Infezioni da Circovirus nei volatili d’affezione:
approccio diagnostico clinico e molecolare

In questo lavoro, vengono riportate le espe-
rienze cliniche e di diagnostica di laboratorio
relative alle infezioni da Circovirus nei volatili
d’affezione. Nella maggior parte dei casi di infe-
zZione osservati, mancavano le tipiche lesioni al-
le penne classicamente descritte in caso di in-
fezione da Circovirus ed il piumaggio risultava
inalterato. Non sono state mai riscontrate inol-
tre lesioni a carico del becco. Al contrario, in
volatili privi di alterazioni del piumaggio ed in
cui Circovirus veniva ricercato per uno stato di
sospetta immunodepressione, in quanto si evi-
denziavano sintomi aspecifici come debolezza e
abbattimento ed una maggiore suscettibilita ad
infezioni secondarie di natura batterica o pa-
rassitaria, la percentuale di positivita all’'infezio-
ne risultava elevata. La diagnosi di laboratorio &
stata ottenuta mediante PCR, a partire da pen-
ne, feci o, nei soggetti deceduti, campioni d’or-
gano. Tra i campioni analizzati, le penne si sono
rivelate particolarmente utili ed attendibili a fi-
ni diagnostici permettendo agevolmente la dia-
gnosi in vivo, anche nei casi in cui le lesioni del
piumaggio erano completamente assenti. At-
tualmente, vista la mancata disponibilita di un
vaccino commerciale, il controllo dell’infezione
¢ affidato al monitoraggio dei volatili prima di
ogni spostamento ed introduzione in un nuovo
gruppo. Allo scopo, il test in PCR a partire dal-
le penne rappresenta un metodo non invasivo
per I'animale ma soprattutto efficace ed affida-
bile anche in assenza di alterazioni esteriori a
carico del piumaggio e del becco che inducano
a sospettare |'infezione.
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Circovirus & I'agente eziologico della Malattia del Becco e delle Penne
(Beak and Feather Disease), patologia immunodepressiva' caratteriz-
zata dalla comparsa di anomalie del piumaggio e del becco, che colpi-
sce pappagalli appartenenti a diverse specie. Negli ultimi anni l'infezio-
ne & stata segnalata anche in altri volatili come il canarino??, il Diaman-
te di Gould?, il piccione®®, e 'oca’. Tuttavia il quadro clinico indotto dal
virus in queste specie si discosta da quello classico e non & ancora ben
definito.

Nei pappagalli, in corso di infezione sul piumaggio si osserva distrofia
generalmente simmetrica delle penne che progredisce di muta in mu-
ta®. Le penne colpite possono risultare deviate, deformate, con riten-
zione della guaina cheratinica e piccole emorragie alla base. A carico
del becco possono manifestarsi deviazioni, allungamenti anomali e fe-
nomeni necrotici che spesso si estendono a coinvolgere la cavita buc-
cale’. Anche se riscontrate pill raramente rispetto a quelle del piumag-
gio, le lesioni del becco sono spesso talmente gravi da creare gravi dif-
ficolta nell’assunzione del cibo da indurre ad effettuare I'eutanasia del
soggetto colpito. L'infezione da Circovirus & stata evidenziata in piu di 60
specie appartenenti al'Ordine Psittaciformes'® ed & stata riportata in
diverse parti del mondo. Inizialmente segnalata in Australia'!, & stata
successivamente riscontrata in USA'%Z, Nuova Zelanda'>'4, Africa'>'¢,
Giappone!'’. Attualmente, si ritiene che I'infezione sia presente in tutti
i continenti. In Europa, studi epidemiologici indicano in Germania per-
centuali di infezione nei pappagalli esaminati pari al 39,2%'® mentre in
Italia pari all’8%'®. Probabilmente, tali dati potrebbero rappresentare
sottostime visto che nellattivita clinica pratica non sempre si ricorre
alla diagnostica di laboratorio e ad analisi mirate. Inoltre, I'infezione
non si manifesta costantemente con sintomi specifici e con I'intensita
delle lesioni descritte e pertanto potrebbe non essere sospettata du-
rante i tradizionali iter diagnostici. In questo lavoro vengono discussi, al-
la luce delle esperienze cliniche, i risultati delle ricerche di laboratorio
condotte su volatili sintomatici analizzati presso I'Unita di Patologia
Aviare del Dipartimento di Sanita Pubblica e Zootecnia della Facolta di
Medicina Veterinaria di Bari.

Nel corso dell’attivita clinica svolta su volatili d’affezione presso il Di-
partimento di Sanita Pubblica e Zootecnia, n. 28 volatili sono stati sot-
toposti a test diagnostici per BFDV (BFD Virus) per sospetta infezione

| risultati discussi in questo lavoro sono stati presentati al 50° Convegno Annuale della
Societa Italiana di Patologia Aviare (SIPA). Forli, 7-8 aprile 201 I.

“Articolo ricevuto dal Comitato di Redazione il 26/04/201 1 ed accettato per la pubbli-
cazione dopo revisione il 25/10/2012”.
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VISITE
CLINICHE

AUTOPSIE

Pappagalli
(Eta: 1-5 anni)

(Tabella I). Tra questi, 20 volatili erano giunti pres-
so il Dipartimento per esser sottoposti a visita cli-
nica, mentre 8 erano soggetti deceduti inviati per
indagini autoptiche.

| soggetti sottoposti a visita clinica erano tutti
pappagalli, appartenenti a specie diverse, di eta
compresa tra | e 2 anni di vita (solo un soggetto
aveva 5 anni), appartenevano a proprietari diver-
si, erano stati allevati in abitazioni diverse e non
avevano avuto contatti tra loro. La necessita di
una visita clinica e di approfondimenti di labora-
torio derivava o dalla comparsa di anomalie del
piumaggio compatibili con infezione da Circovirus
o da una sospetta immunodepressione in quanto,
pur in assenza di lesioni al piumaggio, alcuni vola-
tili presentavano un’anamnesi di patologie ricor-
renti o stati di malessere frequenti (Tabella I).In
nessun caso venivano osservate anomalie a cari-
co del becco.

Tra i soggetti sottoposti ad autopsie, 5 erano pap-
pagalli cenerini, deceduti ad un’eta inferiore a 6
mesi di vita, erano appartenuti a distinti proprieta-
ri e presentavano tutti la stessa anamnesi: acqui-
stati a qualche mese di vita in fase di svezzamen-
to, erano stati allevati allo stecco, ciascuno dal suo
nuovo proprietario, e dopo un periodo di males-
sere erano deceduti.

Specie

Conuro del sole (Aratinga solstitialis)
Pappagallino ondulato (Melopsittacus undulatus)
Inseparabile a collo rosa (Agapornis roseicollis)

Rosella comune (Platycercus eximius)
Amazzone Fronte Azzurra (Amazona aestiva)

Parrocchetto monaco (Myiopsitta monachus)
Ara spalle rosse (Diopsittaca nobilis)
Ara ali verdi (Ara chloroptera)
Cacatua bianco (Cacatua alba)
Cenerino (Psittacus erithacus)
Ecletto (Eclectus roratus)
Pappagallo corona bianca (Pionus senilis)

Totale visite cliniche

Pappagalli
(Eta: <6 mesi) Cenerino (Psittacus erithacus)
Altri volatili . . .
(1 anno) Canarino (Serinus canaria)

Totale autopsie
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Pappagalli con anomalie

| canarini, dell’eta di circa | anno, provenivano in-
vece da un allevamento in cui era stata osservata
la comparsa di mortalita senza la presenza di una
sintomatologia ben precisa, ma solo dopo osser-
vazione di sintomi aspecifici e pertanto comuni a
numerose patologie (arruffamento delle penne,
sonnolenza, minore assunzione di mangime, feci di
consistenza ridotta).

La ricerca di Circovirus ¢ stata effettuata in PCR. Per
i soggetti sottoposti a visita clinica, sono state uti-
lizzate le penne prelevate direttamente dall’animale
al momento della visita. Inoltre, in 4 di questi vola-
tili, contestualmente alle penne sono state analizza-
te anche le feci. Per quanto riguarda gli animali de-
ceduti e sottoposti ad autopsia, oltre alle penne so-
no stati analizzati campioni di milza, fegato, conte-
nuto intestinale. In un cenerino veniva contestual-
mente analizzata la Borsa di Fabrizio. Da tutti i cam-
pioni, I'estrazione di DNA virale & stata eseguita
mediante DNeasy® Blood and Tissue kit (Qiagen,
Milano, Italia). Il DNA estratto & stato utilizzato per
le reazioni di PCR adottando due diverse coppie di
primer, BFDV2f (AACCCTACAGACGGCGAG-3)

Pappagalli con sospetta
immunodepressione privi

el plUmaEEI di anomalie del piumaggio
N° positivi N° positivi
(N° analizzati) (N° analizzati)
- (1)
- (1)
- 303)
- 12)
1 (2) -
0(2) -
- 0 (1)
0 (1) -
- 1(Q2)
- 303)
0 (1) -
0(1) -
1(7) 10 (13)
- 50
- 303)
- 8(8)




- BFDV4r (5-GTCACAGTCCTCCTTGTACC-
3)® e DCiVf (5-TTCACCTAAYAAYCCT-3’)
DCiVr (5-CCRTSATATCCATCCCACCA-3)? al
fine di amplificare una porzione piti ampia del geno-
ma virale per ulteriori approfondimenti biomoleco-
lari condotti, in via preliminare, su 12 virus come
specificato nella Tabella I.

Tutti i campioni risultati positivi mostravano gli
ampliconi attesi con entrambe le coppie di primer
utilizzate (Foto ). Tra gli esemplari sottoposti a
visita clinica ed analizzati per BFDV é stata eviden-
ziata la presenza di Circovirus nel 55% dei casi ana-
lizzati (11 volatili su 20). In due dei quattro volati-
li positivi in cui contestualmente venivano analiz-
zate due diverse tipologie di campione (penne e
feci), il virus veniva evidenziato nelle penne men-
tre le feci risultavano negative.

Tra i soggetti analizzati per anomalie del piumag-
gio (Foto 2) compatibili con la malattia del becco
e delle penne soltanto un soggetto ¢ risultato po-
sitivo (Tabella |). Al contrario, nei pappagalli privi
di lesioni alle penne ma in cui il virus veniva ricer-
cato per sospetta immunodepressione per il sus-
seguirsi nel tempo di problemi e patologie ricor-
renti di varia eziologia, Circovirus veniva riscontra-
to in ben 10 soggetti su |3 analizzati (76,9%).
Tutti i campioni d’organo prelevati dai cenerini
sottoposti a necroscopia sono risultati fortemen-
te positivi. In tali soggetti venivano inoltre eviden-
zZiate lesioni legate a contemporanee patologie
frequentemente condizionate da stati immunode-
pressivi: in un caso, infatti, erano presenti gravi le-
sioni da Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) a livel-
lo dei sacchi aerei (Foto 3);in un altro esemplare
veniva riscontrata una grave enterite, a tratti
emorragica, indotta da una massiva infestazione di
coccidi; in un altro veniva diagnosticata, mediante
biologia molecolare, una concomitante infezione
da Polyomavirus; in un altro ancora venivano evi-
denziate lesioni extraintestinali multiple, tra cui
una grave aerosacculite (Foto 4), indotte da
Escherichia coli (E. coli).

La PCR eseguita sui campioni prelevati dai canari-
ni deceduti ha confermato la presenza Circovirus
(Foto I).

Dalle analisi di sequenza (Figura 1) condotte sulla
base del gene rep, risultava che tutte le sequenze
provenienti dai cenerini si inserivano in un unico
cluster e risultavano strettamente correlate tra lo-
ro ad eccezione di IT60 che, pur provenendo da
un cenerino, si inseriva su un ramo differente del-
lalbero filogenetico e risultava piu strettamente
affine alla sequenza IT24 corrispondente al virus
identificato in un cacatua. Le restanti sequenze (Fi-
gura |) si inserivano a loro volta su rami differen-
ti dell’albero.

Tra i pappagalli analizzati per anomalie del piumag-
gio compatibili con la malattia del becco e delle

penne soltanto un soggetto € risultato positivo.
Tale dato evidenzia I'importanza di un’attenta dia-

3a - BFDV primers (717 bp) 3b - DCiV primers (550 bp)

Legenda - 3a: colonna I: controllo negativo; colonne 2 e 3: campioni da
pappagalli; colonna 4: campione da canarino; colonna 5: controllo positivo.
3b: colonna I: controllo positivo; colonne 2 e 3: campioni da pappagalli;
colonna 4: campione da canarino; colonna 5: controllo negativo.

FOTO | - PCR per Circovirus con primers BFDV e DCiV.

FOTO 2 - Alcune alterazioni delle penne riscontrate in corso di infezione da
Circovirus.
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FOTO 3 - Lesioni da Aspergillus fumigatus a livello dei sacchi aerei in cenerino de-
ceduto in corso di infezione da Circovirus.

FOTO 4 - Grave aerosacculite da Escherichia coli in un cenerino deceduto in cor-
so di infezione da Circovirus.

gnosi differenziale tra la malattia del becco e delle
penne ed altre patologie, di natura infettiva e non,
che possono creare disordini del piumaggio simili
o sovrapponibili, quali squilibri nutrizionali, disor-
dini epatici o patologie comportamentali con au-
totraumatismo del piumaggio. In molti dei casi cli-
nici con assenza di infezione da BFDV, infatti, la
correzione di alcuni tra questi fattori ha compor-
tato successivamente la risoluzione dei problemi
di piumaggio osservati.

Al contrario, nei pappagalli privi di lesioni alle pen-
ne ma che avevano manifestato nel tempo proble-
mi clinici e patologie ricorrenti, il virus veniva ri-
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scontrato nel 76,9% dei casi analizzati, evidenzian-
do che BFDV era alla base dello stato di immuno-
depressione che comprometteva lo stato di salu-
te degli animali esponendoli a stati patologici fre-
quenti. Pertanto linfezione, pit spesso di quanto
ritenuto, si manifesta in maniera subdola senza la
comparsa di manifestazioni esteriori che inducano
a sospettarla.

| risultati ed il numero di canarini analizzati non
sono sufficienti a poter attribuire la mortalita re-
gistrata nell’allevamento di canarini a Circovirus.
Per quanto piu rara, I'infezione da Circovirus ¢ sta-
ta, negli ultimi anni, riscontrata in questa specie?>.
Tuttavia, I'evoluzione clinica e le ripercussioni pa-
tologiche non sono ancora ben note e definite in
questa specie.

La tipologia di campione da utilizzare per una cor-
retta diagnosi € di estrema importanza. Dalle
esperienze cliniche e di laboratorio riportate, la
penna risulterebbe un campione idoneo ed estre-
mamente utile ai fini diagnostici, permettendo fa-
cilmente la diagnosi in vivo senza la necessita di ri-
correre a prelievi ematici sicuramente piu stres-
santi per il volatile. Inoltre I'analisi delle penne &
risultata attendibile ed idonea anche nei diversi
casi in cui mancavano anomalie del piumaggio,
confermando che la localizzazione del virus a livel-
lo dei follicoli delle penne & massiva anche in as-
senza di alterazioni esteriori.

In 4 soggetti sottoposti a visita clinica e risultati
positivi a BFDV a livello delle penne, in cui con-
temporaneamente a queste sono state testate an-
che le feci, queste ultime sono risultate positive
solo in due casi.

Nonostante il virus si localizzi e replichi anche a
livello intestinale, la sua eliminazione attraverso
le feci & probabilmente incostante e meno cospi-
cua, rendendo questo campione meno attendibi-
le a fini diagnostici. Le feci, inoltre, rappresentano
una tipologia di campione che piu facilmente, ri-
spetto alla penna, consente la formazione di
aspecifici che rendono meno agevole la diagnosi
mediante PCR.

La positivita al virus dei campioni d’organo prele-
vati dai cenerini deceduti sottoposti a necroscopia
era alla base dello stato di immunodepressione
sofferto dai soggetti, giustificando la presenza di
quadri anatomopatologici, confermati dalle specifi-
che indagini di laboratorio, tipici di patologie fre-
quentemente condizionate da stati immunode-
pressivi (infestazioni da coccidi, infezioni da Polyo-
mavirus e da E. coli), non sempre frequentemente
evidenziabili in soggetti cosi giovani (infestazioni
da A. fumigatus).

La diversa eta dei pappagalli deceduti (pochi me-
si di vita) rispetto all’eta media dei soggetti giun-
ti presso il Dipartimento per la visita clinica
(qualche anno) confermerebbe la gravita delle in-
fezioni da Circovirus in volatili molto giovani. In ta-
li soggetti, infatti, organi quali la Borsa di Fabrizio




e il timo, di fondamentale importanza per la ri-
sposta immunitaria, sono in pieno sviluppo men-
tre vanno incontro ad atrofia e regressione con
la crescita dell’animale. Pertanto nelle infezioni
precoci il virus, che ha uno spiccato tropismo per
i tessuti linfoidi, trova la possibilita di replicare
massivamente compromettendo in maniera piu
pesante la risposta immunitaria dell’organismo
ed inducendo stati patologici con un piu elevato
tasso di mortalita.

Nelle infezioni piu tardive il soggetto colpito, sia
pur compromesso ed esposto ad infezioni di di-
versa natura rispetto a soggetti sani, spesso riesce
a sopravvivere per un periodo di tempo anche
molto piu lungo.

La stretta correlazione osservata geneticamente
tra la maggior parte delle sequenze corrisponden-
ti ai virus identificati nei cenerini, ad eccezione di
IT60, fa ritenere che possa esservi stata un’origine
comune dell’'infezione in tali soggetti: i cenerini,
pur avendo provenienze differenti (risiedevano in
citta diverse ed erano stati acquistati da punti ven-
dita differenti), avevano un punto cruciale in co-
mune, rappresentato dallo stesso centro di incu-
bazione e svezzamento prima del passaggio al ri-
venditore locale. E pertanto ipotizzabile che I'infe-
zZione sia stata da essi contratta molto precoce-
mente e manifestata poi nei mesi successivi, con-
siderati i tempi di incubazione piuttosto lunghi di
questa patologia. IT60 corrispondeva invece ad un
cenerino nato in un differente centro di alleva-
mento. Tale riscontro mette in luce I'importanza
di adottare adeguati piani di profilassi nei confron-
ti di quest’infezione gia nei centri di riproduzione
dei pappagalli.

Pertanto vista la circolazione di Circovirus sul ter-
ritorio non solo tra i pappagalli ma anche tra al-
tri volatili d’affezione e considerato che i sogget-
ti infetti eliminano massivamente il virus, peral-
tro molto resistente nell’ambiente, attraverso la
desquamazione cutanea, il controllo di quest’in-
fezione diventa un punto di fondamentale impor-
tanza. La mancata disponibilita di un vaccino
commerciale crea la necessita, attualmente, di
basare la prevenzione principalmente sulle nor-
me di profilassi igienico-sanitaria, sulla quarante-
na e sul controllo dei soggetti di nuova introdu-
zione, soprattutto se destinati alla riproduzione.
A tale scopo, il test in PCR a partire dalle penne
sembra rappresentare un metodo affidabile per
identificare gli individui infetti, anche in assenza
di manifestazioni cliniche tipiche della PBFD, e al-
lo stesso tempo risulta pratico e non invasivo
per I'animale.
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FIGURA | - Albero filogenetico costruito sulla base delle sequenze nucleotidiche

del gene rep di Circovirus identificati in pappagalli.

Circovirus, volatili d’affezione, diagnosi, PCR.

Circovirus infection in pet birds:
clinical and molecular approach
in diagnosis

In this study, we report our clinical and laborato-
ry experiences about Circovirus infection in pet
birds. In the most cases, typical changes in feathers
have not been observed. Lesions of the beak we-
re never present. On the contrary, the rate of po-
sitivity was particularly high in birds without fea-
thers disorders but often susceptible to bacterial
and parasitic secondary infection probably due to
immunodeficiency. PCR has been used for the la-
boratory diagnosis. In particular, feathers and fae-
ces were collected from alive birds and organ
samples from died. Feathers resulted particularly
useful and efficient even in the several cases with
lacking of feather disorders. Considering the lack
of a commercial vaccine, at the moment the con-
trol of the infection relies on the test of birds be-
fore every new introduction in aviary. To this aim,
the PCR analyses from feathers represent a useful
and reliable method for diagnosis even in absence
of beak and feather disorders.

Circovirus, pet birds, diagnosis, PCR.
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