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Clinical cases of psittacine beak and feather disease virus in budgerigars in Poland

Summary

Psittacine beak and feather disease (PBFD) is the most common viral disease of captive and wild
psittaciformes globally. To our knowledge, this is the first case of PBFD in budgerigars in Poland with
complete histopathological and molecular diagnosis. In 2008-2009 three aviaries with 15-46 breeding pairs
were investigated. It was observed that in 30.6-48.8% young chicks infected by PBFDV progressive feather
malformation occurs, especially in remiges and rectrices. The developing feathers were shorter, with the
calamus having a very characteristic ,,hour-glass” shape, with the rachis beyond this point being dried out
and lifeless.

All seventy-four birds were divided into three groups; one group containing adult birds, the second one
young budgerigar (28-35 days old) without changes in their feathers, and the last one containing young birds
with feather malformation. The presence of the PBFDV and APV in the feathers were evaluated using PCR
methods. In addition to this, malformed feathers were subjected to histopathological investigation.

The results of PCR assay have shown that 90.9% of adult birds and 100% young chicks were positive to
PBFDV whereas none of them was positive to APV. Histopathological changes included, among others, the
occurrence of typical, basophilic nuclear and cytoplasmatic inclusions in the epithelium of feathers in 18 cases

(75.0%).
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Papuzka falista (Melopisttacus undulatus) to bez
watpienia najpopularniejszy gatunek sposrod papugo-
wych (Psittaciformes) hodowanych przez ludzi. Jej oj-
czyzna jest Australia, gdzie gatunek ten wystepuje gtow-
nie w potudniowo-wschodniej i potudniowo-zachod-
niej czesci kontynentu. Zamieszkuje rowniny porosnigte
trawa, Zywi si¢ nasionami 1 bytuje przewaznie w stadach,
ztozonych z 20-100 sztuk. W okresie migracji stada
moga liczy¢ nawet po kilka tysigcy osobnikoéw (7).

Pierwsza pare tych ptakow do Europy przywiozt
z Australii znany ornitolog John Gould w latach 40.
XIX wieku. Papuzki faliste dobrze znosity aklimatyza-
cje 1 dos¢ szybko zaczgto je rozmnaza¢ w warunkach
hodowlanych, wtedy tez pojawily si¢ rozne mutacje
barwne, ktore dodatkowo zwigkszyly atrakcyjnosc ho-
dowli tych ptakow. Obecnie papuzki faliste mozna spot-
ka¢ praktycznie w kazdym sklepie zoologicznym, a lu-
dzie ciagle chgtnie je kupuja. To sprawia, ze wiele os6b
zajmuje si¢ hodowla tych ptakow na wielka skalg w celu
zaopatrywania sklepéw zoologicznych.

Choroba dzioba i pidr papug (Psittacine Beak and
Feather Disease — PBFD) jest zakazna 1 zarazliwa cho-
roba papug wywotywana przez Psittacine Beak and

Feather Disease Virus — PBFDV nalezacy do rodzaju
Circovirus 1 rodziny Circoviridae. Do rodziny tej naleza
rowniez inne ptasie cirkowirusy, takie jak: cirkowirus
golebi (Pigeon circovius — PiCV), cirkowirus gegsi (Goose
circovirus — GCV), cirkowirus kanarkow (Canary cir-
covirus — CaCV) oraz wirus zakaznej anemii kurczat
(Chicken Anaemia Virus — CAV), z tym, ze ten ostatni
nalezy do rodzaju Gyrovirus (1,4, 8,9, 11, 19). Genom
wirusa PBFD zbudowany jest z pojedynczej, kolistej
nici DNA, otoczonej kulistym kapsydem o $rednicy 14-
-21 nm. Zaliczany jest do najmniejszych patogennych
wirusOw. Zawiera on dwie gtowne otwarte ramki od-
czytu ORF 11ORF 2, ktére koduja, odpowiednio, bial-
ko zawiazane z replikacja (Rep) 1 biatko kapsydu (CP)
(1, 5, 9). Sa to najbardziej konserwatywne regiony
w genomie PBFDV stwierdzane we wszystkich izola-
tach tego wirusa i wykorzystywane w diagnostyce mo-
lekularnej (10, 20).

Pierwsze przypadki choroby dzioba i1 pidr papug
zostaly stwierdzone i udokumentowane na poczatku
lat 70. ubieglego wieku u réznych gatunkoéw kakadu
w Australii. W latach 80. XX wieku choroba ta zostata
uznana za najbardziej znaczaca infekcjg u papugowych
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1 byla stwierdzana juz w wielu hodowlach na calym
swiecie (2, 3, 5, 14, 16-18). W Polsce, jak wynika
z badan przeprowadzonych w latach 2006-2009, w kt6-
rych lacznie zbadano 751 klinicznie zdrowych papug
z 59 gatunkoéw, wirusa PBFD stwierdzono u 25,3%
(12, 13).

Niniejsze opracowanie dotyczy pierwszych w Polsce
klinicznych przypadkéw choroby dzioba i pior papug
u papuzek falistych, ktore zostaly w petni zdiagnozo-
wane 1 potwierdzone badaniami histopatologicznymi
oraz molekularnymi.

Materiat i metody

W 2008 r. zgtosito si¢ do Ambulatorium dla Zwierzat przy
Katedrze Epizootiologii z Klinika Ptakow i Zwierzat Egzo-
tycznych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UP we Wro-
ctawiu 3 hodowcow papuzek falistych, ktorzy obserwowali
umtodych ptakdw roznie nasilone zmiany w upierzeniu. Zmia-
ny dotyczyly przede wszystkim pior diugich, lotek 1 stero-
wek. Wyrastajace piora byty krotsze, dudka posiadata cha-
rakterystyczne przewezenie w ksztalcie klepsydry, a stosina
znajdujaca si¢ powyzej tego przewezenia ulegata wyschnig-
ciu 1 obumarciu. W mieszku piora pozostawala tylko znie-
ksztatcona dudka. Papugi takie bardzo stabo fruwaty badz
w ogole nie mialy zdolnosci do lotu. W kazdym lggu od po-
szczeg6lnych par znajdowaly si¢ zardwno osobniki z uszko-
dzonymi pidrami, jak réwniez w pelni opierzone, jednak
z biegiem czasu procentowy udziat chorych papuzek wzra-
stat. Objawy kliniczne charakteryzujace si¢ ubytkami w upie-
rzeniu nasuwaty podejrzenie choroby francuskiego pierzenia
papuzek falistych wywotywanego przez polyomawirus (Avian
polyomavirus — APV).

Badania przeprowadzono w latach 2008-2009, obj¢to nimi
3 obiekty hodowlane (hodowla nr 1, 2, 3), w ktorych utrzy-
mywano od 15 do 46 par legowych papuzek falistych (tab. 1).
Poszczegolne hodowle miescity si¢ w pomieszczeniach zam-
knigtych, w ktorych klatki z pojedynczymi parami ptakow
umieszczone byty na regatach. Warunki zoohigieniczne po-
mieszczen byly zréznicowane, wszystkie posiadaly wentyla-
cje grawitacyjna, oswietlenie naturalne 1 dodatkowo oswiet-
lenie sztuczne. Papugi karmione byty mieszankami przezna-
czonymi dla matych papug z dodatkami owocow 1 warzyw,
a podczas legow dodatkowo dostawaty pokarm jajeczny.

Papuzki faliste w monitorowanych hodowlach przystepo-
waty do legow w ciagu catego roku, kazda para wyprowadza-
ta w roku od 4 do 6 lggow. Okreslano liczbe odchowanych
pisklat w wieku 28-35 dni oraz odsetek papuzek klinicznie
zdrowych 1 z zaburzeniami w upierzeniu (czgsciowy lub zu-
pehy brak lotek i sterowek).

Do badan laboratoryjnych pobrano materiat od 74 papug,
ktére podzielono na trzy grupy: ptaki doroste (pary lggowe),
papugi mtode (28-35 dni) kompletnie opierzone i papugi mtode
z zaburzeniami w rozwoju pior. Od papug dorostych i mto-
dych, klinicznie zdrowych pobierano pidra (8-10 szt.) z oko-
licy mostka i podbrzusza, od mtodych z zaburzeniami w pie-
rzeniu pobierano piora uszkodzone i nierozwinigte (lotki i ste-
rowki). Z wszystkich pior izolowano DNA, przy czym z pior
uszkodzonych dodatkowo wykonywano preparaty histopato-
logiczne.

Izolacje DNA wykonywano przy uzyciu kolumienek Ge-
nomic DNA Prep Plus® (A&A Biotechnology, Gdynia) zgod-
nie z technologia podang przez producenta. Uzyskane DNA
wykorzystano jako matryce w reakcji PCR.
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Badanie PCR w kierunku PBFDYV. Do reakcji uzyto pary
starterow: P, —5’-AAC CCT ACA GAC GGC GAG-3’ (182-
-199) oraz P, — 5°-GTC ACA GTC CTC CTT GTA CC-3’
(879-898) zaprojektowanych dla sekwencji ORF 1 wirusa
PBFD (20). Reakcje PCR prowadzono w MJ Mini Personal
Thermal Cycler BioRad w objetosci 25 pl. Mieszanina reak-
cyjna zawierala: 100 ng matrycowego DNA (z pidr), 2,5 ul
buforu do PCR (10x REDTaq PCR Reaction Buffer, Sigma),
1 U polimerazy REDTaq DNA (Sigma), 200 uM mieszaniny
dNTP (Sigma) oraz po 25 pmol kazdego z primerow. Ampli-
fikacje prowadzono w nastepujacych warunkach: denatura-
cjawstepna 96°C przez 5 min., nastgpnie 32 cykle (96°C 30 s.,
60°C 30 s., 72°C 90 s.), elongacja koncowa w 72°C przez
5 min.

Badanie PCR w kierunku APV. Do reakcji uzyto pary
starteréw: 5°-CAA GCA TAT GTC CCT TTA TCC C-3’
(4303-4324) oraz 5’-CTG TTT AAG GCC TTC CAA GAT
G-37 (4,612-4,591) opracowanej przez Johne and Miillera (6).
Reakcje PCR prowadzono w MJ Mini Personal Thermal Cyc-
ler BioRad w objetosci 25 ul. Mieszanina reakcyjna zawiera-
ta: 100 ng matrycowego DNA (z pior), 2,5 pl buforu do PCR
(10x REDTaq PCR Reaction Buffer, Sigma), 1 U polimerazy
REDTaq DNA (Sigma), 200 uM mieszaniny dNTP (Sigma)
1 po 25 pmol kazdego z primeréw. Amplifikacj¢ prowadzono
w nastepujacych warunkach: denaturacja wstgpna 95°C przez
5 min., nast¢pnie 35 cykli (94°C 30's., 60°C 30s., 72°C 30 s.),
elongacja koncowa w 72°C przez 10 min.

Produkty amplifikacji rozdzielone zostaly metoda elektro-
forezy w 2% zelu agarozowym. Zel barwiono roztworem
bromku etydyny. Do okreslenia wielkosci produktu amplifi-
kacji uzyto dwoch markeréow firmy Sigma (Step Ladder 50 bp,
PCR 100 bp Low Ladder Buffered aqueous solution).

Piora do badan histopatologicznych utrwalono w 10% zbu-
forowanej formalinie, zatopiono w parafinowe bloczki, kro-
jono na skrawki o grubosci 5 pm i barwiono standardowo
hematoksylina i eozyna.

Wyniki i oméwienie

Ptaki doroste z par rodzicielskich posiadaty prawid-
towe w petni rozwinigte piora, jak rowniez nie wyka-
zywaty zadnych klinicznych objawoéw chorobowych.
Mtode osobniki opuszczajace budki lggowe byty zy-
wotne, zachowywaty si¢ normalnie, przy czym u 30,6%
do 48,8% wystepowaly zaburzenia w rozwoju lotek
1 sterowek (tab. 1). Papugi z uszkodzonymi pidrami
w wigkszosci przypadkéw byly niezdolne do lotu.
W monitorowanych hodowlach nie obserwowano pod-
wyzszonej Smiertelnosci wsrdd pisklat. Przeprowadzone
badania molekularne nie wykazaty obecnosci DNA
ptasiego polyomawirusa (Avian polyomavirus — APV)
wywolujacego francuskie pierzenie papuzek falistych

Tab. 1. Liczba par legowych oraz mlodych papuzek falistych
w poszczegolnych hodowlach i wystegpowanie zaburzen w roz-
woju pior

Sezon Liczba | Liczba uzyskanych | Liczba (%) ptakéw
Hodowla legow par miodych w wieku z zaburzeniami
egowy legowych 28-35 dni W upierzeniu
1 2008 15 307 94 (30,6)
2 2008 22 454 142 (31,3)
3 2008 46 934 456 (48,8)
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Tab. 2. Wystepowanie APV, PBFDV oraz zmian histopato-
logicznych w poszczegdélnych grupach badanych papuzek
falistych

Ptaki doroste 22 0 20 (90,9) nb*
Mtode, klinicznie .
2drowe 28 0 28 (100,0) nb
Mtode, zaburzenia 24 0 24 (100,0) 18 (75,0)

w upierzeniu

. -

Ryec. 1. Bazofilne wewnatrzcytoplazmatyczne ciatko wtretowe
w obrebie nablonka zmienionej dudki piéra papuzki falistej

w zadnej z badanych prob. Potwierdzono natomiast
obecnos¢ wirusa PBFD u 20 sposrod 22 badanych do-
rostych papug, co stanowi 90,9% oraz u 100% mto-
dych osobnikéw. W badaniach histopatologicznych
stwierdzono u 18 spos$rod 24 badanych ptakow typowe
bazofilne wewnatrzjadrowe i wewnatrzcytoplazmatycz-
ne ciatka wtregtowe w obrebie nabtonka zmienionych
pidr (tab. 2, ryc. 1).

Z powyzszych badan wynika, ze w wigkszo$ci przy-
padkow doroste papuzki faliste w badanych hodowlach
byty nosicielami i siewcami wirusa PBFD. Potomstwo
takich ptakow ulegalo w 100% zakazeniu. Jednak
posta¢ kliniczna choroby rozwingla si¢ maksymalnie
u 48,8% ptakow. Przebieg obserwowanego PBFD u pa-
puzek byt fagodny 1 charakteryzowat si¢ jedynie zabu-
rzeniami w rozwoju lotek 1 sterowek. Ptaki, u ktorych
rozwingta si¢ bezobjawowa posta¢ PBFD, stanowia re-
alne zagrozenie dla nowych wtascicieli, ktorzy wpro-
wadza je do swoich hodowli. Dziatanie immunosupre-
syjne wirusa PBFD moze doprowadzi¢ do wtdrnych
infekcji wirusowych, bakteryjnych i grzybiczych. Ra-
mis 1 wsp. (15) opisali jednoczesne zakazenie papuzek
falistych wirusem PBFD 1 APV, ktore charakteryzowa-
lo si¢ wysoka $miertelnoscia. W badaniach tych ptaki
doroste, podobnie jak w badaniach wtasnych, byty bez-
objawowymi nosicielami, a osobniki mtode ulegaty
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w 100% zakazeniu. Jednak jednoczesne wystapienie wi-
rusa PBFD i APV spowodowato §mier¢ 85% pisklat do
2. tygodnia zycia. U pozostalych wystgpowata biegun-
ka i zaburzenia w rozwoju pior (lotek i sterowek) i w
dalszym ciagu wystepowala podwyzszona §miertelnosc,
ktora doprowadzita pomigdzy 5. a 10. tygodniem zycia
do 30% upadkow (15).

Reasumujac, PBFD u papuzek falistych objawia sig
przede wszystkim zaburzeniami w rozwoju lotek 1 ste-
rowek. Kolejnym dziataniem wirusa PBFD jest uszka-
dzanie uktadu immunologicznego, co moze doprowa-
dzi¢ do wtornych infekcji, a te z kolei moga powodo-

wac bardzo wysoka $miertelnos¢.
PiSmiennictwo

1.Bassami M. R., Berryman D., Wilcox G. E., Raidal S. R.: Psittacine beak and
feather disease virus nucleotide sequence analysis and its relationship to porcine
circovirus, plant circoviruses and chicken anaemia virus. Virology 1998, 249,
453-459.

2.Bert E., Tomassone L., Peccati C., Navarrete M. G., Sola S. C.: Detection of
beak and feather disease virus (BFDV) and avian polyomavirus (APV) DNA in
psittacine birds in Italy. J. Vet. Med. B 2005, 52, 64-68.

3.Dahlhausen M. S., Radabaugh M. S.: Update on Psittacine beak and feather
disease and avian polyomavirus — epidemiology and diagnostics. Proc. MASAAV
Conference 1997, s. 51-57.

4. Hattermann K., Soike D., Grund C., Mankertz A.: A method to diagnose Pigeon
circovirus infection in vivo. J. Virol. Meth. 2002, 104, 55-58.

5.Heath L., Martin D. P., Warburton L., Perrin M., Horsfield W., Kingsley Ch.,
Rybicki E. P, Williamson A. L.: Evidence of unique genotypes of beak and
feather disease virus in South Africa. J. Virol. 2004, 78, 9277-9284.

6.Johne R., Miiller H.: Avian polyomavirus in wild birds: genome analysis of iso-
lates from Falconiformes and Psittaciformes. Arch. Virol. 1998, 143, 1501-1512.

7.Juniper T., Parr M.: Parrots. A guide to parrots of the world. Yale University
Press, New Haven and London 2003.

8.Mankertz A., Hattermann K., Ehlers B., Soike D.: Cloning and sequencing of
columbid circovirus (CoCV), a new circovirus from pigeons. Arch. Virol. 2000,
145, 2469-2479.

9.Niagro F. D., Forsthoefel A. N., Lawther R. P, Kamalanathan L., Ritchie B. W.,
Latimer K. S., Lukert P. D.: Beak and feather disease virus and porcine circo-
virus genomes: intermediates between the geminiviruses and plant circoviruses.
Arch. Virol. 1998, 143, 1723-1744.

10.Ogawa H., Yamaguchi T, Fukushi H.: Duplex shuttle PCR for differential dia-
gnosis of budgerigar fledgling disease and psittacine beak and feather disease.
Microbiol. Immunol. 2005, 49, 227-237.

11. Phenix K. V., Weston J. H., Ypelaar I., Lavazza A., Smyth J. A., Todd D.,
Wilcox G. E., Raidal S. R.: Nucleotide sequence analysis of a novel circovirus
of canaries and relationship to other members of the genus Circovirus of the
family Circoviridae. J. Gen. Virol. 2001, 82, 2805-2809.

12. Piasecki T., Wieliczko A.: Detection of Beak and Feather Disease Virus (BFDV)
and Avian Polyomavirus (APV) DNA in Psittacine Birds in Poland. Bull. Vet.
Inst. Pulawy 2010, 54, 141-146.

13. Piasecki T., Wieliczko A., Kuczkowski M.: Zakazenia wirusem choroby dzioba
i pior papug w Polsce. Medycyna Wet. 2007, 63, 1220-1223.

14.Rahaus M., Wolff M.: Psittacine beak and feather disease: a first survey of the
distribution of beak and feather disease virus inside the population of captive
psittacine birds in Germany. J. Vet. Med. B 2003, 50, 368-371.

15.Ramis A., Latimer K. S., Gibert X., Campagonoli R.: A concurrent outbreak of
psittacine beak and feather disease virus, and avian polyomavirus infection in
budgerigars (Melopsittacus undulatus). Avian Pathol. 1998, 27, 43-50.

16. Ritchie B. W., Carter K.: Avian Viruses: Function and Control. Wingers Publi-
shing, Inc., Lake Worth, Florida 1995, s. 223-252.

17. Ritchie P. A., Anderson I. L., Lambert D. M.: Evidence of specificity of psittacine
beak and feather disease viruses among avian hosts. Virology 2003, 306, 109-
-115.

18.Sanada Y., Sanada N., Kubo M.: Electron microskopical observations of psitta-
cine beak and feather disease in an umbrella cockatoo (Cocatua alba). J. Vet.
Med. Sci. 1999, 61, 1063-1065.

19.Shivaprasad H. L., Hill D., Todd D., Smyth J. A.: Circovirus infection in
a Gouldian finch (Chloebia gouldiae), Avian Pathol. 2004, 33, 525-529.

20. Ypelaar 1., Bassami M. R., Wilcox G. E., Raidal S. R.: A universal polymerase
chain reaction for the detection of psittacine beak and feather disease virus. Vet.
Microbiol. 1999, 68, 141-148.

Adres autora: dr Tomasz Piasecki, Pl. Grunwaldzki 45, 50-366 Wroclaw;
e-mail: tomasz.piasecki@up.wroc.pl



