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RESUMEN

La reciente elucidacion de Ia secuencia completa del genoma RNA negativo (~12 Kb) del rabdovirus de la
necrosis hematopoiética infecciosa (NHI) de salménidos y el desarrollo de métodos que permiten cl rescate de
virus infectivos a partir de cDNA tanto en los rabdovirus de la rabia como en el de la estomatitis vesicular (EV),
ha puesto al alcance de la mano la posibilidad de obtener rabdovirus de peces a partit de cDNA infectivo. Se abren
con ello importantes posibilidades de manipulacién de estos genomas RNA hasta ahora imposibles. Dicha mani-
pulacién puede hacerse con el objetivo de obtener virus mutantes de bajas probabilidades de reversidn que pudie-
ran utilizarse como vacunas. Otra posibilidad es la de disefiar rabdovirus NHI heterélogos que expresaran las pro-
teinas G de otros rabdovirus (septicemia hemorrdgica virica, SHV, viremia primaveral de la carpa, VPC, etc.) (pro-
yecto UE FAIR CT98-4398). Ademds serfa posible clonar cualquier otra protefna virica o bacteriana en rabdovi-
rus DNA infectivos. Su uso potencial como vectores aumenta el dmbito de la posible aplicacién de rabdovirus
DNA infectivos para controlar las enfermedades en Acuicultura.
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TENDENCIAS ACTUALES EN VACUNAS DE PECES

A pesar de los numerosos trabajos en Ictiopatologfa, las vacunas para peces son uno de
los temas que estdn poco desarrollados. Excepto para unas pocas enfermedades bacterianas
(boca roja y vibriosis, por ejemplo), el desarrollo de vacunas para peces ha tropezado con
numerosos problemas. Después del fracaso de las vacunas muertas convencionales y de los
pocos éxitos conseguidos con vacunas no replicativas basadas en protefnas recombinantes,
actualmente todavia se buscan nuevos vectores para el transporte de los genes adecuados
al desarrollo de vacunas para la mayoria de las enfermedades en Acuicultura. Entre los nue-
vos vectores en desarrollo estdn las vacunas DNA (Fernandez-Alonso, 1998) y la utiliza-
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cién de algunos virus como vectores. Entre estos tiltimos los rabdovirus de peces ofrecen
una posibilidad atractiva debido a su capacidad de infeccion y replicacion en estos anima-
les sin embargo para su utilizacién como posibles vectores habria que convertirlos en geno-
mas DNA puesto que al ser virus RNA no se pueden manipular facilmente por metodos de
ingenieria genetica (mutagénesis dirigida, por ejemplo). La complejidad del problema se ve
aumentada al ser los rabdovirus virus RNA negativos incapaces de sintetizar sus proteinas
sin antes producir una cadena complementaria de RNA positivo. Por ello precisan de un
complejo viral proteico (la nucleocapsida) para iniciar su traduccion.

IMPORTANCIA DE LOS RABDOVIRUS DE PECES

De todos los virus de peces actualmente conocidos, los rabdovirus (Leong er al., 1995)
junto con los birnavirus (McAllister et al., 1991) constituyen el grupo mas numeroso. De
estos dos grupos, los rabdovirus tienen una incidencia econémica de mayor amplitud por-
que causan altas mortalidades en adultos en las explotaciones piscicolas de todo el mundo.
Aunque ya se han descrito mds de 20 tipos de rabdovirus de peces que afectan a otras tantas
especies, la mayoria no han sido caracterizados todavia. Algunos aislados son similares a
otros virus ya descritos, mientras que otros pueden representar variantes bioquimicas o
antigénicas de un mismo serotipo (Tabla 1) (Frerichs, 1989). Entre los rabdovirus de peces
mds estudiados destacan los que afectan a teledsteos de agua fria, como el virus de la
Septicemia Hemorrdgica Virica (SHV) y el virus de la Necrosis Hematopoyética Infecciosa
(NHI) y los que afectan a teledsteos de aguas templadas, como el virus de la Viremia
Primaveral de la Carpa (VPC). Estos tres virus destacan por que son los que actualmente
causan mayores pérdidas econdmicas en Acuicultura,

El virus de la SHV, también llamado virus de Egtved, es endémico en Europa y afecta
a varias especies. Se han demostrado infecciones experimentales en la lubina y el rodaba-
llo (Brafias et al., 1994), y se ha aislado en cultivos de las especies: rodaballo (Schlotfeldt
etal., 1991), anguila , lenguado y langostino (Liu et al, 1995). Recientemente también se
ha aislado en Norteamérica a partir de salmén, bacalao y arenque (Brunson et al., 1989;
Hopper, 1989; Winton et al., 1991). Se conocen cuatro serotipos, siendo el serotipo 1 el mis
difundido (McAllister y Owens, 1987; Olesen et al.,, 1993). En Espafia, el INIA aislé e
identificé siete brotes de esta enfermedad de los que se han caracterizado cinco (Basurco y
Coll, 1989). Desde 1987 no se han vuelto a aislar brotes de este virus. El VSHV (DeKin-
kelin, 1972) originario de Europa es similar al VNHI (Koener et al., 1987) originario de
Norteamérica, pero no tienen reacciones cruzadas de seroneutralizacién. Hace pocos afios
se detectd por primera vez VNHI en Francia (Baudin, 1987) v en Italia (Bovo er al., 1987).
En 1991 se detectd en los Pirineos franceses (J. Adroit, O.LE. 1991) y en 1993 en Espaiia
hubo algiin brote en coinfeccién con birnavirus (Rodriguez et al., 1995; Vilas et al., 1994).

OBTENCION DE RABDOVIRUS RNA NEGATIVO A PARTIR
DE DNAS INFECTIVOS

En el proceso de infeccion natural para reproducir virus RNA negativos infectivos
se necesitan tanto la replicacion de su RNA gendmico negativo (-) por polimerasas RNA
dependientes de RNA (polimerasas virales incluidas en la nucleocapsida) a través de
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TABLA 1
RABDOVIRUS DE PECES
Fish rhabdoviruses
Virus Origen Tamafio (nm) Temp. °C Células
VHSV
Viral haemorrhagic Trucha Arco iris 198x68 6-18 REEC
septicaemia Salmo Gairdneri
THNV
Infectious haematopoietic ~ Salmoén Sockeye 156x82 13-18 R,EE.C
necrosis Oncorhynchus nerka
SVC
Spring viraemia Carpa comiin 140x77 4-32 R,FEC
carp Cyprinus carpio
PFRV
Pike Fry rhabdo Tenca 125x80 21-28 R.EE
Exos lucius
EVA
Eel Virus A Anguila americana 134x79 10-29 R,EE,B
Anguilla rostrata
EVX
Eel Virus Europe X Anguila europea 134x79 10-29 R,EE,B
Anguilla anguilla
CUSR
Cod ulcus-syndrome Bacalao Atlantico 155x65 14-16 PS
rhabdo Gadus morhua (R,EB)
RGPR
Rio Grande Perca Perca del Rio Grande - 23-33 REB
rhabdo Cichlasoma cyanogutatum
EVB
Eel Virus By, Anguila europea 185x75 10-20 E
Anguilla anguilla (R)
RS
Rhabdovirus salmonis Trucha Arco iris 135x65 18-20 R.EE
Salmo gairdneri
PR
Perch rhabdovirus Perca 200x100 13-15 R
Perca fluviatilis (E)
HRY
Hirame rhabdovirus Platija Japonesa 190x80 5-20 R,EFE,B
(R. olivaceus) Paralichthys olivacus ©
VDRV
Ulcerative disease Striped snakehad 120x80 25-30 B
rhabdo Ophicephalus striatus (C,E)

Segtn datos recopilados por Frerichs, 1989. Lincas celulares que son susceptibles sin paréntesis, las que son
refractarias entre paréntesis, R =RTG*2. E=EPC. F=FHM. C=CHSE. B =BF-2,
According to data from Frerichs, 1989. Susceptible cell lines not in between parenthesis, resistant in between
parenthesis. R = RTG-2. E = EPC. F = FHM. C = CHSE. B = BF2.
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intermediarios RNA +/-, como la produccién por las mismas polimerasas de RNA+
monocistrénicos como mensajeros (RNAm) para traducir cada una de las protefnas viri-
cas (Fig. 1).
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Fig, 1.~Esquema de la replicacién del rabdovirus NHI. El genoma RNA negativo de 12 Kb (seis proteinas) del
NHI sirve de molde para Ia replicacién del RNA de banda positiva y negativa (+/-) y la transeripcidn de seis
mRNA+ monocistrénicos. Para que el genoma RNA- se replique y se transcriba se necesitan la presencia de

las proteinas viricas N (nucleocdpsida), P (fosfoprotefna) y L (polimerasa RNA dependiente de RNA),
Scheme of IHN rhabdoviral replication. The negative RNA genome of about 12 Kb (six proteins) serves for
replication of positive and negative RNA (+/~) and for transcription of six monocistronic mRNA+. In order to
replicate and transcribe the RNA-, the presence of the viral proteins N (nucleocapside), P ( ‘phosphoprotein) and L
(polimerase) are needed,

La produccion de genomas viricos RNA a través de DNA infectivo requiere polimera-
sas RNA dependientes de DNA, por lo que depende de la capacidad de dichas polimerasas
para transcribir el RNA de forma que Iuego sea aceptado por las polimerasas RNA depen-
dientes de RNA (polimerasas viricas) (Whelan et al., 1995). Los RNA gendémicos transcri-
tos por polimerasas RNA dependientes de DNA (por ejemplo, las del fago T7) si que son
aceptados por las polimerasas RNA dependientes de RNA viricas de los virus RNA+ pero
no por las de los virus RNA- (tdles como los RNA- de los rabdovirus). Ademas mientras
que los RNA+ sirven para traducir las proteinas que codifican, los RNA- necesitan de su
transcripcion a RNA+ antes de poder ser traducidos a proteinas. Por otra parte, los RNA-
gendmicos completos, asf como sus correspondientes RNA+ completos (policistrénicos)
producidos por polimerasas RNA dependientes de DNA pueden no ser funcionales como
RNA mensajeros, por ejemplo, porque se requiera su transcripcién a RNA mensajeros
monocistrénicos (caso de los rabdovirus).
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Debido a los fenémenos descritos arriba, en el caso de los virus RNA-, todas las pro-
tefnas viricas (N,P,L) que forman en la nucleocapsida de estos virus el molde correcto para
replicaci6n y transcripcién del RNA deben suministrarse junto con el genéma DNA com-
pleto para poder obtener virus infecciosos a partir de DNA infectivo. Las protefnas viricas
se suministran en forma de pldsmidos codificando sus genes bajo el control del promotor
de la polimerasa del fago T7 (Fig.2).

ANTIGENOMA

VTF7-3

Fig. 2.~Disefio utilizado para obtener los rabdovirus de rabia y de VEV a partir de DNA infectivo. Se han
utilizado pldsmidos independientes que contienen ¢l genoma rabdoviral y cada una de las proteinas
rabdovirales N, Py L, bajo el control del promotor de la polimerasa RNA dependiente de DNA del fago T7
(0). Dicha polimerasa la pueden aportar células transformadas permaneniemente, o bién, células infectadas
con virus vacuna que llevan su gen (VIF7-3). La transfeccién de dichas células con los plasmidos
anteriormente citados son capaces de producir rabdavirus infectivo que aunque con poca eficiencia (105
virus/106) células (Whelan et al., 1995) pueden ser después amplificados en cultivo celular. De esta manera se
abre Ia posibilidad de manipular el genoma RNA- de los rabdovirus tanto para estudiar sus mecanismos de
replicacién, como para su atenuacién de cara a Ia obtencién de vacunas y su uso como vectores.
Design used o obtain the rhabdoviruses of rabies and of VSV with infective DNA. Four independent plasmids
containing the whole rhabdoviral genome and each of the viral proteins N, P and L, under the control of the promotor
of the DNA dependent RNA polimerase of phage T7 (0). That polimerase can be obtained by cells permanently
transformed or by vaccinia (VIF7-3) infected cells. The transfection of those cells with the above mentioned plasmids
are able to produce infective rhabdovirus which although with low efficiency 105 virus/105 celulas (Whelan et al.,
1995) can be latter amplified in cell culture. In this way, the possibility of manipulating the RNA- of the rhabdovirus is
open to study the replication mechanisms and also for its atenuation for vaccine design and use as a vector.

Sélo se han podido conseguir rabdovirus RNA- utilizando DNA infectivo que trans-
cribiera RNA+ (antigenémico). Ello parece ser debido a que la polimerasa RNA depen-
diente de DNA (polimerasa T7 que se utiliza en estos métodos) termina la transcripcién a
RNA- al llegar a las regiones intergénicas, tal y cémo se ha demostrado en VEV (Whelan
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et al., 1995). Estos transcritos incompletos no solamente no pueden replicarse por no tener
el origen 3", sino que ademds pueden inhibir la traduccién por hibridacién con los trans-
critos de los pldsmidos codificadores de las protefnas N, P, y L.

APLICACIONES DE LOS RABDOVIRUS DNA INFECTIVOS

Una primera aplicacién de los rabdovirus DNA infectivos es la posibilidad de gene-
racién de mutantes para disefiar virus de bajo porcentaje de reversién para utilizacién
como vacunas. Utilizando PCR es posible realizar ficilmente mutagénesis dirigida en
varios puntos del genoma. Se generan asi mutantes que afectan a varias posiciones y que
tienen un fndice de reversién a la virulencia muy por debajo de los mutantes tradicio-
nales. Los mutantes en el gen de la proteina G se pueden después incorporar al DNA
infectivo por manipulaciones de ingenieria genética y poder asi recuperarlos en el
virién.

Otra aplicacién importante de esta tecnologia ha sido el desarrollo de los rabdovi-
rus como vectores para la expresién de genes extrafios, tal y como ha sido demostrado
con la rabia utilizando un gen marcador. Parece posible que con el desarrollo de esta tec-
nologia se puedan desarrollar vectores rabdovirales que solo puedan transcribir (gene-
rando antigenos viricos de interés) pero no replicar (controlando su difusién), lo cual
serfa de una mayor seguridad. Alternativamente y por manipulacién de los genes codi-
ficadores de las protefnas M y G, deberfa ser posible generar vectores rabdovirales que
puedan replicar en las células infectadas pero que no sean capaces de pasar de célula a
célula. También existe la posibilidad de manipular el tropismo celular mediado por la
proteina G de tal manera que el vector rabdoviral sélo transfiera genes a determinadas
dianas celulares, lo cual serfa muy importante para el desarrollo de estos vectores para
terapia génica.

Ademds el uso de esta tecnologfa permite introducir marcadores genéticos ficilmente
detectables (por ejemplo, sitios nuevos de corte para enzimas de restriccién) que permitiri-
an diferenciar animales vacunados de portadores asintomaticos (supervivientes a la infec-
cién), con lo que se aumentan sus posibilidades de utilizacidn.

APLICACION A RABDOVIRUS DNA INFECTIVOS DE PECES

La organizacion gendmica del VNHI se conoce complétamente gracias a su reciente
secuenciacién por dos laboratorios independientes (Morzunov et al., 1995; Schutze et al.,
1995). Se ha demostrado su estructura 3°N-M1-M2-G-NV-L 5, asf como la presencia de
las secuencias intergénicas (terminacién de transcripcién y podiadenilacién) conservadas
en todos los rabdovirns (-UCURUC UUUUUUU RCCGUG NNNN CAC-).

La regién i situada entre los genes G y L, es la mds variable entre los genomas de los
distintos rabdovirus animales. Los ejemplos extremos son el VEV y los rabdovirus de peces
VNHI'y VSHV. El genoma de VEV exhibe una reduccidn dréstica de las secuencias . Por
el contrario, los genomas de los rabdovirus de peces poseen en las secuencias  un gen adi-
cional completo, el NV, que codifica una proteina de 12KDa no estructural, de una funcién
desconocida (Basurco y Benmansour, 1995; Basurco et al., 1995; Bjorklund et al., 1996;
Kurath et al., 1997; Kurath y Leong, 1985; Nichol et al., 1995) ¥ que no se encuentra en el
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virién. Se ha demostrado ya en el virus de la rabia que la insercidn de otros genes en la
secuencias i se tolera sin afectar a la viabilidad virica (Schuell ef al., 1994) y que se pue-
den introducir genes en ella que se expresan perfectamente (Mebatsion et al., 1996). Es por
ello muy probable la posible utilizacién de los rabdovirus DNA infectivos de salménidos
(VNHI 0 VSHV) como vectores para otros genes para su uso en Acuicultura, Es necesario,
no obstante, demostrar que el gen NV no es esencial para el desarrollo de los rabdovirus de
peces.

Entre los objetivos de la obtencién de DNA infectivo en rabdovirus de peces (proyec-
to UE FAIR CT98-4398), utilizando la tecnologfa antes descrita para el virus de la rabia y
para el de la EV, se pretende:

1. Subclonar los genes N, Py L de VNHI en los pldsmidos adecuados (Fig. 2), asf
como su genoma completo en sentido antigenoma.

2. Optimizar la transfeccién de varias Ifneas celulares de peces para maximizar la
expresion de dichos pldsmidos (las lfneas celulares de salmdnidos ofrecen proble-
mas de transfeccion debido a sus menores temperaturas de crecimiento).

3. Obtener virus VNHI infectivos a partir de cotransfeccién de las copias: DNA y de

los genes N, Py L, en celulas apropiadas (Fig.2).

Efectuar mutagénesis dirigida en las proteinas G de VNHI y VSHV.

Manipular el gen NV para comprobar que no es esencial.

Obtener virus VHNI mutados en la protefna G y obtener virus VNHI llevando una

copia de la proteina G de VSHYV insertada en el gen NV.

A

Con todo ello se lograrfa explorar las posibilidades de utilizar copias infectivas de
VNHI tanto para obtencidn de mutantes no patégenos con ninguna o muy baja probabili-
dad de reversion a su forma virulenta como con posibilidades de transportar cualquier gen
virico o bacteriano en su genoma DNA.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece la ayuda en la mecanografia de J.P. Coll. Este trabajo se ha efectuado durante la financiacién
por los proyectos AGF97-297 y AGF98-580 de la CICYT, Espafia y CT98-4398 y CT98-4003 del programa
FAIR de la UE. M.F. estd financiada por el Gobierno Vasco, Dpto. de Educacién, Universidades e Investigacion,
Espaiia.

SUMMARY

Application of infectious rhabdoviral DNA to the development of new vectors
for the treatment of infections ictiopathologies

The recent publication of the complete sequence of the negative RNA (~ 12 Kb) genome of the rhabdovirus
infectious hematopoietic necrosis (IHN) of salmonids and the development of methods to allow the rescue of
infective viruses from the cDNA of the rhabdovirus of rabies and of vesicular stomatitis (VSV), allows the possi-
bility to obtain fish rhabdoviruses from infective DNA. Important possibilities are now opened to manipulate
these RNA genomes which were not possible before. These manipulations can be done to obtain mutant viruses
with low probabilities of reversion which can be then used as vaccines, Another possibility is to design heterolo-
gous IHN rhabdovirus which will express the protein G from other rhabdovirus (viral haemorrhagic septicaemia,
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VHSYV; spring carp viremia, SCV, etc.) (project UE FAIR CTY8-4398). Furthermore, it would we possible to clone
any other viral or bacterial protein in such a rhabdoviral DNA. The potential use as vectors increases the possibi-
lities of application of the infective DNA rhabdovirus to control Aquaculture diseases.

KEY WORDS: Rhabdovirus infective DNA
Aquaculture
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