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UCINKOVITOST DESETIH RAZKUZIL PROTI BAKTERIJI Erwinia amylovora
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IZVLECEK

Bakterija Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. povzro¢a bolezen hruSev ozig na
jablanah, hruSkah in nekaterih okrasnih rastlinah iz druzine Rosaceae (Bonn in van der
Zwet, 2000) ter posledicno obsezno gospodarsko Skodo v sadjarstvu in drevesnicarstvu.
Eden od nacinov prenosa bakterije v sadovnjakih je prenos z orodjem. Za zmanjSanje
moznosti prenosa bakterij z okuzenih na zdrave rastline je priporocljivo razkuzevanje
orodja med delom na posameznih drevesih. V okviru naloge smo dolo¢ili in vitro
uéinkovitost desetih razkuzil proti bakteriji E. amylovora. Bakterijsko suspenzijo smo
zmesali z razkuzilom, pustili delovati eno minuto, nato pa dolocili prezivetje bakterije E.
amylovora s Stetjem kolonij, ki so zrasle na agarnih plo$¢ah. Na podlagi analize smo
razdeli razkuzila v tri skupine glede na u¢inkovitost: najuc¢inkovitejsa (0,4 % Na hipoklorit,
Menno florades in Persan - S15), srednje uc¢inkovita (Virkon S, Spitaderm, Virucidal extra
in Perasafe) in manj ucinkovita (70 % etanol, Incidin in Sterillium). Na podlagi naSih
rezultatov menimo, da je ustrezno kot preventivno sredstvo za razkuzevanje sadjarskega
orodja sredstvo Menno florades in sredstva iz skupine srednje u¢inkovitih razkuzil.

Kljué¢ne besede: Erwinia amylovora, hrusev ozig, razkuzevanje, razkuzila.

ABSTRACT
EFFICACY OF TEN DESINFECTANTS AGAINST BACTERIA Erwinia amylovora

Erwinia amylovora is the causative agent of the fire blight on apple and pear trees and on
many ornamental plants from family Rosaceae. It causes substantial economic loses in
orchards and nurseries. Infection can be transmitted from infected to healthy plants by
tools; however this could be prevented by the disinfection of the tools. In order to
determine the most effective disinfectant, we have tested ten disinfectants for the
efficiency against E. amylovora in vitro. Bacterial suspension was mixed with disinfectants
and incubated for one minute. Survival was determined by plate count of cfu. Based on
survival of E. amylovora the disinfectants were classified into three efficiency groups:
highly effective (0,4 % sodium hypochlorite, Menno florades, Persan - S15), moderately
effective (Virkon S, Spitaderm, Virucidal extra, Perasafe) and weakly effective (70
% ethanol, Incidin, Sterillium). Based on our results we conclude that Menno florades and
disinfectants from moderately effective group are suitable for preventive disinfection of
pruning tools.
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1 UvOD

Hrusev ozig je rastlinska bolezen, katere povzrocitelj je bakterija E. amylovora. Razsirjena
je v vecini Evropskih drzav, kjer je tudi na karantenski listi Skodljivih organizmov.
Povzroca propadanje dreves v jablanovih in hrusevih nasadih, propadanje sadnih in
okrasnih gostiteljskih rastlin v drevesnicah, vrtovih, na javnih mestih in v njihovih
naravnih sestojih. Bolezen omejujemo s kurativnimi ukrepi kot je izrezovanje okuzenih vej
0oz. pri mocnejSih okuzbah z wuniCenjem celih dreves. Ucinkovitega kurativnega
fitofarmacevtskega sredstva, ki bi unicilo bakterijo v rastlinah za zdaj Se ne poznamo. Zato
je toliko pomembnejse hitro prepoznavanje bolezenskih znamenj na gostiteljskih rastlinah
ter preventivni ukrepi kot so razkuZevanje orodja, strojev in prostorov v drevesnicah,
sadovnjakih in skladi$¢ih (Steiner, 2000). Najhitrejsi in najnevarnejSi je prenos bakterije
pri pridelavi sadilnega materiala, zato je upoStevanje vseh higienskih ukrepov za
preprecevanje Sirjenja bolezni izredno pomembno. V drevesnicah, kjer je veliko ro¢nega
dela, je zelo pomembna tudi higiena rok (Steiner, 2000).

Z raziskavo smo ovrednotili ucinkovitost desetih izbranih razkuzil proti bakteriji E.
amylovora in vitro.

2 Material in metode
21 Bakterijska suspenzija

Pri testiranju razkuZil smo uporabili bakterijo E. amylovora sev 683 iz zbirke NCPPB. 24 ur
stare bakterijske kolonije E. amylovora porasle na trdnem gojiS¢u King B pri 25°C smo
pripravili v fizioloSki raztopini in nato s turbodimetrom (model 21907, BIOLOG Inc.
America) dolocili transmitanco (svetlobna prepustnost). Za Stiri suspenzije smo pripravili
serijske razredCitve ter doloCili koncentracijo bakterij s Stetiem poraslih kolonij (cfu —
enota, iz katere se razvije posamezna kolonija) tako, da smo iz vsake razredditve nacepili
0,1 ml suspenzije na plos¢e King B v treh ponovitvah. Plos¢e smo inkubirali pri 25 °C.
Stevilo cfu/ml smo dologili s Stetiem kolonij po 24 in 48 urah.

2.2 Test ucinkovitosti razkuzil

Testirali smo ucinkovitost desetih sredstev za razkuzevanje proti E. amylovora, ki so na
voljo na slovenskem trgu: 70 % etanol, 0,4 % natrijev hipoklorit, Incidin liquid (Ecolab
GmbH & Co. OHG), Menno florades (9 %, MENNO Chemie Vertrieb GmbH), Perasafe
(16,2 g/l, Day — Impex Limited), Persan - S15 (Belinka), Spitaderm (Ecolab GmbH & Co.
OHG), Sterillium (BODE Chemie Hamburg), Virkon S (10g/l, Krka), Virucidal extra (10g/I,
AVG Manufacturing & Marketing Ltd). Za kontrolo smo uporabili fizioloSko raztopino.
Bakterijski suspenziji znane koncentracije (volumni 975, 950, 900 in 500 ul) smo dodali
razkuzilo do skupnega volumna 1 ml ter pustili delovati 1 minuto pri sobni temperaturi in
pri tem veckrat premeSali. Nato smo nemudoma pripravili serijske razredcitve suspenzije s
fizioloSko raztopino, da bi prepredili podaljSano delovanje razkuZil. PrezZivetje bakterij smo
dolodili s Stetjem poraslih kolonij kot je opisano zgoraj.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Z merjenjem transmitance ter dolocitvijo koncentracije bakterijske suspenzije s Stetjem
poraslih kolonij pri serijskih razred¢itvah smo dolocili krivuljo korelacije med
transmitanco in koncentracijo (slika 1). Bakterijsko suspenzijo s 33 % transmitanco, kar
ustreza bakterijski koncentraciji 10° cfu/ml, smo uporabili v nadaljnjih testih preskusanja
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ucinkovitosti razkuzil. Pri veckratni pripravi bakterijske suspenzije s transmitanco 33 % je
dolocena koncentracija cfu/ml nekoliko nihala, vendar razlike niso bile ve¢je od 3 %.
Kljub temu smo za vec¢jo natanc¢nost v testu ucinkovitosti razkuzil uporabili isto bakterijsko
suspenzijo za vseh deset razkuzil.
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Slika 1: Korelacija povprecne koncentracije bakterijske suspenzije dolocene s Stetjem kolonij in

transmitance.

Figure 1: Correlation between average concentration of bacterial suspension determined by the
plate count and transmitance.

Preglednica 1: Stevilo preZivelih kolonij (cfu/ml) po dodatku 25, 50, 100 in 500 ul razkuzila v
bakterijsko suspenzijo in 48 urni inkubaciji pri 25 °C.

Table 1: Number of surviving colonies (cfu/ml) after addition of 25, 50, 100 in 500 ul disinfectant
in to bacterial suspension and 48 hours incubation at 25 °C.

bakterijska suspenzija

+ razkuzilo (ul) 975+ 25 950 + 50 900 + 100 500 + 500
razkuzilo Stevilo prezivelih bakterij (cfu/ml)

Menno florades 0 0

Persan - S15 0 0

0,4 % Na hipoklorit 0 0

Virkon S 63,64 0

Spitaderm 22,11x10° 0

Virucidal extra 36,06 x 10° 0

Perasafe 1,18x107 0

Sterillium 6747x107  60,12x 107

70 % etanol 84,98x 107  82,48x10" 70x10° 0

Incidin liquid

kontrola

98,80 x 10’ 18,15x107  10,50x 10> 0
99,10x 107 96,39x107 91,12x 107 51,12x 10"
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Ucinkovitost razkuzil smo dolocili prek Stevila oz. odstotka bakterij, ki so prezivele
tretiranje s sredstvom (preglednici 1 in 2). Test smo izvedli z razlicnimi delezi bakterijske
suspenzije oz. razkuzila, ¢as delovanja razkuzila pa je bil vedno isti (1 min).

Preglednica 2: Odstotek prezivelih bakterij po delovanju razkuzila.
Table 2: Percentage of surviving bacteria after treatment with disinfectants.

bakterijska suspenzija

+ razkuzilo (ul) 975 + 25 950 + 50 900 + 100 500 + 500
razkuzilo odstotek prezivelih bakterij (%)

Menno florades 0 0

Persan - S15 0 0

0,4 % Na hipoklorit 0 0

Virkon S 6,46x10° 0

Spitaderm 223x10° 0

Virucidal extra 3,64 0

Perasafe 11,28 0

Sterillium 68,08 62,37

70 % etanol 85,75 85,57 0,77 0
Incidin liquid 99,7 18,83 1,15x 10™ 0
kontrola 100 100 100 100

Na podlagi rezultatov smo razkuzila razdelili v tri skupine glede na ucinkovitost. Kot
najucinkovitejSa so se izkazala sredstva: Menno florades, Persan - S15 in 0,4 % Na
hipoklorit. Ta sredstva so uniCila vse bakterije Ze pri najnizjem uporabljenem volumnu
razkuzila. Sredstvo Menno florades se uporablja v vrtnarstvu za razkuzevanje orodja in
delovnih povrSin. Na podlagi dobljenih rezultatov menimo, da je ustrezno preventivno
sredstvo za razkuzevanje orodja, opreme in prostorov pri zatiranju bakterije E. amylovora
v drevesnicah in nasadih. Sredstvo je nekorozivno (Magnetik, 2003; Gril, 2004) in prav
tako ni fitotoksi¢no (Gril, 2004). Na hipoklorit in Persan - S15 sta zelo u¢inkoviti sredstvi,
vendar zaradi svoje kemijske sestave pri neposrednem stiku strupena za ljudi. Ustrezni sta
le za razkuzevanje prostorov in nekatere opreme, ne pa tudi sadjarskega orodja kot so
Skarje in cepilni nozi neposredno pri njihovi uporabi. Na hipoklorit je namre¢ koroziven,
poleg tega lahko pride tudi do stika sredstva s kozo ali celo o¢mi.

V skupino srednje ucinkovitih sredstev, ki so unicila vse bakterije po dodatku 50 pl
razkuzila k bakterijski suspenziji smo uvrstili Virkon S, Spitaderm, Virucidal extra in
Perasafe. Iz omenjene skupine lahko vsa sredstva uporabljamo za razkuzevanje orodja, saj
po navedbah proizvajalcev niso korozivna. Pri testiranju korozivnosti je Tjasa Gril (2004)
ugotovila, da sredstvo Perasafe ni korozivno, sredstvo Virkon S pa pus¢a na kovinskih
delih opazne drobne spremembe. Za razkuzevanje rok lahko iz te skupine uporabimo le
Spitaderm, katerega osnovna namembnost je razkuZevanje koZze.

V skupino manj u¢inkovitih sredstev smo uvrstili 70 % etanol, Incidin liquid in Sterillium.
Sredstva iz te skupine po dodatku 50 pl razkuzila k bakterijski suspenziji niso unicila vseh
bakterij. Etanol je znano dezinfekcijsko sredstvo in ga marsikje uporabljajo za
razkuZevanje prostorov in opreme. Tako etanol kot Incidin liquid lahko drazita kozo,
slednji pa je nevaren tudi za oci. Sestava sredstev Incidin liquid in Sterillium temelji na
razli¢nih oblikah alkoholov, kot sta 1-propanol in 2-propanol. Pri manjsi koli€ini sredstva v
tej skupini je najucinkovitejsi Sterillium, pri vecji koli¢ini pa Incidin liquid.
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4 SKLEPI

Sredstva za razkuZevanje orodja smo na podlagi analiz u¢inkovitosti razdelili v tri skupine:
(1) najucinkovitejSa sredstva: Menno florades, Persan - S15 in Na hipoklorit; (2) srednje
ucinkovita sredstva: Virkon S, Spitaderm, Virucidal extra in Perasafe; (3) manj u¢inkovita
sredstva: 70% etanol, Sterillium in Incidin liquid.

Na podlagi rezultatov menimo, da je kot preventivno sredstvo za razkuzevanje sadjarskega
orodja ustrezno sredstvo Menno florades ter sredstva iz skupine srednje ucinkovitih
razkuzil. Na hipoklorit in Persan - S15 sta zelo ucinkoviti razkuZzili, vendar zaradi
strupenosti za Cloveka in korozivnosti ne ustrezata za razkuzevanje rok in orodja.
Uporabimo ju lahko le za razkuzevanje prostorov in nekatere opreme. Za razkuZevanje rok
je najprimernejSe sredtvo Spitaderm. Pri uporabi vseh razkuzil je za varno delo pomembno
ravnanje v skladu z navodili proizvajalca.
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