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Summary

Rabbit haemorrhagic disease (RHD) was first recognized in China in 1984. In Europe, the disease appeared
in 1986 in Italy, and in the following years RHD was observed in many other European countries, including
Poland in 1988. The disease is caused by RHD virus (RHDYV), classified as a representative of the Lagovirus
genus within the Caliciviridae family. Lagoviruses include the non-pathogenic rabbit calicivirus (RCV) and the
European brown hare syndrome virus (EBHSV). There are three basic variants (subtypes) of pathogenic RHD
viruses: classic (RHDV) and antigenic subtypes RHDVa and RHDV2 (RHDVb), distinguished on the basis of
epidemiological characteristics, infectious properties and antigenic and genetic modifications. Phylogenetic
analysis of RHDYV revealed the presence of five genogroups (G1-G5) with similar time of isolation, regardless
of the place of occurrence. RHDVa strains are genetically more variable than RHDYV, and all RHDVa strains
belong to genogroup G6. RHDV2 was diagnosed for the first time in 2010 in domestic and wild rabbits in
France, and later in the Iberian Peninsula, and it was called RHDVb. Like the previously identified variants
of the RHD virus, RHDV2 spreads to other regions of the world, and in 2011-2016 it was diagnosed in
many European countries, North America, Africa and Australia. Strains of RHD2 form a separate, uniform
phylogenetic group and are more similar to the non-pathogenic rabbit calicivirus than to pathogenic RHDV
and RHDVa. Infections with different variants of RHD viruses are a serious epidemiological, diagnostic and
immunological problem. Advanced antigenic changes in RHD viruses limit the usefulness of standard RHD

vaccines in controlling the disease.
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Wystepowanie krwotocznej choroby krolikow (rabbit
haemorrhagic disease — RHD) na $wiecie datuje si¢
od wiosny 1984 r., pierwsze doniesienia o masowych
$miertelnych przypadkach krolikéw hodowlanych
pochodza z Chin (46). W 1985 r. chorobg stwierdzono
w Korei Potudniowej (40). W Europie liczne zachoro-
wania, o nieznanej etiologii, krolikow hodowlanych,
a pozniej dzikich odnotowano w 1986 r. we Wioszech
(13). W latach 1987-1989 choroba opanowata catly
kontynent, a na poczatku lat 90. przenikngta na Wyspy
Brytyjskie (17). W Polsce choroba powszechnie znana
jako pomor krolikow wystepuje od 1988 r. (31). Glo-
balny zasieg zarazy potwierdzaja epizootie w Meksyku,
w Afryce Polnocnej, na wyspie Reunion na Oceanie
Indyjskim (32, 56). Wspolne cechy naturalnych przy-
padkoéw RHD z tego okresu, to podatno$¢ na zakazenie
krolikow dorostych 1 mtodych powyzej 6.-8. tygodnia
zycia (zwierzeta przed odsadzeniem pozostawaly
zdrowe) wyltacznie z rodzaju Oryctolagus cuniculus
1 gwaltowny przebieg, z bardzo wysokimi wskaznikami

zachorowalno$ci i $miertelnosci, nierzadko siegajacymi
100%. U pojedynczych zwierzat choroba konczy si¢
$miercig w ciggu 48.-72. godzin. Objawy nerwowe,
dusznos¢, a czasami krwawienia z nosa obserwuje si¢
jedynie w okresie agonalnym. W przypadkach trwaja-
cych powyzej trzech dni czg§¢ zakazonych krolikow
przezywa. Zmiany anatomopatologiczne obejmuja:
martwicowe zapalenie watroby, obrzek ptuc, wynaczy-
nienia i krwotoki w narzadach migzszowych (ptuca,
nerki, grasica). Zrd6znicowane nazewnictwo choroby
podkresla dramatyczne skutki zarazy i odzwierciedla
owczesny stan wiedzy (,,rabbit viral sudden death”,
,viral haemorrhagic pneumonia of rabbits”, ,,rabbit
infectious necrotic hepatitis”, ,,Mallatia X**) (13, 40,
51). Z uwagi na podobienstwo obrazu sekcyjnego i hi-
stopatologicznego $miertelne zakazenia taczono z roz-
poznanym na poczatku lat 80. krwotocznym syndromem
zajaca szaraka — European Brown Hare Syndrome
(EBHS) (30, 47, 51). W maju 1989 r. nowa jednostke
chorobowa wpisano na 6wczesng list¢ B kodeksu OIE
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pod nazwg viral heamorrhagic disease of rabbits (VHD)
(56), zmieniong pdzniej na rabbit haemorrhagic disease
(RHD). W Polsce RHD znajduje si¢ w wykazie chordb
podlegajacych obowigzkowi rejestracji (Ustawa z dnia
11 marca 2004 r. o ochronie zdrowia zwierzat oraz
o zwalczaniu choréb zakaznych, zal. 3).

Czynnikiem etiologicznym RHD jest wirus krwo-
tocznej choroby krolikow (rabbit hamorrhagic disease
virus — RHDV), rodzaj Lagovirus, rodzina Caliciviridae
(59). Bezotoczkowe wiriony RHDV zawieraja poje-
dyncza ni¢ RNA (ok. 7,5 kb) o dodatniej polaryzacji
(sst) zakonczong koncem poly A. Do lagowiruséw
naleza réwniez: niepatogenny krdliczy kaliciwirus
RCV (Rabbit Calicivirus), o predylekcji do przewodu
pokarmowego (15) oraz hepatotropowy, patogenny dla
zajecy Lepus europaeus i Lepus timidus wirus EBHS,
zidentyfikowany w 1989 r. RHDV i EBHSV oprocz
zblizonej morfologii taczy wystgpowanie krzyzowych
reakcji antygenowych oraz struktura i organizacja
genomu. Genom lagowirusow 1 kaliciwirusow z ro-
dzajow Sapovirus 1 Nebovirus zawiera dwie, natomiast
norowirusow 1 vesiwirusow trzy ramki odczytu (ORF).
Obszerna ORF1 koduje jednolitg poliproteing (257
kDa), z ktorej w wyniku dzialania wirusowej proteazy
powstaja biatka niestrukturalne i strukturalne biatko
kapsydu VP60 (60 kDa). ORF2 koduje mniejsze biat-
ko strukturalne VP10. W kapsydzie wystepuje takze
subgenomowy RNA (2,2 kb), ktory rowniez koduje
biatko VP60 oraz bierze udziat w procesach transkrypcji
1 translacji (55). Pomimo duzego podobienstwa gene-
tycznego RHDV 1 EBHSV (52-60% 1 63-70% homolo-
gia sekwencji nukleotydéw 1 aminokwasow w obrebie
genu vp60) sa to catkowicie odrgbne patogeny, niezdol-
ne do zakazenia krzyzowego krolikow 1 zajecy, ktorych
nie mozna namnozy¢ in vitro w systemach hodowli
komorkowych oraz w zarodkach kurzych (16, 32, 58).

W diagnostyce wirusologicznej RHD stosuje si¢ tech-
niki mikroskopii elektronowej (EM/IEM) umozliwiajg-
ce bezposrednig detekcje kubicznych czastek o srednicy
27-40 nm, metody immunoenzymatyczne ELISA do
wykrywania antygenu oraz odczyn hemaglutynacji do
okreslenia wtasciwosci hemaglutynacyjnych. Techniki
molekularne, takie jak: amplifikacja wirusowego RNA
metodg RT-PCR, real-time RT-PCR (RTq-PCR) oraz
sekwencjonowanie wykorzystuje si¢ do okreslenia typu
wirusa oraz w badaniach filogenetycznych. Zakazenie
doswiadczalne podatnych krolikow jest metoda sto-
sowang do potwierdzenia rozpoznania oraz podczas
produkcji szczepionek: do namnozenia wirusa i kontroli
serii. Waznym elementem diagnostyki RHD sg metody
serologiczne: odczyn zahamowania hemaglutynacji
i test ELISA (OIE Manual 2016, rozdziat 2.6.2).

Niepatogenne kaliciwirusy krolikow

Wcezesne dowody mowigce o wysoce prawdopodob-
nym wystepowaniu bliskiego, niepatogennego przodka
RHDV pochodzg z badan archiwalnych surowic kroli-
koéw europejskich z potowy lat 70., w ktorych wykryto
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swoiste przeciwciata (61) oraz z retrospektywnych
molekularnych analiz probek szpiku krolikow hodow-
lanych i dzikich z lat 1950-1990 w Wielkiej Brytanii
(57). Kontakt nieszczepionych krolikow hodowlanych
z hipotetycznym, niechorobotworczym wirusem, sty-
mulujacym produkcje przeciwciat swoistych dla RHDV
potwierdzono we Wtoszech, w potowie lat 90. Kroliczy
kaliciwirus (Rabbit calicivirus) RCV zostal ostatecz-
nie wyizolowany z przednich odcinkéw przewodu
pokarmowego. Badania genetyczne wykazaty 85%
homologi¢ RCV i RHDV w odcinku genu kodujacego
strukturalne biatko kapsydu (15). Obecno$¢ niewi-
rulentnego lagowirusa (nvRHDV-LV) i australijskiej
odmiany wirusa (RCV-A1) potwierdzono serologicznie
w Nowej Zelandii i Australii (10, 19, 35, 63). Z badan
tych wynika, ze niechorobotworcze wirusy wystepo-
watly w Australii juz przed niekontrolowanym uwolnie-
niem w 1995 r. patogennego, czeskiego szczepu V-351
RHDV. Analiza 38 izolatéw RCV-A1 z lat 2007-2009
ujawnia postgpujgce zmiany genomu i obecno$¢ szesciu
roznych kladéw wirusa. Pojawienie si¢ niepatogennego
protoplasty najprawdopodobniej zbiega si¢ z data spro-
wadzenia krolikow na kontynent australijski w XIX w.
Analiza wspotczesnych, niechorobotworczych szcze-
péw RCV-A1 wskazuje na interakcje z patogennym
RHDV oraz istotny, hamujgcy wptyw kaliciwirusa Al
na szerzenie si¢ RHD w Australii, a w konsekwencji
ograniczenie mozliwosci efektywnej regulacji popu-
lacji dzikich krolikow metodami biologicznymi (19,
35). Wystepowanie ,,tagodnego™ wirusa u zdrowych,
nieszczepionych dzikich krélikéw stwierdzono rowniez
na wyspie Lambay w Irlandii. Silna serokonwersja moze
swiadczy¢ o dlugotrwatym kragzeniu RHDV w §rodowi-
sku 1 bezobjawowej stymulacji krolikow w tej populacji.
Wirus Lambay charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
pokrewienstwa genetycznego z patogennym RHDV
(29). Z kolei istnienie innego, stabo patogennego kali-
ciwirusa Michigan (MRCV), blizszego filogenetycznie
wirusowi RCV 1 znacznie réznigcego si¢ od RHDV,
potwierdzono w 2001 r. w Stanach Zjednoczonych (8).
W hodowli ztozonej z 200 krolikéw rasy nowozelandz-
kiej padto ponad 30% zwierzat, w tym kroliki mtode
oraz doroste samice i samce, z objawami nerwowymi,
biegunka, krwotokami z nosa i odbytu, przekrwieniami
1zapaleniem spojowek. W watrobach chorych krolikow
zidentyfikowano wiriony morfologicznie podobne do
kaliciwirusow. Zwierzeta zakazone doswiadczalnie nie
zachorowaly, ale obecnos$¢ wirusa w watrobie, ptucach
1 jelitach potwierdzono metoda RT-PCR. Sekwencja
nukleotydéw w genomie MRCV jest w 79% identycz-
na z RHDV. Sugeruje si¢ subkliniczne wystepowanie
zakazen MRCYV i powrdt do formy zakaznej w sprzy-
jajacych warunkach srodowiskowych (8). Obecnos¢
przeciwcial o wysokich mianach przeciwko wirusowi
spokrewnionemu z RHDV (RHDV-like), ktore nie
chronig przed zakazeniem chorobotwdérczym RHDV,
potwierdzono serologicznie u krolikow dzikich na
poczatku 2001 r. we Francji (52). Kilka lat p6Zzniej u se-
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ropozytywnych krolikow hodowlanych wyizolowano
niepatogenne badz stabo patogenne wirusy réznigce
si¢ tropizmem tkankowym (dwunastnica) (43). Kroliki
zakazone eksperymentalnie, poprzez kontakt lub droga
inokulacji, szczepem 06-11/2006 nie chorowaly, lecz
produkowaly przeciwciata. Transmisj¢ niechorobotwor-
czego wirusa potwierdzono metodg PCR. Niepatogenny
wirus z Francji jest w 94% podobny genetycznie do
brytyjskiego niepatogennego lagowirusa Ashington,
wykazuje 83% podobienstwo do klasycznego RHDV
itylko 85% oraz 79% do RCV z Wtoch i australijskiego
RCV-A1l. Najwigksze zmiany sekwencji aminokwasow
stwierdzono w odcinkach wysoce zmiennych C 1 E znaj-
dujacych sie w 5’ koncowej potowie genu, kodujace;j ze-
wnetrzng powloke kapsydu, co moze wyjasniac tropizm
1 stopien odmienno$ci wirusa. W probie biologicznej
wykazano, ze seropozytywne kroliki, niezaleznie od
miana, nie byly chronione przed patogennym RHDV.
Niechorobotworcze lagowirusy w odroznieniu od
wariantu RHDVa czy RHDV typu 2 nie tworzg zwar-
tej grupy filogenetycznej (36, 43). Moga cyrkulowac
w sposob niezauwazony u krolikow hodowlanych
1 dzikich. Do transmisji moze dochodzi¢ drogg ustno-
-pokarmowg 1 kalowo-pokarmowa, co ttumaczy ich
jelitowy tropizm, a takze serokonwersje u zwierzat,
ktére nigdy nie mialy kontaktu z RHDV (36). W celu
jednoznacznego odrdznienia niechorobotworczego
wirusa krolikow, grupujacego wiele szczepow o zrdz-
nicowanych cechach, niektorzy badacze proponuja
stosowanie terminu: niepatogenny kaliciwirus krolikow
(non-pathogenic rabbit calicivirus) lub: niepatogenny
lagowirus — non-pathogenic lagovirus (NP-LV), a inni
okreslaja te grupe wirusow skrotem RCV-like (36, 43).

Chorohbotwércze typy (warianty) wirusa RHD

Uwzgledniajgc roznice epidemiologiczne, zréznico-
wane wilasciwosci zakazne, modyfikacje antygenowe
1 odrebnos¢ genetyczng, wyrdznia sie trzy zasadnicze
typy patogennego wirusa RHD: klasyczny — RHDV,
wariant (podtyp) antygenowy RHDVa i RHDV typu 2
(RHDV2), okreslany takze akronimem RHDVb.
RHDYV i RHDVa nalezg do jednego serotypu, natomiast
RHDV2 prawdopodobnie reprezentuje osobng sero-
grupe (42). Klasyczny wirus RHD obejmuje szczepy
izolowane od 1984 r. Badania epizootyczne, antyge-
nowe i filogenetyczne przeprowadzone w pierwszych
latach wystgpowania RHD w Europie oraz po dwéch
latach od uwolnienia wirusa na Antypodach podkre-
slaja stabilnos¢ 1 niewielkg zmienno$¢ RHDV (5, 41,
58). W miar¢ uptywu czasu i gromadzenia nowych
izolatow obraz ten ulegal coraz wickszym zmianom.
Filogenetyczny podziatl klasycznego RHDV na 5 grup
(G1-G5) taczy szczepy o podobnym czasie izolacji,
bez wzgledu na obszar geograficznego wystepowania.
Stopniowy zanik wystqpowama poszczegolnych grup
genetycznych na $wiecie obserwuje si¢ od konca lat
90. (44, 54). Enklawa klasycznego RHDV w Europie

813

byt do niedawna Pétwysep Pirenejski, gdzie diagnozo-
wano go jeszcze 2008 1. (3, 4, 22). Badania krajowych
patogennych szczepow RHDV z lat 1988-2000 od-
zwierciedlaja co najmniej dwukrotne przeniknigcie do
Polski klasycznego wirusa powigzanego z genogrupami
G2 1 G3-G4 (206).

Szczepy HA-ujemne. Pierwsze istotne roznice
wiasciwosci RHDV stwierdzono w odczynie hema-
glutynacji (37). Brak hemaglutynacji u patogennych
szczepOw wirusa z niezdegradowanym biatkiem VP60
moze wynika¢ z mutacji w obrebie n1e01a}g1ej determi-
nanty zlokalizowanej w koncu 5’ genu 1 modyfikacji
powierzchni kapsydu (14). W warunkach doswiad-
czalnych potwierdzono przekazywanie wlasciwosci
zakaznych i brak hemaglutynacji wirusa po pasazowa-
niu (62, 25). Wystepowanie izolatoéw przejsciowo lub
trwale HA-ujemnych obserwowano u zwierzat szcze-
pionych przeciwko RHD (62). W Polsce wyizolowano
dwa szczepy HA-ujemne, ktore dzieli dziesiecioletni
przedziat czasowy (25, 37), powiazane filogenetycznie
z podobnymi wirusami z Wielkiej Brytanii i Niemiec.

Wariant (podtyp) antygenowy RHDVa. Patogen-
ny wirus RHDVa o nowych cechach antygenowych
1 genetycznych po raz pierwszy wyizolowano we
Wiloszech 1 w Niemczech, w latach 1996-1997. Na
zakazenie podatne sg jedynie kroliki Oryctolagus
cuniculus w takim samym przedziale wiekowym, jak
w przypadku RHDV, gtéwnie hodowlane, ale takze
dzikie (14, 62). Wszystkie izolaty podtypu RHDVa
wyosobnione dotad na $wiecie nalezag do genogrupy
G6 (11, 36,44, 48, 54). W porownaniu do klasycznego
wirusa RHD, podtyp RHDVa wykazuje znaczne zmiany
genetyczne, sprzyjajace selekcji i zwiekszajace moz-
liwosci przetrwania. Konsekwencja mutacji i zmian
konformacyjnych biatka kapsydu jest znacznie nizsza
reaktywno$¢ z przeciwciatami poliklonalnymi specy-
ficznymi dla klasycznego RHDV lub catkowity brak
reakcji z niektérymi przeciwcialami monoklonalnymi
(14, 36). Mimo zmian antygenowych RHDVa, szcze-
pionki, ktorych sktadnikiem aktywnym jest inaktywo-
wany, standardowy RHDYV, skutecznie chronig przed
zakazeniem RHDVa. Widocznym skutkiem globalne;j
ekspansji RHDVa jest stopniowy zanik wystepowania
poszczegdlnych linii genetycznych klasycznego wirusa
RHD (22, 54). Szczepy RHDVa szybko dotarty do in-
nych krajow europejskich, rozprzestrzenily si¢ w Azji,
w Ameryce Péinocnej i Srodkowej oraz w pdéinocnych
regionach Afryki. Przyczyna nielicznych przypadkow
RHD diagnozowanych w USA od 2000 r. byt patogenny
wariant antygenowy i genetyczny RHDVa, a kazda z 4
potwierdzonych epizootii w latach 2000-2005 (szczepy:
Iowa2000, UT-01,NY-01, IN-05) najprawdopodobnie;j
miata swoje odrgbne, nieustalone, pierwotne Zrédto
(8, 54). W Polsce, na Wegrzech i w Rosji RHDVa jest
diagnozowany od potowy pierwszej dekady obecnego
stulecia (11, 18, 25, 53). Z ognisk RHD zarejestrowa-
nych w kraju w ostatnich pieciu latach i potwierdzonych
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w Krajowym Laboratorium Referencyjnym RHD izolo-
wano wytacznie wirus RHDVa (dane niepublikowane).
Na tle globalnej ekspansji RHDVa, zwtaszcza w Eu-
ropie, zadziwia bardzo pdzne pojawienie si¢ tego wa-
riantu na Potwyspie Iberyjskim, co moze by¢ zwigzane
z genetyczng izolacjg ekosystemu bedacego kolebka
wspotczesnych ras krolikow (3). Pierwszy przypa-
dek RHDVa w Hiszpanii zdiagnozowano u krolikow
hodowlanych ponad rok po wykryciu RHDV2 (2).
W Portugalii wirus moégt by¢ obecny klika lat wezesniej
(22). Naturalnych zakaze RHDVa jak dotad nie roz-
poznano tam u krolikow dzikich. Obserwacje z innych
krajow Europy Zachodniej, o duzym zageszczeniu
hodowli przemystowych, wskazuja na ogélng domina-
cje zakazen RHDVa u krolikéw hodowlanych. Trwate
utrzymywanie si¢ klasycznego wirusa RHD z najstar-
szej grupy genetycznej (G1), reprezentowanej przez
szczep AST89, na tym rozleglym obszarze ttumaczy
si¢ obecnoscig naturalnej bariery, jakg tworzg Pireneje
oraz czynnikami zaleznymi od gospodarza (zageszcze-
nie populacji, dominacja jednego podgatunku krélika
domowego) 1 warunkami klimatycznymi. Z jednej stro-
ny, moze to $wiadczy¢ o znacznej konserwatywnosci
poszczegolnych linii klasycznego RHDV, mimo presji
zwigzanej ze szczepieniami krolikow hodowlanych,
a z drugiej, o wyksztatceniu wirulentnych form zdol-
nych do dlugotrwatego przetrwania (3, 22, 36, 48).
RHDV?2. Catkowicie nowy typ patogennego wirusa
RHD zdiagnozowano po raz pierwszy poznym latem
2010 r. w potnocnej 1 potnocno-zachodniej czesci
Francji. Liczne przypadki $miertelnej choroby kroli-
kéw rozpoznano u krolikow hodowlanych i1 dzikich
wystepujacych na tym samym obszarze. W ciggu kilku
miesigcy epizootie o podobnym charakterze potwier-
dzono w kilkudziesigciu hodowlach. Smiertelne przy-
padki notowano zaréwno u nieszczepionych krolikow
ras migsnych w okresie tuczu, jak i u bardzo mtodych
krolikow przed odsadzeniem, w wieku ok. 4 tygodni,
ktére dotychczas uznawano za odporne na zakazenie
RHDV. Padnigcia samic szczepionych przeciwko RHD
swiadczyty o prawdopodobnym przetamywaniu odpor-
no$ci. Zmiany krwotoczne stwierdzane posmiertnie
w watrobie, ptucach, grasicy, sercu, nerkach odpowia-
daly obrazowi anatomopatologicznemu RHD. Wspo6lng
cechg tych naturalnych przypadkoéw, w odréznieniu
od wczesniej znanych epizootii RHD, byt stosunkowo
niski ogdlny wskaznik $miertelnosci, w granicach
30%. Obecnos¢ wirusa w watrobach zakazonych
krolikow potwierdzono metodami wirusologicznymi.
Wysoka homologia sekwencji nukleotydow szczepow
RHDV2 w N-koncowym fragmencie VP60 (98,5-
-100%) kontrastowata ze znacznie nizszym podobien-
stwem (87,5%) do klasycznego RHDV i do podtypu
RHDVa. Aby podkresli¢ odrebnos¢ i specyficznosé
tego wariantu, ktoéry prawdopodobnie nie wywodzi si¢
od klasycznego RHDYV, lecz stanowi catkowicie nowa
lini¢ o nieustalonym jeszcze zrodle pochodzenia, okre-
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$lono go terminem RHDV?2 (42). Z kolei patogenny
wirus o charakterystyce antygenowej i genetycznej
podobnej do RHDV2, ale wyosobniony kilka miesiecy
pdzniej na Potwyspie Iberyjskim okreslono akronimem
RHDVbD (20, 21, 48). W wickszosci przypadkow nowy
typ wirusa wykazywat aktywno$¢ hemaglutynacyjna.
Obserwacje naturalnych przypadkéw choroby z Hisz-
panii, Portugalii i Wloch — potwierdzone eksperymen-
talnie — jednoznacznie podkreslajg unikalnos¢ zakazen
RHDV2 (RHDVD): nizszy odsetek zachorowalnos$ci
1 $miertelnosci, zdecydowanie nizszy wiek mtodych
krolikow podatnych na zakazenie, przelamywanie
odpornosci poszczepiennej 1 nienotowany uprzednio
wiegkszy zakres swoistego gospodarza, obejmujacy inne
rodzaje Leporidae (12,20, 60, 64). Wzorem klasyczne-
go RHDV i podtypu RHDVa, nowy typ wirusa szybko
poszerza zasigg geograficznego wystepowania o0 nowe
regiony, kraje, kontynenty. O potencjale epizootycznym
1tempie rozprzestrzeniania RHDV?2 $wiadcza przypadki
odnotowane w latach 2011-2016 w Europie (Hiszpania,
Wiochy, Szkocja, Wielka Brytania, Irlandia, Niemcy,
panstwa skandynawskie), w Ameryce Poinocnej 1 Afry-
ce (OIE World Animal Health Database (WAHID), (6,
12, 20, 60, 65). We Francji, w ciggu ostatnich trzech
lat 97% zdiagnozowanych zakazen RHD przypada wy-
tacznie na RHDV2 (9). Zakazenia RHDVb dominuja
w populacji krolikow dzikich i hodowlanych w Por-
tugalii 1 Hiszpanii, gdzie obserwuje si¢ proces zaste-
powania klasycznego RHDV (21, 22, 48). W 2012 r.
rozpoznano tam tylko pojedyncze ogniska wywolane
przez klasyczny RHDV, przy czym na jednej z ferm
stwierdzono niezwykle rzadki przypadek réwnoleglego
zakazenia krolikow przez wirusy RHDVb i RHDV (20).
We Wiloszech notuje si¢ staty wzrost zakazen, ktorych
przyczyna jest wirus RHDV2 (60). W 2015 r. RHDV2
zdiagnozowano u krolikow w Australii (33). Zakazenia
RHDV?2 rozprzestrzeniajg si¢ wsrod krolikow dzikich
1 hodowlanych, w tym uzytkowanych dla celow hob-
bystycznych. Zwraca uwagg fakt, ze mimo generalnie
nizszego poziomu zachorowalnosci i1 $miertelnosci,
przypadki zakazen RHDV2 w Danii, Finlandii, Norwe-
gii, Szwecji, Kanadzie, Beninie czy Tunezji (cyt. wg 64,
OIE WAHID 2014-2016) zostaty tam odnotowane po
raz pierwszy w historii lub po bardzo dlugim okresie,
wielokrotnie z pominigciem wystepowania podtypu
RHDVa. Wszystko wskazuje tez, ze obecno§¢ RHDV?2
na Antypodach jest wynikiem naturalnych zakazen, bez
udziatu czynnika ludzkiego (ProMED-mail. Rabbit
hemorrhagic disease — Australia (02): (SA, VI) wild,
RHDV?2 strain, OIE. 20160701.4319975).

Szczepy RHDV?2 tworzg oddzielna, jednolita grupe
genetyczng i wykazuja wigksze podobienstwo do niepa-
togennych kaliciwirusow kroliczych — wloskiego RCV
1 australijskiego RCV-A1 niz do RHDV i RHDVa (4,
48). Podobne wyniki uzyskano takze w naszym labora-
torium na podstawie analizy filogenetycznej 22 wirusow
reprezentujacych niepatogenne kaliciwirusy krolikow,
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klasyczny RHDV, podtyp RHDVa,

RHDV2 i EBHSV (ryc. 1). W wa-
runkach eksperymentalnych RHDV?2
namnozono na krolikach doswiadczal-

nych w wieku ponizej miesigca (nawet
jedenastodniowych). Podobnie jak
w przypadkach zakazen naturalnych
wskazniki $miertelno$ci byly znacznie
nizsze (30-67%). Okres inkubacji jest
zwykle zblizony do zakazeh RHDV
1 RHDVa (2-3 dni), ale wielokrotnie
stwierdzano wydtuzenie czasu padnigc
zakazonych krolikow powyzej tygodnia
(20, 21, 42). Zakazenia RHDV?2 stwa-
rzaja problem diagnostyczny i immu-
noprofilaktyczny. Znaczne modyfikacje
biatka kapsydu RHDV?2, wyrazajace
si¢ nizsza reaktywnos$cig z poliklonal-
nymi surowicami anty-RHDV badz
brakiem reakcji z funkcjonujacymi
dotad przeciwciatami monoklonalny-
mi byly powodem opracowania no-
wych immunoenzymatycznych testow
diagnostycznych, do przygotowania
ktorych wykorzystano m.in. czastki
wirusopodobne — VLP (7, 42). Daleko
zaawansowane zmiany antygenowe,
a w rezultacie stabe wlasciwos$ci
ochronne i ograniczona przydatnos$¢
szczepionek standardowych, stanowity przestanke do
pilnego opracowania nowych, inaktywowanych szcze-
pionek, ktorych sktadnikiem aktywnym jest antygen
RHDV2 (7, 20, 45).

Zakazenia RHDV2, zwiazki RHDV — EBHSYV,
spektrum swoistego gospodarza. Do niedawna je-
dynym naturalnym gatunkiem podatnym na zakazenie
wirusem RHD byty kréliki domowe i dzikie Orycto-
lagus cuniculus, natomiast na EBHS chorowaiy wy-
facznie zajace europejskle Lepus europaeus 1 zajace
bielaki Lepus timidus. W przesztosci Sciste podobien-
stwo morfologiczne obu wiruso6w oraz obraz zmian
anatomopatologicznych przemawialy za uznaniem
RHD i EBHS za jedna chorobg — ,,infectious hepatitis
of Leporids” (51), ktorej przyczyna sa warianty tego
samego kaliciwirusa. Proby krzyzowego zakazenia
krolikow i zajecy z wezesnego okresu badan obu krwo-
tocznych syndroméw, mimo poczatkowo sprzecznych
wynikow, zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Ostatecz-
nie teza o jednym wirusie nie znalazla potwierdzenia
w pdzniejszych badaniach (39). Pojawienie si¢ wirusa
RHD typu 2 stawia w nowym $wietle kwesti¢ udziatu
innych gatunkow zwierzat w szerzeniu choroby oraz
utrzymywania i transmisji wirusa. Wszystko wska-
zuje na to, ze RHDV2 nie tylko przetamuje barierg
wiekowg krolikow podatnych na zakazenie (20, 42),
ale moze wywotywa¢ smiertelne zakazenia u innych
przedstawicieli zajacowatych (Leporidae), czego nie
notowano wczesniej ani w przypadku klasycznego

815
EBHSV GD (Z69620) | EBHSV

RCV-A1 (EUST1528) | RCV-Al

10-01(HE800529)

N11(KM878681) RHDV?2
Algarve1(KF442961)

RCV/(X96868) |RCY

Triptis (EF558583)
(i P97 (EU250330) G6

L STR2012(KF677011)
AST89(Z49271)
4[% SD 1989 (Z29514) ¢l
Eisenhuttenstadt 1989 (EF558578)
Meiningen 1993 (EF558577)
Ascot 1992 (EF558575) G3
L_| 4 Bsso(xs7607)
Rainham (AJ006019)
Frankfurt 1996 (Y15424) G4
GSK 1998 (KU882092)
LWrsezen (Y15427) Gs
00-13 (AJ495856)

FRG89 (M67473)
V3511987 (U54983)

G2

'T‘
Ryec. 1. Drzewo filogenetyczne lagowiruséw na podstawie poréwnania sekwencji
nukleotydowych odcinka strukturalnego bialka kapsydu (VP60). Opracowano
w programie BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) NCBI z wykorzysta-
niem 22 sekwencji reprezentujacych niepatogenne kaliciwirusy krélikow (RCV,
RCV-Al), klasyczny RHDYV (genogrupy G 1-G5), podtyp RHDVa (genogrupa 6),
RHDV2 i EBHSV

RHDYV, ani podtypu RHDVa. Szersze spojrzenie na
odpornos¢ krolikow i zajecy po zakazeniu lagowirusami
RHD i1 EBHS oraz wystgpowanie zakazen miedzy-
gatunkowych dajg wyniki badan przeprowadzonych
na Sardynii (12). W 2014 r. pojawity si¢ dowody, ze
RHDV?2 moze $miertelnie zakaza¢ zarowno kroliki, jak
i zajace z rodzaju Lepus, wywolujac chorobg klinicznie
podobng do EBHS. Po raz pierwszy zakazenia o takim
przebiegu stwierdzono u zaj¢cy apeninskich (Lepus
corsicanus) (12) 1 zajecy $rodziemnomorskich Lepus
capensis (60), bytujacych naturalnie we Wtoszech.
Migdzygatunkowg transmisj¢ RHDV2 ze skutkiem
$miertelnym, tym razem u zajecy Lepus europaeus,
potwierdzono we Wtoszech 1 Hiszpanii. W obu przy-
padkach obecnos¢ lagowirusa RHDV2 w watrobach
zajecy wykryto testem ELISA i zidentyfikowano me-
todg PCR, jednoznacznie wykluczajac udziat EBHSV
(64). Doniesienia z Australii, gdzie EBHS nigdy nie
wystepowal, takze potwierdzaja patogennos¢ RHDV?2
dla zajecy szarakow (34). Nieoczekiwanie patogenne
cechy klasycznego RHDV dla zajecy Lepus granatensis
potwierdzily wspotczesne analizy archiwalnych probek
pobrane na Polwysple Iberyjsk1m w latach 90. (50).
Szczegolng role w pojawieniu si¢ i rozprzestrzenianiu
RHD i EBHS moze odgrywac krolak florydzki (Sylvi-
lagus floridanus — Eastern cottontail), ktorego nasilone
sprowadzanie z Ameryki Potnocnej do Europy zbiega
si¢ w czasie z pojawieniem obu krwotocznych syndro-
mow. Krolak florydzki zajmujacy te same stanowiska
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ekologiczne, co kroliki dzikie i zajace, moze w okre-
slonych warunkach ulega¢ zakazeniu EBHSV, lecz nie
jest podatny na zakazenie RHDV. Z epizootycznego
i ewolucyjnego punktu widzenia gatunek Sylvilagus
spetnia tu role ,,ostatecznego gospodarza”, a te Sciezke
transmisji nalezy uznac za ,,$lepy zautek™ (38).

Zmienno$¢ wirusa RHD

Ewolucyjne przej$cie od niepatogennego przodka
to podstawowa koncepcja, ktora thumaczy pojawienie
si¢ patogennego wirusa RHD, jednak dotychczas nie
zidentyfikowano na tyle wyraznych mutacji ktore
wyjasniatyby przeskok mu;dzy wirulentnymi i niecho-
robotworczymi postaciami wirusa. Nie wykryto tez
przetomowych zjawisk genetycznych bezposrednio od-
powiedzialnych za wzrost zakaznosci (36). Analizujac
petne sekwencje genu VP60 ponad 40 szczepow RHDV
1 RHDVa z lat 1989-2005, zlokalizowano kodony
odpowiedzialne za pozytywna selekcj¢ (PSC), ktore
maja wptyw na stymulowanie odpowiedzi immunolo-
gicznej 1 s powiazane z wlasciwos$ciami ochronnymi.
Substytucje aminokwasow w kodonach PSC moga pro-
wadzi¢ do zmiany polarnosci i fadunku biatek oraz przy-
czynia¢ si¢ do N-glikozylacji protein. Ten proces z kolei
wptywa na strukture biatka, umozliwiajac wirusom
zréznicowanie powierzchni kapsydu, co przektada si¢
na tropizm, aktywnos$¢ proteolityczng i ucieczke przed
uktadem immunologicznym gospodarza. Co istotne,
miejsc N-glikozylacji nie ma niechorobotwoérczy RCV.
Dwa kodony PSC zidentyfikowano w odcinkach wyso-
ce zmiennych C (poz. 307) 1 E (poz. 432) zawierajacych
glowne determinanty antygenowe odpowiedzialne za
specyficzno$¢ szczepu RHDV, w obrebie subdome-
ny P2 kodujacej zewnetrzng powierzchnie kapsydu,
a trzeci we fragmencie F (poz. 476) (24). Wazna role
w interakcjach z receptorami komorek gospodarza moze
odgrywac najbardziej wyeksponowany powierzchnio-
wo region C. Relacje pomiedzy pozytywna selekcja
1 antygenowoscig sugeruja udzial w ewolucji RHDV
mechanizmu zaleznego od uktadu odpornosciowego.
Z kolei udzial kodonu 476, jako czg$ci niecigglej
determinanty antygenowej odpowiedzialnej za hema-
glutynacje; podkresla wptyw tego fragmentu genu na
fenotyp wirusa (14), jednakze koncepcja ewolucyjnego
przejsc1a od pierwotnych, niechorobotwoérczych wiru-
sow krazacych w populacji europejskich zajagcowatych
do formy patogennej nie w pelni wyjasnia pochodzenie
RHDYV, EBHSV i RHDV?2 (23). Nie ttumaczy tez wie-
lokrotnie obserwowanego zjawiska naglego pojawienia
si¢ choroby o bardzo wysokim wspétczynniku $mier-
telnosci, w krotkim przedziale czasu, w sytuacji, gdy
wirusy patogenne i niepatogenne roznig si¢ tak znacz-
nie pod wzgledem filogenetycznym (20% sekwencji
nukleotydéw genu vp60). Motorem zmiennosci moga
by¢ rownolegle zachodzace zjawiska miedzygatunko-
wego przeskoku lagowirusow (species jump) pomigdzy
pokrewnymi gatunkami Leporidae, zajmujacymi ten
sam obszar geograficzny. Dowodami potwierdzajacymi
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skok miedzygatunkowy lagowiruséw i udziat w tym
procesie krolaka florydzkiego z rodzaju Sylvilagus
sa serokonwersja przeciwcial RHDV i EBHSV oraz
ograniczona podatnos¢ na zakazenie wirusem EBHS.
Prawdopodobnie pierwotne lagowirusy mogly wywoty-
wac bezobjawowe zakazenia u naturalnych gospodarzy,
podobnie jak miato to miejsce w przypadku tagodnych
postaci myksomatozy u gatunkow Sylvilagus, ktore
okazaly si¢ Smiertelne dla krolika europejskiego w na-
stepstwie migdzygatunkowego przeskoku (38). Na
wystepowanie tego zjawiska wskazuja zakazenia kla-
sycznym RHDYV stwierdzone u pokrewnych gatunkéw
zajecy iberyjskich (Lepus granatensis) w Portugalii
(50) i RHDV?2 u zajecy ptowych (Lepus capensis) na
Sardynii oraz zajecy apeninskich (Lepus corsicanus)
na Korsyce (12, 60). Pochodzenie, zmienno$¢ i tempo
ewolucji RHDV oceniano takze na podstawie danych re-
trospektywnych oraz za pomoca zegara molekularnego
z wykorzystaniem specjalistycznego oprogramowania
informatycznego, symulacji komputerowych 1 metod
statystycznych (36, 57). Z analiz obejmujacych ponad
dwiescie czesciowych i pelnych sekwencji VP60 pato-
gennego RHDV 1 niechorobotwoérczego RCV, w kto-
rych zastosowano rézne, czgsto odmienne metodologie
badawcze wynika, Ze czas pojawienia si¢ wczesnego
przodka (TMRCA) obu lagowirusOw szacuje si¢ na
okoto 550-150 lat przed wybuchem RHD w Chinach.
W tym okresie w $rodowisku prawdopodobnie cyr-
kulowalo wiele linii wirusa, co wskazuje na bardzo
wczesne procesy ewolucyjne wirusa RHD zmierzajace
do wyksztatcenia form patogennych w drodze stopnio-
wych mutacji 1 mechanizmoéw rekombinacji. W obrebie
sekwencji patogennego RHDV zidentyfikowano cztery
linie filogenetyczne, ewoluujace niezaleznie, ktore 13-
czy wspodlne pochodzenie i podobny okres powstania,
oceniany na lata 70. minionego wieku. To oznacza, ze
oddzielne linie RHDV musiaty istnie¢ juz przed 1984 .,
ale istnieje tez alternatywna koncepcja, ktéra mowi, ze
do powstania wirulentnych form wirusa mogto docho-
dzi¢ kilkakrotnie w okresie XX w. (36).

Nowych danych na temat drég ewolucji RHDV
1 udzialu w tym procesie innych gatunkéw swoistego
gospodarza dostarczaja badania z ostatniego okresu,
zwigzane z pojawieniem si¢ wirusa RHD typu 2. Proce-
sy rekombinacji genetycznej stwierdzono juzu RHDV
1 RHDVa, ale skala zjawisk byla ograniczona i nie
miata decydujacego wplywu na szeroka pojeta zmien-
no$¢ wirusa RHD (1, 24, 28). Znacznie wigkszy udzial
mechanizméw rekombinacji lagowirusow wykazano,
badajac sekwencje kilkudziesieciu portugalskich szcze-
péw RHDV z lat 1994-2014 (7, 49). Czgste zjawiska
wielokrotnej rekombinacji i kluczowg role regionu
startowego VP60, dzielgcego genom na biatka niestruk-
turalne 1 strukturalne, potwierdzono w grupie izolatow
najmlodszych, zidentyfikowanych jako RHDV2, wy-
kazujacych znaczne genetyczne roznice w stosunku
do szczepdw starszych (21, 49). Filogeneza odcinkow
genow bialek strukturalnych (VP60 i VP10) dowodzi,
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ze wszystkie szczepy RHDV?2 tworza zwartg grupe
monofiletyczng, usytuowang pomigdzy niepatogennymi
szczepami typu RCV-A1 i stabo patogennym MRCYV, co
potwierdza bliskie pokrewienstwo patogennego wirusa
RHDV?2 z lagowirusami niechorobotworczymi. Nato-
miast w przypadku petnych genomoéw wielokrotnie wy-
kazano, ze obok sekwencji specyficznych dla RHDV2
wystepuja zrekombinowane warianty, zawierajace
zawsze sekwencje VP60 RHDV2 w potaczeniu z nie-
strukturalnym komponentem najmtodszych szczepoéw
klasycznego RHDV z genogrupy G1 lub niechorobo-
tworczych lagowirusow RCV/RCV-A1 (49).

Obecnos¢ licznych rekombinantow RHDVG1/RHDV?2
w populacji najnowszych szczepow wirusa z Potwyspu
Iberyjskiego dowodzi, ze jest to obecnie gtowny me-
chanizm warunkujacy adaptacj¢ wirusa. Mechanizmy
zmiennosci wirusowej rozpoznane u RHDV2 w po-
wigzaniu z mozliwo$ciami zakazania wielu gatunkow
zajacowatych, innych niz Oryctolagus cuniculus s. cu-
niculi, podkreslaja wyjatkowa pozycje 1 przetlomowe
znaczenie tego wariantu wirusa RHDV w epidemiologii
krwotocznych zakazen u Leporidae.

Na podstawie wynikéw badan wlasnych mozna
stwierdzi¢, ze specyfika krajowych hodowli, z przewaga
ferm drobnotowarowych oraz brak krélikow dzikich,
wolno zyjacych powoduja, ze gtownym rezerwuarem
wirusa podtypu RHDVa i zrodtem nowych zakazen sg
kroliki z matych gospodarstw. Z kolei wybitnie sezo-
nowy wzrost populacji krolikow, w tym podatnych na
zakazenie RHDV 1 RHDVa zwierzat dwumiesi¢cznych
1 starszych, przypada na stosunkowo krotki okres od
wiosny do jesieni, co w pewnym stopniu ogranicza
transmisj¢ wirusa. W potaczeniu ze szczepieniami,
stosowanymi regularnie od lat przez cz¢$¢ hodowcow
sa to czynniki ograniczajace mozliwosci przetrwania
i cyrkulacji wirusa w srodowisku 1 zmniejszajace ryzyko
zakazen RHDYV, pomimo ogdlnie wysokiego odsetka
krolikéw potencjalnie podatnych na zakazenie (27).
RHDV?2 to trzeci, po klasycznym RHDV i wariancie
RHDVa, patogenny wariant wirusa zdiagnozowany
w okresie ponad 30 lat od rozpoznania krwotocznej
choroby krolikow (RHD). Wyraznie odrebna charak-
terystyka RHDV2 pod wzgledem wielu cech (gene-
tycznych, antygenowych, zakaznos$ci, przetamywania
bariery wiekowej i wiekszego zakresu swoistego gospo-
darza) stanowi wyzwanie epidemiologiczne, poteguje
trudnos$ci diagnostyczne. Udowodnione przetamywa-
nie odpornosci poszczepiennej stawia pod znakiem
zapytania skuteczno$¢ dotychczasowych programow
immunoprofilaktycznych. Niski poziom ochrony, a czg-
sto jej catkowity brak w zakazeniach RHDV2 wymaga
stosowania nowych szczepionek, dopasowanych anty-
genowo do aktualnie kragzacego wirusa. Mozna sadzic,
ze ryzyko pojawienia si¢ w Polsce RHDV?2 jest obecnie
bardzo realne, mimo iz struktura rodzimych gatunkéw
zajacowatych jest odmienna niz we Francji, Wloszech,
Hiszpanii czy Portugalii. Pojawienie si¢ nowego typu
wirusa RHD w kraju moze by¢ spowodowane réznymi
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czynnikami, z ktérych najbardziej prawdopodobne to:
indywidualny wwoéz z zagranicy zakazonych krolikow,
utrzymywanych jako zwierzeta do towarzystwa, spro-
wadzanie zwierzat do celow hodowlanych lub naturalne
przeniknigcie RHDV2 za posrednictwem wektorow
owadzich z krajow europejskich, gdzie choroba byta
juz notowana.
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