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Nowe dane nt. zakazen kaliciwirusami
krélikow i zajecy

Zakiad Chorob Zwierzat Miesozernych i Futerkowych Paristwowego Instytutu Weterynaryjnego,
Al. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Choroba wirusowa krolikow, nazywana krwiotocz-
na bronchopneumonia lub pomorem krolikow (RHD
— Rabbit haemorrhagic disease), jest znana od 1984 r.,
kiedy to wirus RHD wywotat liczne padnigcia kroli-
koéw importowanych z Niemiec do Chin (59). W chwili
obecnej RHD wystgpuje w catej niemal Europie, kra-
jach poétocnej Afryki, w Meksyku i na Kubie (6-38,
26, 35, 41, 43, 44, 46, 54, 60, 62, 69, 76, 80, 84, 89,
91, 106). W Australii sa prowadzone badania nad moz-
liwoscia wprowadzenia wirusa RHD do populacji kro-
likéw, jako naturalnego czynnika ograniczajacego licz-
be tych zwierzat (24). W Polsce choroba po raz pierw-
szy zostala stwicrdzona w 1988 r. W Panstwowym
Instytucie Weterynaryjnym opracowano metody jej
diagnozowania oraz technologig produkc;ji szczepionki
i zasady swoistej immunoprofilaktyki (32, 4143, 68).

Choroba wirusowa zajecy wywolywana przez wi-
rus EBHS (European brown hare syndrome), nazywa-
na syndromem zajaca szaraka lub krwiotoczna choro-
ba zajecy, pojawita si¢ w Europie w latach 80. Wyso-
kie straty w populacji zajecy obserwowano poczatko-
wo w krajach skandynawskich (Szwecja, Dania) (38,
39, 48, 50). Obecnie EBHS wystgpuje w wigkszosci
krajow Europy (28-30, 56, 60, 69, 74, 79, 98, 100,
101). W Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w
Putawach badania nad zakazeniami zajgcy wirusem
EBHS podjeto w 1990 r., a obecnos¢ antygenu wiru-
sowego wykryto w 1992 r. (19). Wystgpowanie zaka-
zeh wirusem EBHS u zajecy w Polsce potwierdzily
badania Frolicha wsp. (34).

Obydwa wirusy RHD i EBHS naleza do rodziny
Caliciviridae, chociaz poczatkowo uwazano, ze czyn-
nikiem etiologicznym RHD jest parwowirus albo pi-
cornawirus (46, 106, 107). Badania z uzyciem row-
niez technik biologii molekularnej, pozwolily na okre-
Slenie ich przynaleznos$ci do rodziny Caliciviridae oraz
wykazaly ich podobienstwo (9, 16, 36, 70, 7678, 82,
94, 104). Ostatnio Cappucci i wsp. (14) wykryli nie-
patogenny wirus i nazwali go kroliczym kaliciwiru-
sem (RCV — Rabbit calicivirus). Wirus ten po poda-
niu krélikom nie wywotuje choroby, ale indukuje po-
wstawanie swoistych przeciwcial, reagujacych krzy-
zowo z RHDV. Najwyzsze miano antygenu wirusa
RCV stwierdzono w jelitach, a nie w watrobie 1 §le-
dzionie, jak to ma miejsce w przypadku wirusow RHD
i EBHS.

Wirusy RHD, EBHS i RCV sa bezotoczkowe o wiel-
kosci 30-35 nm. Przy uzyciu technik biologii moleku-
larnej okreslono sekwencje i budowg ich genomu (37,
40, 65, 67, 86). Wiriony sa zbudowane z kapsydu o
masie czasteczkowej ok. 60 kD (VP60) oraz jednoni-
ciowego dodatnio spolaryzowanego RNA, o dlugosci
ok. 7,5 kb. Genom wiruséw jest podobnie zbudowany
i r6zni sie od pozostatych kaliciwirusow, przede
wszystkim obecnoscia 2, a nie 3 otwartych ramek od-
czytu (ORF). Biatko kapsydu wiruséw jest kodowane
przez geny zawarte w ORF 1, zlokalizowanej przy kon-
cu 5’ genomu, natomiast u pozostatych kalicivirusow,
geny te sa zawarte w osobnej otwartej ramce odczytu
ORF2. Oprocz gendéw kodujacych biatko kapsydu,
ORF1, zawiera geny kodujace biatka niestrukturalne,
micdzy innymi RNA-zalezna polimerazg RNA. ORF1
zajmuje 7 kb genomu i ma hipotetyczna pojemnos¢
kodowania poliproteiny o masie czasteczkowej 257
kD. ORF?2 jest zlokalizowana przy koncu 3" genomu i
koduje biatko homologiczne do produktu ORF3 po-
zostalych kaliciwiruséw (65, 67). Identyfikacja biatek
strukturalnych i niestrukturalnych pozwolita na przed-
stawienie pelnej mapy genomu wirusa RHD oraz na
wykazanie podobienstwa migdzy kaliciwirusami i pi-
cornawirusami (105). Obok genomowego RNA wy-
stepuje subgenomowy RNA o dlugosci ok. 2,2 kb 1
zawierajacy geny VP60 oraz sckwencje ORF2 (4, 66,
83). Dokonano ckspresji biatka kapsydu (VP60) wi-
rusa RHD w E. coli oraz w systemie bakulowiruso-
wym, po wezesniejszej odwrotnej transkrypcji dla uzy-
skania cDNA, zardéwno z subgenomowego jak 1 geno-
mowego RNA (5, 92). Wszystkie trzy wirusy RHDYV,
EBHSV i RCV wykazuja identyczna organizacj¢ ge-
nomu. Biatko kapsydu wirusa EBHS rozni si¢ od
RHDYV delecja 4 i insercja jednego aminokwasu. Na-
tomiast w biatku kapsydu wirusa RCV wystgpuje de-
lecja 3 aminokwaséw (14). Analiza sekwencji nukleo-
tydow i aminokwaséw genomow tych wirusow 1 in-
nych przedstawicieli Caliciviridae pozwolita na okre-
$lenie motywow konserwatywnych aminokwasow oraz
region6w o duzej zmiennosci. Analiza sekwencji ami-
nokwasow biatka kapsydu wirusow RHD (o dtugosei
579 aminokwasow) oraz EBHS i RCV (o dtugosci 576
aminokwasow) wykazata wysoka homologi¢ wszyst-
kich trzech wiruséw, miedzy RHDV i RCV wynosi
ona 91,5%, miedzy RHDV i EBHSV — 76,4%, zas
miedzy RCV i EBHSV — 75% (14). Natomiast homo-
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logia migdzy tymi wirusami i innymi przedstawiciela-
mi Caliciviridae jest niska i wynosi od kilkunastu do
30% (65, 104). Badania z zastosowaniem przeciwciat
monoklonalnych dostarczaja informacji dotyczacych
struktury i wiasciwosci antygenowych kaliciwirusow,
ktére nadal nie sa do konca poznane (12).

Pochodzenie obu jednostek chorobowych nie zostato
dotychczas wyjasnione. Pewne informacje o rozprze-
strzenianiu si¢ tych chordb daje przeprowadzona przez
Nowotnego i wsp. (75) analiza filogenetyczna izola-
tow wirusa EBHS z Europy oraz wirusa RHD, pocho-
dzacych z Chin, Korei, Meksyku oraz z roznych lat z
Europy. W niektorych krajach europejskich obie cho-
roby pojawily si¢ nicomal rownoczesnie, w drugiej
potowie lat 80., lub choroba krélikow poprzedzila
wystapienie zakazen wirusem EBHS u zajecy. EBHS
pojawila sie na poczatku lat 80. w Szwecji u dziko
zyjacych zajecy, 10 lat przed wystapieniem RHD u
krolikow w tym kraju i kilka lat wezesniej od pierw-
szej epizootii RHD w Chinach (1984 r.) (38). Podob-
nie w Wielkiej Brytanii zakazenia wirusem EBHS
stwierdzono 2 lata wezesniej (w 1990 1.) niz zakaze-
nia wirusem RHD krolikow (16). Obecno$¢ czastek
wirusowych morfologicznie podobnych do kaliciwi-
rusa wykryto w watrobach zajgcy przechowywanych
w Wielkiej Brytanii od 1982 r. w temperaturze -20°C.
Dodatkowo badanie surowic zajgcy zbieranych od
1971 r. wykazato obecno$¢ przeciwcial dla wirusa
EBHS (29, 70). Ponadto badania przeprowadzone w
Czechostowacji wykazaty obecnos¢ przeciwciat dla
wirusa RHD w niskim mianie w surowicach krolikow
pobieranych 12 lat przed wystapieniem pierwszych
ognisk RHD w Europie (87, 95). Podobnie w Wielkiej
Brytanii, Austrii i Szwajcarii stwierdzono obecnos¢
przeciwcial w surowicach krolikow przy braku epizo-
ocji RHD (18, 70). Sugerowano mozliwos¢ istnienia
w populacji logomorfow szczepu antygenowo podob-
nego do wirusa RHD, o niskiej zjadliwosci i nie wy-
wolujacego tak dramatycznego przebiegu choroby (17,
77, 87, 95). Sugestie te potwierdzito wykrycie wirusa
RCV (14) oraz badania nad indukcja przeciwciat i ana-
liza klas przeciwciat dla wirusa RHD, przeprowadzo-
ne w hodowli krolikow, w ktérej nie stwierdzono za-
chorowan na RHD (15). Scicluna i wsp. (90) nie wy-
kluczyli istnienia rowniez niepatogennych szczepow
wirusa EBHS, gdyz badania surowic zajecy pochodza-
cych z Argentyny wykazaly obecno$¢ przeciwciat dla
tego wirusa, za$ do tej pory nie ma informacji o wy-
stgpowaniu tej choroby w Ameryce.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze wirus EBHS
jest patogenny dla zajgcy, natomiast nie wywotuje cho-
roby u zakazonych nim krolikow, za$ wirus RHD jest
patogenny tylko dla hodowlanych i dziko zyjacych
krolikow. Ponadto wykazano, ze niskie poziomy prze-
ciwcial u krolikéw po zakazeniu wirusem EBHS 1 u
zajecy po zakazeniu wirusem RHD, nie zabezpieczaja
tych zwierzat przed zakazeniem wirusami homologicz-
nymi, odpowiednio RHD i EBHS (16, 57, 73). Poda-
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nie wirusa RCV seronegatywnym krolikom i zajacom
indukuje odporno$¢ u krolikoéw na zakazenie wirusem
RHD, natomiast nie zabezpiecza zajgcy przed zakaze-
niem wirusem EBHS (14). Do zakazenia dochodzi
poprzez kontakt bezposredni oraz na drodze pokarmo-
wej lub oddechowej. Wydzieliny i wydaliny chorych
zwierzat zanieczyszczaja Srodowisko, przez co odcho-
dy, $cidtka i woda staja sig zrodtem zakazenia dla in-
nych zwierzat, rowniez migso od chorych zwierzat
moze by¢ zrodlem zakazenia (8, 38, 46, 60, 69, 84,
106, 107). Rola innych gatunkdéw zwierzat w rozprze-
strzenianiu wiruséw w srodowisku nie zostata do konca
wyjasniona. Niewrazliwo$¢ innych gatunkow zwierzat
na zakazenie wirusem RHD prezentowano wczesniej
(43, 95, 106, 107). Badania serologiczne wykonane u
lisow przez Leightona i wsp. (58) oraz przez Simon 1
wsp. (93) u liséw i psow, ktorym podawano homoge-
nizat narzadow padtych krolikow, wykazaty obecnos¢
przeciwcial dla wirusa RHD. Simon i wsp. (93) nie
stwierdzili natomiast zadnych objawow klinicznych
choroby i obecno$ci antygenu wirusowego w narza-
dach wewnetrznych lisow. Jednakze wykazali obec-
noé¢ infekcyjnego wirusa RHD w katach psow zaka-
zonych do$wiadczalnie. Sadza oni, Zze domowe 1 dzi-
ko zZyjace zwierzeta migsozerne moga peinic pewng
role w transmisji wirusa. Rowniez Dedek 1 Frolich (27)
stwierdzili obecno$¢ przeciwcial reagujacych z anty-
genem wirusa RHD w surowicach lisow. W Australii,
Gould i wsp. (40) przeprowadzili szerokie badania na
28 gatunkach domowych i dziko zyjacych zwierzat,
zakazanych wirusem RHD. U zadnego nie wykryli re-
plikacji wirusa w badaniach serologicznych i wiruso-
logicznych, Natomiast wykazali metodq PCR obecnos¢
wirusa RHD w komarach i muchach, ktore miaty moz-
liwo$é kontaktu z zakazonymi krélikami. Nie wiado-
mo c¢zy wirus moze si¢ replikowa¢ w tych owadach.
sugeruja natomiast mozliwo$¢ transmisji wirusa na
inne kroliki przez te i inne owady. Réwniez inni bada-
cze uwazaja, ze owady i ptaki moga odgrywac role w
przenoszeniu wirusa (18, 39, 60, 69).

U mtodych krolikow i zajecy do wieku ok. 2 mie-
siecy zycia wystepuje odpornos¢ matczyna (39, 69, 95,
107, 108). Wedtug danych pis$miennictwa nie wystg-
puje typowa sezonowo$¢ zachorowan lecz obserwo-
wano ich nasilenie w okresie jesienno-zimowym (7,
29, 38,39, 43, 60, 98, 106—108). Moze to zaleze¢ mig-
dzy innymi od zwiekszenia liczby zwierzat w hodow-
lach i zageszczenia zwierzat na danym terenie, wa-
runkow klimatycznych (wyrazne obnizenie tempera-
tury) oraz zwigkszenia kontaktow migdzy zwierzgta-
mi, np. w okresie odlowow lub polowan. Duff 1 wsp.
(29) podali hipoteze o wystepowaniu okresowej wraz-
liwosci zajecy na zakazenie, tzn. sugeruja, ze przeciw-
ciata kraza przez krotki okres w populacji zajgcy, a
nastepnie zwierzgta stajg si¢ ponownie wrazliwe na
zakazenie. U zajecy hodowlanych po naturalnym za-
kazeniu, wysoki poziom przeciwcial Zanniiwsp. (108)
obserwowali w 22 dniu po zakazeniu, natomiast po 87
dniach miano przeciwciat wyraznie uleglo obnizeniu.
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Przebieg choroby, objawy kliniczne oraz anatomo-
1 histopatologiczne w obu jednostkach chorobowych
sa podobne i zostaly uprzednio opisane (8, 28, 29, 35,
38, 41, 46, 48, 50, 56, 59, 63, 68, 70, 74, 79, 89, 91,
94,97, 100, 101, 106).

W badaniach nad rozpoznawaniem zakazen kroli-
kéw wirusem RHD i zajecy wirusem EBHS stosuje
sig, oprocz metod histologicznych i immunohistolo-
gicznych, odczyn hemaglutynacji, metody immunoen-
zymatyczne, ELISA, mikroskopig elektronowa, meto-
de Western blot, a ostatnio rowniez metod¢ PCR (10,
11, 17, 25, 35, 36, 38, 48, 61, 63, 72, 76, 81, 87, 99,
102). W badaniach serologicznych oprécz odczynu
zahamowania hemaglutynacji powszechnie stosuje si¢
ELISA, a ostatnio opracowano réwniez metod¢ im-
munoblotingu (10, 11, 17, 24, 61, 87, 88).

Badania nad zakazeniami krélikéw wirusem RHD
podjeto w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w
Putawach w 1988 1., za$ zajecy wirusem EBHS w 1990 1.
Materiat do badan stanowity wycinki narzadéw wew-
netrznych padlych zwierzat i surowice zywych, przy
czym materiat od zajgcy pobierano w okresie ich zi-
mowych odlowow (listopad-styczen). Bardzo niewielki
odsetek stanowily proby pobrane od zajecy odtawia-
nych w okresie letnio-jesiennym (sierpien- wrzeswn)
Badania nad wykrywaniem obecnos$ci antygenu wiru-
sow RHD 1 EBHS, w homogenizatach narzadow wew-
ne¢trznych, prowadzono poczatkowo odczynem hema-
glutynacji wobec erytrocytow ludzkich grupy ,,0”, a
nastepnie testem ELISA (19, 21, 32, 43, 68).

Ponadto prowadzono badania nad wykrywaniem
biatek wirusow RHD i EBHS metoda Western blot (21,
22, 33). Badania te potwierdzity wczeéniejsze donie-
sienia o wystgpowaniu degradacji proteolitycznej bial-
ka kapsydu VP60 do bialtka o masie czasteczkowej ok.
30 kD. Capucciiwsp. (9, 11) wykazali, ze zjawisko to
wystepuje u zwierzat, u ktérych proces chorobowy trwa
dhuzej niz 72 godziny. W takich wypadkach antygen
wirusowy nie jest wykrywany w odczynie hemagluty-
nacji, natomiast jest wykrywany w ELISA. Ostatnio
Granzow 1 wsp. (45), stwierdzili w watrobach kroli-
kéw z chronicznym przebiegiem choroby, obecnosé
czastek wirusowych o wielkosci 25-27 nm. Wirus nie
posiadal wlasciwo$ci hemaglutynacyjnych, a wiriony
zawieraty tylko jedno biatko strukturalne o masie cza-
steczkowej 30 kD. Sugeruja oni, Ze wystepowanie ta-
kich czastek wirusowych nie jest wynikiem degrada-
cji proteolitycznej ale pochodza one z niekompletnej
ekspresji lub skrocenia genomu RHDV. W Wielkiej
Brytanii, Wloszech 1 Polsce zaobserwowano wyste-
powanie nowego fenotypu wirusa RHD, ktéry wyka-
zuje obecnos¢ biatka VP60 ale nie posiada wlasciwo-
$ci aglutynowania erytrocytow ludzkich w temperatu-
rze pokojowej, natomiast aglutynuje erytrocyty w tem-
peraturze 4°C (3, 17, 21, 53). W poczatkowym okre-
sie wystgpowania RHD nie obserwowano roznic w
mianie antygenu wirusowego przy prowadzeniu od-
czynu w temperaturze 4°C 1 pokojowej (43).
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Ostatnio wprowadzono réwniez technike PCR do
wykrywania wiruséw RHD 1 EBHS (23). We wstep-
nych badaniach przeprowadzonych w Zaktadzie Cho-
rob Zwierzat Migsozernych 1 Futerkowych Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego, uzyskano fragmen-
ty cDNA kodujace cz¢s¢ lub cate bialko kapsydu.

Innym kierunkiem badan prowadzonym w Zakta-
dzie Chorob Zwierzat Migsozernych i Futerkowych sa
badania serologiczne gtownie surowic zywych zajecy,
pobranych od odtowionych zwierzat w roznych rejo-
nach kraju. W okresie od 1992 r. przebadano ogdtem
1579 surowic w ELISA, a 198 z nich réwniez odczy-
nem zahamowania hemaglutynacji (20). W ELISA jako
antygen uzywano wirus EBHS, natomiast odczyn HI
wykonywano wobec antygenu wirusa pomoru kréli-
koéw. Badania 198 surowic w HI wykazaty niska czu-
tos¢ 1 specyficznose tego odczynu w poréwnaniu z
ELISA. Wyniki badan serologicznych §wiadcza o roz-
powszechnieniu zakazen wirusem EBHS w populacji
zajecy.

Od szeregu lat w zwalczaniu RHD krolikdéw stosuje
sig szczepienia profilaktyczne. Proby izolowania wi-
rusa w hodowlach komorkowych nie przyniosty rezul-
tatow. Jedynie w Chinach zaadaptowano wirus RHD
do zmodyfikowanej tkanki nerki krolika (52). Z tego
wzgledu, w swoistej immunoprofilaktyce stosuje sig
zabita szczepionke narzadowa, przygotowana przez
doswiadczalne zakazanie krolikow wrazliwych. Szcze-
pionka ta posiada dobre wlasciwo$ci immunogenne 1
skutecznie zabezpiecza kroliki przed zakazeniem (1,
42,49, 51, 95, 103). Ostatnio w kilku krajach podj¢to
proby opracowania szczepionek rekombinowanych.
Szczepionki te sg oparte na wytwarzaniu biatka kap-
sydu VP60 w réznych systemach ekspresyjnych: ba-
kulowirusowym, w wirusie vaccini, ospy kanarkow
oraz w wirusie myksomatozy krolikow (2, 3, 31, 55,
64, 71). Ta ostatnia umozliwia jednocze$nie uodpar-
nianie krolikow przeciwko myksomatozie i RHD (3).
Wszystkie wymienione systemy wytwarzaja immuno-
genne biatko VP60 zabezpieczajace kroliki przed za-
kazeniem wirusem RHD. Jednakze produkcja rekom-
binowanej szczepionki wymaga odpowiedniego warsz-
tatu 1 mozliwosci zastosowania drogich metod biolo-
gii molekularnej. Capucci i wsp. (15) uwazaja, ze wy-
krycie niepatogennego wirusa RHD, stwarza hipote-
tyczng mozliwo$¢ zastosowania go jako naturalnej
szczepionki. Jednakze wymaga to przeprowadzenia
doktadnych badan nad patogeneza, replikacja, czasem
trwania infekcji oraz udowodnienia braku patogenno-
Sci tego wirusa. Stosowano rowniez z dobrymi rezul-
tatami homologiczna surowicg odpornosciowa dla
wirusa RHD do zabezpieczania krélikow w hodow-
lach podejrzanych o zakazenie (51, 85, 96).
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