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Wystêpuj¹ce od 1980 r. w wielu krajach Europy
przypadki masowych padniêæ zaj¹ca szaraka roz-
poznano w nastêpnych latach jako zaka¿enie wiruso-
we, analogiczne do zdiagnozowanej wcze�niej u kró-
lików wirusowej choroby krwotocznej RHD (Rabbit
Haemorrhagic Disease) (3, 10, 12). Czynnikiem etio-
logicznym obserwowanych przypadków okaza³ siê
pokrewny antygenowo wirus z rodziny Caliciviridae
rodzaju Lagovirus (1, 7, 15, 22, 24). Chorobotwórczy
dla zaj¹ca szaraka zarazek, znany w pi�miennictwie
jako wirus EBHS (European Brown Hare Syndrome
� wirus choroby krwotocznej zajêcy), podobnie jak
wirus RHD, posiada jedno³añcuchowy RNA (ssRNA)
oraz nagi kapsyd wielko�ci oko³o 30-38 nm zbudo-
wany z 32 kapsomerów. Zarazek jest replikowany
w cytoplazmie i uwalnia siê z komórek drog¹ lizy (2,
19).

Wirus EBHS jest patogenny dla zajêcy z gatunku
Lepus europeus i Lepus timidus. Do zaka¿enia docho-
dzi drog¹ alimentarn¹, kropelkow¹ przez uk³ad odde-
chowy i spojówki oraz przez uszkodzon¹ skórê. Cho-
roba charakteryzuje siê nadostrym i ostrym przebie-
giem oraz gwa³townymi padniêciami (do 24 godzin),
które obejmuj¹ od 90% do 100% zaka¿onych zwie-
rz¹t (3, 23). Klinicznie postaæ ostra cechuje siê go-
r¹czk¹ (powy¿ej 41°C), trudno�ciami w oddychaniu,
drgawkami oraz niedow³adem koñczyn tylnych. Do
charakterystycznych zmian anatomopatologicznych

nale¿¹: du¿a wybroczynowo�æ w narz¹dach wewnêtrz-
nych, obrzêk �ledziony, nerek, a tak¿e zwyrodnienie
w¹troby (9, 12, 17).

Brak odpowiedniego systemu komórkowego in vit-
ro do izolacji wirusów EBHS i RHD utrudnia (szcze-
gólnie w stosunku do wirusa EBHS) szybki postêp
badañ dotycz¹cych zarazka i opracowanie skutecznych
metod profilaktyki. W diagnostyce laboratoryjnej tes-
ty HA, ELISA i PCR znalaz³y zastosowanie w identy-
fikacji antygenów wirusowych w w¹trobie, �ledzionie
i nerkach. Du¿a koncentracja antygenów wirusa RHD
w w¹trobie pozwoli³a na przygotowanie dla królików
skutecznej szczepionki (6).

Problem ten nie zosta³ dotychczas rozwi¹zany w sto-
sunku do zaka¿eñ wirusem EBHS. Spadek populacji
zaj¹ca szaraka, tak¿e na skutek tych zaka¿eñ, zaob-
serwowany w Europie w koñcu lat 70. trwa do chwili
obecnej. W Polsce z 3 milionów zajêcy w latach sie-
demdziesi¹tych do 2001 r. zosta³o oko³o 450 tysiêcy
sztuk (5). W 2004 r. pojawi³y siê wnioski o objêcie
zaj¹ca szaraka ochron¹ gatunkow¹, a jednym ze spo-
sobów na odnowê stad s¹ hodowle zamkniête, w tym
kwaterowa.

Celem badañ by³o rozpoznanie przyczyny padniêæ
zajêcy z hodowli kwaterowej oraz próba profilaktyki
poprzez immunizacjê stada szczepionk¹ w³asn¹, przy-
gotowan¹ we w³asnym zakresie z pozyskanego do ba-
dañ materia³u.
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Summary

The viral etiology of the disease was established on the basis of virological, anatomopathological, and
bacteriological examinations. The isolated aetiological agent of the European Brown Hare Syndrome virus
(EBHS; Calicivirdae, Logovirus) was used to produce its own vaccine against EBHS. The vaccine was used to
immune 82 hares and eliminated the mortality rate of EBHS infected hares under controlled conditions. The
study confirmed the minor pathogenicity of the EBHS virus for rabbits and indicated the presence of cross-
-immune reactions between the EBHS and RHD viruses.
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Materia³ i metody
Materia³ do badañ pochodzi³ z fermy kwaterowej pro-

wadzonej na 20 ha ogrodzonego terenu. Stado podstawo-
we w liczbie 60 zró¿nicowanych wiekowo zajêcy o struk-
turze p³ci 1 : 1,7 (samce�samice) pozyskano z od³owów
styczniowych. Pierwsze gwa³towne zej�cia �miertelne bez
widocznych uprzednio objawów chorobowych mia³y miej-
sce w miesi¹cach wczesnowiosennych (marzec-kwiecieñ).
Dotyczy³y one zarówno zwierz¹t doros³ych, jak i przychów-
ku (ryc. 1).

Badanie anatomopatologiczne. Sekcje kilkunastu
zajêcy przeprowadzono wed³ug powszechnie przyjêtych
zasad, dokumentuj¹c obserwowane zmiany zapisem foto-
graficznym (ryc. 2-4). Jednocze�nie pobrano materia³ (wy-

cinki p³uc, w¹troby, �ledziony, nerek) do badañ laborato-
ryjnych.

Badanie bakteriologiczne. Wszystkie próbki pobranych
narz¹dów wysiano na agar z krwi¹, pod³o¿e McConkeya,
pod³o¿e Sabourauda i inkubowano w temp. 37°C, w wa-
runkach tlenowych 24-48 godzin.

Badanie wirusologiczne. Próbki narz¹dów mi¹¿szo-
wych (w¹troba, �ledziona, p³uca) przebadano w mikrosko-
pie elektronowym Tesla BS-500. Utrwalony czterotlenkiem
osmu materia³ barwiono negatywnie octanem uranylu wg
rutynowej techniki badañ.

Odczyn hemaglutynacji (HA). Odczyn wykonywano
zgodnie z procedur¹ opisan¹ dla wirusa RHD, stosuj¹c
krwinki ludzkie grupy 0. Do badañ przygotowano 10%
homogenizaty w PBS z w¹troby, p³uc, �ledziony oraz ne-
rek wszystkich poddanych sekcji zajêcy (8).

Odczyn hamowania hemaglutynacji (HI). Badanie
miana przeciwcia³ w surowicach królików wykonywano
standardowym odczynem HI podanym w podrêczniku Lar-
skiego (14).

Próba biologiczna. Cztery króliki rasy mieszanej w wie-
ku oko³o 2 miesiêcy zaka¿ano 10% homogenizatem w¹tro-

Ryc. 1. Zaj¹ce pad³e w wyniku zaka¿enia wirusem EBHS

Ryc. 2. Wybroczyny w p³ucach zaj¹ca zaka¿onego wirusem
EBHS

Ryc. 3. W¹troba zaj¹ca zaka¿onego wirusem EBHS Ryc. 4. �ledziony zajêcy zaka¿onych wirusem EBHS
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by pad³ych zajêcy (miano HA wirusa 256) 1 ml podskórnie
(2 zwierzêta) i 1 ml domiê�niowo (2 zwierzêta). Po 14
dniach zwierzêtom podano podskórnie 1 ml wirusa RHD
(miano HA 5120). Po kolejnych 7 dniach pobierano krew
i zbadano miano przeciwcia³ hamuj¹cych hemaglutynacjê
(HI) w stosunku do wirusa RHD i EBHS.

Przygotowanie szczepionki produkcji w³asnej. Szcze-
pionkê przygotowywano z w¹trób pad³ych zajêcy wed³ug
metody podanej przez Fitznera dla szczepionki RHD (6).
10% homogenizaty z w¹troby, reaguj¹ce dodatnio w od-
czynie HA, inaktywowano formalin¹ i przetrzymywano
w 37°C przez 24 h, czêsto mieszaj¹c. Po sprawdzeniu na
ja³owo�æ (posiewy na pod³o¿a bakteriologiczne, inkubacja
w 37°C w warunkach tlenowych i beztlenowych) oraz tok-
syczno�æ (próba na myszach), szczepionkê przekazano do
stosowania.

Immunizacja królików. Do badañ u¿yto 10 królików
2-miesiêcznych o masie cia³a ok. 2 kg, którym podano pod-
skórnie (5 zwierz¹t) i domiê�niowo (5 zwierz¹t) po 1 ml
przygotowanego preparatu. Po 7, 14 i 21 dniach pobierano
krew z ¿y³y brze¿nej ucha, oddzielano surowice i badano
je na obecno�æ przeciwcia³ HI w stosunku do wirusa EBHS.

Badanie odporno�ci krzy¿owej wirusów RHD-EBHS.
W celu zbadania skuteczno�ci ochronnej szczepionki w od-
niesieniu do wirusa RHD, 3 króliki immunizowano pod-
skórnie. W 14. dniu po podaniu preparatu zwierzêta zaka-
¿ano podskórnie 1 ml wirusa RHD o mianie HA 5120. Po
7 dniach pobierano krew i w surowicach okre�lono poziom
przeciwcia³ odczynem HI.

Wyniki i omówienie
U wszystkich sekcjonowanych zajêcy stwierdzono

charakterystyczne zmiany w narz¹dach mi¹¿szowych.
Wystêpowa³ obrzêk, wybroczynowo�æ i drobne ognis-
ka martwicowe, szczególnie w w¹trobie (ryc. 3). Stan
ten wskazywa³ na nadostry przebieg zaka¿enia, co po-
twierdza³y gwa³towne padniêcia zwierz¹t (do 24 go-
dzin). Podobny typ zmian opisano jako charakterys-
tyczny dla krwotocznej choroby zajêcy (EBHS) (9, 12,
17). Zbli¿one symptomy kliniczne oraz zmiany ana-
tomopatologiczne towarzysz¹ chorobie krwotocznej
królików (RHD). Autorzy t³umacz¹ to �cis³ym pokre-
wieñstwem antygenowym miêdzy wirusami wywo³u-

j¹cymi wymienione jednostki kliniczne (1, 3, 15, 22,
24). Potwierdzenie wirusowego procesu chorobowe-
go w badanych przypadkach uzyskano tak¿e na pod-
stawie negatywnego wyniku badañ bakteriologicznych
i mikologicznych. Jednocze�nie badania w mikrosko-
pie elektronowym wykaza³y obecno�æ nieos³oniêtych
sferycznych wirionów �rednicy ok. 35 nm, charakte-
rystycznych dla wirusów rodziny Caliciviridae z ro-
dzaju Lagovirus (ryc. 5) (2, 19). Próba biologiczna wy-
konana na królikach zaka¿onych homogenizatem w¹t-
roby pad³ych zajêcy spowodowa³a wyst¹pienie (po 48
godz. od zaka¿enia) objawów ogólnych (osowia³o�æ,
brak apetytu, wzmo¿one pragnienie). Symptomy te
ust¹pi³y samoistnie po 2 dniach. Po wykonaniu próby
challenge wirusem RHD zwierzêta nie wykazywa³y
¿adnych objawów chorobowych, a w ich surowicach
miano przeciwcia³ HI w odniesieniu do wirusa EBHS
wynosi³o 160, a w odniesieniu do wirusa RHD 1260
(tab. 1). Zaka¿one jednocze�nie wirusem RHD króli-
ki kontrolne pad³y po 48 godz. w�ród typowych obja-
wów posocznicy krwotocznej. Króliki immunizowa-
ne szczepionk¹ w³asn¹ i zaka¿one wirusem RHD rów-
nie¿ nie zachorowa³y, uzyskuj¹c w surowicy podobny
poziom przeciwcia³ (tab. 2). Wielu autorów (1, 11, 13)
podaje, ¿e do�wiadczalne próby krzy¿owego zaka¿e-
nia królików i zajêcy heterogennym wirusem nie wy-
wo³ywa³y choroby. Badania w³asne potwierdzaj¹ ma³¹
patogenno�æ wirusa EBHS dla królików, ale jedno-
cze�nie wskazuj¹ na wystêpowanie odporno�ci krzy-
¿owej miêdzy tymi zarazkami (tab. 1, 2). Spostrze¿e-
nia te zgodne s¹ z wynikami badañ Morrise (18), Di
Modugno (4) czy Nardellego (20). Z kolei inni auto-
rzy (1, 3, 16, 21) uwa¿aj¹, ¿e wirusy EBHS i RHD nie
wykazuj¹ krzy¿owej ochrony po immunizacji zwie-
rz¹t. Przypuszczaæ mo¿na, ¿e te rozbie¿ne wyniki ba-
dañ mog¹ byæ spowodowane ró¿nicami w immuno-
genno�ci izolowanych zarazków. W odczynie hema-
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Ryc. 5. Obraz elektronomikroskopowy w¹troby zaj¹ca zaka-
¿onego wirusem EBHS � widoczne wiriony � powiêkszenie
oko³o 100 000
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Tab. 2. Miano przeciwcia³ HI w surowicy królików szczepio-
nych, po dawce challenge wirusem RHD

Obja�nienia: * jak w tab. 1.
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Tab. 1. Miano przeciwcia³ HI w surowicy królików zaka¿o-
nych homogenizatem z w¹troby pad³ych zajêcy, po dawce
challenge wirusem RHD

Obja�nienia: * warto�ci �rednie w odniesieniu do wirusa EBHS;
** warto�ci �rednie w odniesieniu do wirusa RHD
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glutynacji z homogenizatami narz¹dów mi¹¿szowych
poszczególnych zajêcy najwy¿sze miana HA obser-
wowano w materiale z w¹troby (miano 256), a nastêp-
nie ze �ledziony, nerek (miano 128) oraz p³uc (miano
64) (tab. 3). Najwy¿sza koncentracja wirusa w w¹tro-
bie pozwoli³a na u¿ycie tego materia³u do przygoto-
wania inaktywowanej szczepionki przygotowanej we
w³asnym zakresie. Immunogenno�æ preparatu spraw-
dzano na królikach, okre�laj¹c miano przeciwcia³ HI.
Droga podania szczepionki (podskórna lub domiê�nio-
wa) nie wywiera³a wp³ywu na wysoko�æ miana bada-
nych przeciwcia³, a ich warto�ci nie przekracza³y 160
(tab. 4).

Przygotowan¹ szczepionkê, jako preparat w³asny,
podano w formie iniekcji podskórnej (dawka 1 ml) 82
zaj¹com. Zabieg ten, jak siê wydaje, mo¿na oceniæ
pozytywnie, gdy¿ wyeliminowa³ padniêcia spowodo-
wane przez wirus EBHS w kontrolowanej przez auto-
rów hodowli. Badañ serologicznych nie przeprowa-
dzono ze wzglêdu na trudno�ci z uzyskaniem krwi od
immunizowanych zwierz¹t. Zaprezentowane wyniki
wskazuj¹ na zasadno�æ i konieczno�æ kontynuacji ba-
dañ zmierzaj¹cych do opracowania szczepionki prze-
ciw chorobie krwotocznej zajêcy. Szczepionka taka
mog³aby znale�æ zastosowanie w hodowlach kwate-
rowych lub fermowych zajêcy. Opracowanie nauko-
we programu profilaktyki dla tego gatunku mo¿e umo¿-
liwiæ rekonstrukcjê populacji.
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Obja�nienie:* podano �rednie warto�ci uzyskane od 5 królików
po szczepieniu podskórnym; ** podano �rednie warto�ci uzyska-
ne od 5 królików po szczepieniu domiê�niowym; *** próba zero-
wa wykonana przed szczepieniem

Tab. 4. Miano przeciwcia³ HI w surowicy szczepionych króli-
ków
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