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ezenfeksiyon, mikrobiyal kontaminasyonu en aza indirmekten sterilizasyona
kadar uzanan genis bir kavramdir ve genellikle dezenfektan denilen madde-
ler araciligiyla uygulanir.

Dezenfektanlar; patojen mikroorganizmalarin bulundugu ya da bulunmasin-
dan kugku duyulan yerler ve kontaminasyon kaynagi olabilecek cihaz ya da mal-
zemeler icin kullanilan kimyasal maddelerdir. Kullanilacak dezenfektanin se¢imi
bircok faktore baglidir. Mikroorganizma tiirti, dezenfektanin kullanilacag: orta-
min kirlilik durumu, dezenfekte edilecek yiizey ve ekipmanin yapisi, dezenfekta-
nin yapisl ve maliyet goz ontline alinarak bu secim yapilmaktadir.

Secilen bir dezenfektanin da stirekli kullanimi direncli mikroorganizmalarin
gelisebilmesine neden olabileceginden belli araliklarla durum degerlendirmesi
yapilmalidir.

Dezenfektan madde 6zellikle bir mikroorganizmaya kars: kullanilacaksa, ima-
latcidan belge istenmelidir. Dezenfektan maddenin referans laboratuvarinda mik-
robiyolojik aktivite tayininin yapilmis olmasi gerekir. Bunun yaninda toksik, al-
lerjik ve tahris edici bilgileri de icermelidir.

Dezenfektan maddelerin etkinligini belirlemek i¢in cesitli yontemler gelistiril-
mistir. Tim yontemlerin amaci aynidir. Dezenfektan maddenin formiilasyonuna,
dezenfektanin kullanma alanina, etkili olabilecegi mikroorganizma spektrumuna,
ortamda bulunabilecek organik ya da inorganik bulaslara bagli olarak bu yon-
temlerden biri veya birkaci kullanilir.
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Ulkeleraras: farkli kuruluslar benzer standartlara yer vermistir. “American
Association of Official Analytical Chemist (AOAC)”, “German Society for Hygien
and Mikrobiology [Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Microbiologie
(DGHM)]”, “Association French of Normalisation (AFNOR)”, “British Standards
Institution (BSI)”, “European Free Trade Association (EFTA)”, “Comite Europee
de Normalisation (CEN)” ve Tirk Standartlar1 Enstittisii (TSE)'niin belli aralik-
larla belirledigi yontem standartlar: kullanilmaktadir.

Tum yontemlerdeki genel prensip, denenecek dezenfektan maddenin sulandi-
rimlarinin, belirli mikroorganizmalarla karsilastirilmasidir. Cesitli temas siireleri
sonunda mikroorganizmanin canli kalmasi, ne kadarinin 61diigii ve hangi yogun-
luktaki dezenfektanin etki gosterdigi testin sonucunu belirler. Testlerdeki dezen-
fektan sulandirma sivilari, secilen mikroorganizma suslari ve yogunluklari, temas
slireleri, ortamdaki bozucu ve organik maddeler secilen yonteme gore degisiklik
gosterse de sonuclar ve yorumlar benzer sekilde degerlendirilir.

Dezenfektanlarin antimikrobiyal etkisini belirlemede cesitli sathalar ve ardin-
dan izlenecek adimlar vardir. Dezenfektanin temel aktivitesi i¢in stispansiyon de-
neyleri safha 1; uygulamadaki kullanimi temsil eden kogullar altindaki stispansi-
yon deneyleri satha 2-adim 1; uygulama kosullar1 benzeyen el yikama, ytizey de-
neyleri gibi calismalar safha 2-adim 2; uygulama kosullarindaki alan deneyleri
safha 3 olarak nitelendirilir. Her birinin detaylar1 monograflarla belirlenir.

Genel amacl ve ilk inceleme safhasinda dezenfektan maddenin antimikrobiyal
etkisinin varlig1 arastirilir. On tarama testi olarak kullanilan bu testlerde dezen-
fektanin etkili yogunlugu ve mikroorganizma ile en az temas siiresinin saptanma-
s1 belirlenir. Dezenfektanlarin inhibisyon kat sayilarini, inferior letal kat sayila-
rini, stiperior letal kat sayilarini ve fenol kat sayilarinmi belirleme testleri satha 1
grubunda yer alan testlerdir.

Daha sonraki sathada yapay, kontamine bir alan hazirlanir ve dezenfektanla
bu ortam belirli siirelerde temasa birakilir. Bu siire sonunda canli kalan mikroor-
ganizmalar sayilarak, dezenfektanin etkisi kantitatif olarak belirlenir. Bu saftha-
nin 6nemli bir adim1 da, ortama inorganik ya da organik maddeler katarak, de-
zenfektanin giicliniin belirlenmesidir. Tim uygulanan testler “seyreltme-notral-
lestirme yontemi” denilen ayni prensipteki testlerdir. Uygun bir nétrallestirici bu-
lunamadigl zaman “membran stizme yontemi” kullanilir. Vejetatif bakterilere,
mantar ve mayalara, bakteri sporlarina, mikobakterilere ve viriislere karsi etkile-
ri belirlenecek dezenfektanlar icin benzer prensipler uygulanir. Yalnizca mikroor-
ganizma cesitleri, tiretme besiyerleri, sulandirma sivilari, inkiibasyon sicaklik ve
slirelerinde farkliliklar vardir. Kaynaklarda dezenfektan maddelerin aktivite 61-
cim yontemlerini siniflandirirken de bu etki spektrumu 6ne cikmigtir.

Tum testlerde amag¢ ve uygulama sirasi ¢cok benzer sekildedir. Dezenfektanla-
rin bakterisidal aktivitelerinin degerlendirilmesinde kullanilan “seyreltme-notra-
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lizasyon ve membran filtre teknigi”’nde uygulanan asamalar asagida bildirildigi
sekildedir.

Seyreltme-Notralizasyon ve Membran Filtre Testinin Yapilisi

a. 6 x 10%-3 x 103 “colony forming unit (cfu)”/mL]lik bakteri siispansiyonu ha-
zirlanir. 10-V1ik ¢ozeltiden iki ayri petriye 1 mL konur. 45°C’ye sogutulmus 12-15
mL TSA ilave edilir. 36°C’de 24 saat inktibe edilir. Birinci ve ikinci gtinlerde can-
1 bakteriler sayilir.

b. Secilen bozucu madde (1 mL), 6 x 102-3 x 10° cfu/mLlik bakteri slispansi-
yonu (1 mL) ile birlikte tiipe konur. Iki dakika 0°C’de su banyosunda tutulur. Sii-
re sonunda 8 mL sert su ilave edilir. Kronometre calistirilir. Belirli temas stireleri
sonunda iki ayr1 petriye 1 mLlik 6rnekler konur. 45°C’ye sogutulmus 12-15 mL
TSA ilave edilir. 36°C’de 24 saat inktibe edilir. Birinci ve ikinci giinlerde canl
bakteriler sayilir.

c. Secilen bozucu madde (1 mL) ve 6 x 102-3 x 10° cfu/mLlik bakteri stispan-
siyonu (1 mL) ile birlikte tiipe konur. Tki dakika 0°C’de su banyosunda tutulur. Sii-
re sonunda 8 mL sert su ilave edilir. Kronometre calistirilir. Belirli temas stireleri
sonunda iki ayr1 petriye 1 mLlik 6rnekler konur ve 50 mL durulama sivisi iceren
ve membranli iki ayri stizme cihazina aktarilir; stiztillir. 50 mL su ile durulanir.
Membranlar iki ayr1 TSAT1 petri kutularina yerlestirilir. 36°C’de 24 saat inkiibe
edilir. Birinci ve ikinci giinlerde canli bakteriler sayilir.

d. Notrallestirici (1 mL) ve 6 x 102-3 x 10° cfu/mLlik bakteri slispansiyonu (1
mL) ile birlikte tiipe konur. Kronometre ¢alistirilir. Karisim bes dakika 20°C’de su
banyosunda tutulur. Temas siiresi sonunda karisimdan iki ayr1 1 mL1ik 6rnek iki
ayr1 petriye konur. 45°C’ye sogutulmus 12-15 mL TSA ilave edilir. 36°C’de 24 sa-
at inktiibe edilir. Birinci ve ikinci glinlerde canli bakteriler sayilir.

e. 6 x 10%-3 x 103 cfu/mLlik bakteri siispansiyonundan iki ayr1 0.1 mLlik ér-
nekler, membranli 50 mL durulama sivisi bulunan, iki ayri stizme cihazina akta-
rilir. 50 mL su ile durulanir. Membranlar iki ayr: TSA'l1 petri kutularina yerles-
tirilir. 36°C’de 24 saat inkiibe edilir. Birinci ve ikinci giinlerde canli bakteriler sa-
yilir.

f. Bozucu madde (1 mL), seyreltici (1 mL) ile karistirilir. En yogun dezenfektan
cozeltisinden (8 mL) ilave edilir. Karisimdan 1 mL, 20°C’deki 8 mL noétrallestirici
iceren tiipe alinir. Bes dakika tutulur. Uzerine 6 x 102-3 x 103 cfu/mLlik bakteri
stispansiyonu (1 mL) konur. Otuz dakika 20°C’de birakilir. Siire sonunda iki ayr1
petriye 1 mL/lik 6érnekler konur. 45°C’ye sogutulmus 12-15 mL TSA ilave edilir.
36°C’de 24 saat inkiibe edilir. Birinci ve ikinci glinlerde canli bakteriler sayilir.

g. Bozucu madde (1 mL), seyreltici (1 mL) ile karistirilir. En yogun dezenfek-
tan c¢ozeltisinden (8 mL) ilave edilir. Iki ayr1 0.1 mLlik érnekler, membranli 50 mL
durulama sivisi bulunan, iki ayri stizme cihazina aktarilir. 50 mL su ile durulanir.
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Icinde durulama sivisi bulunan kaplardaki membranlar iizerine 6 x 10%-3 x 103
cfu/mL1lik bakteri stispansiyonu (0.1 mL) ilave edilir. Stiztiliir, durulandiktan son-
ra iki ayr1 TSA ylizeyine yerlestirilir. 36°C’de 24 saat inktibe edilir. Birinci ve ikin-
ci glinlerde canli bakteriler sayilir.

h. I¢inde cam boncuk (5 g) olan 100 mLlik balona seyreltici (10 mL) konur.
Uzerine ikinci veya tciincii pasaji yapilmis bakteri kiiltiiriinden bir 6ze dolusu
konur. Uc dakika karistirarak stispanse edilir. Cam boncuklardan ayrilan kiiltiir,
1.5 x 10%-5 x 108 cfu/mLye seyreltici ile ayarlanir. Seyreltici ile 1076, 10-"lik sey-
reltikler hazirlanir. Her seyreltikten 1 mL iki ayr1 6rnek alinir ve petrilere konur.
45°C’ye sogutulmus 12-15 mL TSA ilave edilir. 36°C’de 24 saat inkiibe edilir. Bi-
rinci ve ikinci giinlerde canli bakteriler sayilir.

i. Bozucu madde (1 mL) tizerine, 1.5 x 108-5 x 108 cfu/mLlik bakteri stispansi-
yonundan (1 mL) konur. Sonra denenecek dezenfektandan (8 mL) ilave edilir. Kro-
nometre calistirilarak belirli temas stireleri sonunda, i¢cinde notrallestirici (8 mL)
ve su (1 mL) iceren bir tiipe 1 mL alinir. 20°C’de bes dakika notrallestirme sonun-
da iki ayr1 1 mLlik érnek ayr petrilere konur. Uzerine 45°C’ye sogutulmus 12-15
mL TSA ilave edilir. 36°C’de 24 saat inkiibe edilir. Birinci ve ikinci giinlerde can-
I1 bakteriler sayilir.

mlideki canli bakteri (koloni olusturan) sayisini hesaplamak icin asagidaki
formil kullanilir.

c

(n; +0.1n,)d

c: Degerlendirmeye alinan biitiin petrilerdeki koloniler toplamai.
n;: 11k seyreltikte degerlendirmeye alinan érnek petri sayisi.

n,: Ikinci seyreltikte degerlendirmeye alinan érnek petri sayisi.

d: Hesaba katilan ilk seyreltmeye karsilik gelen seyreltme faktori.

Sonug¢ olarak cfu/mL sayisi, 1.0 ve 9.9 arasinda bir say1 ve 10’un uygun bir
kuvvetinin ¢arpimi geklinde ifade edilir.

Dezenfektan etkinliginin 6l¢tilmesinde kullanilan testler farkli kriterlere gore
siniflandirilmistir.

A. Test mikroorganizmalarina gore siniflandirma
1. Antimikrobiyal aktivitenin saptanmasi
o Vejetatif bakteriler icin bakterisidal testler
e Aside direncli bakteriler i¢in tiiberkiilosidal testler

e Bakteri sporlar: i¢in sporosidal testler
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2. Antifungal aktivitenin saptanmasi i¢in fungusidal testler
3. Antiviral aktivitenin saptanmasi icin antiviral testler
B. Aktivite tipine gore siniflandirma
Bakteriyostatik-bakterisidal, tiiberkiilostatik-tiiberktilosidal,
Sporistatik-sporisidal, fungustatik-fungusidal, virtistatik-virtisidal testler
C. Test yapisina gore siniflandirma
1. In vitro testler
e Sispansiyon testler
e Kapasite testler
e Tasiyici testler
2. Pratik testler

* Yiizeyin, aletlerin, kumasin, elin ve derinin dezenfeksiyonunun yeter-
liligini saptama testleri

3. Uygulama testleri
D. Testin amacina gore siniflandirma
1. Ik test asamasi: 11k adim testleri, tarama testleri

¢ Kimyasal maddenin veya preparatin antibakteriyel ¢zelliginin olup
olmadiginin saptanmasi

e Maruz kalma stliresi ve dezenfektan sollisyonuyla iligkili bir etkinligin
saptanmasi

¢ Organik madde, serum varliginin etkisi

2. Ikinci test asamasi: Ozel kullanimlar icin dezenfektanin kullanilan diliis-
yonun saptanmasi testleri

3. Uclincii test asamasi
e Saha testleri
e Pratikteki dezenfektanin kullanilabilirliginin saptanmasi
e Klinik etkinlik calismalari

Antibakteriyel testlerde genellikle Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Esc-
herichia coli ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus hirae
ATCC 10541 ve Salmonella typhimurium ATCC 13311 suslar1 énerilmektedir.

Mikroorganizmalara gore yapilan siniflandirmaya gore dezenfeksiyon testleri
asagidaki gibi simiflandirilir:

1. Bakterisidal Aktivite Testi

Vejetatif bakterilerle yapilan testlerde; P aeruginosa ATCC 15442, S. aureus
ATCC 6538, E. coli ATCC 10536 ve E. hirae ATCC 10541 suslar1 kullanilir. Susla-

5. Ulusal Sterilizasyon Dezenfeksiyon Kongresi - 2007 45



Dezenfektanlarin Mikroorganizmalar Uzerine Etkinligini Olcen Testler

rin cogaltilmasi ve canli bakteri sayimi i¢in Tripton Soya Agar (TSA) besiyeri kul-
lanmilir. Bu standartta tarif edilen bakterisidal etki, dezenfektanin belirli kosullar
altindaki, yukarida belirtilen suslara ait canli bakteri sayisinda en azindan 10°’lik
bir azalma meydana getirme giicidiir. Azalma oranlar: desimal logaritma olarak
ifade edilir.

2. Fungisidal Aktivite Testi

Test organizmasi olarak Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus niger
ATCC 16404, besiyeri olarak Malt Ekstrakt Agar (MEA) kullanilir. Deneyde C. al-
bicans’in vejetatif hiicreleri, A. niger’in ise sporlar1 1.5 x 107-5 x 107 cfu/mL yo-
gunlugunda kullanilir. Inkiibasyonlar: da 30°C’de 24-48 saattir. Deney sonunda
test organizmalar1 60 dakikada 10* veya daha fazla canlilikta azalma gostermis-
lerse, dezenfektan icin “fungusidal aktiviteye sahip” denir.

3. Tuiberkiilosit Aktivite Testi

Hizli treyen Mycobacterium smegmatis CIP 7326 referans susu test bakterisi
olarak kullanilir. Tasiyic1 olarak porselen silindirlerin kullanildig: testlerde, ilk
olarak 10 dakikalik temas stiresi denenir. Ileri adim deneylerinde, dezenfektan sert
su ile seyreltilerek ortama serum ilave edilir. On tasiyicidaki test organizmasini 61-
diiren en yiliksek dezenfektan seyreltigine “tiiberkiilosit etkili dezenfektan” denir.

4. Viriisidal Aktivite Testi

Bakteriler ve fungiden farkli olarak, besiyeri olarak doku kiiltiirleri, embriyo-
lu yumurta ve deney hayvanlar: kullanilir. Testlerde kullanilan viriuslerin lipid
zarll oluslari, revers transkriptaz enzimi tasimalari, doku kiiltlirlerinde “Cyto
Pathogen Effect (CPE)” yapabilmeleri secilecek besiyerini ve yontemi belirler. Son
yillarda bakteriyofajlar da dezenfektan etki caligmalarinda kullanima girmistir.
Esas test dncesi kullanilan viriistin, %50 infeksiyon olusturma kapasitesini belir-
lemek ic¢in titresi saptanir. Dezenfektanla temas ettikten sonra bu titredeki azal-
ma, dezenfektanin etki giiciinli ortaya koyar. Dezenfektanlarin virtisleri inaktive
edip etmediklerini belirlemek i¢in en yaygin olarak kullanilan testler doku kiil-
tirlerinde uygulanmaktadir. Virtise etkisinin arastirilmasinda, belirlenen bu tok-
sik olmayan yaygin olarak kullanilan testler doku kiiltiirlerinde uygulanmaktadair.
Denenen dezenfektan diliisyonlar: 6nce doku kiiltiirii ylizeyinde tutularak, dezen-
fektanin dokuya toksik olmadigi en yiiksek konsantrasyon belirlenir. Virtise etki-
sinin arastirilmasinda, belirlenen bu toksik olmayan konsantrasyondaki dezen-
fektan, belirlenmis infeksiyozitedeki virtisle karistirilip doku kiiltiirlerine inokii-
le edilir. Farkl virtisler ve bu viriislerin tireyebildigi doku kiiltiirleri ile calisilir.
Dezenfektanin etkisi, virtistin infeksiyozitesindeki azalma yaninda, doku kiilti-
riinde olusturdugu hasara gore de degerlendirilir. Ayrica, sisedeki besiyeri dokii-
lip, canh kalan virtisler boyanarak saptanan plak sayilar:i makroskobik olarak da
gorulir.
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Hepatit B virtisii (HBV) ile ancak deney hayvanlarinda ¢caligmalar yapilmakta-
dir. Deney hayvani olarak sempanzelerin kullanildig: bir testte, dezenfektanla te-
mas ettirilmis ve ettirilmemis HBV ile sempanzeler infekte edilmis, hayvanin ka-
ninda HBsAg gosterilmesi virtistin canli kaldigini gostermistir. Benzer sekilde or-
dek HBYV ile 6rdeklerde in vivo calismalar vardir.

Dezenfektanla temastan sonra viriisiin, elektron mikroskobundaki morfolojik
degisime ugramasi da belirlenebilir.

Materyaller tizerindeki artik virtisiin jel filtrasyonla saptanmasi, seliilloz nitrat
filtratlara adsorbe edilmis viriisiin belirlenmesi seklindeki testler kullanilmakta-
dir. Uluslararas1 bir standardizasyonu gerceklesmemis olan virtisidal testlerde
kontrollerin kullanilmas1 yaninda, en az li¢ paralel seri ile ¢calisilmalidir.

5. Sporisit Aktivite Tayini

Dezenfektan ve notralizan ile spor siispansiyonu karigiminin belirli sicaklik ve
stirede inkiibasyonundan sonra karisimdaki kolonilerin sayilmasi esasina dayanir.

Bacillus cereus CIP 7803 ve Bacillus subtilis var. niger ATCC 9372, CIP 7718 48
saat, 30°C’de, Clostridium sporogenes CIP 7939 48 saat, 36°C’de inkiibe edilerek
kullanilir. Her sus icin mIde 2-6 x 102 canli spor tasiyan siispansiyonlar hazirla-
nir. Sporlarin hazirlanmasi: Besiyerine [maya 6ziitl (2.5 g), tripton (5 g), glikoz (1
g), su (1000 mL)] 10% bakteri sporu ekilir ve 30°C’de inkiibe edilir. 107 bakte-
ri/mLik kiiltiir hazirlanir. I¢cinde et 6ziitii (10 g), maya 6ziitii (2 g), mangansiilfat
(0.04 g), agar agar (25 g) ve su (1000 mL) olan siselere, bu kiiltiirden 2-3 mL ko-
narak 30°C’de 8-10 saat inkiibe edilir. Kiltiir dort kez yikanarak santrifijlenir.
Sonuncu siispansiyon 4°C’de korunur. Suyla seyreltilen sporlar, kristal viyole ile
tic-dort dakika boyanarak mikroskopta sayilir. Esas test icin, aminoasit (1 g), ni-
sasta (1 g), glikoz (2.5 g), et ozltu (5 g), demir-2-stlfat (0.1 g), manganstilfat
(0.0001 g), agar agar (18 g) ve su (1000 mL) icerigindeki, pH 6.8 olan besiyeri kul-
lanilir. Anaerop sporlu bakteriler icin besiyeri ve inkiibasyon kosullar: farklidir.

Deneyler her mikroorganizma igin ayr1 yapilir. 1, 5, 15, 30, 45 veya 60 dakika-
lik siireler i¢in denenir. Deneyde kullanilan bozucu maddenin, notrallestiricinin,
seyrelticinin mikroorganizma karsisindaki kontrolleri de yapilir. Bu maddelerin
mikroorganizmayi etkilememesi yani canli sayis1 deney éncesiyle ayni kalmalidir.
Deney baslangicindaki mikroorganizma sayisi mutlaka belirlenir ve esas test son-
rasl azalan mikroorganizma orani degerlendirilir.

Secilen tim testlerde, kullanilan suyun taze damitik, steril su olmas1 gerekir.
Ileri adim ¢aligmalarinda dezenfektanin sulandirimi sert suyla yapilir. Dezenfek-
tanlar: seyreltmek icin kullanilan sert su; ¢ozelti A (19.84 g susuz MgCl, ve 46.24
g susuz CaCl,/L)’min 6 mLsine 600 mL su ve 8 mL ¢6zelti B (35.02 g/L NaHCO,
sudaki cozeltisi) ilave edilip, suyla 1 L'ye tamamlanarak hazirlanir. Filtrasyonla
sterilize edilip kullanilir. Test edilecek dezenfektanin iki katli sulandirimlari ter-
cih edilir. Kat1 tirtinlerden en az 1 g alinip, su ile hacim/hacim seklinde hazirlanir.
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Raporda deney konsantrasyonu hacim/hacim veya agirlik/hacim seklinde kayde-
dilir. Kullanilan mikroorganizmalarin ¢aligma kultiirleri stok kiiltiirlerden iki ve-
ya li¢ pasaj yapildiktan sonra kullanilir. Testte kullanilan tim ¢o6ziicii, sulandiri-
c1 ve besiyerleri ile 20 = 1°C’de ¢alisilir. Seyreltici olarak tripton sodyum kloriir
cozeltisi veya su kullanilir. Test sirasinda zaman, sicaklik ve ilave suglar da kati-
labilir. No6trallestirici madde olarak dezenfektan formiilasyonuna uygun olarak
secilen asagidaki maddelerden herhangi birinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Fenol yapili dezenfektanlar i¢in:

Tween80 (3 mL), sodyum lauril stlfat (0.4 g), lesitin (0.3 g), su (100 mL)
Taze yumurta saris1 (0.5-5 mL), su (100 mL)

Taze yumurta saris1 (b mL), tween80 (4 mL), lesitin (0.3 mL), su (100 mL)
Aldehid yapili dezenfektanlar i¢in:

Tween80 (3 mL), lesitin (0.3 g), 2-histidin (0.1 g), su (100 mL)

Dort degerli amonyum yapili dezenfektanlar icin

Taze yumurta saris1 (b mL), tween80 (3 mL), su (100 mL)

Tween80 (3 mL), lesitin (0.5 mL), su (100 mL)

Peroksit esasli dezenfektanlar icin:

Katalaz veya peroksidaz enzimleri; bu enzimlerin bir birimi 25°C ve pH 7’de
bir dakikada 1.4 mol hidrojen peroksiti parcalayacak aktivitede olmalidir.

Halojen yapili1 dezenfektanlar:

Sodyum tiyostilfatin %0.5 (m/V) ¢ozeltisi

Agir metal tasiyan dezenfektanlar icin:

Sodyum tiyoglikolat, 0.5 g/L veya 5 g/L

%0.075 (V/V) tiyomalik asit (NaOH kullanarak pH’s1 7.2’ye ayarlanmis)

Sodyum tiyoglikolat, 0.5 g/L veya 5 g/L

L-sistein, 0.8 g/L veya 1.5 g/L

Testlerde yikama s1vis1 olarak kullanilan bazi ¢ozeltiler ise:

Su ve tampon ¢ozeltileri, %0.5’1lik (V/V) tween80’in sulu ¢ozeltisi ve 0.7 g/L le-
sitindir.

Dezenfektan aktivite arastirma testlerinde, ortama konulan bozucu maddele-
rin, deneydeki son konsantrasyonun 10 kat1 olacak yogunlukta hazirlanmas1 ge-

rekir. Bu amacla; bovin albumin (0.3 g/L), stit (%1 V/V), maya 6zitii (10 g/L), sak-
karoz (10 g/L), sodyum lauril sulfat (5 g/L) gibi maddeler kullanilmaktadir.

Test yapisina gore ise, benzer amag ve islemli fakat daha ayrintili testler uygu-
lanmaktadir.
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SUSPANSIYON TESTLERI

Stiispansiyon testleri, kapasite ve uygulama testlerine gére daha kolay uygula-
nabilir testlerdir. Ekonomiktir. Temas stiresi, sicaklik, mikroorganizma tiirleri ve
bozucu maddeler gibi ayni anda bircok degisken incelenebilir.

Uygun bakteri voliimi, inokilum miktari, test edilecek dezenfektan konsant-
rasyonu, temas stiresi ve bakterinin 6liip 6lmediginin test edilmesi 6zelliklerini
kapsar. Kalitatif (pasajda tireme olmasi veya olmamasi) veya kantitatif (orjinal
ekim biytukligiine gore canli kalan bakteri sayis1 tespiti) olarak yapilabilir. Bu
basit test yapisi kolaylikla genisletilerek, degisik konsantrasyonlarda ve degisik
stirelerde test edilebilir. Organik maddeler veya sabun gibi potansiyel inhibitor
maddeler eklenebilir veya sert su ve diger faktorlerin etkisi incelenebilir.

Kalitatif Siispansiyon Testi

Dezenfektanla bakterinin belirli bir siire temasindan sonra pasajlanmasi esa-
sina dayanan bu testte dezenfektanin yeterli veya yetersiz diizeyde oldugunun ka-
nisina varilir. S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 11229, Proteus mirabilis ATCC
14153, Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
suslar1 kullanilarak, 2-60 dakikalik stirelerde calisilir.

Bakteri siispansiyonu Dezenfektan soltisyonu
0 1 mL 0.1 mL §

Stire (dakika) 2 15 30 60

S1v1 besiyeri

Dezenfektan
konsantrasyonu (%) Subktltiirde tireme (dakika)
2 4 8 15 30 60
1 + - - - - -
0.5 + + + - - -
0.25 + + + + + -

Sekil 1. Kalitatif siispansiyon testi (DGHM testi).
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Kantitatif Siispansiyon Testi

1k inokiilumdaki bilinen sayidaki mikroorganizma ile, dezenfektanla temas
ettikten sonra canli kalan mikroorganizma sayisinin kiyaslanmasina dayanan bir
testtir. Bes mikroorganizma ile calisilir. Testin amacina gore ortama stit katilir.

Bakteri dezenfektana maruz birakildiktan sonra canli kalan bakteriler dogru-
dan kiltir ya da membran filtre teknigiyle sayilmaktadir. Dogrudan kultir tekni-
ginde dezenfektana maruz birakilan karisimdan 6rnek alinarak kati besiyerine eki-
lir. Ureyen koloni sayis1 baslangi¢ kontrol bakteri sayisiyla karsilastirilir. Germisi-
dal etki (GE), onluk azalma oranlar1 halinde GE= logN -logN, formiiliine gére he-
saplanir. N, kontrol serisindeki dezenfektana maruz kaldiktan sonra koloni olus-

Bakteri stispansiyonu

3

Dezenfektan
soliisyonu Diltient

B A

5 dakika Stire (dakika) 5 dakika
L 1mL Inaktivator Ll mL

J1mL 1 mLy
Diliient

1 1 1 1
I mL UmLumLU 9 mL 9 mL mL UmLU Im
—> — -— e -— -—
i L L Subkiiltir agar i L L

OO0 0 O0—0~—0 O0O0O

Kontrol
serisi

Dezenfektan
serisi

L

100 107t 102 107 10 102 10! 100
Subkultiur CFU sayist
diltisyonu Kontrol serisinde | Dezenfektan serisinde
Say1 Log Say1l Log

100 Ske - Ske -

1071 Ske¢ - 88 1.94

1072 Ske - 6 0.78

1073 Ske - 0 -

107 110 2.04 0 -

Ske¢: Sayillamayacak kadar ¢ok.
Germisidal etki= logNC—logNDz (4 +2.04) - (1 +1.94)=3.10 (bes dakika sonra)

Sekil 2. Kantitatif siispansiyon testi: In vitro test.
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turan tinit, Ny, ise denek grubunda dezenfektana maruz kaldiktan sonra olusan ko-
loni sayisidir. Dokme plak teknigi de yiizey plak sayimi yerine kullanilabilmektedir.

Hollanda’'nin standart stispansiyon testi, Mossel modifikasyonuna dayanir. Bu
test gida endistrisi i¢cin gelistirilmistir ve bakteri dezenfektana maruz birakilma-
dan 6nce albuminde slispanse edilmektedir. Organik yiik eklenmesiyle yapilan bu
test diger testlerden daha iyi fikir verir. Bes dakikalik temas sonunda dokme plak-
ta 32°C’de inkiibasyonla kiiltiir yapilir. Hastane icin, veteriner ve gida teknolojisi
alanlarinda kullanimi icin versiyonlar: vardir. 5-5-5 testi olarak da isimlendirilir.
Bu standart stispansiyon testinde bes test organizmasi (Pseudomonas, E. coli, S.
aureus, B. cereus ve S. cerevisae) test edilir. Bes dakika temas stiresi uygulanir ve
bes logaritmik etkide GE hesaplanir. Son hastane versiyonunda P. aeruginosa, P.
mirabilis, S. typhimurium ve S. aureus kullanilir. Fransiz standardina da uyarlan-
mis ve S. faecalis’te test bakterisi olarak eklenmistir. 37°C’de kullanilmaktadir.

Bazi uilkelerde membran filtre teknigi tercih edilmektedir. Filtrasyondan sonra,
filtre besiyeri ytizeyine konur ve olusan koloni sayilir. Filtre, dezenfektandan ari-
tilmak i¢in bol salinle yikanir. Oldukca duyarli bir teknik olmasina karsin ylizey
aktif dezenfektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi gibi bir zorlugu bulunmaktadir.

Kapasite Testi

Bu gruptaki en gelismis test “Kelsey Sykes” testidir. Dezenfektana birkac¢ kez
bakteri eklenerek, dezenfektanmin bakterileri 6ldiirme kapasitesi gozlenir. Bu

Bakteri stispansiyonu

H

Dezenfektan soliisyonu

mL 0. dakika 1 mL 20. dakika

=

18 2‘8

|
Stire 8
Subkiiltiir besiyeri L \1 damla J L x \1 damla L 1 damla
Dezenfektan Ureme goriilen subkiiltiir besiyeri sayis1
konsantrasyonu (%)| 8 dakika 18 dakika 28 dakika
2.0 0 0 3
1.0 0 2 5
0.5 1 4 5
0.25 5 5 5

Sekil 3. Kapasite testi: Kelsey-Sykes testi.
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amacla dezenfektana kontamine edilmis bir materyal veya cihaz atilir. Artan mik-
roorganizma fazlalig1 karsisinda dezenfektanin aktivitesini korumasi, kapasitesi-
nin gostergesidir. Test bakterileri olarak P. aeruginosa NCTC 6749, P vulgaris
NCTC 4635, E. coli NCTC 8196 ve S. aureus NCTC 4163 kullanilir. Sert su ve or-
ganik materyal eklenir.

Dezenfektan soliisyonuna kirli bir enstriimanin her daldirilmasinda bir miktar
kir ya da bakteri soliisyona eklenmis olur. Artan ytiik karsisinda aktivitesini koru-
mak dezenfektanin kapasitesini gosterir. Kapasite testleri enstriiman dezenfeksi-
yonu ve ortam temizliginin uygulamal olarak taklidi tarzinda yapilir. Daha 6nce-
den belirlenmis miktar bakteri ajanin uygulama soliisyonuna ilave edilir, bir stire
maruz birakilir ve daha sonra érnek alinarak yari kantitatif yolla birkag sivi besi-
yerine aktarilir. Belli siire sonra, ikinci bakteri eklenmesi yapilir ve ikinci subkiil-
tiirler yapilir. In vitro testler olsa da gercek yasama yakindir ve kullanilan kon-
santrasyonlarda uygulanir. Avrupa ve Ingiltere’de en cok kullanilan kapasite testi
“Kelsey-Sykes” testidir. Son versiyonunda P. aeruginosa, P. vulgaris, E. coli ve S.
aureus kullanilmaktadir. Bakteriler temiz kosullarda standart sert suyla, kirli ko-
sullarda maya slispansiyonunda stispanse edilir. Dezenfektan sert suyla sulandiri-
Iir ve 3 mLlik baglangic volumi ile baslanir (sert su: WHO hard water: 17.5 mL
CaCl, + 5 mL MgSO,, 3300 mL saf suda ¢oziilip otoklavlanarak hazirlanir).

Baslangic zamani sekiz dakikadir. 1 mL bakteri siispansiyonu eklenir ve iki
dakika sonra pasaj yapilir. Bu test genel olarak stispansiyon testinden dezenfek-
siyon icin daha etkilidir. Organik madde ve su sertliginden etkilenir ve dezenfek-
tanin yer temizligi etkinligi hakkinda bilgi verir. Bir baska kapasite testinde 0.5
mL bakteri stispansiyonu 100 mL dezenfektan soliisyonuna konur. Birer dakika-
Iik aralarla 10 ekleme yapilir ve her eklemeden 30 saniye sonra pasaj yapilir.

Tasiyic1 Testler

Enstriman dezenfeksiyonu i¢in tasarlanan preparatlarin degerlendirilmesinde
onemli bir testtir. Metal, kateter gibi parcalar yapay olarak kontamine edilip kul-
lanilan dezenfektan diliisyonuna daldirilir, sonra bakterilerin 6liip 6lmedigi test
edilir. Kumas ve benzeri dokuma parcalar: dezenfektanla 1slatilarak test edilir. Bu
uygulamali testte, bir tasiyicinin dezenfeksiyonu gercekte kullanilmayan nesne-
lerle yapilir (6rnegin; porselen). O nedenle bu testler in vitro testlerdir. Testin ya-
pist basittir. Tasiyici, dezenfektan sulandirimina aktarilir. Sabit temas siiresi son-
rasi “nutrient broth”a transfer edilir. Genellikle en az 10 cesit tasiyic1 test edilir.
1 em?lik standart pamuk parcasi tasiyici énce yapay olarak kontamine edilir.
Sonra 15 dakika bakteri stispansiyonu i¢inde 1slatilir: Bes test bakterisi kullani-
lir. Islak pamuk petri plagina yerlestirilir ve 15 mL dezenfektan eklenir. Iki ile 120
yirmi dakikalik her temas sliresinden sonra pamuk noétralizorli bir sivi besiyeri-
ne aktarilip yikanir ve sonra en son bir baska sivi besiyerine aktarilir. Bu Alman
in vitro testi, temas stiresi ve aktif konsantrasyon iligkisini belirlemeye yarar. Bu
testte S. colerasuis, S. aureus ve P. aeruginosa kullanilir. Her testte 10 temiz ¢elik
kiictik silindir kontamine edilir ve 10 dakika i¢in 10 mL dezenfektana daldirilir.
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Bakteri stispansiyonu

% \ Filtre kagidinda kurutma Dezenfektan soliisyonu
i / ‘

10 mL

Tastyict _ 10 Sure
v Subkiiltiir besiyeri
Dezenfektan Ureme goriilen
konsantrasyonu (%) subkiiltiir besiyeri sayisi H D H
0.25 10
0.5 2
1.0 0
2.0 0

Sekil 4. Tasiyici testi: AOAC testi.

Sonra pasaj yapilir. Bu test fenol kat sayisi test sonucunu konfirme eder ve uygu-
lama i¢in en etkili konsantrasyonu belirler.

Metal parcalari, kateter gibi secilen tasiyicilar, yapay olarak kontamine edilip,
dezenfektan seyreltiklerine batirilir. Belirli temas siiresi sonrasi sivi besiyerine
inokiilasyonlar yapilir. Test bakterileri olarak Salmonella choleraesuis ATCC
10708, S. aureus ATCC 6538 ve P. aeruginosa ATCC 15442 kullanilir. Deneyde 1
em?1ik pamuk parcasi, 15 dakika siire icin bakteri siispansiyonuna daldirilir. Ca-
lismada beg bakteri kullanilir. Islak pamuk petriye alinip, 15 mL dezenfektan ek-
lenir. Iki-yiiz yirmi dakikalik her temas siiresi sonunda pamuk tasiyici, nétralles-
tirici iceren bir siv1 besiyerine konur, yikanir. Yeni besiyerine pasajlanir. Bu test,
fenol kat sayisini belirleme test sonuglariyla dogrulanarak, dezenfektanin en yuk-
sek seyreltigi belirlenir. Alet, ylizey, dokuma ve hava gibi mikroorganizma tasiya-
nin farkh ozellikte oldugu durumlarda da yontemler benzerlik gosterir.

YUZEY DEZENFEKSIYON TESTI

Uygulama odasindaki cesitli materyalden yapilmis malzemeler bes test bakte-
risiyle kontamine edilir. Belirli sicaklik ve nem ortaminda kurutulduktan sonra
dezenfektan soltisyonu, aktif olmadig: belirlenen bir yiizeye piiskiirtiliir. Otuz, 45,
60 ve 90 dakika veya bir, iki ve dort saat temastan sonra mikroorganizmalar ka-
zima, karistirma veya ultrasonik islemlerle geri alinir. Geri alma sivisinda seyrelt-
me ve kat1 besiyerine inokiilasyon sonrasi canli bakteriler sayilir.

Dezenfektanlarin kullanim etkinliginin belirlenmesi amaciyla, temizlikten
sonra artik suyun toplandig: kovadan veya aletlerin bulundugu kaptan bir miktar
alinir. Ringer soliisyonuyla 1/10°luk ¢ézeltisi hazirlanir. 0.02 mL1lik 10 damla, ka-
t1 besiyeri ylizeyine damlatilir. 30-32°C’de 48 saat sonra, 10 damlanin besinde ve-
ya fazlasinda tireme yoksa, dezenfeksiyon islemi yeterli kabul edilir.
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Bakteri stispansiyonu Test ylizeyi

Kurutma Kontrol

Dezenfektan Dezenfektan serisi serisi Diliient
solisyonu

Rodac plate

5™
O

OO
@
O~O—| -
OO =

Rodac plate’deki CFU sayist
lsaat 2saat 3saat 4saat

Dezenfektan serisi Ske¢ 350 20 0
kontrol serisi - - - -
diltisyon 1 03 - - - 250

Ske¢: Sayilamayacak kadar cok.

Sekil 5. Yiizey dezenfeksiyon testi (DGHM).

Dezenfektanin etkiledigi mikroorganizmalari saptamak amaciyla da bir sinif-
lama yapilabilinir.

Yiizey dezenfeksiyonu bazi iilkelerde in vitro testler icinde degerlendirilir
(Hollanda’da standart siispansiyon testi, Ingiltere’de KS testi, Amerika’da use-di-
lution testi). Almanya’da ylizey dezenfeksiyonu uygulama kosullar: altinda yapi-
lir. Bu testlerde, Heicken’in farkli bakterilerle infekte diskinin, aga¢, cam, kapla-
ma agac gibi tasiyicilar tizerinde kurutulmasiyla dezenfektan etkilerini inceledi-
gi calisgmadan esinlenilmistir. Hijyen Enstitiisiince birkac degisiklikle gelistiril-
migtir. Kisaca soyle yapilir: Uygulama odasinda yer karolar1 PVC taban, sentetik
materyal kaplari bes test bakterisiyle kontamine edilir. Standart 1s1 ve nem kosul-
larinda belirli stire kurutulduktan sonra dezenfektan soliisyonu tasiyicilar tizeri-
ne puskurtiliur. Hizli etki i¢in 30, 45, 60, 90 dakika veya uzun etki icin bir, iki, ti¢
ve dort saat temastan sonra canli kalan bakteri sayisi belirlenir.

In-Use Testi

1972 yilinda Kelsey ve Maurer tarafindan tanimlanmigtir. Temizlikten sonra
yikama suyundan bir miktar alinir. Bir ile 10 misli sulandirilir. N6tralizor ilave
edildikten sonra plaklara 5-10 damla olarak ekilir. Inkiibasyon sonrasi sporsuz
bakteriler tirerse kullanilan konsantrasyon cok diisiiktiir. Membran filtre tekni-
gi de kullanilabilir. Bu testler cok yararli olmalarina karsin rutin kullanilma-
maktadir.

54 5. Ulusal Sterilizasyon Dezenfeksiyon Kongresi - 2007




Ufuk ABBASOGLU

UYGULAMA TESTLERI

Uygulamali testler gercek yasam kosullarinda yapilan ikinci satha testleridir.
Zaman-konsantrasyon iligkisi in vitro testlerle 6l¢tildiikten sonra bu uygulama
testleri halen kullanilagelen konsantrasyonda ve gercek uygulama alanlarinda
yapilir. Laboratuvar uygulamalarinda yer alabilir ve daha iyi standardize edile-
bilme avantajlar: vardir. Formiilasyonu ve uygulamasi zor degildir. Fakat, verim-
liginin azlig1 nedeniyle cogunun kullanimi sinirlidir. Bakterilerin dezenfektanla-
ra direncini etkileyen faktorler in vitro testlerle daha iyi belirlenir. Fakat standar-
dize edilmedikleri taktirde uygulamali testlerde bu zordur. Bakterilerin tasiyici-
da, el ve alet ylizeyinde kurumasi hem bakteri sayisini azaltir hem de 6liimlerine
neden olur. Degisiklik, kurutma zamanai, aletin 1s1s1, nispi nemi ayrica sulandirici
besiyeri, mikroorganizmanin tireme fazi gibi faktorlerden etkilenir. Degisik labo-
ratuvarlar arasinda alinan farkli sonuclar test verimliligini azaltir. Bazi tilkelerde
bu test, alet ve ytizeyler, oda koseleri, hava, balgam, digki, el ve deri, ylizme havu-
zu ve digerlerini kapsayacak sekilde her uygulama alani i¢in uygulanmaktadir.

ALET (ENSTRUMAN) DEZENFEKSIYON TESTLERI

Bu teknik tasiyici testine benzer olarak standardize metal parcasi veya kateter
kullanilarak yapilir. Almanlara gore spesifik enstriiman dezenfeksiyon testleri ta-
siyici testlerinden farkl olarak tarif edilmistir. Ayni test organizmalar: sivi besi-
yerinde stispanse edilir ve %20 oraninda sigir kani ile karistirilir. Dezenfektan ise
sert su ile sulandirilir ve buna %0.5 oraninda sigir albumini ilave edilir. Standart
yapidaki ve ebatlar: belli lastik hortumlar kiilttir-kan karisimina bir dakika icin
daldirilir ve sonra 37°C’de dort saat kurutulur. Daha sonra dezenfektan soliisyo-
nuna 15, 30, 45 ve 60 dakika konur. Bu temas siirelerinden sonra geri ¢ekilir, not-
ralizorlii sivi besiyeri ile yikanir ve baska bir sivi besiyerine pasajlanarak yedi
giin tutulur. Bu yolla aktif konsantrasyonun en diisiik sinir1 belirlenir. Tasiyici tes-
tinden farki, daha fazla organik madde konmas1 ve dezenfektanin sert su ile su-
landirimidir.

DOKUMA DEZENFEKSIYON TESTLERI

Her ¢ test kullanilabilir. Camasirin ek bakterisidal aktivitesi olup olmadig1 da
siispansiyon testiyle gosterilebilir (birinci safha). Ikinci safthada aym sicaklik ve
ayn1 dezenfektan konsantrasyonunda yikama makinelerindeki yikama siklusla-
rinda tasiyic1 testi kullanilir. Boyle testlerde yikama sivisinda etkili oldugu halde
dokumaya etkili olmayan preparatlarin varlig: kanmitlanabilir. Bu farklilik in vivo
testlerle gosterilemez. Uygulamada ti¢linci safha testler de gereklidir. Yikama sis-
temi 6zelligi laboratuvar ortaminda ¢l¢tilemeyebilir. Alman ekoliine gore kimya-
sal dokuma i¢in uygulama testleri tasiyic: testinden iki noktada farklidir: Dezen-
fektan standart sert suda %0.1°lik sigir albumini varliginda sulandirilir ve 12-
14°C’de 4, 6 ve 12 saat tutulur. Test, uzun zaman i¢in oda sicakliginda dokuma de-
zenfeksiyonu icin durumu yansitir. Bir bagka testte (kemotermal camasir igin)
kontamine test parcasi diger hastane camasiri ile birlikte yikanir. Sonra bunun
500 mLlik yikama suyu kantitatif olarak canli kalan bakteri i¢in incelenir. Cama-
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sir icin uluslarasi bilimsel ve teknoloji komitesinin 6nerisine gore, 12.5 cm ¢apin-
daki dokuma parcasi at serumu icindeki S. faecalis NCTC 10927 ile bulagtirilir ve
bir gece oda sicakliginda kurutulur. Bir yikama siklusundan sonra 12 x 12 mm’lik
kismi kesilip 5 mL diltient icinde homojenize edilir. Canli kalan bakteri a¢isindan
incelenir. Amerika’da buna ek olarak camasirin bakteriyostatik etkisi de incelen-
mektedir.

DERI TESTLERI

Bakteriler elin arka ylizline yerlestirilir ve bu kisma antiseptik uygulanir. Ve-
rilen slire sonunda siirtintii alinarak uygun besiyerlerine ekilir ve canli bakteri sa-
yim1 yapilir. Kobay derisi tizerinde bakteri hiicresinin solunumunun inhibisyonu-
nu 6lcen bir test tipi gelistirilmistir. Burada hiicre 61imti ile solunum durmasi ara-
sindaki korelasyondan yararlanilmaktadir.

HIJYENIK EL DEZENFEKSIYONU

Amaci, eldeki gecici flora bakterilerinin oldurtlip uzaklastirilmasidir. Hijye-
nik el dezenfeksiyonu etkinligi bu bakterilerin varlig: ile 6l¢tiliir. Iki yolla yapilir:

1. Uygun dezenfektan ya da dezenfektan deterjanla eller 30 saniyeden fazla ol-
mayan sekilde ovulur. Uygun test metodunda antiseptik %70’lik etanol ya da
%60’l1ik isopropanol gibi standartlarla karsilastirilir. Test edilen madde bu stan-
dartlardan ko6t sonug vermemelidir.

2. Eller, dezenfektan ya da dezenfektan-deterjanla 30 saniyeden ¢ok olmamak
tizere ovulur ve sonra su ile yikanir. Degerlendirme, test edilen trtniin standart
olarak su ve sabunla karsilastirilmasiyla yapilir. Test edilen madde kontrolden
daha etkili olmalidir.

CERRAHI EL DEZENFEKSIYONU

Ameliyat 6ncesi cerrah eline uygulanan ve cerrahi yara infeksiyonunu énleme-
yi amaglayan iglemdir. Islemden;

1. Kalic1 floray: en alt diizeye indirmesi,
2. Uzun etki saglamas1 (birkac saat),
3. Cilde en az zarar vermesi beklenir.

Bu dezenfeksiyon islemlerinde, islem 6ncesi ve sonras1 6rnek alinarak kalici
flora acisindan test edilir.

DIGER IN ViVO TESTLER

Bu testlerde, 1okositlere kars: toksisiteye bakilir. Koryoallantoik membranin
infekte edilmesi, yara infeksiyon dezenfektanlarinin degerlendirilmesi i¢in yarar-
I1 bir metottur. Yaraya uygulanan bir preparatin ila¢ emilimine bagl bir genel
toksikoza neden olup olmayacaginin incelendigi toksisite testleri de in vivo test-
lerdir. Zaman-konsantrasyon iligkisi in vitro testlerle dl¢tildiikten sonra bu uygu-
lama testleri halen kullanilagelen konsantrasyonda ve gercek uygulama alanla-
rinda yapilir. Laboratuvar uygulamalarinda yer alabilir ve daha iyi standardize
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edilebilme avantajlar1 vardir. Formiilasyonu ve uygulamasi zor degildir. Fakat ve-
rimliginin azlig1 nedeniyle cogunun kullanimi sinirlidir. Bakterilerin dezenfek-
tanlara direncini etkileyen faktorler in vitro testlerle daha iyi belirlenir. Fakat
standardize edilmedikleri taktirde uygulamali testlerde bu zordur. Bakterilerin
tasiyicida, el ve alet ylizeyinde kurumasi hem bakteri sayisini azaltir hem de
oliimlerine neden olur. Degisiklik, kurutma zamani, aletin 1s1s1 ve nispi nemi ay-
rica sulandirici besiyeri, organizmanin tireme fazi gibi faktorlerden etkilenir. De-
gisik laboratuvarlar arasinda alinan farkli sonuclar test verimliligini azaltir.

En gercekci dogala uyan testler DGHM’ce desteklenen ve Heicken tarafindan
gelistirilen testlerdir. Tahta, kiremit, lam gibi tasiyicilar bakteri ile kontamine
edilip yuizeylerine dezenfektan stiriiltip yayilir. Son noktada 10 koloniden az tire-
mesi degerlendirilir. Olayda spontan 6lime izin i¢in de kurutma yapilir. Kalan
canli sayis1t Rodac plaginda ya da yikanarak sayilir. Bugiin bu tip kantitatif ytizey
dezenfeksiyon testleri bircok Avrupa enstitiilerince (DGHM, AFNOR vb.) tanim-
lanmigtir. Bu uygulamali testler iki safhada gerceklesir. 11k safthada preparatin an-
timikrobiyal aktivitesinin hangi konsantrasyon ve temas sliresinde olacag: test
edilir. Suyun sertlik derecesi, organik kir gibi interfere edici maddelerin etkisi test
edilir. Bunun icin kantitatif stispansiyon testi énerilir. Ikinci asamada cesitli yii-
zeyler lizerinde dezenfektanin kullanilabilirligi incelenir.

Fransiz AFNOR testi, Alman DGHM testi ve Leuven testinin karsilastirildig:
bir arastirmada;

e AFNOR testinde ayni sayidaki bakteriyi 6ldiirebilmek icin daha yiiksek de-
zenfektan soliisyonu kullanilmas: gerektigi,

e Leuven testinde, bakteri inokiilumunun daha fazla ve organik materyal ile
cevrili olmasi nedeniyle yapilmasi daha zor bir test oldugu,

e Ayni dezenfektan soliisyonunda en az mikrobisidal etkinin Leuven testi ile
saptandigi, bununla birlikte en iyi sonucun ise DGHM testi ile elde edildigi bildi-
rilmistir.

Yaklagik 40 yil 6nce Heicken’in gelistirdigi ylizey dezenfeksiyonunda dezen-
fektanlarin antibakteriyel etkisinin arastirildigi yontemde; dezenfektanlar yal-
nizca stispansiyon olarak kullanilmis ve tasiyic: sistemi gelistirilmistir. Daha son-
ra DGHM, bu teknigi hastanelere adapte etmistir DGHM testinde dezenfektanin
etkisi iki fazda incelenmektedir. 11k fazda bir preparasyonun antibakteriyel etki-
si olup olmadigina bakmak icin kalitatif slispansiyon testi kullanilmaktadir. Esas
testte ise hazirlanan preparasyonun konsantrasyonunun yiizey dezenfeksiyonu
icin uygun olup olmadiginin anlasilmasi i¢in gerekli islemler yapilir. Bu yontem
Leuven teknigi denilen semikantitatif test gelistirilerek hazirlanmistir.

Van-Klingeren ilk olarak yikama yontemini kullanarak canli kalan mikroorga-
nizma sayisini saptama yontemini uygulamistir. DGHM yonteminde, aragtiricinin
yikama yontemini kullanarak ya da Rodac plaklarini kullanarak sayim yapabil-
mek gibi iki secenegi vardir.
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Daha yeni bir yontem olan Fransiz AFNOR testinde ise ylizey yikanarak mik-
roorganizma sayisi hem yikanti sivisinda hem de test edilen ylizeyden alinan or-
nekten sayilarak tespit edilir. Teorik olarak bu li¢ yontem karsilastirildiginda bu
yontemlerin tam olarak esit sonuclar vermedigi ciinkii her testin daha 6nemle
tizerinde durdugu noktalarin farklh oldugu bilinmektedir.

Bu ii¢ testin yapilislarina bakilacak olursa;

Birinci asamada, her ti¢c yontemde de 37°C’de 24 saatte TSA besiyerinde tireti-
len bakteri kilttiri kullanilir. Elde edilen bu mikroorganizmalar AFNOR testinde
%0.1 tripton-%0.85 NaCl iceren soliisyonla yikanir. DGHM ve Leuven testlerinde
ise 10 mL tripton ile yikanir. Sonraki asamada AFNOR testinde, elde edilen y1-
kant1 filtreden stizilir ve 19 mL bakteri slispansiyonuna 1 mL %10’luk “skim
milk” eklenerek yogunluk standardize edilir. DGHM ve Leuven testlerinde ise y1-
kant1 s1visinin yogunlugu 108 hiicre/mL olacak sekilde ayarlanir.

Mikroorganizma inokiilumlar:i bu sekilde hazirlandiktan sonra bakteri stis-
pansiyonu ile test edilen yilizeyler kontamine edilir. Bu islem AFNOR testinde,
bakteri stispansiyonunun 0.05 mLsi ile yapilir ve yiizey 45 dakika 37°C’de kuru-
tulduktan sonra yiizeyin tizerine dezenfektan soltisyonu eklenir. AFNOR testinde
bu islem sirasinda etiiv 1s1sinin kullanilmasina ragmen DGHM ve Leuven testle-
rinde gercek kosullar: saglayabilmek amaciyla kurutma islemi oda 1sisinda ger-
ceklestirilir DGHM testinde kurutma siiresi olarak 90 dakika beklenirken Leuven
testinde bu stire 60 dakikadir. DGHM testinde bakteri slispansiyonu tim yiizey
alanini kaplayacak sekilde 0.1 mL olarak kullanilir. Leuven testinde ise yayma is-
lemini tam olarak gerceklestirebilmek amaciyla drigalski kullanilir. Dezenfekta-
nin dilie edilmesi asamasinda DGHM testinde standart sertlikte su kullanilir. De-
zenfeksiyon icin dezenfekte edilmek istenen yiizey lizerine bu soliisyonun 0.2
mDsi tim ylizeyi kaplayacak sekilde puskiirtilir. AFNOR testinde ylizeyin tizeri-
ne 1 mL dezenfektan soliisyonu eklenir. Leuven testinde de yapilan islem ¢ok
farkl degildir. Daha sonra AFNOR testinde 15 dakikalik bir bekleme siiresini ta-
kiben ylizey 100 mL tripton icine daldirilir ve bes dakika manyetik karistirici ile
karistirilir. Daha sonra ornek, “Plate Count Agar (PCA)” lizerine yerlestirilir ve
uzerine ince bir tabaka daha PCA dokuliir. Yikant: sivisi ise 0.45 pm porlar: olan
membran filtre ile stiztiliip filtre kagidi tripton ile yikanarak PCA plagina konur.
Tium plaklar, 48 saat inkiibe edilir. DGHM testinde ise 30 ve 60 dakikalik iki fark-
I1 bekleme siiresini takiben ytiizey, inaktivator eklenmis olan TSA besiyeri iceren
Rodac plaklarina yerlestirilir. Uzerine steril bir agirlik konup iki dakika beklenir.
Sonra ornek alinip baska bir Rodac plagina koyulur ve iki dakika sonra da alinip
diger plaga koyulur. 37°C’de 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda bu ti¢ plaktaki
canli kalan mikroorganizma sayis1 hesaplanir.

Sonugc olarak, bu ti¢ test karsilastirildiginda stire olarak, fiyat olarak ve ¢alis-
ma zorlugu olarak aralarinda ¢ok 6nemli derecede fark yoktur. Ancak yapilan ca-
lismada bircok dezenfektanin Leuven testinde etkisiz bulunurken, AFNOR ve
DGHM testlerinde aktif bulunduklar: bildirilmektedir. Bunun 6tesinde elbetteki
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ayn1 marka altindaki tiim dezenfektanlarin her tilkede ayn1 icerige sahip oldugu-
nun garantisini kimse veremez. Bu nedenle tespit edilen bu farkliliklar, testlerin
farkl tlkelerde yapilmis olmasindan da kaynaklanabilir. Ayni arastiricinin ya-
yinladigi bir bagka calismada ise bu ti¢ teste Hollanda QCT testi ve Hollanda-Bel-
cika QSDT testleri eklenmis ve karsilagtirilmigtir. Bu tekniklerde her ne kadar
yontem olarak Tablo 1’de goriildiigi gibi birtakim farkliliklar olsa da Kendall'in
nonparametrik analizi sonucunda istatistiksel olarak dordi arasinda giicli bir
korelasyon oldugu saptanmigtir. AFNOR testi digerleri ile korele cikmamigtir.

Amerika’da ise durum Avrupa’ya benzemektedir. Seksen yildir Amerikan hi-
kiimeti bu konunun tizerinde hassasiyetle durmaktadir. AOAC use-dilution testi,
dezenfektanlarin aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan en eski yontemlerden
biridir ve 1953 yilinda Stuart, Ortenzio ve Friedl isimli arastiricilar tarafindan ge-
listirilmistir. AOAC testi, pratikteki dezenfeksiyon islemi icin hala en etkili olan
en diisik konsantrasyondaki dezenfektan miktarinin hesaplanmasi amac¢lamak-
tadir. Son yillarda bu testin 32’den fazla modifikasyonu ortaya cikmigtir. AOAC
testinde, tasiyici, test organizmasini iceren kiltiir icerisine yerlestirilip daha son-
ra kurutulur, dezenfeksiyon diliisyonunun icerisine atilir ve 10 dakika sonra sub-
kiltiir icin sivi besiyerine alinir. On paralel calismada ve alt1 seride toplam 59
subkiltir tiplinde tireme olmamasi durumunda denenen preparat testi gecmis
demektir.

Kelsey Sykes testinde ise ayn1 dezenfektan soliisyonuna t¢ kez, sekiz dakika
arayla mikroorganizma eklenir ve her ekleme sonrasinda érnek, siv1 besiyeri ice-
ren beg subkiiltiir tlipline alinir. Bu orjinal yontem, ATCC susu, hazirhik kiiltiiria
icin Tryptic Soy Sivi Besiyeri ve test besiyeri olarak Letheen besiyeri kullanilma-
s1 ve inkiibasyonun 37°C’de yapilmasi zorunlugu getirilerek modifiye edilmistir.
Sonug olarak ilk ya da ikinci kez mikroorganizma eklendiginde bes tiipten ikisin-
de ya da daha azinda tireme varsa preparat testi gecmis sayilir.

Tablo 1. Bes test tekniginin kiyaslanmasi

AFNOR DGHM Leuven QCT QSDT
Bakteri stispansiyonunun 45 dakika 90 dakika 60 dakika 80 dakika 60 dakika
ylizey lizerinde
kurutulma siiresi
Sicakhik 37°C 25°C 25°C 25°C 25°C
Dezenfektan miktar: 1.0 mL 0.2 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Yiizey basina organik 0.30 mg 2.25 mg 2.25 mg 0.03 mg 2.25 mg
madde miktari
Dezenfektan hacmi (mL) 0.3 mg 11.2 mg 22.5 mg 0.3 mg 22.5 mg

basina organik madde miktar:
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Reybrouck’un yayinlamis oldugu bir makalede, AOAC use-dilution testi ve
Kelsey Sykes testlerinin temiz kosullarda birbirleriyle uyumlu olduklar: ve ayni
zamanda Avrupa slispansiyon testleriyle de korele olduklar: (sadece S. aureus kul-
lanmildiginda) bildirilmistir. AOAC testi ve AFNOR testi arasinda iyi bir korelas-
yon oldugu bilinmektedir. Stispansiyon testleri de tasiyici testleri ve kapasite test-
lerinde oldugu gibi QSDT ile AFNOR ve DGHM’ye kiyasla daha az korelasyon
gosterir.

AOAC use-dilution testi, P. aeruginosa varliginda ylizey dezenfektanlarinin et-
kinligini 6lcen en Ustilin testtir. S. aureus varliginda ise en tistlin test Kelsey Sykes
testidir. S. aureus, test organizmasi olarak kullanildiginda, AOAC de QCT ve
QSDT gibi temiz kosullarda en az Kelsey Sykes testi kadar basarilidir.

Dezenfektanlar, gram-pozitif bir bakteri olan S. aureus, gram-negatif bir bak-
teri olan S. cholerasuis ile yapilan use-dilution testlerini gectiklerinde Federal
Amerikan Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafinda “sinirli olarak dezenfeksiyon
saglayan Uriin” olarak, eger ticlincii bir test organizmasi olarak P. aeruginosa’ya
da etkili olarak bulunmus ise “hastanede ve ¢evrede kullanilabilir dezenfektan”
olarak onaylanmaktadir. Ancak mantarlara, virtislere ve sporlara olan etkinin ay-
rica uygun test verileri ile belirtilmesi gerekmektedir. Fungusidal, sporosidal ve
tiiberkiilosidal aktivite i¢in kullanilabilir AOAC yontemleri de mevcuttur. Fungu-
sidal aktivite testinde test organizmasi olarak Trichophyton mentagrophytes

Tablo 2. Testlere gore 29 dezenfektandan basarisiz bulunanlar

S. aureus P. aeruginosa
Test teknigi Test tipi ATCC 6538 ATCC 15442
In vitro test Kantitatif stispansiyon testi 5 4
Avrupa silispansiyon testi Kantitatif stispansiyon testi
Temiz kosullar 3 6
Kirli kosullar 4 9
Kelsey Sykes testi Kapasite testi 9 18
Temiz kosullar
Use-dilution yontemi Tasiy1ci testi 8 22
AOAC testi
Yiizey dezenfeksiyon testi Pratik test 4 3
DGHM testi
AFNOR testi Pratik test 5 16
Leuven testi Pratik test 8 19
Kantitatif tasiyic: testi Pratik test 8 13
Kantitatif ytizey Pratik test 9 4
dezenfeksiyon testi
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ATCC 9533 konidia silispansiyonu, sporosidal test i¢in test organizmasi olarak B.
subtilis ya da C. sporogenes ATCC suslarinin sporlari, tiiberkiilosidal test i¢in test
organizmasi olarak Mycobacterium bovis kullanilir.

Virtisidal test i¢in ise uzun yillardir, 1963 yilinda Klein ve Deforest tarafindan
gelistirilmis olan yontem kullanilmaktadir. Son yillarda EPA ve “American Soci-
ety for Testing and Materials (ASTM)” virtisler icin standart metodu incelemeye
almislardir. Bu konuda test virtisleri, substratlar, substrat toksisitesi ve diger bir-
cok teknik problem vardir.
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