N3 and G4 induced a similar level of protec-
tion against VHSV challenge to that one obtained by immunization with attenuated strains of VHSV.
The protective recombinant protein fragments induced «in vitro» anamnesic responses in leucocyte
cultures from survivors of VHSV infection. These results open new and important avenues of research
in this subjets. The identification of the viral epitopes relevant to the protection and the development of
the necessary adjuvants for immersion vaccination are the future necessary steps further vaccine deve-
lopment against these diseases. The recent introduction of immunization with plasmids expressing viral
protein is also under our studies.

KEY WORDS: Rhabdoviruses
Vaccines
Aquaculture
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