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sporicidal and fungicidal efficacy by the 5-5-5 test.

Purpose of the test

The purpose of the test is to verify the sporicidal and fungicidal efficacy of

a product in an reliable in vitro l~oratory test. This laboratory evaluation

gives no insight into the efficacy of the product under practical conditions.

Principle

Suspensions of microorganisms are taken up in a solution of the product at its

concentration of use. The fraction of surviving organisms is dete~ined after

5 minutes of action at room temperature.

Test organisms

Suspensions of Bacillus cereus ATCC 9634 spores and Clostridium sporogenes ATCC

19404 spores. are used tO measure the epOricidal efficacY Of the produCt.

A suspension of Candida albicans ATCC 10231 is used to test the fungicidal

act ion of the product.

Cultivation of the test strains

Bacillus cereus was grown for 24 hOurs at 32~2°C on tryptone-soya agar in Petri

dishes. A subculture was then prepared in tryptone-soya broth at 32~2°c for 48

hours . This suspension was heated in a water-bath at 80°C for one minute to

obtain a spore suspension. This suspension was counted by dilution in Petri

dishes.
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Clostridium eporogenes was cultivated anaerobically for 24 hours at 32~2°C

on tryptone-soya agar in Petri dishes. A subculture was then prepared in

tryptone-soya broth at 32~2°C for 48 hours. In order to obtain a spore

suspension, this culture was heated in a water bath ar 65°C for one minute.

This suspension was counted by dilution in Petri. dishes.

candida albicans was cultivated for 24 hours at 32L20C on malt extract agar in

Petri dishes. A subculture was prepared in malt

This suspension was counted by dilution in Petri

The test

extract broth for 48 hours.

dishes.

The product VIAKON-S was tested at a concentration of 1% (v/v). It was diluted

with O.9% saline. Three 1OO-HI1Erlenmeyer flasks were filled with 24 ml of the

test solution and 3 others were filled with 24 ml of O.9% saline. All flasks

were placed in a water bath at 20 ~ 1°C. Similar amounts of bacterial

suspension (see

flasks for each

was transferred

After 5 minutes

pipetted into a

above ) and bovine serum albumin solution were mixed in other

test strain. After mixing, 1 ml of each of these preparations

to a flask with, disinfectant and a flask without ~isinfectant.

of action, 1 ml of liquid was taken from each flask and

Petri dish with 9 ml of inactivation solution at a temperature

of 20 ~ 1°C, and mixed well. After 5 minutes, enough of the contents was taken

so that, after dilution with physiological saline, 1 ml produced not more than

200 and, if possible, not less than 20 colonies. These dilutions were plated

out on at least 3 Petri dishes.

The cultivation medium was tryptone-soya agar in the case of Bacillus cereus
,

and Clostridium s~rogenes, and malt extract agar for Candida albicans. The

plates were incubated for 48 hours at 32 ~ 2°C (under anaerobic conditions for

clostridim sporogenes ).

Verif ication

The fol lawing test was perfomed

concentrations of disinfectant.

to verify the sbsence of effective residual

The test was performed as described above but

with physiological saline instead of disinfectant. After 5 minutes of action,

I ml of liguid was pipetted frOm each flask intO a petri dish with 9 ml of

inactivating medium, after which 1 ml Of the tested cOncentratiOn of disinfect-

ant in physiological saline was added.
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The number of

concentration

colonies on plates for counting

of disinfectant may not be more

any still effective residual

than a factor of 2 less than

number of colonies on identical plates counted without the action of the

product.

Results

the

Microbial Test with Test with Verif icat ion

count of the physiolog- disinfect-
suspension ical saline ant

Candida albicans 7.7 x lo7/ml 7.3 x lo71ml o 6.5 x 107/ml

Bacillus cereus 1.67x 106/ml 6.0’X 105/ml o I.os x 106/ml

Clostridium sporogenes 6.05x 106/ml 2.9 X 107/ml o 2.78 X 107/ml

,,
,!.’

The microbicidal

according to the

effect after 5 minutes of action at 200c was calculated

following formula:

20
,Ks = log NC - log Nd

5

where: Nc = number of colony-forming units per ml of liguid after action of

the test product

Nd = ntier
of the

of colony -foming units per ml of liguid without action
test product

20
m must be at least 5.

5

CONCLUS ION

According to the 5-5-5 teSt, the product VIXON-S at a concentration of 1%

(v/v) is active against Candida albicans ATCC 10231, spores of Bacillus cereus

ATCC 9634 and spOres of clostridi~ sPorogenes ATCC 19404 after 5 minutes of

contact at room temperature.

J. Scouvart

Pharmacist
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kYALYSE VERSIAG

Eepaling van de sporic{de en fungicide werkzaamheid door
., de5-5-5 test.

,.,

DoeI c,.gn het onderzoek :. . ..—. .-—-—

Ret doel van h~t onderzoek is am, door een in vitro aenvoudige
]akoraco:iurn proef, de s.coricide nn f!,]ngl’c ide !iorkz~~,nhoid p.dn
eea prcd!lkt t? vecifi<rec.
Deze la!,or~torium eveluatie geeft geen oordeel aver de
eff.?,:tl”;vitel”t vat~ de preparn8t onribr pr.~kt ]“]”ksonstandi”ghedan.

Pr!nc~ :.—.. ..

Suspensies van microorganlsmen worden aan een oplossing met de
gebrulkelijke concentrate van het produkt toegevoegd.
Na S minuten inwerkingsttjd bij kamertemperatuur wordt de Fractie
overle,, ende organ i;men bepaald.

Toetorganismen :—. ..—

Om de sporiclde werkzaamheld van het produkt te bepalen werden
suspensies van ‘sporen van Bach Ius cereus ATCC 9634 en van
Clostrldlum sporogenes ATCC 19404 gebrulk.t.
Om de fungicide werking van het produkt te testen werd een
s~lspensie Candida albicans ATCC 10231 gebru(kt,
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Kw~ken van de toetsstammen:_. — ....——-----. —
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6acillu5 cereu$ wordt gedurende 24 U in Petri schalen met
Trypt.oce-soja agar btj 32 +/- 2’C gekweekt.
Een subcultuur wordt dan gemaakt in Tryptone sOja bouf 1Ion blj 32
+/- ?°C. gprillr~nde’48 U.
!!cj,? ~,:::,:,::,!:i.. ,.,f:,.:,1: {,-,~~!; !,,,.,t,?,..~;:,:;+..?1...::.:!~c ,:.+,<:.}!.;,!.:!,:~ :,{;.,!,;,::

.,.Y.darl.:2sr l~<!lspore rlsusp~:lsie te verkrijgen,,..$......,-.

I Het kiemgetal van. deze suspensie wordt door verdunnlngen {n Petri
,: schaler, bepaald.

@

@

Clostridfum sporogenes wordt gedurende 24 U. in Petri schalen met
Tryptone-soja agar fn anaerobiose bij 32 +/- 2“C; gekwee2t.
Een subcultuur wordt dan gemaakt in Tryptone-soja bouillon bij 32

‘/- 2°C. gedurende 48 U.

Cm een sporensuspensie te verkrijgen {s deze cultuur gedurende 1
.minuut bij 6SCC. in een waterbad opgewarmd,

..,..’ “ Het kiengetal van cleze suspensie wordt door verdunnlngen in Petri
schalen bepaald.

Candfda albicans wordt gedurende 24 U in Petri schalen met Malt
Extract age,r bij 32 +/- 2“C. gekweekt.
Een subcultuur wordt gedurende 48 U in Malt Ex>ra:t boufllon
gemaakt.
Met ki~r,gatal van deze suspensie wordt door verdunningen in Petri
schalec tzepaald.

Proef :—.

Het proc!utt VI RKON-S wordt blj een concentrate van 1 % (v/v)
getest. Het wordt met een 0,9 % natrium chlorfde oplossfng
Verd”nd.

3 100 ml- erlenmeyer kolfjes worden met 24 ml van de te testen
oplossfng gevuld. 3 andere kolfjes werden met 24 ml 0,9 % NaCl
oplossing gs~uld.
Al le kol fjes word~n in een schudwaterbad vfin 20 +/- l°C geplaats.
Voor elk toetsstam brengt men in een kolfje gel fjke hoeveelheden
bacterie suspensie (zie hierboven) en bovine album{ne oplosslng,
Na het mengen vail deze preparaat wordt 1 ml ervan aan een kolfje
met deslnfectans zowel als aan een kolfje zonder desinfectans
toegevoegd,
Na e~n Inwerkingstfjd van 5 mlnuten wordt u{t elk kolfje 1 ml
vloeistof geplpetteerd in een cultuurbuisje met 9 ml
inactive rings -vloelstof met een tempera tuur van 20° +/- 1°C en
hierm~e goed gemengd.
Na 5 m!nuten worden ult de Inhoud zonodlg, dus - danlge
verdunningen bereld met fyslologische zoutoplosslng dat per 1 ml
niet mee. dan 200 en ZO mogelijk niet mfnder dan 20 kolonies
wor<en verkregen,
Me: deze verdunning~n werden tenmlnste 3 Petri schalen per

!

1

v~rdunning bere id. ,,, ,,$~j

-1
,%jj
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Voor Bactllus cereus en.Clostrfdium sporogenes wordt
gemaak~ van TrYP~ofle-soJa a9ar als voedlngsbodem.
voor candtda alblcans oebrufkt men Malt extract agar

@

.@

g?bruik

De platen worden 48 U blj 32 +/- 2°C. (fn anaerobjose Voor
Clcstridi,Jm sporogenes) bebroed.

. .:

Ver{flcatle: ,——

.;C,.:,,,.,,!.......d.i.~ .,.
~.’~:l;,? <~i c,4t:L l,~:;? .C; ,,,.: :-: fi,:,L ,;/,,:,::; ,g

restcoficentraties de$infectans wordt de navolgende test uitgevoerd.
Ce test is uitgevoerd zoals hierboven beschreven maar met
fysiologlsche oplossing in plaats van desfnfectans,
}Ia e?n iowerkingstfjd van 5 minuten wordt uit elk kolfje 1 ml ,:
vloe{stof word: gegipetteerd in een cult.uurbu{~j~ met g ml

,.

inactive rings vloeistof waaraan onmiddelijk voordien 1 ml van de ~~
\

oqdsrzochte concentrate van het desfnfectans in fysiologische !
oplossin; is toegevoegd. 1
Het aantal koloniej Op de telplaten van d? bePalfn9 van no~ ~

werkzame restconcentratfes desinfectans mag niet meer aan een
factor z kleiner zijn dan het aantal ~olonies Op overeenkornstige

,,. ”
::

telpl aten van de waarde bepaling zonder inwerking van het

Candida
alblca~$

Bacillus
cereus

Clostric!iu
sporogenes

Kiemgetai Proef met Proef met
V?CI ds fysiolog. de$infectac~

suspensie oplossing

.—

7,7. 107/ml 7,3.107/ml

!,67. lfJ6/mi 6,o. ]05/ml

5,05. 106/ml 2,9. 107/ml

o

0

0

.

Verificatie

6,5.107/ml

1,08. 106/ml

2,7 E.107/ml

Net kiemdodend effect na 5 minuten inwerking bij 20°C. wordt
volgens de volgende. formula berekend :

~; 20 = Log Nc - log Nd
5

N(! = aantal kolonievormeerde eenheden
oa inwerking van het preparaat.

Iwaar NC = aantll kolonlevormeerde eenheden per ml van vloelstof ‘.’
zooder {nwerk{ng van het preparaat.

per ml van d~ vloe!stof’;~:
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