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Summary

Psittacine beak and feather disease (PBFD) is the most common viral disease of captive and wild psittacine
birds. The aim of the study was to investigate the presence of psittacine beak and feather disease virus (PBFDV)
inside the population of captive psittacine birds in Poland. DNA was isolated from the feathers of 225 birds
from 33 different species. The presence of PBFDV was analyzed by performing polymerase chain reaction
assays. PBFDV was found in 47 (20.9%) birds. The previous high incidence of PBFDV infection in Poland was
due to the lack of diagnostics means and insufficient control of imported birds.
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Ptaki egzotyczne, a zwlaszcza rézne gatunki papug
ciesza si¢ w naszym kraju coraz wigksza popularnos-
cia. Dla wielu ludzi s one alternatywa posiadania psa
czy kota, szczegoélnie ,,duze papugi” (rézne gatunki
amazonek, kakadu, ar oraz zako). Coraz cz¢sciej zwie-
rzgta te pochodza z krajowych hodowli, jednak w dal-
szym ciagu wigkszo$c ich jest importowana z r6znych
stron $wiata. W wielu przypadkach import ten jest nie-
legalny, a co za tym idzie, brak jest nadzoru sanitarno-
-weterynaryjnego oraz przestrzegania zasad kwaran-
tanny. Taki stan rzeczy sprzyja pojawianiu si¢ w na-
szym kraju nowych chordb zakaznych, specyficznych
dla tej grupy ptakow. Przyktadem jest opisany przez
Piaseckiego 1 wsp. w 2004 r. syndrom rozszerzenia
zotadka gruczotowego u papug (13).

Pierwsze przypadki choroby dzioba i piér papug
zostaly stwierdzone 1 udokumentowane na poczatku
lat 70. ubiegtego wieku u réznych gatunkéw kakadu
w Australii. W latach 80. XX wieku choroba ta zosta-
ta uznana za najbardziej znaczaca infekcj¢ u papugo-
wych 1 byla stwierdzana juz w wielu hodowlach na
catym $wiecie (6, 7, 18). W Polsce dotychczas nie pro-
wadzono badan nad wystgpowaniem u papug zakazen
wywotanych przez wirus PBFD.

Choroba dzioba i pidr papug wywolywana jest przez
Psittacine Beak and Feather Disease Virus — PBFDV
nalezacy do rodzaju Circovirus irodziny Circoviridae.
Do rodziny tej naleza rowniez inne ptasie cirkowiru-
sy, takie jak: cirkowirus gotebi (Pigeon circovius —
PiCV), cirkowirus gesi (Goose circovirus — GCV),
cirkowirus kanarkow (Canary circovirus — CaCV)

oraz wirus zakaznej anemii kurczat (Chicken Anaemia
Virus — CAV), z tym Ze ten ostatni nalezy do rodzaju
Gyrovirus (1, 5,7, 8,10, 12, 19).

Genom wirusa PBFD zbudowany jest z pojedynczej,
kolistej nici DNA, otoczony kulistym kapsydem o $red-
nicy 14-21 nm. Zahczany jest do najmniejszych pato-
gennych wirusow. Zawiera on dwie gtowne, otwarte
ramki odczytu ORF 1 1 ORF 2, ktore koduja odpo-
wiednio biatko zawigzane z replikach (Rep) 1 biatko
kapsydu (CP) (1, 2, 6, 10). Sa to najbardziej konser-
watywne regiony w genomie PBFDV stwierdzane we
wszystkich izolatach tego wirusa 1 wykorzystywane
w diagnostyce molekularnej (2, 20).

Do zakazenia wirusem PBFD dochodzi przez kon-
takt bezposredni i posredni z odchodami, wydzielina
z wola oraz ze ztuszczonym naskorkiem chorych pta-
kéw. Najwiecej czastek wirusa znajduje si¢ w ztusz-
czonym naskorku, ktéry stanowi gléwny sktadnik pud-
ru pidr (15). Niewykluczona jest rowniez transmisja
droga pionowa (4, 14). Na zakazenie podatne sa papu-
gowe (Psittaciformes), przy czym najbardziej wrazli-
we sg osobniki mtode, do 3. roku zycia. Wirus wyka-
zuje powinowactwo do komorek uktadu powtokowe-
go oraz uktadu odpornosciowego. W pierwszej kolej-
nosci atakowane sa: torba Fabrycjusza i grasica, w kto-
rych powstaja ogniska martwicy, a narzady te ulegaja
atrofii. Rozwija si¢ silna immunosupresja i dochodzi
do wtornych infekeji wirusowych, bakteryjnych 1 grzy-
biczych, ktore sa najczgsciej bezposrednia przyczyna
$mierci zakazonych papug. Klinicznie choroba obja-
wia sig ostabieniem, wychudzeniem, a przede wszyst-
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kim zaburzeniami w rozwoju upierzenia. Pi6ra wyka-
zuja rozny stopiefi uszkodzenia, czgsto wystepuje hi-
perkeratoza pochwy pidra, ktora prowadzi do jej po-
grublema zamknigcia 1 powstania torbieli. Rosnace
piora sa krotkie, czasem skrecone i czgsto tamia sig
przy skorze. Stosina odrastajacych pidr posiada cha-
rakterystyczne przewezenie (ksztatt klepsydry) tuz nad
skéra. Dochodzi do nadmiernej utraty pidr, ktora po-
glebia si¢ z kazdym pierzeniem. Histologicznie w prze-
biegu PBFD obserwuje si¢ wystepowanie bazofilnych
wewnatrzjadrowych i wewnatrzcytoplazmatycznych
ciatek wtretowych w obrebie nablonka zakazonych pior
1 makrofagach (7, 14, 18).

W diagnostyce PBFD najczg$ciej wykorzystywane
byly badania histopatologiczne oraz serologiczne (7,
14, 17), ktore obecnie coraz czgsciej sa uzupetniane
badz zastgpowane doskonalszymi technikami, w tym
reakcja PCR (3, 11, 16, 20).

Celem podjetych badan byto okreslenie czgstotli-
wosci wystqpowania zakazen wirusem choroby dzio-
ba 1 pior papug hodowanych w Polsce z zastosowa-
niem w diagnostyce metod biologii molekularne;j.

Materiat i metody

Badaniami objgto 225 papug z 33 gatunkow pochodza-
cych od prywatnych hodowcow z terenu Polski. Badane
ptaki podzielono na grupy, stosujac dwa kryteria podziatu:
stan kliniczny oraz wielko$¢ hodowli. Na podstawie stanu
klinicznego badanych papug podzielono je na 3 grupy: grupg
1. stanowily osobniki klinicznie zdrowe, grupa 2. to ptaki,
u ktorych obserwowano zaburzenia w pierzeniu oraz uszko-
dzenia pidr i grupa 3. to ptaki padie dostarczone do bada-
nia sekcyjnego. Biorac pod uwage wielko$¢ hodowli, z kto-
rej pochodzily papugi, rowniez podzielono je na 3 grupy:
grupa 1. to ptaki pochodzace z amatorskich hodowli licza-
cych od 1 do 3 osobnikéw, grupa 2. to hodowle liczace
4-10 osobnikéw i grupa 3. to profesjonalne hodowle licza-
ce wigcej niz 10 ptakow.

Do badan pobierano od papug piora (6-8 szt.) z okolicy
mostka 1 podbrzusza, z ktérych izolowano DNA. Izolacje
wykonywano przy uzyciu kolumienek Genomic DNA Prep
Plus® (A&A Biotechnology, Gdynia) zgodnie z technolo-
gia podang przez producenta. Uzyskane DNA wykorzysta-
no jako matryce w reakcji PCR, do ktorej uzyto pary star-
terow: P, — 5’-AAC CCT ACA GAC GGC GAG-3’ (182-
-199) oraz P,— 5°-ACA GGA GGA GTA GCC GTATT-3’
(879-898) zaprojektowanych dla sekwencji ORF 1 wirusa
PBFD (20).

Reakcje PCR prowadzono w termocyklerze Biometra
Uno-Thermoblock w obje¢tosci 50 pl. Mieszanina reakcyj-
na zawierala: 1 pl matrycowego DNA (z pior), 5 ul buforu
do PCR (10 x buffer for DyNAzyme DNA Polimerase,
Polygen), 1 ul 10 mM mieszaniny nukleotydéow dNTP
(dATP, dCTP, dGTP i dTTP —Polygen), po 1 ul kazdego ze
starterow, 40 ul wody bidestylowanej oraz 2 U polimerazy
Taq (Polygen). Amplifikacj¢ prowadzono w nastg¢pujacych
warunkach: denaturacja wstepna 96°C przez 5 min., na-
stepnie 32 cykle (96°C 30 s., 60°C 30 s., 72°C 90 s.), elon-
gacja koncowa w 72°C przez 5 min. Produkty amplifikacji
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Tab. 1. Wystepowanie zakazen PBFDV u papug w Polsce
z uwzglednieniem badanych gatunkéw (polskie nazwy pta-
kow wg Mielczarek P., Cichocki W. (9))

Gatunek Liczba badanych | Liczha zakazonych
Agapornis sp. 5 4
Nieroztaczki
Alisterus scapularis 2 2
Szkartatka krélewska
Amazona aestiva 31 2
Amazonka niebieskoczelna
Amazona amazonica 8 0
Amazonka modrobrewa
Amazona farinosa 3 0
Amazonka skromna
Amazona festiva 5 0
Amazonka czerwonoczelna
Amazona leucocephala 3 0
Amazonka kubarska
Amazona ochrocephala 2 1
Amazonka zéttogtowa
Aprosmictus erythropterus 4 4
Krasnopiorka czerwonoskrzydta
Ara ararauna
Ara ararauna 20 1
Ara chloropterus 6 0
Ara zielonoskrzydta
Cacatua alba 2 0
Kakadu biata
Cacatua goffini 1 0
Kakadu biatooka
Cacatua moluccensis 1 0
Kakadu molucka
Eclectus roratus 5 0
Barwnica
Melopsittacus undulatus 5 1
Papuzka falista
Myiopsitta luchsi 1 0
Mnicha gérska
Nymphicus hollandicus 9 0
Nimfa
Orthopsittaca manilata 2 0
Ara zottolica
Pionites melanocephala 2 0
Barwinka czarnogtowa
Platycercus elegans 2 2
Rozella krolewska
Platycercus eximius 3 1
Rozella biatolica
Poicephalus robustus 3 1
Afrykanka zielonorzytna
Poicephalus senegalus 6 0
Afrykanka ognistobrzucha
Probosciger aterrimus 1 1
Zatobnica palmowa
Psephotus sp.
Swiergotki 1 1
Psittacula alexandri 2 2
Aleksandretta rézana
Psittacula cyanocephala 2 2
Aleksandretta Sliwogtowa
Psittacula debrina 1 0
Aleksandretta chifska
Psittacula eupatria 1 0
Aleksandretta wigksza
Psittacula krameri 15 8
Aleksandretta obrozna
Psittacus erithacus
Zako n 12
Trichoglossus haematodus 7 1
Lorysa gorska
Ogdtem 225 47
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rozdzielone zostalty metoda elektroforezy w 2% zelu aga-
rozowym. Zel barwiono roztworem bromku etydyny. Do
okreslenia wielkosci produktu amplifikacji uzyto dwoch
markeréw firmy Sigma (Step Ladder 50 bp, PCR 100 bp
Low Ladder Buffered aqueous solution). Kontrolg pozy-
tywna stanowito DNA cirkowirusa papug (PBFDV) otrzy-
mane od profesora G. M. Dorresteina z Uniwersytetu
w Utrechcie, Holandia.
Wyniki i omdwienie

Przeprowadzone badania wykazaly obecno§¢ DNA
wirusa PBFD u 47 sposrod 225 badanych papug, co
stanowi 20,9% (tab. 1, ryc. 1). U ptakéw klinicznie
zdrowych odsetek ten wynosit 21,9%, podobnie
u osobnikdéw z uszkodzonymi pidrami i zaburzeniami
w pierzeniu 20,8%, natomiast u papug padtych dostar-
czanych do badania sekcyjnego byt znacznie nizszy
i wynosit 8,7% (tab. 2). Analizujac wystepowanie za-
kazen PBFDV u papug w zalezno$ci od wielkosci ho-
dowli, z jakiej pochodzily, uzyskano nastgpujace wy-
niki. W hodowlach amatorskich odsetek zakazonych
papug wynosit 13,2% 1 byl znacznie nizszy w stosun-
ku do hodowli $rednich 1 duzych, gdzie zakazonych
osobnikow byto odpowiednio 20,7% 1 24,2%. W od-
niesieniu do samych hodowli stwierdzono 13,2% za-
kazonych matych hodowli, 40,0% $rednich 1 71,0%
duzych (tab. 3).

Przeanalizowano réowniez czestotliwosé
wystqpowania zakazen PBFDV w zalez-
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M K-K+1

2 3 4 5 6 7 8

Ryec. 1. Wyniki amplifikacji probek DNA izolowanego z piér
papug =

Objasnienia: M — marker PCR 100bp Low Ladder Buffered
aqueose solution; K(-) — kontrola ujemna; K(+) — kontrola do-
datnia; 1, 2, 3... — badane probki

Tab. 2. Wystepowanie zakazen PBFDV u papug w zaleznoS$ci
od stanu klinicznego, w jakim znajdowaly si¢ ptaki podczas
pobierania probek do badania

.. Liczba ptakow Liczba (%) ptakéw
stan kliniczny‘pagug badanych zakazonych
Kliniczne zdrowe 178 39 (21,9)
Uszkodzenia pior,
zaburzenia w pierzeniu = 2L
0sobniki martwe 23 2 (8,7)
Ogdtem 225 47 (20,9)

Tab. 3. Wystepowanie zakazen PBFDV u papug w zaleznoSci od wielkoSci
hodowli, z ktérej badane ptaki pochodzily

nosci od geograficznego pochodzenia papug.
U papug Nowego Swiata (Ameryka Pétoc-
na, Srodkowa i Potudniowa) odsetek zaka-
zonych ptakow wynosit 4,8%, a u gatunkow
wywodzacych si¢ ze Starego Swiata (Afry-
ka, Azja, Europa) wynosil 27,4%. Najwig-
cej, bo az 38,9%, byto zakazonych papug
australijskich (tab 4). Obserwacja ta po-
twierdza wezesniejsze publikacje roznych
autorow wskazujace na zdecydowanie mniej-
sza podatnoé¢ papug Nowego Swiata na za-
kazenie wirusem PBFD (3, 14).

Pomimo ze choroba dzioba i pior papug znana jest

Liczba Liczba (%) Liczba Liczba (%)
Wielko$¢ hodowli hodowli hodowli ptakéw ptakow

badanych zakazonych badanych zakazonych
Hodowle amatorskie
(1-3 osobniki) 68 9 (13,2) 68 9(13,2)
Hodowle mate
(4-10 osobnikow) 10 4 (40.,0) 29 6(20.7)
Hodowle profesjonalne
(nowyzej 10 osobnikw) 7 AL 120 31 (24,2)
Ogdtem 85 18 (21,2) 225 47 (20,9)

Tab. 4. Wystepowanie zakazenn PBFDV u papug w zalezno$ci

juz od ponad 35 lat, to w krajach europejskich nie pro-
wadzono badan dotyczacych czestotliwosci jej wyste-
powania u hodowanych papug. Pierwsze takie bada-
nia zostaty wykonane dopiero w latach 2000-2004 we
Witoszech 1 Niemczech (3, 16). Badania prowadzone
w Niemczech przez Rahaus 1 Wolffa (16) na 146 kli-
niczne zdrowych papugach wykazaty obecnos¢ cirko-
wirusa u 39,2%. Jest to blisko dwukrotnie wyzszy od-
setek ptakow zakazonych w porownaniu do wynikow
wlasnych. We Wtoszech odsetek zakazonych papug
okazat si¢ zdecydowanie nizszy i wyniost tylko 8,05%
przy przebadanej liczbie 1516 papug (3). Rozbieznosé
przedstawionych wynikdéw zwiazana jest najprawdo-
podobniej z wykorzystaniem roznego materiatu pobie-
ranego do badan. Badacze niemieccy, podobnie jak
w niniejszych badaniach, od papug pobierali pidra,

od ich geograficznego pochodzenia

Pochodzenie Liczba’l ;-t:;:g:: Li;::I?ﬁs/O)
LG badanych zakazonych

Papugi Nowego Swiata 11 83 4 (4,8)
Papugi Starego Swiata 9 106 29 (27,4)
Papugi Australii i Oceanii 13 36 14 (38,9)
0gétem 33 225 47 (20,9)

z ktorych izolowali DNA do dalszych analiz. Nato-
miast materialem, z ktérego izolowano DNA we Wto-
szech, byta krew papug. W zwiazku z réznicami
w metodyce badah wyniki te nie sa porownywalne.
Z kolei w badaniach amerykanskich, wykonanych
w latach dziewigédziesiatych XX wieku, do ktorych
uzywano DNA izolowanego z krwi papug, czgstotli-
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wos¢ zakazen wirusem PBFD wynosita 5% i zostata
uznana za bardzo wysoka. To sktonito autoréw do pro-
wadzenia monitoringu zakazen PBFDV, ktory wyka-
zal w kolejnych latach spadek liczby zakazonych pa-
pug. Po 5 latach od pierwszych badan odsetek papug
zakazonych cirkowirusem wynosit 3,5% (4).

W ostatnich latach choroba dzioba 1 pidr papug sta-
nowi coraz wigkszy problem w Afryce. Jak podaje
Heath i wsp. (6), w hodowlach papug w Potudniowej
Afryce kazdego roku z powodu PBFD ginie 10-20%
pisklat. Choroba ta w tej czes$ci Afryki wystepuje
endemiczne i1 spotykana jest coraz czgsciej u wolno
zyjacych gatunkow papug, zwlaszcza u Poicephalus
robustus 1 Agapornis nigrigenis. Papugi z tych hodowli,
jak rowniez odlawiane ze Srodowiska naturalnego,
w duzej czgsci trafiaja na rynek europejski i moga sta-
nowi¢ istotne ogniwo w tancuchu epizootycznym tej
jednostki chorobowe;.

Reasumujac, zastosowana technika PCR pozwolita
na wykrycie obecnosci DNA cirkowirusa w krajowej
populacji papug. Na tak wysoki odsetek zakazonych
wirusem PBFD papug w naszym kraju sktada si¢ wie-
le czynnikow. Za najwazniejszy nalezy uznac brak
dotychczasowych mozliwosci diagnostycznych, co
uniemozliwiato wykonywanie badan profilaktycznych,
a tym samym eliminowanie ptakéw zakazonych z ho-
dowli. Kolejnym czynnikiem odgrywajacym istotna
rolg¢ w rozprzestrzenianiu si¢ choréb zakaznych pa-
pug jest staba kontrola lub jej brak podczas importu
tych ptakow.
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