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Viral hemorrhage disease in hares (European Brown Hare Syndrome) in breeding farms
- prophylactic measures

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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Wystepujace od 1980 r. w wielu krajach Europy
przypadki masowych padnig¢ zajaca szaraka roz-
poznano w nastgpnych latach jako zakazenie wiruso-
we, analogiczne do zdiagnozowanej wczesniej u kro-
likow wirusowej choroby krwotocznej RHD (Rabbit
Haemorrhagic Disease) (3, 10, 12). Czynnikiem etio-
logicznym obserwowanych przypadkéw okazal sig
pokrewny antygenowo wirus z rodziny Caliciviridae
rodzaju Lagovirus (1,7, 15, 22, 24). Chorobotwoérczy
dla zajaca szaraka zarazek, znany w pisSmiennictwie
jako wirus EBHS (European Brown Hare Syndrome
— wirus choroby krwotocznej zajgcy), podobnie jak
wirus RHD, posiada jednotancuchowy RNA (ssRNA)
oraz nagi kapsyd wielkosci okoto 30-38 nm zbudo-
wany z 32 kapsomerow. Zarazek jest replikowany
w cytoplazmie i uwalnia si¢ z komorek droga lizy (2,
19).

Wirus EBHS jest patogenny dla zajgcy z gatunku
Lepus europeus 1 Lepus timidus. Do zakazenia docho-
dzi droga alimentarna, kropelkowa przez uktad odde-
chowy 1 spojowki oraz przez uszkodzong skorg. Cho-
roba charakteryzuje si¢ nadostrym i ostrym przebie-
giem oraz gwattownymi padnigciami (do 24 godzin),
ktore obejmuja od 90% do 100% zakazonych zwie-
rzat (3, 23). Klinicznie posta¢ ostra cechuje si¢ go-
raczka (powyzej 41°C), trudnosciami w oddychaniu,
drgawkami oraz niedowtadem konczyn tylnych. Do
charakterystycznych zmian anatomopatologicznych

naleza: duza wybroczynowos$¢ w narzadach wewngtrz-
nych, obrzek $ledziony, nerek, a takze zwyrodnienie
watroby (9, 12, 17).

Brak odpowiedniego systemu komorkowego in vit-
ro do izolacji wirusow EBHS 1 RHD utrudnia (szcze-
golnie w stosunku do wirusa EBHS) szybki postegp
badan dotyczacych zarazka i opracowanie skutecznych
metod profilaktyki. W diagnostyce laboratoryjne;j tes-
ty HA, ELISA 1 PCR znalazty zastosowanie w identy-
fikacji antygenow wirusowych w watrobie, §ledzionie
i nerkach. Duza koncentracja antygenow wirusa RHD
w watrobie pozwolila na przygotowanie dla krolikow
skutecznej szczepionki (6).

Problem ten nie zostat dotychczas rozwiazany w sto-
sunku do zakazen wirusem EBHS. Spadek populacji
zajaca szaraka, takze na skutek tych zakazen, zaob-
serwowany w Europie w koncu lat 70. trwa do chwili
obecnej. W Polsce z 3 milionéw zajecy w latach sie-
demdziesiatych do 2001 r. zostato okoto 450 tysigcy
sztuk (5). W 2004 r. pojawily si¢ wnioski o objgcie
zajaca szaraka ochrong gatunkowa, a jednym ze spo-
sobow na odnowg stad sa hodowle zamknigte, w tym
kwaterowa.

Celem badan byto rozpoznanie przyczyny padnigé
zajecy z hodowli kwaterowej oraz proba profilaktyki
poprzez immunizacjg stada szczepionka wiasna, przy-
gotowana we wlasnym zakresie z pozyskanego do ba-
dan materiatu.



Ryec. 1. Zajace padle w wyniku zakazenia wirusem EBHS

Materiat i metody

Material do badan pochodzit z fermy kwaterowej pro-
wadzonej na 20 ha ogrodzonego terenu. Stado podstawo-
we w liczbie 60 zréznicowanych wiekowo zajecy o struk-
turze pici 1 : 1,7 (samce—samice) pozyskano z odlowow
styczniowych. Pierwsze gwaltowne zejscia $miertelne bez
widocznych uprzednio objawdw chorobowych miaty miej-
sce w miesiacach wezesnowiosennych (marzec-kwiecien).
Dotyczyly one zardéwno zwierzat dorostych, jak i przychow-
ku (ryc. 1).

Badanie anatomopatologiczne. Sekcje kilkunastu
zajecy przeprowadzono wedlug powszechnie przyjetych
zasad, dokumentujac obserwowane zmiany zapisem foto-
graficznym (ryc. 2-4). Jednoczesénie pobrano materiat (wy-

Ryec. 3. Watroba zajaca zakazonego wirusem EBHS
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cinki ptuc, watroby, §ledziony, nerek) do badan laborato-
ryjnych.

Badanie bakteriologiczne. Wszystkie probki pobranych
narzadow wysiano na agar z krwia, podtoze McConkeya,
podtoze Sabourauda i inkubowano w temp. 37°C, w wa-
runkach tlenowych 24-48 godzin.

Badanie wirusologiczne. Probki narzadéw miazszo-
wych (watroba, §ledziona, pluca) przebadano w mikrosko-
pie elektronowym Tesla BS-500. Utrwalony czterotlenkiem
osmu materiat barwiono negatywnie octanem uranylu wg
rutynowej techniki badan.

Odczyn hemaglutynacji (HA). Odczyn wykonywano
zgodnie z procedura opisana dla wirusa RHD, stosujac
krwinki ludzkie grupy 0. Do badan przygotowano 10%
homogenizaty w PBS z watroby, ptuc, sledziony oraz ne-
rek wszystkich poddanych sekcji zajgcy (8).

Odczyn hamowania hemaglutynacji (HI). Badanie
miana przeciwcial w surowicach krolikoéw wykonywano
standardowym odczynem HI podanym w podreczniku Lar-
skiego (14).

Proéba biologiczna. Cztery kroliki rasy mieszanej w wie-
ku okoto 2 miesigcy zakazano 10% homogenizatem watro-
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Ryec. 2. Wybroczyny w plucach zajaca zakazonego wirusem
EBHS

Ryc. 4. Sledziony zajecy zakazonych wirusem EBHS
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by padtych zajecy (miano HA wirusa 256) 1 ml podskornie
(2 zwierzeta) i 1 ml domigsniowo (2 zwierzeta). Po 14
dniach zwierzgtom podano podskoérnie 1 ml wirusa RHD
(miano HA 5120). Po kolejnych 7 dniach pobierano krew
i zbadano miano przeciwciatl hamujacych hemaglutynacje
(HI) w stosunku do wirusa RHD i EBHS.

Przygotowanie szczepionki produkcji wlasnej. Szcze-
pionke przygotowywano z watrob padtych zajecy wedlug
metody podanej przez Fitznera dla szczepionki RHD (6).
10% homogenizaty z watroby, reagujace dodatnio w od-
czynie HA, inaktywowano formaling i przetrzymywano
w 37°C przez 24 h, czg¢sto mieszajac. Po sprawdzeniu na
jatowos¢ (posiewy na podtoza bakteriologiczne, inkubacja
w 37°C w warunkach tlenowych i beztlenowych) oraz tok-
sycznos$¢ (proba na myszach), szczepionke przekazano do
stosowania.

Immunizacja krélikéw. Do badan uzyto 10 krolikow
2-miesigcznych o masie ciata ok. 2 kg, ktéorym podano pod-
skornie (5 zwierzat) i domigsniowo (5 zwierzat) po 1 ml
przygotowanego preparatu. Po 7, 14 1 21 dniach pobierano
krew z zyly brzeznej ucha, oddzielano surowice i badano
jena obecnos¢ przeciwciat HI w stosunku do wirusa EBHS.

Badanie odpornosci krzyzowej wiruséw RHD-EBHS.
W celu zbadania skuteczno$ci ochronnej szczepionki w od-
niesieniu do wirusa RHD, 3 kroéliki immunizowano pod-
skornie. W 14. dniu po podaniu preparatu zwierzeta zaka-
zano podskornie 1 ml wirusa RHD o mianie HA 5120. Po
7 dniach pobierano krew i w surowicach okre$lono poziom
przeciwciat odczynem HI.

Wyniki i omowienie

U wszystkich sekcjonowanych zajecy stwierdzono
charakterystyczne zmiany w narzadach miazszowych.
Wystepowat obrzek, wybroczynowo$¢ i drobne ognis-
ka martwicowe, szczegdlnie w watrobie (ryc. 3). Stan
ten wskazywat na nadostry przebieg zakazenia, co po-
twierdzaty gwattowne padnigcia zwierzat (do 24 go-
dzin). Podobny typ zmian opisano jako charakterys-
tyczny dla krwotocznej choroby zajecy (EBHS) (9, 12,
17). Zblizone symptomy kliniczne oraz zmiany ana-
tomopatologiczne towarzysza chorobie krwotocznej
krolikow (RHD). Autorzy thumacza to Scistym pokre-
wienstwem antygenowym migdzy wirusami wywotu-
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Ryec. 5. Obraz elektronomikroskopowy watroby zajaca zaka-
zonego wirusem EBHS — widoczne wiriony — powigkszenie
okoto 100 000

jacymi wymienione jednostki kliniczne (1, 3, 15, 22,
24). Potwierdzenie wirusowego procesu chorobowe-
go w badanych przypadkach uzyskano takze na pod-
stawie negatywnego wyniku badan bakteriologicznych
1 mikologicznych. Jednoczes$nie badania w mikrosko-
pie elektronowym wykazaly obecno$¢ nieostonigtych
sferycznych wirionéw $rednicy ok. 35 nm, charakte-
rystycznych dla wiruséw rodziny Caliciviridae z ro-
dzaju Lagovirus (ryc. 5) (2, 19). Proba biologiczna wy-
konana na krélikach zakazonych homogenizatem wat-
roby padtych zajecy spowodowata wystapienie (po 48
godz. od zakazenia) objawow ogdlnych (osowiatosc,
brak apetytu, wzmozone pragnienie). Symptomy te
ustapity samoistnie po 2 dniach. Po wykonaniu proby
challenge wirusem RHD zwierz¢ta nie wykazywaty
zadnych objawow chorobowych, a w ich surowicach
miano przeciwcial HI w odniesieniu do wirusa EBHS
wynosito 160, a w odniesieniu do wirusa RHD 1260
(tab. 1). Zakazone jednocze$nie wirusem RHD kroli-
ki kontrolne padty po 48 godz. wérdd typowych obja-
woOw posocznicy krwotocznej. Kroliki immunizowa-
ne szczepionka wlasna i zakazone wirusem RHD row-
niez nie zachorowaty, uzyskujac w surowicy podobny
poziom przeciwciat (tab. 2). Wielu autorow (1, 11, 13)
podaje, ze do§wiadczalne proby krzyzowego zakaze-
nia krolikéw 1 zajecy heterogennym wirusem nie wy-
wotywaty choroby. Badania wlasne potwierdzaja mala
patogennos¢ wirusa EBHS dla krolikow, ale jedno-
cze$nie wskazuja na wystgpowanie odpornosci krzy-
zowej migdzy tymi zarazkami (tab. 1, 2). Spostrzeze-
nia te zgodne sa z wynikami badan Morrise (18), Di
Modugno (4) czy Nardellego (20). Z kolei inni auto-
rzy (1, 3, 16, 21) uwazaja, ze wirusy EBHS 1 RHD nie
wykazuja krzyzowej ochrony po immunizacji zwie-
rzat. Przypuszcza¢ mozna, ze te rozbiezne wyniki ba-
dan moga by¢ spowodowane réznicami w immuno-
gennosci izolowanych zarazkow. W odczynie hema-

Tab. 1. Miano przeciwcial HI w surowicy krolikow zakazo-
nych homogenizatem z watroby padlych zajecy, po dawce
challenge wirusem RHD

Wariant Czas w dniach

zakazenia 0 14 14 dni po challenge
Podskédrne <5 80 1;23**
Domig$niowe <5 80 1;23**

Objasnienia: * wartosci Srednie w odniesieniu do wirusa EBHS;
** wartosci §rednie w odniesieniu do wirusa RHD

Tab. 2. Miano przeciwcial HI w surowicy krolikow szczepio-
nych, po dawce challenge wirusem RHD

Czas w dniach
Kréliki
0 14 7 dni po challenge
. 160*
3 <5 160 1260**

Objasnienia: * jak w tab. 1.
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Tab. 3. Miano HA wirusa w homogenizatach narzadow pad-
lych zajecy

. . Miano HA wirusa w 10% homogenizacie narzadu
Liczba zajecy
watroba ptuca §ledziona nerki
3 256 32 128 128
2 128 32 64 64
5 256 64 128 64
4 128 32 64 64

Tab. 4. Miano przeciwcial HI w surowicy szczepionych kroli-
kow

Wariant Miano HI w dniach po szczepieniu
immunizaciji 0*** 7 14 21
1* <5 40 160 160
2** <H 40 160 160

Objasnienie:* podano $rednie warto$ci uzyskane od 5 krolikow
po szczepieniu podskornym; ** podano srednie wartosci uzyska-
ne od 5 krolikow po szczepieniu domig§niowym; *** proba zero-
wa wykonana przed szczepieniem

glutynacji z homogenizatami narzadow miazszowych
poszczegolnych zajgey najwyzsze miana HA obser-
wowano w materiale z watroby (miano 256), a nastgp-
nie ze $ledziony, nerek (miano 128) oraz ptuc (miano
64) (tab. 3). Najwstza koncentracja wirusa w watro-
bie pozwolita na uzycie tego materialu do przygoto-
wania inaktywowanej szczepionki przygotowanej we
wlasnym zakresie. Immunogennos¢ preparatu spraw-
dzano na krdlikach, okreslajac miano przeciwciat HI.
Droga podania szczepionki (podskérna lub domigénio-
wa) nie wywierata wptywu na wysoko$¢ miana bada-
nych przeciwcial, a ich warto$ci nie przekraczaty 160
(tab. 4).

Przygotowana szczepionkg, jako preparat wiasny,
podano w formie iniekcji podskornej (dawka 1 ml) 82
zajacom. Zabieg ten, jak si¢ wydaje, mozna ocenié
pozytywnie, gdyz wyeliminowat padnigcia spowodo-
wane przez wirus EBHS w kontrolowanej przez auto-
réw hodowli. Badan serologicznych nie przeprowa-
dzono ze wzgledu na trudnosci z uzyskaniem krwi od
immunizowanych zwierzat. Zaprezentowane wyniki
wskazuja na zasadnos$¢ i koniecznos$¢ kontynuacji ba-
dan zmierzajacych do opracowania szczepionki prze-
ciw chorobie krwotocznej zajecy. Szczepionka taka
moglaby znalez¢ zastosowanie w hodowlach kwate-
rowych lub fermowych zajgcy. Opracowanie nauko-
we programu profilaktyki dla tego gatunku moze umoz-
liwi¢ rekonstrukcjg populacji.
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