004 Sultan

24/ 12/01 17:19 Page 1 $

STERILiZASYON DEZENFEKSIYON VE HASTANE iINFEKSIYONLARI ¢ ¢ ¢ ¢ 66060 ¢

Dezenfektanlarin Mikroorganizma U_gerine
Etkinliginin Olgiimii ve Pratikteki Onemi

® Prof. Dr. Nedim Sultan
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD. Ankara

Giintimiizde hastane enfeksiyonlar: giderek 6nem kazanan bir konudur. Hastane en-
feksiyonlar1, yogun antibiyotik ve dezenfektanlarin kullanildig1 hastane ortaminda
duyarli bakterilerin yok edilmesi, buna karsilik bu maddelere direnebilen ve belirli
derecelerde direncli hale gelenlerin se¢ilmesi ve hastane ortamina yerlesmesi sonu-
cu meydana gelmektedir. Pahali teknoloji gerektiren zor ameliyatlar, bir bakterinin
ameliyat olan hastada enfeksiyon olusturmasiyla basarisizliga ugrar ve hic bir enfek-
siyon sorunu olmayan hasta bu enfeksiyon nedeniyle kaybedilebilir. Bakterilerde an-
tibiyotiklere kars1 hizla direng gelismektedir. Bakteriler sadece antibiyotiklere degil
kullanilan dezenfektan ve antiseptiklere de direng gelistirebilme yetenegine sahiptir-
ler. Antibiyotik kullanimi ile tek bir hastanin enfeksiyon hastaligi tedavi edilmekte-
dir. Hastane ortaminin dezenfektanlarla mikroorganizmalardan temizlenmesi ise ye-
ni bir ¢cok enfeksiyonun ortaya ¢ikmasini onleyebilmektedir. Genel anlamda dogru
dezenfektanla ortam ve malzemelerin dezenfekte edilmesi bu tip bir ¢ok enfeksiyo-
nun ortaya ¢cikmasini onleyebilecektir. Bu durumda dezenfektan ve antiseptiklerin
dogru secilip uygulanmasi antibiyotik kullanimindan daha etkili sonuglarin alinma-
sii1 saglamaktadir. Dogru dezenfektanin se¢ilmesi ise dezenfektanin hastane orta-
minda bulunabilen mikroorganizmalara etkili oldugunun giivenilir testlerle gosteril-
mesi, uygulama yontemi ve uygulama konsantrasyonlarinin dogru olarak belirlene-
bilmesiyle miimkiin olabilmektedir (1). Son yillarda metisiline direncli stafilokoklar-
da dezenfektanlara kars1 belirlenen direng diizeyi sorunun 6nemini ortaya koymakta-
dir (2,3).

Dezenfeksiyon, istenmeyen mikroorganizmalarin selektif eliminasyonudur. Infeksi-
yon veya kontaminasyonu (zararli bakterilerin) 6nlemek olarak da tarif edilir. Dezen-
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fektanlarin etkisinin degerlendirilmesi basit olarak, bakterinin, dezenfektanin test
konsantrasyonu iizerine eklenmesi, bir siire maruz birakilmasi ve daha sonra 6liip 61-
mediklerinin incelenmesine dayanir. Testlerin gelistirilmesi, olaya bir ¢ok faktoriin
karismasi nedeniyle oldukca zordur (Test organizmasinin se¢ilmesi, hiicre siispan-
siyonunun yapilmasi, pasajda dezenfektanin nétralize olmasi gibi). Antiseptik ve de-
zenfektanlar bakteriyolojinin altin ¢agindan 6nce erken tarihlerde bulunmus olmala-
rina ragmen halen uluslararasi kabul goren test semalari olusturulamamuistir. Tersine
giiniimiizde halen degisik iilkelerde degisik prensiplere dayanan farkli testler uygu-
lanmaktadir. Cogu kez bir iilkede alinan farkli sonuclar diger iilke bilim ¢evreleri ta-
rafindan kabul edilmeyebilmektedir (1,4).

Dezenfektan testleri ile ilgili calismalar dezenfektan kinetigine dayandirilmaktadir.
Gozlemler, bakterinin dezenfektan tarafindan o6ldiiriilmesinin, fenol katsayisi, veya
tagiyici testlerinde oldugu gibi dezenfektan konsantrasyonu ve bakterinin dezenfek-
tanla temas siiresine bagli oldugunu gostermistir. Son yillarda konuyla ilgili pratik
uygulamalar gelistirilmigtir. Kapasite testleri ve uygulamali testler, gercek yagsam or-
tam taklit edilerek ve kullanilan konsantrasyonlarda uygulama ortaminda yapilan ve
daha gergekei sonug veren testlerdir. Bu testlerde, iiriiniin kullanim amacina gore de-
gisik mikroorganizmalar ve temas siireleri kullanilmaktadir. Ayni zamanda sert su et-
kisi de incelenmektedir. Baz1 Avrupa iilkelerinde sadece dezenfektanin kendi etkisi
degil, kullanim alan1 veya dezenfeksiyon islemi de test edilmektedir (5,6,7).

Buna ragmen her iilke kosullarina uygun farkli alanlarda (gida, tip, ilac) farkli tek-
nikler kullanilmaktadir. Bazi1 yerlerde alisilmisin disinda yerel test semalar1 olustu-
rulmustur. En iyi bilinen 6rnek, Amerikan Assocation of Official Analytical Chemist
(AOAC) ve German Society for Hygien and Microbiology’nin farkl: test yontemle-
ri onermeleridir. AOAC, dezenfektanlarla ilgili bir bolimdiir. Alman kurulusuda
1958 den beri faaliyettedir. Alman kurulusu 1972 den beri kilavuz ve tavsiyeler ige-
ren brosiirler yayinlamaktadir. Fransa Hollanda ve Ingiltere nin baz1 test metodlari-
n1 yayinlayan benzer normalizasyon kuruluslart bulunmaktadir. Bu konuda birbirine
gore farklilig1 olan sayisiz test tanimlanmustir (8,9,10).

Ortamin 1s1 ve pH’s1, inokulum biiyiikliigii, 61diiriilmesi amag¢lanan mikroorganizma-
nin cinsi ve fizyolojik durumu, mikroorganizmanin yiizey yapisi, kullanilan dezen-
fektanin konsantrasyonu, ortamda dezenfektan etkisini interfere eden maddelerin bu-
lunmasi, dezenfeksiyonun uygulanma sekli ve siiresi dezenfeksiyon basarisini etkile-
yen baslica faktorlerdir (1,10).

Dezenfektan Testlerinin Siniflandirilmasi

Biitiin testlerin final amaci aynidir. Kimyasal maddelerin antibakteriyel etkinligini
oOlcerler. Testlerin yapilis 6zellikleri ve farkli uygulama alanlarina gore alt boliimle-
re ayrilmiglardir. Tablo 1 de dezenfektan testlerinin genel bir siniflandirilmasi veril-
mistir.
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Tablo 1. Dezenfektan aktivite Ol¢lim testlerinin klasifikasyonu (1)

A. Test organizmlerine gore simiflama

1. Antibakteriyel aktivitenin gosterilmesi: Aside direngli olmayan vejetatif bakteriler (bakterisidal testler), aside
direncli bakteriler, (tuberkiilosidal testler); bakteriyel sporlar (sporosidal testler)

2. Antifungal aktivitenin gosterilmesi: fungisidal testler
3. Antiviral aktivitenin gosterilmesi: virusidal testler
B. Etki tarzina gore simiflandirma: bakteriyostatik ve bakterisidal, tuberkiilostatik ve tuberkiilosidal, sporosta-
tik ve sporosidal, fungistatik ve fungisidal, virustatik ve virusidal testler
C. Test yapisina gore siniflandirma
1. In-vitro testler:
siispansiyon iginde test hiicreleri: Siispansiyon testleri
Dezenfektana bir kag kez bakteri siispansiyonu eklenmesi: Kapasite testleri
Tastyicr tizerinde test organizmleri: Tastyici testleri
2. Uygulama Testleri: Oda yiizeyleri, dokuma, ¢ikarti, el ve deri iizerine dezenfektanlarin etkisini 6lgen testler,
3. Kullanimdaki etkinligi 6l¢en (In-use) testler
D. Amaclarina gore testlerin siniflandirilmasi
1. Birinci test safhasi: TIk testler, tarama testleri:
Bir kimyasal maddenin antibakteriyel etkisinin olup olmadigin gosteren testler
Temas siiresi ve dezenfektan konsantrasyonunun iligkisini gosteren testler
Serum gibi organik maddelerin etkisini inceleyen testler
2. Ikinci Test Safhast: Spesifik bir uygulama icin kullanim konsantrasyonunu belirleyen testler

3. Ugiincii Test Sathast: Uygulama alani icin testler, dig ortam ve doku igin dezenfektanin pratikte kullamim
uygunlugunu inceleyen testler

Dezenfektanlarin antimikrobik etkisi 3 safhada arastirilabilir. Ilk safha, maddenin an-
timikrobik etkisi olup olmadiginin belirlenmesidir. Bu ilk tarama testlerini kapsar.
Siispansiyon ve fenol katsayist gibi basit testlerin ¢ogu birinci satha 6n testleridir.
Ikinci safhada, laboratuvar ortaminda gercek yasam ortanu taklit edilerek inceleme
yapilir. Bu asamada dezenfeksiyon islemi ve dezenfektanlar incelenir. Son safha, ala-
na uygulamadir. Cansiz ya da canli ortamlarda test yapilir. Bu kisim daha az kulla-
nilir. Zira alanda tam standardizasyon miimkiin degildir (1,10).

Vejetatif Bakterilere Karsi Dezenfektan Aktivitesini Gosteren Testler

In-vitro testler: Bir dezenfektandan beklenen vazgegilmez zellik maddenin vejeta-
tif bakterilere etkili olmasidir. O nedenle dezenfektan testi 6ncelikle antibakteriyel
aktivite agisindan baglar.

Bakteriyostatik aktiviteyi belirleyen testler: Dezenfektanin bakteriyostatik aktivitesi
MIC’in gosterilmesiyle olur. Bu basit bir test olup, bakteri iiremesinin inhibisyonu-
nun Ol¢iimiine dayanir ve antibiyotik duyarliliginin ol¢iildiigii seri tiip diliisyonuna
benzer. Dezenfektan, nutrient broth ile azalan konsantrasyonlarda karigtirilir, tiiplere
bakteri inokule edilir ve uygun siire inkube edilir. MIC degeri, bakterinin iiremesini
durduran en diigiik konsantrasyon olarak tespit edilir. Pasaj yapilirken, ortamda de-
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zenfektan kalintisinin yada tiremeyi olumsuz etkileyecek bir etkinin bulunmamasin-
dan emin olmak cok 6nemlidir. Bu testler, dezenfektandan daha cok bakterisidal et-
ki beklendiginden nadir yapilmaktadir (1,10,11).

Siispansiyon Testleri

Uygun bakteri voliimii, inokulum miktari, dezenfektan konsantrasyonu, ve temas sii-
resinin belirlenmesi ve bakterinin 6liip 6lmediginin test edilmesi agamalarini kapsar.
Kalitatif (uygulama sonrasi subkiiltiirde tireme olmasi veya olmamasi) veya kantita-
tif (orijinal ekim biiyiikliigline gore canli kalan bakteri sayisi tesbiti) olarak yapilabi-
lirler. Test yapisi kolaylikla genisletilerek, degisik konsantrasyonlarda, degisik siire-
lerde test edilebilir. Testlerde organik maddeler veya sabun gibi potansiyel inhibitor
maddelerin veya sert su ve diger faktorlerin etkisi incelenebilir (1).

Kalitatif Siispansiyon Testleri

Dezenfektanla bakterinin sabit bir temas siiresinden sonra dezenfektan ve bakteri ka-
risimindan 6rnek almip pasajlanir. Pasajda koloni gelismesi dezenfektanin yetersiz-
ligine baglanir. Ancak tek bir canli bakteri kalmig bile olsa ayn1 sonucu verir. Alman
test kilavuzuna gore bu testte, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli
11229, Proteus mirabilis 14153, Klebsiella pneumoniae 4352 ve Pseudomonas aeru-
ginosa 15442 bakterileri test bakterileri olarak kullanilmaktadir(1).

Fenol-Katsayisi Testleri

Rideal-Walker (RW) testi, fenol ile karsilastirilarak dezenfektan etkinliginin 6lciil-
mesine dayanan kalitatif bir yontemdir.1903 te Rideal ve Walker tarafindan gelistir-
migtir. Orijinal test organizmas1 Salmonella typhi’dir. Fenoliklere oldukca duyarli-
dir. 2,5, 5, 7.5 ve 10 dak.lik temas siireleri uygulanur. ilk 5 dakikada iireme goriilen
ve 7.5 dakikada iireme goriilmeyen en yiiksek dezenfektan sulandirimindan fenol
katsayis1 hesaplanir. Ornegin bu iireme ozellikleri 1/100 fenol ve 1/1200 dezenfek-
tan sulandiriminda olmussa; Fenol Katsay1s1=1200/100=12.0 olarak bulunur. Chick
Martin (CM) testi organik maddelerin ortamda bulundugu kosulda uygulanabilen
benzer bir testtir. CM modifikasyonunda, bakteri hiicreleri dezenfektana maruz bira-
kilmadan once maya hiicreleri ile karistirilirak organik madde yiiklenirler. RW ve
CM testleri uzun zaman alan, tiim dezenfektanlar i¢in standart olarak kullanilan yon-
temlerdir. Fenoller dezenfektan olarak kullanildiktan sonra hemen hemen degisme-
den kalirlar. Giiniimiizde azalmis olsada halen var olan tifo i¢in oda 1sisinda yiizey
ve odalarin dezenfeksiyonunda kullanilirlar. RW ve CM testlerinin en énemli deza-
vantaji, diger kosullardaki verilerin ve diger dezenfektanlarin fenolden farkli olusu-
dur. Ornegin fenollerin 37 °C’de deride serum gibi organik madde varhiginda stafi-
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lokoklar1 oldiirdiikleri soylenemez. Fenol sivi ortamda organik madde yoklugunda
S.typhi i¢in 17-18 °C’de etkili olmaktadir. Fenol katsayisinin kullanildig: testler, et-
ki tarzlar1 bilinmiyorsa nonfenolik dezenfektanlar i¢in bu tiir bir beklentiye cevap ve-
remiyebilir. Bu nedenle RW ve CM testlerinin bazi kosullarda kullaniminin basari-
sizlikla sonuglanmasi sasirtici olmayacaktir. Buna karsin RW testi British Standart-
lar1 Enstitiince onerilen bir testtir. AOAC nin 6nerdigi RW test yontemi, Salmonel-
la typhi 6539, S.aureus 6538 ve P.aeruginosa 15442 kullanilacak sekilde detaylan-
dirtlmagtir. Kalitatif test olmasi dezavantajidir. Tiim diinyada kullanilmaktadir. An-
cak yerine kantitatif bir test konmasi daha iyi olacaktir (1,2,6,12).

Kantitatif Siispansiyon Testleri

Son 50 yilda gelistirilmislerdir. Bu tip testler bakterisidal, sporosidal ve fungisidal
aktivite belirleme arastirmalarinda kullanilir. Bakteri kiitlesiyle ilgili bilgi, belirli
araliklarla ortamdaki canli bakteri sayimiyla elde edilir. Canli sayim teknigi uygula-
mal1 bakteriyolojinin biitiin dallarinda kullanilir. Esas olarak kati besiyerine bakteri
yayilip enkube edilir. Koloninin bir tek canli hiicreden gelistigi gercegine dayanarak
olusan koloni sayilarak bakteri sayis1 belirlenir. Belirlenen siire sonunda canli kalan
bakteri say1 ve orani sik olarak bakterisidal aktivite i¢in bir parametre olarak deger-
lendirilmektedir. Direkt kiiltiir tekniginde dezenfektana maruz birakilan karisimdan
ornek alinarak kat1 besiyerine ekilir Ureyen koloni sayis1 baslangi¢ kontrol bakteri
sayisiyla kargilastirilir. Onluk azalma orant yada Germisidal Etki (GE); GE=logNc-
logNb formiiliine gore hesaplanabilir. Nc, kontrol serisinde dezenfektan yerine su
kullanilan ortamdan alinan 6rnekteki koloni sayisi, No ise, denek grubunda dezen-
fektana maruz kaldiktan sonra olusan koloni sayisidir.

Avrupa da bu tip degisik bir kag test kullanilmaktadir. Hollandanin standart siispan-
siyon testi Mossel modifikasyonuna dayanir. Bu test gida endiistrisi i¢in dizayn edil-
migtir ve bakteri dezenfektana maruz birakilmadan 6nce albuminde siispanse edil-
mektedir. Organik madde eklenmesiyle yapilan bu test diger testlerden daha iyi fikir
verir. 5 dakikalik temas sonunda dokme plakta 32 °C’de inkubasyonla kiiltiir yapilir.
Hastane i¢in, veteriner ve gida teknolojisi alanlarinda kullanimi i¢in versiyonlari var-
dir. 5-5-5 testi olarakta isimlendirilir. Bu standart siispansiyon testinde 5 test orga-
nizmi (P.aeruginosa, E.coli, S.aureus, Bacilllus cereus ve Saccaromyces cerevisae)
test edilir. 5 dakika temas siiresi uygulanir ve 5 1i logaritma ile GE hesaplanir. Son
hastane versiyonunda P.aeruginosa, P.mirabilis, S.typhimurium ve S.aureus kullani-
lir. Streptococcus faecalis’inde test bakterisi olarak eklendigi sekliyle Fransiz stan-
dardina da uyarlanmigtir. 1979°da Alman test kilavuzunda Reybrouck ve Werner ta-
rafindan gelistirilmis modifikasyonu yer almistir. Biitiin kantitatif testleri bir ¢ok
noktada birbirine benzemektedir.

Bazi iilkelerde membran filtre teknigi tercih edilmektedir. Filtrasyondan sonra, filtre
besiyeri yiizeyine konur ve olusan koloni sayilir. Filtre, dezenfektandan aritilmak
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icin bol salin ile yikanir. Oldukca duyarli bir teknik olmasina karsin yiizey aktif de-
zenfektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi gibi bir zorlugu bulunmaktadir.

Daha ¢ok kullanilan bir parametrede, segilen siire sonunda canli bakterilerin %99,
9%99.9, %99.99 veya %99.999’unu oldiiren dezenfektan konsantrasyonunun tesbiti-
dir. Oldiirme oranmin hesaplandig1 bu yontemde 3 desimalli sonuglarin elde edilme-
si gii¢ sanilsada biiyiik miktarda bakteri kullanilinca islem kolaylasir. Boylece oldiir-
me orani %99.999 ise, verilen siirede 1 000 000 bakteri 6lmiis olsa bile hala 10 bak-
terinin canli kaldig1 hesaplanir. Bagka bir ifade ile,%90, 99, 99.9, 99.99 ve 99.999
oranindaki 6liim Log10’unun 1, 2, 3, 4 ve 5 oraninda diisme gosterdigi tarzinda soy-
lenebilir (1,13).

Testler ayn1 zamanda organik madde (albumin gibi) varliginda ve sert suda yapilabi-
lir. Canli bakteri sayimi i¢in 6rnekle hemen calisilmas: gerekmektedir. Ya da dezen-
feksiyon islemi bazi notralizan maddeler tarafindan durdurulupta yapilabilir.

Bakteri kiimelenmelerine bagli sayim hatas1 yapilabilmesi major bir hata kaynagidir.
Cogu antibakteriyel ajan yiizeyi etkilemekte bakteri yiizey yiikiinii degistirmekte ve
kiimelenmeye sebep olarak bu yanlighig1 koriiklemektedir. Setrimid gibi dortlii
amonyum bilesikleri, ayn1 zamanda bisbigunidine ve klorheksidin kiimelenmeyi ko-
riikleyen ajanlardir. Ortama, lesitinle beraber lubrol W eklenirse bu durum 6nlenebi-
lir.

Dezenfektana maruz birakilan bakterilerin subkiiltiirii yapilmadan 6nce dezenfektan
aktivitesini notralize eden inaktivatorlerle, dezenfektan etkisinin ortadan kaldirilma-
s1 gerekmektedir. Cesitli dezenfektanlari notralize eden naddeler tanimlanmugtir. Or-
negin Kloroheksidin etkisi, Lubrol W, yumurta lesitini ve Tween 80 ile Formaldehit
etkisi, Amonyum iyonlar: ile Glutaraldehit etkiside glisin ile notralize edilebilmekte-
dir (1,14).

Kapasite Testleri

RW ve CM testlerinin bir ka¢ dezavantaji bu metodlarin gelistirilmeye calisildig:
1960’11 yillarda farkedilmistir. Bunun iizerine 1965°te Kelsey ve arkadaslar1 yeni bir
test icin calismaya baslamis ve Kelsey Sykes (KS) testini gelistirmiglerdir. KS testi
bir kapasite testidir. Kapasite testinde, dezenfektana birka¢ kez bakteri eklenir ve
bakterileri oldiirme kapasitesi test edilir. Kirli bir enstriimanin dezenfektan soliisyo-
nuna tekrar daldirilmasiyla, soliisyona bir miktar kir yada bakteri eklenmis olur. Ar-
tan bakteri ve kir yiikii karsisinda dezenfektanin aktivitesini korumasi kapasitesinin
gostergesidir. Kapasite testleri enstriiman dezenfeksiyonu ve ortam temizliginin uy-
gulamalr olarak taklidi tarzinda yapilir. Daha 6nceden belirlenmis miktar bakteri de-
zenfektanin uygulama soliisyonuna ilave edilir, bir siire maruz birakilir ve daha son-
ra ornek alinarak yar kantitatif yolla bir ka¢ s1vi besiyerine aktarilir. Belli siire son-
ra ikinci bakteri eklemesi yapilir ve ikinci subkiiltiirler yapulir.
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Test edilen dezenfektan fenol gibi bir dezenfektanla karsilagtirilarak degerlendirilir.
KS siispansiyon testi bir kapasite testi oldugu icin RW ve CM testlerinden farklidir.
Dezenfektan i¢in sonug iyi veya yetersiz diye belirlenir. Bu testte katsay1 gibi say1-
sal bir deger kullanilmamakta ve degisik mikroorganizmalar test edilebilmektedir.
Kirli ve temiz kosullardaki dezenfektan etkisinin gosterilmesi ise testin en 6nemli ya-
nidir.

Avrupa ve Ingiltere’de en ¢ok kullanilan kapasite testi KS testidir. Son versiyonun-
da Ps.aeruginosa, P.vulgaris, E.coli ve S.aureus kullanilmaktadir. Bakteriler temiz
kosullardaki etki i¢in standart sert suyla (Sert su: WHO standart hard water: 17.5 ml
CaClz2 + 5 ml MgSOs, 3300 ml saf suda ¢oziiliip otoklavlanarak hazirlanir.) ve kirli
kosullarda etki i¢in maya unda siispanse edilirler. Dezenfektan sert suyla sulandirilir
ve 3 ml’lik baglangi¢ voliimiine 1 ml bakteri siispansiyonu eklenir ve 2 dak sonra pa-
saj yapilir. Araliklarla yeni bakteri eklemeleri ve subkiiltiirler siirdiiriilerek dezenfek-
tan kapasitesi hesaplanir. Bu test genel olarak siispansiyon testinden dezenfeksiyon
etki ol¢limii icin daha yararli olur. Organik madde ve su sertliginin etkisini de belir-
ler (15,16,17).

Tagtyic1 Testleri (Carrier Testleri)

Enstriiman dezenfeksiyonu i¢in tasarlanan preperatlarin degerlendirilmesi i¢in deger-
lidirler. Metal, katater gibi parcalar yapay olarak kontamine edilip kullanilan dezen-
fektan dilusyonuna daldirilir, sonra bakterilerin 6liip 6lmedigi test edilir. Kumag ve
benzeri dokuma parcalar1 dezenfektanla islatilarak test edilir. Bu testler in vitro test-
lerdir. Testin yapilmasi basittir. Tasiyict dezenfektan sulandirimina aktarilir. Sabit te-
mas siiresi sonrasi nutrient broth’a transfer edilir. Genellikle 10 cesit tasiyici test edi-
lir. Alman Hijyen ve Mikrobiyoloji Cemiyeti tarafindan bildirilen ve AOAC’nin
onerdigi in-use testleri en ¢ok kullanilan tagtyici testleridir. Alman kurulugunun 6ne-
risine gore, 1 cm?’lik standart pamuk pargasi tastyici once yapay olarak kontamine
edilir. Sonra 15 dakika bakteri siispansiyonu icinde islatilir: Her testte 5 test bakteri-
si kullanilir. Islak pamuk petri plagina yerlestirilir ve 15 ml dezenfektan eklenir. 2 ile
120 dakikalik her temas siiresinden sonra pamuk tastyicilar notralizorlii bir sivi besi-
yerine aktarilip yikanir ve sonra bir bagka siv1 besiyerine aktarilir. Bu Alman in vit-
ro testi, temas siiresi ve aktif konsantrasyon iligkisini belirlemeye yarar. Bu testte
S.colerasuis, S.aureus ve P.aeruginosa kullanilir. Bir bagka uygulamada her testte 10
temiz gelik kiiciik silindir tagiyic1 kontamine edilir ve 10 dakika i¢in 10 ml dezenfek-
tana daldirtlir. Sonra pasaj yapilir. Bu test fenol katsayisi test sonucunu konfirme
eder ve uygulama icin en etkili konsantrasyonu belirler (1,6,11).

Uygulama Testleri

Uygulama testleri ger¢ek yasam kosullarinda yapilan ikinci safha testleridir. Zaman-
konsantrasyon iligkisi in vitro testlerle dl¢iildiikten sonra bu uygulama testleri pratik-
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te kullanilmakta olan konsantrasyonda ve gercek uygulama alanlarinda yapilir. La-
boratuvar uygulamalarinda yer alabilir ve daha iyi standardize edilebilme avantajla-
11 vardir. Formiilasyonu ve uygulamasi zor degildir. Fakat kullanimlar1 sinirlidir.
Bakterilerin dezenfektanlara direncini etkileyen faktorler in vitro testlerle daha iyi
belirlenirler. Fakat standardize edilmedikleri taktirde uygulamali testlerde bu zordur.
Bakterilerin tasiyicida, el ve alet yiizeyinde kurumasi: hem bakteri sayisini azaltir
hemde oliimlerine neden olur. Kurutma zamani, aletin 1s1s1, nispi nemi ayrica sulan-
dirict besiyeri, organizmin lireme fazi gibi faktorler sonuclart etkiler. Degisik labo-
ratuvarlar arasinda farkli sonuclar alinmaktadir.

Bu test her uygulama alani i¢in (alet ve yiizeyler, oda koseleri, hava, balgam, digki,
el ve deri, yiizme havuzu ve digerlerini kapsayacak tarzda) uygulanmaktadir (1,6).

Alet (Enstriiman) Dezenfeksiyon Testleri

Bu teknik tagiyici testine benzer olarak standardize metal parcasi veya katater kulla-
nilarak yapilir. Almanlara gore spesifik enstriiman dezenfeksiyon testleri tasiyici
testlerinden farkli olarak tarif edilmigtir. Ayni test organizmleri sivi besiyerinde
siispanse edilir ve %20 oraninda sigir kani ile karigtirilir. Dezenfektan ise sert su ile
sulandirilir ve buna %0.5 oraninda sigir albumini ilave edilir. Standart yapidaki ve
ebatlart belli lastik hortumlar kiiltiir-kan karisimma 1 dakika i¢in daldirilir ve sonra
37 °C’de 4 saat kurutulur. Daha sonra dezenfektan soliisyonuna 15, 30, 45 ve 60 da-
kikalik siireler icin konur. Bu temas siirelerinden sonra geri ¢ekilir, notralizorlii sivi
besiyeri ile yikanir ve bagka bir siv1 besiyerine pasajlanarak 7 giin tutulur. Bu yolla
aktif konsantrasyonun en diisiik sinir1 belirlenir. Tastyici testinden, daha fazla orga-
nik madde konmas1 ve dezenfektanin sert su ile sulandirimi ile ayrilir (1,6).

Yiizey Dezenfeksiyonu Icin Testler

Yiizey dezenfeksiyonu bazi iilkelerde in-vitro testler icinde degerlendirilir. Hollan-
dada Standart siispansiyon Testi, Ingiltere’de KS testi, Amerika’da kullamim etkin-
ligi (use-dilution) testi, Almanya’da yiizey dezenfeksiyonu testi uygulama kosullari
altinda yapilir. Bu testler gelistirilirken, Heicken’in farkli bakterilerle enfekte digki-
nin, agag, cam, kaplama agac gibi tasiyicilar iizerinde kurutulmasiyla dezenfektan et-
kilerini inceledigi caligmadan esinlenilmistir. Alman Hijyen Enstitiince bir ka¢ degi-
siklikle gelistirilmistir. Kisaca sdyle yapilir: Uygulama odasinda yer karolar1. PVC
taban, sentetik materyal kaplar1 bes test bakterisi ile kontamine edilir. Standart 1s1 ve
nem kosullarinda belirli siire kurutulduktan sonra dezenfektan soliisyonu tasiyicilar
iizerine spreylenir. Hizli etki i¢in 30, 45, 60, 90 dakika veya uzun etki i¢in 1, 2, ve
4 saat temastan sonra canli kalan bakteri sayis1 belirlenir (1,5).
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Dokuma Dezenfeksiyon Testleri

Her 3 test kullanilabilir. Camasirin ek bakterisidal aktivitesi olup olmadigida siispan-
siyon testiyle gosterilebilir (birinci safha). Ikinci safhada ayni 1s1 ve ayn1 dezenfek-
tan konsantrasyonunda yikama makinelerindeki yikama sikluslarinda tastyici testi
kullanilir. Boyle testlerde yikama sivisinda etkili oldugu halde dokumaya etkili ol-
mayan preperatlarin varligi kanitlanabilir. Bu farklilik in vivo testlerle gosterilemez.
Uygulamada 3.satha testlerde gereklidir. Yikama sistemi 6zelligi laboratuvar orta-
minda dlciilemeyebilir. Bu 6zellikle siirekli yikama yapan makineler i¢in gecerlidir.

Alman ekoliine gore kimyasal dokuma icin uygulama testleri carrier testinden iki
noktada farklidir: Dezenfektan standart sert suda %0.1°lik s1g1r albumini varliginda
sulandirtlir ve 12-14 °C’de 4, 6 ve 12 saat tutulur. Test, uzun zaman i¢in oda 1s1sin-
da uygulanir. Bir bagka testte, (kemotermal camasir icin) kontamine test pargasi di-
ger hastane ¢camasiri ile birlikte yikanir. Sonra bunun 500 ml’lik yikama suyu kanti-
tatif olarak canli kalan bakteri i¢in incelenir. Camasir i¢in Uluslarast Bilimsel ve
Teknoloji Komitesinin 6nerisine gore, 12.5 cm capindaki dokuma parcasi at serumu
icindeki S. faecalis NCTC 10927 ile bulastirilir ve bir gece oda 1sisinda kurutulur. Bir
yikama siklusundan sonra 12x12 mm’lik kismi kesilip 5 ml diluent icinde homojeni-
ze edilir. Canli kalan bakteri acisindan incelenir. Amerika’da buna ek olarak cama-
sirin bakteriyostatik etkiside incelenmektedir (1).

Hava Dezenfektanlarinin Degerlendirilmesi

Bakteri enfeksiyonlarmin bir gecis yolu da hava yoludur. Koguslar, sinema, yatak
odalar1 gibi kapali ortamlar bu yolla bulag icin uygun ortamlardir. Hastanelerde giri-
simlerin bakterilerden arinmig ortamda yapilmasi istenir. Atmosferin dezenfeksiyo-
nu oldukg¢a 6nemlidir. Isin yapilacagi ortamda dezenfektanlar gaz, buhar tarzinda ya-
da aerosol olarak kullamilirlar ve uygulama sonunda hava canli mikroorganizmalari
incelenir.

Havadaki canli mikroorganizmalarin dl¢giilmesi: En basit yontem Koch tarafindan
1881°de gelistirilen, i¢inde kat1 besiyeri olan petri plaginin agik bir sekilde hava ile
temasta tutulmasi ve sonra enkiibasyonu tarzinda yapilan testtir. Bu metod gercek
olarak havada duran mikroorganizmalarin yer ¢ekimi etkisiyle plaga diismesine bag-
11 olup hava temizligini 6l¢mek icin kullanmlmaktadir. Ozellikle aseptik islemlerin ya-
pilacagi ortamlarda uygulanmaktadir. Daha saglikli veriler yer ¢cekiminden daha de-
gisik bir giiciin kullanilmasiyla elde edilebilir. Sayim i¢in daha erken sonu¢ almak
icin degisik diizeneklerde kullanilabilmektedir. Havaya tutulan plak dogrudan enku-
be edilip olusan koloniler sayilir. Boylece alinan hava miktarina gore dl¢tim yapilir.

Uygun 6rnek alma yontemiyle dar bir odada havada bulunan canli bakteri sayisinin
dezenfektan etkisine cevabinin 6l¢iilmesi tarzinda (UV, kimyasal buhar veya aero-
sol) belirli araliklarla yapilir (1,6).
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Kullanim Etkinligi (In-Use) Testleri

Bakterisidal iriinlerin giivenilirligi, sadece kabul edilen testlerle, kullanim kosulla-
rinda kontaminasyon yada enfeksiyon gecisini onlemeleri test edilerek degerlendiri-
lebilir. Bu kriterler kullanilarak bir dezenfektanin etkinliginin pratik olarak degerlen-
dirilmesi olanaksizdir. Enfeksiyon bir ¢cok faktorden etkilenir. Ancak bu faktorlerden
bir kaci bulunup degerlendirilebilir. Bu giin 100 sene 6nceki Semmelweis’in yonte-
miyle enfeksiyon oranmi diismesine bagl olarak el antisepsisinin degerini dlcemeyiz.
In-use testi bir dezenfektanla yapilan ¢evre dezenfeksiyonunun dolayli olarak mikro-
biyolojik yonden degerlendirilmesidir. Her ne kadar ¢evre bakteriyel kontaminasyo-
nunun azalmasi infeksiyon sikliginin azalmasina bir kanit teskil etmezse de, tersine
olarak infeksiyon sikliginin azalmasi ¢evredeki hijyen olgiimlerinin gelistirilmesine
baglanir. Bu anlamda, bir yiizeyin dezenfeksiyonundan sonra o yiizeyin kontaminas-
yon derecesi uygulanan prosediiriin gegerliligini gosterir. Bu test ile dezenfeksiyon
isleminin yetersizligi dogrudan gosterilebilir. Bu testte, etkili bir maddenin kullanim
konsantrasyonu, yiizey ve aletlerin dezenfeksiyonundan sonra bakteri kalmamasi ile
gosterilebilir. Ortamda kir serum gibi maddelerin varliginda bile kisa siirede bakteri-
leri oldiiren madde bakterisid kabul edilir. Kelsey ve Maurer’in gelistirdigi, daha
sonra Prince ve Ayliffe’nin modifiye ettigi yontemde, temizlikten sonra kir suyu top-
lanan kovadan yada aletlerin bulundugu kaptan bir miktar alinir, dezenfektan etkisi-
ni inaktive eden madde ile 1 ile 10 misli kadar sulandirilir ve 5 ya da 10’ar damla
olarak plak yiizeyine ekilir. Eger sporsuz bakteri iirerse dezenfektanin kullanilan di-
lusyonunun ¢ok diisiik oldugu hiikmiine varilir. Membran filtrasyon teknigide bu
amagla kullanilabilir. In-use testi, hastanelerde dezenfeksiyon isleminin yeterliligini
ol¢mede cok yararli bir yontem olmasina karsilik genellikle rutin olarak kullanilma-
maktadir (1,6,18).

Mikobakterisidal Aktivite Icin Testler

Hidrofobik yapilar1 nedeniyle mikobakterilerin homojen siispansiyonlarin1 yapmak
zordur. Cevre kosullar1 etkisine daha direnclidirler. Mikobakteriler ¢ok yavag iirer-
ler. O nedenle hizli ireyen Mycobacterium smegmatis ve Mycobacterium terrae test
organizmi olarak kullanilirlar. Siispansiyon kapasite, tasiyici ve ayrica in-use testle-
ri mikobakteriler icinde uyarlanmiglardir.

AOAC mikobakterisidal aktivite 6l¢iimii i¢in sadece tasiyic testini Onerir. Bu testte,
Mycobacterium smegmatis ve konfirmatif olarakta Mycobacterium tuberculosis var.
bovis (BCG) kullanilir. Tagtyic1 olarak porselen pargalari kullanilir. Her testte 10 ta-
styict kullanilir. Tagtyicilar kontamine edilir ve 10 dakika dezenfektana maruz bira-
kilirlar. Daha sonra her parga tagiyict 10 ml serum yada notralizor olan tiipe transfer
edilir. Sonra 2’ser ml serum alinip pasaj yapilir. 10 parcadaki tiim bakterileri 6ldiiren
maksimum dillisyon, maksimum giivenli uygulama konsantrasyonu olarak belirlenir.
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En ¢ok kullanilan yontem Alman hijyen ve Mikrobiyoloji cemiyetinin 6nerdigi yon-
temdir. Ilk safha testi olarak tagiyici testinde bir par¢a pamuklu dokuma, test orga-
nizmi olarak M.tuberculosis 25618 kullanilir. Kontamine tasiyici 2 ile 120 dakika de-
zenfektan soliisyonunda bekletilir. Tki kere notralizor ile yikamp Lowenstein-Jensen
besiyerine aktarilir. Ikinci sathada, dokuma, yiizey, enstriiman ve balgam dezenfek-
siyonu incelenir. Tlk safhadaki tasiyici ve dokumalar yapay balgam ile (bakteri bu-
lagtirilmig) kontamine edilirler. Bol basil bulunan gergek balgamda kullanilabilir.
Dezenfektan ile temastan sonra kontamine materyal kobaya inokule edilir. Mikobak-
teriler i¢in kullanilan test metodlarindaki prensipler diger sporsuz bakterilerdeki gi-
bidir (19,20).

Sporosidal Aktivite Icin Dezenfeksiyon Testleri

Dezenfektanlarin sporosidal etkilerinin incelenmesi ¢ok onemlidir. Kimyasal ajanla-
ra diger bakterilerden ¢ok daha dayanikli olmalart nedeniyle sporlar1 6ldiirebilen
maddelerin sterilant olduklar1 sdylenebilir. Dezenfektan ile temas sonrasi optimal ko-
sullarda sporlarin canli kalip kalmadiklar incelenir. Bazi bakterisidal testler sporosi-
dal test olarak modifiye edilmislerdir. Hollanda da standart siispansiyon testinde
B.cereus 9139 kullanilir. Sporlar suda siispanse edilir ve 60 saniye i¢in 80 °C’de 1s1-
tilirlar. Bir bakterisidal dezenfektandan 5 dakikada 5 logaritmik etki gostermesi bek-
lenir.

En iinlii sporosidal test AOAC’ nin carrier testidir. Porselen kiigiik silindirler yada
ipek siiturlar tasiyici olarak, Bacillus subtilis ya da Clostridium perfringens sporlari
ise standart suslar olarak kullanilirlar. Bakteri sporlart 2.5 N’lik HCL ye direnclilik-
lerine gore standardize edilmiglerdir. Testte 10 tasiyici kullanilir. Bir preperata spo-
rosidal denebilmesi i¢in en az 60 uygulamanin 59°unda sporlarin tiimiinii 6ldiirmesi
gereklidir.

Sporosidal aktivite ya s1v1 slispansiyon i¢inde yada tastyicida kuru spor varli§inda in-
celenir. Prensip olarak testler diger bakterisidal testler gibidir. Ancak islem sporun
germinasyonuna yol agabilir. O nedenle enkiibasyonun bir kag giin i¢in siirdiiriilme-
si gerekir (1,8,11).

Mantarlara Karsi Dezenfektan Etkisinin Olciilmesi

Bazi bakterisidal testler mantarlar icin modifiye edilmistir. S.cerevisae, Candida al-
bicans ve Trichophyton mentagrophytes test organizmleri olarak kullanilir. Yiizey
dezenfeksiyonu i¢in iki test kullanilir. Kirli kosul i¢in yapilan testte, 2x20x2 mm
ebatinda bir tahta parcasi mantar iceren siispansiyon ile kontamine edilir, 1, 2, 3 ve
4 saat siire ile dezenfektana maruz birakilir ve sonra notralizasyon iglemi uygulanir.
Son agamada Sabouraud nutrient agarda iireme semikantitatif olarak degerlendirilir.
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En yaygin fungisidal test AOAC’nin 6nerdigi modifiye fenol-katsayisi kalitatif siis-
pansiyon testidir. Bunda T.mentagrophytes kullanilir. 5, 10, ve 15 dakikalik dezen-
fektan ile temas sonrasi notralizasyon uygulanir ve sonra dextroz broth’a ekimle can-
lilik kontrolii yapilir. 10 dakikada mantarlar 6ldiiren en yiiksek dilusyondaki dezen-
fektanin, patojen mantarlarla bulagik yiizeyleri dezenfekte edecegi kabul edilir.

Funguslar potansiyel patojen olup farmasdétik preperatlari kontamine edebilirler.
Testler antibakteriyel aktivite testlerine benzersede mantarlarin iireme ihtiyaclarina
gore yapilir. Tipik besiyeri Sabouraud likit besiyeri ve Czapek-Dox besiyerleridir.
Gerekirse iki besiyeride agarla katilastirilabilirler.

Fungal spor yada micelyum test soliisyonuna eklenir. Kantitaf degerlendirme bak-
terilerdeki gibidir. Test maddeleri tiim kontaminantlar: inhibe eden nitelikte segilir-
ler. Toz ve toprakta karisik inokulum kaynagi olarak kullanilabilirler (1).

Viruslara Karsi Dezenfektan Etkisinin Olciilmesi

Bu konuda biiyiik teknik problemler vardir. Viruslar zorunlu hiicre ici parazitleridir.
Ortamda canli kalabilir ancak ¢cogalamazlar. Yapay besiyerlerinde tiremedikleri gibi
bazilar1 hiicre kiiltiirlerinde de iiretilememektedir. O nedenle dezenfeksiyon testlerin-
de doku kiiltiirleri kullanilir. Bu teknik zordur. Ekipman ve kalifiye ekip gerektirir.
Ote yandan dezenfektanlar canl hiicrelere toksik etkilidir. O nedenle bu tip zor test-
ler ancak Amerika, Fransa, Almanya gibi iilkelerde gelistirilebilmiglerdir. Test hay-
vanlarda yapilir ve canli kalan viruslar yoniinden inceleme yapilir. Bu in-vivo test-
lerde her zaman in-vitro testlerdekine benzer sonuglar alinmamaktadir. AOAC’nin
in-vitro bakterisidal testine benzer bir testi uygulanmaktadir.

Almanya Essen’de HBV ye kars1 dezenfektan etkisini inceleyen bir test gelistirilmis-
tir. Bu testte, Dane partikiiliindeki morfolojik degisim elektron mikroskopla belirlen-
mekte ve virulans kaybini gostermektedir.

Doku Kiiltiirii veya Yumurta Inokulasyonu: Standart virus siispansiyonu kullanilir.
Maya siispansiyonu olan ortamda sert suda uygun dezenfektan konsantrasyonu
yapilir. Uygun zaman igin inaktive at serumu ile sulandirilan virus siispansiyonu
doku kiiltiiriine yada embriyonlu yumurtaya eklenir. Sonuclar dezenfektansiz virus
inokiile edilmis kontrol kiiltiiriiyle kargilastirilarak degerlendirilir.

Dezenfektanin kendiside doku Kkiiltiiriine toksik olabileceginden toksisite testide
yapilmalidir. Inaktive serumla sulandirilan dezenfektan canli sisteme eklenip giinliik
olarak yaptig1 zarar acgisindan incelenir.

Plak Saymmi: Poliovirus, herpesvirus, rota virus gibi sinirli sayida virus igin kul-
lanilabilir. Virus degisik konsantrasyonda dezenfektanla karistirilip tizerinde mono-
layer Yavru Hamster Bobrek hiicreleri iiremis ve suyu dokiilmiis siselere konur. Son-
ra canli kalan viruslar i¢in plak saymm yapilir. Kontrol serisinde de virus eklenen
siselerde olusan plaklar sayilir.
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Hayvan Modeli: HBV, hiicre kiiltiiriinde tiremez. Test sempanzede yapilir. Sempan-
ze dezenfektanla iglenmis ve islenmemis virus ile infekte edilir. Ordek HBV si, in-
san HBV’si icin uygun bir model olabilir. Test viral DNA polimerazinin dezenfek-
tan tarafindan inaktive edilmesine dayanir. Enzimin madde tarafindan inaktive edil-
mesi infektiviteyide engeller. Dane partikiilii HBsAg, HBcAg ve HBeAg denen 3 an-
tijen tagir. HBsAg nin gosterilmesi canli virus varligina kanit kabul edilir. Dezenfek-
tan eger HBsAg olusumunu engellemisse virusa etkilidir. Formaldehit ve glutaral-
dehit fiksatif olarak kullanilirlar. Bunlarin bakterileri 6ldiiren konsantrasyonlarinda
virus reaktivitesi etkilenmemekte ve bu is icin genellikle daha uzun siirelere gerek-
sinim duyulmaktadir. Virus morfolojisindeki degisim de virusidal aktiviteyi goster-
mektedir.

Endojen Revers Transkriptaz: Bu enzime sahip viruslarda, dezenfektanlarin, RNA-
bagimli DNA polimeraz (RT) enzimine etkilerine bakilir. RNA, RT araciligiyla on-
ce DNA’ya doniistiiriiliir. Dezenfektan etkinligi virusun T lenfositlerinde yaptigi
sitopatik etkinin Olciilmesiyle degerlendirilir. Bakteriyofajlar, virusidal aktivite in-
celenmesi i¢in kullanilabilen daha kolay sistemler olustururlar (1,21).
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