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Nowe dane nt. zakażeń kaliciwirusami
któlików i zaięcy

Zakład Chorób Zwierząl Mięsożernych i Futerkowych Państwowego lnstytutu Weterynaryjnego,
Al. Pańyzantów 57,24,100 Puławy

Chorob a wirus owa kro likow, nazyw ana krwioto cz-
ną bronchopneumonią lub pomorem królików (RHD
- Rabbit haemorrhagic disease), jest znana od 1984 r,,

kiedy to wirus RHD wywoŁałlicznę padnięcia króli-
ków importowanych z Niemiec do Chin (59). W chwili
obecnej RHD występuje w całej niemal Europie, kra-
jach północnej AĘki, w Meksyku i na Kubie (6-8,
26, 35, 4I, 43, 44, 46, 54, 60, 62, 69, J6, 80, 84, 89,
9 1, 1 06). W Australii są prowad zone badanta nad moż-
liwościąwprowadzenia wirusa RHD do populacji kro-
likow, jakonafu ralnegoczynnlkaograniczającegolicz-
bę tych zwterząt (24). W Polsce choroba po r az ptętw,
szy została stwierdzona w 1988 r. W Państwowym
Instytucie Weterynaryjnym opracowano metody jej
diagnozow anla oraz technologię produkcj i szczepionki
i zasady swoistej immunoprofrlaktyki (32, 41 43, 68).

Choroba wirusowa zajęcy wywoĘwana przez wi-
rus EB H S (European brown hare syndro me), nazyw a-

na syndrom em zająca szar aka lub krwioto czną choro -
bązajęcy, pojawiła się w Europie w latach 80. Wyso-
kie straty w populacj tzajęcy obserwowano początko-
wo w krajach skandynawskich (Szwecja, Dania) (38,
39,48,50). Obecnie EBHS występuje w większości
krajów Europy (28-30, 56, 60, 69,74,79, 98, 100,
101). W Państwowym Ins§tucie Weterynaryjnym w
Puławach badania nad zakażęniami zajęcy wirusem
EBHS podjęto w 1990 r,, a obecność antygenu wiru-
sowego wykryto w 1992 r. (19). Występowantę zaka-
zeń wirusem EBHS l zajęcy w Polsce potwierdziĘ
badanta Frolicha wsp. (34).

Obydwa wirusy RHD i EBHS należądo rodziny
C al i c iv iri d a e, cho ctaż początkowo uwazano, że czyn,
nikiem etiologicznym RHD jest parwowirus albo pi-
cornawirus (46, 106, 107). Badania z użyctem rów-
niez technik biologii molekularnej, pozwoliĘ na okre-
ślenie tchprzynalezności do rodziny Caliciviridae oraz
v,rykazały ich podobieństwo (9, I 6, 3 6, 7 0, 7 6-7 8, 82,
94, I04). Ostatnio Cappucci i wsp. (1a) wykryli nie-
patogenny wirus i nazwalt go kroliczym kaliciwiru-
sem (RCV - Rabbit calicivirus), Wirus ten po poda-
niu królikom nie wywołuje choroby, ale indukuje po-
wstawanie swoistych przeciwciał, r e agl,fi ący ch W zy -

zowo z RHDV. Najwyzsze miano antygenu wirusa
RCV stwierdzono w jelitach, a nie w wątrobie i śle-
dzionie, j ak to ma miej s cę w przwadku wirusów RHD
i EBHS.

Wirusy RHD, EBHS i RCV sąbezotoezkowe o wiel-
kości 30-35 nm.Przy uzyciu technik biologii moleku-
larnej określono sekwencje i budowę ich genomu (37,

40, 65, 6], 86). Wiriony są zbudowane z kapsydu o
masie cząsteczkowej ok. 60 kD (VP60) oraz jednoni-
ciowego dodatnio spolaryzowanego RNA, o długości
ok. 7,5 kb. Genom wirusów jest podobnie zbudowany
i różni się od pozostałych kaliciwirusów, przede
wszystkim obecnością 2, ante 3 otwartych ramek od-
czyfu (ORF). Białko kapsydu wirusów jest kodowane
przez geny zawarte w ORFI, zlokalizowanejprzykoft-
cu 5' genomu, natomiast u pozostałych kalicivinrsów,
geny te sązawarte w osobnej otwaItej ramcę odczytu
ORF2, Oprocz genów kodujących białko kapsydu,
ORFl, zaw:rera geny kodujące białka niestrukfuralne,
między innymi RNA-zależnąpolimerazę RNA. ORF 1

zajmuje 7 kb genomu i ma hipotetyczną pojemność
kodowania poliproteiny o masie cząsteczkowej 257
kD. ORF2 jest zlokalizowana przy kclńcu 3' genomu i
koduje białko homologiczne do produkhr ORF3 po-
zostaĘch kaliciwirusów (65, 67). ldentyfikacja białek
strukturalnych i niestrukturalnych pozwoliła n a przed,
stawienie pełnej mapy genomu wirusa RHD oraz na
wykazante podobieństwa między kaliciwirusami i pi-
comawirusami (105). Obok genomowego RNA rły-
stępuje subgenomowy RNA o długości ok" 2,2 kb t

zawterający geny VP60 oraz sekwencje ORF2 (4,66,
83). Dokonano ekspresji białka kapsydu (VP60) wi-
rusa RHD w E. coli oTaz w systemie bakulowiruso-
wym, po wcześniejszej odwrotnej transkrypcji dlauzy-
skania cDNA, zarówna z subgenomowego jak i geno-
mowego RNA (5, 92). Wszystkie trzy wirusy RHDV
EBHSV i RCV wykazują identyczną organizacjęge-
nomu. Białko kapsydu wirusa EBHS rózni się od
RHDV delecją 4 i insercją jednego aminokwasu. Na-
tomiast w białku kapsyclu wirusa RCV występuje de-
lecja 3 aminokwasów (1a). Analizasekwencji nukleo-
tydow i aminokwasów genomow tych wirusów, i in-
nych przedstawicieli Cclliciviridae pozwoliła na okre-
ślenie motywow konserwatywnych aminokwasów oraz
regionów o duzej zmienności. Analtza sekwencji ami-
nokwasów białka kapsydu wirusów RHD (o długości
579 aminokwasow) oraz EBHS i RCV (o długości 576
aminokwasow) wykazała wysoką homologię wszyst-
kich trzech wirusów, między RHDV i RCV wynosi
ona 9I,5oń, między RHDV i EBHSV - 76,40ń, zaś
między RCV i EBHSV - 7 5% (14), Natomiast homo-



logia między tymi wirusami i innymi przedstawiciela-
mi Caliciviridae jest niska i wynosi od kilkunastu do
30oń (65, 104). Badania z zastosowaniem przeciwciał
monoklonalnych dostarczaj ą informacj i dotyczących
struktury i właściwości antygenowych kaliciwirusów,
które nadal nie są do końca poznane (I2).

Pochodzenie obu j edno stek chorobowych nie zostało
dotychczas wyjaśnione. Pewne informacje o rozprze-
strzenianiu się tych chorób daje przeprow adzona przez
Nowotnego i wsp. (75) analiza filogenetyczna tzola,
tów wirusa EBHS z Europy oraz wirusa RHD, pocho-

żyjących ząęcy, 10 lat przed wystąpieniem RHD u
królikow w tym kraju i kilka lat wcześniej od pierw-
szej eptzootii RHD w Chinach (1984 r.) (38). Podob-
nie'w Wielkiej Brytanii zakażęnia wirusem EBHS
stwierdzono 2lata wcześniej (w 1990 t) niż zakaże-
nia wirusem RHD kIólików (16). Obecnośc cząstek
wirusowych morfologlczntę podobnych do kaliciwi-
rusa wykryto w wątrobach zajęcy przechowywanych
w Wielkiej Brytanii od 1982 r. w temperaturzę -20"C.
Dodatkowo badanie surowic zajęcy zbieranych od
I9]I r. wykazaŁo obecność przeciwciał dla wirusa
EBHS (29,70), Ponadto badania przeprowadzone w
Cze cho słow acji wykazały obe cno ść prz e ciw ciał dla
wirusa RHD w niskim mianie w surowicach królikow

RCV (14) orazbadanta nad indukcjąprzeciwciał i ana-
liza klas przęclwclał dla wirusa RHD, przeprowadzo,
ne w hodowli krolikow, w której nie stwierdzol7o za-
chorowań na RHD (15). Scicluna i wsp. (90) nie wy-
kluczyli i stnienia równiez niep ato genny ch szczep ow
wirusa EBHS, gdyżbadania surowic zajęcy pochodzą-
cy ch z Argentyny wykazaĘ ob ecno ś ó prz eciwciał dla
tego wirusa, zaś do tej pory nie ma informacji o wy-
stępowaniu tej choroby w Ameryce.

Przeprowadzonębadania wykazały, ze wirus EBHS
nie wylvołuje cho-
aś wirus RHD jest
i dziko żyjących

krolików. Ponadto wykazano, ze niskie poziomy prze-
ciwciał u krolików po zakażeniu wirusem EBHS i u
zajęcy po zakażeniu wirusem RHD, nte zabezpieczają
tychzwierzątprzedzakażeniemwirusamihomologicz-
nymi, odpowiednio RHD i EBHS (16,5],73). Poda-

nie wirusa RCV seronegatywnym krolikom i zającom
indukuje odporność u krolikow nazakażęnie wirusem
RHD, natomi a st nte zab ezpte c 7a zaj ęcy pt ze d zakażę -

niem wirusem EBHS (14). Do zakażęnia dochodzi
poĘ dnioraznadrodzępokamo,-
wej dzieliny i wydaliny chorych
zwl środowisko,przęz co odcho-
dy. ściołka i wod in-
nych zwierząt, r ząt
może być żródłe 84,
106, 107). Rola innych gatunkow zwierzątw rozprzę-
strzenianiu wirusów w środowisku nie została do końca
wyj aśniona. Niewrażliwo ś ć innych gafunków zw terząt
na- zakażeni e wirus em RHD prezentowano wcze śniej

choroby i obecności antygenu wirusowego w narz+-

stwięrdzili obecno ś ć prze ciw ciał re aguj ących z anty -

genem wirusa RHD w surowicach lisow. W Australii,
Gould i wsp. (40) przeprowadzili szerokie badania na

liwość kontaktu z zakażonymi krolikami. Nie wiado-

przenoszeniu wirusa (18, 39, 60,69).
U młodych królików t zajęcy do wieku ok. 2 mie-

sięcy zycia występuj e o dp orno śó matczyna (3 9, 69, 9 5,

107, 108). Według danych piśmiennictwa nie wystę-
puj e typowa sezonowość zachorow ań Ięcz obserwo-
wano ich nasilenie w okresie jesienno-zimowym (7,

29,38,39,43,60, 98, 106-108). Moze to zależeómię-
dzy innymi od zwiększenia liczby zwterzątw hodow-
lach i zagęszczenta zwterząt na danym terenie, wa-
runków klimatyczny ch (wyrażne obnizenie tempera-

ciałakrĘąprzęz krótki okres w populacji zajęcy, a
następnie zwterzęta stają się ponownie wrazliwe na
zakażęnię.IJ zajęcy hodowlanych po na|uralnym za-
każenlu, wy s oki p o ziom pr ze c iwc i ał Zannt i w sp. ( 1 0 8 )
ob serwowali w 22 dniu po zakażeniu, natomiast p o 8 7

dniach miano prze ciwciał wyr aźnie ule gło obnizeniu.



Przebieg choroby, objawy kliniczne oraz anatomo-
i histopatologiczne w obu jednostkach chorobowych
sąpodobne izostŃy uprzednio opisane (8,28, 29,35,
38, 4l, 46, 48,50, 56, 59, 63, 68, 70, 74, 79, 89, 9I,
94,97,100, 101, 106).

W badaniach nad rozpoznawaniem zakażeń króli-
ków wirusem RHD i zajęcy wirusem EBHS stosuje
się, oprócz metod histologicznych i immunohistolo-
gtczny ch, odczynhemaglutynacj i, metody immunoen-
zy maĘ czne, ELI SA, mikro skop ię elektronową meto-
dę Western blot, a ostatnio równiez metodę PCR (10,
II, 17, 25, 35, 36, 38, 48, 6I, 63, 72, 76, 8I, 87, 99,
102). W badaniach serologicznych oprócz odczynu
zahamowania hemaglutynacji powszechnie stosuj e się
ELISA, a ostatnio opracowano również metodę im-
munoblotingu (10, II, I1, 24, 6I, 87, 88).

Badania nad zakażęniami krolikow wirusem RHD
podjęto w Państwowym InsĘltucie Weterynaryjnym w
Puławach w 1 98 8 r., zaś zajęcy wirusem EBHS w 1 990 r,

Materiał do badań stanowiły wycinki narządow wew-
nętrznych padłych zwierząt i surowice żywych, przy
czym materiał od zajęcy pobierano w okresie ich zt-
mowych odłowów (listopad-sty czeh). Bar dzo niewielki
odsetek stanowiły proby pobrane od zajęcy odławia-
nych w okresie letnio-j esiennym (sierpień-wrzesień).
Badania nad wykrywaniem obecności antygenu wiru-
sow RHD i EBHS, w homogenizatachnarządów wew-
nętrznych, prowadzono początkowo odczynem hema-
glutynacji wobec erytrocytów ludzkich grupy ,,0", d
następnie testem ELISA (I9, 2I, 32, 43, 68).

Ponadto prowadzono badania nad wykrywaniem
białek wirusów RHD i EBHS metodą Western blot (2 1,

22, 33). Badania te potwierdzlły wcześniejsze donie-
s i enia o występ owaniu de gradacj i prote o1 iĘ cznej biał-
ka kapsydu VP60 do białka o masie cząsteczkowej ok.
30 kD. Capucci i wsp. (9, 11) wykazal|ze zjawisko to
występuj e u zwlerząt,u których proces chorobowy trwa
dłażej ntż ]2 godziny. W takich wypadkach antygen
wirusowy nie j est wykrywany w odczynie hemagluty-
nacji, natomiast jest wykrywany w ELISA. Ostatnio
Granzow i wsp. (45), stwierdzili w wątrobach kóli-
ków z chronicznym przebiegiem choroby, obecność
cząstek wirusowych o wielkości25-27 nm. Wirus nie
po siadał właściwo ści hemaglutynacyj nych, a wiriony
zawieraĘ tylko jedno białko strukturalne o masie czą-
steczkowej 30 kD. Sugerują oni, że występowanie ta-
kich cząstek wirusowych nie jest wynikiem degrada-
cji proteolitycznej ale pochodząonę z niekompletnej
ekspresji lub skrócenia genomu RHDV. W Wielkiej
Brytanii, Włoszech i Polsce zaobserwowano wystę-
powanie nowego fenotypu wirusa RHD, ktory wyka-
zuje obecność białka VP60 ale nie posiada właściwo-
ści aglutynowania erytrocytów ludzkich w temperatu-
rze pokojowej, natomiast agluĘnuje erytrocy§ w tem-
peratlrze 4'C (3, IJ,2I,53). W początkowym okre-
sie występowania RHD nie obsetwowano różnic w
mianie antygenu wirusowego przy prowadzeniu od-
czynLl w temperatutzę 4"C i pokojowej (43).

Ostatnio wprowadzono równiez technikę PCR do
wykrywania wirusów RHD i EBHS (23). We wstęp-
nych b adan tach pr zeprow adzo ny c h w Z aWadzi e C ho -
rób Zwterząt Mięsozernych i Futerkowych Państwo-
we go Instytutu Weterynaryj ne go, uzyskano fragmen-
ty oDNA kodujące część lub całe białko kapsydu.

Innym kierunkiem badań prowadzonym w ZaI<ła-
dzie Chorób ZwierzątMięsozernych i Futerkowych są
b adania s erolo giczne głównie surowi c żywy ch zaj ęcy,
pobranych od odłowionych zwierzątw różnych rejo-
nach kraju. W okresie od 1992 r. przebadano ogółem
1579 surowic w ELISA , a I98 z ntch równiez odczy-
nęmzahamowania hemaglutynacji (20). W ELISA jako
an§gen uzyMano wirus EBHS, natomiast odczyn HI
wykonywano wobec antygenu wirusa pomoru kfóli-
ków. Badania 198 surowic w HI wykazały niskączl-
łość i specyf,tczność tego odczynu w porównaniu z
ELISA. Wyniki badahserologicznych świadcz ąo roz-
pow s zechn ięntu zakażeń wirus em EB H S w p opul acj i
ZaJęcy.

Od szeregu lat w zwalczaniuRHD królików stosuje
się szczepienia prolrlaktyczne. Próby izolowania wi-
ntsa w hodowlach komórkowych nie przyniosĘ ręzul-
tatów. Jedynie w Chinach zaadaptowano wirus RHD
do zmodyfikowanej tkanki nerki krolika (52). Z tego
względu, w swoistej immunoprofilaktyce stosuje się
zabttą szc z ep i onkę narządow au pr zy gotowaną pr zez
do świ adcz alne zakażanie kro likow wrażliwych . Szczę -
pionka ta posiada dobre właściwości immunogenne i
skutecznie zabezpiecza kroliki przed zakażeniem (I,
42, 49,51, 95, 103). Ostatnio w kilku krajach podjęto
próby opracowania szczepionek rekombinowanych.
Szczepionki te są oparte na wytwarzaniu białka kap-
sydu VP60 w róznych systemach ekspresyjnych: ba-
kulowirusowyffi, w wirusie vaccini, ospy kanarkow
otazw wirusie myksomatozy krolików (2,3,31, 55,
64,7I). Ta ostatnia umozliwia jednocześnie uodpar-
nianie krolików przeciwko myksomatozie i RHD (3).
Wszystkie wymi enione systemy wytw ar zaj ąimmuno -
gennę białko VP60 zabezpieczające kroliki przed za-
kazeniem witusem RHD. Jednakże produkcja rekom-
binowanej szczepionki wlłnaga odpowiednie go wars z-
tatl i możIiwości zastosowania drogich metod biolo-
gii molekularnej. Capucci i wsp. (15) uważajążewy-
krycie niepatogennego wirusa RHD, stwarza hipote-
tyczną możliwość zastosowania go jako naturalnej
szczepionki. Jednakze wymaga to przeprowadzenia
dokładnych badań nad patogenezą replikacją czasem
trwania infekcji oraz udowodnienia braku patogenno-
ści tego witusa. Stosowano równiez z dobrymi ręzll-
tatami homologiczną surowicę odpornościową dla
wirusa RHD do zabezpieczania królików w hodow-
lach podejrzanych o zakażęntę (5 1, 85, 96).
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