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Non-specific immunity in rabbits experimentally infected
with EBHS (European Brown Hare Syndrome) virus

Summary

In accordance with the lack of immunological studies concerning hares infected with EBHS virus, the aim of
this study was to observe the dynamics of chosen indices of non-specific immunity altered with cidal capacity
of PMN cells and the amount of lyzosyme in rabbits infected with EBHS virus. The studies were conducted
to show replication of EBHS virus in the immune system in rabbits. The results of the studies in these animals
have shown that EBHS virus replicates in rabbit’s cells, proving the brake through of the species barrier
in rabbits, which during the course of this infection causes the activation of leucocytes resulting in an increased

amount of LZM in serum.
Keywords: rabbit, EBHS virus

Wirus EBHS (European Brown Hare Syndrome)
nalezy do rodziny Caliciviridae, do ktorej zaliczamy
takze wirus RHD (Rabbit Haemorrhagic Disease) (6).
Wirus ten jest czynnikiem etiologicznym syndromu
europejskich zajecy szarakow (3, 7), za$ wirus RHD —
pomoru krolikéw (7, 17, 18). Naturalnym gospoda-
rzem dla wirusa EBHS sa zajace z gatunku Lepus eu-
ropeus (zajac szarak) 1 Lepus timidus (zajac bielak),
za$ dla wirusa RHD — kroliki (6). Istotne jest i to, ze
obok bliskiego pokrewienstwa prezentowanych wiru-
sOw (6), rowniez zajace 1 kroliki wykazuja wspodlne
pochodzenie 1 naleza do tej samej rodziny zajacowa-
tych (Leporidae) (15). Wirusy EBHS 1 RHD wykazu-
jaidentyczna organizacjg¢ genomu oraz wysoka homo-
logig w zakresie sekwenql aminokwasow biatka kap-
sydu bliska 80%, a r6znia si¢ jedynie delecja 4 1 inser-
cja jednego aminokwasu (2, 13). Dodatkowo choroby
wywolane przez wirusy EBHS 1 RHD daja podobny —
gwaltowny przebieg zaréwno u zajecy (3, 7), jak 1 kro-
likéw (7, 17, 18), a $miertelno$¢ przy obu wirusach
jest bardzo wysoka i wynosi od 70% do 100% (3, 7,
17, 18). Takze objawy przy tych chorobach sa zblizo-
ne i manifestuja si¢ m.in. zaburzeniami ze strony oun
u zajecy 1 krolikow (3, 7) oraz zoéltaczka u zajeey (3),
jak tez zmianami w uktadzie oddechowym u krélikow
(17). W obrazie sekcyjnym zajecy (3, 7) zakazonych

* Badania finansowane ze $rodkow na naukg w latach 2005-2006 jako pro-
jekt badawczy.

wirusem EBHS i krolikow (5, 7, 17) — wirusem RHD,
obserwowano podobne zmiany m.in. watrobie, $ledzio-
nie, oun, ptucach i nerkach. Przeprowadzone badania
odporno$ciowe u krolikow zakazonych eksperymen-
talnie wirusem RHD wykazaty, ze istotna rolg¢ w prze-
biegu tego zakazenia petnia mechanizmy odpomosc1
swoistej i nieswoistej, tak komérkowej, jak 1 humo-
ralnej (4, 12, 17-20). Biorac pod uwagg przytoczone
fakty dotyczqce podobienstwa wirusow EBHS i RHD
oraz pokrew1enstwa zajecy 1 krolikow, a takze prze-
bieg i1 obraz kliniczny choroby, zalozono, ze w przy-
padku dojs$cia do zakazenia krolikow wirusem EBHS,
uzyskane zmiany w uktadzie odpornosciowym beda
swoiste dla tej infekcji, a ktére do tej pory nie byty
opisane.

Ze wzgledu na brak w piSmiennictwie badan im-
munologicznych u zajecy 1 zwierzat laboratoryjnych
zakazonych wirusem EBHS, postanowiono w niniej-
szej pracy przesledzi¢ dynamlkq wybranych wskazni-
kow nieswoistej odpornosci komorkowej (warunko-
wanej zdolnoscia bojcza komorek PMN okreslona tes-
tem spontanicznej redukcji bigkitu nitrotetrazoliowe-
go NBT) 1 humoralnej (ilo$¢ lizozymu — LZM) u kro-
likow eksperymentalnie zakazonych wirusem EBHS.
Kontrolg zakazenia wykonano metoda Real-Time PCR
poprzez $ledzenie replikacji wirusa EBHS w komor-
kach krwi obwodowej krolikow oraz poprzez zare-
jestrowanie objawow chorobowych.
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Materiat i metody

Badaniem objgto 22 zdrowe kroliki — Oryctolagus cuni-
culus, mieszance pochodzace z hodowli uzytkowej pod
statym nadzorem zootechniczno-weterynaryjnym o masie
1,7-2,5 kg, zaklasyfikowane wedtug norm krajowych jako
zwierzgta grupy konwencjonalnej (1). Zwierzgta te odzna-
czaly si¢ ogolnie dobrym stanem zdrowia i przebywaty
w wiwarium, gdzie warunki zoohigieniczne, ocenione na
podstawie pomiaru temperatury, wilgotno$ci i oswietlenia
oraz powierzchni uzytkowej, odpowiadaty normom krajo-
wym (1, 16). Kroliki przetrzymywano w typowych meta-
lowych klatkach dla krolikow o wymiarach 65 cm x 45 cm
x 40 cm 1 zywiono petnowarto$ciowa pasza LSK produko-
wana przez Wytworni¢ Koncentratow 1 Mieszanek Paszo-
wych ,,Agropol” w Motyczu przy nieograniczonym dostg-
pie do wody.

Sposréd 22 zwierzat uzytych w doswiadczeniu, 16 za-
kazono wirusem EBHS, a 6 krolikow stanowito grupe kon-
trolna. Do zakazenia uzyto 20% homogenizatu watroby,
o mianie HA 126, pochodzacego od naturalnie zakazonego
padlego zajaca. Homogenizat otrzymano od prof. Jana
Buczka z Uniwersytetu w Bialymstoku. Zwierzeta zakazo-
no domigéniowo 1 ml homogenizatu. Kroliki kontrolne
w liczbie 6 sztuk otrzymaty analogicznie 1 ml jalowego
ptynu fizjologicznego. Krew do badan pobierano z zyty
brzeznej ucha krélika w godzinach 0, 4, 8, 12, 24, 36, 48,
52,561 60 po zakazeniu wirusem EBHS lub podaniu jato-
wego plynu fizjologicznego.

Test spontanicznej redukcji btekitu nitrotetrazoliowego
(NBT) wykonany zostal w oparciu o zmodyfikowang me-
todg Parka (14), natomiast do oznaczania ilo$ci lizozymu
(LZM) w surowicy tych zwierzat wykorzystano metode
dyfuzji ptytkowej wedtug Hankiewicza (8).

Zdolno$¢ wirusa EBHS do replikacji w ogdlnej puli leu-
kocytow i puli granulocytow oboj¢tnochtonnych krwi ob-
wodowej u krolikow zakazonych wirusem EBHS, wykaza-
no metoda Real-Time PCR (Eurogentec, Belgia). Badania
te przeprowadzono w dwoch etapach. W I etapie przepro-
wadzono izolacj¢ ogodlnej puli leukocytow (wg A&A Bio-
technology, Polska) i puli granulocytéw oboj¢tnochtonnych
wg metody Zemana (21) w modyfikacji Hukowskiej-
-Szematowicz (10) z petnej krwi krolika, jak réwniez
ekstrakcje wirusowego RNA (wg A&A Biotechnology,
Polska) z tych komorek. W 1I etapie przeprowadzono reak-
cje odwrotnej transkrypcji (RT-PCR), a nastgpnie dokona-
no pomiaru iloéci otrzymanego fragmentu cDNA biatka
VP60 wirusa EBHS metoda Real-Time PCR (Eurogentec,
Belgia).

W celu otrzymania komplementarnej nici cDNA, do re-
akcji uzyto: 1 pl startera WD (SGTTGTGGGGTG
TATGTGGTGGC 3’) o koncentracji 25 uM, zapro-
jektowanego na podstawie konserwatywnej sekwencji wi-
rusa EBHS w rejonie biatka VP60 przez firmg Oligo (Pol-
ska), 1 ul mieszaniny nukleotydow (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) o koncentracji 25 uM kazdy (Promega, USA);
0,5 pl inhibitora RNA-zy o koncentracji 40 u/pl (Promega,
USA); 0,25 ul primera Oligo (dT) , o koncentracji 100 uM;
13 pl wody DEPC (Eppendorf, Niemcy); 2 pl buforu 5 x
stezonego (Invitrogen, USA); 0,25 ul DTT o koncentracji
100 uM; 5 pl RNA uprzednio inkubowanego przez 5 mi-
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nut w temperaturze 65°C oraz 1 ul M-MLV RT o koncen-
tracji 200 u/pl (Invitrogen, USA). Reakcje przeprowadzo-
no w koncowej objgtosci mieszaniny wynoszacej 25 pl
w termocyklerze firmy Biometra o nast¢pujacym profilu
temperaturowym: 25°C przez 10 minut, 37°C przez 60 mi-
nut, 95°C przez 5 minut, 4°C przez 1 minute, 4°C . Otrzy-
many w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA frag-
mentu biatka VP60 wirusa EBHS wykorzystano do ilo$cio-
wego pomiaru tego cDNA metoda Real — Time PCR.

Do reakcji Real-Time PCR wykorzystano startery PN
5GTTGCAAAGTCGATCTACGGGGTT
GC3)IiWD(S’GTTGTGGGGTGTATGTGG
T G G C 3”), zaprojektowane na podstawie konserwatyw-
nej sekwencji wirusa EBHS w rejonie biatka VP60 przez
firmg Oligo (Polska), pozwalajacych na amplifikacje frag-
mentu o dhugosci 121 pz. Do ilo§ciowego pomiaru kopii
matrycy cDNA wykorzystano gotowy zestaw odczynnikow
Smart kit for SYBR® Green I oraz 18S rRNA Control kit
(FAM-TAMRA) (dla kontroli wewngtrznej) firmy Eurogen-
tec (Belgia), a reakcj¢ przeprowadzono wedtug zalecen
producenta (Eurogentec, Belgia). Wszystkie powyzsze
reakcje prowadzono w aparacie Smart Cycler II firmy
Cepheid, wykorzystujac profil temperaturowy zalecany
przez producenta odczynnikow (Eurogentec, Belgia).
W celu p6zniejszego odczytania ilosci kopii matrycy cDNA
fragmentu biatka VP60 wirusa EBHS, przygotowano krzy-
wa standardowa wedlug nastepujacych rozcienczen genu
referencyjnego 18S rRNA (Eurogentec, USA): 100 amoli;
10 amoli; 1 amol; 0,1 amola; 0,01 amola. Po przeprowa-
dzonych reakcjach odczytano stezenie kopii matrycy cDNA
(amol) fragmentu biatka VP60 wirusa EBHS, odczytano
stezenie fragmentu genu referencyjnego 18S rRNA kroli-
ka, wyliczono warto$¢ stosunku stgzenia kopii matrycy
cDNA fragmentu biatka VP60 wirusa EBHS i fragmentu
genu referencyjnego 18S rRNA krolika, ktory wyrazat rze-
czywisty poziom ekspresji genu EBHS, a nastgpnie otrzy-
mang warto$¢ przeliczono na ilo$¢ kopii wirusa EBHS
(% 10* kopii) w badanych probach w odniesieniu do 1000
komorek.

Uzyskane wyniki badan odpornosciowych poddano ana-
lizie statystycznej testem t-Studenta przy p = 0,05.

Wyniki i omowienie

Wyniki badan z zakresu odporno$ci nieswoistej,
a takze badan wirusologicznych dotyczacych przed-
stawienia ilo$ci zreplikowanych kopii wirusa EBHS
w leukocytach i granulocytach obojetnochtonnych krwi
obwodowej u krolikow eksperymentalnie zakazonych
wirusem EBHS, przedstawiono w tab. 11 2.

Analizujac uzyskane wyniki badan immunologicz-
nych u krélikow zakazonych eksperymentalnie wiru-
sem EBHS (tab. 1), nalezy stwierdzi¢, ze w tescie NBT
spontanicznym nie odnotowano roznic statystycznie
istotnych, za§ w warto$ciach ilosci LZM w surowicy
krwi wykazano statystycznie istotny spadek w 36. 1 60.
godzinie po podaniu tego antygenu.

Oceniajac wyniki badan wirusologicznych przepro-
wadzonych metoda Real-Time PCR (tab. 2) stwierdzo-
no, ze wirus EBHS wykazuje zdolnos¢ replikacji swo-
ich czastek zakaznych zarowno w og6lnej puli leuko-
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Tab. 1. Wskazniki nieswoistej odpornosci u krolikow eksperymentalnie zakazonych wirusem EBHS

Warto$ci parametrow w poszczegdlnych godzinach
Badane parametry 0 4 8 12 24 36 48 52 56 60
Z K Z K Z K Z K Z K Z K Z K Z K Z K Z K

(16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6) | (16) | (6)

Test NBT x |37/30/20(10(26|35|14|35|19|20|26|15|4,0(3,0(31|60]|39]|50]|26]|35
spontaniczny (I.b.) (SD+| 15|28 |12 |00 1135 /0835110018 0718|0021 |57]|30]|00]|19] 21
< X |42|51|35|51|57|47|38|57|44|71|38|71*|40 |57 |42 |57 |57|71]|3,8]9,3*
llos¢ LZM (mg/1) sD+(08|15|04|15(17|09|12|06|13|13|12|13|15/06|13[06]|1,7|13|14]1,8

Objasnienia: Z — zwierzeta zakazone; K — zwierze¢ta kontrolne; () — liczba zwierzat; * — roznice istotne statystycznie przy p = 0,05

cytow, jak i1 puli

Tab. 2. Liczba kopii wirusa EBHS w ogdlnej puli leukocytéw i puli granulocytéw obojetnochlonnych

granulocytéw obo- krwi obwodowej u krélikow zakazonych eksperymentalnie wirusem EBHS

Juqli?é(iﬁ{}:')ig Izlgllizlge}} o : Warto$ci w poszczegdlnych godzinach

kowanych tym za- CLEUPAEICULLS 0 | 4 8 |12 | 24 | 36 | 48 | 52 | 56 | 60
raZkier}lll. Wyprzry- i o e e - ([:‘i:]) ([:l;) (;!:]) :106: ;:362 1([::)3 4?:2 3(71(:5)8 (16) | (16)
D oo w0 acyon s+ | 00 | 00| 10| 05 | 32 | 124|396 | 54 | -
e o R I AR AR AE S A ik

nych czastek wiru-
sa EBHS wzrasta-
ta poczawszy od
8. godziny doswiadczenia i trwata do jego zakoncze-
nia (godzina 60.) z niewielkim spadkiem w 52. godzi-
nie badania. Doda¢ nalezy, ze z uwagi na duza ilos¢
replikowanych czastek wirusa w godzinach 56. 1 60.,
odczyt ilosci ich kopii przy zastosowaniu komercyj-
nej krzywej wzorcowej (Eurogentec, Belgia) byt nie-
mozliwy, jednak nalezy przyjac, ze ilo$¢ kopii wirusa
w tych godzinach byta wyzsza niz 444,5 x 10* kopii,
jaka obserwowano w 48. h badania. Oceniajac ilo$¢
kopii wirusa EBHS w granulocytach obojetnochton-
nych krwi obwodowej krolikow, na-
lezy stwierdzi¢ ze ich ilo$¢ wzrastata
od 8. do 56. godziny doswiadczenia
ze spadkiem w godzinie 60.

Objasnienia: () — liczba zwierzat zakazonych; > — warto$ci powyzej 444,5

wzgledu na podobienstwo tego wirusa do wirusa EBHS
oraz pokrewienstwo zajecy i krolikow.

Poréwnujac wyniki badan wtasnych z zakresu war-
tosci testu NBT spontanicznego do rezultatow uzyska-
nych u krolikow zakazonych 12 roznyml szczepami
wirusa RHD (tab. 3) nalezy stwierdzi¢, ze brak zmian
w tym wskazniku odporno$ciowym zarejestrowano
takze przy szczepie francuskim Fr-2 wirusa RHD.
Natomiast w przypadku szczepu francuskiego Fr-1 oraz
polskiego MAL i SGM wirusa RHD wykazano krot-

Tab. 3. Sumaryczne zestawienie wynikéw wartosci testu redukcji blekitu nitrote-
trazoliowego (NBT) w teScie spontanicznym i ilo$ci lizozymu (LZM) u krolikéw
eksperymentalnie zakazonych wirusem RHD

Test NBT spontaniczny llo§é LZM (mg/l) Pi§miennictwo
112, 24 brak zmian (17)
brak zmian 1 4, 8,12, 24, 36, 48, 52, 56 (17)
1 52 1 8, 24, 36, 48, 52, 56 17)
18,24 18,12, 24, 36, 48, 52, 56, 60 (17)
18,48
U & | 52,56 4)
| 56 | 8,12, 24, 36, 48, 52, 56, 60 (4)
1 8,12, 24, 36, 48, 52 | 4,12, 48, 52 (12, 19)
nie badano t12, 2¢4’4f%’ 5326 o (20)
. 1 4, 24, 36, 48, 52, 60
nie badano 18, 12, 56 (20)
nie badano 1 52, 56, 60 (20)
nie badano brak zmian (20)
nie badano 1 4, 24, 36 (9)

Nalezy rowniez dodaé, ze nie | Szezep wirusa RHD
stwierdzono u krélikow zakazonych |Francuski - Fr-1
wirusem EBHS objawow typowych |gancuski - Fr-2
dla choroby krwotocznej zajgcy, cho- _
ciaz migdzy 4. a 60. godzing doswiad- Polski = WAL
czenia, zarejestrowano objawy og6l-  |Polski =SGM
ne w postaci cigzkiego i przyspieszo- | oo ki1
nego oddechu, kichania, osowiatosci
oraz braku apetytu. Polski - KGM

Oceniajac uzyskane wyniki badan |pgski - BLA
nalezy podac ze w przypadku wirusa
EBHS poréwnanie otrzymanych re- | Polski-
zultatéw jest niemozliwe z uwagi na i
brak w pi$miennictwie jakichkolwiek | Po!ski - @SK
badan immunologicznych dotycza- |pgiski-
cych EBHS. Znane sa jednakze wy- R
niki do$wiadczen u krélikow zaka-
zonych eksperymentalnie r6znymi |Czeski - V-561

szczepami wirusa RHD (tab. 3), do

ktérych nasze wyniki odniesliSmy ze doswiadczenia

Objasnienia: 1 | — statystycznie istotny wzrost/spadek w poszczegdlnych godzinach
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kotrwaty wzrost warto$ci testu NBT, zas w przypadku
szczepu BLA, ktéry nie posiada zdolno$ci hemagluty-
nacji erytrocytow (11), wzrost ten utrzymywat si¢ du-
zej. Ponadto w przypadku krolikow zakazonych szcze-
pami polskimi Kr-1 1 KGM wirusa RHD zanotowano
krotkotrwaty spadek wartosci testu NBT.

Poréwnujac uzyskane wyniki z zakresu ilosci LZM
u krolikéw badanych do analogicznych rezultatéw
otrzymanych przy zakazeniu krolikow 12 réznymi
szczepami wirusa RHD (tab. 3), nalezy stwierdzi¢ ze
zarejestrowany spadek warto$ci tego parametru, uzys-
kany u krolikow zakazonych wirusem EBHS, jest zbli-
zony do wyniku zanotowanego przy szczepach SGM,
KGM, BLA, Kr-1, PD i GSK (przy tych trzech ostat-
nich szczepach notowano takze wzrost) wirusa RHD,
cho¢ to obnizenie u nich, przypadato na nieco inne
godzmy po zakazeniu 1 ich spadek utrzymywat sig dtu-
zej (tab. 3). Inne szczepy (Fr-2, MAL, Z, V-561) wi-
rusa RHD powodowaty wzrost wartosci 110501 LZM,
ktory byt mniej lub bardziej wydtuzony w czasie
(tab. 3). Ponadto odnotowano takze, ze szczep Fr-1
1 ZD wirusa RHD nie powodowat zmian w ilo$ci su-
rowiczego LZM u krélikow, co wyraznie odrdznia je
od wirusa EBHS, przy ktorym w badaniach wiasnych
takie zmiany zarejestrowano (tab. 3).

Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan nalezy
stwierdzié, ze:

— wirus EBHS replikuje si¢ w komorkach krolikow,
co jest istotnym faktem biologicznym i dowodem prze-
famania przez ten wirus bariery gatunkowej. Czynnik
ten powoduje rowniez u krolikow nietypowe objawy
chorobowe,

— zakazenie krolikéw wirusem EBHS manifestuje
si¢ zmianami immunologicznymi czg$ciowo zblizo-
nymi w zakresie testu NBT, do wartosci uzyskanych
przy szczepie Fr-2 wirusa RHD oraz w zakresie ilo$ci
surowiczego LZM przy szczepach polskich (SGM,
KGM i BLA) tego wirusa,

— wigkszos¢ szczepow wirusa RHD (tab. 3) powo-
dowala dtuzej trwaj ace zmiany w badanych parame-
trach u krolikow niz powodowal to wirus EBHS u tych
zwierzat. Sw1adczyioby to, ze wirus EBHS, mimo ze
nalezy podobnie jak wirus RHD do tego samego ro-
dzaju Lagovirus i tej samej rodziny Caliciviridae, da-
jacy reakcje krzyzowe z wirusem RHD, powoduje
znacznie stabiej zaznaczone i krocej trwajace zmiany
w badanych wskaznikach odpornosci wrodzonej u kro-
likow.
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