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OZET

Hastane enfeksiyonlarinin dnlenmesi ile ilgili en 6nemli unsurlar
arasinda el hijyeni yer almaktadir. El hijyeni el ylkama yani sira
antiseptiklerin ele uygulanmasi ile de saglanmaktadir. El hijyenini saglamak
Uzere hastanelerde yaygin kullanim alani bulan alkol bazl antiseptiklerin
etkililigini dederlendirmeye yonelik c¢esitli standartlar bulunmaktadir. EN1500
standardi Avrupa’da kullanilan en yaygin standart olup Turk Standartlar
Enstitist tarafindan da aynen kabul edilerek yudrurlige konmustur.
Calismamizda bes adet ticari el antiseptigi ve Dinya Saglik Orgiti
tarafindan onerilen el antiseptik formulasyonu-II'nin etkililigi 3 ml x 30 saniye
x 1 ve 3 ml x 30 saniye x 2 uygulama sekKilleri icin EN1500 standardi ile
degerlendirilmistir. 3 ml x 30 saniye x 1 seklinde uygulandiginda test edilen
antiseptiklerin higbiri standardin geregini saglayamamistir. 3 ml x 30 saniye x
2 seklinde uygulandiklarinda butin antiseptikler EN1500 standardini
saglamaktadir. Etiketlerinde genellikle 3 ml x 30 saniye x 1 seklinde
uygulanmalari Onerilen alkol bazli el antiseptiklerinin uygulama sureleri
uzatilmali ya da 30 saniyede etkinlik saglamak isteniyorsa alkol orani daha

yuksek el antiseptikleri kullaniimalidir.

Anahtar Kelimeler: EN1500, hijyenik el antisepsisi, DSO

formulasyon-Il, antimikrobiyal etkililik.

1



SUMMARY

IN VIVO AND IN VITRO EVALUATION OF ALCOHOL-BASED HAND
ANTISEPTICS BY NATIONAL/INTERNATIONAL STANDARDS

Hand hygiene is among the most important measures in preventing
hospital acquired infections. Hand hygiene is achieved through hand washing
as well as application of antiseptics to hands. There are various standards on
the evaluation of the efficacy of alcohol-based antiseptics that are in
widespread use in hospitals. The EN1500 standard is the most commonly
used standard in this field in Europe and has also been accepted in its
entirety and entered into force by the Turkish Standards Institution. In our
study, efficacies of five commercially available hand antiseptics as well as
that of the hand antiseptic Formulation-1l suggested by the World Health
Organization have been evaluated with the EN1500 standard for the 3 ml x
30 seconds x 1 and 3 ml x 30 seconds x 2 application patterns. When applied
in the 3 ml x 30 seconds x 1 pattern, none of the tested antiseptics has been
able to meet the requirements of the standard. When applied in the 3 ml x 30
seconds x 2 pattern, all the tested antiseptics meet the requirements of the
EN1500 standard. The application times of the alcohol-based hand
antiseptics, which are generally recommended to be applied in a 3 ml x 30
seconds x 1 pattern in product labeling, should be extended, or if achieving
efficiency within 30 seconds is desired, hand antiseptics with high alcohol

content should be used.

Key Words: EN1500, hygienic hand antisepsis, WHO formulation-lI,

antimicrobial efficacy.
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GIRiS

Cok sayida c¢alisma mikroorganizmalarin hastane ortamina ve
hastalara yayillmasinda saglik calisanlarinin ellerinin ¢gok énemli bir arag
oldugunu gostermigtir (1). El hijyenine uyum hastane kokenli enfeksiyonlarin
onlenmesinde vazgecilmez bir faktor olarak degerlendiriimektedir. Yeterli el
hijyeni, standart onlemlerin bir pargasi olmasinin yani sira katater iliskili
dolasim enfeksiyonlari, katater iliskili idrar yolu enfeksiyonlari, cerrahi alan
enfeksiyonlari, ventilator iligkili pnémoni gibi spesifik bolge enfeksiyonlarinin
onlenmesine yonelik yaklasimlarda da dnemle vurgulanmaktadir (2).

Dinya Saglik Orguti (DSO) tarafindan hazirlanan saglik
hizmetlerinde el hijyeni konulu 2009 yili kilavuzunda (1) el hijyeninin

uygulanmasi gereken durumlar su sekilde belirtiimigtir:

1) Hastaya direkt temastan dnce ve sonra,

2) Hasta bakimi igin invazif bir ara¢ kullanmadan &nce (eldiven
kullanilsin ya da kullanilmasin),

3) Vicut sivi ve atiklari, mukéz membranlar, saglam olmayan deri ve
pansuman malzemelerine dokunduktan sonra,

4) Bakim sirasinda hastanin kontamine vucut bdlgesinden temiz vicut
bdlgesine gegerken,

5) Hastanin hemen yakinindaki cansiz yuzeyler ve nesnelere (medikal
ekipman dahil) temastan sonra,

6) Steril ya da steril olmayan eldivenleri ¢ikardiktan sonra.

El hijyeni el yilkama seklinde uygulanabilecegi gibi el antiseptikleri ile
el ovalama seklinde de uygulanabilir. “El yikama” basit ya da antiseptik
iceren sabun ve suyla ellerin yikanmasi olarak tanimlanirken “antiseptik el
ovalama”, suya, sabuna, durulamaya ve havlu ile kurutmaya ihtiyag
duymadan el antiseptiklerinin kullanilarak mikroorganizmalarin azaltiimasi

olarak tanimlanmistir. Antiseptik, canli dokulardaki mikroorganizmalari



inaktive eden ya da uremelerini inhibe eden antimikrobiyal madde olarak
tanimlanir. Dezenfektan terimi ise cansiz yuzeyler igin kullaniimaktadir.
Bununla birlikte bazi Ulkelerde “el antiseptikleri” yerine “el dezenfektanlarr”
isimlendirmesi yaygin olarak kullaniimaktadir.

El antisepsisi, hijyenik el antisepsisi ve cerrahi el antisepsisi olarak
ikiye ayrilmaktadir. Hijyenik el antisepsisi tanimi ellerdeki gegici floranin,
kalici florayi etkilemeksizin azaltilmasi amaciyla uygulanan el yikama ya da
el ovalama igslemleri olarak tanimlanmaktadir. Cerrahi el antisepsisi ise
ameliyat dncesi cerrahi ekibin ellerindeki gegcici florayl ortadan kaldirmak ve
kalici florayl azaltmak amaciyla uygulanan islem olarak tanimlanmigtir.
Cerrahi el antisepsisi antiseptikli sabun ve suyla el ylkama seklinde
yapilabilecegi gibi el antiseptikleri ile ovalama seklinde de
uygulanabilmektedir. Hijyenik el ovalamadan farkli olarak uygulama sureleri
daha uzundur.

DSO kilavuzunda yer alan konsensiis raporunda ellerin gérinir
olarak kirli oldugu, kan ve vidcut sivilari bulastidi durumlarda, tuvaleti
kullandiktan sonra ve Clostridium difficile salginlarinda oldugu gibi
ispatlanmis ya da muhtemel spor olusturan patojen maruziyetinde ellerin su
ve sabunla yikanmasi onerilmekte, bunlar disinda kalan rutin el antisepsisi
uygulamalarinda ise tercihan alkol bazli el antiseptikleri ile el ovalama
onerilmektedir.

Saglik calisanlarinin el hijyenine uyumunu azaltan faktorler
icerisinde yer alan, uygun yerlesimli ve yeterli sayida lavabo bulunmamasi,
kagit havlu ve sabun teminindeki sikintilar el yikama uygulamasi ile iligkili
dezavantajlardir (3). El antiseptiklerinin igerdigi alkolin neden oldugu cilt
kurulugu, UrUnlerin igine katilan yumusatici, nemlendirici ajanlarla ortadan
kaldirlabilmekte ya da azaltilabilmektedir. Bu tur ajanlar iceren el
antiseptiklerinin sabunla el ylkamaya goére ellerde daha az tahris ve
kurumaya yol actigi1 rapor edilmigtir (4,5). Ayrica el hijyenine uyumu azaltan
faktorlerden bir digeri olan personelin zaman kisitlihgi ve asiri is yuku dikkate
alindiginda el antiseptiklerinin nispeten kisa uygulama sureleri ve kolay

ulasilabilirligi uygulamanin bir baska avantajidir.



El yikama igleminde kullanilan su, sabun ve kagit havlunun
kontaminasyon riski bulunmaktadir. Sartor ve ark. (6) hastanede kullanilan
kontamine sivi sabundan kaynaklanan bir Serratia marcescens salginini
rapor etmiglerdir. Calismalarinda kontamine sabunla el yikama sonrasi saglik
personelinin ellerinin S marcescens ile 54 kat fazla kontamine oldugunu
gOstermiglerdir.

Caetano ve ark. (7) Brezilya’'daki bir hastanede analiz ettikleri 55 sivi
sabun dispenserinden 33’Unun Burkholderia cepacia, Pseudomonas putida ,
Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae ve
Pseudomonas Iuteola ile kontamine oldugunu ve dispenserlerin
doldurulmasinda kullanilan orijinal ambalajindaki bir sabunda da
kontaminasyon varligini gostermiglerdir.

Diger taraftan alkol bazli sollisyonlarin kontaminasyonu da rapor
edilmigtir. Hsueh ve ark. (8) icki fabrikasindan temin edilen kontamine
etanole bagli nozokomiyal Bacillus cereus psodoepidemisini rapor
etmislerdir. Nasser ve ark. (9) bir Universite hastanesinde 1993-2000 yillari
arasinda, 361 hastada saptanmis olan B cepacia’ ya bagli kan dolasim
enfeksiyonlarini arastirmiglardir. Polimeraz zincir reaksiyonu-restriction
fragment length polymorphism yontemiyle kaynagin katater takilacak
hastalarin  cilt  antisepsisini  saglamak i¢cin  hazirlanan  alkolin
sulandiriimasinda kullanilan musluk suyu oldugunu goéstermislerdir. Bacillus
gibi bakterilerin sporlarinin alkol igeren solusyonlarda yasayabildigi bilinmekle
birlikte sporsuz bir bakteri olan B cepacia’nin bir sugsunun %70 alkol igeren

kaplarda yasayabilmesi dikkate deger bir bulgudur.

I. El Antiseptikleri

El antiseptikleri alkoller, diger antiseptikler ve alkoller ve diger

antiseptiklerin kombinasyonu seklinde siniflandirilabilir.



1.1. Alkoller

El antiseptiklerinin ¢cogunlugu alkol olarak etanol, izopropanol, n-
propanol ya da bunlarin ikili kombinasyonlarini icermektedir (Sekil-1).
Uriinlerin igerdidi alkol konsantrasyonlari hacim yizdesi (ml/100 ml, v/v),
agirlik yuzdesi (g/100 g, m/m) ya da agirlik/hacim yuzdesi (g/100 ml, m/v)

seklinde ifade edilmektedir.

G @
Etil alkol
Q% 0 @ (Etanol) \‘/OH

g @ g & n-propil alkol oM
(propan-1-ol) 2
e w)?’/ ‘i’) @ {1-propanol) 2 4
O oo
; : OH
izopropil alkol
69)9/%» {propan-2-ol) )\
o (2-propanol) g & 0
o

Sekil-1: Antiseptik sollsyonlarda yer alan alkol turleri.

Tablo-1'de  etanal, n-propanol ve  izopropanolun  cesitli
konsantrasyonlari hacim ve agirlik yuzdesi seklinde karsilastiriimistir. Hacim
yuzdesi degeri, sicaklik ve reaksiyon konsantrasyonu gibi degiskenlerden
etkilenmekteyken agirlik yuzdesi degeri bu degiskenlerden
etkilenmemektedir. Ornegin agirlikga ylzde 70lik etanol, 15°C’de
hazirlandiginda hacimce %76,8’a karsilik gelirken, 25°C’de hazirlandiginda
%80,5’e karsilik gelmektedir (1). Ayrica, karisimlarda olusan hacim
kontraksiyonu nedeniyle alkol solUsyonlarinin dretiminde alkol hacmi yerine

agirhginin esas alinmasi 6nerilmektedir (10).



Tablo-1: Akdz etanol, propan-2-ol, ve propan-1-ol’in agirlik ve hacim

yuzdesi olarak konsantrasyonlari (10).

Agirhik 20°C'de Hacim ( % ml/ml)

(% g/g) Etanol  Propan-2-ol Propan-1-ol
40 47,4 47 46,5
50 57,8 57 56,5
60 67,7 67,2 66,2
70 76,9 76,5 76,1
80 85,4 85 84,5
90 93,2 93,8 93,5
95 96,7 97,5 97,2
100 100 100 100

20°C'de Hacim Agirhk (% g/g)
(% ml/ml) Etanol  Propan-2-ol Propan-1-ol

40 33,4 33,5 34
50 42,6 43 43,4
60 52,1 53,7 53,9
70 62,6 62,8 63,5
80 73,4 73,5 74,5
90 85,8 86 86
95 92,5 92,8 93
100 100 100 100

Alkollerin antimikrobiyal etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamis
olmakla birlikte en belirgin etkileri protein denatirasyonu ve koagllasyonuna
neden olmalaridir. Protein denatlrasyon ve koagulasyonu sonucu bakteriyel
hidcre duvari, hicre membrani ve cgesitli enzimatik proteinlerin yapisi
bozulmaktadir. Denatlirasyon mekanizmasi absoll etanolun, suyla
karistirilmis etanole gore daha az bakterisidal aktivite gostermesi gézlemi ile
desteklenmektedir, ¢lUnkl proteinler su varliginda daha hizli denatire
olmaktadir ~ (10).  Alkollerin  diguk konsantrasyonlarda  godzlenen
bakteriyostatik etkisinin hicre bolinmesi igin gerekli metabolitlerin Gretimini

inhibe etmesi sonucu olustugu disunutlmektedir.



Alkoller in vitro olarak vejetatif bakterilere karsi belirgin germisidal
aktivite gostermektedir. Vankomisin direncli Enterococcus ve metisilin direncli
Staphylococcus aureus gibi ¢oklu ilaca direngli bakteriler de dahil olmak
Uzere gram-pozitif ve gram negatif bakterilere ve tiuberklloz basiline etkili
olmalarina ragmen bakteriyel sporlara ve protozoon ookistlerine etkili
degdillerdir. Bazi arastiricilar alkol bazli el antiseptiklerinin yaygin kullaniminin
Clostridium difficile salginlarinda artisa neden olabilecegini ileri sirmuglerse
de bu iddia simdiye kadar ispatlanamamistir (2). Parazitlere kargi etkisizlik,
tropikal bolgelerde el yikama yerine alkol bazli el antiseptiklerinin
kullanimininin  yayginlastirimasinda bir endise konusudur. Cunki el
ylkamanin en azindan Kistleri mekanik olarak uzaklastirma etkisi
bulunmaktadir.

Literatirde alkollerin antiviral etkinligi ile ilgili genel bir uzlasma
bulunmamaktadir. Lipofilik, zarfli virUslerin, alkoller ile zarfsiz virlslere gore
daha kolay inaktive oldugu bilinmektedir (10).

Herpes simplex virus, human immunodeficiency virus (HIV),
influenza virus, respiratory sinsitial virus (RSV) gibi c¢esitli zarfli (lipofilik)
viruslerin alkollere karsi in vitro duyarliligi gosterilmistir (11-14). Hepatit B
virisl ve muhtemelen hepatit C virlsu gibi diger bazi zarfli virUsler ise
alkollere karsi daha az duyarhdir (15). Zarfsiz virusler olan adenovirus,
rhinovirus ve rotavirus ile Sattar ve ark. (16)’nin yaptigi in vivo bir galismada
gonulllerin parmak uglarinin kontaminasyonu sonrasi %60 etanol igeren
ticari bir antiseptigin etkisi test edilmistir. Ug virlisiin enfektivite titrelerinde 3-4
log’luk azalma saptanmigtir. Bununla birlikte alkol konsantrasyonuna, sureye
ve viral degiskene bagl olarak alkoller, hepatit A virisu ve diger zarfsiz
viruslere etkisiz olabilir. Schurman ve Eggers (13), zarfsiz viruslerin
inaktivasyonunun sicaklik, dezenfektanin viral hacme orani ve protein
yukinden etkilendigini belirtmistir. Blaney ve ark. (17) Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'nin  kuzey-dogu eyaletlerindeki uzun sdreli bakim
kuruluglarinda Aralik 2006-Mart 2007 doneminde gorilen norovirus
salginlarini inceledikleri ¢alismalarinda alkol bazli el antiseptiklerini su ve

sabuna esit veya daha fazla kullanan kuruluslardaki noroviris oranlarinin alti



kat daha yuUksek oldugunu rapor etmislerdir. Alkol bazli antiseptiklerin
Ozellikle zarfsiz virUslere etkileri ile ilgili daha fazla calisma yapilmasi
gerekmektedir.

Alkoller gesitli dermatofitler ve mayalara karsi da germisidal etkinlige
sahiptir.

Alkoller diger bircok antiseptikten persistan (reziduel) etkilerinin
olmamasi ile ayrilmaktadir. Bununla birlikte cilde uygulandiktan sonra cilt
bakterilerinin tekrar Uremeleri yavaslamaktadir. Bu, muhtemelen alkolin
bakteriler Uzerindeki subletal etkisinden kaynaklanmaktadir (18). Persistan
etki saglanmasi icin alkol bazli formilasyonlara klorheksidin, kuaterner
amonyum bilesikleri, oktenidin veya triklosan eklenmektedir (19). Gaonkar ve
ark. (20) nemlendirici olarak oktoksigliserin ve koruyucu igeren alkol bazl bir
antiseptik Urindn sinerjistik etki sonucu gecici patojenlere karsi etkisinin
uzadigini raporlamistir.

Alkol bazli el antiseptiklerinin etkililigi alkolun tirl, konsantrasyonu,
temas suresi, hacmi ve alkol uygulanirken ellerin 1slak olup olmamasi
faktorlerine baglidir. Alkol tlrl ve antimikrobiyal etkililik arasinda agik bir iligki
oldugu ortaya konmustur, buna goére n-propanol en etkili tirdlr ve bunu
izopropanol ve etanol takip etmektedir. Hacimce (v/v) %42 n-propanol, %60
izopropanol ve %77 etanoliun cilt Uzerinde esdeger bakterisidal etkinlik
sagladigi kabul edilmigtir (19).

20. yuzyllin baginda Harrington ve Walker (21), cesitli bakteriler
iceren nemli ve kurutulmus ipliklerle yaptiklari deneylerde etanolun farkl
konsantrasyonlarinin etkililigini test etmislerdir. Nemli ipliklerdeki E coli, %60-
%99 konsantrasyonlarindaki etanol ile 5 dakikadan kisa surede
oldurtlmuagken, bakteri uygulandiktan sonra kurutulan ipliklerde sadece %50-
60 konsantrasyonlarinda oéldurllebilmislerdir. ipliklerde kurutulmus olan E
coli, P aeruginosa, Staphyolococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus,
%94-99 konsantrasyonlarindaki etanole 24 saat maruz kalmalarina ragmen
oldurdlememiglerdir. Bu sonu¢ denatirasyon igin su mevcudiyetinin
gerekliligini gdstermektedir. Bununla birlikte el antiseptiklerinde en guglu ve

hizhh  antimikrobiyal etki n-propanol ve izopropanol igin %100



konsantrasyonunda etanol i¢cin ise %85-95 konsantrasyonlarinda
g6zlenmektedir. Bunun nedeni ciltteki bakterilerin kuru olmamasidir. Etanolin
en etkili konsantrasyonunun %77 (v/v) oldugu gorusu sadece kuru bakteriler
icin gecerlidir. Etkili uygulama igin alkol konsantrasyonlarinin n-propanol igin
%60, izopropanol icin %80 ve etanol icin %90'Iin altina dusurilmemesi
onerilmektedir (10).

Alkol bazli el antiseptiklerinin etkililigi, kullanim miktari ve suresi ile
de iligkilidir. Larson ve ark. 1 ml alkolln, 3 ml alkolden anlamli derecede daha
az etkili oldugunu raporlamiglardir (22). Alkol bazli el antiseptiklerinin ellere
uygulanmasi gereken miktar bilinmemektedir ve muhtemelen Grinin
icerigine gore degisebilir. Genel olarak uygulama sonrasi 10-15 saniyeden
kisa surede eller kuruyorsa uygulanan miktar yetersiz kabul edilir.

Alkoller ¢cok iyi temizleyici ajanlar degildirler ve ellerde gbzle gérunur
kir veya proteinli materyallerin varliginda kullaniimalari 6nerilmemektedir.

I.2. Klorheksidin

Klorheksidin ilk olarak 1950’de Ingiltere’de proguanil tip sentetik
antimalaryal ajanlarin arastirimasi sirasinda sentez edilmis, yliksek duzey
antibakteriyel etkinligi, dusuk toksisitesi ve cilt ve mik6éz membranlara guclu
afinitesi nedeniyle topikal antiseptik olarak kullaniimaya baslanmistir.
Klorheksidin normalde suda ¢ok az ¢dzinurken diglukonat tuzu suda kolayca
cozunebilmektedir. Katyonik bir bisbiguanid olan klorheksidinin etki
mekanizmasi sitoplazmik membrani bozarak, hicre igeriginin ¢okelmesine
sebep olmasi ile iliskilendirilmigtir (23).

Genis antibakteriyel spektruma sahip olmasina ragmen gram pozitif
bakterilere etkisi, gram negatif bakterilerden daha belirgindir. Ozellikle bazi
Proteus ve Providencia suslarinin klorheksidine yuksek derecede direngli
oldugu gOsterilmigtir (24,25). Klorheksidinin sporosidal etkisi
bulunmamaktadir. Mikobakterilere yuksek derecede bakteriyostatik etkisi
bulunmakla birlikte letal etkisi bulunmamaktadir. Ancak, etanol ¢ozeltileri
icinde tuberkllosidal etkisi ve yuksek sicakliklarda (98-100°C) sporosidal

etkisi mevcuttur (26).



Kan, serum, puy gibi organik materyaller klorheksidinin aktivitesini
azaltsa da ciddi bir sekilde etkilemezler. Klorheksidinin katyonik dodasindan
dolayl aktivitesi, dogal sabunlar, c¢esitli inorganik anyonlar, non-iyonik
surfaktanlar tarafindan azaltiimaktadir (27). Walsh ve ark. (28) klorheksidin
iceren deterjanla el yikama sonrasi kullanilan anyonik emdulsifiye edici madde
iceren el kremlerinin klorheksidinin antibakteriyel etkisini azalttigini
gOstermiglerdir.

in vitro olarak Herpes simplex virus, cytomegalovirus, influenza ve
RSV gibi zarfli virislere karsi etkili olmasina ragmen, diger birgok
antiseptikler gibi adenovirus, enterovirus gibi zarfsiz virUslere karsi belirgin
etkisi yoktur. Montefiori ve ark. (29) %4 klorheksidin iceren el yikama
preparati ve %70’lik izopropil alkoldeki %0,5’lik klorheksidin ¢ozeltisinin 15
saniye temas suresinde hucre kultirinde Uretilen HIV tip I'i %100 inaktive
ettigini gostermislerdir.

Klorheksidinin ani antibakteriyel etkisi alkollerden daha yavagken,
povidon-iyot, triklosan, heksaklorofen ve kloroksilenol igeren benzer
preparasyonlardan daha hizlidir. Klorheksidin; heksaklorofen ve triklosan ile
kiyaslanabilir reziduel etkiye ve ozellikle gram negatif bakteriler icin daha
genis bakterisidal spektruma sahiptir (27).

Alkol bazli antiseptiklere dusuk konsantrasyonlarda katillan (%0,5-
%1) klorheksidinin, tek bagina alkol igeren solusyonlara gore reziduel
aktviteyi belirgin olarak arttirdigi raporlanmigtir (30). Bununla birlikte Rotter
ve ark. (31) tarafindan vyapilmis olan bir c¢alisma bu raporu
desteklememektedir. European Norm (EN) 12791 standardi (32) baz alinarak
yapilan bu cgalismada cerrahi el antisepsisinde kullanilan, birinde ilaveten
klorheksidin, digerinde ilaveten meketronyum etilstlfat bulunan ¢ propanol
bazli Grindn bakteriyel populasyon kinetigi degerlendirilmigtir.  GonullUler
gruplara ayrilarak ellerini 3 dakika sureyle test edilen Urlnlerle ovaladiktan
hemen sonra cilt florasini olusturan bakterilerin sayisindaki logaritmik
azalmanin hesaplanmasi i¢in numuneler alinmigtir. Daha sonra reziduel
aktivitenin belirlenmesi igin ellere steril eldiven giydiriimigtir. 6 saat sonra

eldivenler cikarilarak tekrar numune alinmis ve cilt florasindaki bakterilerin



sayisindaki artis saptanmistir. Bu artig UrUnlerin rezidlel aktivitesi ile ters
orantilidir. Calisma sonucunda udrinler arasinda reziduel aktivite arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir. Arastirmacilar yeterli ani bakterisit etki
saglayacak konsantrasyondaki alkol bazli suspansiyonlara rezidiel etkiyi
arttirmak amaciyla klorheksidin gibi ajanlarin katilmasinin minér bir yarar
saglayacagini  vurgulamiglardir.  Klorheksidin igceren ve igermeyen
solUsyonlarin propanol tir ve miktarlarinin es olmamasi nedeniyle
klorheksidin ilavesinin reziduel etkiyi arttirmadigini ifade etmek hatali olabilir.

Onerilen konsantrasyonlarda kullanildiginda klorheksidine bagli cilt
irritasyonu ve asir  duyarlilik insidansi dusuktar. %1’'in  Gzerindeki
konsantrasyonlarda konjunktivit ve ciddi korneal hasara neden olabilecegi
icin gdzle temasindan kaginiimalidir. Birgok ¢alisma klorheksidinin ciltten son
derece az absorbe oldugunu ya da hi¢ absorbe olmadigini gdstermektedir.
Ciltten absorbe edilen klorheksidine bagli toksisiteyi gdsteren bir rapor
yayinlanmamigtir (27).

1.3. iyot ve iyodoforlar

iyodun antiseptik 6zelligi 1800’lerden beri bilinmekle birlikte, irritan
etkisi ve ciltte renk degisikligine yol agmasi nedeniyle gunumuzde yerini
iyodoforlarlara birakmstir. iyodoforlar tasiyici polimerik organik molekiiller ve
iyottan olusmus bir komplekstir. icerdigi tasiyici molekiillerin en az 3 6zelligi
olmasi gerekmektedir: (a) iyot ¢ozunUrlGgunu arttirmak, (b) iyodun surekli
salinimini saglayacak bir rezervuar olusturmak, (c) serbest molekuler iyodun
denge konsantrasyonunu azaltmak. Kullanilan taslyicilar arasinda en iyi

bilineni povidon (polivinilpirolidinon)'dur (Sekil-2).
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Sekil-2: Kati povidon-iyodun yapisi.
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icerdikleri molekiler iyot (serbest iyot) miktari iyodoforlarin
antimikrobiyal etkisini belirler. “Mevcut iyot” kavrami, iyodoforun icerdigi
toplam iyot miktarina karsilik gelmektedir. %10 povidon-iyot ¢dzeltisinin
mevcut iyot igerigi %1 iken, sagladigi serbest iyot konsantrasyonu 1ppm’dir
(33). iyodoforlar iyoda gore daha az irritasyon ve dermatite neden olurken, el
hijyeninde kullanilan birgok urlne gbre daha c¢ok irritan kontakt dermatite
neden olmaktadir (34).

lyodun antimikrobiyal etkisinden temel olarak mikroorganizmalarin
hicre duvarina hizla penetre olmasi sorumludur. Hucre élimuyle sonuglanan
mekanizmalar icinde muhtemelen en 6nemlisi iyodun sistein aminoasidinin
SH gruplarini okside etmesidir. Bu mekanizma protein zincirlerini birbirine
baglayan disdulfit (-S-S-) baglarinin kaybi ve protein sentezinde bozulma ile
sonuglanmaktadir. Muhtemel diger mekanizmalar DNA denaturasyonuna yol
acmasl ve doymamis yag asitlerine baglanarak hidcre membran yapisini
bozmasidir (33).

Cogu iyodofor preparasyonu %7,5-10 konsantrasyonlarinda povidon
iyot icermektedir. Cerrahi hazirlikta kullanilan ve firgalama seklinde
uygulanan antimikrobiyal sabunlar bunlar iginde yer almaktadir. Berkelman
ve ark.’nin yaptigi calismada %10 povidon-iyot i¢ceren preparasyonlarin
1/100°e kadar cgesitli dilisyonlarinin antibakteriyel etkisi in vitro olarak test
edilmistir. Calisma sonucunda dilisyonlarin bakterisidal etkisinin stok
sollisyondan daha hizli oldugu gozlenmistir. iyodoforlarin dillisyonlarinda
gOzlenen bu atipik davranisg, dilisyonlar arttikga serbest iyot miktarinin da bir
noktaya kadar artmasi ile iligkilidir (35).

iyot ve iyodoforlarin gram pozitif ve gram negatif bakterilere,
tuberkuloz basillerine, mantarlara ve virUslere karsi aktivitesi bulunmaktadir
(33). Bacillus ve Clostridium sporlarina karsi etkili olmakla birlikte bu etki
antiseptiklerde kullanilan konsantrasyonlardan belirgin olarak daha ylksek
konsantrasyonlar icin gegerlidir (19). iyodoforlar, kan ve balgam gibi organik

materyallerin varliginda hizla nétralize olurlar (36,37).
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Iyodoforlarin persistan aktivitesi ile ilgili yayinlarda nispeten farkli sonuglara
ulasilmistir. Ellerin iyodoforla yikanmasi sonrasi persistan aktivite Paulson ve
ark. (38) tarafindan 6 saat olarak bulunmugken, diger bazi arastirmacilar 30-
60 dakika olarak raporlamislardir (39,40).

Gottardi (41), ellere gesitli iyot solUsyonlari uyguladiktan sonra cillten
emilen iyotun geri difuzyonunu fotometrik bir metod ile gdstermistir. Bu
metodla 3 ila 5 dakika boyunca povidon-iyot uygulamasini takiben ellerde 0,5
ila 1 saat boyunca absorbe edilen iyotun geri akigsini saptayabilmigtir.
Arastirmaci, iyotun geri difuzyonu strdigu muddetce cildin derin bdlgelerinde
aktif bir dezenfeksiyonun meydana geldigini ve bunun cilt dezenfeksiyonu
sahasinda kendine 6zgu bir 6zellik oldugunu ifade etmektedir.

Povidon-iyot solusyonlarinin tretim kosullari nedeniyle gram negatif
bakterilerle kontaminasyonu rapor edilmistir. Berkelman ve ark. (42) New
York’ta alti ay boyunca 52 hastayi etkileyen B cepacia psddoepidemisinin
%10 povidon iyot solisyonundan kaynaklandigini raporlamislardir.

l.4. Kuaterner Amonyum Bilesikleri (Kuatlar)

Kuatlar, genel yap! olarak 4 alkil radikaline (R'-R* ) bagli 5 degerli
bir nitrojen atomu ile kuguk bir anyondan (X" ) olusan katyonik yuzey aktif
maddelerdir. (Sekil-3)

R re|” ?H3
\N/ ¥ @ CHZ —N*— anEJ:l +1 cr
|
2/“ ~ CH4
R R* (1=3-1%)

Genel Yap Benzalkonyum kloxid

i & Tldivnetibenzilamongrm
Florid Teriv kangirnn

Sekil-3: Kuaterner amonyum bilesiklerinin genel yapisi ve benzalkonyum
klorit.

Son yillarda antimikrobiyal etkinlige sahip ¢ok sayida kuat piyasaya
sunulmustur. Bu genis bilesik grubu icinde antiseptik olarak en yaygin

kullanim alani bulan benzalkonyum klorit’tir. Grup iginde antiseptik olarak
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kullanilan diger bilesikler icerisinde benzetonyum Kklorit, setrimid ve
setilpridinyum klorit yer almaktadir.

Kuatlarin antimikrobiyal etki mekanizmasi muhtemelen hucre
membranina baglanmalarini takiben kiglUk molekdl agirlikli sitoplazmik
yapitaglarinin  gegisine yol agmalariyla iligkilidir. Kuatlar, yuksek
konsantrasyonlarda bazi organizmalara kargi mikrobisidal aktivite
gOstermesine ragmen temel olarak bakteriyostatik ve fungostatik ajanlardir
(19). Gram pozitif bakterilere, gram negatif basillerden daha etkilidirler.
Mikobakterilere ve mantarlara karsi zayif aktivite gosterirler. Gegmiste
yapillan calismalarda ¢ok dusuk konsantrasyonlarda bile sporosidal ve
tuberkulosidal aktivite gosterdigi rapor edilmis ve Uretici firmalar tarafindan bu
sekilde tanitilmis olmalarina ragmen Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar
Birligi (AOAC) tarafindan yapilan c¢alismalar bu sonuglari dogrulamamigtir.
Gecgmiste yapilan testlerde kuatlarin yetersiz nétralizasyonu nedeniyle hatali
sonuglara ulasildiglr dusunulmektedir. (43). Kuatlarin lipofilik virUslere karsi
aktivitesi bulunmakla birlikte hidrofilik virUsleri  etkilememektedirler.
Antimikrobiyal aktiviteleri, organik materyal varligindan etkilenir ve anyonik
deterjanlar ile uyumlu degillerdir. Kuatlardan benzalkonyum Kklorit ve
meketronyum etilstifat bazi ticari alkol bazli el antiseptiklerine de
katiimaktadir. Rotter ve ark. (31), alkol bazli el antiseptiklerine meketronyum
etilsulfat ilavesinin mindr bir yarar sagladigini rapor etmiglerdir. Kuatlar genel
olarak iyi tolere edilirler ve dusuk allerjenik potansiyele sahiptirler.

Gram negatiflere kargi zayif etkinligi nedeniyle bu bakterilerle
kontamine olma egilimi godsteren kuatlarin neden oldugu enfeksiyon ve
psddoenfeksiyon salginlari bircok kez raporlanmistir (44,45). Hatta,
mikrobiyoloji laboratuvarlari bir kuat olan setrimidi P aeruginosa izolasyonu
icin secici besiyerlerinde kullanmaktadir (46).

Japonya ve Avrupa’da toplanan S aureus izolatlarinin %6 ile

42’sinde kuatlara direnci gosteren genler tespit edilmistir (47).
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I.5. Triklosan

Ticari olarak Irgasan DP-300 olarak bilinen triklosan bir bisfenol
bilesigidir (Sekil-4). Suda ¢ok az ¢bézunurken, alkollerde ve anyonik sabunlar
gibi cesitli deterjanlarda iyi ¢ézinmektedir. Triklosan, cerrahi ve hijyenik el
antisepsisi igin deterjanlara (%0,4-%2), alkollere (%0,2 - 0,5) ve bunlar
disinda dusuk toksisite ve irritasyon profili nedeniyle deodorant, sampuan,

losyon, dis macunu gibi gesitli kisisel bakim drtnlerine katiimaktadir (26).

Cl OH

Cl Cl

Triklosan
24 4 —trikloro-2'-hidroksidifenill eter

Sekil-4: Triklosanin yapisi.

Triklosanin 10 dakika uygulamada minimim inhibitér konsantrasyonu
(MIK) 0,1-10 pg/ml araliginda iken minimum bakterisidal konsantrasyonu
(MBK) 25-500 ug/ml araliginda olup temel olarak bakteriyostatik etkilidir.
Gram pozitifler bakterilere etkisi, gram negatif basillere etkisinden daha
fazladir. Ozellikle Pseudomonas aeruginosa’ya kars! etkisi zayif olup, birgok
susun inhibisyonu igin 100-1000 pg/ml konsantrasyonlari gerekmektedir.
Candida turlerine karsi iyi fungistatik (10 pyg/ml) ve fungisidal (25 pg/ml, 10
dakika) aktivite gOsterirken, Aspergillus gibi cesitli kiflere kargi zayif aktivite
(MIK: 100 pg/ml) gbstermektedir (19). Triklosan nozokomiyal éneme sahip
bircok virtse kargi yeterli etkiye sahip degildir.

Triklosanin antimikrobiyal 6zelligi sitoplazmik membrana ve yag
asidi, RNA ve protein sentezi Uzerine olan etkileriyle iliskilendirilmistir. DugUk
konsantrasyonlarda yag asidi sentezinde gorevli olan enoil asil-tagiyici

protein reduktaz enzimini spesifik olarak inhibe etmekteyken (48), yuksek
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konsantrasyonlarda membranin yapisinin bozulmasi ile iligkili daha genel
etkilere neden olmaktadir. DuslUk konsantrasyonlarda gbézlenen tek hedefe
yonelik etkisi, triklosani birden ¢ok hedefe yonelen diger birgok antiseptikten
ayirmaktadir. Triklosanin inhibe ettigi enzimin benzeri mikobakterilerde
mikolik asit sentezinde de yer almakta olup izoniazidin hedefini
olusturmaktadir. Bu nedenle triklosanin asiri kullanimi sonucu antibiyotige
direncli suslarin yayilabilecegi endisesi raporlanmistir (49-51). Triklosan
ayrica P aeruginosa ’daki ¢oklu ila¢ efflux pompalari igin de bir substrattir
(52). Laboratuvarda gézlenen triklosan MiK degeri yiiksek izolatlarin Klinik
onemi bilinmemektedir. Bu bakteriler triklosanin kullanim
konsantrasyonlarina duyarlidirlar. Bununla birlikte yaygin kullanim alani
bulan triklosanin antibiyotik direnci ile iligkisini saptamaya yonelik ileri
¢alismalara ihtiyag vardir.

Triklosanin  aktivitesi, organik materyalden 6nemli derecede
etkilenmez. Bazi formllasyonlara katilan polisorbat 80 (Tween 80) gibi bazi
etoksilli surfaktanlar triklosani misel yapisi iginde hapsederek etkisini
engelleyebilirler (19).

1.6. Kloroksilenol

Para-kloro-meta-ksilenol (PCMX) olarak da bilinen kloroksilenol bir
klorofenol bilesigidir (Sekil-5). Bircok kozmetik Urlinde koruyucu olarak ve
antimikrobiyal sabun ve el ovalama preparatlarinda aktif madde olarak
kullaniimaktadir. Suda yeterli derecede ¢ozunebilirken, alkali solisyonlar ve
organik ¢ozuculerdeki ¢ozinurligu daha yuksektir. Siklikla uygun sabun
¢Ozeltilerinde terpineol ya da ¢gam terebentini ile birlikte ¢ozdurulur.
Antimikrobiyal 6zelligi bakteriyel enzimleri inaktive etmesi ve hucre duvari

degisikliklerine sebep olmasi ile iligkilendirilimigtir (19).

OH

Cl

Sekil-5: Kloroksilenolln yapisi.
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Gram pozitif bakterilere, gram negatiflerden daha etkilidir.
Solusyonlarina etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) eklenmesi 06zellikle
Pseudomonas turlerine ve diger patojenlere karsi etkisini arttirir (53).
Sporosidal degildir ve tuberklloz basili, bazi mantarlar ve virlslere karsi
ortalama etkinlige sahiptir (54,55).

Genel olarak yuzeylerdeki bakterilerin suspansiyon igindeki
bakterilere gbre antimikrobiyallere daha direngli oldugu bilinmektedir. Ancak
Bloomfield ve ark. (56), kloroksilenolin yuzeydeki P aeruginosa’ya
suspansiyondakinden daha etkili oldugunu gostermislerdir. Das ve ark. (57) S
epidermidis ve E col’nin ylzeyde ve suspansiyonda kloroksilenolden esit
derecede etkilendigini raporlamiglardir. Kloroksilenolin  antimikrobiyal
etkisinin organik materyal varligindan etkilendigi (26) bildirildigi gibi, bu
etkinin minimal oldugunu bildiren yayinlar da (19) vardir. Son yillarda
yapilmig, saglik calisanlarinin kullanimina yonelik kloroksilenol preparatlari
ile ilgili yayin sayisi ¢ok azdir. Bu calismalardan da elde edilen sonugclar
bazen celigkili olmustur.

I.7. Heksaklorofen

Bir bisfenol bilesigi olan heksaklorofenin %3’lUk solUsyonu 1950’ler
ve 1960’larin basinda el antisepisisinde ve bakimevleri ve hastanelerde
bebeklerin rutin banyosunda sik olarak kullaniimistir. 1970’lerin basinda
heksaklorofenle yikanan bebekler ve rutin olarak heksaklorofenle ellerini
yikayan bakim personelinin kanlarinda 0.1-0.6 ppm duzeylerinde
heksaklorofen saptanmis ve bazi bebeklerde ndérotoksisiteye yol actigi
g6sterilmistir (58,59). Amerikan llag ve Gida Dairesi (FDA) tarafindan
hazirlanan Gegici Nihai Monograf (60)’ta antiseptik el yikama Urlnlerinde
kullanim igin heksaklorofenin genel olarak guvenli ve etkili bir antiseptik
olmadigi  bildirilmistir.  Heksaklorofen = gunumuizde dinya c¢apinda

yasaklanmistir.
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Il. El Antiseptiklerinin Antimikrobiyal Etkililiginin Test Edilmesi

Saglik kuruluglarinda yaygin kullanim alani bulan alkol bazli el
antiseptik trtinlerinin secimi icin DSO konsensiis raporunda dikkate alinmasi
Onerilen faktorlerden biri Grandn rolatif olarak etkili olmasidir. Etkililik
(efficacy) kavrami el hijyeni formllasyonlarinin laboratuvarda ya da in vivo
olarak test edilen potansiyel etkisine karsilik gelirken, etkinlik (effectiveness)
kavrami saha deneylerinde oldugu gibi bir formllasyonun kullaniminin
patojenlerin gegisinde azalma, capraz bulasma hizlarinda disme gibi
parametreler dikkate alinarak klinik kosullarda degerlendiriimesi olarak
tanimlanmigtir (1).

Antiseptik ve dezenfektanlarin degerlendiriimeleri i¢in birgok metod
denenmigtir. Bunlari test organizmasina gore; bakteri, mikobakteri, spor,
fungus, virUslere karsi ve etki mekanizmalarina gore; —sidal ve —statik testler
olarak siniflandirmak mumkindir. Ancak uygun nitelikteki laboratuvarlar
tarafindan tekrar edilebilir ve karsilastirilabilir sonuglara ulasmak igin
metodlarin detayli olarak tanimlandigi standartlara ihtiya¢c duyulmustur.
Amerikan Resmi Analitik Kimyacilar Birligi (AOAC), Alman Hijyyen ve
Mikrobiyoloji Cemiyeti (DGHM), Fransiz Standardizasyon Birligi (AFNOR),
Alman Veterinerlik Cemiyeti (DVG) ve ingiliz Standardizasyon Enstitiisii (BSI)
gibi cesitli kuruluslar dezenfektanlarin test edilmesine yonelik ¢esitli metodlar
yayinlamiglardir.

Dezenfektan ve antiseptiklerin test edilmesi sahasinda en dnemli
gelisme 1990°da Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN) tarafindan
“TC216 Kimyasal Dezenfektanlar ve Antiseptikler” isimli teknik komitenin
kurulmasidir. TC216'nin  faaliyet alani “terminoloji ve gerekKliliklerin
standardizasyonu, kullanim kosullari altindaki potansiyel etkiyi de igeren test
metodlari, kimyasal dezenfektan ve antiseptiklerin batin kullanim
alanlarindaki kullanilig ve etiketlenme 6nerileri.” olarak belirtiimistir. TC216’da
dezenfektanlarin kullanildigi alanlara gére U¢ galisma grubu bulunmaktadir.
Grup 1 tip, grup 2 veterinerlik ve grup 3 yiyecek hijyeni ve evsel ve kurumsal

kullanim alanlari ile ilgilenmektedir (61). Tip alaninda kullanilan antiseptik ve
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dezenfektanlarin test edilmesine yonelik standart test metotlari Tablo-2’de
gOsterilmistir.

Dezenfektan ve antiseptik Urtnlerin degerlendiriimesinde kullanilan
test metodlari TC216 tarafindan 3 faza ayrilmigtir (62):

Faz 1 testleri bir Grinin kullanim amacina 6zgu sartlar dikkate
alinmaksizin  bakterisidal, fungisidal veya sporosidal aktivitesinin
degerlendirildigi kantitatif sUspansiyon testleridir.

Faz 2 testler iki adim igerir:

Faz 2 adim 1 testleri bir Urinin kullanim amacina uygun pratik
sartlar simule edilerek bakterisidal, fungisidal, mikobakterisidal, sporosidal,
veya virusidal aktivitesinin degerlendirildigi kantitatif siUspansiyon testleridir.

Faz 2 adim 2 testleri ise bir Urinin gergek kullanim sartlarindaki
bakterisidal, fungisidal, mikobakterisidal, sporosidal veya virUsidal
aktivitesinin degerlendirildigi kantitatif testlerdir. Adim 1’den farkli olarak
bunlar suspansiyon testi olmayip, ylzey ve enstriman dezenfektanlari, el
ylkama ve el ovalama ajanlari ve benzerlerinin test edildigi yuzeylerin,
kontamine nesnelerin ya da gonullulerin ellerinin kullanildigi laboratuvar
testleridir.

Faz 3 testleri ise yukarida tanimlanan “etkinlik” ile iligkili saha
calismalandir. Bu tur testler icin gegerli bir metodoloji henlz

bulunmamaktadir.
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Tablo-2: CEN, Tibbi alan — Standart test metotlari (62).

Aktivite tura

Uriiniin tip ve/veya Faz,
amaci adim
Bakterisidal | Fungisidal | Mikobakterisidal | Virusidal | Sporisidal | Legionella
Hijyenik el yikama 2,1 prEN12054 o o EN14476 o
2’2 EN1499 *k%k *k%k *k%k *k%k
Hijyenik el ovalama 2,1 prEN12054 e e EN14476 e
2’2 EN1 500 *k%k *k%k *% *k%k
Cerrahi el ovalama ve
el ylkama 2’1 prEN12054 *kk *kk *kk *kKk
Cerrahi el
dezenfeksiyonu 2,2 EN12791 b o Rk Rk
Yizey
dezenfeksiyonu 2,1 ** b EN14348 EN14476 b
Temiz ve kirli kosullar 2,2 o ** *k * **
Enstriman
dezenfeksiyonu 2,1 EN13727 EN13624 EN14348 EN14476 *
Temiz ve kirli kogullar 2,2 EN14561 EN14561 prEN14563 * *
Su arltma 2’1 *k%k *k%k *k%k *k%k *k%k *

*Calisma onaylandi. **Henlz onaylanmig ¢alisma yok, fakat gelecekte iligkili standartlar ortaya konabilir.
***Bir test geligtiriimesi planlanmiyor.
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I.1. in Vitro Bakterisidal Testler

Suspansiyon testleri belirli hacimdeki bakteri sispansiyonunun test
edilecek konsantrasyondaki bir antiseptik icine eklendikten sonra
tanimlanmig sdreler sonunda karisimdan bir kisim alinarak bakterinin 6lip
O0lmediginin belirlenmesi esasina dayanir. Bu testler karisimdan alinan
kisimda ureme var ya da yok seklinde kalitatif olarak degerlendirilebilecegi
gibi canhi kalan mikroorganizmalarin sayisinin saptanarak baslangi¢ bakteri
sayisi ile kargilastirimasi yoluyla kantitatif olarak da degerlendirilebilir (61).
Kalitatif sispansiyon testlerine 6rnek olarak dezenfektan aktivitesinin fenol ile

karsilastirildigi fenol katsayisi testleri verilebilir (Sekil-6).

Bakteri slispansiyonu

Dezenfektan Fenol
serileri serileri
0.2mL g2l
Dezenfektan Fenol
sollisyonu sollisyonu

N W/IN

Temas siresi (dakika)

2
B clol
/ / \ \lr dze dolusu Subkaitar Bir 6ze dolust/ / \ \

brotu

b0 —0—uno0t

Sekil-6: Rideal-Walker testi ile fenol katsayisinin belirlenmesi (61).
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El antiseptiklerinin test edilmesinde kantitatif sispansiyon testleri
kullaniimaktadir. Bu testlerde antiseptik maruziyeti sonrasi canli kalan
hlcrelerin sayllmasi igin iki teknik kullaniimaktadir. Direkt kiltir ya da
membran filtrasyon teknigi. Direkt kaltur tekniginde test suresi sonunda
antiseptik-bakteri karisimindan alinan kisim ve/veya dilusyonlari solid
besiyerlerine aktarilir. Yayma plak yontemi ile ekim yapilarak inkibasyon
sonrasi canli kalan hicreler sayilir. Baslangi¢ inokulumundaki bakteri sayisi
da uygun dilisyonlar yapilarak ayni sekilde belirlenir. Yayma plak yerine
dokme plak yontemi de uygulanabilir. Baslangi¢ ve test sliresi sonunda canli
kalan bakteri sayilarinin logaritmalari arasindaki fark logaritmik azaltma
faktorl veya mikrobisidal ya da germisidal etki olarak tanimlanmaktadir.

Direkt kalttr teknigi kullanildiginda belirlenen slire sonunda antiseptik
etkiyi durdurmak ig¢in uygun noétralizan ya da inaktivatoriin kullaniimasi
gerekmektedir. Dilisyon notralizasyon yontemi olarak da bilinen bu
yontemde ndétralizasyonun gegerliliginin ve mikroorganizma Uzerinde toksik
etkisi olmadiginin ayrica gosterilmesi gerekir. Uygun nétralizanin
bulunamadigi durumlarda membran filtrasyon teknigi kullanilabilir. Bu
teknikte belirlerlenen sure sonunda antiseptik-bakteri karigimi  bir
membrandan filtre edilir ve takiben steril fizyolojik salinle yikanarak
antiseptigin uzaklastirilmasi saglanir. Membranda kalan bakteriler sayilir.
Yontem duyarli olmakla birlikte bazi yuzey aktif Ozellikteki antiseptiklerin
uzaklagtirilmasi problemli olabilir (61).

Ovalama seklinde uygulanan el antiseptikleri ve antimikrobiyal el
yikama UrUnlerinin degerlendiriimesi icin CEN tarafindan gelistiriimis olan
kantitatif suspansiyon testi “prEN12054” (Kimyasal dezenfektanlar ve
antiseptikler-Tipta kullanilan hijyenik ve cerrahi el ovalama ve el yikama
urinlerinin ~ bakterisidal  aktivitesinin  de@erlendirilmesi igin  kantitatif
suspansiyon testi, test metodu ve gereklilikler)'dir (63). Faz 2, adim 1
sinifinda yer alan bu standartta el ovalama ajanlari igin 1 dakika ve gerekirse
30 saniyelik temas slresi sonunda bakteri sayisinda en az 5 log bir azalma
olmasi sart kosulmustur. Standartta dilisyon-nétralizasyon ve membran

filtrasyon  yontemlerinin  prosedurleri ve validasyonlari ayri  ayri
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tanimlanmigtir. Test bakterileri S aureus, P aeruginosa, E coli K12 ve
Enterococcus hirae’nin standart suslandir.

ABD’de el antiseptikleri ile ilgili standart test metotlari FDA tarafindan
hazirlanmakta ve American Society for Testing and Materials (ASTM)
standartlari olarak isimlendiriimektedir. FDA tarafindan yayinlanan Gegici
Nihai Monografta (60) el antiseptiklerinin in vitro test edilmesi i¢in zaman-
oldirme testi onerilmektedir. prEN12054 metodu ile benzer prensipte
olmasina ragmen bu testin temel farki klinik izolatlari da igeren ¢ok sayida
bakteriyel susun test edilmesidir.

I.2. in Vivo Bakterisidal Testler

Hijyenik ve cerrahi el antiseptiklerinin test edilmeleri icin ayri in vivo
standartlar kullaniimaktadir. Hijyenik el antisepsisinde saglik galisanlarinin
ellerindeki kontaminan bakterilerin uzaklastiriimasi hedeflenmektedir ve
persistan aktivite dnem tasimaz. Cerrahi el antisepsisinde ise kontaminan
bakterilere ek olarak kalici cilt florasinin da mumkdn oldugunca azaltiimasi
hedeflenmektedir ve Urinlun persistan aktivitesi 6nem tasimaktadir.

1.2.1. Hiyenik el antiseptiklerine yonelik in vivo standartlar

Hijyenik el yikama ve el ovalama UrUnlerinin degerlendiriimesi igin
CEN tarafindan hazirlanmis olan standartlar sirasiyla; EN1499 (Hijyenik el
yikama-Test metodu ve gereklilikler) ve EN1500 (Hijyenik el ovalama-Test
metodu ve gereklilikler)'dir (64,65). Bu standartlar faz 2 adim 2 sinifinda yer
alan ve gonullilerin katilimiyla gergeklestirilen in vivo testlerdir. EN1499 ve
EN1500 standartlarinda eldeki kontaminan bakterileri temsilen katilimcilarin
elleri antiseptik ovalama ya da yikama maddesinin uygulanmasindan énce E
coli K12 standart susundan hazirlanan bir sUspansiyon ile yapay olarak
kontamine edilmektedir. Yapay kontaminasyon sonrasi eldeki baslangig
bakteri sayisinin belirlenmesi igin ilk numuneler alinir. Antiseptik maddenin
uygulanmasindan sonra elde canli kalan bakteri sayisinin belirlenmesi igin
son numuneler alnir. Bu standartlarda dilisyon nétralizasyon metodu
kullaniimaktadir.

EN1500 standardi on iki ila on bes goénullunin katilimiyla

gerceklestiriimektedir. Test edilen Urinun referans antiseptik olan %60 (v/v)
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izopropanol ile karsilastirilmasi igin bitiin katilimcilar hem referansi hem de
test edilen UrinU denerler. Her bir katiimcidan referans ve Urln igin elde
edilen logaritmik azaltma faktorlerinin istatistiksel olarak karsilastirmasi
yapilir. Katihmcilarin sag ve sol elleri i¢in logaritmik azaltma faktorleri ayri
ayri hesaplanarak metodun istatistiksel kesinligi arttirilmaktadir. Bir Grinin
testi gegebilmesi icin etkisinin referanstan anlamli olarak disuk olmamasi
gerekmektedir.

Avrupa’da yaygin kullanilan bu standartlarin yerine ABD’de su
standartlar kullaniimaktadir:

ASTM E1174-13 (Saglik Personeli ElI Yikama Formulasyonlarinin
Etkliligini Degerlendirmek Igin Standart Test Metodu),

ASTM E2755-10 (EI Arindirici [sanitizer] Formulasyonlarin Bakteri
Giderici Etkisinin Erigkinlerin Elleri Kullanilarak Belirlenmesi icin Standart
Test Metodu),

ASTM E2276-10 (Hijyenik El Yikama ve ElI Ovalama Ajanlarinin
Bakteri Giderici Etkisinin Erigkinlerin Parmak Ugclari Kullanilarak Belirlenmesi
icin Standart Test Metodu).

El yikama ajanlarinin test edildigi E1174 ve el ovalama ajanlarinin test
edildigi E2755 standartlarinda da EN1500 standardinda oldugu gibi ellerin
yapay olarak bakteriyel kontaminasyonunu takiben test edilen materyalin
uygulanmasi sonrasinda ellerde canli kalan bakteri sayisinin tespiti
yapllmakta ve uygulama o&ncesi de@erle karsilastirimaktadir.  Bu iki
standardin EN1500'ten temel farki logaritmik azaltma faktori degerlerinin
birinci kontaminasyon-antiseptik uygulama siklusundan sonra ve ayni siklus
tekrar edilerek onuncu siklustan sonra da belirlenmesidir. Onuncu siklustan
sonra elde edilen logaritmik azaltma faktoru test edilen Grunun tekrarlayan
kullanimi sonucu olusacak etkiyi gostermektedir. Bu iki standartta test edilen
ardnler bir referans Urlnle karsilastiriimazlar, birinci ve onuncu siklusun
sonunda elde edilen logaritmik azaltma faktorlerinin belirlenen degerin altina
inmemesi sarti aranmaktadir. E2755’te E1174’ten farkli olarak ellerin
kontaminasyonu igin uygulanan bakteri suUspansiyonunun yogdunlugu

arttinlarak hacmi azaltilmistir. Bdylece kontamine edilen ellerin antiseptik el
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ovalama ajani uygulanmadan 6nce hemen kurumasi ve ajanin dilisyonuna
neden olmamasi hedeflenmigtir. E2276 metodunda el ovalama ve el yikama
ajanlarinin test edilmesi igin ellerin butint degdil sadece parmak uglari
kullanilmaktadir. Bakteri slspansiyonu kiguk hacimlerde parmak uglarinin
pulpa kisminin ortasina pipetle uygulanmaktadir. Cok daha kuglik ve belirli
bir alanin kontamine edilmesi teste katilan gonulltler agisindan daha az risk
tasimaktadir.
I.2.2. Cerrahi El Antiseptiklerine Yénelik in Vivo Standartlar
Cerrahi el ovalama ve el yikama ajanlarinin test edilmesinde
ellerdeki kontaminan bakteriler ve gegici floranin ortadan kaldiriimasina
ilaveten kalici floranin da makul duzeyde azaltiimasi gerekmektedir. Cerrahi
ajanlarin test edildigi standartlarda bu nedenle eller yapay olarak kontamine
edilmeyip mevcut cilt florasinda ajanlarin uygulanmasi sonrasi ne kadar
azalma oldugu degerlendiriimektedir. CEN cerrahi dncesi uygulanan ovalama
antiseptiklerinin test edilmesi igin EN12791 (Cerrahi el dezenfeksiyonu-test
metodu ve gereklilikler) standardini énermektedir (32). Bu standartta test
edilen drun ile belirlenen surede (en fazla 5 dakika) elde edilen bakterisidal
etki, referans suspansiyon olan %60’lik izopropanol ile 3 dakikada elde edilen
bakterisidal etkiden anlamli derecede daha ylksek olmalidir. Kalici floradaki
azalma esas alindigi i¢gin, referans ve Urunun testleri arasinda katilimcilarin
ellerindeki kalici floranin normal dizeye gelmesi icin bir hafta beklenir.
Standartta opsiyonel olarak 3 saat sonraki persistan aktivite de
gosterilebilmektedir. Cerrahi amagli fircalama seklinde kullanilan Grlnlerin
test edilmesi icin FDA tarafindan ASTM E1115 standardi hazirlanmistir.
Urtiniin kalici flora Gizerindeki ani ve persistan aktivitesi degerlendiriimektedir.
El antiseptiklerinin bakterisidal etkileri disinda fungusidal ve virtsidal
etkilerinin  degerlendiriimesine yonelik standartlar da mevcuttur. Bu

standartlarin 6zeti Tablo-3’te sunulmustur.
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Tablo-3: El antiseptiklerinin virusidal ve fungusidal etkilerini degerlendirmeye yonelik standartlar.

Metot

Test Organizmasi

Temel Proseduir

ASTM E1838
Virusler igin parmak ucu metodu

Adenovirus, rotavirus, rhinovirus

ve hepatit A virusu

10 mikrolitre virls siispansiyonu her bir parmak ucuna uygulanir.
inokulum kuruduktan sonra 10-30 saniye siire ile 1ml test
formUlasyonu ya da kontrol uygulanir. Takiben parmak uglarindan
canli virs sayisinin tespiti igcin numune alinir. Baslangig virus
titresi, inokulumun kurumasi sirasindaki kayip ve virisiin mekanik
uzaklastiriimasini degerlendirmek icin kontroller uygulanir. Metod
el ovalama ve el yikama Urunlerinin dederlendirilmesi igin
uygundur.

ASTM E2011
VirUsler igin "buttn el" metodu

Rotavirus ve rhinovirus

Bu metod, gerektiginde parmak ucu metodunun (E1838)
dogrulanmasi igin tasarlanmistir. Her iki el virUslerle kontamine
edilir ve takiben test formilasyonu uygulanir (el yilkama ya da el
ovalama Urinu). Her iki elin batan ylzeyinden alinan numunede
canli virs sayisi tespit edilir.

ASTM E2613
Mantarlar igin parmak ucu metodu

Candida albicans, Aspergillus

niger

ASTM E1838'e benzer

EN14476
Virusler igin kantitatif sispansiyon testi

Adenovirus tip 5, Poliovirus tip 1

Uriin siispansiyonu, viriis slispansiyonuna eklenir. istenen
reaksiyon suresi sonunda karisimdan bir kisim alinarak virtsidal
aktivitesi notralize edilerek canli virts sayisi tespit edilir. El
ovalama ve el yikama Urunlerinin yani sira ylzey ve enstriman
dezenfektanlarinin test edilmesi igin de uygulanan in vitro bir
testtir.
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Hijyenik el ovalama urUnlerinin degerlendiriimesine yonelik CEN
tarafindan hazirlanan bir standart olan EN1500, Turk Standartlari Enstitisu
(TSE) tarafindan da aynen kabul edilerek 2001 yilinda yUrarlige konmustur.

Aragtirmalarimizda EN1500 standardi ile ilgili Tarkiye’de yapilmis
calismaya rastlanmamistir. Ulkemizde, saglik kuruluslarina antiseptik alimi
sirasinda ihale teknik sartnamelerinde sunulmasi istenmesine ragmen
yukarida s6z edilen standardi test eden merkez bulunmamaktadir.

Tibbi mikrobiyoloji laboratuvarinda, EN1500 standardinin 6nerdigi
testlerin, piyasadan temin edilen bes adet antiseptik tiriin ve DSO tarafindan
Onerilen el ovalama formulasyonu Il ile uygulanarak degerlendiriimesi
amaclanmistir.

Uriinler 6ncelikle prEN12054 standardi ile in vitro olarak test

edildikten sonra EN1500 standardi ile degerlendirilmigtir.
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GEREG VE YONTEM

Calisma igin Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan 26 Mart 2013 tarih ve 2013-6/5 sayili karar ile izin alinmistir.
Calismaya katilan gonulluler laboratuvar personelimiz arasindan segcilmistir.
Gondullilere galisma hakkinda bilgi verilerek, calismaya katilmayi kabul
edenlerin bilgilendirilmis génallh olur formlarini doldurmalari ve onaylamalari

istenmistir.

l. Kullanilan Bakteriler

prEN12054 metodunda Escherichia coli K12 NCTC 10538,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus hirae ATCC 10541 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 35032 suslari kullaniimistir. EN1500
metodunda ise sadece E coli K12 NCTC 10538 kullaniimistir:

Il. Test Edilen Antiseptikler

Calismamizda piyasadan temin edilen bes adet antiseptik Urin ve
DSO kilavuzu tarafindan &nerilmis olan formilasyon-Il (DSO-II) test
edilmistir. Piyasadan temin edilen Urlnler ¢alismamizda markalarindan
bagimsiz, igeriklerine 6zgu olarak A, B, C, D ve E harfleri ile ifade edilmigtir.
Formilasyon-Il DSO kilavuzunda belirtildigi  sekilde laboratuvarda
hazirlanmistir. Test edilen antiseptik Grtnlerin igerdigi aktif maddeler Tablo-
4’te gosterilmistir.

Formilasyon-II’nin hazirlanisi: 1000 ml hacimli cam balon igerisine
715,5 ml %99,5 izopropil alkol (Merck, Almanya), 41,7 ml %3 H,O, (Bikar,
Tarkiye) ve 14,5 ml %99,8 gliserol (Prolabo, Fransa) eklendikten sonra distile
su ile hacim 1000 ml”’ye tamamlandi. Karistirildiktan sonra 1000 ml hacimli

ISik gecgirmez 6zellikte kapakli bir cam siseye aktarildi.
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EN1500 standardinda tanimlanan referans soliisyonun
hazirlanigi: Cam bir balona, 600 ml izopropil alkol eklendikten sonra distile
su ile hacim 1000 ml'ye tamamlandi. Karistirildiktan sonra 1000 ml hacimli

ISik gecirmeyen kapakli bir cam gsiseye aktarildi.

Tablo-4: Test edilen antiseptik Urtnlerin icerdidi aktif maddeler.

Antiseptikler Aktif maddeler

A* %70 2-propanol.

%60 (m/m) 2-propanol,
B %0,15 (m/m) benzalkonyum klortir,

%0,1 (m/m) Undesilenik asit.

%75 (v/v) 2-propanol,

DSO-II
%0,125 (v/v) Hidrojen Peroksit (%3).
o %70 (v/v) 2-propanol.
D %70 (v/v) etil alkol,
%10 (v/v) 2-propanol.
E %63,14 (m/m) 2-propanol.

m/m: Agirlikga yuzde, v/v: Hacimce yuzde.
* : Hacim ya da agirlik yuzdesi belirtiimemigtir.

lll. Kullanilan Cihazlar

Derin dondurucu -20°C (Bosch, Almanya)

Etdv (NUve EN 120, Tarkiye)

Otoklav (Nuve OT 4060 V, Turkiye)

Nefelometre cihazi ( BD PhoenixSpec, ABD)
Elektronik tarti (Shimadzu AUW220 D, Japonya)
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Medikal su aritma cihazi (RentRO 2000, Kros, Turkiye )
Manyetik karistirici (Boeco MSH 200, Almanya )

Kronometre (Casio, Japonya)

IV. Kullanilan Nétralizan ve Besiyerleri

Tripton soy broth (TSB) besiyerinin hazirlanigi: 15 g Tripton
(Oxoid, Ingiltere), 5 g bakteriyolojik pepton (Oxoid, ingiltere), 5 g NaCl
(Merck, Almanya) bir balona konduktan sonra distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanarak karistirildi. 121°C'de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
EN1500 standardinda tanimlanan kontaminasyon sivisinin hazirlanmasinda
kullanildi. ik deger numunelerini elde etmek icin kullanilacak steril plastik
petri kutulari icine 10’ar ml ve ilk deger numunelerinin dilisyonlarini

hazirlamak i¢in 1,5 ml’lik ependorf tlpleri icine 900’er ul dagitildi.

Tripton soy agar (TSA) besiyerinin hazirlanigi: 15 g Tripton, 5 g
bakteriyolojik pepton, 5 g NaCl ve 15 g bakteriyolojik agar (Oxoid, ingiltere)
distile su ile 1000 ml’'ye tamamlanarak karistirildi. Otoklavda sterilize edildi.
Besiyeri 50°C'ye kadar sogutulduktan sonra 9 cm g¢apinda steril plastik petri
kutularina 15’er ml hacimde dagitildi. Calismada kullanilan butin bakteri
suslarinin Uretilmesi icin kullanildi. prEN12054 standardinda yapilan koloni
sayim ekimlerinde kullanmak Uzere 15 cm ¢apindaki petri kutularina 40’ar mi

olacak sekilde dagitildi.

Sodyum deoksikolath tripton soy agar besiyerinin hazirlanigi:

Tripton soya agar karisiminin litresine 0,5 g sodyum deoksilat
(AppliChem, Almanya) eklenerek otoklavlandi. 50°C'ye kadar sogutulduktan
sonra steril petri kutularina 15er ml dokuldi. EN1500 standardinda
tanimlandigi sekilde elde edilen ilk deger ve son deger numunelerinin

dilisyonlarindan yapilan koloni sayim ekimlerinde kullanildi.
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DilGientin hazirlanmasi: 1 g tripton, 8,5 g NaCl ve 1000 ml distile su

karistirilarak otoklavda sterilize edildi. prEN12054 standardinda kullanildi.

Notralizanh tripton soy broth (NTSB)’'un hazirlanmasi: Nétralizan
olarak yumurta sarisi ve tween 80 (Merck, Almanya) kullanildi. Catlagi
olmayan 3-4 adet taze yumurta, deterjanla yikandiktan ve durulandiktan
sonra %90 izopropil alkol igceren bir kap icerisine konarak iki saat bekletildi.
Steril eldiven giyilerek kaptan ¢ikarilan yumurtalar bek alevi yakininda birkag
dakika bekletilerek alkolin u¢masi saglandi. Steriliteye dikkat ederek kirilan
yumurtalarin sarisi ayrilip 100 ml hacimli steril polipropilen bir kaba konuldu.
Kisa bir stre kanigtirilan yumurta sarisi, steril tel sizgecgten gegirilerek ikinci
bir steril kaba aktarildi. Boylece zarindan ayriimis yumurta sarisi elde edildi.

Kirk gram Tween 80, 15 g tripton, 5 g bakteriyolojik pepton ve 5 g
NaCl, distile su ile 950 ml'ye tamamlandi. Karisim otoklavda sterilize
edildikten sonra manyetik karistirici ile yaklasik bir saat karistirilarak seffaf ve
homojen bir goérinim almasi saglandi. Sicakhgi yaklasik 50°C'ye duslnce
karisimin icine onceden hazirlanmis olan steril yumurta sarisindan 50 ml
ilave edilerek manyetik karistiricida bir saat kadar daha karigtirildi. Elde
edilen NTSB’den steril bir cam tipe 10 ml kadar alinarak sterilite kontroll igin
etive kaldirildi. Etivde 24 saat bekletien numuneden tripton soy agar
plaklarina pasajlar yapilarak Ureme agisindan kontrol edildi. Hazirlanan
NTSB steril oldugu dogrulandiktan sonra EN1500 standardinda kullanilabilir.

Calismada NTSB, son deger numunelerinin elde edilecegdi steril
plastik petri kutulari icine 10’ar ml ve son deger numunelerinin dilisyonlarini

hazirlamak i¢in 1,5 ml’lik ependorf tlpleri icine 900’er ul dagitildi.

Notralizanh Dilient (ND)’in hazirlanisi: 40 g Tween 80, 1 g Tripton,
8,5 g NaCl distile su ile 950 ml'ye tamamlandi. Karistirildiktan sonra
otoklavlanarak sterilize edildi. Sicakligi yaklasik 50°C'ye dusunce karisimin
icine dnceden hazirlanmig olan steril yumurta sarisindan 50 ml ilave edilerek
manyetik karistiricida bir saat kadar karistirildi. Sterilite kontrolt yapildiktan
sonra prEN12054 standardinda kullanildi.
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V. Diger Malzemeler

Burgulu, kapakli steril tip (15 ml) (Becton Dickinson, ABD)
Ependorf tipl (1.5 ml) (AHN Biotechnologie GmbH, Almanya)
Mikropipet (100, 1000 uL) (Gilson, Amerika Birlesik Devletleri)
Steril petri kutusu (90 mm ¢apinda) (Firatmed, Turkiye)

Steril petri kutusu (150 mm c¢apinda) (LP Italiana SPA, Italya)
Steril 100 ml’lik polipropilen idrar kabi (Firatmed, Turkiye)
Cam balonlar (1000 ve 2000 ml hacminde) (isolab, Almanya)
Steril Drigalski spatiilleri (isolab, Almanya)

VI. Antiseptiklerin prEN12054 Standardi ile Test Edilmesi

Batin antiseptikler EN1500 standardi ile test edilmeden &nce
prEN12054 standardi ile test edilmislerdir.

VIL.1. Dilisyon-Notralizasyon Metodunun Validasyonu

Steril tupler iginde dilient kullanilarak bakteri slUspansiyonlari
hazirlanmistir. Vorteksle karistirildiktan sonra nefelometre ile bakteri
yogunluklari 0,5 - 0,7 McFarland olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen
bakteri test slispansiyonlarinin, 9ar ml diliient iceren steril tiiplerde 10®ya
kadar dilisyonlari hazirlanmistir. (Sekil-6). 10 diliisyonundan 15 cm capli iki
adet tripton soya agar (TSA) besiyerine birer ml aktarilarak drigalski spatulleri
kullanilip yayma plak yontemi ile koloni sayim ekimleri yapiimistir. Plaklar 24-
48 saat 37°C’de inkube edildikten sonra koloni sayimlari yapilip ortalamalari
alinarak koloni olusturan birim (kob) cinsinden N degeri hesaplanmigtir.

9 ml steril notralizanli diliientin icine test edilen bakterinin 107
dilisyonundan 1 ml ilave edilerek kronometre baslatiimis ve birka¢ saniye
vortekslenmistir. Bir dakikanin dolmasina yakin tekrar vortekslenmis ve sure

sonunda iki adet TSA besiyerine birer ml aktarilmigtir. Yayma plak yontemi
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Sekil-6: prEN12054 standardi, diliusyon-nétralizasyon metodu validasyonu (N ve N’ degerlerinin elde edilmesi)
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Diliient 1m

Antiseptik l
(9 ml) m

Notralizanl t=0
diliient (8 ml) 1 ml
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t=0 5 Bakterl

(107)

N ... Koloni sayimm

Sekil-7: prEN12054 standardi, dilisyon nétralizasyon metodu
validasyonu (n’ degerinin elde edilmesi).
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ile koloni sayim ekimleri yapilan plaklar 24-48 saat 37°C’de inkube edildikten
sonra koloni sayimlari yapilip ortalamasi alinarak N’ degeri (kob)
hesaplanmistir.

Steril bir thp i¢indeki 9 ml test antiseptiginin Uzerine 1 ml dilient ilave
edilerek bes dakika bekletiimigtir (Sekil-7). Surenin hemen basinda ve
bitimine yakin birka¢ saniye vorteksle karistirimistir. Surenin sonunda
karisimdan 1 ml alinarak 8 ml nétralizanli dilient igceren tupe aktariimis ve
bes dakika daha bekletiimistir. Slrenin hemen basinda ve bitimine yakin
birka¢ saniye vorteksle karistirilmigtir. Sdre sonunda karisimin igine test
edilen bakterinin 10®° dilisyonundan 1 ml ilave edilerek bir dakika
bekletilmistir. Ayni sekilde sUrenin basinda ve sonuna dogru vortekle
karistinimistir. Bir dakikalik sturenin sonunda karisimdan birer ml alinarak iki
adet TSA besiyerine aktarilmis ve yayma plak yontemi ile koloni sayim
ekimleri yapilmistir. Plaklar 24-48 saat 37°C’de inklbe edildikten sonra koloni
sayimlari yapilip ortalamasi alinarak n’ degeri (kob) hesaplanmistir.

Elde edilmis olan N degeri bakteri test stispansiyonu kontrold, N’
dederi noétralizan kontroli, n’ degeri ise dilisyon notralizasyon testi
kontroludar. N’ deg@eri kullanilan nétralizanin bakteri Gzerinde toksik etkisi
olup olmadigini, n’ degeri ise dilisyon nétralizasyonun antiseptigi etkili bir
sekilde nétralize edip etmedidini gostermektedir. Dilisyon nétralizasyon
metodunun gegerli olabilmesi i¢cin asagidaki sartlarin saglanmasi
gerekmektedir:

a) N ve N’ degerlerinin hesaplanacagi plaklardaki koloni sayisi
300’°den ¢cok olmamalidir.

b) N ve N’ degerleri 100 ile 300 kob arasinda olmalidir.

c) N’ degeri N/2’den kiguk olmamalidir (N’ =N/ 2).

d) n’ de@eri N’/2'den kuguk olmamalidir (n" = N’ / 2).

VI.2. Antiseptiklerin prEN12054 Standardi ile Test Edilmesi
Steril bir tlp icindeki 9 ml test antiseptiginin Gzerine 1 ml bakteri test
suspansiyonu eklenmistir (Sekil-8). Hemen kronometre baslatilarak 30 saniye

sure tutulmustur. Strenin hemen basinda ve sonuna dogru karisim birkag
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saniye vorteksle karistirilmigtir. Bir dakika sonunda (t=1’), 1 ml karisim 8 mi
nétralizanl dilient ve 1 ml steril distile su igeren steril bir tlpun igine
aktariimistir. Karistirildiktan sonra birer ml alinarak iki adet TSA besiyerine
aktarilip koloni sayim ekimleri yapiimistir. Plaklar inkibe edildikten sonra
koloni sayimlari yapilip ortalamasi alinarak 1 dakika igin n degeri
hesaplanmistir.

Yukaridaki prosedur 30 saniyelik sure igin (t=30") ayrica uygulanarak
30 saniye i¢in n degeri hesaplanmistir. n degeri test edilen antiseptigin test
edilen bakteri Uzerindeki antibakteriyel etkisini yansitmaktadir.

Test edilen antiseptik baslangic bakteri yogunlugu olan (t=0) 1x10 -
3x10” kob/ml degerini 1 dakika sonunda (t=1") en ¢ok 3x10? kob/ml olacak
sekilde azaltmalidir. Bu azalma logaritmik olarak ifade edilirse baslangic
bakteri sayisi 1x10” kob/ml icin 4,52 log; 3x10” kob/ml icin 5 log’a karsilik
gelir. Bu sart 4 standart bakteri susu i¢in de saglanmalidir. Bu sarti saglayan
hijyenik el ovalama antiseptikleri bir dakikalik sturede prEN12054 standardini
karsilasmis kabul edilirler. Uretici firma Griind igin 30 saniyelik uygulamanin
yeterli oldugunu belirtmisse prosedir 30 saniye icin de tekrar edilir. Bu
durumda Uranun ayni sartlari 30 saniyede saglamasi gerekmektedir.

Test ettigimiz Urunlerde 30 saniyelik kullanim Onerildigi icin test
prosedurld 30 saniye igin de tekrar edilmistir.

Test edilen A, B, C, D, E ve DSO-Il antiseptiklerinin her biri 4
standart bakteri susu ile yukarida tanimlandigi sekilde ayri ayri test edilerek

N, N’, n ve n’ deg@erleri elde edilmigtir.
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t=0
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m : Test karigimi
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t=30" ND+su v t=1 ND+su H
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(30”)

ND: Noétralizanh diltient

Sekil-8: prEN12054 standardi, test metodu.
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VII. Antiseptiklerin EN1500 Standardi ile Test Edilmesi

Antiseptikler EN1500 standardinda on bes gonullinin katihmiyla test
edilmistir.

VII.1. Deney Duzeni

6 adet antiseptik Urun iki farkli uygulama sekli icin toplam 4 deney
setinde test edilmistir. Uygulama sekillerinden biri 3 ml antiseptigin, 30
saniyelik el ovalama suresi ile uygulanmasi (3 ml x 30 saniye x 1), digeri ise
3 ml antiseptigin 30 saniye ovalama suresi ile uygulandiktan sonra ayni
islemin bir kez daha tekrar edilmesidir (3 ml x 30 saniye x 2). Her bir set ayri
bir giinde yapilmis ve her bir sette bitin gonullilere 3 adet antiseptik iki
uygulama seklinden biri ile uygulanmistir. Batin setlere ayni gonulluler
katilmis ve her sette test edilen antiseptiklerle birlikte referans solisyon da
uygulanmigtir. Referans solusyon olan %60 (v/v) izopropil alkol butin
setlerde standartta tanimlandidi gibi (3 ml x 30 saniye x 2) seklinde
uygulanmigstir. Setlerde test edilen antiseptikler ve uygulama sekilleri asagida
gOsterilmistir:

Set 1: A, B ve DSO-II; (3 ml x 30 saniye x 1)

Set 2: A, B ve DSO-II; (3 ml x 30 saniye x 2)

Set 3: C, D, E; (3 ml x 30 saniye x 1)

Set 4: C, D, E; (3 ml x 30 saniye x 2)

Her bir sette butin gondllilerin 3 adet antiseptigi ve referans
solusyonu (R) kullandiklari bir Latin kare dizayni uygulanmigtir. Bunun igin
gonulliler 4 gruba ayrilmislardir (4+4+4+3 Kisi). Boylece her bir set dort
deney yapilarak tamamlanmigtir. Set 1'de uygulanan Latin kare dizayni

Tablo-5’de gdsterilmistir.
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Tablo-5: Set 1 galismasinda uygulanan Latin kare dizayni.

Deney 1 — Deney 2 — Deney 3 — Deney 4

Grup 1 A B C R
Grup 2 B C R A
Grup 3 C R A B
Grup 4 R A B C

VII.2. Kontaminasyon Sivisinin Hazirlanmasi:

2 litre steril tripton soy broth (TSB) i¢ceren bir cam balona E coli K 12
NCTC 10538 standart susundan hazirlanan 5 ml’lik bakteri sispansiyonu
ilave edilerek bir gece 37°C’de inkube edilmistir. Ertesi gin bakteri yogunlugu
nefelometrik olarak 1 MacFarland olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen
kontaminasyon sivisi birer litrelik iki behere esit olarak bolustiraimustar. Bir
deney setinde butlin goénulltler ayni kontaminasyon sivisini kullandilar.

VII.3. EN1500 Test Metodunun Asamalari

izlenen asamalar sirasiyla;

1. Gondulluler ellerini basit sivi sabunla 1 dakika boyunca yikarlar.
Boylece ellerdeki gecici flora uzaklastirilir (Sekil-9 A).

2. Kagit havlu ile kurulamayi takiben, ellerini 5 saniye sureyle
kontaminasyon sivisina midmetakarpal seviyeye kadar daldirirlar (Sekil-9 B,
C).

3. Kontaminasyon sivisindan ¢ikarilan eller parmaklar aralik olacak
sekilde 3 dakika boyunca havada kurutulur (Sekil-9 D).

4. Gondlluler, igerisinde 10 ml TSB bulunan 9 cm ¢apindaki steril
petri kutularinin igine parmak uglarini daldirarak 1 dakika boyunca ovusturma
hareketi yaparlar. Boylece yapay olarak kontamine edilmis olan ellerdeki
bakteri yogunlugunu yansitan ilk degerlerin hesaplanacagd: ilk deger
numuneleri elde edilmis olur. Sag ve sol eller i¢in ayri petri kutulari kullanilir
(Sekil-9 E).

5. Takiben gondulltlerin ellerine test edilecek antiseptik tGrlin (ya da
referans solusyon) uygulanir (Sekil-9 F). Ovalama isleme standartta

tanimlanan sekilde yapilir (Sekil-9 G-L).
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6. Uygulama sonrasi eller 5 saniye slre ile akan musluk suyu
altindan gegirilir (Sekil-9 M). Bodylece ellerdeki antiseptik uzaklastirilmaya
calisilir.

7. Takiben gonulltler ellerini igerisinde 10’ar ml ndtralizanli tripton
soya brot (NTSB) iceren petri kutularina daldirarak 1 dakika boyunca parmak
uclari ile ovusturma hareketi yaparlar (Sekil-9 N). Bu asamada kullanilan
notralizan eldeki antiseptik  kalintilarinin  etkisini  durdurmak icin
kullanilmaktadir. Bdylece antiseptik uygulanmasi sonrasi elde kalan
bakterilerin sayisinin (son deger) hesaplanmasinda kullanilacak son deger

numuneleri elde edilmis olur. Sag ve sol eller i¢in ayri petri kutulari kullanilir.

(A), (B).

Eller kontaminasyon sivisina 5 saniye slreyle midmetakarpal seviyeye
kadar daldinlir (C). Havada 3 dakika slreyle kurutulur (D).

Sekil-9: EN1500 test metodunda uygulanan iglemler.
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Ilk deger numunelerinin elde edilmesi icin 10 ml TSB bulunan petri
kutularinin icinde parmak uglari ile ovusturma hareketi yapilir (E). 3 ml

antiseptik trln (ya da referans soltisyon) uygulanir (F).

1

Standart el ovalama prosedurtine gére avuglarin ovalanmasi (G), sag el sirti
Uzerine sol avug yerlestirilmis, parmaklar i¢ ice gegmis pozisyonda ovalama
ve tam tersi (H).

Avuglar ve i¢ ice gegmis olan parmaklarin ovalanmasi (1), parmak arkalarinin
avug icine slrtlinecek sekilde ovalanmasi (J).

Sekil-9 (devami): EN1500 test metodunda uygulanan islemler.
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K /'

Sag avug iginde kavranmis olan sol bagparmagin dondurulerek ovusturulmasi
ve tam tersi (K). Sag elin parmak uglarinin sol avug icine bastirilarak
dénddrme ve ileri geri hareketlerle ovusturulmasi ve tam tersi (L).

Antiseptigin uzaklastiriimasi igin eller 5 saniye slreyle akan musluk suyu altindan
gegirilir (M). Son deger numunelerinin elde edilmesi igin 10 ml NTSB bulunan petri
kutularinin iginde parmak uclari ile ovusturma hareketi yapilir (N).

Sekil-9 (devami): EN1500 test metodunda uygulanan islemler.

VIL4. ilk Deger ve Son Degerlerin Elde Edilmesi

Elde edilen ilk deger numunelerinin 900’ar ul TSB igeren steril
ependorf tiiplerinde 10*e kadar dillisyonlari hazirlandi (Sekil-10 A). 102 ve
10 diltisyonlarindan 100’er pl TSA plaklarina aktarilarak koloni sayim
ekimleri yapildi. Aktarilan miktar 100 pl oldugu icin TSA plaklari 10 ve 10
dilisyonlarina karsilik gelmektedir.
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Son deger numunelerinin 900 pl NTSB igeren steril ependorf tiplinde
10" diliisyonu hazirland (Sekil-10 B). Dillie edilmemis olan son deger
numunesinden 1000 ul ve 100 pl; 10" diliisyonundan ise 100 pl TSA
plaklarina aktarilip koloni sayim ekimleri yapildi. Boylece TSA plaklarindaki
nihai diliisyonlar sirasiyla 10°, 10™ ve 10 olmaktadir.

Yukarida bahsedilen dilisyon ve ekim iglemleri her bir génallinin
sag ve sol elinden ayri ayri elde edilen ilk deger ve son deger numuneleri igin
tekrar edilmistir. Plaklar nihai dilisyonlar dikkate alinarak etiketlenip 37°C’de

24-48 saat inkube edildikten sonra koloniler sayilmigtir.
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100ul  100ul 100l
100l '

Koloni sayim
ekimi (10

Koloni sayim
A ekimi (10°°)

Son deger numunesi e
& 100l

Koloni sayim
ekimi (10°)

Koloni sayim

TSA o -2
Koloni sayim ekimi (10°7)

B ekimi (107

TSB: Tripton soy broth, NTSB: Notralizanli tripton soy broth, TSA: Tripton soy agar

Sekil-10: Elde edilen ilk deger (A) ve son deg@er (B) numunelerinin
dilisyonlarinin hazirlanmasi ve koloni sayim ekimlerinin yapilmasi.
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VIL5. Logaritmik Azaltma Faktoruniun Hesaplanmasi (log AF)
log AF antiseptigin etki glcunun bir gostergesidir. Bir deney setinde
her bir gonullinin test edilen Ug¢ antiseptik ve referans sollsyon igin log

AF’leri hesaplanmaktadir. Log AF’nin hesaplanma sekli asagida sunulmustur:

log AF = logx —logy

logio(sad el ik deder) + logialsal el ilk deder)

log x=
2

lowa(sad el son deder) + logio{sol el son deder)

logy=
2

Koloni sayimlari yapildiktan sonra ilk degerlerin elde edilmesi igin
10 ve 107 plaklarindan; son degerlerin elde edilmesi icin 10°, 10 ve 107
plaklarindan koloni sayisi 15 ile 300 arasinda olan plaklar esas alinir.
Antiseptigin etkisine bagli olarak son deger plaklarinda 15 ve Uzerinde koloni
bulunan plak yoksa, mevcutlar i¢cinde en ¢ok koloni olan plak esas alinir.
Ardigik dilusyonlarda koloni sayisi 15-300 arasinda olan iki plak mevcutsa
bunlarin agirlikli aritmetik ortalamasi alinmigtir. Agirlikli aritmetik ortalamayi

hesaplamak icin kullanilan formul agsagidaki gibidir:

AQirhikh aritmetik ortalama =T / 1,1 x k
T: iki plaktaki toplam koloni sayisi

k: Ardisik iki dilisyon iginde daha konsantre olanin orani.

Sekil-11’de 6rnek olarak Set 2 galismasinda 15. kisinin A antiseptigi
icin sag ve sol elinden elde edilen ilk deger ve son deger plaklari
gosterilmistir. 15 ile 300 arasi koloni bulunan sag ilk 107, sag son 10°, sol ilk
10 ve sol son 10° plaklari hesaplamalarda kullanilan plaklardir (Sirasiyla:
41, 66, 43 ve 46 kob).
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1k 104 1k 105 Son 109 Son 10-1 Son 102
E (=300 (411 (66 (&) (1)

Tk 104 1k 105 Son 109 Son 10-1 Son 102
(=200 [43) [4&) [3) [

Sekil-11: Set 2 calismasinda A antiseptigi icin 15. kisinin sag ve sol elinden elde edilen dilisyonlarin ekimleri.
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Bu degerler asagidaki gibi hesaplanarak log AF degeri bulunur.

Lo (41/ 10°) + logy (437 107)
2

= 6,62

. logeo (66 7 10" + logyg (46 710"
2

=174

log AF=6,62 - 1,74=4 58

VII.6. EN1500 Standardinin istatistiksel Analizi:

istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 20 paket programinda
yapilmistir. Her bir deney setinde test edilen antiseptik Grtnlerden elde edilen
ve referans solisyondan elde edilen bireysel log AF degerlerinin

karsilastiriimasi i¢cin Wilcoxon testi kullanilmigtir.
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BULGULAR

l. prEN12054 Standart Test Metodu Sonuglari

I.1. Dilusyon Noétralizasyon Metodunun Validasyonu

DSO-II formilasyonu igin dort standart bakteri ile elde edilen N, N’
ve n’ deg@erleri Tablo-6'da gdsterilmistir. Butin N ve N’ degerleri 100-300 kob
arahdindadir. Her bir bakteri icin elde edilen N’ dederleri, N degerlerinin
yarisindan daha buyudktlr. Bu bulgu nétralizanin bakteriler Gzerinde toksik
etkisi olmadigini géstermektedir. Butiin n’ degderleri N’ degerlerinin yarisindan
daha buyuktir. Bu da segilen nétralizanin DSO-II formilasyonu igin uygun

oldugunu gostermektedir.

Tablo-6: DSO-II formiilasyonu igin validasyon sonuglari.

Plak basina koloni sayisi
(ortalama kob)
Test Bakterisi Bakteri test Nétralizasyon validasyonu
stispansiyonu
Kontrol Test

Staphylococcus aureus 212,233 192, 206 143, 163
(N=222,5) (N'=199) (n'=153)

. 249,232 271,235 156,178

Pseudomonas aeruginosa (N=240,5) (N'=253) (n'=167)

. . 177,160 159,166 83, 112
Escherichia coli (N=168,5) (N'=162,5) (n'=97,5)
. 148,152 140,158 151, 130
Enterococcus hirae (N=150) (N'=149) (n'=140,5)

A antiseptigi icin dort standart bakteri ile elde edilen N, N’ ve n’

degerleri Tablo-7'de gdsterilmistir. Butin N ve N’ degerleri 100-300 kob
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arahdindadir. Her bir bakteri icin elde edilen N’ dederleri, N degerlerinin

yarisindan daha buyuktar. Bu bulgu nétralizanin bakteriler Gzerinde toksik
etkisi olmadigini goéstermektedir. Butin n’ degerleri N’ degerlerinin

yarisindan daha buyuktir. Bu da segilen nétralizanin A antiseptigi icin uygun

oldugunu gostermektedir.

Tablo-7: A antiseptidi i¢in validasyon sonuglari.

Plak basina koloni sayisi
(ortalama kob)
Test Bakterisi Bakteri test Notralizasyon validasyonu
stispansiyonu

Kontrol Test
Staphylococcus aureus 212,233 192, 206 214, 206
(N=222,5) (N'=199) (n'=210)

. 148,185 154,162 98,91
Pseudomonas aeruginosa (N=166,5) (N'=158) (n'=94,5)
-y . 177,160 159,166 177, 150
Escherichia col (N=1685) | (N'=162,5) (N=163,5)
. 148,152 140,158 151, 130
Enterococcus hirae (N=150) (N'=149) (n'=140,5)

B antiseptigi icin dort standart bakteri ile elde edilen N, N’ ve n’
degerleri Tablo-8'de gdsterilmistir. Butin N ve N’ degerleri 100-300 kob
arahdindadir. Her bir bakteri icin elde edilen N’ dederleri, N degerlerinin
yarisindan daha buyuktlr. Bu bulgu nétralizanin bakteriler Gzerinde toksik
etkisi olmadigini géstermektedir. Butin n’ degerleri N’ degerlerinin yarisindan
daha blyuktur. Bu da secilen noétralizanin B antiseptigi icin uygun oldugunu

gOstermektedir.
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Tablo-8: B antiseptidi i¢in validasyon sonuglari.

Test Bakterisi

Plak basina koloni sayisi

(ortalama kob)

Bakteri test
stispansiyonu

Noétralizasyon validasyonu

Kontrol Test
Staphylococcus aureus 212,233 192, 206 208, 204
(N=222,5) (N'=199) (n'=206)
Pseudomonas aeruginosa (5225375) (,\211 925325) (::5”85 85)
Escherichia coli (,1;71;505) (,\1].5= 91(13265) (:1.331 4176?2)
Enterococcus hirae (1,32115502) (1|\?-2’1145§) ::1121!3%‘)1

C antiseptigi icin dort standart bakteri ile elde edilen N, N’ ve n’
degerleri Tablo-9'da gdsterilmistir. Butin N ve N’ degerleri 100-300 kob
arahdindadir. Her bir bakteri icin elde edilen N’ dederleri, N degerlerinin
yarisindan daha buyudktlir. Bu bulgu nétralizanin bakteriler Gzerinde toksik
etkisi olmadigini géstermektedir. Butiin n’ degderleri N’ degerlerinin yarisindan

daha buyuktur. Bu da segilen nétralizanin C antiseptigi icin uygun oldugunu

gOstermektedir.

Tablo-9: C antiseptigi i¢in validasyon sonuglari.

Test Bakterisi

Plak basina koloni sayisi

(ortalama kob)

Bakteri test
stispansiyonu

Noétralizasyon validasyonu

Kontrol Test
Staphylococcus aureus (2'83 ,119375; ('1]7=41 71 78‘15) 2 ;31 y 17656)3
Pseudomonas aeruginosa (,%1225375) (£7=92§g ,25) (238,222163)
Escherichia coli (1'3: ,116761) ( '\1] 5=91 (13 g% | ( :1 3=21 ,4176?2)
Enterococcus hirae (rljiﬁ 5295) (1'\?1’ 1167 53) 2;1 1 133;
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D antiseptigi icin dort standart bakteri ile elde edilen N, N’ ve n’
degerleri Tablo-10’da gosterilmistir. Batin N ve N’ degerleri 100-300 kob
arahidindadir. Her bir bakteri icin elde edilen N’ dederleri, N degerlerinin
yarisindan daha buyudktlir. Bu bulgu nétralizanin bakteriler Gzerinde toksik
etkisi olmadigini gostermektedir. Butin n’ degerleri N’ de@erlerinin yarisindan
daha buyuktur. Bu da segilen nétralizanin D antisepti@i icin uygun oldugunu

gOstermektedir.

Tablo-10: D antiseptigi i¢in validasyon sonuglari.

Plak basina koloni sayisi
(ortalama kob)
Test Bakterisi Bakteri test Nétralizasyon validasyonu
stispansiyonu
Kontrol Test

Staphylococcus aureus 205,189 174, 181 172, 163
(N=197) (N'=177,5) (n'=167,5)

. 148,185 154, 162 146,132

Pseudomonas aeruginosa (166,5) (N'=158) (n'=139)
. . 178,168 143,166 148, 166
Escherichia coli (N=173) (N'=154,5) ('=157)
. 184,209 157,173 176, 160

Enterococcus hirae (N=196,5) (N'=165) (n'=168)

E antiseptigi icin dort standart bakteri ile elde edilen N, N’ ve n’
degerleri Tablo-11’de gosterilmistir. Batin N ve N’ degerleri 100-300 kob
arahdindadir. Her bir bakteri icin elde edilen N’ dederleri, N degerlerinin
yarisindan daha buyuktlr. Bu bulgu nétralizanin bakteriler Gzerinde toksik
etkisi olmadigini géstermektedir. Butiin n’ degderleri N’ degerlerinin yarisindan
daha blyuktur. Bu da secilen noétralizanin E antiseptigi icin uygun oldugunu

gOstermektedir.
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Tablo-11: E antiseptidi i¢in validasyon sonuglari.

Plak basina koloni sayisi
(ortalama kob)
Test Bakterisi Bakteri test Notralizasyon validasyonu
stispansiyonu
Kontrol Test

Staphylococcus aureus 205,189 174, 181 187, 159
(N=197) (N'=177,5) (n'=173)

, 290,247 279, 282 186,200

Pseudomonas aeruginosa (268.5) (N'=280,5) (n'=193)
. . 179,194 171, 197 203, 180
Escherichia coli (N=186.5) (N'=184) ('=191,5)
. 184,209 157,173 183, 166
Enterococcus hirae (N=196.5) (N'=165) (n'=174,5)

Yapilan butin validasyon deneylerinde segilen nétralizanin bakteriler
Uzerinde toksik etkisi olmadigi ve butlin antiseptikleri yeterli sekilde noétralize
ettigi gorulmustar.

1.2. Test Sonuglari

Alti antiseptik Grindn prEN12054 standardi ile 1 dakikalik temas
suresi igin test sonuclari Tablo-12’de sunulmustur. Ayni bakteri test
suspansiyonlari ile 30 saniye temas suresi i¢in ayni basamaklar tekrar
edilmigtir. Sonuglar 1 dakikalik temas suresi ile tamamen ayni oldugu igin
ayri bir tablo seklinde gdsteriimemistir. 30 saniye ve 1 dakikalik temas
sureleri icin butin antiseptikler bakteri sayisinda 6 log’'un Uzerinde bir

azalmaya neden olmuslar ve standardin geregini saglamisglardir.
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Tablo-12: Antiseptik urunlerin prEN12054 standardina gore 1 dakika* i¢in degerlendirme sonuglari.

DSO-Il formiilasyonu A antiseptigi B antiseptigi
kob/ml (test karigimi) kob/ml (test karigimi) kob/ml (test karigimi)

t=1' Plak t=1' Plak t=1' Plak

Test Bakterisi ba§|n:_a log AF ba§|n:_a log ba§|nz_a log
koloni t=0 (N) | t=1' (n) koloni t=0 (N) | t=1' (n) AF koloni t=0(N) | t=1"' (n) AF

sayilari sayilari sayilari
S aureus 0,0 2,22x10" | <1x10" | >6,35 0,0 2,22x10" | <1x10" [>6,35 0,0 2,22x10" | <1x10" |>6,35
P aeruginosa 0,0 2,40x10" | <1x10' | >6,38 0,0 1,66x10" | <1x10' [>6,22 0,0 2,68x10" | <1x10' | >6,43
E coli 0,0 1,68x10" | <1x10' | >6,22 0,0 1,68x10" | <1x10' [>6,23 0,0 1,68x10" | <1x10" | >6,23
E hirae 0,0 1,56x10" | <1x10" | >6,18 0,0 1,6x10" | <1x10' |>6,18 0,0 1,6x10" | <1x10' | >6,18

C antiseptigi D antiseptigi E antiseptigi
kob/ml (test karigimi) kob/ml (test karigimi) kob/ml (test karigimi)

t=1' Plak t=1' Plak t=1' Plak

Test Bakterisi | basina basina log basina log
; log AF ; ;
koloni t=0 (N) | t=1' (n) koloni t=0 (N) | t=1"(n) | AF koloni t=0(N) | t=1"(n) | AF

sayilari sayilari sayilari
S aureus 0,0 1,97 x10" | <1x10' | >6,29 0,0 1,97x10" | <1x10' |>6,29 0,0 1,97x10" | <1x10" | >6,29
P aeruginosa 0,0 2,68x10" | <1x10' | >6,43 0,0 1,66x10" | <1x10' [>6,22 0,0 2,68x10" | <1x10' | >6,43
E coli 0,0 1,66x10" | <1x10' | >6,22 0,0 1,73x10" | <1x10" [>6,24 0,0 1,86x10" | <1x10" | >6,27
E hirae 0,0 1,96x10" | <1x10' | >6,29 0,0 1,96x10" | <1x10" [>6,29 0,0 1,96x10" | <1x10" | >6,29

*30 saniye i¢in elde edilen dederler tamamen ayni oldugu icin ayrica sunulmamistir.
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Il. EN1500 Standart Test Metodu Sonuglari

I.1. Koloni Sayim Sonuglari

1.1.1 Set 1 Caligmasi Sonuglari

Set 1 calismasinda A,B antiseptikleri ve DSO-II formilasyonu 30
saniye el ovalama suresi igin test edilmislerdir. Referans solisyon standartta
belirtildigi gibi 3 ml x 30 saniye x 2 seklinde uygulanmistir. Elde edilen koloni
sayllari Tablo-13, 14, 15 ve 16’da g0sterilmistir.

A antiseptigi testinde onuncu kisinin sag el ve sol el son degerleri;
dordincu ve 14. kisinin sag el son degerleri ile besinci kisinin sol el son
degerlerinin hesaplanmasinda ardisik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren
ikiser plak bulundugu igin agirlikli ortalama kullaniimistir (Tablo-13).

B antiseptigi testinde dordincu, onuncu, 11. ve 15. kigilerin sag el ve
sol el son degerlerinin hesaplanmasinda ardisik dilisyonlarda 15 ila 300
koloni igeren ikiser plak bulundugu igin agirlikli ortalama kullaniimistir (Tablo-
14).

DSO-II testinde dordiinc, altinci ve onuncu kisilerin sag el ve sol el
son degerleri ile sekizinci, dokuzuncu ve 12. kisilerin sol el son degerlerinin
hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren ikiser plak
bulundugu icin agirlikli ortalama kullaniimigtir (Tablo-15).

Referans solusyon testinde Uglncl ve yedinci kigilerin sag el ve sol
el son degerleri; birinci, ikinci, onuncu ve 11. kisilerin sol el son degerleri ile
14. kisinin sag el son degerlerinin hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15
ila 300 koloni igeren ikiser plak bulundugu igin agirlikli ortalama kullaniimistir
(Tablo-16).
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Antiseptik
Uygulama

Tablo-13: Set 1, A Urunu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

A
3 ml x 30 saniye x 1

Siispansiyon : 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen

plak basina diigen koloni sayilari

Kisi No |— Sol el _ Sag el
llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler
10 10°° 10° 10™ 102 10 10°° 10° 10™ 102
1 >300 34 >300 | >300 67 >300 46 >300 | >300 40
2 >300 84 >300 | >300 49 >300 105 >300 | >300 58
3 >300 85 >300 | >300 78 >300 92 >300 | >300 118
4 >300 | 129 >300 139 11 >300 88 >300 174* 15*
5 >300 | 143 >300 249* 28* >300 151 >300 | >300 51
6 >300 | 123 >300 | >300 104 >300 110 >300 | >300 42
7 >300 | 106 >300 | >300 44 >300 72 >300 | >300 109
8 >300 88 >300 | >300 78 >300 92 >300 | >300 132
9 >300 77 >300 | >300 51 >300 111 >300 | >300 165
10 >300 82 >300 201* 28* >300 82 >300 255* 21*
11 >300 97 >300 | >300 85 >300 105 >300 | >300 93
12 >300 | 103 >300 | >300 44 >300 124 >300 | >300 109
13 >300 76 >300 63 9 >300 85 >300 30 6
14 >300 55 >300 50 2 >300 57 >300 168* 16*
15 >300 93 >300 105 9 >300 63 >300 75 8

Kalin vurgulu sayilar : Hesaplamalarda kullamlan degerler
%

: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Antiseptik
Uygulama

Suspansiyon

Tablo-14: Set 1, B Urunu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

: B

3 ml x 30 saniye x 1

1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen

plak basina dusen koloni sayilari

Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10 10°° 10° 10™ 102 10 10°° 10° 10™ 102
1 >300 91 >300 | >300 45 >300 91 >300 | >300 45
2 >300 82 >300 | >300 126 >300 82 >300 | >300 126
3 >300 81 >300 | >300 102 >300 81 >300 | >300 102
4 >300 95 >300 229* 31* >300 95 >300 229* 31*
5 >300 | 112 >300 | >300 64 >300 112 >300 | >300 64
6 >300 | 107 >300 | >300 42 >300 107 >300 | >300 42
7 >300 84 >300 | >300 55 >300 84 >300 | >300 55
8 >300 | 112 >300 | >300 62 >300 112 >300 | >300 62
9 >300 76 >300 | >300 59 >300 76 >300 | >300 59
10 >300 | 144 >300 279* 45* >300 144 >300 279* 45*
11 >300 | 114 >300 272* 39* >300 114 >300 272* 39*
12 >300 | 124 >300 | >300 51 >300 124 >300 | >300 51
13 >300 65 9 0 0 >300 65 9 0 0
14 >300 69 96 8 1 >300 69 96 8 1
15 >300 42 273* 24* 5 >300 42 273* 24* 5

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-15: Set 1, DSO-Il formiilasyonu igin el ovalama prosediirii deney sonuglari.

Antiseptik
Uygulama

Suspansiyon

DSO-II

3 ml x 30 saniye x 1

1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen

plak basina dusen koloni sayilari

Kisi No |— Sol el _ Sag el
llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler
10 10°° 10° 10™ 102 10 10°° 10° 10™ 102
1 >300 | 123 >300 | >300 52 >300 105 >300 | >300 110
2 >300 | 114 >300 | >300 57 >300 116 >300 | >300 53
3 >300 | 149 >300 | >300 34 >300 106 >300 | >300 64
4 >300 | 160 >300 163* 17* >300 135 >300 184* 19*
5 >300 | 197 >300 155 11 >300 171 >300 135 12
6 >300 | 112 >300 198* 22* >300 120 >300 143* 16*
7 >300 66 >300 | >300 42 >300 86 >300 | >300 65
8 >300 95 >300 218* 29* >300 67 >300 | >300 103
9 >300 | 118 >300 284* 27* >300 112 >300 | >300 33
10 >300 | 109 >300 246* 18* >300 100 >300 261* 39*
11 >300 | 118 >300 61 8 >300 60 >300 83 5
12 >300 | 124 >300 237* 21* >300 75 >300 | >300 32
13 >300 39 >300 | >300 64 >300 62 >300 65 7
14 >300 65 >300 49 6 >300 61 >300 77 7
15 >300 61 >300 20 10 >300 49 >300 53 2

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-16: Set 1, referans sollUsyon igin el ovalama prosedurt deney sonuglari.

Antiseptik Referans sollisyon

Uygulama 3 ml x 30 saniye x 2

Siispansiyon 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No _ Sol el _ Sag el
llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler
10* | 10° 10° 10" 10 10" 10° 10° 10" 10

1 >300 94 >300 265* 32* >300 130 >300 >300 55
2 >300 | 108 >300 204* 20* >300 114 >300 >300 44
3 >300 | 124 >300 207 22* >300 94 >300 237 27*
4 >300 | 171 >300 40 3 >300 165 >300 66 2
5 >300 | 148 >300 79 9 >300 158 >300 42 2
6 >300 | 139 >300 138 11 >300 143 >300 142 13
7 >300 45 175* 22* 4 >300 57 171* 19* 4
8 >300 91 >300 46 7 >300 117 >300 121 11
9 >300 | 108 >300 59 5 >300 80 >300 65 6
10 >300 | 116 245* 22* 3 >300 72 >300 58 7
11 >300 70 175* 19* 4 >300 101 >300 59 4
12 >300 95 >300 78 9 >300 122 >300 133 10
13 >300 57 125 13 1 >300 45 95 9 0
14 >300 51 10 0 0 >300 47 266* 31* 3
15 >300 86 79 5 1 >300 80 >300 35 5

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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1.1.2. Set 2 Caligmasi Sonuglari

Set 2 calismasinda A,B antiseptikleri ve DSO-II formilasyonu 3 ml,
30 saniye, x 2 kez uygulamasi igin test edilmistir. Referans sollsyon
standartta belirtildigi gibi 3 ml, 30 saniye, x 2 kez seklinde uygulanmistir.
Elde edilen koloni sayilari Tablo-17, 18, 19 ve 20’de sunulmustur.

A antiseptigi testinde birinci, ikinci, dérdlncu, besinci, yedinci ve
onuncu kisilerin sag el son degerlerinin hesaplanmasinda ardigik
dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren ikiser plak bulundudu igin agirhikh
ortalama kullanilmigtir (Tablo-17).

B antiseptigi testinde 11. kisinin sag el ilk degeri; Gglncu, altinci ve
14. kisilerin sag el ve sol el son degerleri; birinci, ikinci, sekizinci ve 15.
kisilerin sag el son degerleri ile yedinci ve 11. kisilerin sol el son degerlerinin
hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren ikiser plak
bulundugu icin agirlikli ortalama kullaniimigtir (Tablo-18).

DSO-II formilasyonu testinde altinci kisinin sol el ilk degeri; tglncl
ve dokuzuncu kigilerin sag el ve sol el son degerleri; dérduncl, besinci,
sekizinci ve 11. kisilerin sag el son degerleri ile birinci, yedinci ve onuncu
kisilerin sol el son deg@erlerinin hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15 ila
300 koloni igeren ikiser plak bulundugu igin agirhikh ortalama kullaniimistir
(Tablo-19).

Referans solUsyon testinde Gguncl, sekizinci, 12. ve 13. kisilerin sag
el son degerleri ile birinci, altinci ve dokuzuncu kigilerin sol el son
degerlerinin hesaplanmasinda ardisik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren

ikiser plak bulundugu igin agirlikli ortalama kullaniimistir (Tablo-20).
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Antiseptik:
Uygulama:

Tablo-17: Set 2, A Urunu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

A
3 ml x 30 saniye x 2

Siispansiyon: 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10 107 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 81 88 7 1 >300 61 151* 16* 2
2 >300 103 >300 61 7 >300 95 >300 107* 16*
3 >300 95 199 14 1 >300 78 >300 36 3
4 >300 63 68 6 0 >300 89 232* 17* 2
5 >300 137 187 12 2 >300 116 >300 273* 29*
6 >300 95 >300 36 2 >300 101 >300 >300 33
7 >300 102 >300 43 3 >300 94 >300 225* 28*
8 >300 173 >300 116 10 >300 127 >300 >300 70
9 >300 139 >300 27 2 >300 118 >300 185 9
10 >300 137 >300 90 7 >300 96 >300 210* 20*
11 >300 145 21 1 0 >300 129 >300 63 5
12 >300 104 110 9 0 >300 129 >300 98 8
13 >300 78 19 2 0 >300 89 63 6 1
14 >300 98 >300 49 4 >300 97 >300 81 12
15 >300 43 46 3 0 >300 41 66 6 1

Kalin vurgulu sayilar : Hesaplamalarda kullamlan degerler
%

: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Antiseptik:
Uygulama:

Tablo-18: Set 2, B Urtunu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

Suspansiyon:

B
3 ml x 30 saniye x 2

1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 151 >300 43 4 >300 114 295* 27* 2
2 >300 102 >300 65 7 >300 107 >300 118* 19*
3 >300 75 247* 27* 2 >300 68 286* 33* 3
4 >300 85 209 11 2 >300 90 >300 41 6
5 >300 80 >300 52 6 >300 51 >300 48 6
6 >300 91 269* 34* 2 >300 117 >300 175* 15*
7 >300 108 >300 131* 15* >300 97 >300 >300 27
8 >300 123 >300 39 0 >300 114 >300 157* 15*
9 >300 104 >301 36 3 >300 161 >300 153 14
10 >300 126 >300 46 1 >300 111 >300 81 8
11 >300 81 181* 16* 0 250* 34* 85 7 2
12 >300 116 >300 36 2 >300 121 91 8 1
13 >300 41 >300 33 1 >300 85 >300 68 7
14 >300 87 240* 28* 3 >300 106 291* 38* 2
15 >300 67 115 13 1 >300 98 244* 26* 1

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-19: Set 2, DSO-II formilasyonu icin el ovalama prosedrii deney sonuglari.

Antiseptik:
Uygulama:

Suspansiyon:

DSO-II

3 ml x 30 saniye x 2

1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 130 160* 15* 2 >300 126 >300 83 13
2 >300 137 92 9 2 >300 118 >300 39 2
3 >300 139 139* 15* 1 >300 114 263* 24* 3
4 >300 109 85 7 0 >300 108 192* 22* 1
5 >300 78 61 6 1 >300 103 147* 15* 0
6 252* 23* 31 3 0 >300 45 75 7 2
7 >300 66 205* 26* 2 >300 94 >300 >300 39
8 >300 118 >300 29 3 >300 84 >300 148* 19*
9 >300 117 148* 17* 1 >300 123 >300 193* 21*
10 >300 118 254~ 21* 2 >300 81 >300 115 8
11 >300 113 41 3 0 >300 157 118* 15* 0
12 >300 44 75 6 0 >300 54 69 12 0
13 >300 57 21 3 0 >300 43 10 0 0
14 >300 87 13 1 0 >300 69 88 7 2
15 >300 55 19 2 1 >300 69 82 10 1

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-20: Set 2, referans solUsyon igin el ovalama prosedurt deney sonuglari.

Antiseptik:
Uygulama:

Suspansiyon:

Referans sollisyon
3 ml x 30 saniye x 2

1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 138 292* 33* 4 >300 126 >300 56 9
2 >300 93 >300 51 5 >300 75 >300 94 14
3 >300 | 155 >300 73 6 >300 137 >300 167* 18*
4 >300 93 58 6 1 >300 93 >300 37 8
5 >300 33 >300 48 5 >300 49 >300 117 9
6 >300 24 >300 92* 15* >300 31 >300 65 5
7 >300 | 115 >300 155 13 >300 103 >300 178 3
8 >300 124 >300 171 13 >300 119 >300 213~ 27*
9 >300 | 122 287* 29* 6 >300 114 >300 109 9
10 >300 | 118 >300 106 12 >300 121 >300 >300 59
11 >300 48 112 11 1 >300 55 >300 51 5
12 >300 95 132 10 2 >300 129 289* 41* 4
13 >300 78 53 5 0 >300 101 229* 21* 1
14 >300 64 >300 56 2 >300 143 >300 84 10
15 >300 61 46 9 1 >300 61 59 4 0

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
. Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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1.1.3. Set 3 Caligmasi Sonuglari

Set 3 cgalismasinda C,D ve E antiseptikleri 30 saniye el ovalama
suresi icin test edilmiglerdir. Referans sollsyon standartta belirtildigi gibi 3 ml
x 30 saniye x 2 seklinde uygulanmigtir. Elde edilen koloni sayilari Tablo-21,
22, 23 ve 24’te gosterilmistir.

C antiseptigi testinde ikinci kisinin sag el ve sol el son degerleri;
Uguncl ve 11. kigilerin sag el son degerleri; dordincu, besinci ve 12. kisilerin
sol el son degerleri ile besinci kisinin sag el ve altinci kisinin sol el ilk
degerlerinin hesaplanmasinda ardisik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren
ikiser plak bulundugu icin agirlikli ortalama kullanilmigtir (Tablo-21).

D antiseptigi testinde ikinci kiginin sag el son degeri ile dordincu,
besinci ve yedinci kisilerin sol el son degerlerinin hesaplanmasinda ardigik
dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren ikiser plak bulundudu igin agirhikh
ortalama kullanilmigtir (Tablo-22).

E antiseptigi testinde dordincu kisinin sag ve sol el son degerleri;
11. kisinin sag el son degeri ile ikinci, Uguncu, beginci, sekizinci, 12. ve 13.
kisilerin sol el son deg@erlerinin hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15 ila
300 koloni igeren ikiser plak bulundugu igin agirhikh ortalama kullaniimistir
(Tablo-23).

Referans sollusyon testinde onuncu kiginin sag el ve sol el son
degerleri; birinci, sekizinci ve dokuzuncu ve 15. kisilerin sag el son degerleri
ile ikinci, besginci, altinci ve 14. Kkigilerin sol el son degerlerinin
hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren ikiser plak

bulundugdu igin agirlikli ortalama kullaniimigtir (Tablo-24).
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Antiseptik:
Uygulama:

Tablo-21: Set 3, C Urlnu i¢in el ovalama proseduru deney sonuglari.

Suspansiyon:

C

3 ml x 30 saniye x 1
1,5-3x10°® kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 | 151 >300 >300 36 >300 116 >300 >300 40
2 >300 | 143 >300 139* 19* >300 126 >300 108* 16*
3 >300 | 152 >300 95 13 >300 90 >300 226* 18*
4 >300 58 295* 31* 8 >300 43 >300 32 0
5 >300 47 235* 24* 3 297* 50* 111 14 1
6 295* | 28* >300 35 4 >300 76 32 1 0
7 >300 | 134 >300 46 3 >300 90 >300 146 13
8 >300 99 >300 120 10 >300 83 >300 48 4
9 >300 | 132 >300 104 13 >300 84 >300 >300 44
10 >300 | 109 >300 36 1 >300 81 >300 40 0
11 >300 | 157 >300 >300 21 >300 110 >300 128* 19*
12 >300 | 151 >300 111* 16* >300 82 >300 >300 83
13 >300 | 161 >300 >300 74 >300 137 >300 >300 66
14 >300 | 140 >300 >300 49 >300 163 >300 >300 75
15 >300 | 142 >300 >300 41 >300 148 >300 >300 119

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Antiseptik:
Uygulama:

Tablo-22: Set 3, D Urlnu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

D
3 ml x 30 saniye x 1

Siispansiyon: 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 50 >300 46 5 >300 55 >300 81 10
2 >300 62 >300 114 14 >300 55 >300 136* 18*
3 >300 80 >300 144 14 >300 86 >300 226 14
4 >300 121 >300 227* 30* >300 101 >300 >300 58
5 >300 115 >300 221* 21* >300 97 >300 >300 38
6 >300 139 >300 94 10 >300 99 >300 137 11
7 >300 127 >300 224* 19* >300 150 >300 >300 39
8 >300 155 >300 >300 50 >300 103 >300 >300 72
9 >300 168 >300 >300 117 >300 129 >300 >300 157
10 >300 192 >300 >300 98 >300 115 >300 >300 140
11 >300 171 >300 >300 107 >300 153 >300 >300 96
12 >300 203 >300 >300 72 >300 141 >300 >300 81
13 >300 122 >300 >300 152 >300 115 >300 >300 145
14 >300 151 >300 >300 205 >300 130 >300 >300 175
15 >300 120 >300 >300 285 >300 117 >300 >300 295

Kalin vurgulu sayilar : Hesaplamalarda kullamlan degerler
%

: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Antiseptik:
Uygulama:

Tablo-23: Set 3, E Grunu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

Suspansiyon:

E

3 ml x 30 saniye x 1
1,5-3x10°® kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen

plak basina dusen koloni sayilari

Kisi No |— Sol el _ Sag el
llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler
10* | 10° 10° 10™ 102 10 10°° 10° 10™ 102
1 >300 | 59 >300 59 2 >300 99 >300 80 12
2 >300 | 123 >300 211* 20* >300 115 >300 | >300 113
3 >300 | 103 >300 237* 31* >300 109 >300 | >300 30
4 >300 | 49 254* 29* 5 >300 76 278* 25* 0
5 >300 | 106 206* 18* 2 >300 52 >300 71 5
6 >300 | 108 >300 52 1 >300 176 90 7 2
7 >300 | 101 >300 138 10 >300 67 >300 116 6
8 >300 | 99 288* 34* 4 >300 64 >300 134 14
9 >300 | 159 >300 107 9 >300 84 >300 | >300 24
10 >300 | 169 >300 109 7 >300 139 >300 | >300 46
11 >300 | 177 >300 136 13 >300 128 >300 176* 18*
12 >300 | 199 >300 261* 26* >300 126 >300 | >300 30
13 >300 | 115 >300 213* 24* >300 128 >300 | >300 37
14 >300 | 95 >300 >300 28 >300 77 >300 | >300 30
15 >300 | 134 >300 >300 46 >300 110 >300 | >300 63

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-24: Set 3, referans sollUsyon igin el ovalama prosedurt deney sonuglari.

Antiseptik:
Uygulama:

Referans sollisyon
3 ml x 30 saniye x 2

Siispansiyon: 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diisen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 81 12 1 0 >300 55 229* 28* 3
2 >300 62 191* 27* 2 >300 62 >300 29 4
3 >300 96 >300 60 4 >300 91 >300 177 14
4 >300 78 23 3 0 >300 62 43 6 0
5 >300 65 133* 15* 3 >300 93 123 11 1
6 >300 | 104 249* 30* 2 >300 88 >300 42 4
7 >300 | 100 42 5 0 >300 77 19 2 0
8 >300 | 128 61 7 0 >300 50 121* 15* 0
9 >300 | 114 65 6 0 >300 125 293* 32* 2
10 >300 77 179* 25* 1 >300 51 289* 36* 1
11 >300 | 123 69 6 0 >300 93 105 12 1
12 >300 | 195 >300 33 4 >300 140 >300 34 2
13 >300 | 154 >300 39 5 >300 119 >300 103 11
14 >300 128 >300 162* 21* >300 142 >300 >300 29
15 >300 | 131 >300 106 8 >300 118 >300 163* 16*

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler

67




1.1.4. Set 4 Calismasi Sonuglari

Set 4 calismasinda C,D ve E antiseptikleri 3 ml x 30 saniye x 2
uygulamasi igin test edilmigtir. Referans solUsyon standartta belirtildigi gibi
3 ml x 30 saniye x 2 kez seklinde uygulanmigtir. Elde edilen koloni sayilari
Tablo-25, 26, 27 ve 28’te gosterilmistir.

C antiseptigi testinde doérdinciu ve sekizinci kisi sag el ve sol el ilk
degerleri; dokuzuncu ve 12. kiginin sag el son degerleri ile Gglncu ve 11.
kisinin sol el son degerlerinin hesaplanmasinda ardigik dilisyonlarda 15 ila
300 koloni igeren ikiser plak bulundugu icin agirhkl ortalama kullaniimistir
(Tablo-25).

D antiseptigi testinde sekizinci kisinin sad el ve sol el ilk ve son
degerleri; Uglncl kisinin sol el ilk ve son degerleri; dérdincl kisinin sag ve
sol el ilk de@erleri; 13. kisinin sag el ve sol el son degerleri; birinci, ikinci,
Uguncu, besinci ve 12. kisilerin sag el son degerleri ile 11. kisinin sol el son
degerinin hesaplanmasinda ardisik dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren
ikiser plak bulundugu icin agirlikli ortalama kullanilmigtir (Tablo-26).

E antiseptigi testinde ikinci kisi sag el ilk degeri; dérduncu, yedinci,
sekizinci, 11. ve 12. kigilerin sag el son degerleri ile ikinci, Uglncl, onuncu,
13. ve 15. Kisilerin sol el son degerlerinin hesaplanmasinda ardisik
dilisyonlarda 15 ila 300 koloni igeren ikiser plak bulundugu igin agirhikh
ortalama kullanilmigtir (Tablo-27).

Referans solusyon testinde dokuzuncu kisinin sag el ve sol el son
degerleri; besinci ve 11. kisinin sag el son degerleri ile birinci, altinci, onuncu
ve 15.kisinin sol el degerlerinin hesaplanmasinda ardisik dilisyonlarda 15 ila
300 koloni igeren ikiser plak bulundugu icin agirhkh ortalama kullaniimistir
(Tablo-28).
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Tablo-25: Set 4, C GrUnu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

Antiseptik: C
Uygulama: 3 ml x 30 saniye x 2
Siispansiyon: 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 | 155 143 11 2 >300 150 >300 34 2
2 >300 81 43 2 2 >300 73 13 1 0
3 >300 78 226* 20* 2 >300 56 >300 88 3
4 225* 34* 53 5 0 215* 18* >300 33 5
5 >300 117 31 2 0 >300 69 22 1 0
6 >300 82 >300 90 3 >300 84 >300 135 12
7 >300 | 120 >300 42 5 >300 81 >300 76 0
8 186* | 21* 62 9 0 251* 19* 73 4 0
9 >300 74 >300 35 4 >300 58 223* 21* 4
10 >300 71 147 12 1 >300 73 174 14 1
11 >300 73 289* 33* 3 >300 87 >300 97 9
12 >300 | 107 >300 60 7 >300 111 >300 214* 17*
13 >300 83 32 3 0 >300 80 11 0 0
14 >300 | 129 18 0 0 >300 102 34 1 0
15 >300 | 106 118 9 2 >300 81 153 8 3

Kalin vurgulu sayilar : Hesaplamalarda kullamlan degerler
* : Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-26: Set 4, D UrGnu i¢in el ovalama proseduru deney sonuglari.

Antiseptik: D

Uygulama: 3 ml x 30 saniye x 2

Siispansiyon: 1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No _ Sol el _ Sag el
llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler
10* | 10° 10° 10" 10 10" 10° 10° 10" 10

1 >300 120 >300 89 6 >300 176 >300 132* 15*
2 >300 33 98 14 1 >300 69 295* 41* 2
3 292 27* >300 160* 19* >300 36 >300 212 29*
4 261* 25* 121 12 0 279* 27* 154 13 1
5 >300 101 161 13 0 >300 79 291* 47* 4
6 >300 65 >300 76 5 >300 87 >300 119 7
7 >300 82 >300 61 6 >300 103 >300 >300 142
8 281* 35* 145* 15* 0 193* 27* 238* 19* 1
9 >300 132 >300 182 14 >300 75 >300 >300 44
10 >300 107 151 14 2 >300 108 79 6 0
11 >300 124 >300 204* 24* >300 132 >300 >300 39
12 >300 107 >300 113 12 >300 132 >300 170* 15*
13 >300 132 75* 15* 0 >300 125 256* 23* 3
14 >300 124 >300 80 6 >300 89 >300 105 11
15 >300 133 63 6 2 >300 128 93 11 0

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Antiseptik:
Uygulama:

Tablo-27: Set 4, E Grunu igin el ovalama proseduru deney sonuglari.

Suspansiyon:

E

3 ml x 30 saniye x 2

3x108 kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10~ 102 10 107 10° 10~ 102
1 >300 | 109 >300 29 1 >300 96 >300 150 13
2 >300 78 175* 23* 0 172* 26* >300 49 4
3 >300 | 127 142* 21* 3 >300 81 >300 >300 54
4 >300 | 117 >300 40 1 >300 59 >300 143* 21*
5 >300 127 >300 52 7 >300 48 62 4 0
6 >300 | 105 >300 67 5 >300 35 >300 160 11
7 >300 | 129 >300 81 6 >300 143 >300 125* 17*
8 >300 65 113 8 2 >300 70 234* 20* 3
9 >300 | 113 >300 107 0 >300 85 >300 146 11
10 >300 97 231* 34* 0 >300 155 >300 38 6
11 >300 | 140 >300 149 10 >300 107 >300 155* 19*
12 >300 | 115 >300 60 6 >300 98 176* 15* 2
13 >300 91 191* 15* 2 >300 94 >300 40 2
14 >300 | 115 >300 64 4 >300 124 >300 >300 55
15 >300 93 295* 33* 1 >300 67 39 4 0

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullamilan degerler

: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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Tablo-28: Set 4, referans sollUsyon igin el ovalama prosedurt deney sonuglari.

Antiseptik:
Uygulama:

Suspansiyon:

Referans sollisyon
3 ml x 30 saniye x 2

1,5-3x10% kob/ml

10* diliisyonundan elde edilen plak basina diigsen koloni sayilari
Kisi No |— Sol el _ Sag el

llk degerler Son degerler llk degerler Son degerler

10* | 10° 10° 10" | 10? 10 107 10° 10~ 102
1 >300 | 140 >300 231* | 27* >300 106 >300 >300 91
2 >300 58 >300 49 6 102 12 >300 108 10
3 >300 45 >300 51 3 >300 38 >300 >300 39
4 >300 88 >300 36 6 >300 91 >300 91 7
5 >300 | 112 >300 58 3 >300 111 >300 125* 20*
6 >300 90 181* 22* 0 >300 129 >300 67 9
7 >300 62 >300 >300 49 >300 97 >300 >300 125
8 >300 91 132 11 0 >300 134 >300 89 5
9 >300 81 >300 93* 15* >300 49 >300 268* 29*
10 >300 | 110 >300 85* 16* >300 102 >300 226 13
11 >300 | 128 >300 >300 34 >300 100 >300 291* 32*
12 >300 | 139 >300 >300 42 >300 107 >300 >300 42
13 >300 76 >300 63 4 >300 81 >300 68 7
14 >300 | 114 >300 50 2 >300 114 >300 60 7
15 >300 | 136 245* 21* 1 >300 149 66 9 0

Kalin vurgulu sayilar
%

: Hesaplamalarda kullanilan degerler
: Agirlikli ortalamasi alinan degerler
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I.2. Hesaplanan log Degerleri

Set 1, 2, 3 ve 4 calismalar icin hesaplanan bireysel log degerleri
Tablo-29, 30, 31 ve 32’de gdsterilmistir.

Set 1 calismasinda referans solusyon igin hesaplanan log AF
degerleri 3,46 — 4,97 araliginda degdismektedir. Ortalama log AF degeri 4,24
(standart sapma: 0,43) olarak hesaplanmigtir. A antiseptigi icin hesaplanan
log AF degerleri 2,88 — 4,27 aralijinda degismektedir. Ug bireysel log AF
degeri 3’Un altindadir. Ortalama log AF degeri 3,38 (0,43) olarak
hesaplanmigtir. B antiseptigi i¢cin hesaplanan log AF degerleri 2,78 — 5,69
araliginda degismektedir. iki bireysel log AF degeri 3'lin altindadir. Ortalama
log AF degeri 3,56 (0,72) olarak hesaplanmistir. DSO-II formiilasyonu igin
hesaplanan log AF degerleri 3,16 — 4,10 araliginda degismektedir. Ortalama
log AF degeri 3,62 (0,33) olarak hesaplanmistir (Tablo-29).

Set 2 calismasinda referans solusyon igin hesaplanan log AF
degerleri 3,54 — 5,07 araliginda degdismektedir. Ortalama log AF degeri 4,24
(0,48) olarak hesaplanmigtir. A antiseptigi icin hesaplanan log AF degerleri
3,72 — 5,38 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,42 (0,48)
olarak hesaplanmigtir. B antiseptidi icin hesaplanan log AF degerleri 3,73 —
4,82 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,33 (0,29) olarak
hesaplanmistir. DSO-II formiilasyonu igin hesaplanan log AF degerleri 3,94 —
5,53 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,79 (0,46) olarak
hesaplanmigtir (Tablo-30).

Set 3 calismasinda referans solusyon igin hesaplanan log AF
degerleri 3,79-5,49 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,65
(0,52) olarak hesaplanmistir. C antiseptigi i¢in hesaplanan log AF degerleri
3,32 — 4,65 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 3,90 (0,42)
olarak hesaplanmigtir. D antiseptigi icin hesaplanan log AF degerleri 2,61 —
4,01 araliginda degismektedir. Uc bireysel log AF degeri 3’Un altindadir.
Ortalama log AF degeri 3,36 (0,41) olarak hesaplanmistir. E antiseptigi icin
hesaplanan log AF degerleri 3,35 — 4,80 araliginda degismektedir. Ortalama
log AF degeri 3,89 (0,40) olarak hesaplanmistir (Tablo-31).
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Set 4 calismasinda referans solusyon igin hesaplanan log AF
degerleri 3,00 — 5,05 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 3,91
(0,55) olarak hesaplanmistir. C antiseptigi i¢in hesaplanan log AF degerleri
3,88 — 5,67 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,68 (0,63)
olarak hesaplanmigtir. D antiseptigi icin hesaplanan log AF degerleri 3,23 —
5,23 araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,17 (0,59) olarak
hesaplanmigtir. E GrdnU icin hesaplanan log AF degerleri 3,77 — 4,86
araliginda degismektedir. Ortalama log AF degeri 4,24 (0,35) olarak
hesaplanmigtir (Tablo-32).
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Tablo-29: Set 1, hesaplanan log deg@erlerinin (sag ve sol el ortalamalan) listesi.

Kisi Referans soliisyon Uriin A Uriin B DSO-II
logx logy logAF logx logy | logAF logx logy logAF | logx logy logAF
1 7,04 3,59 3,46 6,60 3,71 2,88 6,93 4,90 3,19 7,06 4,04139 3,18
2 7,05 3,48 3,57 6,97 3,73 3,25 6,95 5,10 2,78 7,06 3,72428 3,32
3 7,03 3,35 3,68 6,95 3,98 2,96 6,89 4,93 2,92 7,10 3,80618 3,43
4 7,23 2,71 4,51 7,03 3,19 3,84 6,96 5,40 3,56 7,17 3,2661 3,93
5 7,18 2,76 4,42 7,17 3,55 3,61 7,05 5,33 3,1 7,26 3,13033 4,10
6 7,15 3,15 4,00 7,07 3,82 3,25 7,10 5,17 3,65 7,06 3,16 3,83
7 6,70 2,25 4,46 6,94 3,84 3,10 6,99 5,05 3,14 6,88 3,81291 3,16
8 7,01 2,87 4,14 6,95 4,01 2,95 7,04 4,99 3,22 6,90 4,01284 3,22
9 6,97 2,79 4,18 6,97 3,96 3,00 6,87 4,93 3,23 7,06 3,51851 3,58
10 6,96 2,57 4,39 6,91 3,36 3,55 7,12 5,34 3,54 7,02 3,43573 3,61
11 6,92 2,51 4,42 7,00 3,95 3,06 7,07 5,06 3,52 6,93 2,91908 4,07
12 7,03 3,01 4,02 7,05 3,84 3,21 7,01 5,11 3,42 6,98 3,50515 3,55
13 6,70 2,04 4,67 6,91 2,64 4,27 6,83 5,55 5,69 6,69 2,81291 3,38
14 6,69 1,72 4,97 6,75 2,96 3,79 6,76 5,28 4,49 6,80 2,88649 4,01
15 6,92 2,22 4,70 6,88 2,95 3,94 6,67 5,30 3,89 6,74 2,72428 3,90
T 6,97 2,73 4,24 6,94 3,57 3,38 6,95 5,16 3,56 6,98 3,38 3,62
S 0,17 0,54 0,43 0,13 0,44 0,43 0,13 0,19 0,72 0,16 0,44 0,33
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
logx : log ilk deger x : logx, logy ve log AF'nin ortalamalari
logy : log son deger S : Standart sapma
log AF : log azaltma faktora N : Degerlerin (kisilerin) numaralari
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Tablo-30: Set 2, hesaplanan log deg@erlerinin (sag ve sol el ortalamalan) listesi.

Kisi Referans soliisyon Uriin A Uriin B DSO-II
logx logy logAF logx logy logAF logx logy logAF logx logy logAF
1 7,12 12,61 4,51 6,85 2,06 4,78 7,12 2,55 4,57 7,11 2,56 4,55
2 6,92 [2,84 4,08 7,00 2,92 4,08 7,02 2,95 4,06 7,10 2,28 4,83
3 7,16 3,04 4,12 6,93 2,43 4,51 6,85 2,43 4,42 7,10 2,28 4,82
4 6,97 [2,17 4,80 6,87 2,09 4,78 6,94 2,47 4,48 7,04 2,11 4,93
5 6,60 [2,87 3,73 7,10 2,86 4,25 6,81 2,70 4,11 6,95 1,98 4,98
6 6,44 (2,90 3,54 6,99 3,04 3,95 7,01 2,84 4,17 6,53 1,68 4,84
7 7,04 [3,22 3,82 6,99 3,00 3,99 7,01 3,28 3,73 6,90 2,96 3,94
8 7,08 (3,29 3,80 7,17 3,45 3,72 7,07 2,89 4,18 7,00 2,82 4,18
9 7,07 2,75 4,32 7,11 2,85 4,26 7,11 2,87 4,24 7,08 2,73 4,35
10 7,08 [3,40 3,68 7,06 3,14 3,92 7,07 2,79 4,29 6,99 2,73 4,26
11 6,71 (2,38 4,33 7,14 2,06 5,08 6,66 2,09 4,57 7,12 1,85 5,28
12 7,04 12,30 4,75 7,06 2,52 4,55 7,07 2,26 4,82 6,69 1,86 4,83
13 6,95 (2,04 4,91 6,92 1,54 5,38 6,77 2,68 4,10 6,69 1,16 5,53
14 6,98 [2,84 4,14 6,99 2,80 4,19 6,98 2,43 4,55 6,89 1,53 5,36
15 6,79 [1,72 5,07 6,62 1,74 4,88 6,91 2,23 4,68 6,79 1,60 5,19
x 6,93 2,69 4,24 6,99 2,57 4,42 6,96 2,63 4,33 6,93 2,14 4,79
S 0,21 0,48 0,48 0,14 0,56 0,48 0,14 0,32 0,29 0,18 0,54 0,46
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
logx : log ilk deger r : logx, logy ve log AF'nin ortalamalari
logy : log son deger S : Standart sapma
log AF : log azaltma faktora N : Degerlerin (kisilerin) numaralari
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Tablo-31: Set 3, hesaplanan log degerlerinin (sag ve sol el ortalamalan) listesi.

Kisi Referans soliisyon Uriin C Uriin D Uriin E
logx logy logAF logx logy logAF logx logy logAF logx logy logAF
1 6,82 1,72 5,10 7,12 3,58 3,54 6,72 2,79 3,93 6,88 2,84 4,05
2 6,79 2,38 4,41 7,13 3,10 4,02 6,77 3,10 3,66 7,08 3,69 3,39
3 6,97 3,01 3,96 7,07 3,16 3,91 6,92 3,26 3,66 7,03 3,43 3,59
4 6,84 1,50 5,34 6,70 2,49 4,21 7,04 3,57 3,48 6,79 2,43 4,36
5 6,89 2,11 4,78 6,59 2,21 4,38 7,02 3,46 3,56 6,87 2,58 4,29
6 6,98 2,51 4,47 6,67 2,02 4,65 7,07 3,05 4,01 7,14 2,34 4,80
7 6,94 1,45 5,49 7,04 2,91 4,13 7,14 3,47 3,67 6,92 3,10 3,81
8 6,90 1,94 4,96 6,96 2,88 4,08 7,10 3,78 3,32 6,90 2,80 4,10
9 7,08 2,14 4,94 7,02 3,33 3,69 7,17 4,13 3,04 7,06 3,20 3,86
10 6,80 2,37 4,43 6,97 2,58 4,39 7,17 4,07 3,10 7,19 3,35 3,84
11 7,03 1,93 5,10 7,12 3,22 3,89 7,21 4,01 3,20 7,18 3,19 3,99
12 7,22 2,52 4,69 7,05 3,49 3,56 7,23 3,88 3,35 7,20 3,45 3,75
13 7,13 2,80 4,33 7,17 3,84 3,33 7,07 4,17 2,90 7,08 3,45 3,63
14 7,13 3,34 3,79 7,18 3,78 3,40 7,15 4,28 2,87 6,93 3,46 3,47
15 7,09 3,12 3,98 7,16 3,84 3,32 7,07 4,46 2,61 7,08 3,73 3,35
x 6,97 2,32 4,65 7,00 3,10 3,90 7,06 3,70 3,36 7,02 3,14 3,89
S 0,13 0,58 0,52 0,19 0,58 0,42 0,15 0,50 0,41 0,13 0,44 0,40
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
logx : log ilk deger T : logx, logy ve log AF'nin ortalamalari
logy : log son deger S : Standart sapma
log AF : log azaltma faktora N : Degerlerin (kisilerin) numaralari
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Tablo-32: Set 4, hesaplanan log deg@erlerinin (sag ve sol el ortalamalan) listesi.

Kisi Referans soliisyon Uriin C Uriin D Uriin E
logx logy logAF logx logy | logAF logx logy logAF logx logy logAF
1 7,09 3,66 3,42 7,18 2,34 4,84 7,16 3,04 4,12 7,01 2,82 4,19
2 6,39 2,86 3,52 6,89 1,37 5,51 6,68 2,24 4,44 6,57 2,47 4,10
3 6,62 3,15 3,47 6,82 2,65 4,17 6,51 3,28 3,23 7,01 2,95 4,05
4 6,95 2,76 4,19 6,35 2,12 4,23 6,43 2,14 4,29 6,92 2,89 4,03
5 7,05 2,94 4,11 6,95 1,42 5,54 6,95 2,35 4,60 6,89 2,25 4,64
6 7,03 2,55 4,49 6,92 3,04 3,88 6,88 2,98 3,90 6,78 3,02 3,77
7 6,89 3,89 3,00 6,99 2,75 4,24 6,96 3,47 3,49 7,13 3,01 4,12
8 7,04 2,53 4,51 6,33 1,83 4,50 6,38 2,27 4,11 6,83 2,21 4,62
9 6,80 3,21 3,59 6,82 2,45 4,37 7,00 3,45 3,55 6,99 3,10 3,89
10 7,02 3,16 3,87 6,86 2,20 4,65 7,03 2,04 4,99 7,09 2,48 4,61
11 7,05 3,50 3,55 6,90 2,73 4,17 7,11 3,45 3,65 7,09 3,19 3,90
12 7,09 3,62 3,46 7,04 3,05 3,99 7,07 3,14 3,94 7,03 2,51 4,52
13 6,89 2,82 4,08 6,91 1,27 5,64 7,11 2,16 4,95 6,97 2,44 4,53
14 7,06 2,74 4,32 7,06 1,39 5,67 7,02 2,96 4,06 7,08 3,27 3,80
15 7,15 2,10 5,05 6,97 2,13 4,84 7,12 1,88 5,23 6,90 2,03 4,86
x 6,94 3,03 3,91 6,87 2,18 4,68 6,89 2,72 4,17 6,95 2,71 4,24
S 0,21 0,49 0,55 0,23 0,61 0,63 0,26 0,58 0,59 0,14 0,39 0,35
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
logx : log ilk deger T : logx, logy ve log AF'nin ortalamalari
logy : log son deger S : Standart sapma
log AF : log azaltma faktora N : Degerlerin (kisilerin) numaralari
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Set 1, 2, 3 ve 4 calismalarinda hesaplanan ortalama log AF degerleri

Tablo-33’de sunulmustur.

Tablo-33: Ortalama log AF degerleri

Ortalama log AF (standart sapma)
Antiseptikler
Set 1 Set 2
R 4,24 (0,43) 4,24 (0,48)
A 3,38 (0,43) 4,42 (0,48)
B 3,56 (0,72) 4,33 (0,29)
DSO-II 3,62 (0,33) 4,79 (0,46)
Antiseptikler Ortalama log AF (standart sapma)
Set 3 Set 4
R 4,65 (0,52) 3,91(0,50)
C 3,90 (0,42) 4,68 (0,63)
D 3,36 (0,41) 4,17 (0,59)
E 3,89 (0,40) 4,24 (0,35)

lll. log Degerlerinin istatistiksel Degerlendirilmesi

Her bir set, farkli ginlerde ¢alisildigi i¢in deney sartlarinin degistigi
dusundlerek Wilcoxon testi ile kendi icinde degerlendiriimigtir. Set 1 ve 3
calismalarinda test edilen antiseptikler 3 ml x 30 saniye x 1 seklinde
uygulanmigtir. Test edilen antiseptiklerden elde edilen bireysel log AF
degerleri, referans solisyondan elde edilen bireysel log AF degerleri ile
Wilcoxon testi ile karsilastirimistir. A, B, C, D, E antiseptikleri ve DSO-II
formilasyonu 3 ml x 30 saniye x 1 seklinde uygulandiklarinda referans
solisyondan anlamli derece daha az etkili bulunmustur.

Set 2 ve 4 galismalarinda test edilen antiseptikler 3 ml x 30 saniye x
2 seklinde uygulanmistir. Wilcoxon testi ile yapilan karsilastirma sonucu A, B,
C, D, E antiseptikleri ve DSO-II formilasyonu 3 ml x 30 saniye x 2 seklinde
uygulandiklarinda referans solisyondan anlamli derecede daha eftkili

bulunmustur.
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TARTISMA VE SONUG

Hastanelerde kullanimi yayginlasan alkol bazli el antiseptiklerinin
secimi ve degerlendiriimesi igin detayli olarak tanimlanmis standartlarin
uygulanmasi gerekmektedir. Prado ve ark. (66), Brezilya’da kullaniimakta
olan 12 adet alkol bazli el antiseptik Grunun sekizinin 30 saniyelik uygulama
suresinde  EN1500 standardinin  sartlarint  yerine  getirmedigini
raporlamiglardir. EN1500 standardi TSE tarafindan da aynen kabul edildigi
halde yaptigimiz arastirmada ulkemizde EN1500 standardi ile iligkili bir
yayina rastlanmamistir.

prEN12054 standardi el antiseptikleri igin gelistirilmis in vitro bir test
metodudur. Calismamizda alti adet antiseptigin hepsi hem 30 saniye hem de
1 dakikalik temas surelerinde bakteri sayisinda 6 log’un Uzerinde azalmaya
neden olmuslar ve prEN12054 testinde aranan en az 4,52-5 log azalma
sartini yerine getirmiglerdir.

Piyasadan temin edilen bes adet el antiseptiginden A,C,D ve E
artnlerinin etiketlerinde hijyenik el antisepsisi icin 3 ml x 30 saniye x 1
seklinde uygulanmalari onerilmektedir. B Grininin etiketinde bu konuda bir
bilgi verilmemistir. DSO kilavuzunda DSO-II formiilasyonu igin belli bir
uygulama sdresi bildiriilmemis olmakla birlikte kilavuzda alkol bazli el
antiseptikleri ile hijyenik el ovalama suresi 20-30 saniye olarak belirtilmistir.
Calismamizda butun el antiseptiklerini EN1500 standardi ile hem standardin
onerdigi 3 ml x 30 saniye x 2 uygulamasi igin hem de genellikle dnerilen 3 ml
x 30 saniye x 1 uygulamasi igin ayri ayri test ettik. Batln antiseptikler 3 ml x
30 saniye x 2 seklinde uygulandiginda referans solisyondan anlamli
derecede daha etkili bulunmusglar ve standardin sartini saglamiglardir. 3 ml x
30 saniye x 1 seklinde uygulandiklarinda ise antiseptiklerin hepsi referans
solisyondan anlamli derecede daha az etkili bulunmuslardir.

DSO-II formiilasyonunun da testi gecememesi dnemli bir bulgudur.
Ayni bulgu 2012’de Suchomel ve ark. (67) tarafindan yapilan g¢alismada da

g6zlenmistir. Bu calismada DSO’niin etil alkol bazli formilasyon-Ii ve
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izopropil alkol bazli formllasyon-II'si EN1500 test metodu ile
degerlendirilmistir. Her iki formilasyon da 3 ml x 30 saniye x 1 seklinde
uygulandiginda referans solUsyondan daha az etkili bulunurken; 3 ml x 30
saniye x 2 olarak uygulandiklarinda referanstan daha etkili bulunmustur.

Suchomel ve ark. DSO tarafindan énerilen iki formilasyonu alkol
oranlarini  yikselterek modifiye  etmislerdir. Bunun igin  DSO-I
formllasyonunda bulunan hacimce %80 etil alkol yerine agirlikga %80 etil
alkol DSO-II formiilasyonunda bulunan hacimce %75 izopropil alkol yerine
agirlikgca %75 izopropil alkol kullanmiglardir. Bu iki modifiye formul test
edildiginde her ikisinin de 30 saniyelik uygulama suresinde EN1500’Un
gereklerini sagladigini gostermiglerdir. Antiseptik igerigi arttirnlmis Grtnler
kullanilacagi zaman durunlerin cilt Gzerinde yan etkilerinde kullanimlarini
kisitlayacak bir artma olup olmadigi da gosterilmelidir.

Calismamizda el antiseptiklerinin hepsi 30 saniyelik temas suresi
icin prEN12054 standardinin geregini saglamislarsa da hi¢ biri EN1500
standardinin gereg@ini 30 saniyelik el ovalama slresinde saglayamamistir.
Marchetti ve ark. (68) tarafindan yapilan bir ¢calismada cerrahi el antisepsisi
icin kullanilan iki adet alkol bazli el ovalama Urinu ve U¢ adet el yikama
formllasyonu prEN12054 ve in vivo prEN12791 metodlar ile test edilmigtir.
Butun antiseptikler prEN12054 standardinin sartini saglamis ancak el yikama
formllasyonlarindan ikisi cerrahi el antiseptikleri igin 6nerilen in vivo test olan
prEN12791'i gecememistir. Antiseptiklerin genellikle sispansiyon ortaminda
bakterileri daha kolay oldurdukleri bilinmektedir. Yaptigimiz ¢alismada butin
antiseptikler prEN12054 standardindan kolayca ge¢mislerdir. t=30" aninda
test karisimindan alinan kisimdan yapilan koloni sayim ekimlerinde hi¢ koloni
urememigtir.  Bu nedenle in vitro standardin sartlarinin agirlastiriimasi
Onerilebilir.

Belirlenen ovalama suresi igin bir el antiseptiginin EN1500
standardinin geregini yerine getirebilmesi igin etkisinin referans solisyon
olan %60 (v/v) izopropil alkolin 3 ml x 30 saniye x 2 seklinde uygulanmasi ile
elde edilen bakterisidal etkinin anlamlhi dizeyde altina inmemesi

gerekmektedir. DSO kilavuzunda alkol bazl el antiseptiklerinin 20-30 saniye
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uygulanmasi onerildigi halde formulasyon II'nin 30 saniyelik uygulama sekli
ile EN1500 standardinin sartini yerine getirememesi bu sartin gerektiginden
daha agir olup olmadigdi sorusunu akla getirmektedir. Calismamizda set 1, 2,
3 ve 4’te referans solUisyon icin elde edilen log AF degerleri standart
sapmalari ile birlikte sirasiyla 4,24 (0,43), 4,24 (0,48), 4,65 (0,52) ve 3,91
(0,50) olarak hesaplanmistir. Bununla birlikte bir antiseptigin enfeksiyonlarin
capraz bulas ve diren¢ oranlarinda azalma gibi parametrelerle dlgllen
“etkinligi’nin yeterli olmasi igin eldeki bakterilerde ka¢ logluk bir azalma
yapmasli gerektigi bilinmemektedir (1). Bu konuda yapilacak arastirmalar
EN1500 standardinin sartlarinin bilingli bir sekilde yeniden tanimlanmasini
saglayacaktir.

A,B ve DSO-II antiseptikleri icinde 30 saniye x 1 (Set 1) ve 30 saniye
x 2 (Set 2) uygulamalari igin en etkili olani %75 (v/v) izopropil alkol iceren
DSO-II formiilasyonudur. Etken madde olarak A antiseptigi %70 izopropil
alkol, B antiseptigi ise %60 (m/m) izopropil alkol, %0.15 (m/m)
benzalkonyum klorir ve %0,1 (m/m) undesilenik asit icermektedir. A
antiseptiginin alkol iceriginin hacimce ya da agirlikga oldugu konusunda bir
bilgi bulunmamaktadir. B antiseptiginin agirlikga ifade edilen alkol igerigi
20°C’de yaklasik hacimce %70 izopropil alkole denk gelmektedir. Bu oran
DSO-II formllasyonunun igerdigi miktarin altindadir.

C, D ve E antiseptikleri icinde 30 saniye x1 (Set 3) ve 30 saniye x 2
(Set 4) uygulamalari igin en etkili olant %70 (v/v) izopropil alkol iceren C
antiseptigidir. D antiseptigi %70 (v/v) etil alkol ve %10 (v/v) izopropil alkol
icermektedir. E antiseptigi %62,14 (m/m) izopropil alkol igcermektedir ve
hacimce yaklasik %70’e karsilik gelmektedir. C ve E antiseptiklerinin
ortalama log AF degerleri 30 saniyelik uygulamada sirayla 3,90 ve 3,89 iken
1 dakikalik uygulamada sirayla 4,68 ve 4,24 olarak hesaplanmigtir. D GrinU
test edilen Urunler icinde 30 saniye ve 1 dakikalik uygulamalarda en dusuk
log AF degerlerine (sirayla 3,36 ve 4,17) sahip oldugu icin en zayif etkili
antiseptik olarak degerlendirilmigtir.

EN1500 standardinda referans antiseptik olan %60 izopropil alkol 3

ml x 30 saniye x 2 seklinde uygulanmaktadir. Bu bir dakikalik uygulama

82



suresi saglik calisanlarinin gergek hayatta el ovalama igin ayirdiklari sureyi
yansitmamaktadir. Bircok calismada saglik galisanlarinin el antisepsisi igin
ayirdiklan sure, ortalama 15 saniyeden az bulunmustur (69,70). Bununla
birlikte test ettigimiz Grunler ile yeterli el antisepsisi saglanabilmesi igin 3 ml x
30 saniye x 2 seklinde uygulanmalari gerekmektedir. Pratik sartlarla
ortismeyen bu uygulama sekli nedeniyle mimkinse daha kisa uygulama
suresinde EN1500°'Un geregini saglayabilecek, alkol icerigi daha yuksek
antiseptiklerin tercih edilmesi daha uygundur. Ayrica zayif etkili bir Grandn iki
kati miktarda kullaniimasi yerine antiseptik icerigi daha yUksek bir Grinun
tercih edilmesi maliyet agisindan da daha uygundur.

Verdigimiz tibbi mikrobiyoloji laboratuvar hizmetinin yani sira alti
adet el antiseptiginin etkinligini, kendi laboratuvar personelimizin yardimiyla
EN1500 standardi ile test ettik. Calisma sirasinda gesitli gugliklerle
karsilasiimigtir. Calisma sirasinda rutin alan disinda olmak kaydi ile genis bir
alana ihtiya¢ duyulmaktadir. Laboratuvar personelimiz rutin gérevlerinin yani
sira teste katilmak igin ayrica zaman ayirmak durumunda kalmistir. Test
sonucu elde edilen ilk ve son dedger numunelerinin dilisyon ve ekimlerinin
vaktinde vyapilabilmesi icin yeterli sayida personelin goéreviendiriimesi
gerekmektedir. EN1500 standardinin her zaman cgalisilan bir test olmamasi
ve sadece talep oldugunda calisiimasi nedeniyle surekli bir ekibin bu igle
gorevlendirilmesi pratik degildir. Bu nedenle Ilaboratuvarimizda ihale

doénemlerinde dahi, EN1500 standardinin test edilmesi zor gérinmektedir.

Sonug olarak:

Bir el antiseptiginin eldeki bakteri sayisinda ka¢ logluk bir azalma
yapmasli gerektiginin belirlenebilmesi icin saha c¢alismalari yapilmalidir. Bu
tir calismalar pratik olmaktan uzak ve yuksek maliyetli olsa da EN1500 ve
diger mevcut standartlarin sartlarinin bilingli bir sekilde tekrar tanimlanmasi
icin gerekmektedir.

Test edilen antiseptik Grlnler igerisinde A, C, D ve E UrUnlerinin
etiketlerinde hijyenik el antisepsisi i¢cin 3 ml x 30 saniye x 1 seklinde

uygulanmalari  dnerilmistir. Ancak EN1500 standardina uygun el
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antisepsisinin saglanmasi igin gerek bu UrlUnler gerekse B antiseptigi ve
DSO-II formilasyonu 3 ml x 30 saniye x 2 seklinde uygulanmalidir. Bu
nedenle bu urlnleri kullanacak saglik personelinin yeterli el hijyeni igin
gereken sure konusunda uyariimasi gerekmektedir. Ayrica A, C, D ve E
ardnlerinin  etiketlerinde  gerekli  duzeltmenin  yapilmasi ve butlin
antiseptiklerin etiketinde “EN1500 standardinin geregini yerine getirecek
dizeyde hijyenik antisepsinin saglanabilmesi i¢in 3 ml antiseptik ile 30 saniye
ovalama yapildiktan sonra ikinci 3 ml antiseptik ile ayni islem bir kez daha
tekrar edilmelidir.” ibaresinin yer almasi saglanmalidir.

EN1500 standardina uygun dizeyde el antisepsisi 30 saniyede
uygulanmak isteniyorsa alkol orani daha yuksek Urunler tercih edilmelidir.
Bunun igin alkol oranlari etil alkol iceren trtnlerde agirlikga %80’in, izopropil
alkol iceren UrlUnlerde ise agirlikga %75'in altina inmemelidir. Alkol icerigi
yuksek drtnlerin kullanimi saglik ¢alisanlarinin uyumu ve maliyet agisindan
da daha avantajlidir. Alkol bazl el antiseptiklerinin avantajlarindan biri kisa
uygulama suresine sahip olmalaridir. Bir dakikalik uygulama suresi alkol
bazli el antiseptiklerinden beklenen pratik faydayi azaltmaktadir. Yuksek alkol
icerigine sahip drtnler kullanilacaksa bunlarin cilt kuruluguna neden olma
gibi istenmeyen etkilerinin degerlendirilmesi goz ardi edilmemelidir.

Test edilen antiseptiklerin hi¢ biri EN1500 standardinin geregini 30
saniyelik uygulama igcin saglayamadigi halde hepsi de prEN12054
standardinin geregini 30 saniyede kolayca saglamislardir. Bu nedenle
prEN12054 standardinin antiseptiklerin etki gldcunin kantitatif olarak
kargilastirlmasini saglayacak sekilde modifiye edilmesi 6nerilir. in vitro
testler en azindan c¢ok zayif etkili antiseptiklerin gecemeyecedi sekilde
modifiye edilirse gonullulerin katihmiyla gerceklestirilien ve daha emek-yogun
ve maliyetli olan EN1500 standardi bu tlr Grlnler igin gereksiz yere

uygulanmamis olur.
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