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1.UvOD

Macrorhabdus ornithogaster je anamorfna kvasnica iz koljena Ascomycota koja moze zaraziti
mnoge vrste ptica. Kolonizira istmus, prijelaz izmedu zljezdanog (proventrikulus) i misi¢nog
zeluca (ventrikulus) ptica (BORRELLI i sur., 2015). U proslosti su je nazivali ,,Megabakterija“
zato §to se smatralo da je to velika Stapicasta bakterija, sve dok nije ustanovljeno da se radi o
kvasnici (RAZMYAR i sur., 2016). Macrorhabdus ornithogaster je dugacak i tanak organizam
Sirok izmedu 2-3 um, a dugacak izmedu 20-80 um. Boji se srebrnim bojama, tzv. periodic acid
Schiff (PAS) bojenjem i slabo je gram pozitivan (TOMASZEWSKI i sur., 2003). Domacini
gljivice Macrorhabdus ornithogaster mogu biti divlje ptice poput papiga (Psittacine) i
vrapc¢arki (Passerine) kao i ptice koje se koriste za intenzivnu proizvodnju, poput peradi i
nojeva. Macrorhabdus ornithogaster je identificiran u nekoliko vrsta kaveznih ptica, a najéesce
ga nalazimo u tigrica, plavovratih papiga (Forpus coelestis), agapornisa (Agapornis sp.),
kanarinaca (Serinus canarius) i zeba (SULLIVAN i sur., 2017). Ova gljiva je izdvojena iz
domacina s i bez klini¢kih znakova. Ptice izmetom mogu izlucivati stanice gljivice u okoli§ dok
se klini¢ki ¢ine zdrave, no s druge strane dogada se da oboljele ptice ne ispustaju kontinuirano
stanice gljiva u okolis (BORRELLI i sur., 2015). Pretpostavlja se da je bolest multikauzalna.
Stresori poput parenja, mitarenja, loSe higijene 1 promjena vlasnika mogu doprinijeti pojavi
bolesti. Macrorhabdus ornithogaster prekida povezanost zlijezda istmusa sa slojem kolina, pri
¢emu kod prodora u Zlijezde istmusa prekid sloja kolina dovodi do atrofije i nekroze zlijezda.
Zbog toga hrana ne moze biti probavljena §to vodi do pojave klini¢kih simptoma i pojave
neprobavljenih sjemenki u izmetu (PUSTOW i sur., 2017). Ako se pojave klinicki znakovi
bolesti najces¢e se uocavaju povracanje, proljev (ponekad s neprobavljenim sjemenkama) i
kroni¢ni gubitak tezine. Ostali nespecifi¢ni klini¢ki znakovi ukljucuju letargiju te polifagiju ili
anoreksiju. Prosireni proventrikulus moze se uoditi na rengenogramu (PUSTOW i sur., 2017).
Antemortem dijagnostika megabakterioze moze biti teSka uslijed suptilnih i nespecifi¢nih
klinickih znakova. UobiCajena tehnika in vivo dijagnostike uklju¢uje mikroskopsko
pretrazivanje obojenog ili nativnog uzorka fecesa. Medutim Macrorhabdus ornithogaster se
moze zamijeniti s ostacima biljaka ili drugim materijalima pronadenim u izmetu. Jedna od ¢esto
koristenih metoda dijagnostike je i lan¢ana reakcija polimerazom (PCR) (TOMASZEWSKI i
sur., 2003). Ostale metode ukljuc¢uju pokusaje da se Macrorhabdus ornithogaster koncentrira



u uzorku kao na primjer flotacija uzorka izmeta (SULLIVAN 1 sur., 2017). Epizootioloska
istrazivanja u Hrvatskoj pokazuju da je preko 20 % uzgoja i prodajnih mjesta kontaminirano
ovom gljivom $to posljedi¢no dovodi do velike ucestalosti pacijenata s makrorabdozom
(TOMINAC, 2018). Terapija bolesti je zahtjevna. Tigrice se mogu lijeciti s amfotericinom B u
dozi 100 mg/kg PO svakih 12 sati u trajanju od 30 dana ili vise (PUSTOW i sur., 2017). U
Australiji je pronaden soj gljivice Macrorhabdus ornithogaster koji je rezistentan na
amfotericin B. Ne zna se koliko je rezistencija prosSirena u ostalih sojeva i drugdje u svijetu
(PHALEN, 2006). Druga opcija u terapiji je nistatin (20 000 U PO dva puta dnevno u trajanju
od 10 dana), a ucinak se treba kontrolirati pretrazivanjem uzoraka fecesa jer je prijavljena
rezistencija i na nistatin. Natrijev ili kalijev benzoat se takoder mogu koristiti kao terapija
(HOPPES, 2011). U prognozi je potreban oprez jer su Ceste rekurentne infekcije (PUSTOW i
sur., 2017). Poznato je takoder da neki antiparazitici s ciljem djelovanja na tubulin mogu imati
i antimikotski u¢inak, poput benzimidazola (CHATTERJI i sur., 2011.). Uz navedeno, niz je i
drugih antiseptika koji se mogu koristiti per o0s koji su se potencijalno pokazali uspje$nim u

terapiji makrorabdoze (neobjavljeno).
2. HIPOTEZA

Megabakterioza je gljivi¢na zarazna bolest koja predstavlja problem u uzgoju kaveznih ptica,
posebno tigrica (Melopsittacus undulatus). Hipoteza ovog istrazivanja je da postoje i drugi
pripravci koji mogu sprjecavaju inhibirati namnazanje gljivice Macrorhabdus ornithogaster in

vitro jednako uspjesno ili uspjesnije od trenutne uobicajene terapije.
3. CILJ RADA

Cilj rada je utvrditi in vitro postupkom testiranja da li razliciti bioloski i kemijski (komercijalni
i U postupku razvoja) pripravci imaju moguénost inhibicije namnazanja gljivice Macrorhabdus

ornithogaster u svrhu poboljsanja postojece terapije.
4. MATERIJALI | METODE
4.1. Soj gljive Macrorhabdus ornithogaster i priprema za testiranje

Soj gljive Macrorhabdus ornithogaster koristen u istrazivanju izdvojen je iz zeluca oboljelog
i uginulog ¢esljugara (Carduelis carduelis). Izdvojena je na teku¢em hranjivom mediju RPMI s
dodatkom 20% fetalnog govedeg seruma 1 5% saharoze, u atmosferi CO2, pri temperaturi od

37°C kroz 48 sati prema uputi autora (HANNAFUSA 1 sur., 2007) te potvrden PCR reakcijom



(TOMASZEWSKI 1 sur., 2003). Izdvojeni soj cuvan je na -80°C pomijeSan u omjeru 1:1 s
glicerolom. Za potrebe testiranja, soj je odleden i pomijeSan s gore navedenim medijem te
namnozen kroz 48 sati. Medij s namnozenim gljivicama se centrifugira 15 minuta pri 3700
okretaja u minuti (5920 R, Eppendorf, Njemacka). Nakon centrifugiranja na peleti je ostavljeno
nesto medija te je odredena koncentracija i ukupan broj gljivica u uzorku brojanjem u

Neubauer-ovoj komorici. Ovako namnozen uzorak gljivica koristen je za sva daljnja testiranja.
4.2. Priprema inokuluma za imunizaciju li¢inki crne vojni¢ke muhe (Hermetia illucens)

Uzorak gljivica u koli¢ini od 9,3x108 gljivica/mL je podijeljen u tri jednaka dijela. Jedan dio
uzorka inaktiviran je ultrazvu¢nim dezintegratorom Sonopuls HD2200 (Bandelin, Njemacka),
te je zatim grijan na temperaturi od 95°C u trajanju od 45 minuta. Preostala dva dijela uzorka
nisu tretirana. Li¢inke crne vojnicke muhe (Hermetia illucens) inokulirane su u dobi od 7-10
dana. U pokusu 1. li¢inke su bile podijeljene u pet skupina, a u svakoj skupini se nalazilo po
dvadeset li¢inaka. Skupini Z subkutikularno je apliciran uzorak Zivih gljivica volumena 15uL i
koncentracije 3.1x10% gljivica/mL, dok je skupini | subkutikularno apliciran uzorak
inaktiviranih gljivica volumena 15uL i koncentracije 3.1x10® gljivica/mL. Skupini PO u
hranjivi medij je umijesano 100 uL Zivih gljivica u koncentraciji 3.1x10® gljivica/mL, dok je
skupina N stavljena je u hranjivi medij bez dodataka te je predstavljala kontrolnu skupinu.
Skupini FO subkutikularno je aplicirana 0.9% vodena otopina NaCl-a u volumenu od 15 pL. U
pokusu 2. li¢inke su bile podijeljene u Cetiri skupine, pri ¢emu se u svakoj skupini nalazilo po
dvadeset li¢inaka. Skupini Z subkutikularno je apliciran uzorak zivih gljivica volumena 15uL i
koncentracije 1,2x10® gljivica/mL. Skupini | subkutikularno je apliciran uzorak inaktiviranih
gljivica volumena 15uL i koncentracije 1,2x102 gljivica/mL. Skupini PO u medij je umijesano
145 pL zivih gljivica u koncentraciji 1,2x 108 gljivica/mL. Skupina N stavljena je u medij kojem
nista nije dodano te je predstavljala kontrolnu skupinu. Kao medij, u oba pokusa, za uzgoj
li¢inki koriStena je komercijalna gotova dje¢ja hrana na bazi Zitarica pomijeSana s destiliranom
vodom u omjeru 1:2. Li¢inke su drzane 7 dana na temperaturi od 25°C. Nakon sedam dana zZive
su lic¢inke isprane u sterilnoj fizioloskoj otopini te je potom svaka skupina li¢inki usitnjena
primjenom mehanickog homogenizatora (IKA, Njemacka) u tri puta ve¢em volumenu sterilne
fizioloske otopine. Homogenizat je centrifugiran 15 minuta pri 3700 okretaja u minuti.
Supernatant dobiven centrifugiranjem profiltriran je kroz mikrobioloski filter s 0,2 um porama

(Sarstedt, Njemacka) te je koriSten odmah ili je do koriStenja zamrznut na -80°C.



4.3. Testiranje bioloskih i kemijskih pripravaka in vitro na gljivici Macrorhabdus

ornithogaster

Testiranje pripravaka provedeno je mikrotitracijskim plo¢ama s ravnim dnom za stani¢ne
kulture s 96 komorica (Sigma, SAD). U pokusu 1. svaka komorica sadrzavala je 6.25x10°
stanica gljivica u ukupnoj koli¢ini od 200 uL medija te je testirano 8 pripravaka (Tablica 1), u
tri koncentracije (originalnoj, 10 i 100 puta manjoj) i Cetiri ponavljanja po koncentraciji.
Koriteni pripravci bili su: homogenizirani ekstrakt li¢inaka s apliciranim Zivim gljivicama (Z),
homogenizirani ekstrakt li¢inaka s apliciranim inaktiviranim gljivicama (I), homogenizirani
ekstrakt li¢inaka s gljivicama dodanim u hranjivi medij (PO), homogenizirani ekstrakt li¢inaka
bez dodanih gljivica (N), homogenizirani ekstrakt li¢inaka s apliciranom fizioloskom otopinom
(FO), kontrolna skupina dodanih pripravaka (K), amfotericin B (AmB), i natrijev benzoat
(NaB). Kroz cetiri dana za redom nakon inokulacija, iz svake komorice uzet je volumen od 10
ML te je odredena koncentracija brojanjem pomocu Neubauer-ove komorice. U pokusu 2. svaka
komorica je sadrzavala 6x10° stanica gljivica u 350 pL, pri ¢emu je testirano 16 razli¢itih
pripravaka (Tablica 1) u dvije koncentracije (originalnoj i 10x manjoj), s takoder Cetiri
ponavljanja. KoriSteni pripravci u pokusu 2. bili su: itrakonazol (ITR), levamisol (LEV),
antiseptik F10 (F10), amfotericin B (AmB), natrijev benzoat (NaB), FMT (FMT), tvar u
postupku antimikrobnog testiranja nepoznatog sastava (X), homogenizirani ekstrakt li¢inaka s
apliciranim Zivim gljivicama (Z), homogenizirani ekstrakt li¢inaka s apliciranim inaktiviranim
gljivicama (1), homogenizirani ekstrakt li¢inaka s gljivicama dodanim u medij (PO),
homogenizirani ekstrakt li¢inaka bez dodanih gljivica (N), kontrolna skupina bez dodanih
pripravaka (K), toltrazuril (BAY), klorheksidin (CHEX), ivermektin (IV) i fenbendazol (PAN).

Koncentracija stanica odredena je drugi i peti dan brojanjem pomoc¢u Neubauer-ove komorice.
4.4. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati testirani su koriste¢i ra¢unalni program Statistica 13 (Tibco, SAD) na
normalnost raspodjele Kolmogorov-Smirnov i Lilliefors testom, a potom su statisti¢ki obradeni

primjenom Anova LSD testa.

Tablica 1. KoriSteni pripravci i koncentracije u pokusu 1. i 2



POKUS | PRIPRAVAK | KONCENTRACIJA BR. STANICA BROJANJE NA
PO KOMORICI DANE
v/ 1:12
I 1:12
PO 1:12
. N 1:12 6,955 10° 1,2, 3 i 4 nakon
FO 1:12 primjene
K 1:12
AmB 5mg/mL
NaB 10mg/mL
Z 1:12
| 1:12
PO 1:12
N 1:12
K 1:12
AmB 5mg/mL
NaB 10mg/mL
5 ITR 20mg/mL 65105 21 5 n.akon
LEV 75mg/mL primjene
FMT 2mg/mL
X 500mg/mL
BAY 25mg/mL
CHEX 10mg/mL
v 10mg/mL
PAN 100mg/mL
F10 4mg/mL

5. REZULTATI




Tijekom pokusa 1. odredivana je koncentracija stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster
kroz Cetiri dana nakon pocetka testiranja kako bi se ustanovio uc¢inak pojedinih pripravaka na
samu gljivicu. U Tablici 2. prikazani su pripravci u svim razrjedenjima koristeni u pokusu 1. s
u razdoblju od Cetiri dana. Rezultati pokazuju statisticki znacajnu inhibiciju namnazanja stanica
dan nakon primjene bioloSkih pripravaka podrijetlom od li¢inki crne vojnicke muhe u
originalnim koncentracijama, ali i razrjedenjima, u odnosu na kontrolnu ali i skupine tretirane
kemijskim pripravcima (Tablica 2, Slika 1). Dva dana nakon primjene uocava se statisticki
znacajna inhibicija namnazanja stanica djelovanjem amfotericina B kao i bioloskog pripravka
nastalog stimulacijom Zivim (Z), kao i inaktiviranim (I) 10x razrijedenim pripravkom. Treéi
dan nakon primjene uocava se statisticki znacajna inhibicija namnazanja kod svih pripravaka u
originalnoj koncentraciji u odnosu na kontrolnu, dok cetvrti dan nakon primjene nema
znacajnih razlika izmedu skupina, osim u najveéem razrjedenju. Vidljivo je i da ekstrakti
li¢inaka vjerojatno bolje inhibiraju rast gljivica ve¢ tijekom prvih 24 do 48 sati, dok amfotericin
B i natrijev benzoat bolje inhibiraju rast gljivica nakon prvih 48 sati. Takoder se moze uociti i
vjerojatna o dozi ovisna inhibicija namnazanja stanica djelovanjem amfotericina B i natrijevog
benzoata dva dana nakon primjene (Slika 2.), koja je statisticki znac¢ajna izmedu originalne

koncentracije i dvostrukog razrjedenja, dok kod ekstrakta li¢inki to nije izrazeno.

Tablica 2. Prikaz srednje vrijednosti (£SD) broja stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster
po skupinama u pokusu 1. u razdoblju od cetiri dana sa svim razrjedenjima (vrijednosti

prosjecnog broja stanica po skupini za pojedine dane oznacenih s razli¢itim malim slovima
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abecede (a, b, ¢, d) statisti¢ki se znacajno razlikuju na razini p<0,05, dok su statisti¢ki znacajne
razlike na razini p<0,05 za srednje vrijednosti unutar skupine po danu izmedu razli¢itih

razrjedenja oznacene razli¢itim velikim slovima abecede (A, B)).

1/0 1/-1 1/-2 2/0 2/-1 2/-2 3/0 3/-1 3/-2 4/0 4/-1 4/-2
VA 83+64a | 48+18c | 37+26c | 68+22b | 117448 | 87+39a | 126432 | 115432 | 121421 | 98+39 | 87+35 118+42a
b a b b bc b
| 35+13b | 48+36¢ | 63+9bc | 89+17a | 55+21b | 102426 | 100+5b | 69+33c | 109+44 | 80+32 | 7419 78+32b
b ab bc
PO 73+23a | 67+25b | 11+38a | 90+17a | 104+41 | 65+13b | 1334+35 | 95+20b | 95+34b | 78120 | 74+32 83+40b
b c b ab b (& c
N 96+55a | 21+18c | 11+9¢ 117448 | 74+21 90+80a | 127437 | 82+53c | 76+16¢ | 72+19 | 6810 77+20b
a b b
FO 81+63a | 103+40 | 99+32a | 120+48 | 120+48 | 120+48 | 151+43 | 151443 | 151+43 | 82+15 | 82+15 82+15b
b b b a a ab b b b
K 128430 | 115418 | 85+37b | 121435 | 121435 | 121+35 | 208+60 | 208+60 | 208+60 | 91+24 | 91+24 91+24b
a ab a a ab a a a
AmB | 122+16 | 158+38 | 131+12 | 46+18b | 89+16a | 147+91 | 133+29 | 135445 | 113445 | 60+17 | 106+42 | 173+£110
a a a b a b b bc a
NaB 111412 | 103423 | 58+16¢ | 65+17b | 1004£29 | 117424 | 113+47 | 121+45 | 105+49 | 78+25 | 106+33 | 63+29b
a b ab ab b bc bc
300

N
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Slika 1. Broj stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster po skupinama u pokusu 1. s

nerazrijedenim pripravcima tijekom cetiri dana nakon primjene.
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Slika 2. Broj stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster po skupinama u pokusu 1. tijekom

drugog dana sa svim razrjedenjima.

Tijekom pokusa 2. poveéan je broj koristenih pripravaka, smanjen je broj razrjedenja, a broj
stanica gljivica odredivan je drugi i peti dan nakon primjene, a rezultati su prikazani na Tablici
3., i slikama 4. i 5. Rezultati dva dana nakon primjene pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu inhibiciju
namnazanja stanica kod PO i I skupine, kao i kod skupina antiparazitika, poput toltrazurila
(BAY) i fenbendazola (PAN), antimikotika itrakonazola (ITR) i antiseptika klorheksidina
(CHEX) (Slika 3.). Takoder se moZze uociti i o dozi ovisan u¢inak kod spomenutih kemijskih
pripravaka, dok bioloski pripravci ne pokazuju o dozi ovisnu inhibiciju, kao i u pokusu 1 (Slika
4.). Slican se uc¢inak moze uociti i pet dana nakon aplikacije, no iz nepoznatog razloga broj

stanica u kontrolnoj skupini znac¢ajno opada u odnosu na pokusne skupine (Tablica 3.; Slika 2)..

Tablica 3. Prikaz srednje vrijednosti (£SD) broja stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster
po skupinama u pokusu 2. tijekom drugog i petog dana sa svim razrjedenjima . (vrijednosti
prosje¢nog broja stanica po skupini za pojedine dane oznacenih s razli¢itim malim slovima

abecede (a, b, c, d) statisticki se znacajno razlikuju na razini p<0,05).
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2/0 2/-1 5/0 5/-1
ITR 1743 bcd 21%5 bc 24+10 ab 21+10
LEV 18+12 abcd | 2049 abed | 2643 ab 2149
F10 25+14 ab 1818 bcd 35+2 a 1114
AmB 22+28 abc 22+13 abc | 2416 ab 21+11
NaB 22+15abc | 17#4 bed | 27%16 ab 15+11
FMT 1946 abcd | 2145 abcd | 2842 ab 16+7
X 18+8 abcd | 13%5 cd 32+16 a 18+8
z 2548 ab 2045 abed | 18+1 bed 1843
I 1548 bcd 1247 cd 1445 cd 2249
PO 10+2 cd 1016 d 9+1d 1416
N 2019 abc 18+8 bcd 18+10 bcd | 1619
K 3045 a 3045 a 1016 cd 1046
BAY 9+2 d 1544 bcd 26%8 ab 1717
CHEX 1418 bc 1719 bced 14£10 cd 135
Y 2618 ab 2415 ab 2219 bc 136
PAN 1419 bc 21+12 abc | 114 cd 1112
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Slika 3. Broj stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster u pokusu 2. s nerazrijedenim
pripravcima tijekom drugog i petog dana.
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Slika 4. Broj stanica gljivice Macrorhabdus ornithogaster u pokusu 2. tijekom drugog dana sa

svim razrjedenjima.
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6. RASPRAVA

Macrorhabdus ornithogaster kolonizira istmus, prijelaz izmedu zljezdanog (proventrikulus) i
misi¢nog Zeluca (ventrikulus) ptica (BORRELLI L. i sur., 2015). Gljivica prekida povezanost
zlijezda istmusa sa slojem kolina $to dovodi do atrofije i nekroze Zlijezda. Zbog toga hrana ne
moze biti probavljena §to vodi do pojave klinickih simptoma i pojave neprobavljenih sjemenki
u izmetu (PUSTOW i sur., 2017), posljedi¢no ¢emu ptica ugiba. Terapija bolesti je zahtjevna.
Tigrice se mogu lijeciti s amfotericinom B u dozi 100 mg/kg PO svakih 12 sati u trajanju od 30
dana ili visSe (PUSTOW i sur., 2017). ), no u Australiji su utvrdeni i sojevi Macrorhabdus
ornithogaster koji su rezistentni na amphotericin B (PHALEN, 2006). Takoder, iako se
amfotericin B kao antimikotik koristi u terapiji megabakterioze, ne postoji istrazivanje koje je
potvrdilo izljeCenje koriStenjem ovog preparata. Amfotericin B ne uniStava, ve¢ usporava
razvoj ove gljivice §to najéesée dovodi do kasnijeg uginuéa inficirane jedinke (BARON, 2018.).
Druga opcija u terapiji je nistatin (20 000 U PO dva puta dnevno u trajanju od 10 dana), a ué¢inak
se treba kontrolirati pretrazivanjem uzoraka fecesa jer je prijavljena rezistencija na nistatin.
Natrijev ili kalijev benzoat se takoder mogu koristiti kao terapija (HOPPES, 2011; PUSTOW
i sur., 2017). Terapija koja se sastojala od davanja natrijevog benzoata u vodi za pice ( 1g/L)
kroz Cetiri tjedna dovela je do rezultata kod kojeg u jatu nije bilo uginulih te su uzorci fecesa

bili negativni na gljivicu. (MADANI i sur., 2014.).

U ovom istrazivanju su se koristili kemijski i bioloski pripravci koji bi mogli utjecati na rast i
razvoj gljivice Macrorhabdus ornithogaster. Iz rezultata pokusa moze se uociti da preparati
predlozeni u trenutnoj terapiji megabakterioze (amfotericin B 1 natrijev benzoat) pocinju
inhibitorno djelovati na rast gljivica 48 sati nakon aplikacije gljivicama in vitro. S druge strane
skupine koje su sadrzavale ekstrakte licinaka pokazale su dobar u¢inak u inhibiciji rasta gljivica
tijekom prvih 24 do 48 sati. MoZe se izdvojiti ekstrakt licinaka kojima je gljivica dodana u
medij za uzgoj (PO) pokazuje najbolje rezultate u inhibiciji njihovog rasta. Larve crne vojnicke
muhe posjeduju raznolik spektar antimikrobnih peptida (AMP) zbog ¢ega larve mogu prezivjeti
u ekstremno losim uvjetima (VOGEL, 2017.). AMP-ovi su mali proteini koji pokazuju
aktivnost u prisutnosti bakterija, gljivica, odredenih parazita 1 virusa, djeluju
imunomodulatorno te pojaéavaju imunosni odgovor (JOZEFIAK i ENGBERG, 2017.), §to bi
bilo izrazito povoljno pri primjeni in vivo. U jednom istrazivanju utvrdeno je da ekspresija
AMP-ova u li¢inaka traje najmanje 3 dana od dana aplikacije patogena (JOZEFIAK i
ENGBERG, 2017). U drugom je istrazivanju utvrdeno da medij za uzgoj li¢inaka obogaéen
bakterijama potice razvoj AMP-ova specificnih za odredeni patogen (VOGEL i sur., 2017).
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Takoder je utvrdeno da direktna aplikacija bakterija u larve potice izrazeniji imunosni odgovor
prema tom patogenu (VOGEL i sur., 2017). Prethodna istrazivanja na gljivicama tretiranih
raznim antiparaziticima koji djeluju na tubulin, poput fenbendazola, takoder pokazuju
antimikotski u¢inak (CHATTERIJI i sur., 2011). Itrakonazol koriSten u ovom istrazivanju u
ptica se najCesce koristi kao terapija za kandidijazu i aspergilozu, inhibirajuéi stvaranje
ergosterola koji igra bitnu ulogu u sintezi stani¢ne membrane gljivice, $to dovodi do razgradnje
stanicne membrane i ubijanja same gljivice i sprjeCavanja njenog Sirenja (ANNON., 2014a),
nije pokazao znacajan ucinak. Kako je utvrdeno postojanje soja gljivice Macrorhabdus
ornithogaster koji je rezistentan na amfotericin B (PHALEN, 2006) u budu¢nosti postoji
potreba za u¢inkovitijom antimikotskom terapijom. Zna se da antimikotici i antiparazitici mogu
takoder imati i negativan uc¢inak na organizam ptice ili sisavca. Pripravci poput ekstrakta
insekata s potaknutim AMP-om (VOGEL i sur., 2017) moze zaobi¢i nezeljene ucinke u
makroorganizmu kao i razvoj rezistencije na AMP-ove insekata ( JOZEFIAK, i ENGBERG,
2017). Od ostalih pripravaka koristenih u istrazivanju, toltrazuril (BAY), fenbendazol (PAN) i
klorheksidin (CHEX) pokazali su bolju u¢inkovitost u inhibiciji rasta gljivica od pripravaka
koji se koriste u trenutnoj terapiji, iako na granici statisticke znacajnosti. Ostali pripravci
kori$teni u istrazivanju nisu pokazali uéinkovitost u inhibiciji rasta gljivica u odnosu na
kontrolu 1 pripravke koji se koriste u trenutnoj terapiji. Od kori$tenih antiparazitika,
fenbendazol je pokazao inhibitorni u¢inak, $to je i za o¢ekivati s obzirom na njegovo djelovanje
na tubulin (CHATTERIJI i sur., 2011), no toltrazuril je pokazao i bolji u¢inak u periodu do 48
sati, iako nije poznat njegov antimikotski uc¢inak. Takoder, iako soj ne pokazuje rezistenciju na
amfotericin B, u¢inak svih pripravaka nije testiran kroz svakodnevno dodavanje u medij, §to je
vjerojatno rezultiralo prolaznom, a ne potpunom inhibicijom rasta testiranih stanica. Stoga je
cilj u sljede¢im pokusima utvrditi u¢inak razli¢itih kombinacija uéinkovitih pripravaka uz

kontinuiranu svakodnevnu primjenu tijekom testiranja.
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7. ZAKLJUCCI

e Ekstrakti iz li¢inki djeluju brzo 1 inhibiraju rast gljivica u prvih 24 do 48 sati

e Ekstraktima licinaka ucinkovitost u inhibiciji rasta gljivica znaCajno ne pada
smanjenjem doze

e Amfotericin B i natrijev benzoat postizu znacajnu u¢inkovitost u inhibicija rasta gljivica
nakon 48 sati od aplikacije

e Amfotericinu B i natrijevom benzoatu u¢inkovitost u inhibicija rasta gljivica ovisna je

o dozi

e Baycox 1 klorheksidin pokazali su bolju u¢inkovitost u inhibiciji rasta gljivica od
amfotericina B i natrijevog benzoata

e Utvrditi postojanje uéinka nakon kombinirane primjene pojedinih pripravaka in vitro
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9. SAZETAK
Provjera ucinkovitosti bioloskih i kemijskih pripravaka
na inhibiciju rasta gljive Macrorhabdus ornithogaster in vitro
Valentina Margi¢ 1 Patrik Megli¢
studenti 6. godine

Megabakterioza je gljivina zarazna bolest ¢iji uzro¢nik Macrorhabdus ornithogaster
kolonizira istmus zeluca ptica, §to dovodi do atrofije i nekroze zljezdanog zeluca. Zarazena
jedinka ne moZze probavljati hranu, mrSavi 1 ugiba. Terapija bolesti je zahtjevna. Tigrice se
mogu lijeciti s amfotericinom B u trajanju od 30 ili viSe dana. Druge opcije u terapiji poput
nistatina, natrijevog benzoata i drugih antiseptika takoder se mogu koristiti kao terapija, ali ne
1 100% uspjesna. Ovim istraZivanjem utvrdilo se postojanje znacajnog ucinka razli¢itih
koriStenih pripravaka na privremenu inhibiciju rasta gljivice. Iz rezultata istrazivanja moze se
uociti da preparati predlozeni u trenutnoj terapiji megabakterioze (amfotericin B i natrijev
benzoat) pocinju inhibitorno djelovati na rast gljivica 48 sati nakon aplikacije gljivicama in
vitro. S druge strane skupine koje su sadrzavale ekstrakte licinaka crne vojnicke muhe Hermetia
illucens pokazale su dobar u¢inak u privremenoj inhibiciji rasta gljivica tijekom prvih 24 do 48
sati. Od ostalih pripravaka koriStenih u istrazivanju, toltrazuril , klorheksidin i1 fenbendazol
pokazali su bolju uinkovitost u privremenoj inhibiciji rasta gljivica od pripravaka koji se
trenutno koriste u terapiji. Ostali pripravci koriSteni u istrazivanju nisu pokazali znacajniju
ucinkovitost u inhibiciji rasta gljivice. Rezultati ukazuju na potrebu za daljnjim ispitivanjem
koriStenih pripravaka, samostalno ili u kombinaciji, kroz svakodnevnu primjenu tijekom

testiranja in vitro.

Klju¢ne rijeci: megabakterioza, Macrorhabdus ornithogaster, ekstrakt li¢inke crne vojnicke

muhe Hermetia illucens, amfotericin B, natrij benzoat, fenbendazol, toltrazuril
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10.SUMMARY

Efficacy testing of biological and chemical formulations
on growth inhibition of Macrorhabdus ornithogaster fungi in vitro
Valentina Margi¢ 1 Patrik Megli¢
6th year students

Megabacteriosis is a fungal infectious disease caused by Macrorhabdus ornithogaster. The
fungi colonizes the gastric isthmus, what leads to atrophies and necrosis of the proventriculus
glands. For this reason, an infected bird cannot digest food, loses weight and eventually dies.
The therapy is demanding. Budgerigars can be treated with amphotericin B during 30 or more
days. Other options in therapy, like nystatin, sodium benzoate and other antiseptics could also
be used as a therapy, but not 100% efficient. This research proved a significant effect of the
various preparations used for temporary inhibition of fungal growth. From the results of the
study it can be noticed that the preparations proposed in the current therapy of megabacteriosis
(amphotericin B and sodium benzoate) start to inhibit the growth of fungi 48 hours after
application to fungi in vitro. On the other hand, the groups containing the extracts of BSF larvae
(Hermetia illucens) showed a good effect on the temporary inhibition of fungal growth during
the first 24 to 48 hours. Other preparations used in the study such as toltrazuril, chlorhexidine
and fenbendazol showed better efficacy in temporary inhibition of fungal growth than the
preparations used in current therapy. Other preparations used in the study didn’t show
significant efficacy in inhibiting fungal growth. Achieved results show the need to proceed with
further research with used formulations, solely or in combinations, with continuous everyday

application during in vitro testing.

Key words: megabacteriosis, Macrorhabdus ornithogaster, BSF larvae Hermetia illucens

extract, amphotericin B, sodium benzoate, fenbendazol, toltrazuril
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