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Summary
In this study, the possibility of the vertical transmission of Circovirus was investigated 
in a fl ock of infected Gouldian fi nches. The detected virus was previously classifi ed 
as a BFDV strain by sequence analysis. Eggs were collected in the fl ock for three 
subsequent reproductive seasons. The DNA virus was found in the eggs only in the 
fi rst reproductive season. 24,39 % of the tested eggs resulted positive. Circovirus 
DNA was detected in yolk while all samples of glair tested negative. The fi ndings 
strongly suggest that the vertical transmission of circovirus is possible. Nevertheless, 
it seems to occur only in the fi rst year of the outbreak.

INTRODUZIONE 
La famiglia Circoviridae comprende attualmente due generi, Gyrovirus e Circovirus 
(International Committee on Taxonomy of Viruses). I virus appartenenti al genere 
Circovirus sono di ridotte dimensioni, non presentano envelope e possiedono un 
genoma circolare a DNA a doppio fi lamento delle dimensioni approssivamente di 2 
kb (Niagro et al., 1998, Todd et al. 2004; Varsani et al., 2010). 
Tra i mammiferi, le infezioni da Circovirus sono state associate a manifestazioni 
cliniche nel suino (Allan and Ellis, 2000; Ellis et al. 1999), nei cani (Li et al. 2013; 
De Caro et al. 2014) e, recentemente, in visoni affetti da patologia enterica (Lian et al. 
2014). Tra i volatili, il circovirus più noto è il responsabile della malattia del becco e 
delle penne (Beak and Feather Disease Virus - BFDV) dei pappagalli, caratterizzata 
da immunodepressione e da tipiche alterazioni del becco e del piumaggio (Todd, 
2000).
Circovirus è stato identifi cato in numerose altre specie di volatili non psittaciformi, 
tra cui i piccioni (Duchatel et al., 2006; Todd et al. 2008), lo struzzo (Shivaprasad 
et al. 1993; Eisenberg et al. 2003), l’oca (Chen et al. 2003; Yu et al. 2007), il cigno 
(Halami et al. 2008), l’anatra (Smyth et al., 2005; Zhang et al. 2013), il gabbiano 
(Twentyman et al, 1999), il corvo australiano (Stewart et al, 2006), lo storno 
(Dayaram et al, 2013), il canarino (Todd et al., 2001; Phenix et al., 2001; Rampin 
et al., 2006), ed il diamante di Gould (Shivaprasad et al., 2004). Le manifestazioni 
cliniche e le lesioni indotte dal virus non sono tuttavia costanti e sovrapponibili 
nelle diverse specie. D’altro canto anche nei pappagalli, in cui circovirus è di solito 
associato alla Malattia del becco e delle penne, l’infezione può evolvere a volte senza 
sintomi specifi ci evidenti (Circella et al. 2012; Todd et Gortazar, 2012). Le diverse 
evoluzioni dell’infezione così come la gravità sembrano poter essere infl uenzate da 
numerosi fattori tra cui la specie colpita, l’età degli animali, il livello di anticorpi 
materni, i diversi stipiti virali coinvolti nell’infezione, la dose infettante e la co-
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presenza di altri agenti patogeni (de Kloet et de Kloet, 2004).
Analogamente, anche alcuni aspetti epidemiologici dell’infezione non sono del tutto 
chiari. E’ noto che l’infezione si trasmetta per via orizzontale attraverso l’assunzione, 
sia in maniera diretta che indiretta, del virus diffuso dagli animali infetti con le 
desquamazioni cutanee, le penne, le feci e il rigurgito, il quale può favorire infezioni 
molto precoci dei soggetti recettivi, già in fase di nidiacei (Gerlach, 1994; Todd 
2004). 
Tuttavia, l’evenienza di una trasmissione verticale dell’infezione è stata ipotizzata 
già diversi anni fa, in seguito a prove sperimentali che hanno portato ad evidenziare 
l’insorgenza dell’infezione in nidiacei di pappagallo nati in incubatrice, e pertanto 
senza aver avuto un contatto diretto con i riproduttori positivi al virus (Gerlah, 1994). 
Gli studi in proposito ad oggi sono ancora scarsi e frammentari.
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di investigare la trasmissione verticale del 
virus in un gruppo di volatili in corso di infezione naturale da circovirus.

MATERIALI E METODI
Allevamento oggetto dello studio
Lo studio è stato condotto in un gruppo di Diamanti di Gould, in cui era stata 
diagnostica un’infezione da circovirus le cui caratteristiche genetiche consentivano 
di classifi carlo come ceppo BFDV (Circella et al. 2014). Il gruppo di volatili era 
costituito da cinque coppie di riproduttori di età compresa tra i 2 e i 3 anni, al 
momento dell’insorgenza dell’infezione. Nei riproduttori erano state osservate 
alterazioni evidenziabili già macroscopicamente, quali allungamenti e insorgenza 
di rugosità e deformità, a carico del becco, sovrapponibili alle lesioni osservabili in 
corso di PBFD (Psittacine Beak and Feather Disease) nel pappagallo. L’indagine per 
verifi care la possibilità di una trasmissione verticale dell’infezione è stata condotta 
per tre differenti stagioni riproduttive. Nel corso di ciascun periodo, le uova da 
esaminare sono state raccolte direttamente dai singoli nidi entro pochi giorni dalla 
deposizione. Sono state successivamente trasportate in condizioni di refrigerazione 
presso la sezione di Patologia Aviare del Dipartimento di Medicina Veterinaria di 
Bari per le indagini.
In totale, sono state raccolte 119 uova, provenienti dai differenti nidi, come riportato 
nella tabella 1. Ciascun uovo è stato sottoposto alla disinfezione del guscio con 
alcool etilico. Asetticamente, si è provveduto a raccogliere separatamente i campioni 
di tuorlo e albume. Solo in tre casi, è stata evidenziata la presenza di un embrione di 
pochi millimetri.

Estrazione del DNA, PCR, clonaggio e sequenziamento
L’estrazione del DNA è stata effettuata utilizzando kit Eurogold Tissue Mini Kit 
(EuroClone, Milano, Italia) secondo le indicazione della casa produttrice. La 
ricerca del virus è stata condotta in PCR, utilizzando primers DCiVf/DCiVr (Todd 
et al., 2001), che amplifi cano una regione del gene rep. Tre ampliconi generati da 
tre differenti uova sono stati clonati, sequenziati, assemblati ed allineati. Essendo 
identici tra loro, solo uno è stato allineato con il segmento corrispondente del gene 
rep del circovirus identifi cato nei riproduttori, in GenBank con numero di accesso 
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JX131620, e con un pannello rappresentativo di circovirus: Porcine Circovirus (PCV1 
- U49186; PCV2 - AF055392), Canary Circovirus (CaCV - AJ301633), Columbid 
Circovirus (CoCV - AF252610), Finch Circovirus (FiCV - DQ845075) e BFDV 
(AF311299 Tha; FJ685979 Csu; EF457975 Nho; AY521238 Per; AY521235 Aro). 

RISULTATI
L’analisi delle sequenze ottenute ha evidenziato la piena identità a livello nucleotidico 
tra il virus identifi cato nelle uova e lo stipite BFDV proveniente dai riproduttori. 
Circovirus è stato identifi cato nelle uova solo durante la stagione riproduttiva 
corrispondente all’anno in cui si è verifi cata l’infezione, e quindi durante il primo 
periodo considerato (tabella 1). 
Nei due anni successivi, nonostante la positività dei riproduttori al virus a livello 
delle penne, circovirus non è stato riscontrato nelle uova. Nella prima stagione 
riproduttiva (2011), la percentuale di positività delle uova è risultata in totale pari a 
24.39 % (10/41) (tabella 3). Le uova positive venivano riscontrate nei nidi n. 1, 2 e 3. 
Le uova prelevate dal nido 4 e dal nido 5 sono risultate sempre negative.
In tutti i casi di positività, il virus veniva evidenziato nel tuorlo, mentre i campioni 
di albume sono risultati costantemente negativi.

Tabella 1. Uova esaminate e riscontro nei tuorli di positività in PCR per Circovirus

Nido 1 Nido 2 Nido 3 Nido 4 Nido 5 Totale

Periodo 
Pos 

(N°)
%

Pos 

(N°)
%

Pos 

(N°)
%

Pos 

(N°)
%

Pos 

(N°)
%

Pos 

(N°)
%

2011 4 (9) 44.4 2 (8) 25 4 (8) 50 0 (9) 0 0 (7) 0 10 (41) 24.39

2012 0 (15) 0 0 (6) 0 0 (10) 0 0 (14) 0 0 (8) 0 0 (53) 0

2013 0 (6) 0 0 (2) 0 0 (6) 0 0 (5) 0 0 (6) 0 0 (25) 0

Totale 4 (30) 13,3 2 (16) 12,5 4 (24) 16,6 0 (28) 0 0 (21) 0 10 (119) 8,4 

Pos = numero uova positive  N° = numero uova esaminate  % = percentuale di 
positività 

DISCUSSIONE 
Il riscontro di circovirus nelle uova sembra evidenziare una trasmissione del virus 
anche per via verticale nel gruppo colpito dall’infezione. Non è da escludere 
tuttavia che la positività delle uova possa esser dovuta ad una penetrazione del 
virus all’interno dell’uovo attraverso i pori del guscio, analogamente a quanto 
si verifi ca in caso di altri patogeni, spesso di origine batterica. In questo caso, 
tuttavia, ci si aspetterebbe la positività in PCR anche dei campioni di albume che, 
per le caratteristiche strutturali dell’uovo, verrebbe in contatto con il virus per 
primo rispetto al tuorlo. Inoltre, è possibile che nell’albume il virus possa giungere 
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anche in seguito a contaminazione, per via ascendente dalla cloaca, dell’ovidutto 
e successivamente dell’albume durante la sua formazione in questo distretto. 
Precedenti ricerche effettuate nella cocorita (Melopsittacus undulatus) (Rahaus et 
al., 2008) hanno evidenziato la presenza del virus in 6 di 17 (35,3 %) campioni 
di albume esaminati, mentre i corrispondenti campioni di tuorlo sono risultati 
costantemente negativi. Analogamente, in ricerche condotte nell’anatra (Li et 
al., 2014) sulle modalità di trasmissione di DuCV1 e DuCV2, i virus venivano 
evidenziati, in caso di uova non embrionate, esclusivamente nell’albume, anche se 
in bassa percentuale (3,75%). In entrambe le ricerche, circovirus veniva rilevato 
in PCR nelle uova embrionate, in percentuali variabili dal 6,67 % (Li et al., 2014) 
al 20 % (Rahaus et al., 2008). Gli Autori sostenevano pertanto che per supportare 
questa modalità di trasmissione fosse determinante la presenza dell’embrione. 
Nella presente ricerca, in tutti i casi in cui è stata rilevata la positività delle uova, 
questa era dovuta alla positività del tuorlo, mentre i corrispondenti campioni di 
albume sono sempre risultati negativi. Per quanto sia possibile che il virus sia 
passato in entrambi i distretti ma nell’albume, più ricco di difese antimicrobiche 
naturali rispetto al tuorlo, in quantità più basse tanto da non risultare rilevabile 
in PCR, la negatività degli albumi osservata potrebbe indurre ad escludere una 
contaminazione attraverso il guscio e a considerare che molto più probabilmente si 
sia trattato di una vera e propria trasmissione verticale con un effettivo passaggio, 
nella femmina, del virus a livello del follicolo e quindi del tuorlo dell’uovo.
In ogni caso, tale modalità di trasmissione non sembrerebbe aver rivestito, nel 
gruppo, particolare rilievo dal punto di vista epidemiologico, in quanto si sarebbe 
verifi cata solo nel primo anno considerato, cioè durante l’esordio del focolaio. 
Nelle due stagioni successive, nonostante la positività in PCR a livello del follicolo 
delle penne dei riproduttori con la possibilità di eliminare il virus nell’ambiente 
attraverso penne e desquamazioni cutanee, il virus non è stato più rilevato nelle 
uova. Inoltre, anche nel corso delle prima stagione, non tutte le coppie davano 
origine a uova infette, anche se la percentuale di uova positive, soprattutto nei 
nidi 1 e 2, risultava rilevante rispetto a quanto precedentemente riscontrato da altri 
Autori.
Un dato molto interessante che emerge dalla ricerca è quello molecolare che 
conferma l’effettiva corrispondenza del virus identifi cato nelle uova con quello 
dei riproduttori, in quanto sembrerebbe evidenziare un notevole adattamento di 
specie dello stipite BFDV, che oltre ad aver riprodotto nell’adulto le manifestazioni 
cliniche sovrapponibili a quelle generalmente osservate nel pappagallo in corso di 
Malattia del Becco e delle Penne, sembrerebbe aver avuto una buona capacità di 
diffusione nell’organismo con coinvolgimento dell’apparato riproduttore.

CONCLUSIONI
I dati ottenuti sembrano evidenziare il verifi carsi di trasmissione verticale di 
circovirus in corso di infezione, anche in caso di stipiti che infettano una specie 
che non rappresenta quella di elezione. Tuttavia, l’eliminazione del virus attraverso 
le uova, per quanto possa anche avvenire in percentuali non trascurabili, sembra 
limitata nel tempo e non sembra perdurare per più di una stagione riproduttiva.
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