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GIRIS

Genel olarak

“biyosit”

(074

Biyositler (dezenfektanlar ve antiseptikler) hastaliklarin 6nlenmesinde ve tibbi, endiistriyel ve gida lretim
ortamlarinda mikroorganizmalarin sayisini azaltmak igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Biyosit etkinlik testleri
(BET), bir biyositin mikroorganizmalari etkili bir sekilde kontrol etme veya yok etme yetenegini belirlemek
amaciyla yapilmaktadir. Biyosit triinlerin etkinligini belirlemek igin gesitli yontemler gelistirilmistir. Biyositlerin
antimikrobiyal aktivitesini 6lcmek igin kantitatif ve kalitatif siispansiyon testleri kullanilir. Ayrica, fenol katsayisi
testi, tasiyici testleri ve pratik testler de dahil olmak lizere ¢esitli test metodolojileri mevcuttur. Biyositlerin
etkinligini tespit etmek i¢in Avrupa Standartlari (EN) 14348 ve EN 14563 gibi standartlar kullaniimakta, testler
belirli sicakliklar ve temas siireleri altinda gergeklestiriimekte ve mikrobiyal poptlasyonlardaki logaritmik
azalmanin élgiilmesi yoluyla dederlendiriimektedir. Biyositlerin etkinliginin degerlendirilmesi, saglk, gida
glvenligi ve tarim dahil olmak lzere bircok alanda biiyiik nem tasimaktadir. Bu testler, biyositlerin insan saghgi
ve gevre lizerindeki etkilerini degerlendirirken diizenleyici kurumlar tarafindan istenen standart testlerdir. BET ile
ilgili arastirma ve gelistirme ¢alismalari biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu alanda yapilan her yeni ¢alisma, testlerin
dogrulugunu ve uygulanabilirligini artirmak igcin 6nemli bir firsat sunmaktadir. Sonug olarak, BET’nin gerekliligi
giderek daha fazla kabul gérdiikge, bu alandaki arastirma ve gelistirme faaliyetlerine olan talep de artmaktadir.
Bu derleme, BET nin tiirleri, uygulama alanlari, standartlari ve énemi hakkinda kapsamli bilgiler sunmaktadir.

Anahtar kelimeler: Biyosit, etkinlik testleri, enfeksiyon kontroli, dezenfektan, EN standartlar
ABSTRACT

Biocides (disinfectants and antiseptics) are commonly used to prevent disease and reduce the number of
microorganisms in medical, industrial, and food production settings. Biocide efficacy tests (BET) are conducted
to determine the ability of a biocide to effectively control or destroy microorganisms. Various methods have
been developed to determine the effectiveness of biocidal products. Quantitative and qualitative suspension
tests are used to measure the antimicrobial activity of biocides. Additionally, various testing methodologies
are available, including phenol coefficient testing, carrier tests, and practical tests. Standards such as European
Standards (EN) 14348 and EN 14563 are employed to ascertain the efficacy of biocides, with tests conducted
under specified temperatures and contact times and evaluated through the measurement of logarithmic
reduction in microbial populations. The assessment of the efficacy of biocides is of significant importance in
many fields, including healthcare, food safety, and agriculture. These tests are standardized tests that are
required by regulatory agencies when assessing the effects of biocides on human health and the environment.
Research and development studies on BET are of great importance. Each new study in this field provides a
significant opportunity to enhance the accuracy and applicability of the tests. Consequently, as the necessity
of BET is increasingly acknowledged, the demand for research and development activities in this field is also
growing. This review provides comprehensive information on the types, application areas, standards, and
significance of BET.
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mikroorganizmalarin  kontroli igcin yaygin olarak
kullanilmaktadir™. Biyosidal ajanlar hastanelerde ve
terimi, canh diger saglk kurumlarinda yiizeylerde ve hastalarda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Biyositler, enfeksiyon

mikroorganizmalarin Gremesini inhibe eden “mikrop
oldiriact” bir madde veya aktivitesini durduran
"mikrobisit” bir Griini tanimlamaktadir. Biyositler

kontrol uygulamalarinin 6nemli bir pargasi olup,
saglik hizmeti ile iliskili enfeksiyonlarin dnlenmesine
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yardimcr olurlar?, Genel olarak biyosit Griinlerin
(dezenfektan  ve  antiseptik)  formdilasyonlari
karmasiktir. Aktif maddelere ek olarak dezenfektanin
etkisini etkileyebilecek ylizey aktif maddeler veya
yumusaticilar gibi yardimci maddeleri de igerebilir.
Bu nedenle belirli bir aktif maddenin kullaniimasini
tavsiye etmek, uygun biyosidal Grinin belirlenmesi
icin yeterli degildir®,

Biyositlerin  antimikrobiyal aktiviteleri  gesitlilik
gosterdiginden Uremeyi engelleyen ajanlara atifta
bulunan “-statik” (6rnegin, bakteriyostatik, fungistatik
ve sporistatik) ve hedef organizmayi 6ldiren ajanlara
atifta bulunan “-sidal” (6rn. sporisidal, virlsidal,
bakterisidal ve fungisidal) terimleri kullanilir®.
Biyosit Urlinlerin  etkinligini  karsilastirmak igin
standardize edilmis bir test protokoliine sahip olmak
6nemlidir®. Biyositlerin etkinligini objektif olarak
degerlendirebilmek icin anlamli etkinlik verilerine
ihtiya¢c vardir. Bu nedenle Avrupa Standardizasyon
Komitesi (CEN, Fransizca Comité Européen de
Normalization) tarafindan 1990 vyilinda kimyasal
biyositler igin Teknik Komite (TC) 216 kurulmustur.
Bu TC’nin kapsami kimyasal dezenfektanlarin ve
antiseptiklerin kullanimi ve etiketlenmesine iliskin
terminolojinin, gerekliliklerin, test yodntemlerinin
(kullanim kosullari altinda potansiyel etkililik dahil)
standardizasyonuna yonelik kilavuz olusturmaktir. Bu
komite, farkli Avrupa Glkelerinden gelen delegelerin
yani sira hiikimetlerden, yetkili makamlardan,
resmi kurumlardan, Universitelerden, test
laboratuvarlarindan ve antiseptik ve dezenfektan
Ureticilerinden  temsilcilerden  olusmaktadir®?).
Biyositlerin  test edilmesine yonelik  Avrupa
standartlari, ilgili test organizmalarinin kullanildig
kademeli bir yaklasima dayanmaktadir. Bu, etkinlik
testlerinin kolaylastiriimasina ve devam eden bir
salginda hemen kullanilabilecek dezenfektanlara
iliskin yeterli pratik 6nerilerin gelistiriimesine yardimci
olur. Bdylece bulagici hastaliklarin  yayilmasini
onlemek icin gerekli onlemler paketine gliven
katacaktir®. Ayrica bu testler, biyositlerin ekolojik
etkinliklerini belirlemek, Gzerlerindeki gercek veya
potansiyel tehlikeleri degerlendirmek igin dnemli bir
aractir®, Bu derlemede, biyosit etkinlik testlerinin
(BET) tdrleri, uygulama alanlari, standartlar ve
onemine dair detayli bilgiler sunulacaktir.
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Biyositlerin Tanimi ve Tiirleri

Biyositler, sahip olduklari fonksiyonel gruba veya etki
ettikleri hedefe gore birkag¢ grupta siniflandirilabilir.
Fonksiyonel kimyasal gruplara gore en az 22 farkli
kategoride siniflandirilirlar. Bununla birlikte etki
hedefine gore biyositler genel olarak dort grupta
siniflandirilabilir: proteinler, hiicre membrani, nikleik
asitler ve hicre duvar lzerinde etki gosterenler®,
Ayrica, biyosidal ajanlar etki mekanizmasi, uygulama
alani, hedeflenen substratlar dikkate alinarak
karakterize edilebilir®.

Biyositler kimyasal ve kimyasal olmayan olarak
siniflandirilabilir; birincisi dasiik biyouyumlulukla
karakterize edilirken, ikincisi yiksek biyouyumluluga
sahiptir. Kimyasal kategorisine ait biyositlerin
genellikle temel hiicresel bilesenlerin (sitoplazmik
enzimler) sentezine veya enerji Uretimine (ATP
sentezi) muldahale ederek mikroorganizmalarin
Uremesini ve metabolizmasini inhibe edebilecekleri
birincil etki moduna (MoA) sahip olduklari
distnllmektedir.  Kimyasal olmayan biyositler,
mikroorganizmalar  tarafindan  gergeklestirilen
biyolojik siireclerin optimize edilmemesi icin aralikh
olarak yiksek konsantrasyonlarda uygulanmasiyla
karakterize edilir®%,

BET Nedir?

BET, bir biyositin mikroorganizmalari etkili bir
sekilde kontrol etme veya yok etme yetenegini
belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Bu laboratuvar
testleri, biyosit Urtnlerinin optimal formulasyonlara
sahip oldugunu ve etkinliklerini kanitlamak
icin kullanilir®>*3_ Ayrica bu testler biyositlerin
insan saghgina zarari olup olmadigini ve cevre
Uzerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla da
yapilmaktadir®™. Bu sekilde biyosidal uriinlerinin
guvenlik ve etkinlik standartlarina uyumlulugu
saglanir.  Ozellikle mikroorganizmalarin  kontrol
altina alinmasinda kullanilan biyositler, toplum
saghginin korunmasi icin hayati 6neme sahiptir. Bu
nedenle dogru bir sekilde test edilmeleri ve gerekli
gereksinimleri karsiladiklarinin dogrulanmasi blytk
6nem tagir®,
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BET Neden Onemlidir?

Biyosit ajanlarinin etkinligi, ila¢ Gretim alanlarindaki
mikrobiyal yliki azaltma kapasitesini kanitlamak
icin performans testleri ile degerlendirilir. Bu
testler, slispansiyon testleri, yuzey testleri ve saha
denemeleri olarak (¢ asamaya ayrihri®®, Testler,
kontamine ylzeylere biyosit uygulanarak ve ardindan
canli organizma sayisinin kontrol numunesi ile
karsilastirilmasiyla gerceklestirilir®”. Ozellikle yiizey
testleri, biyositlerin etkinligini degerlendirmek igin
en givenilir yontem olarak kabul edilir ve genellikle
dizenleyici kurumlar tarafindan talep edilir.
Tedarikgiler etkinlik verilerini saglasa da, kullanicilarin
biyositlerin kendi 06zel operasyonel ortamlarina
uygun olup olmadigini test etmeleri gerekir#2),

Yiizey testleri BET’inde en kritik testler olarak
kabul edilir. Clnk{ biyositin yuzeylere tutunmus
mikroorganizmalari (sesil veya vyerlesik durum)
inhibe etme kabiliyetini  degerlendirirler. Bu
genellikle planktonik mikroorganizmalari etkisiz
hale getirmekten daha zordur®Y. Sispansiyon
testlerinde belirlenen optimum konsantrasyon ve
temas siiresi yuzeyler i¢in uygun olmayacagindan
diizenleyici kurumlar biyositlerin pratik kosullar
altinda etkisini gostermek icin ylzey etkinlik testlerini
isteyebilir. Ayrica ylzey testleri kullanilacaklari
ortamlarda biyosit performansinin daha gergekgi bir
degerlendirmesini saglar. Bu da onlari farmasotik
Gretim alanlarinda biyosit etkinligini dogrulamak icin
gerekli kilart823),

Dizenleyici  kurumlar,  Ureticilerin  Grinlerinin
etkinligini gbéstermek icin uymalari gereken
yonergeleri ve gereklilikleri belirleyerek biyosit
etkinliginin dogrulanmasinda ¢ok &nemli bir rol
oynamaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Cevre
Koruma Ajansi (EPA) ve Avrupa Birligi Biyosidal Uriin
Yonetmeligi gibi kurumlar, biyosit tedarikgilerinden
Urunlerinin standart testler kullanilarak mikrobiyal
populasyonlarda 6nemli azalmalar saglayabildigini
gbsteren veriler sunmalarini  istemektedir?23),
Buna ek olarak diizenleyici kurumlar biyositlerin
uygunlugunun, etkinliginin ve sinirlamalarinin, gergek
kullanim senaryolarini yansitan ylzey testleri de dahil

olmak Uzere kapsamli testlerle degerlendirilmesini
beklemektedir®®. Bu, biyositlerin ilag Gretim alanlari
gibi kontaminasyon riskinin kritik oldugu ortamlarda
mikrobiyal kontaminasyonu kontrol etmede etkili
olmasini saglar.

BET’nin Kullanim Alanlari

BET, saglik sektori ile gida ve tarim sektoriinde genis
bir kullanim alanina sahiptir. Antimikrobiyal ilaclarin
yani sira uygun sekilde ve uygun ortamda uygulanan
etkili biyosidal ajanlar, mikroorganizmalarin neden
oldugu hastaliklarin  gelismesini biyik olclide
sinirlayabilmektedir. ~ Ayni  zamanda  hastane
hijyeni ve sterilizasyon sureglerinin izlenmesi ve
degerlendirilmesinde de yaygin olarak kullanilir®,
Gida ve tarim sektériinde ise BET gida Urlnlerinin
ve tarimsal Uriinlerin mikrobiyal kontaminasyonunu
belirlemek, gida guvenligini saglamak ve tarim
ilaglarinin etkinligini degerlendirmek igin kullanilir®?,

Saglik sektoriinde BET son derece énemlidir. Cinki
saglk hizmeti iliskili enfeksiyonlarin dnlenmesinde
ve kontrol edilmesinde biyositler buyik bir rol
oynamaktadir. Bunun disinda BET, medikal cihazlarin
sterilizasyon slireglerinin izlenmesi ve kontrol
edilmesinde de kullaniimaktadir®. Bu testlerin
etkin bir sekilde uygulanmasi, saglik hizmetlerinin
kalitesini artirmak ve hastane enfeksiyonlariyla
miicadelede biylk bir basari saglamak icin gereklidir.
Bununla birlikte biyositler hakkindaki bilgi birikimi,
mikrobiyal enfeksiyonlarin énlenmesiyle ilgili olarak
hala yeterince 6nemsenmeyen bir alandir®®),

Gida ve tarim sektorinde BET, gida glvenligini
saglamak ve tiketicilerin sagligini korumak amaciyla
kullaniimaktadir. Bu testler, gida rlinlerinde
bulunan  mikroorganizmalarin  belirlenmesi  ve
mikrobiyal  kontaminasyonunun engellenmesini
gostermektedir?.  Ayrica tarimsal  Grlnlerde
kullanilan pestisit gibi kimyasal maddelerin etkinligi
de bu testler araciligiyla degerlendirilir. Boylece,
gida ve tarim sektoriinde Uretim sireglerinin
kontrol altinda tutulmasi ve Urlnlerin glvenliginin
saglanmasi amaglanir®),
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BET, cevre ve enddstriyel alanlarda énemli bir yere
sahiptir. Endustriyel alanlarda kullanilan kimyasal
maddeleringevreyezararveripvermediginibelirlemek
icin yapilan bu testler, ¢evresel sirdirilebilirlik
acisindan kritik dneme sahiptir. Ayrica su aritma
sistemleri gibi cevresel uygulamalarda da BET su
kaynaklarinin korunmasi ve temizlenmesi i¢in hayati
bir rol oynar®27),

BET’nin Temel ilkeleri

BET'nin  temel ilkeleri, biyositin  etkinligini
belirlemek igin kullanilan yontemleri, protokollerini
ve standartlarini  kapsar. Bu temel ilkelerin
icinde yer alan standart testlerin guvenilirligini,
dogrulugunu ve karsilastirilabilirligini  saglamak
amaciyla olusturulmustur. Bu sayede BET'nde
elde edilen sonuglar daha tutarh ve dogru bir
sekilde yorumlanabilir. Ayrica bu standartlar
sayesinde farkl laboratuvarlarda yapilan testlerin
sonuglari karsilastirilabilir ve givenilir bir sekilde
degerlendirilebilir. Her bir testin yapilmasi gereken
adimlari, olgim sistemlerini, analiz yontemlerini ve
sonuglarin raporlanmasini detayh bir sekilde aciklar.
Bu sekilde BET’nin dogru ve guvenilir sonuglanmasi
saglanir. Biyositin etkinligini belirlemek amaciyla
yapilan testlerde standart prosediirlere uyulmasi
sonuglarin gvenilirligini artirir2&29),

BET’'nde dogruluk ve duyarhhk yiksek olmaldir. Bu
nedenle test oncesinde dogruluk ve duyarlihgin
optimize edilmesi gerekmektedir. Bunun igin
kullanilan test yontemlerinin en son teknolojilerle
glincellenmesi ve validasyon sireglerine tabi
tutulmasi 6nemli bir adimdir. Ayrica testlerin
yapildigi laboratuvarlarin kalite kontrol sureclerini
stki bir sekilde uygulamasi da blylik 6nem tasir.
Dogruluk ve duyarhhgin yiksek olmasi sayesinde
kullanicilar  biyosidal Grlnlerin ne kadar etkili
oldugunu ve beklentilerini karsilayip karsilamadigini
daha dogru bir sekilde degerlendirebilirler. Ayrica bu
bilgiler Griin gelistirme slreclerinde de 6nemli bir
rol oynar?%3%3Y), Eger test sonuglari etkinlik agisindan
farklihk gosteriyorsa triin formilasyonunda degisiklik
yapilmasi gerekebilir. Ayrica testlerin yapilacagi
ortamin da kontrolli olmasi 6nemlidir. Sicaklik,
nem ve diger cevresel faktorlerin test sonuglarini
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etkilememesi icin uygun kosullarin standart olmasi
gerekir®?,

BET icin Uluslararasi Standartlar ve Yonergeler

Tibbi alanda kullanilan biyosit Grinlerin aktivitesinin
belirlenmesiicinuluslararasistandartlarveyonergeler
kullanilmaktadir. Bu standartlar ve yodnergeler
Urlinlerin test edilmesi ve belgelendirilmesi siirecinde
takip edilmesi gereken adimlari belirler. Ayrica bu
standartlar ve yonergeler, Urlinlerin uluslararasi
pazarda kabul edilebilirligini saglayarak ticaretin
kolaylastiriimasina ve kullanicilarin  glivenliginin
artirilmasina yardimci olur. Uluslararasi standartlar
ve yobnergeler, biyosit drinlerin glvenilirligi ve
etkinligi konusunda kiresel dlizeyde bir standart
olusturur033),

Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN), Teknik
Komite 216 (CEN/TC 216) tarafindan bir biyosidal
Grinin bakterisidal, sporisidal, mikobakterisidal
veya tliberkilosidal, fungisidal veya mayasidal veya
virtsidal aktiviteye sahip olup olmadigini belirlemek
icin test yontemlerini tanimlayan Avrupa Standartlari
(EN’ler) gelistirilmistir (Tablo 1). Biyositler icin
standart olan EN 14885:2018, kimyasal dezenfektan
ve antiseptik Urunlerin amaglanan uygulamalarina
uygun spesifik antimikrobiyal aktiviteye sahip
olduklarini gostermek icin test edilmelerine yonelik
laboratuvar yéntemlerini sunmaktadir’:9),

BET’in validasyonu icin mikrobiyologu yénlendirmek
lzere kullanilabilecek standartlar sunlardir; CEN;
AOAC (Uluslararasi Resmi Analitik Kimyagerler
Birligi), ASTM (Amerikan Test Malzemeleri Dernegi)
standartlari veya ulusal standartlardan TSE (Tirk
Standartlari Enstitlst) gibi profesyonel bir kurulusun
veya vyayimlanan derlemelerin rehberliginden
yararlanabilir®+3%),

Farmasotik Gretim tesisleriigin en dnemli dezenfektan
test standartlari sunlardir:

1. ABD ASTM E2197-17: Kimyasallarin bakterisidal,
virtisidal, fungisidal, mikobakterisidal ve sporisidal
aktivitelerinin belirlenmesinde standart kantitatif
disk tastyici test ydontemi®®,



A. Oztiirk ve A. Kalkanci, Biyosit Etkinlik Testleri

Tablo 1. Tibbi alanda kullanilan biyosit iiriinleri igin test mikroorganizmalari ve test yéntemleri®?

Dezenfektan Tiirii Standart Test mikroorganizmalari Sicakhik Siire Kosullar oag;rllr::k
Hijyenik el yikama TS EN 13727+A2 Kirli >3
dezenfektani
30-60
Hijyenik el ovalama saniye
dezenfektani (yikama- TS EN 13727+A2 Staphylococcus aureus ATCC 6538; Temiz 25
durulama yapilmayan) Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442; 20°C
: Escherichia coli K12 NCTC 10538;
Cerrahi el yikama ’ L
dezenfektan: TSEN 13727+A2  Enterococcus hirae ATCC 10541 Kirli 25
Cerrahi el ovalama 1-5 dakika
dezenfektani (yilkama- TS EN 13727+A2 Temiz 25
durulama yapilmayan)
:uyenflkkel yikama Kirli 59
ezenfektani 30-60
Hijyenik el ovalama saniye
dezenfektani (yikama- arasinda Temiz >4
durulama yapilmayan)
TS EN 13624 Candida albicans ATCC 10231 20°C
Cerrahi el yikama Kirli >4
dezenfektani B
1-5 dakika
Cerrahi el ovalama arasinda
dezenfektani (yilkama- Temiz >4
durulama yapilmayan)
Hijyenik el yikama Poliovirus Type 1, LSc-2ab; Adenovirus Kirli
dezenfektani Type 5, strain Adenoid 75, ATCC VR-5;
Murine norovirus, strain S99 Berlin 30-120
Hijyenik el ovalama TS EN 14476+A2 Vaccinia virus Anklara (MVA), ATCC {/R— 20°C saniye 24
dezenfektani (yikama- 1508 veya Vaccinia virus strain Elstree, arasinda Temiz
durulama yapilmayan) ATCC VR-1549
Myobacterium avium ATCC 15769; 60 dakika Uriiniin
Mycobacterium terrae ATCC 15755 zorunludur. uygulanacagi
ilave olarak sartlar
El dezenfektani TS EN 14348 20°C  5,15ve 30 dikkate >4
Mycobacterium terrae ATCC 15755 dakikalik almarak
testler temiz veya
yapilabilir. kirli kosul

TS: Turkiye Standardi, EN: Avrupa Standartlari.

2. US ASTM E2614 -15: Temiz oda dezenfektanlarinin
degerlendirilmesi icin standart kilavuz®®”,

3. Avrupa EN 1276 (2019) ve EN 1650 (2019):

Dezenfektanlarin bakterisidal ~ve  fungisidal
aktivitesini degerlendirmek igin slspansiyon bazli

test ydntemleri®s3,

4. Avrupa EN 13697 (2015+A1) (2019):
Dezenfektanlarin bakterisidal ve fungisidal aktivitesini
belirlemek icin ylzey bazl test yontemit©,

5. Avrupa EN 13704 (2018): Dezenfektanlarin

sporisidal aktivitesini degerlendirmek icin

stispansiyon bazl test ydntemi,

6. Avrupa EN 16615 (2015): Mekanik etkili (silme)
dezenfektanlarin bakterisidal ve fungisidal aktivitesini
belirlemek icin yiizey tabanli test yontemi®?,

BET i¢in Laboratuvar Teknikleri

Standart test prosedirlerinin  kullanilmasi ve
yorumlayici kriterlerin tanimlanmasi, antimikrobiyal
ajanlara karsi mikrobiyal duyarliliktaki degisiklikleri
tanimlamak ve siniflandirmak icin 6n kosullardir.
Antimikrobiyal duyarlilik testleri (ADT) icin “Klinik ve
Laboratuvar Standartlari Enstitlist (CLSI)” ve “Avrupa
Antimikrobiyal Duyarlilik Testi Komitesi’'nin (EUCAST)”

103



iyi olusturulmus standartlari bulunmaktadir. Bu
standartlar, uygulanmasi gereken yontem ve
malzemeleri tanimlamaktadir.  ADT, otomatik
sistemlerin yani sira agar disk diflizyon, gradiyent
test (E-test), sivi mikrodillisyon ve sivi makrodillisyon
veya agar diliisyon gibi cesitli ydntemler kullanilarak
gerceklestirilebilir.  Elde edilen sonuglar, test
edilen mikroorganizmalarin duyarli veya direngli
kategorilerine ayrilmasini saglar. Ancak bu ayirim bazi
kriterlere baghdr. iki ana tiir yorumlayici kriter vardir:
klinik sinir deger (break point) ve epidemiyolojik sinir
deger (ECOFF’lar veya ECV’ler)@445),

Hastanelerdeve laboratuvarlardakullanilan biyositler,
etki ve etkinliklerinin belirlenmesi igin Minimum
inhibitdr konsantrasyon (MiK) belirlenmesi disindaki
yontemler ile periyodik olarak test edilmelidir. Bazi
biyositler bekletildiklerinde veya organik madde
eklendiginde etkilerini kaybettiklerinden etkinlikleri
periyodik olarak test edilmelidir. Bazi yontemler,
kullanim icin biyosit ajanin dogru konsantrasyonunun
secilmesine yardimciolurken, diger testler kullanimda
olan biyositin etkinligini arastirir. Biyosidal Uriin
etkinlik testi icin cesitli laboratuvar yontemleri
gelistirilmistir. Bu yontemler tasarimlari ve deneysel
ayrintilari bakimindan farkhlk gosterse de bunlarin
tumd kirli ve temiz kosullarda test mikroorganizmaya
bir biyosit ajani ekleme ve belirli sirelerde (saniye
veya dakika) ornekleme ilkesine dayanmaktadir.
Ornekteki biyosidal Giriin daha sonra nétralize edilir
ve canl organizmalarin sayisi degerlendirilir9,

Biyosit etkinliginin 6lcilmesinde kullanilan testler
farkli sekillerde siniflandirilabilir. Bu siniflandirma,
testlerin hangi mikroorganizmalara karsi etkin
olduguna, hangi ortamlarda kullanilabilecegine ve
hangi uygulama alanlari i¢cin uygun olduguna gore
degismektedir. Ayrica, testlerin farkh ortamlarda ve
uygulama alanlarinda nasil performans gosterdigini
belirlemek de bu siniflandirmanin bir parcasidir?.

Biyositlerin  antimikrobiyal etkisini belirlemede
cesitli asamalar ve ardindan izlenecek adimlar soyle
siralanir”;

Asama 1: Biyositin temel etkinligi icin slispansiyon
deneyleri
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Asama 2- adim 1: Uygulamadaki kullanimi temisil
eden kosullar altindaki siispansiyon deneyleri

Asama 2- adim 2: Uygulama kosullarina benzeyen el
yikama, ylzey deneyleri gibi calismalar

Asama 3: Uygulama kosullarindaki alan deneyleri

Biyosit etkinliginin o6l¢ilmesinde kullanilan testler
belirli kriterlere gore siniflandirilir®”. Bu kriterler
sunlardir;

1. Test mikroorganizmalarin  tirine dayali
siniflandirma:

I- Bakterisidal Testler: Bakterilere karsi etkinligi
oOlger.

II- Sporisidal Testler: Bakteri sporlarina karsl
etkinligi dlger.

IlI- Mikobakterisidal Testler: Mikobakterilere karsl
etkinligi olger.

IV- Fungisidal Testler: Mantar ve sporlarina karsl
etkinligi olger.

V- Virusidal Testler: Virlslere karsi etkinligi 6lger.
2. Metodolojik prensibe dayali siniflandirma

I- MiK belirlenmesi

II- SGspansiyon testleri

Ill- Kapasite testleri

IV- Uygulama testleri
3. Amaca yonelik spesifik testler

I- Ylizey dezenfeksiyonu

II- Alet dezenfeksiyonu

IlI- El ve cilt antisepsisi

El-cilt antisepsisi icin veya amaca yonelik diger
testlerden herhangi biri icin biyosit etkinligini dlgen
testlerin timu kullanilabilir. Bu testlerde biyositlerin
bakterisidal, sporisidal, mikobakterisidal, fungusidal
etkileri belirlenebilir®?.

1. Mikroorganizmalarin tiiriine dayal siniflandirma
Bakterisidal aktivitenin belirlenmesi

EN 13727:2012+A2:2015: Hijyenik ve cerrahi
el yikama vyoluyla alet dezenfeksiyonu ve ylzey
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dezenfeksiyonu igin kullanilabilen genis bir Grin
yelpazesine uygulanabilir. Bu standarda gore bir
bakterisit asagidaki bakteri tirlerini 6ldiren bir
GrGndar: Escherichia coli K 12 NCTC 10538 (el yikama
Urlanleri ve el dezenfektanlari igin), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Staphylococcus aureus ATCC
6538, Enterococcus hirae ATCC 10541 ve Enterococcus
faecium ATCC 6057 (aletleri 40°C sicaklikta dezenfekte
etmek igin). Test mikroorganizmalarin ¢ogaltiimasi ve
canli bakteri sayimiicin besiyeriolarak Triptik Soy Agar
(TSA) kullanihr. Uriin, belirtilen test kosullari altinda
bakteri sayisini en az 5 logy, oraninda azaltiyorsa,
yukaridaki standardin gerekliliklerini karsilar; hijyenik
el yikama drinlerinde ise azalma en az 3 logy
olmalidir. Test temiz ve kirli kosullarda uygulanabilir.
Bu standart, hijyenik el yikama ve el dezenfeksiyonu
icin 30 ila 60 saniye arasinda, cerrahi el yikama ve el
dezenfeksiyonu igin 60 saniye ile 5 dakika arasinda
degisen temas sirelerinde test kosullari saglar.
Notralizasyon siresi 5 dakikaya ayarlanir; ancak kisa
temas slrelerinde test Griini belirli bir ndtralizasyon
siiresi boyunca bakteriyostatik degil bakterisidal
etkiye sahip olabilirt*®,

Yuzey testleri (Asama 2, adim 2), testin uygun
sekilde hazirlanmis bir ylzey lzerinde yapilmasi da
dahil olmak Gzere belirli bir Griiniin pratik kullanim
kosullarini asama 2, adim 1 testlerinden daha fazla
simule eder. Antiseptikler icin test yontemi gonullu
insanlarin elleri iken, ylzey dezenfeksiyonunda
Onerilen biyositler icin buzlu cam plakalar ve
paslanmaz c¢elik diskler kullaniimaktadir. Ayrica,
gbzeneksiz ylzeylerde mendil kullanilarak mekanik
etki ile bakterisidal ve mayasidal aktivite icin bir test
standardi da gelistirilmistir(#>59,

EN 1499:2013:Su ve antimikrobiyal sabun kullanilarak
hijyenik el yikamayla ilgilidir. Test organization E. coli
K12 NCTC 10538 gondillilerin (12—-15 saglikh yetiskin)
ellerine uygulanir. Test Grdnlniin temas slresi
30-60 saniyedir. Standart sivi sabun ile referans
prosedir 60 saniye sirer. Hijyenik el yikamaya
yonelik test Girtintyle elde edilen test organizmasinin
canli hiicre sayisindaki azalmanin ortalama degeri,
antibakteriyel maddeler eklenmeden siradan sivi
sabunla uygulanan el yikama ile karsilastirildiginda,
daha yiiksek olmalidir®y.

Sporisidal aktivitenin belirlenmesi

Bakterilerin vejetatif formlari biyositlere karsi
bakteri sporlarindan ¢ok daha duyarlidir. Bu
sorunu ele almak igin CEN tibbi alanda sporisidal
aktivitenin test edilmesi icin EN 17126:2018 adli
Ozel bir standart gelistirmistir®. Baska bir standart
olan EN 13704, biyositlerin sporisidal aktivitesini
degerlendirmek icin kullanilmistir. Ancak EN 13704
sadece gida, endistri, evsel ve kurumsal alanlarda
kullanilan biyositler icin gecerli olup, tibbi alan icin
gecerli degildir®?. Uriinlerin yiizey, alet ve tekstil
dezenfeksiyonu icin sporisidal aktivitesi Bacillus
subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus CIP 105151
ve Clostridium difficile R027 NCTC 13366 suslari
kullanilarak EN 17126’ya gore degerlendirilir. Temiz
ve/veya kirli kosullar kullanilir. Test stresi farklidir:
Yuzey dezenfeksiyonunda, insanlarla temas etmesi
muhtemel veya sik dokunulan yiizeylere uygulanan
Urlnler icin 15 dakikayl, diger yiizeylere yonelik
triinler icin ise 60 dakikay gegmemelidir. Ureticilerin
tavsiyelerine gore test sicakhgi ylizey dezenfeksiyonu
icin 4 ila 30°C, alet dezenfeksiyonu i¢in 20 ila 70°C
ve tekstil dezenfeksiyonu icin 20 ila 80°C arasinda
olmalidir. Sporisit ile sporistatik etkileri birbirinden
ayiran notralizasyon siresi genellikle 5 dakikadir.
Ureticinin tavsiye ettigi konsantrasyonlarda ve temas
sirelerinde Urin spor sayisinda en az 4 log,, azalma
gostermelidir®?),

Mikobakterisidal ve/veya tiiberkiilosidal aktivitenin
belirlenmesi

CEN tarafindan tibbi aletler igin kullanilan biyositlerin
mikobakterisidal ve tiliberkllosidal aktivitesini
belirlemek icin bir kantitatif slispansiyon testi ve
bir kantitatif tasiyict testi gelistirilmistir. Testte
Mycobacterium avium ATCC 15769 ve Mycobacterium
terrae ATCC 15755 kullanilir. Hem mikobakterisit hem
de tlberkulosidal aktivite icin temiz kosul (BSA: sigir
serum alblimin 0.3 g/L) ve/veya kirli kosul (BSA 3 g/L
ve 3 mL/L koyun eritrositleri) kullanilabilir*®.

EN  14348:2005, kullanicilarin  kimyasal  bir
dezenfektanin mikobakterisidal etkiye sahip olup
olmadigini belirlemelerine olanak taniyan kantitatif
bir siispansiyon testidir. Uriin, 20°C’de (10°C’lik
ek sicakliklar mumkiindir) 60 dakikalk bir temas
suresinden sonra (5, 15 ve 30 dakikalik ek siireler
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mimkindir) mikobakteri sayisini en az 4 log,
azaltiyorsa, EN 14348 gerekliliklerini karsiladigi
varsayilr®3),

EN 14563:2008, aletler icin kullanilan kimyasal
dezenfektanlarin mikobakterisidal veya
tuberkilosidal aktivitesini degerlendirmek igin
kantitatif bir tasiyici testtir. Test, mikobakteriyel
hicreler igin tasiyici olarak kullanilan buzlu cam
plakalar tzerinde gerceklestirilir. Uriin, 20°C’'de 60
dakikalk bir temas siliresinden sonra baslangictaki
mikobakteri sayisini en az 4 log,, azaltiyorsa EN
14563 gerekliliklerini karsiladigi varsayilir®.

Fungisidal  ve/veya  mayasidal aktivitenin

belirlenmesi

Fungusidal aktivite, Urlinlin vejetatif maya veya
maya benzeri hiicrelerinin ve kif sporlarinin sayisini
azaltma yetenegi olarak tanimlanir. Mayasidal
aktivitenin daha dar bir tanimi vardir; Griiniin maya
veya maya benzeri mantarlarin canh hiicre sayisini
azaltma yetenegidir. Fungisidal aktiviteyi belirlemek
icin kullanilan zorunlu test organizmalari Candida
albicans ATCC 10231 ve Aspergillus brasiliensis ATCC
16888 sugslaridir. Maya benzeri mantarlara karsi
biyosidal aktiviteyi degerlendirmek icin sadece C
albicans ATCC 10231 kullanilir. Suslarin gogaltilmasi
ve canl mantar sayimi icin besiyeri olarak Malt
Ekstrakt Agar (MEA) kullanihr®®,

Kantitatif bir siispansiyon testi olan EN 13624:2013,
fungisidal veya mayasidal aktiviteyi degerlendirmek
icin  gelistirilmistir. ~ Urliniin,  mikroorganizma
sayisinl en az 4 logy,, azaltmasi halinde standardin
gerekliliklerini karsiladigi varsayilir. Ancak hijyenik
el yikama drinleri icin 2 logy, azalma yeterlidir.
Temas sireleri, hijyenik el dezenfeksiyon Urtnleri
icin 30-60 saniye, cerrahi el dezenfeksiyon Grlnleri
icin 1-5 dakika, tibbi cihaz dezenfeksiyon Urinleri
icin 60 dakikaya kadar ve yilizey dezenfeksiyon
Urlnleri icin 5-60 dakika olarak 6nerilmektedir. Test
sicakhg1 el dezenfeksiyon drinleri icin 20°C, alet
dezenfeksiyonunda kullanilan Grinler igin 20-70°C
ve ylizey dezenfeksiyon Urunleri icin 4-30°C’dir. Test,
temiz (BSA 0.3 g/L) ve/veya kirli kosullarda (BSA 3 g/L
ve 3 mL/L koyun eritrositleri) uygulanir®,
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EN 14562:2006, alet dezenfeksiyonu igin fungisidal
veya mayasidal aktivitenin degerlendiriimesine
yonelik kantitatif bir tasiyici testtir. Test, mantar
hicreleri igin tasiyici olarak kullanilan buzlu cam
plakalar (zerinde gergeklestirilir. Standart test
parametreleri icin gereklilikler, aletler icin 6zel
siispansiyon standardinda belirtilenlere benzerdir.
60 dakikalik bir temas stresi, ayrica 5, 15 ve 30
dakikalik ek siireler de mevcuttur. Test icin zorunlu
sicakhk 20°C’dir ve ek sicakliklar (10°C’lik adimlarla
60°C’ye kadar) kullanilabilir. Bu testin tamamlanmasi
icin gerekenler de slspansiyon testine benzer
olup mantar hicresi sayisinda 4 logy,, azalma
saptandiginda  standart testin  gerekliliklerini
karsiladigini varsayihr®®,

Viriisidal aktivitenin belirlenmesi

COVID-19 salgini ile birlikte virlsidal aktiviteye
sahip dezenfeksiyon preparatlarina ilgi ve talepte
belirgin bir artis olmustur. Virlsidal aktivitenin
belirlenmesine yonelik mevcut standart testler icin
zarfsiz RNA virisleri, yani poliovirls tip 1, picornaviris
grubundan LSc 2ab ve MINV susu S99 Berlin ve zarfsiz
DNA virUsleri, yani adenoviriis tip 5 (Adenoid 75
susu, ATCC VR-5) ve c¢ok kiglik murin parvoviris
(Crawford susu, ATCC VR-1346) gibi referans test
suslarinin kullanimi tavsiye edilmektedir. Ayrica Zarfh
DNA virusleri - modifiye vaccinia virlisii Ankara (MVA)
ATCC VR-1508 susu veya vaccinia virisi Elstree susu -
standart suslar olarak da dahil edilmistir*®,

EN 14476:2013 + A2:2019, virtsidal aktivitenin
degerlendirilmesi icin kantitatif bir slspansiyon
testidir ve yakin zamanda guncellenmistir. Bu
standart, tibbi alanda hijyenik el yikama ve tibbi
cihazlarin, yizeylerin ve tekstilin dezenenfeksiyonu
icin cok cesitli biyositlerin virtsidal aktivitelerinin test
yontemini icermektedir. Standarda gére 20°C’de 30-
120 saniyeyle test edilen hijyenik el dezenfeksiyon
Urlnlerinin; 20-70°C’de 60 dakikaya kadar test edilen
alet dezenfeksiyon Urilnlerinin; 4-30°C’de 5 veya
60 dakika siireyle test edilen ylizey dezenfeksiyon
Urlnlerinin; ve 30-70°C'de 20 dakikaya kadar test
edilen tekstil dezenfeksiyon driinlerinin viral yuka
en az 4 logy, azaltmasi durumunda virisidal etkiye
sahip olduklari gosterilir. Test, temiz (BSA 0,3 g/L)
ve/veya kirli kosullarda (BSA 3 g/L ve 3 mL/L koyun
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eritrositleri) uygulanir. Besiyeri olarak doku kdiltirleri,
embriyolu yumurta ve deney hayvanlari kullanilir®?,

Genel virGsidal aktiviteyi belirlemek icin EN
16777:2018 ve EN 17111:2018 olmak Uzere iki
tastyict ydntem olusturulmustur®®5%, EN 16777:2018
standartta virls taslyici olarak paslanmaz celik
diskler kullanilirken EN 17111:2018'de klasik buzlu
cam plakalar kullanilmaktadir. Zarfli virtslere karsi
virtsidal aktiviteyi belirlemek icin Griiniin MVA veya
Vaccinia virlsU Elstree susu ile EN 14476 ve EN 16777
gereksinimlerinin karsilamasi gerekir. Bir biyosidal
Grinan siirh virGsidal aktiviteye sahip oldugunu
dogrulamak icin hem zarfsiz RNA MNV susu S99
Berlin hem de zarfsiz DNA vir(sli adenoviris tip
5 Adenoid 75 susu ile EN 14476 ve EN 16777'yi
karsilamasi gerekir®®. Bir biyosidal Griinin virisidal
aktivitesini belirlemek icin poliovirls tip 1, MNV ve
adenoviris tip 5 ile EN 14476 kriterlerini ve MNV ve
adenoviris tip 5 ile EN 16777 kriterlerini karsilamasi
beklenmektedir. Test kosullari su sekildedir: 18-25°C
arasinda zorunlu bir sicakhk (4 ila 30°C arasinda ek
sicakhk kullanilabilir) ve viris tirine bagl olarak 5
veya 60 dakikadan uzun olmamak Uzere Ureticinin
tavsiyesine gore bir temas siiresi olabilir. Standarda
gore biyosidal ajan viral yiki en az 4 logy, oraninda
azaltiyorsa virlsidal aktiviteye sahip oldugunu
soylenebilirt®.

2. Yonteme dayali siniflandirma

MiIK belirlenmesi

MIiK testi ile bazi mikroorganizmalarin literatiire
dayali olarak biyositlere duyarli olup olmadiklari
kantitatif olarak belirlenebilir. Ancak, elde edilen
MiK sonuglarina bakilarak biyositin pratikte kullanilip
kullanilamayacagina karar verilemez. MIK testinin
yapilmasinda birgok sinirlamalar vardir. Bu testler
tam olarak standardize edilememistir. Ayrica bircok
teknik faktor islemi etkileyebilir ve rutin olarak
kullanilamamaktadir®?),

Disk Difiizyon Yontemi

Disk-diflizyon yontemi, farkh kimyasallarin steril
filtre kagidi disklerine emdirilmesini icerir. Diskler
daha sonra test mikroorganizma ile ekimi yapilmisg

bir agar plag Uzerine vyerlestirilir. Test edilen
mikroorganizmalarin gereksinimlerine bagli olarak
belirli bir stre boyunca gerekli sicaklikta inklbe
edilir (6rnegin E. coli igin 24 saat boyunca 37°C’de).
inkiibasyondan sonra mikroorganizma (redikge
disklerin etrafinda mikrobiyal Gremenin engellendigi
bolgeler (inhibisyon zonlarl) bos alanlar olarak
gozlenir. Diskin etrafindaki inhibisyon zonlarin
capt milimetre cinsinden olculur®. Biyositlerin
etkinliginin bu sekilde 6l¢tldigi yayinlar bulunmakla
birlikte, bu testlere bakarak biyositin pratikte
kullanilip kullanilamayacagina karar verilemez.

Siispansiyon Testleri

Suspansiyon testleri en basit ve en ¢ok kullanilan
BET'nden biridir. Farkli tlrde slispansiyon testleri
vardir: Kalitatif siispansiyon testleri, fenol katsayisinin
belirlenmesine yonelik test ve kantitatif slispansiyon
testleri. Avrupa standardinda iki temel slispansiyon
testi  bulunmaktadir: EN 1040:2005 (Kimyasal
dezenfektan ve antiseptiklerin temel bakterisidal
aktivitesinin  degerlendirilmesi  icin  kantitatif
siispansiyon testi) ve EN 1275:2005 (Kimyasal
dezenfektan ve antiseptiklerin temel fungisidal veya
temel mayasidal aktivitesinin degerlendirilmesi icin
kantitatif sispansiyon testi)®%2, Bu yéntemler ilgili
biyositin dilisyonlarina bir test mikroorganizmasinin
siispansiyonunun (inokuliim) eklenmesiniicerir. Belirli
bir temas sliresinden sonra test siispansiyonundaki
mikroorganizmalari  éldirdlip  6ldurilmedigini
belirlemek igin besiyerilere pasajlanarak canli kalan
mikroorganizma sayisi belirlenir. Biyositin germisidal
etkisi, temas suresinden sonra kaydedilen organizma
sayisinin test (kontrol) sispansiyondaki sayisi ile
karsilastirilarak belirlenir. Elde edilen degerler
logaritmik olarak ifade edilmektedir (biyosit ile temas
siresi sonundaki log degerini test siispansiyondaki
log degerinden cikararak). Boylece log rediksiyonu
veya mikrobisidal etki (ME) elde edilmektedir. 1’lik
bir ME degeri, test stispansiyondaki mikroorganizma
sayisinin %90’ inin 6ldirilmesine esittir, 2’lik bir ME
ise %99’unun éldaraldigi anlamina gelir. Bir biyosit
icin ME degeri 25 olarak belirlendiginde, (genellikle
kabul edilen bir gereklilik) mikroorganizmalarin en az
%99.999'na germisidal etki gosterdigi anlamina gelir.
Bu testler genellikle iyi standardize edilmis olsa da
yaklagimlari pratik degildir(®3,
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Suspansiyon testleri icinde temas siresi, 1si,
mikroorganizma tiri ve engelleyici maddeler
gibi birden fazla degisken incelenebilir. Ayrica
organik maddeler (sabun ve suyun sertligi gibi)
potansiyel inhibitor maddelerin deneye etkisi de
ortaya cikarilabilmektedir. Kantitatif slspansiyon
testleri glnimizde yapilan BET semalar iginde
yer alan temel testlerdir. Bu testler genellikle iyi
standardize edildikleri icin laboratuvarda kolaylikla
uygulanabilmektedir®”,

Suspansiyon testleri biyositlerin antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugunu gosterir ama pratik
alanda aktivitesini tam olarak yansitmaz. Ancak bu
testlerden elde edilen sonuglar bir rehber gorevi
gorir ve sahadaki uygulama galismalariyla konfirme
edilmelidir. Bunun icin kapasite testleri ve uygulama
testleri gelistirilmistir(®364),

Kalitatif siispansiyon testi

Bu yontemde bir 6ze dolusu bakteri veya mantar
siispansiyonu hazirladiktan sonratest biyositile temas
ettirilir. Temas siresi dolduktan sonra karisimdan bir
miktar alinir ve canli kalan organizmalari saptamak
icin kaltlrleri yapilir. Sonuglar ‘lGreme var’ (pozitif)
veya ‘lreme yok’ (negatif) seklinde ifade edilir(®?).

Fenol katsayisi testi

Fenol katsayisi testi biyositlere duyarhligi 6lgen
kalitatif bir slispansiyon yontemidir. Bu yontemde,
belirli bir zaman araliginda test edilen biyositin
dilisyon derecesinin fenoliin dilisyon derecesine
bolinmesiyle bir sayl elde edilir. Eger sayr 1'den
blyukse verilen dilisyon igin test edilen biyositin
fenolden daha gicli ME’ye sahip oldugu gosterilmis
olur. Elde edilen sayi 1'den kiiclikse verilen diliisyon
icin fenoliin mikroorganizmalari kontrol etmede
daha iyi oldugu anlamina gelir(6>64,

Kantitatif siispansiyon testi

Kantitatif siispansiyon testleri biyositlerin etkinliginin
degerlendiriimesinde standart testlerden biridir.
Kantitatif sUspansiyon test yodnteminde, 1 ml
dilient (1.0 gr tripton + 8.5 gr NaCl, 1 L dH,0'da
¢Ozulip otoklavlanarak hazirlanir)  kullanilarak
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mikroorganizma test slispansiyonu hazirlanir ve 1 ml
kirleticimadde (Temiz kosullarigin 0.3 grsigir albimini
100 ml dilient igerisinde c¢oziilerek hazirlanir ve
filtrasyonu ile sterilize edilir) ile karistirildiktan biyosit
ile karsilastirilir. Belirli temas siiresi (5 dakika veya 60
dakika) sonunda bu karisimdan 1 ml alinir ve Grindn
biyosidal etkisini durdurmak icin 8 ml nétralizor (30.0
gr Tween 80, 30.0 gr saponin, 1.0 gr L- histidin, 3.0 gr
lesitin, 5.0 gr Na,S,03, 1 Ldillient igerisinde hazirlanir)
ve 1 ml sert su (17.5 mL CaCl, + 5 mL MgSQO,, 3300
mL dH,0’da ¢ozillp otoklavlanarak hazirlanir) iceren
bir tlpe konulur ve 5 dakika bekletilir. Notralizasyon
isleminden sonra canli kalan mikroorganizmalar
kiltar (bakteriler icin TSA agar, mantarlar icin MEA
agar kullanilir) ya da membran filtre teknigiyle
saylimaktadir. Ornekte canli kalan organizma sayisi
belirlenerek logaritmik azalma hesaplanir. Ureyen
koloni sayisi (B) test sispansiyondaki (A) organizma
sayisiyla karsilastirihr. ME degeri, onluk azalma
oranlari halinde ME= Log A-Log B formiiline gore
hesaplanir’64),

Test stispansiyonu (1 ml)
+

Kirletici madde (1 ml)

2 4

20+1°C’de 30-50 saniye, 5 veya 60 dakika ‘
— Biyosit ajani (8 ml)
eklenir

20+1°C'de 30-50 saniye, 5 veya 60 dakika ‘

$

Test karigimi (1 ml), nétralizér iceren
(8 ml notralizér ve 1 ml sert su) bir tipe aktarilir

¥

Karigim, 20+1°C’de 5 dakika bekletilir ‘

¥

Test karigimindan 1 ml alip TSA veya
MEA besiyerlerine ekim yapilir

¥

35+1°C’de 24-48 saat inkiibasyondan
sonra koloni sayimi yapilir

Sekil 1. Kantitatif siispansiyon testi prosediiriiniin semasi

Tasiyici testler

Bu testler Robert Koch tarafindan tanimlanan
en eski testlerdir. Bu testlerde, kiiguk, silindirik,
paslanmaz celik, kateter, lam, ipek veya katgt ipligi
gibi taslyici bir madde, bir mikroorganizmanin 48
saatlik sivi kiltlrtine daldirilarak kontamine edilir.
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Test stispansiyonu (9 ml)
+

Kirletici madde (1 ml)

2 2

Karigimdan 0.05 ml alip steril tasiyici (lam,
kateter, vs.) Uzerine inokile edilir

-

inokiile edilen tasiyici ‘

-

inokiile edilen tagtyici 10 ml biyosit - Temas stresi (5, 15,
ajanini igeren bir tpe konulur 30 veya 60 dakika)

-

Taslyicl, nétralizor igeren (10 ml nétralizoér
ve cam boncuk) bir ttpe aktarilir

- 20+1°C’'de 5 dakika
bekletilir

-

Test karigimindan 1 ml TSA veya
MEA besiyerlerine ekim yapilir

4

35+1°C’de 24-48 saat inkiibasyondan
sonra koloni sayimi yapilir

Sekil 2. Kantitatif tagiyici testi prosediriiniin semasi

Taslyici daha sonra kurutulur ve biyosit ile belirli bir
siire temas ettirilir. Taslyici, temas siresi sonunda
sivi besiyerlerine (nutrient broth gibi) konulur.
inkiibasyondan sonra besiyerinde ireme olmamasi
test edilen biyositin etkili oldugunu, Uremenin
olmasi ise etkisiz oldugunu gosterir. Biyositin
test konsantrasyonu ile temas sireleri ¢arpilarak
biyositin  potansiyel aktif konsantrasyon-zaman
iliskisi elde edilir. Tasiyici testlerin bazi sinirlamalari
bulunmaktadir. Bir tasiyici (izerinde kurutulan
organizma sayisinin standardize edilmesi zordur ve
kurutma sirasinda tasiyici lzerindeki organizmanin
canh kalmasi sabit degildir(355),

Kapasite testi

Kapasite testinde, kirli bir alet biyosit iceren bir kaba
yerlestirildiginde veya bir paspas biyosit c¢oOzeltisi
iceren bir kovaya batinldiginda, biyosit ¢ozeltisi
belirli miktarda kir ve mikroorganizma ile kontamine
olur. Artan vyik altinda aktiviteyi sirdirebilme
yetenegi biyositin kapasitesini gosterir. Kapasite
testleri, temizlik ve alet dezenfeksiyonunun pratik
durumlarini simile eder. En iyi bilinen kapasite testi
Kelsey-Sykes testidir®®,

Kelsey-Sykes testi, temiz ve kirli kosullarda etkili
olacak biyosit konsantrasyonlarini belirlemek igin
tasarlanmis GglU bir testtir. Biyosit, test sliresince
mikroorganizma slspansiyonunun ¢ kez Ust
Uste eklenmesiyle test edilir. Testin uygulanmasi

30 dakikadan fazla  sGrmektedir.  Biyositin
konsantrasyonu organik madde (otoklavlanmis
maya hicreleri) eklenerek yari yariya azaltilir ve son
konsantrasyon %0.5’e ayarlanir. Biyosidal Grindn
tlrtine gore test mikroorganizmalari olarak bakteri
veya mantar suslari secilir. Yontem temiz veya kirli
kosullar altinda gercgeklestirilebilir. Biyosit dillisyonlari
temiz kosullar igin sert suda ve kirli kosullar igin maya
siispansiyonunda yapilr. Test organizmasi tek basina
veya maya ile birlikte 0, 10 ve 20 dakika araliklarla
eklenir. Biyosit ve test organizmasinin temas siresi
8 dakikadir. Biyosit, mikroorganizmalari 6ldirme
yetenegi veya eksikligi acisindan degerlendirilir ve
sonug bir katsayi olarak degil basarili veya basarisiz
olarak bildirilir. Kelsey ve Sykes’in kapasite testi,
kullanilacak ajanin dillisyonu igin rehberlik eder. Bu
testin dezavantaji karmasik olmasidir(6369),

Pratik testler

Biyosidal maddenin zaman-konsantrasyon iliskisinin
kantitatif =~ slspansiyon testinde  Olgllmesinin
ardindan gercek yasam kosullarinda pratik testler
gerceklestirilir. Amag, 6nerilen kullanim diliisyonunun
kullanilacagl kosullar altinda hala vyeterli olup
olmadigini dogrulamaktir. Pratik testlerin avantaji,
deneylerin yine laboratuvarda yapilmasi ve saha
testlerine gore daha iyi standardize edilmesidir. En iyi
bilinen pratik testler ylizey dezenfeksiyon testleridir.
Yuzey testleri, segilen biyositin ylizeye yapisan
mikroorganizmalara karsi etkinligini degerlendirir.
Test ylzeyi (lam, PVC parcasi, paslanmaz celikten
bir disk vb.), secilen mikroorganizmanin inokilumu
(Test inokilumu spektrofotometrik olarak da
ayarlanabilir) ile kontamine edilir ve kurutulur (60-
120 dakika boyunca oda sicakliginda veya 37°C’de).
Daha sonra biyosit ¢ozeltisinin belirli bir miktari (100
uL veya 1 mL olabilir) tasiyici Gzerine dagitilir. Yeterli
temas siiresinden sonra (1, 2, 5, 15, 30, 60 dakika)
canl kalan hticre sayisi bir temas plakasi tzerindeki
baski veya durulama teknigi ile belirlenir. Temas
siiresi sonunda tasiyici, steril bir forsepsle alinarak
bir tipe aktarilir ve biyositin etkisinin durdurulmasi
icin Uzerine 9.95 mlL notralizatér eklenir. Koloni
sayisinin belirlenmesi igin yikama sivisindan veya
aletlerin bulundugu kaptan seri diliisyonlar yapilarak
uygun besiyerlerine pasajlanir ve 36+1°C’de 24-48
saat inklbe edilir. Boylece mLdeki koloni olusturan
birim sayisi belirlenir. Canli kalan bakteri sayisinin
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logaritmasi, baslangi¢ test inokilumundaki sayinin
logaritmasindan  c¢ikarilarak logaritmik  azalma
hesaplanir ve bdylece biyositin etkili olup olmadigl
belirlenir(®3 &4,

In-Use Testi

1985’de Maurer biyositlerin  kontaminasyonunu
test etmek igin hastanelerde ve laboratuvarlarda
kullanimi basit bir test tanimlanmistir. 1 ml biyosit
ayni zamanda notralizér iceren 9 ml seyrelticiye
eklenir. Dilte edilmis 6rnekten on damla iki ayri kati
besiyerine ekilir. Biri li¢ glin boyunca 37°C’de digeri
ise yedi glin boyunca oda sicakliginda inkiibe edilir.
Her iki plakta bes veya daha fazla koloni saptanmasi
kontaminasyonu gosterir. Bu testler ¢ok vyararh
olmalarina karsin rutinde kullanilmamaktadir(?.

BET’nin Gelecegi ve Yenilikgi Yaklagimlar

BET’'nin gelecegi daha etkili, ekonomik ve cevre
dostu alternatif  yontemlerin  gelistiriimesine
odaklanmaktadir. Geleneksel testlerin yani sira yeni
biyosit formulasyonlarinin ve Griinlerinin etkinligini
belirlemek icin daha hizli, tekrarlanabilir ve dogruluk
dizeyi ylksek alternatif test yontemleri lzerinde
calismalar devam etmektedir. Ayrica, biyosit
enddstrisinin cevresel etkilerini ve ekosistemleri daha
iyi anlamak icin yenilikgi yaklagimlarin benimsenmesi
onemli bir gelisme olacaktir.

SONUC VE ONERILER

BET ilag gelistirme, tarim ve gida glivenligi, cevre ve
ekoloji alanlarinda katki saglamaktadir. Bu testlerin
sonuglari Griinlerin glivenilirligi ve etkinligi hakkinda
dnemli bilgiler sunar. Ozellikle saglik sektérii ile gida
ve tarim sektorinde siklikla kullanilan bu testlerin
kullanim alanlari her gecen gilin genislemekte ve
teknolojik gelismeler ile birlikte daha etkin bir hal
almaktadir. Bu durum, BET’nin gelecekte daha da
onemli olacagini gostermektedir. Hizli sonug alma
imkani sayesinde gerek tibbi gerekse tarimsal alanda
faaliyet gosteren uzmanlar, zaman kaybetmeden
dogru kararlar alabilir ve miidahalede bulunabilirler.
Bu da hastalarin ve potansiyel zararl organizmalarin
kontrol altina alinmasi igin biiytk bir adim olacaktir.
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BET Uzerinde yapilan arastirmalar ve gelistirme
calismalari da 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu alanda
yapilan her yeni ¢alisma, testlerin dogrulugunu ve
uygulanabilirligini artirmak adina biylk bir firsat
sunmaktadir. Dolayisiyla BET’nin 6nemi anlasildikga,
bu alanda vyapilan arastirma ve gelistirme
faaliyetlerine olan talep de artmaktadir.

Sonug¢ olarak, BET icin kullanilan teknolojilerin
gelistirilmesinde slrekli bir ilerleme yasandig
anlasilmaktadir. Ozellikle nanoteknoloji alanindaki
gelismeler sayesinde BET’nin daha hassas ve glivenilir
sonuclar Uretecegi dusiinilmektedir.  Ornegin
nano-biyositlerin test edilmesi igin kullanilacak
yeni yontemlere odaklanan ¢alismalar yapilmal ve
etkinlikler diizenlenmelidir.
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