





N-ALKIiL DIMETIL BENZIL AMONYUM %40 AKTiF MADDE iCEREN PRON-UP
TiCARI iSIMLI DEZENFEKTANIN BAZI MIKROORGANIZMALARA KARSI
ANTIMIKROBIYAL ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

GIRIS

N-alkil dimetil benzil amonyum kloriir, genis spektrumlu bir kuaterner amonyum bilesigidir.
Kuaterner amonyum bilesikleri hiicre zarlarini pargalayarak, deterjan gérevi goriir ve boylece
kullanilan konsantrasyonlara bagl olarak bakteriyositik etki gosterirler. Bu nedenle N-alkil

dimetil benzil amonyum kloriir, temizlik ve dezenfeksiyon tirlinlerinde aktif bir bilegsen olarak

kullaniimaktadir.

Kuaterner amonyum bilesiklerinin dnemli 6zelliklerinden biri organik madde varhiginda bile
etkilerini gostermeleridir. Ayrica bu bilegenlerin spesifik olmayan etkisi, mikroorganizmalarda
diren¢ gelisimini engellemektedir. Bunun yam sira, bu bilesikler genellikle aerobik kosullar
altinda biyolojik olarak pargalanabilmektedirler. Bu avantajlar1 nedeniyle, kullanim agisindan

siklikla tercih edilirler.
AMAC

Bu ¢alisma, SANIDEZ firmasinin talebi tizerine N-alkil dimetil benzil amonyum aktif maddesi
iceren ticari bir dezenfektanin farkli konsantrasyonlarinin, temiz ve kirli alanlarda ve farkli
temas siirelerinde, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15440, Enterococcus hirae ATCC 8043 ve
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium
ATCC 25923, ve Listeria monocytogenes ATCC 7646 mikroorganizmalar {izerine etkinliginin

belirlenmesi amaciyla planlanmistir.
MATERYAL VE METOD

Ticari olarak graniiller formdaki preparattan, tretici Onerisi dogrultusunda hazirlanan
dezenfektanlar etkinlik testlerinde kullanilmistir. Buna gére 3 farkli dozu belirlenen etken
maddenin bazi mikroorganizmalar iizerine etkisi aragtirllmistir. Bu amagla hazirlanmis 2 gr/1L,
lgr/1L ve 0,5 gr/1L dezenfektan soliisyonu sirasiyla 800 ppm, 400 ppm ve 200 ppm olarak

belirlenen ticari dozlar1 kullanilmagtir.

Mikroorganizmalara karsi bakterisidal etkisinin aragtirilmasinda kantitatif stispansiyon testi
olarak bilinen Avrupa Standardi EN13727:2013 Chemical disinfectants and antiseptics -
Quantitative suspension test for the evaluation of bactericidal activity in the medical area

(Kimyasal dezenfektanlar ve antiseptikler - nicel siispansiyon deneyi - Tibbi alanda
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bakteri 6ldiirme etkinliginin degerlendirilmesi icin - Deney yontemi ve gerekler) gore
uygulama gergeklestirilmistir. Ayrica farkli temas (kontak) siirelerinin etkisinin belirlenmesi

ise German Society for Hygiene and Microbiology Guideline® dan alinan tiipte etkinlik testi

yontemine gore yapilmugtir,

Avrupa Standardi EN13727:2013 Chemical disinfectants and antiseptics - Quantitative

suspension test for the evaluation of bactericidal activity in the medical area
L. Kantitatif Siispansiyon Testi (EN 13727:2013)

1. Standart suslar

Avrupa standardinin onerdigi sekilde, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15440, Enterococcus
hirae ATCC 8043 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 test susu olarak kullanilmustr.
Standarda ek olarak Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 25923 ve
Listeria monocytogenes ATCC 7646 iizerindeki bakterisidal etki de arastirilmistir. Oncelikle
kullanilacak suglar Brain Heart Infusion Broth (BHI)’da canlandirlmis ve test bakterilerinin

etkinlik giicti spesifik agarlar kullamlarak hesaplanmigtir (Tablo 1).

Tablo 1. Kullamlan besi yerleri ve tespit edilen sus gii¢leri

Standart sus Besi yeri Etkinlik giicii
P. aeruginosa Cephaloridine fucidin cetrimide (CFC ) agar | 10° kob/ml
E. hirae Slanetz and Bartley (SB) agar 10° kob/ml
S. aureus Chromogenic S. aureus agar 10° kob/ml
E. coli Chromogenic ECC agar 10” kob/ml
S. Typhimurium Chromogenic Salmonella agar 107 kob/ml
L. monocytogenes Listeria ALOA agar 107 kob/ml

Denemede tiim bakteriler test siispansiyonu ve validasyon stispansiyonu olmak tizere iki farkli

sekilde hazirlanarak kullanilmigtir. Test siispansiyonu, yontemde belirtildigi sekilde hazirlanan
diliient (sulandirict) kullanilarak 10® kob/ml olacak sekilde ayarlanmistir, Validasyon

siispansiyonu ise, test siispansiyonunun diltientle 10° ile 10° oraninda seyreltilmesi ile elde

4 AR

edilmigtir.



2. Kontrol deneyleri

Kontrol deneylerinde, dezenfektan digindaki test kosullarimin letal etkisinin olmadig: tespit
edilmigtir. Ayrica kullanilan nétralizanin toksik etkisinin bulunmadigi ve dezenfektani nétralize

ettigi test edilmistir. (Asagida belirtildigi gekilde kontrol,1,2 ve 3’c gore yapilmustir).

Kontrol 1: 1 ml kirletici madde + 1 ml validasyon siispansiyonu + 8 ml sert su 2 dakika
karigtinilmis, 5 dakika kontak siiresi sonunda iki paralel seklinde Tryptic Soy Agar (TSA)
besiyerine dokme plak yontemiyle ekimi yapilmig ve uygun sartlarda inkiibe edilmistir (37
°C’de 24 saat+24 saat). Sert su ve kirletici maddenin mikroorganizma sayisim azaltmadigi, yani

letal etkisi olmadig1 tespit edilmistir.

Kontrol 2: 1 ml validasyon siispansiyonu + 9 ml nétralizan ile karistirilmus, bu karigim 1072
olacak sekilde diliie edilmis ve 5 dakika kontak siiresi sonunda iki paralel seklinde TSA
besiyerine dokme plak yontemiyle ekimleri yapilmis ve uygun sartlarda inkiibe edilmistir (37
°C’de 24 saat+24 saat). Notralizanin, test edilen mikroorganizmalar {izerine toksik olmadig

tespit edilmistir.

Kontrol 3: Ugiincii agamada ise 1 ml kirletici madde + 1 pl diliient + 8 ml dezenfektan bir tiipte
karigtirilmug, buradan 1 ml alinarak 8 ml nétralizan ile muamele edilmistir. Daha sonra 5 dakika
sonrasinda iizerine 1 ml validasyon siispansiyonu eklenerek, iki paralel seklinde TSA
besiyerine dokme plak yontemiyle ekimleri yapilmig ve uygun sartlarda inkiibe edilmistir (37

°C’de 24 saat+24 saat). Notralizamin, dezenfektani notralize ettigi tespit edilmistir.

3. Test Prosediirii

Etkinlik testi, hem kirletici madde varliginda, hem de temiz ortamda olacak sekilde iki asamada
gergeklestirilmistir. Temiz ortami saglamak igin 0,3 g/l sigir albiimini, kirletici ortam i¢in 3 ml/I
taze koyun eritrositi igeren 3,0 g/l sigir albiimini soliisyonlari standartta belirtildigi sekilde

hazirlanmigtir (Sekil 1).

Test prosediirii, segilen tiim mikroorganizmalarda ve belirlenen 3 farkli konsantrasyondaki
dezenfektanda uygulanmistir (Sekil 2). Tiim denemeler oda sicakhiginda gergeklestirilmistir.
Aragtirmada, 1 ml test siispansiyonu {izerine, 1 ml ortam soliisyonu eklenmistir (yukarida
belirtilen kirli veya temiz ortam soliisyonlar1) 2 dakika karisim siiresinin sonunda 7 ml
dezenfektan eklenerek 5 dakika kontak siiresi beklenmistir. Siire sonunda bu karisimdan 1 ml
alinarak, 8 ml nétralizan ve 1 ml sert su igeren tiipe aktarilmistir. Sonrasinda 10 saniye

nétralizasyon siiresi sonrasi ilk olarak bu karigim tiipiinden 1 ml alinarak iki paralel seklinde

R 2y



TSA besiyerine dskme plak yontemiyle ekimleri yapilmustir. Yine bu tiipten 0,5 ml alinarak 4,5
ml nétralizan igeren ayrn bir tiipe eklenmis ve ikinci diliisyon hazirlanmistir, Bu diliisyondan da
aym gekilde 1 ml alinarak iki paralel seklinde TSA besiyerine dskme plak yéntemiyle ekimler
yapumigtir. Tim ekimler 37 °C’de 48 saat inkiibe edilmigstir. Baglangigtaki koloni sayisiyla
kargilagtirldi@inda, test islemi sonrasi 5 logaritmalk azalma giriilmesi durumunda

dezenfektanin bakterisidal etkili oldugu kabul edilmistir.

Sekil 1. Kirli ve temiz ortam Sekil 2. Test Prosediirii

4. Sonuclar

Sonuglara bakildiginda tiim konsantrasyonlarin, her iki diliisyon ekimlerinin, hem temiz
(Grafik 1 ve 2) hem de kirli ortamda (Grafik 3 ve 4) baslangig diizeyleriyle karsilastirildiginda
5 logaritmadan fazla diisiis sagladig: tespit edilmistir. Calismada oda sicakliginda, 5 dakika
temas siiresinde denemesi yapilan biitiin dezenfektan konsantrasyonlarinin (Tablo 2) hem temiz

hem de kirli ortamda belirlenen mikroorganizmalar tizerine etkili oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 2. Farkh dezenfetan konsantrasyonlarimin temiz ve kirli ortamda belirlenen

mikroorganizmalar iizerine etkisi (log kob/ml)

P. aureginosa E. hirae
Temiz ortam Kirli ortam Temiz ortam Kirli ortam
1.
< < <
200 | dilissyon 1,0 1,0 2,72 2,70 <1,0 <1,0 1,0 <1,0
ppm | 2. <20 <2.,0 2,40 247 | <20 <2,0 <20 2,0
dilisyon
1.
400 dilisyon <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
ppm 2 s 2,0 <2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 <2,0 2,0
ilisyon
1
800 | diliisyon <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1.0
o g & 2.0 2,0 2,0 Q0 | <20 2,0 2,0 2,0
diliisyon
S. Typhimurium L. monocytogenes
Temiz ortam Kirli ortam Temiz ortam Kirli ortam
l.
200 | dilisyon <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 1,38 1,47 <1,0 <1,0
o | 2 2,0 <2,0 2,0 20 | <20 2,0 2.0 2.0
diliisyon
1 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
400 | dilisyon 1,0 <1,0 <10 <1,0
- <2,0 X <2,0 <20 | <20 <20 <20 2.0
diliisyon
i 8 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
800 | diliisyon s =i e e
o <2,0 <20 <20 <20 | <20 <2,0 <20 2,0
dilisyon
E.coli S.aureus
Temiz ortam Kirli ortam Temiz ortam Kirli ortam
1.
200 | dilisyon 2,20 2,26 2,80 2,76 2,10 2,0 1,85 1,90
ppm | 2. 2,32 2,24 2,70 272 2,0 2,15 2,0 2,0
diliisyon
L
400 | diliisyon <1,0 <1,0 2,06 2,0 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
e A .0 .0 211 | 206 | <20 2.0 <20 | <20
diliisyon
1.
< <
800 | dilisyon <1,0 1,0 <]1,0 <1,0 <1,0 <],0 <1,0 1,0
ppa | 2. 2,0 2.0 2.0 20 | <20 <20 <20 | <20
diliisyon

I1. Tiipte Etkinlik Testi (German Society for Hygiene and Microbiology Guideline)

1. Standart Suglarin hazirlanmasi

Test susu olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 15440, Enterococcus hirae ATCC 8043,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium
ATCC 25923 ve Listeria monocytogenes ATCC 7646 kullamlmistir. Kullanilacak suglar BHI
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Broth’da canlandinlmig ve spesifik agarlar kullanilarak suslarin etkinlik giicii hesaplanmustir.

Kullanilan besi yerleri ve tespit edilen sug giigleri Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. Kullanilan besi yerleri ve tespit edilen sus gii¢leri

Standart sus Besi yeri Etkinlik giicii
P. aeruginosa Cephaloridine fucidin cetrimide (CFC ) agar | 10 kob/ml
E. hirae Slanetz and Bartley (SB) agar 107 kob/ml
S.aureus Chromogenic S. aureus agar 10° kob/ml
E.coli Chromogenic ECC agar 10° kob/ml
S. Typhimurium | Chromogenic Salmonella agar 10 kob/ml

| L. monocytogenes | Listeria ALOA agar 10? kob/ml

Her bir sugun 10° ve 10° kob/ml olacak sekilde iki diliisyonu hazirlanmustir.

2. Dezenfektanlarin hazirlanmasi

Ticari olarak graniiller formda gelen dezenfektanlardan, tiretici firmanin énerisi dogrultusunda
800 ppm, 400 ppm ve 200 ppm olarak 3 farkli konsantrasyonda hazirlanmistir. Her

konsantrasyondan tiiplere 9’ar ml olacak sekilde paylastirilmistir.
3. Mikroorganizmalarin inokiilasyonu

Dezenfektan bulunan tiipler igerisine 10° ve 10° oraninda taze suslardan 1’er ml inokule
edilmigtir. Inokulasyon sonras: tiipler 1 dakika, 5 dakika, 30 dakika ve 1 saat temas siiresi

boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
4. Mikrobiyolojik analizler

Bekleme siireleri sonunda her bir karigimdan 0.03 ml (bir damla) 10 ml nétralizan broth
igerisine ilave edilmis ve 37° C de 48 saat bekletilmistir. Mordan sariya déniisen tiipler pozitif

(+), rengi degismeyen tiipler negatif (-) olarak kabul edilmistir.

5. Kontrol Gruplar

Kontrol gruplar da ¢aligma 6rnekleri ile birlikte inkiibasyona kaldirilmistir. Brothun ¢alistigin
gozlemleyebilmek icin igerisine saf kiiltiir konulan tiip Kontrol Grubu 1, brothun kontamine
olmadigini tespit edebilmek i¢in igerisine higbir sey katilmams tiip Kontrol Grubu 2 ve

dezenfektanin kontamine olmadigim anlamak igin sadece dezenfektan damlatilan tiip Kontrol
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Grubu 3 olarak degerlendirilmistir.



Sekil 5. Pozitif ve negatif kontrol érnekleri

6. Sonuclar

Tiipte etkinlik testinde kontrol grubundaki tiremelerle kargilastirildiginda, tiim diltisyonlarin,
secilen temas siireleri boyunca denemesi yapilan 10° ve 10° diizeyindeki mikroorganizmalara

etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 4). Calisma sonuglar1 Tablo 4 ve 5’te goriilmektedir.

Tablo 4. Segilen temas siirelerinin 10° kob/ml diizeyindeki mikroorganizmalara etkisi

1 dakika | 5 dakika | 30 dakika | 1 saat
200 ppm - - - 2
400 ppm - = 5 %
800 ppm - - 5 -
200 ppm - - - -
400 ppm - - . H
800 ppm - - % .
200 ppm - - 2 &
400 ppm - - - :
800 ppm - - . a
200 ppm - - " &
400 ppm - - - .
800 ppm - - % Y
200 ppm - - . -
400 ppm - - . »
800 ppm - . « B
200 ppm - - “ “
L. monocytogenes 400 ppm - - 3 3
800 ppm - - - .

P. aureginosa

E. hirae

E.coli

S.aureus

S. Typhimurium




Tablo 5. Segilen temas siirelerinin 10° kob/ml diizeyindeki mikroorganizmalara etkisi

1 dakika | 5 dakika | 30 dakika 1 saat
200 ppm - - - -

P. aureginosa 400 ppm = e : s

800 ppm - - - -
200 ppm i % - .
400 ppm - - - -
800 ppm - - - -
200 ppm - - - -
400 ppm - - - -
800 ppm - - - -

E. hirae

E.coli

200 ppm - - - -
S.aureus

400 ppm - - - -
800 ppm - - < 5

200 ppm - - - -
400 ppm - - - -
800 ppm - - - -
200 ppm - - - -
400 ppm - - - -
800 ppm - - - E -

S. Typhimurium

L. monocytogenes

Sekil 4. Inkiibasyon sonrasi negatif tespit edilen tiipler

SONUC

Sonug olarak yapilan bakterisidal etkinin incelenmesinde kantitatif siispansiyon testi i¢in
Avrupa Standardi EN13727:2013%¢ (Chemical disinfectants and antiseptics - Quantitative
suspension test for the evaluation of bactericidal activity in the medical area) gore ve farkli
kontak siirelerinin etkisi German Society for Hygiene and Microbiology Guideline’dan alinan

tiipte etkinlik testi yontemine gore: N-alkil dimetil benzil amonyum aktif maddesi i¢eren Pron-
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