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OZET

ONCU, N.A. (2018). Yeni gelistirilen dogal kaynakli bir sterilizasyon biyolojik
indikatoriiniin gecerli kilma caligmasinin yapilmasit ve performansinin ticari kitlerle
karsilastirilmasi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Besin
Hijyeni ve Teknolojisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 21046

Calismada, dogal jeotermal kaynaklardan izole edilen Geobacillus stearothermophilus
izolat1 kullanilarak biyolojik indikator gelistirme c¢alismalar1 yapildi. Bu amagla
calisgmada  kullanilacak ~ Geobacillus  stearothermophilus’nin  izolasyon  ve
identifikasyonunu gergeklestirildi , izole edilen bakterinin stok suslar1 hazirlanarak spor
tiretimi gergeklestirildi. Daha sonra biyolojik indikator test ornekleri hazirlanip 1s1
direng performans g¢alismalari tamamlanip, ek olarak gelistirilen biyolojik indikator
sonuclar ile ticari kit arasindaki “D degeri”, “Z degeri” ve Canlilik/6lim calismasi
uyumu degerlendirildi.

Uretmis oldugumuz biyolojik indikatdrlere ait ii¢ ayr1 parti icin (Parti No: I, 11, I1I)
D121 ¢ degeri sirasiyla 2,35, 2,07 ve 3,60 dakika olarak tespit edildi; FDA ve 1SO
11138-2 2017 standartlarma gére G. stearothermophilus iceren buharli 1s1 biyolojik
indikatorler i¢in belirlenen Dip; ¢ >1,5 dakikanin {izerinde oldugu i¢in kabul edilen
degerlerde bulundu. Calismada firetilmis olan {i¢ ayr1 parti biyolojik indikatoriin (Parti
No: I, I, ), “Z deger”leri sirasiyla 5,98; 6,01; 7,91 olarak belirlendi. Degerler
standartlarda istenen “Z degeri” ile uyumlu bulundu (> 6 C). Elde edilen bulgular
dogrultusunda ticari kitle karsilastirildiginda, iiretilen biyolojik indikatorlerin benzer

sonuclara sahip oldugu ve kullanilabilirligi ispatlandi.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik indikator, Geobacillus stearothermophilus, Buharli

sterilizasyon, spor.
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ABSTRACT

ONCU, N.A. (2018). A newly developed natural-source biological indicator is validated
for use steam sterilization cyles and the performance is compared with commercial kits.
Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate Studies. Besin Hijyeni ve
Teknolojisi ABD. Phd Thesis. istanbul

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No: 21046

The aim of this study; is to investigate and validate new developed biological indicator
containing the thermophilic bacteria Geobacillus stearothermophilus which was
originally identified and characterized form various hot springs in Turkey. Additionally
the performance of this biological indicator will be compared with commercial imported
kits. In accordance with this purpose; initially, the bacteria were isolated, then
reproduction of stock cultures and spore production of the bacteria were performed.
Then by biological indicator test samples were prepared, heat resistance performance
studies were completed. In addition, the compliance between the results of the
biological indicator and the commercial kit was evaluated.

In our study, the D1y ¢ values for three batches (Batch no: I, I, 111) ranged from as
2,35, 2,07 and 3,60 min respectively. For steam sterilization biological indicator, a
minumum Dy;c value of 1,5 min is recommended by FDA and 1SO 11138-2 2017 and
our experimental data indicated that the three “D values” are acceptable according to
these standards. It is also stated that the calculated “Z values” should be > 6 C. Z values
for three batches (Batch no: I, II, I1lIl) ranged from as 5,98; 6,01; and 7,91 min
respectively. These values are also accepted values according to these standards. As a
result, the results of our study have shown that the performance of our batch results is

comparable to that of commercial imported Kits.

Key Words: Biological indicator, Geobacillus stearothermophilus, Moist heat

Sterilization, spore.



1. GIRIS VE AMAC

Sterilizasyon, direngli bakteri sporlar1 da dahil olmak iizere mikroorganizmalarin
tiim canli formlarinin ortadan kaldirilmasi islemi olarak tanimlanir. Pratikte ise, kabul
edilebilir “sterilite giivence diizeyini” (SGD/SAL) saglayacak olclide ortamin
mikroorganizmalardan arindirilmasi seklinde ifade edilmektedir (Boyd ve Hoeri 1995).
Sterilizasyon islemi hangi yontemle yapilirsa yapilsin, uygulanan sterilizasyon igleminin
gercekten etkin olup olmadiginin kontroliiniin yapilmasi1 gereklidir. Sterilizasyon
kontrolii, her sterilizasyon ceviriminde, gecerliligi test etmek amaciyla kimyasal ve
biyolojik indikatérler kullanilarak yapilir. Indikatorler sterilizasyon cevriminde elde
edilmek istenen kosullarm saglanmis oldugunu belirlemeye yarar (Ozinel 2002).

Biyolojik indikatorler sterilizasyon ceviriminde elde edilmek istenen kosullarin
saglanmis oldugunu belirlemeye yarar, malzemenin steril oldugunu kanitlamaya
yardimci olur. Buharli sterilizatorler i¢in biyolojik indikatorler hazirlanirken 1siya karsi
dayamikl1 olarak bilinen bakteri sporlari kullanilir. Ozellikle saglik hizmetlerinde nemli
konulardan biri olan, steril tiriinlerin iiretimindeki performansin kontroliiniin saglanmasi
amaciyla biyolojik indikatorlerin kullanimi ¢ok eski yillara dayanmaktadir.

Hastane infeksiyonlarinin kontrol altina alinmasinda alet ve malzemelerin
standartlara uygun steril edilmesi ve islem basamaklarinin dogru yapildigindan emin
olunmasi 6nemli rol oynamaktadir. Amerika Birlesik Devleti’nin yaymladig:1 rapora
gore hastane kaynakli yilda iki milyon infeksiyon goriilmekte ve bu durum yilda 4,5
milyar dolar ek maliyete neden olmaktadir (Jarvis 2007).

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sterilizasyonun amaci; besiyerleri, diger
igerikler, cam/plastik malzemeler, su, pamuk vb. materyallerden gelebilecek
mikroorganizmalarin tiimiinii 6ldiirmektir. Etkin bir sterilizasyon saglanmazsa ise
caligmalarda yalanci pozitif sonuglar alinabilir. Bu nedenle besiyeri igerisinde
bulunabilecek tiim mikroorganizmalar1 Oldiirecek fakat besiyerine de en az zarar
verecek bir 1si1l islem normunun secilmesi gereklidir. Genellikle mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kullanilan sicaklik 121 C’de 15-20 dakikadir (Halkman 2005).

Bunun yami sira gida sanayinde de sterilizasyon, dezenfeksiyon ve yeni

dekontaminasyon tekniklerinin etkinliginin belirlenmesinde biyolojik indikatorler



yaygin olarak kullanilmaktadir. Konserve gida sanayinde gida Kkalitelerinin
korunabilmesi ve besin degerlerinin kayiplariin minumuna indirilmesi ig¢in farkli
sicakliklarda ve stirelerde sterilizasyon islemleri yapilmaktadir. Mikroorganizmalarin
1stya  karst  direnglerinde; vejetatif hiicre veya spor durumunda olmalari,
mikroorganizma yiikleri, ortamin pH degeri ve bilesimi gibi bir ¢ok faktoriin etkisi
bulunmaktadir.

Bu calismada kullanilan Geobacillus stearothermophilus bakterisinin dogal
ortamindan izolasyonu i¢in, rastlanma olasilig1 daha yiiksek olan jeotermal alanlardan
ornekleme yapilmistir. Bunun i¢in, Tiirkiye’nin farkli jeotermal tesislerinden su ve
camur Ornekleri toplanarak termofilik bakteri izolasyonuna tabi tutulmus ve izolatlar
morfolojik ve biyokimyasal yontemler kullanilarak tanimlanmistir. Toplam 16 jeotermal
ornekten 18 adet izolat elde edilmis ve tanimlamalari sonucunda iglerinden
Armutluk’dan alinan ¢amur 6rneginde G. stearothermophilus varligi belirlenmistir.
Daha sonra izole edilen bu G. stearothermophilus izolat1 kullanilarak biyolojik indikator
gelistirilme c¢alismalar1 yapilmistir. Gergeklestirilen calismada bu izolat ile iiretilen
sterilizasyon indikatoriiniin gecerli kilma ¢alismalar1 yapilmastir.

Gilintimiizde, sterilizasyon etkinliginde kullanilan biyolojik indiktorlerin
tilkemizde iiretimi olmay1p yurtdigindan ithal edilmektedirler. Bu ¢aligma ile, ilkemizde
yurtdisindan ithal edilen ve ticarilesme kapasitesi yliksek bir iiriin olan
biyoindikatorlerin iiretilmesi ile yurtdist bagimliliginin azaltilmas: ve iilkemiz ig¢in

katma deger yaratilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Termofilik Bakteriler

Termofilik bakteriler; pek c¢ok canli grubunun yasayabilmesinin imkansiz
oldugu sicakliklarda bile yasamlarmi siirdiirebilmeleri nedeniyle yogun ilgi duyulan

aragtirma alanlarindan biri olmustur (Baker ve ark. 2001).

Termofil bakteriler genellikle sicak su kaynaklar1 ve jeotermal alanlardan izole
edilirler. Termofil olmalarina ragmen mezofil cevrelerde de bulunabilirler. Bu
gevrelerin yani sira topraktan, giibreden, lagim aritma sistemlerinden, nehir ve
gollerden, hava kontaminantlarindan ve konservelerden de izole edilebilirler

(Kristjansson 1991).

Diinya’da ve Tirkiye’de yapilan galismalar, termofilik bakteri izolasyonunun
daha c¢ok sicak su kaynaklar1 gibi g¢esitli jeotermal alanlardan yapildigim
gostermektedir. Termofil bakteriler yiiksek sicakliklarda biiyliyen organizmalar olup
gelisme sicakliklarma gore termofiller 35-70 C, ekstrem termofiller 55-85 T,
hipertermofiller 75-113 ‘C olmak {izere ii¢ farkli grupta degerlendirilmektedir (Baker ve
ark. 2001; Nazina ve ark. 2001).

Ayn1 zamanda yapilan bir baska calismada, Kuzey Irlanda’da Eyjafjordur
bolgesindeki deniz tabaninda bulunan biiyiik deniz dibi sicak su konik kaynaklarindan
elde edilen izolatlarin fizyolojik oOzelliklerinin tamamiyla kaynak suyu habitatinin
indikatorii oldugu saptanmig olan bu canlilarin yeraltindan taginabileceginin miimkiin
oldugu bildirilmistir (Marteinsson ve ark. 1999). Jeotermal kaynaklar agisindan olduk¢a
zengin olan lilkemizde resmi kayitlara alinmis 140 adet jeotermal saha bulunmaktadir.
Ulkemiz termal kaynaklar bakimindan olduk¢a zengin olmasina ragmen, bu kaynaklarin
mikrobiyal 0Ozellikleri ve biyoteknolojik Oneme sahip termofilik mikroorganizma
profilleri acisindan c¢ok az c¢alisma bulunmaktadir. Oysaki termal kaynaklarin
mikrobiyal o6zelliklerinin ortaya konmasi ve termofil bakterilerin 6zelliklerinin

incelenmesi endiistriyel agidan bilyiikk 6nem tagimaktadir (Akkaya ve Kivang 2008).



2.1.1. Geobacillus stearothermophilus ve genel ozellikleri

G. stearothermophilus kalin bir hiicre duvari ve ig hiicre zar1 ile karakterize olan
cubuk seklinde gram pozitif bir bakteridir. Sicak su kaynaklarinda, okyanus diplerinde
ve toprak gibi alanlarda yaygin olarak bulunan G. stearothermophilus endospor
olusturabilen, yiiksek direncli ve optimal olarak 55C ve 65C’de ilireme goOsteren
termofilik bir bakteridir (Nazina ve ark.2001).

G. stearothermophilus’un en dnemli 6zellikleri, anaerobik kosullarda gelismesi,
nisasta ve jelatini hidrolizlemesi, sitratt kullanamamasi ve % 3 NaCl’a tolerans
gosterebilmesidir. G. stearothermophilus 'un biyokimyasal oOzellikleri Tablo 2-1’de
ayrintili olarak gosterilmistir (Akkaya ve Kivang 2008).

2001 yilinda, Nazina ve arkadaglari, 16S RNA gen sekanslama analizi yaparak
yeni 6 adet Geobacillus tirti (B.stearothermophilus, B.thermodenitrificans,
B.thermoglucosidasius, B.thermoleovorans, B.kaustophilus ve B.thermocatenulatus)
ortaya koymuslardir (Nazina ve ark. 2001). Geobacillus bakteri suslar1 50C veya 60C
sicaklikta genellikle Trypticase Soy Agar (TSA) besiyerinde 18-24 saat inkiibe edilerek
gelisebilir. Kat1 besiyerine 5 mg MnSO, " eklenmesi, sporlanmanin desteklenmesini
saglar (Coorevits ve ark. 2012). Bakterinin spor 6ziitii (10-25% su igeren) sicakliga ve
kimyasallara kars1 ¢cok direnglidir (Zhang ve ark. 2006). Sporun dis kismi gevsek
capraz sekilde peptidoglikandan olusmustur ve bu ozellik su tutmayir engeller ve

kimyasallara kars1 gecisim engeli olusturur (Ornegin: lizozom) (Zhang ve ark.2006)



Tablo 2-1: Termofilik Basillerin Biyokimyasal Ozellikleri(+): Pozitif(-): Negatif, W: zayif

iireme (Akkaya ve Kivang 2008)

z 3 @ 2 » 0 S b= = %
5 3 5 s £ ¥z 2 2 § = £ ¢
e, L8, £ & % 5 T £ % 35 8: :
©£% @32 & 9% ©3 £ £ £ g % EE § 9
= £ o £ £ 3] © S 8 g 5] < =
- £ 2 = 8 § & = =5 4 3
Hareket + + - +
C min. 45 42 30 37 54 35 37-45 34 30
C opt.C max 50-76 61-6367-69 60-6570 5570 55-6570 55-7078 70-72 45-4858 6570
%3 NaCl + - + + + - - - + + R
%5 NaCl - - + w - R + R
%7 NaCl - - + -
%10 NaCl - - + - -
PH 7,3-8,7 8-9 8-9 6,2-7,5 5,5-9
MR - w w - - -
Acetoin - - - - = - - = R - R +
Katalaz - + + + + £ - - + - R +
Oksidaz - + + + + + + + + + +
indol - by = - - - ¥ . . _ _
Nisasta + + w - +a R R + + - + + +
Kazein W + - o +a + + + + + - +
Jelatin + - - - + + + + - - + R
Tributyrin + - +
Aesculin - + d - - b
Ure + - + _
Sitrat - +/- - + + + + ¥ R R
NO3-NO, + + - - + + + + + - -
NO;-N, - - - - - - - - + +
H,S + - - - - _ -
Na NO;B. - - - - - - + - + R
Anarb. B. + - - w w w w + + +
Glikoz + + + - +a + + + w + + + +
Fruktoz + + + - +a + w w + ¥ + +
Sakkaroz + + + - +a + + + - + + +
Maltoz + + d - +a + + w w + + + +
Trehaloz + + - - +a - + + w + + +
Rhamnoz - + - - +a - - - - - +/- +
Laktoz - - - - - - - - R -
Cellobioz + - - +a +
Galaktoz w - - - +a - - - - + - +
Arabinoz - - - - - - - - - - + w
Mannoz + + - - + + + w w - +
Riboz - - +a + +
Ksiloz - - - - - - - + R +
Dekstrin + + + + + + + w
Gliserol + + + + w - + w +
Salisin - + - - - w w -
Adonitol - - - - - - R -
Mannitol - + +a w + w - + + +
Dulsitol - - - - - - R -
Erithritol - - - - - - R -
Glikojen + - - R + -
Sorbitol - + - R R - R - +
Rafinoz + w w R - R
Nisasta + + - N + w _ +
inositol - - - - - _ +

inulin - - - - - - - -




2.1.2. Izolasyon ve Identifikasyon Yéntemleri

Termofilik olan bakterinin izolasyonu LB (Luria Bertani) Agar (1% tripton, 1%
NaCl, 0,5% maya ekstrakti, %1,5 agar) iceren petrilerde yapilir. Ornegin 100
mikrolitresi besiyeri lizerine dokiiliir ve 60° C’de inkiibasyona birakilir; ayn1 6zellikteki
ornek LB besiyeri iceren siselere inokiile edilerek genis kapsamlar1 termofiller izole

edilebilir (Geldreich ve ark. 1958; Narayan ve ark. 2008).

Morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyon ig¢in, gram boyama, koloni
morfolojisi, hareketlilik testi, oksidasyon fermentasyon testleri ve QTS-20 Testleri
kullanilir (Wiegel ve Ljungdahl 1981).

Molekiiler karakterizasyon ig¢in, DNA izolasyonunda Kronstad ve ark.’nin
uyguladigr protokol kullanilir (Kronstad ve ark.1983). 16S rDNA, 9F ve 1510R
tiniversal primerleri sekanslama ile PCR kullanilarak gergeklestirilir (Thompson ve
ark.1994).



2.2. Sterilizasyon

Mikroorganizmalar tiim canlilar gibi uygun ortam bulduklarinda beslenerek
cogalir. Sterilizasyon ise, tiim bu yasayan mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi veya
yok edilmesi i¢in kullanilan bir terimdir. AAIM (Association for Advancement of
Medical Instrumentation) tarafindan sterilizasyon, ‘“kabul edilebilir sterilite glivence
diizeyini saglayacak Ol¢iide ortamin mikroorganizmalardan arindirilmasi” olarak
tanimlamistir (Gilinaydin ve ark. 2008). Benzer olarak, yaygm kullanimi ile
sterilizasyon; herhangi bir maddenin veya cismin iizerinde bulunan, sporlarin da dahil
olmak iizere tiim mikroorganizmalarin yok edilmesi islemidir (Arikan 1997). Bunun
icin fiziksel (1s1, radyasyon, filtrasyon) veya kimyasal (gaz, plazma veya s1vi kimyasal)
yontemler kullanilir. Sterilizasyon i¢in hedef, islem sonrasinda tek bir canli
mikroorganizma kalma olasiliginin <10° olmasidir (DAS 2008). Diger bir ifadeyle
sterilizasyonun saglanamama olasilifinin bir milyon islemde birden daha diisiik
olmalidir. Bu beklenti “Sterilite Giivence Diizeyi” (SGD) olarak tanimlanir (Gilinaydin

ve ark. 2008).

Dezenfeksiyon ise, patojen mikroorganizmalar1 tamamen veya kismen elimine
ederek hastalik yapmayacak bir diizeye indirme islemleridir. Dezenfeksiyonun etkinligi
genel olarak sporsuz mikroorganizmalar1 kapsar. Dezenfeksiyon, ortamdaki mevcut
mikroorganizma popiilasyonundaki azalmadan, sterilizasyona kadar degisebilen bir
aktivite gosterebilir. Ancak sterilizasyonda oldugu gibi tam bir standardizasyon ve rutin

islem kontrolleri s6z konusu degildir (Samast1 2007).

2.2.1. Sterilizasyon Yontemleri
Sterilizasyon yontemleri temel olarak fiziksel ve kimyasal yontemler olarak
ikiye ayrilmaktadir (Remington ve Gennaro 2000). Sterilizasyon yontemleri Sekil 2-1

’de ayrintilandirilmstir.



Sekil 2-1: Sterilizasyon Yontemleri
Sterilizasyon
yontemleri
Fiziksel Kimyasal
yontemler Yéntemler
l ll;mlama Filtrasyon l Gazlar |l Sivilar |
l Kuru s |lNemI| 1Sl l Yakma |l UV Isini |l X lgini Glglr::la

Basingli l Basingsiz | lKaynatmal l Tindalizasyon |

2.2.1.1. Fiziksel Yontemlerle Sterilizasyon

"I' "l'

Fiziksel yontemler yiliksek ve diisiik sicaklik uygulamalari, kurutma, 1sinlama,
osmotik degisiklikler, sonik-ultrasonik titresimler, elektrik akimi, yiiksek basing ve
filtrasyon yontemleri olarak siralanabilir. Fiziksel sterilizasyon yontemleri sicakligin
uygulandigr sterilizasyon yontemleri ve sicakliin  uygulanmadigr sterilizasyon

yontemleri olarakta iki boliimde incelenmektedir.
Sicakligin uygulandig sterilizasyon yontemleri

e Kuru 1s1 sterilizasyon
e Doygun su buhari (saturated steam) ile sterilizasyon (nemli 1s1 sterilizasyonu)
e Yakma

Sicakligin uygulanmadig: sterilizasyon yontemleri

e UV s ile sterilizasyon
e lIyonize radyasyon ile sterilizasyon

e Filtrasyon (Siizme) ile sterilizasyon

Ancak, kolay, giivenilir ve toksik olmayan bir yontem olmasindan dolay1 en ¢ok

kullanilan fiziksel yontem 1sidir. Is1, mikroorganizmalarin enzim ve yapi proteinlerini



geridoniisiimsiiz olarak koagiile ve denatiire eder. Is1 ile sterilizasyonda en sik
kullanilan basing altinda nemli 1s1 ile yapilandir. Nemli 1sinin, kuru isiya oranla
mikroorganizmalar iizerine daha fazla oldiiriicii etkiye sahip oldugu Robert KOCH
doneminden beri bilinmektedir. Yiksek sicakliktaki her tiir 1sil islem
mikroorganizmalar1 dldiiriir. Ancak, nemli ve kuru sicak uygulamasi arasindaki fark, 1s1
enerjisinin iletimidir. Proteinler, kuru ortamda 1siya daha fazla direng¢ gosterirler. Kuru
1s1 uygulamasi ile hiicreler daha ziyade oksidasyon islemi sonunda Oliirken, nemli 1s1

uygulamasinda proteinlerin yapisal degisimi s6z konusudur (Halkman 2005).

2.2.1.1.1. Kuru s sterilizasyonu

Kuru 1s1 hem mikroorganizmalarin hem de mikroorganizmalarin metabolik
atiklarinin kimyasal olarak parcalanmasi esasina dayanir. Bu yontemle metabolik
atiklar yok edildiginde ayn1 zamanda sterilizasyon igslemi de saglanmis olur. Nemli 1s1
ile sterilizasyonda ise metabolik atiklarin pargalanmasini saglanamaz. Kuru 1s1
sterilizasyonu i¢in F degeri, D degeri ve Z degeri, nemli 1s1 ile yapilan sterilizasyondan
farklidir.

Kuru 1s1 sterilizasyonu i¢in gerekli olan yliksek sicakliklarda ¢ogu maddenin
yapisinda degisiklikler meydana gelir (Remington ve Gennaro 2000). Mesela
selilozdan yapilmis malzemeler komiirlesmeye baslar, kauguk oksitlenir ve
termoplastikler erir. Bu nedenle kuru 1s1 sterilizasyonu ancak, cam veya metal
malzemeler, yiiksek sicaklikta bozulmayan ve su icermeyen yaglar veya kimyasal

maddeler i¢in uygun bir sterilizasyon yontemidir (Lachman ve ark. 1986).

2.2.1.1.2. Buhar ile sterilizasyon

Temel prensip doymus ve basing altindaki su buharinda 100 C’nin iizerinde
yapilan = sterilizasyondur. Sicak buhar kullanilarak yapilan sterilizasyonda
mikroorganizma hiicresindeki enzim ve niikleik asitler hidroliz olmaktadir. Daha biiyiik
bir 1s1 enerjisine sahip olan buharin 6ldiiriicii etkisi; yogunlasma sirasinda buharlasma
1s1s1n1 yogunlastigl yilizeye aktarmasindan kaynaklanmaktadir (Hugo ve ark. 1982).
Buhar ile yapilan sterilizasyon; diisiik maliyetli, gilivenilir ve degisikliklere izin
verebilen ayn1 zamanda da 1s1 enerjisinini daha iy1 ilettigi i¢in etkili bir sterilizasyon

yontemidir (Remington ve Gennaro 2000).
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Buhar ile sterilizasyon amaciyla otoklav denilen araglar kullanilir. Bu araglarda,
nem, 1s1 derecesi, uygulama siiresi ve basing kontrolii ile sterilizasyon islemi yapilir.
Otoklav sicakligi °C veya °F, otoklav basinci ise kg/cm? veya psi (pound square inch =
pound/inch®) ile gosterilir. Basing deyimi ile manometrede okunan deger
anlagilmaktadir. Bu degerlere normal atmosfer basincinin ilavesi ile mutlak (absoliit)
basing degerleri bulunur. Normal atmosfer basinci, 1 kg/cm?=14,7 psi’dir. Tablo 2-2’de

cesitli sicaklik dereceleri i¢in otoklav basinglar1 verilmistir (Karadag 2005)

Tablo 2-2: Basing sicaklik iligkisi

Sicaklik Basing
c’ ¥ Ps1 Kg/cm?
100 212 0,0 0,00
105 221 2,8 0,19
110 230 6,0 0,41
115 239 9,8 0,67
121 250 15,0 1,02
125 257 19,0 1,29
130 266 24,5 1,67
134 273 29,4 2,00

Otoklav sterilizasyonunda cam, kauguk, sicaklik ve basinca dayamikli plastik
malzemeler, filtreler, cerrahide kullanilan aletler, kumas vb. materyaller kullanilir. Bir
sterilizasyon dongiisii (sterilisation cycle time) malzemenin ilgili sterilizasyon
sicakligina gelmesi i¢in gecen zamani (gecikme siiresi), bu sicaklikta bekleme siiresini
(sterilizasyon siiresi) ve malzemenin oda sicakligina gelmesi igin gecen zamani
(soguma siiresi) icermektedir (Tirnaksiz 2009). Sterilizasyon sonrast malzemeler 1slak
oldugu i¢in tiimiiyle kuru malzeme gerekiyor ise, vakumlu etiivler bu amag igin
kullanilabilir. Otoklavda en yiiksek verimi elde edebilmek ig¢in, hi¢c su damlacig
icermeyen kuru buharin kullanilmasi gerekir. Bu buhara “doygun buhar”denir. Eger
buhar az da olsa su damlasi igeriyor ise sterilizasyonun etkinligi azalir (Hanlon ve ark.
1988). 121 C’de doygun su buhart baz1 dnemli 6zelliklere sahiptir. Bunlardan birincisi,
su buharinin yogunlasmasiyla sahip oldugu enerjinin agiga ¢ikmasidir. Ikinci énemli

Ozellik ise basincin ve sicaklifin birbirine bagli degerler olmasidir. Belli sicakliktaki
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doygun buharin basinci sabittir. Bundan dolayi, otoklav sterilizasyonu sirasinda sadece
sicakliginin veya basincinin kontrol edilmesi yeterli olacaktir (Remington ve Gennaro
2000).

Su buhart ile 121 C’de sterilizasyon yapilirken, buharin mikroorganizma ile
temast sarttir. Buharin mikroorganizmalar {izerinde Oldiiriicii etkisi; cerrahi
malzemelerde dogrudan, kapali sulu ¢ozeltilerde ise dolayli yolla gerceklesir. Cam
sisedeki sulu ¢ozeltinin sterilizasyonu sirasinda, sise i¢indeki basing otoklav odasindaki
basingtan biraz daha fazla olur. Bunun nedeni, otoklav ig¢indeki havanin g¢ekilmis
olmasi; buna karsilik sise i¢indeki havanin uzaklagtirllamamasidir. Bundan dolay:
Otoklav sterilizasyonunda kullanilan cam malzemeler basinga dayanikli olmalidir.
(Remington ve Gennaro 2000).

Otoklav sterilizasyonunda, otoklav i¢inde var olan veya buharla beraber oda
icine giren havayi olusturan gazlarin molekiiler agirliklar1 dolayisiyla dansiteleri su
buharindan yaklasik 1,5-2 kat fazladir (ayn1 sicaklik ve basingta). Bu nedenle, otoklav
odasina gonderilen buhar oda i¢indeki havay1 odanin alt kismina iter ve hava buhar ile
karismadan bu bolgede tabakalagsmaya neden olur. Buradaki hava en fazla buharin
sicakligina kadar 1sinabilir. Buhar bu bolgedeki yiizeylerle temas edemedigi icin
sterilizasyon gerceklesemez. Otoklav sterilizasyonu siiresi i¢inde buharla temas
etmeyen yiizeylerin sterilizasyonu, 121 C’de yeterince uzun siire kalamadiklari i¢in
saglanamaz. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in sterilizasyon oncesi otoklav odasinin
havas1 vakum uygulanarak cekilir. Ayrica malzemeler, aralarindaki havanin kolayca
cikabilmesine ve buharin bu boélgeleri doldurabilmesine olanak verecek sekilde
yerlestirilir. Uygulanan vakumla oda i¢indeki havanin %90 kadar1 bosaltilabilmektedir
(Lachman ve ark.1986; Remington ve Gennaro 2000). Sterilizasyon sonrasi agsama,
sterilizasyon odasinin basincinin normal basinca indirilmesi, yani sicakligin normale
diisiiriilmesi asamasidir. Sterilizasyon isleminin toplam siiresinin azaltilmasi igin,
soguma asamasmin miimkiin olan en kisa silirede tamamlanmasi gerekir. Ayrica
sterilizasyon islemi sonrast malzelemelerin sicak ortamda bekletilmesi istenir. Bu
amagla sterilize edilmis malzemenin cinsine baglh olarak degisik uygulamalar
yapilmaktadir. Olduk¢a uzun bir zaman almasina ragmen, otoklav sterilizasyonu
sonucunda sterilizasyon odasindaki sicakligin kendi kendine azalmasi beklenmektedir.
Sicaklik azaldik¢a oda i¢indeki su buhar1 yogunlasacak ve yiiksek olan basingta

azalacaktir. Sicaklik stirekli olarak azalacagindan, yogunlasma islemi de devam
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edecektir. Oda i¢indeki basing 1 bar’a indiginde otoklav kapagi acilarak malzeme disari
almabilir.

Buhar sterilizasyonu tibb1 malzeme sterilizasyonu, atik sterilizasyonu, gida
endistrisi, mikrobiyoloji laboratuvarlart ve steril iiriin liretimi gibi ¢ok cesitli
proseslerde kullanilabilmektedir.

Saglik sektoriinde kullanilan basingli buhar sterilizasyon yonteminde, doymus
buhar, 1s1 derecesi, siiresi ve basing olmak tizere dort faktor sterilizasyon islemini
etkiler. Buhar sterilizasyon uygulama sicaklik dereceleri ve siireleri asagida
belirtilmistir (DAS 2008).

e 134 T 3-3,5 dakika (onvakumlu otoklavlarda)

e 121 TC 15 dakika (onvakumlu otoklavlarda)
e 121T 30-45 dakika (vakumsuz otoklavlarda)

Gida endiistrisindeki kullanimi1 ise konserve gida sanayinde {irlin kalitesinin
korunabilmesi ve besin degerlerinin kayiplarinin minumuna indirilmesi i¢in farkl
sicakliklarda ve siirelerde sterilizasyon islemleri yapilmaktadir. Mikroorganizmalarin
1stya  karsit  direnglerinde; vejetatif hiicre veya spor durumunda olmalari,
mikroorganizma yiikleri, ortamin pH degeri ve bilesimi gibi bir¢ok faktoriin etkisi
bulunmaktadir.

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda sterilizasyonun amaci; besiyerleri, diger
icerikler, cam/plastik malzemeler, su, pamuk vb. materyallerden gelebilecek

mikroorganizmalarin tiimiinii 6ldiirmektir ve bu amagla bir¢ok alanda uygulanmaktadir.

2.2.1.1.3. Radyasyon (Isinlama) ile Sterilizasyon

Mikroorganizmalar {izerine etkili, iyonize ve iyonize olmayan olmak iizere iki
tip radyasyon vardir. Iyonize radyasyon (<1 nm dalga boyu); yiiksek enerjili elektronlar
(e-demeti), gama 1s1nlar1 ve x-1gmnlart olup UV iginlari (240- 280 nm) iyonize olamayan
radyasyon tiiriidiir (DAS 2008).

UV sinlarindan, biliyiilk dalga boyu ve diisiikk enerji Seviyesine sahip
olduklarindan dolayr daha ¢ok dezenfeksiyon amagli, iyonize 1sinlardan ise daha ¢ok
sterilizasyon amaciyla kullanilmaktadir. (DAS 2008).

Gama 1sinlari; yiiksek penetrasyon oOzellikleri nedeniyle sterilizasyonda
kullanimi1 daha yaygindir ve bu 6zelliginden dolay1 paketli son iiriinlerin sterilizas-

yonuna olanak vermektedir. Ayrica buharla sterilizasyon gibi konvansiyonel tekniklerle
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steril edilemeyen 1s1ya hassas iiriinler lizerinde rahatlikla uygulanabilen hizli, etkin ve

giivenilir bir yontemdir (DAS 2008).

2.2.1.1.4. Filtrasyon (Siizme) ile Sterilizasyon
Siv1 iginde siispansiyon halinde bulunan kati pargagiklarin (mikroorganizma
hiicreleri gibi) uygun biiyiikliikteki bir filtreden siiziilmesi ile yapilan ayirma islemidir.
Genellikle mikrobiyoloji laboratuvarlarinda kullanilmaktadir (Giinaydin ve Giirler
2008). Bu filtrelerin gézenek ¢aplari yapilarina gore farklilik gosterir. Bunlardan en ¢ok
kullanilanlar membran filtreler olup 0,005 mikrondan 1 mikrona kadar gézenek (por)
caplart olabilmektedir. Bakterileri slizmek i¢in 0,2 mikron por biyiikligi yeterli
olmaktadir. Filtreler yalnizca por biiyiikliigiine gére mekanik olarak degil ayn1 zamanda
elektrostatik adsorpsiyon mekanizmasiyla daha kiiglik partikiilleri bile yilizeyinde
tutabilmektedir. Slizme icin negatif veya pozitif basingtan yararlanilir. Por
biiylikliigiinden daha biiyilk mikroorganizmalar i¢in filtrasyon bu sivilarin steril

olmasini saglar (Samast1 2007)

2.2.1.2. Kimyasal Yontemlerle Sterilizasyon

Kimyasal maddeler, mikroorganizmalar iizerinde proteinlerini pihtilastirarak,
hiicre zarlarin1 bozarak ve niikleik asitlerini tahrip ederek etki gosteririler. Kimyasal
yontemlerle sterilizasyon gazlarla ve sivilarla sterilizasyon olmak {izere ikiye

ayrilmaktadir (Sekil 2-1) (Remington ve Gennaro 2000).

2.2.1.2.1. Kimyasal Gazlarla Sterilizasyon
Kimyasal gazlarla sterilizasyon daha ¢ok 1sitya duyarli malzemelerin

sterilizasyonunda fiziksel yontemlere alternatif olarak kullanilmaktadir.

Etilen oksit (EO) gaz1 kullanilarak yapilan sterilizasyon bir¢ok
mikroorganizma grubunda hatta sporlarda bile etkili fakat olduk¢a zehirli bir gazdir. EO
ile sterilizasyon islemi ve havalandirma siiresi uzun ve dolayisiyla maliyeti de yiiksek
bir yontemdir. EO etki mekanizmasi bakteri proteinini alkilleyici 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. EO  molekiiliiniin mikroorganizma hiicresi icindeki ©Onemli
molekiillere rahatlikla ulagabilmesi, ortamda yeterli diizeyde suyun bulunmasina

baghdir (Hugo ve ark. 1982).

Hidrojen peroksit (H,O;) oda sicakliginda sivi olup buharlastirildiginda, degisik

aletler ve ambalaj malzemeleri i¢in etkili bir ylizey sterilizasyon maddesi olarak
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kullanilir. Dondurarak kurutma ve degisik doldurma sistemleri gibi ¢ok karmasik
aletlerin sterilizasyonunun yani sira temiz oda olusturmak i¢in de kullanilmaktadir. Bu
sterilizasyon igleminde gazin, sterilize edilecek ylizeyin her tarafina temas etmesi

saglanmalidir (Remington ve Gennaro 2000).

2.2.1.2.2. Kimyasal Sivilarla Sterilizasyon

Kimyasal sivilarla sterilizasyonda; sporisit aktivitesi olan kimyasal ¢ozeltiler (%
7,5 hidrojen peroksit, % 2 glutaraldehit, % 0,2-0,3 perasetik asit, % 0,55 ortofitalaldehit,
klordioksit v.b.) kullanilarak, 1siya duyarli aletlerin dezenfeksiyonu igin gereken
siireden daha uzun siirede sterilize edilebilirler. Ancak sterilizasyon isleminden sonra
kimyasal artiklarin steril su ile arindirilmasi ve bekletilmeden kullanilmasi gerekir

(Giinaydin 2009).

2.2.2. Sterilizasyon Dogrulama Yontemleri /Monitorizasyonu

Sterilizasyon monitdrizasyonu, sterilizasyon islemin her bir asamasinin dogru
yapildigindan emin olmak i¢in yapilan faaliyettir. Her bir basamagin test edildigine dair
elimizde kanit bulunmasimna yardimci olur. Etkin sterilizasyon isleminin yapildiginin
kanit1 olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik testlerin kullanilmasi ve dokiimante
edilmesi gerekir. Sterilizasyon etkinliginde kullanilan yontemler; fiziksel, kimyasal ve

biyolojik kontrol yontemleri olmak {izere {i¢ grupta toplanir.

2.2.2.1. Fiziksel kontrol yontemleri

Fiziksel kontrol yontemleri; cihaz {izerindeki program dongiisii izleyicileri,
sicaklik ve basing Olgme cihazlari, nem o6lgerler vb.dir. Cihaz {lizerindeki gostergeler
kontrol edilerek, elektronik ve mekanik sensorlerden gelen veriler degerlendirilerek,
cihaz yazici ciktilar1 kontrol edilerek siire¢ izlenir ve dokiimante edilir. Cihazlar
zamanla duyarliligini yitireceginden ve yaslanacagindan siirekli kalibre edilmeleri

gerekir (Gilinaydin 2009). Fiziksel kontrol yontemleri 6rnekleri asagida belirtilmistir:

Elektronik kontrol cihazlari: Buhar penetrasyonu (Bowie-Dick), vakum kagagi,
hava kalintis1 ile sicaklik, zaman ve basing parametrelerini test edebilen Electronic Test
System (ETS) ve sterilizasyon dongiisii sirasindaki sicaklik, basing, doymus buhar gibi
fiziksel parametreleri kaydeder (ETS kullaniliyorsa sinif II Bowie-Dick test paketi
kullanmaya gerek yoktur) (DAS 2008). Ayrica kullanimda mevcut Digital Process

Challenge Device (DPCD) ile buhar sterilizasyon ¢evriminin fiziksel kosullarini
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elektronik olarak test etmek miimkiindiir. Bu tiir sistemlerde fiziksel sartlarin zamana
gore degisimini bilgisayar ortaminda degerlendirmek ve hatalarin kaynagini tespit

etmek miimkiindiir (Gilinaydin ve Giirler 2008).

2.2.2.2. Kimyasal kontrol yontemleri

Kimyasal indikatorler, belli kosullarda renk degisimi gosteren veya kat1 fazdan
sivi faza gecerek sterilizasyon islemi hakkinda bilgi veren gostergelerdir ve bir veya
bir¢ok sterilizasyon islem parametresine cevap olarak kulanilir (Karadag 2005).
Kimyasal indikatorlerin kullanim amaci yanlis ambalajlama, sterilizatoriin yanlis
yiiklenmesi ve otoklav arizalarindan kaynaklanabilecek muhtemel sterilizasyon
hatalarinin belirlenmesidir (Giinaydin 2009). Mikrobiyolojik sterilitenin gostergesi igin
bir kimyasal indikatdr tek basma yeterli olmayip biyoindikatér kullanimi ile

desteklenmelidir (DAS 2008).

Renk degisimi gosteren kimyasal indikatorler kullanilarak (otoklav bandi vb.)
paketin sterilizasyon etkinligi kabaca anlasilir. Genel olarak kimyasal indikatorler ISO
ve EN standartlarinca tagidiklar 6zelliklere gore siniflandirilmiglardir. EN ISO 11140°a
gore indikatorler asagida belirtildigi gibi siniflandirilmislardir (1ISO 11140-1:2014).

Islem indikatérleri

Spesifik testlerde kullanilan indikatorler
Tek parametreli indikatorler

Cok parametreli indikatdrler
Entegratorler

Emiilsiyon indikatorleri.

oukrwndE
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Her bir sinif farkli bir islemi tanimlar. Sinif-1 indikatorler islem indikatorleri
olup, paketin isleme maruz kalip kalmadigimi anlamaya yardimci olur. Bowie-Dick
Testi sinif-2 indikatordiir ve vakumlu buhar sterilizatdrlerinde doymus buharin, steril
edilmesi planlanan yiike hizli ve diizgiin bir sekilde girip girmedigi, sterilizatoriin
hiicredeki havayr ¢ikarma ve havanin yeniden girmesini 6nleme kabiliyetini test eder.
Smif-3 tek parametreli, sinif-4 c¢ok parametreli indikatoriidiir. Siif-5 entegrator ve
smif-6 emiilasyon indikatoridiir (Giinaydin ve Giirler 2008). Tablo 2-3’de otoklav

sterilizasyonunda kullanilan kimyasal indikatorler verilmistir.

Tablo 2-3: Otoklavla sterilizasyonda kullamlan kimyasal indikatorler

indikatorler Degisim Sterilizasyon Islemi
Browne tiipleri Kirmizidan yesile doner Basing altinda buhar ve kuru sicaklikta
kullanilir
Steam-clox kagitlari Mordan yesile doner Basing altinda buharda kullanilir.
Diack tiipleri Erir ve bej renk kirmiziya Basing altinda buharda kullanilir.
doniisiir
Otoklav seridi Acik renkten koyuya doniisiir  Basing altinda buharda kullanilir.

Bowie-Dick seritleri Acik renkten koyuya doniisiir Basing altinda buharda kullanilir.

2.2.2.3. Biyolojik kontrol yontemleri

Biyolojik indikatdrler, sterilizasyon isleminde amaclanan biyolojik 6liimiin
gerceklesip gerceklesmediginin géstermesi bakimindan 6nemlidir. Buharli sterilizatorler
i¢cin biyolojik indikatorler hazirlanirken 1siya karsi dayanikli olarak bilinen bakteri
sporlar1 kullanilir (Giinaydin ve Giirler 2008). Bu amagla, basingli buhar sterilizasyonu
indikatorii olarak kullanilan mikroorganizmalardan biri G. stearothermophilus dur. Her
biyoindikator lizerinde icerdigi mikroorganizmanin tipi, her partideki mikroorganizma
yiikii ve lretim numarasi bulunmalidir. Spor emdirilmis kagit seritler, kendinden
besiyerli kapali sistemler ve enzim bazli biyolojik indikatorler gibi ¢esitleri mevcuttur.
Bu indikatorler, direkt olarak biyolojik oliimiin gergeklestirildigini gdsterirler.

Kullanillan  test  organizmalar1  steril edilecek malzemede  bulunabilecek
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mikroorganizmalardan ¢ok daha direngli ve fazla sayida oldugundan bunlarin
inaktivasyonu sterilizasyonun gergeklestiginin giliclii bir kamitidir (Samasti 2007).
Biyolojik indikator olarak G. stearothermophilus (buhar ve formaldehit
sterilizasyonunda), Bacillus subtilis (atrophaeus) (kuru 1s1, etilen oksit, hidrojen
peroksit gaz plazma sterilizasyonunda) ve Bacillus pumilus (gama 1sm1 ile
sterilizasyonda)  kullanilmaktadir.  Biyolojik  indikatérler  islem  sonrasinda
mikrobiyolojik incelemeye alinirlar. Kapali kendinden besiyeri igeren test sistemlerinde
en fazla 48 saat iginde sonug¢ alinabilmektedir. Enzim bazli (spora 6zgii D-glucosidase
enzimini 6lgen) biyolojik indikatorler cok daha hizli (1-3 saatte) sonu¢ vermektedir.
Floresans bir maddenin olugmasiyla enzimatik aktivite belirlenmektedir. Sporlarin

inaktivasyonuna paralel sekilde enzim aktivitesi de kaybolmaktadir.

Sterilizasyon c¢evriminin etkinligi i¢in kullanilan bu biyolojik indikatorler
medikal malzeme ireticileri, farmasotik ireticileri ve saglik hizmetlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Canli mikroorganizma igeren bu biyolojik indikatorler
sterilizasyon indikatdrleri icerisinde en hassas olanidir ve sterilizasyon dongiisii ile ilgili
en fazla bilgi veren indikatoér oldugundan yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica,
genel olarak kimyasal indikatorler sterilizasyon dongiisii ile ilgili hizli bir geri doniis
saglasada, yetersiz sterilizasyon kosullarinda biyolojik indikatorler kadar hassas
degillerdir (Joslyn 1991; Greene 1982).

2.3. Biyoindikatorlerin Gegerli Kilinmasi Icin Sartlar (Standartlar)

Uzun yillardan beri, biyolojik indikatorlerin son kullanicilarinin bir ¢cogu, bu
irlinleri periyodik olarak “D degeri” ve popiilasyon dogrulamasinin ii¢lincii taraf
laboratuvarlarda yapilmasini talep etmektedir. Sterilizasyon dongiisiiniin baslangic
validasyonunda, = mikroorganizmanin  sterilizasyon = dongiisiinde Oliimiiniin
gerceklestiginin  gOstergesidir. Hedeflenen amaca ulasmak igin, sterilizasyon
dongiisiinde kullanilan indikatoriin ilgili standartlardaki (AAMI, ISO ve USP)
gereklilikleri karsilamasi gerekir. Ornegin; 121°C’de yapilan buharl sterilizasyonda
AAMI, ISO ve USP standartlarina gore, kabul edilen “D degeri” minumum 1,5 dakika
olmalidir (ISO 11138-3 2017). Bu amagla kullanilan Standartlarin basinda; Amerikan
Farmakopisi (United States Pharmocopoeia) ANSI AAMI ST59 1999 ve ANSI/AAMI



18

ST19 1999; ISO 11138-1 2017; I1SO 11138-3 2017; BS EN 866-7 2000, FDA
Notification (510k) 2007; Nyberg 2006 gelmektedir.

Buharli 1s1 sterilizasyon biyolojik indikatorler i¢in kullanilan standartlarin (ISO
11138-3 2017 ve FDA Notification (510k) 2007) Tablo 2-4’de karsilastirmali olarak

Ozetlenmistir.

Tablo 2-4: Buharh 1s1 sterilizasyonu standartlar1 karsilastirmas1 (ISO 11138-3 2017 &
FDA Notification -510(k) 2007)

fcerik 1SO 11138-3 2017 FDA Notification 510- 2007

Kapsam Buharli 1s1 sterilizasyon prosesinin Saglik hizmetlerinde kullanilan
performansinin  degerlendirilmesinde sterilizasyon proseslerinin izlenmesinde
kullanilan biyolojik indikatorler i¢cin kullanilan  biyolojik indikatorler igin

gereklilikleri karsilar. gereklilikleri karsilar.

Test Organizmas1 ~ Buharli 181 sterilizasyonunda Buharli 1s1 sterilizasyonunda kullanilan
kullanilan birincil ambalaj ve tasiyic1 birincil ambalaj ve tastyici
ISO 11138-1 2017; 5,2 ve Ek B’ye ANSI/AAMI/ISO 11138-1 2017 ve Ek
uygun olmasi gerekir. B’ye uygun olmasi gerekir.

Birincil ambalaj ve Buharli 181 sterilizasyonunda Buharli 1s1 sterilizasyonunda kullanilan

tagtyict kullanilan birincil ambalaj ve tasiyict birincil ambalaj ve tastyici
ISO 11138-1 2017; 5,2 ve Ek B’ye ANSI/AAMI/ISO 11138-1 2017 ve Ek
uygun olmasi gerekir. B’ye uygun olmasi gerekir.

Canli spor Biyolojik indikatordeki canli spor Canli spor popiilasyon sayimi 10° olmalidir.

opulasvon savis,  POPUlasyon  sayimi >1,0x10°
popuiasy Y olmalidir.

Direng 6zelliklerinin 1SO 11138-1 2017, Ek A ’a gore Direng  Ozelligi  resistometre  cihazi

belirlenmesi belirlenir. Resistometre cihaz1 kullanilarak belirlenir. Eger resistometre
kullanilarak Ek A’ya uygun sekilde cihazi  kullanilmryorsa; sterilizasyon
belirlenir. gevirimi sirasinda kritik gevrim

parametrelerinin  kontrol edilmesi (harici
izleme) gerekir.




19

icerik 1SO 11138-3 2017 FDA Notification 510- 2007

“D Degeri”’ “D degeri” olarak ifade edilen ANSI/AAMI ST 59 veya esdeger metotla
121C’deki dakikalarda ki direngtir. belirlenir. Temsili “D degeri’’maruz kalma
Uretici tarafindan farkli sicaklik sicakliklarina (Omegin; 115C, 1207C,
dereceleri segilebilir. D degeri her bir  125C, 130°C) gore belirlenebilir.  Bu
parti i¢in belirlenir. Geobacilllus sicakliklarda olusturulan egri lineerlik
stearothermophilus sporlari igeren olusturuyorsa biyolojik indikatorler
biyoindikatorlerin D degeri Ek A ‘ya  uygulanan her c¢evrim sicaklikligi igin
gore >1,5 olmalidir. uygundur.

“D Degeri”’ “D Degeri”nin hesaplanmasi i¢in ISO “D degeri’’hesaplanmasi igin resistometre
11138-1 2017°de belirtilen Ek C ve kosullarina sahip bir test labortuvarinda

hesaplanmasi

kullanilan metot

“Z Degeri”’

Yasany/ Oliim

zamani Degeri

Raf dmrii

D’ye gore belirlenir. yapilir. ANSI/JAAMI ST 59 veya esdeger
EkC=Yagamegrisi metodu(Survivor metota gore belirlenir.
Curve Method)

Annex D= Fraksiyon negatif yontemi

(Fraction negative method)

“Z degeri” Ek B’ye gore yapilir. FDA genellikle biyolojik indikatorler i¢in
Biyolojik indikatorlerdeki Z minumum “Z degeri’’ni 10 T O6nerir. “Z
degerinin belirlenmesi i¢in en az 3 degeri’’ belirlemek igin, 1s1 direng egrisi

sicaklik derecesi (110 T ve 130 T olusturulur. D degerinde 1 log birimi
arasinda) uygulanir. Bu verileri EK degisiklik igin gereken sicaklik degisimi

B’de belirtilen Z degerinin olarak tanimlanir. FDA’nin Onerisine gore;
hesaplanmasi i¢in kullanilir ve “Z Z degerinin hesaplanmasi i¢in en az ii¢ D
degeri’’> 6 C’den biiyiik olmalidir. degeri/sicaklik degerine ihtiyag

duyulmaktadir ancak bu sekilde C degeri
en iyl uyum dogrusu grafigi ile hesaplanir
(Pflug 1990).

Yasam /Oliim degeri ISO 11138-1 Yasam/Oliim degerinin hesaplanmasinin
2009, Ek E’de belirtilen formiile gore = dogrulanmast gerekir. USP tarafindan
hesaplanir. En az 50 tekrar biyolojik ~ kabul edilebilir metot kullanilir. USP

indikator kullanilir. tarafindan asagidaki esitlik kullanilir.

“D degeri” hesaplandiktan sonra; Yasam zamani=Daha az olmayacak sayida
asagida belirtilen formiilasyon D degeri X (canli spor populasyonun
kullanilir. logaritmasi-2)

Yasam zamani= Daha az olmayacak ~ Oliim zaman1 = En fazla D degeri X (Canli
sayida(Nominal populasyonun spor populasyonu +4)
logaritmasi-2 )x D degeri.

Oliim zamam =En fazla (Nominal
populasyon +4)x D degeri.

Birincil ambalaj ve tasiyict raf émrii  FDA ‘nin Onerisine gore en az farkli spor

siiresince biyojik indikatoriin  {irlinlinden  {retilmis 3  farkli lotta

ozelliklerini korumalidir. Biyolojik istatistiksel olarak degerlendirme

indikatorlerin raf Omrii siliresinin yapilmalidir. Raf Omrii igin asagida

etikenlenmesi ve belirlenmesi gerekir. belirtilen bilgilerin  mutlaka verilmesi
gerekir.

» Raf 6mriiniin etiketlenmesi
» Test edilen araliklarin belirlenmesi:
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fcerik 1SO 11138-3 2017 FDA Notification 510- 2007

0,6 ay, 1 yil, 2 y1l.

2.4. “D degeri” ve “Z degeri”

Oldiiriicii diizeyde herhangi bir islemin (1s1l islem, kimyasal madde, 1s1nlama
v.b.) canlilar {izerindeki etkisi, zamana bagli bir fonksiyon olarak verilir. Tam bir
sicaklik uygulmasinda, belirli bir canli tiiriiniin toplam sayisinin %90’1nin (1 log birimi)
azalmasi icin gereken siire “D degeri” (desimal indirgeme siiresi) olarak tanimlanir ve
dakika ile ifade edilir. Isil islemde D degeri, uygulanan sicaklikla birlikte verilir.
D109=0,3 dakika; 109C ‘de her 0,3 dakikada (18sn) canlilikta 1 log azalma olacagini
gosterir (Halkman 2005). D degeri mikroorganizma direncine ve populasyona gore
degisiklik  gdstermektedir. Biyolojik indikatorlerin  en Onemli  performans
ozelliklerinden birisi D degerinin belirlenmesidir. Biyolojik indikatorlerdeki spor 1s1
direnci 121°C’de desimal (ondalik) azalma siiresi ile ol¢iilmektedir. FDA tarafindan
biyoindiyatorler ig¢in kabul degeri Djz>1,5 dakika olarak belirtilmektedir (FDA
Notification 510k).

USP ve ISO 11138-1 2017’e gore; belirlenen “D degeri’nin dogrulugunun

ispatlanmasi i¢in agagida belirtilen {i¢ metot kullanilmalidir.

1. EMS Yontemi

2. Fraksiyon Negatif Yontemi (Fraction Negative Method) (Ornek;
Spearman/Karber)

3. USP Canlilik /Oliim (Survival/Kill) egrisi

Fraksiyon Negatif Yontemine gore “D degeri”nin hesaplanmasi i¢in ii¢ farkli prosediir
uygulanmaktadir;

e Holcomb-Spearman Karber Prosediirii (HSKP)

e Limitli-Holcomb-Spearman Karber Prosediirii (LHSKP)

e Stumbo-Murphy-Cochran Prosediirii (SMCP)
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D degeri’nin hesaplanmasi i¢in resistometre cihazi kullanilmalidir. Bu amagla yaygin
olarak BIER (Biyolojik indikatdr- Resistometre) olarak bilinen; sterilizasyon gevrimi
parametrelerin  hizli ve dogru olarak belirlendigi bir ekipman kullanilmaktadir

(ANSI/AAMI ST44 2002).

“Z degeri” ise, genellikle 1s1l islem i¢in kullanilan bir kavramdir ve C olarak
ifade edilir. D degerinde 1 log birimi degisiklik i¢in gereken sicaklik degisimi olarak
tanimlanir. Ornegin Dgs =3 dakika ise D degerinde 1 log birimi degisiklik, yani D
degerinin 0,3 dakika olmasi i¢in sicakligin ne olmasi gerektigidir. Buradaki &rnekte
7=6,7C olarak bulunursa sicaklik 96+6,7=102,7 C 1s1l islemde D degeri 0,3 dakika ve
tersine 96-6,7=89,3°C’de D degeri 30 dakika olacaktir (Halkman 2005). Z degerinin
hesaplanmasi i¢in en az ii¢ D degeri/sicaklik degerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak bu
sekilde Z degeri en iyi uyum dogrusu grafigi ile hesaplanir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Calisma Susu ve Referans Sus

Calismada TUBITAK MAM Gida Enstitiisii biinyesinde geng arastirmacilara
yonelik yapilan bir caligma kapsaminda Tirkiye'nin farkli jeotermal tesislerinden
toplanan su ve c¢amur Orneklerinden izole edilen Geobacillus stearothermophilus
bakterisi  kullanildi. Ayni zamanda c¢alismalarda sertifikali liyofilize G.
stearothermophilus ATCC 7953 (Oxoid) susu ¢aligmalarin kalite kontrolii i¢in pozitif
kontrol olarak kullanildu.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar
e API (Biomeriux, Fransa) biyokimyasal tanimlama cihazi.
e Inkiibatdr (Binder, Fransa) 55 +1 C hassasiyette ayarlanabilen)
e Inkiibator (Memmert, Almanya 35+1 ‘C hassasiyette ayarlanabilen).
e Santrifuj (Beckman coulter allegra X-2R, ABD)
e Hassas Terazi (Kern, Almanya)
e Vorteks-Tiip Karistirict (VWR International, ABD)
e Otoklav (110 Lt) (Hirayama, Japonya)
e Otoklav (Steriflow, Fransa)
e Mikroskop (Olympus, Japonya)
e pH metre (Metrohm, Isvicre)
e Buzdolab1 (Kuleg, Fransa)
e Hassas Terazi (Sartorius, Alman)
e Ultra Derin dondurucu (Thermo Science)
e Su banyosu (Memmert, Almanya)
e Koloni Sayic1 (WTC BZ6 30 Colony Counter)

e Dijital Termometre (Hanna)



Mikropipet, 100-1000ul (Ependrof)
Mikropipet,100-1000 pul (Transferpette, Almanya)
Coklu Mikropipet, 5-50 ul(Thermo, ABD)
Santrifuj tiipii (2 ml)

Mikrodalga Firin (Sharp, Japonya)

Ozeler

Plastik Steril petriler (90 MM)

Steril filtreli pipet ucu (10 pl)

Steril filtreli pipet ucu (100 pl)

Steril filtreli pipet cucu (200 ul

Steril filtreli pipet ucu (1000 pl)

Vial

Vial Kapagi

Vial Kapama, agma aleti.

Vial saklama kutular1

Steril Plastik Falkon Tiip (50 ml)

Mezur (250 mL, A Grade)

Deney tiipleri (16x150 mm) ve tiip tastyicilari
Manyetik Balik, Manyetik Balik tutucu

Koyu renkli steril plastik siseler

Cam ve diger laboratuar malzemeleri

3.1.3. Analizlerde Kullanilan Besiyeri, Cozeltiler ve Kitler

Plate Count Agar (Merck, 1.05463)
Triptic Soy Agar (LAB011)
LBA Agar (Merck, 1.10283)

LB Broth (Merck, 1.10285)

23



TYGB (Kim ve Naylor 1996)
Triptic Soy Broth (LAB004)
Maximum Recovery Diluent (LAB103)
Kazein pepton (Merck,1.07213)
Tryptone (LABO068)

Beef Extract (LAB MC019)
Yeast extract (MCO001)

Nutrient Broth (LAB068)

Mn SO44H20 (Merck, 1.02786)
Mn SO44H,0 (Merck, 1.02786)
CaCl,2H,0 (Merck, 1.02382)
KH,PO, (Merck, 1.05101)
Coziiniir nisasta (Merck, 1.01252)
Sporulasyon Medium Agar

Spor Germinizasyon Besiyeri
Bromocresol purple (Merck, 103025)
Bolton Broth (Oxoid,CM0983)
Nutrient Agar (Merck, 1.05450)
Bakteriyolojik Agar (Liofilchem)
Brain hearth Infiizyon (LAB, 049)
API Test Kiti (Biomeriux, Fransa)
API 20E (Biomerieux, 20 100)
API 50 CH (Biomerieux, 502300)
API CHBE (Biomerieux, 50430)
VP1 ve VP2 (API Kit)

Indole kovaks reagent
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e Nit1 ve Nit 2 (API Kit)

e TDA (API Kit)

e Mineral Yag

e Sterikon plus Bioindicator (Merck, 1.07213)
e Gram boya seti (Liofilchem, 80293)

3.2. YONTEM
Calismalar, TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gida Enstitiisii
Mikrobiyolojik Analiz Laboratuvari, Gebze-Kocaeli’nde gergeklestirildi.

3.2.1. Besiyerinin ve Kimyasallarin hazirlanmasi

3.2.1.1. Bolton Broth (BB) (Oxoid,CM0983)

Meat Peptone 10.0 g/L
Lactalbumin hydrolysate 5.0g/L
Yeast extract 5.0g/L
Sodium chloride 5.0g/L
Sodium pyruvate 0.5g/L

Alpha-Ketoglutaric acid 1.0g/L
Sodium metabisulphite 0.5g/L
Sodium carbonate 0.6g/L
Haemin 0.01g/L

Dehidre besiyeri istenilen miktarda tartilarak, distile su igerisinde ¢6ziindiiriiliip
ve 121+1C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda aseptik sartlar altinda
bir tiipe 5-10 ml aktarilarak oda sicakligina kadar sogumasi beklenerek, pH (7.4+0.2)

olarak kontrol edildi.

3.2.1.2. Brain Hearth Infusion Broth(LAB 049) ve (BHIB ve BHIA)

Brain-Heart Infusion 17.5¢g/L
Tryptose 10 g/L
Sodium Chloride 2.0g/L

Disodiumhyrogen Phosphate 2.5g/L
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Agar* 3-5¢/L (BHIA)

Bilesenler distile suda 1sitilarak ¢oziindiiriiliip ve 121+1C'de 15 dakika sterilize
edildi. Sterilizasyon sonrasinda aseptik sartlar altinda bir tiipe 5-10 ml aktarilarak oda
sicakligina kadar sogumasi beklenerek, pH(7.4+0.2) kontrol edildi.

*BHIB’ye agar eklenerek Brain Hearth Infusion Agar hazirland1 (BHIA).

3.2.1.3. Lactose Broth (LB) (Merck:1.10285)

Peptone from casein 10.0 g/L
Yeast extract 500/L
Sodium chloride 10.0 g/L

Dehidre besiyeri 25 g/ 1 L olacak sekilde tartilarak, distile su igerisinde
¢cozlindirildi ve 121+1C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrast pH 7+0.2

olacak sekilde ayarlandi.

3.2.1.4. Luria Bertani Agar (LBA) (Merck:1.10283)

Peptone from casein 10.0 g/L
Yeast extract 5.0 g/L

Sodium chloride 10.0 g/L
Agar Agar 12.0 g/L

Dehidre besiyeri 379/ 1 L olacak sekilde tartilarak, distile su igerisinde
¢ozlindiiriildi ve 121+1C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonras1 pH 7+0.2
olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan besiyeri 44+1°C- 47C’ye kadar sogutulup, sonra
steril petri kaplarina 12-15 ml dokiilerek, 151k almayacak sekilde 2-8 C’de 7 giine kadar

saklandi.

3.2.1.5. Max.Recovery Diluent (MRD) (ryLAB103)

Peptone 1.0g/L

Sodium chloride 8.5¢g/L

Dehidre besiyeri 9,5 g/1 L olacak sekilde tartilarak, distile su i¢erisinde ¢oziindiiriildii, 9
ml ve 4,5 ml olacak sekilde tiiplere dagitilarak, 121+1°C'de 15 dakika sterilize edildi.
Besiyeri pH ‘s1 (7.040.2) ayarlayip, 2-8 ‘C'de 3 aya kadar saklandi.

3.2.1.6. Nutrient Agar (NA) (Merck 1.05450)
Peptone frommeat 5.0 g/L
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Meat extract 3.0g/L
Agar-agar 12.0 g/L

Dehidre besiyeri 20,0 g/1 L olacak sekilde damitik su i¢inde 1sitilarak eritildi ve
otoklavda 121 C'de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanmig besiyeri berrak ve sarimsi
kahve renkte olup, 25C' da pH's1 7.0+0.2’s1 olacak sekilde ayarlandi.

3.2.1.7. Nutrient Broth (NB) (Merck 1.05443)
Peptone form meat 5.0 g/L
Meat Extract 3.00/L
Dehidre besiyeri, 8,0 g/1 L olacak sekilde damitik su icinde eritilip ve amaca
uygun Kkaplara (tiip, erlen vs.) dagitildi ve otoklavda 121 C'de 15 dakika sterilize edildi.

Hazirlanmis besiyeri berrak ve sarimsi kahve renkli olup, 25 C'de pH's1 7.0+0.2'dir.

3.2.1.8. Plate Count Agar (PCA)(Merck: 1.05463)

Peptone from Casein 5.00/L
Yeast extract 2.50/L
Glucose,anhyrous (CgH1206) 1.0g/L
Agar 9.0/L

Bilesenler distile suda isitilarak ¢oziindiiriildii. Sterilizasyon sonrast pH 7+0,2
olacak sekilde ayarlanip, 121£1°C'de 15 dakika sterilize edildi. Agarli besi ortami
hemen kullanilacaksa, su banyosunda 4441 ‘C-47°C’ye kadar sogutulup, eger hemen

kullanilmayacaksa (5+3) C’de 3 aydan fazla depolandi.

3.2.1.9. Sporulasyon Medium Agar (SMA)

Kazein pepton 3.0g/L
Tryptone 5.00¢/L
Meat Extract 3.0g/L
Yeast Extract 50¢/L
Mn SO44H,0 0.05 g/L
Mn SO42H,0 0.05 g/L
CaCl,2H,0 0.05 g/L
KH,PO, 0.05 g/L

Bakteriyolojik Agar 20.00 g/L
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Bilesenler distile suda 1sitilarak ¢6ziindiiriildii ve 121+1C'de 15 dakika sterilize
edildi. Sterilizasyon sonrasi pH 7+0.2 olacak sekilde ayarlandi. Agarli besi ortami
hemen kullanilacaksa, su banyosunda 44+1 C- 47 C’ye kadar 250 ml cam siselerde; 80
ml SMA igerek sekilde yatik sekilde sogutuldu.

3.2.1.10. Spor Germinizasyon (Vejetasyon) besiyeri (SGVB)

Tripton Soy Broth 30.0 g/L
CaCl; 2 H20 0.18 g/L
Coziiniir nisasta 1.0g/L

Bromocresol purple 0.01g/L

Bilesenler distile suda 1sitilarak ¢6ziindiiriildii ve 121+1C'de 15 dakika sterilize
edildi. Sterilizasyon 6ncesi pH kontrol edildi. Sterilizasyon sonras1 pH 7.0+0.1 olacak

sekilde ayarlandi. Eger hemen kullanilmayacaksa (5+3) C’de 1 aya kadar depolandi.

3.2.1.11. Thioglycollate Broth (TB) (Merck: 1.08190)

Peptone from Casein 15.0 g/L
Yeast extract 5.0g/L
D (+) Glucose 5.5¢/L
L-Cystine 0.5g/L
NaCL 2.5¢/L
Sodium thioglycollate 0.5g/L

Dehidre besiyeri istenilen miktarda tartilarak, distile su icerisinde ¢oziindiiriildi
ve 121+1C'de 15 dakika sterilize edildi. Sterilizasyon sonrasinda aseptik sartlar altinda
bir tiipe 5-10 ml aktarilarak oda sicakligina kadar sogumasi beklenip, pH (7.1+0.2)’s1
olacak sekilde kontrol edildi.

3.2.1.12. Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck 1.05459)

Peptone from casein 17.0g/L
Peptone from soymeal 3.00/L
D(+) Glucose 2.5g/L
NaCl 5.009/L
K,HPO, 2.5¢/L

Dehidre besiyeri 30,0 g/ 1 L olacak sekilde damitik su i¢cinde gerekirse 1sitilarak
eritildi, amaca uygun kaplarina (tiip, erlen vb.) dagitilarak ve otoklavda 121 C'da 15
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dakika sterilize edildi. Hazirlanmis besiyeri berrak sarimsi renkte olup, 25 C'da pH'si
7.3+0.2'olarak ayarlandi.

3.2.1.13. Triptic Soy Agar (TSB) (LAB011)

Tryptone 15.0 g/L
Soy peptone 5.00/L
Sodium chloride 500/L
Agar No.2 12.0 g/L

Bilesenler distile suda 1sitilarak ¢oziindiiriildi ve 121+1C'de 15 dakika sterilize
edildi. Sterilizasyon sonrasinda aseptik sartlar altinda bir tiipe 5-10 ml aktarilarak oda
sicakligina kadar sogumasi beklenip, pH (7.3+£0.2) kontrol edildi. Hazirlanan besiyeri
44+1°C- 47C’ye kadar sogutulup, steril petri kaplarma 12-15 ml dokiilerek, 11k
almayacak sekilde 2-8 C’de 7 giine kadar saklandi.

3.2.1.14. Tryptone Yeast Broth (TYGB) (Kim ve Naylor 1966)

Tryptone 10 g/L
Yeast extract 5.0 g/L
K;HPO, 2.0g/L

Bilesenler distile suda 1sitilarak ¢6ziindiiriiliip ve 121+1C'de 15 dakika sterilize
edildi. Sterilizasyon sonrasinda aseptik sartlar altinda 10 ml ve 50 ml siselere
aktarilarak, pH (7.2+0.2) kontrol edildi. Hazirlanan besiyeri 151k almayacak sekilde
depolandi.

3.2.2. G. stearothermophilus’un tanimlanmasi
Biyoindikator iiretiminde kullailacak saf kiiltiirlerin biyokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi APl 20E (Biomerieux, 20 100) ve API 50 CHB (Biomerieux, Bacillus)

identifikasyon test kitlerinin iretici talimatlar1 dogrultusunda kullanilmasi ile yapilda.

Izole ve biyokimyasal identifikasyonu yapilan G. stearothermophilus izolat:
(Armutlu’dan izole edilen) molekiiler biyolojik yontemlerle dogrulanmasi Sentromer

DNA Teknolojileri Ltd. Sti. firmasi tarafindan gergeklestirildi

3.2.3. G. stearothermophilus’un Uretilmesi
izole edilen G. stearothermophilus susun aktivasyon calismalar1 ii¢ asamada

gergeklestirildi:
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a) Izole ettigimiz -80C’de kryostatik seklinde bekletilen G. stearothermophilus
bakterisinin stok susundan 6ze ile 5 ml BHIB igeren tiipe inokiile edildi. Besiyerleri
55C’de 1842 saat inkiibasyona birakildi. BHIB’dan PCA ve LBA besiyeri igeren
petrilere 6ze ile ¢izgi ekim yapildi. Petri kutulart 35 C ve 55 ‘C’lerde 2443 saat inkiibe
edildi.

b) Inkiibasyon sonrasi gelisen kolonilerden 5 ml BB igeren tiipe ve 5 ml TB
iceren tiipe Oze ile indkiile edildi. Indkiile edilen brothlar aerob ve anaerob ortam
kosullarinda 55+1°C ve 35+1°C’de 18-24 saat inkiibe edildi. Gelisim gosteren tiiplerden
SMA igeren petrilere 6ze ile ekim yapilarak 55+1°C’de 24 saat inkiibe edildi.

¢) Inkiibasyondan sonra iireyen koloniler BHIA igerisinde (25 adet tiip) +4 ‘C’de
depolandi.

3.2.4. Spor Toplama ve Spor Uretimi Calismalar

Depolanmasi +4 C’de yapilan stok G. stearothermophilus bakteri susundan 6ze
ile BHIB igeren tiipe indkulasyon yapildi ve 55°C’de 18+2 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra iireme gézlenen besiyerinden 1 ml alinarak iginde 50 ml NB veya
TYGB igeren siseye inokiile edildi ve 55°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Spor

tiretimi i¢in iki yontem kullanildi.

3.2.4.1. Spor Uretimi 1. Yontem

Inkiibasyon sonrast TYGB Besiyerinden 0,2 ml almip 20 adet SMA igeren petri
yiizeyine yayma ekim yapildi ve 55 C’de 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda
petrilerin yiizeylerinin kurumamas i¢in etiive saf su dolu bir beher koyuldu. Inkiibasyon
stiresi sonunda agar ylizeyi 4 ‘C’lik steril distile su ile siispanse edildi ve siispanse edilen
sporlar 3 kez soguk steril distile su ile yikand1 ve +4°C’de 1000xg’de 20 dk santrifuj
edildi. Elde edilen spor siispansiyonu 100 T’de 10 dak. vejetatif formlarin elimine
edilmesi sagland1 ve spor formlar1 korundu. Sporlar daha sonra kullanilmak iizere

4°C’de saklanda.

3.2.4.2. Spor Uretimi I1.Yntem

Inkiibasyon sonrasi1 TYGB besiyerinden 1 ml alinip 100 ml yattk SMA bulunan
8 adet 250 ml’lik siselere indkiile edildi ve 55 C’de 7 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sirasinda siselerin yiizeylerinin kurumamasi igin etiive saf su dolu bir beher koyuldu.

Sporlarin toplanmasi amaciyla inkiibasyon sonrasi agar yiizeyi 4 ‘C’lik steril distile su
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ile yikandi. Siispanse edilen sporlar +4°C’de 1000xG’de 20 dk. santrifiijlenerek,
cokeltiye soguk steril distile su eklenerek tekrar santrifiij edildi ve bu islem 3 kez
tekrarlandi. Elde edilen spor siispansiyonu 100 T’de 10 dak. vejetatif formlarin elimine

edilmesi saglandi. Sporlar daha sonra kullanilmak {izere 4 ‘C’de saklandi.

3.2.5. Canh Spor Kantitasyonu ve Biyolojik Indikatériin Hazirlanmasi

Spor iiretimi gergeklestirildikten sonra +4°C’de 50 ml’lik falkon tiiplerinde saf
suda bekletilen sporlarin canli spor sayimi gerceklestirildi. Bunun igin, steril petri
kutularina her bir seyreltiden alinan 1’er ml eklenmis iizerine 45°C’ye kadar sogutulmus
olan PCA dokiildii ve 55°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra iireyen koloniler sayildi
(FDA BAM 2001).

Biyolojik indikatdrlerin igerisinde kullanilmak {izere SGVB hazirlandi.
Calismada kullamlacak her bir biyolojik indikatérin 10° (5 log) seviyesinde spor
icermesi hedeflendi (1ISO 11138-1 2017). Yapilan deneme ¢alismalarinda spor
stispansiyonun 8 log seviyesinde spor icerdigi tespit edildi. Hedeflenen seviyede spor
igeren stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 8 log’luk slispansiyondan alinan 10 ml stok ¢ozeltisi
90 ml SGVB igeren siselere aktarildi ve bu sekilde 1/10 diliisyon saglandi. Bu islem iki
kez daha tekrar edilerek spor seviyesi 10° olan 100 mI’lik SGVB sisesi elde edildi. Daha
sonra bu besiyerinden alinan 1.5 ml stoklar cam viallere eklenerek ve kapama islemi
gerceklestirildi. Bu sekilde her biri 10° spor sayisina sahip biyolojik indikatorler elde
edildi.

Biyolojik indikatorler, mikrobiyoloji laboratuvar kosullar1 altinda iretildi ve
kaucuk tipali aliiminyum kapaklarla aseptik olarak kapatildi. Her bir parti i¢in 800 adet
biyolojik indikator hazirlandi. Partilerden gelebilecek farkliliklari belirlemek amaciyla
tic farkli parti biyolojik indikatorler ile ¢alisma yapildi. Uretilen her bir parti biyolojik
indikator soguk zincirde (+4 C) sicaklikta depolandi. Sekil 3.1 ’de biyolojik indikator

islem basamaklar1 gosterilmistir.



32

Sekil 3-1: Biyolojik indikator hazirlama islem basamaklari
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3.2.6. Biyolojik indikatér Is1 Diren¢ Performans Calismalari

3.2.6.1. Biyolojik indikatordeki canl saytminin belirlenmesi

Canli bakteri sayisinin belirlenmesi igin, liretilen biyolojik indikatorlerin her bir
seyreltiminden 0,5’er ml alinarak steril petri kutularina aktarildi ve tizerine 45°C’ye
kadar sogutulmus olan PCA besiyeri dokiildii. Daha sonra bu petriler 55°C’de 48 saat
inkiibe edilerek tireyen koloniler sayildi (FDA BAM 2001). Calismada hazirlanan her
parti biyoindikatdren en az 4 paralel 6rnek ile canli bakteri sayimi yapildi (ISO 11138-
12017 EK A).

3.2.6.2. “D Degeri”nin belirlenmesi

“D degeri” sterilizasyon parametrelerinden biri olup mikroorganizma sayisinin
% 90 oraninda azaltildig1 (1,0 log) parametre i¢in kullanilan degerdir (ISO 11138-1
2017). 1ISO 11138-1 2017 standardinin biyolojik indikatorler igin en 6énemli performans
ozelliklerinden biri olan 1s1 direng 6zelliginin (D degeri) belirlenmesinde iki yontem
Onerilmigtir. Caligmada Fraksiyon negatif yontemi kullanildi. Bu yonteme gore

hazirlanan biyoindikatorler farkli sartlara (Maruz Kalma Kosullart) maruz birakildi.

3.2.6.2.1. Fraksiyon negatif yontemi ile “D degeri” nin belirlenmesi

“Fraksiyon Negatif Yontemi”nde hesaplama canli kalan mikroorganizmalarin
stvi besi ortamindaki gelisiminin gorsel olarak gozlenmesine ait sonuglara gore yapilir
(ISO 11138-1 2017 Ek D). Sekil 3.2 *de Fraksiyon Negatif Yontemi otoklav oncesi ve
otoklav sonrasi besi ortamindaki gorsel gelisimi gosterilmistir. Calisgmada “D degeri”
nin hesaplanmasi igin Fraksiyon Negatif Yonteminin iki alt prosediirii olan Holcomb-
Spearman Karber Prosediirii (HSKP) ve Limitli-Holcomb-Spearman Karber Prosediirti
(LHSKP) kullanildi.
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Sekil 3-2: Fraksiyon negatif yontemi otoklav dncesi ve sonrasi 6rnek uygulamasi
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3.2.6.2.1.1. “Holcomb-Spearman Karber (HSKP)” prosediirii

Bu prosediir i¢in oncelikle kullanilacak maruz kalma kosullarinin belirlenmesi
gereklidir. Bu amagla, her bir kosulda minimum 20 test ornegi kullanilarak
orneklerimize uygulanacak maruz kalma kosullar1 belirlendi.

Bunun i¢in hazirlanan test ornekleri farkli sicakliklarda (118-124°C arasinda)
farkli siirelerde sterilizasyon kosullarina maruz birakildi ve 55°C’de 2 giin inkiibasyona
birakilarak iireme durumu besiyerinde olusan renk reaksiyonun gore takip edildi.
Mordan (pH 6,9+0,1) sariya (pH 5,5+0,1) renk degisikligi goOsteren biyolojik
indikatorler pozitif kabul edildi. Maruz kalma siireleri belirlenirken oransal bir artig
gozletilmemis rastgele se¢im yapildi.

Hesaplamalarin yapilabilmesi igin en az bes maruz kalma kosulu se¢ilmeli ve bu
kosullar asagidaki durumlarin tiimiinii saglayacak sonuglari igermelidir.

e Test drneklerinin tiimiinde gelisim goriilen maruz kalma kosulu

e En az 2 6rnek setinin hem gelisim gosterdigi en az 2 setinde gelisim
gostermedigi kosul

e En az 2 drnek setinin gelisim gostermedigi kosul

3.2.6.2.1.2. “Holcomb-Spearman Karber (HSKP)” prosediiriine gore “D degeri”
nin hesaplanmasi

“D degeri”nin hesaplamasinda asagidaki formiil kullanildi.

D= UHSK
log19Ng + 0,250 7

Bu formiilde yer alan sterilitenin ortalama zamani (Unsk) hesaplanmast i¢in;

k=1
Upsk = Z U;
i=1

No Her bir indikatdrde toplam canli sayim metodu ile belirlenen canli sayimi
ortalamasi
U; 1’inci iglem siiresi

k Tiim indikatdrlerin negatif oldugu birinci maruziyet noktasi
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Bu islemde yer alan ikinci islem siiresi (U; ) hesaplanmasi igin

Ui=X.Y;
Gt te
' 2
_ ri+1 T
L nj+1 n;
7 t; ’inci maruz kalma dakikasinda hi¢ iireme gostermeyen test
numunesinin sayisi
n; t;’inci maruz kalma dakikasinda sterilizasyon etkenine maruz kalan test
numunesinin sayist.
. o . . cwe Iy
t1 Tiim 6rnekler iireme gosterdiginden Y; = n‘“
i+1

Hesaplama yapilirken Tablo 3-1’de verilmis olan verilerden yararlanilir.

Tablo 3-1: Holcomb-spearman karber (HSKP) hesaplanmasi

Sterilizasyon etkenine maruz Maruz birakilan 6rnek sayisi Ureme gostermeyen drnek
kalinan siire (dakika) sayis1
t n r
t;(Up) n r(r=0)°%
ty n, T
i3 ns3 T3
Ly Ny Ty
tsUk-1 ng Ts
teUk Ne Te(r =ng)
ty ny r7(r =n;)*
ty Tim ornek biyoindikatdrlerin lireme gosterdigi maruz kalma kosulunun siiresi (dakika). t;’den t5’e
kadar artarak ilerleyen maruz kalma kosullar1 oransal olarak biiyiir.
te Ve tydegerleri ise tiim drneklerin iireme gostermedigi dakikalardir.
a Negatif birimler yoksa test gegerlidir (r=0); t; ’inci dakikada tiim O&rnekler iireme gosterir.
ts inct dakikada ise tiim 6rneklerin iireme gostermedigi dakikalardir.
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Bu sonuglara gore D degerinin hesaplamasi igin;

UHSK
logloNO + 0,250 7 *

*Eiiler sabiti olup 0,577 2/In10=0,250 7 den belirlenir.

D=

Giliven araliginin %95 olabilmesi i¢in alt ve iist giiven limitinin belirlenmesi su sekilde
yapilds;
Alt giiven limiti i¢in;
Deqre=D - 2VV
Ust giiven limiti igin
Decaic=D + 24V

Bu formiilde yer alan Varyans “V” degerinin hesaplanmasi;

2
V —a ( 2,302 6 )
InNy+ 0,577 2
< (ni = 1)
2 n,—rn
a=0,252t- b r-—]
izz[ (i+1) (i 1)] i nlz (ni—l)

3.2.6.2.1.3. “Limitli-Holcomb-Spearman Karber (LHSKP)” prosediirii

Bu prosediir i¢in oncelikle kullanilacak maruz kalma kosullarinin belirlenmesi
gereklidir. Bunun i¢in her bir kosulda minimum 20 test Orne8i kullanilarak
orneklerimize uygulanacak maruz kalma kosullar1 belirlendi.

Bunun i¢in hazirlanan test ornekleri farkli sicakliklarda (118-124°C arasinda)
farkli siirelerde sterilizasyon kosullarina maruz birakildi ve islem sonrasi indikatorler
55C’de 2 giin inkiibasyona birakilarak {ireme durumu besiyerinde olusan renk
reaksiyonuna gore takip edildi. Maruz kalma siireleri belirlenirken oransal bir artis

gozetildi.

3.2.6.2.1.4. “Limitli-Holcomb-Spearman Karber (LHSKP)” prosediiriine gore “D
degeri”’nin hesaplanmasi

“D degeri’nin hesaplamasinda asagidaki formiil kullanilmigtir.

D= Unsk
log19oNg + 0,250 7
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Bu formiilde yer alan sterilitenin ortalama zamani (Uysk) hesaplanmasi igin;

N
S|
T
[y
o

Unsg = Ug —

...
Il
-

Uysk =Sterilitenin ortalama zamani

Uy Kopyalarinin iireme gostermeyen ilk maruz kalma
d Maruz kalmalar arasindaki siire veya doz aralig1 (ayni olmali)
n Her bir maruz kalinan kopya sayis1 (Her bir maruz kalmada ayni say

olmal1 6rn:20)

Hesaplama yapilirken Tablo 3-2’de verilmis olan verilerden yararlanildi.

Tablo 3-2:Limitli holcomb-spearman karber (LHSKP) Hesaplanmasi

Sterilizasyon etkenine maruz Maruz birakilan 6rnek sayisi Ureme gostermeyen 6rnek
kalinan siire (dakika) sayisi

t n r

t,(Uy) ny r(r=0)“
t, n, 7
ts n3 3
ty Ny Ty
tsUk—1 ns Ts

teUy Ng re(r =mn)

t, n, r,(r =n)¢

a Negatif birimler yoksa test gegerlidir (r=0); U; ’inci dakikada tiim Ornekler iireme gosterir. U; ’inci

dakikada ise tiim 6rneklerin tireme gostermedigi dakikalardir.

Bu sonuglara gére D degerinin hesaplamasi igin;

UHS'K

D=

log1oNg + 0,250 7 *

*Etiler sabit olup 0,577 2/In10=0,250 7 den belirlenir
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Giiven araliginin %95 olabilmesi i¢in alt v e tist gliven limitinin belirlenmesi su sekilde
yapild;
Alt giiven limiti i¢in;
Uysk — 25D
log19Ng + 0,250 7

(o
I

Ust giiven limiti igin
Uysk + 258D
log19Ng + 0,250 7

o]
I

Bu formiilde yer alan Varyans “V” degerinin hesaplanmast;

dz k-1
/= ey 27
=1
Standard sapma (SD): SD=+/V

3.2.6.3. “Z” ve “r?” Belirtme katsayis1 degerlerinin belirlenmesi
“Z degeri” “D degeri’nde 1 log birimi degisiklik i¢cin gereken sicaklik degisimi

olarak tanimlanir ve C olarak ifade edilir. Z degerinin hesaplanmasi i¢in en az ii¢ “D
degeri”/sicaklik degerine ihtiyag duyulmaktadir. Calismada bunun igin 118, 121 ve
124 C’ler kullanildi.
“Z degeri” uyum dogrusu grafigi (regresyon analizi) ile hesaplanir(Tablo 3-3).
Regresyon analizinin yapilabilmesi i¢in asagida yer alan formiiller kullanilda.

(nG) — (AB)
EENCOR7D)
m Dogrusal egrinin egimi

n Veri noktalarinin sayist

G = ) [tlogny)]

t maruz kalinan siire

y D degerinin minimumu



Tablo 3-3:0rnek Regresyon analizi tablosu
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Maruz kalma
sicaklig1
) £ logioy t2 t(logioy) t(logoy)*
(dakika)
°C
t lo t,)? t,(1 =0 (log1oy1)?
V1 1 J10V1 (t) 1(log10¥1)
Y2 ty log10Y> (t2)? t,(log1oy1) (log10y2)?
Y3 t3 log10Y3 (t3)? t3(logyoy1) (log10y3)?
Yn tn logloyn (tn)z tn(logloyn) (logloyn)z
i=n i=n i=n i=n i=n
A=t | B=) loguyi | C=) ) | 6= [t:(logioy)] | E= ) (logioy)?
i=1 i=1 i=1 i=1 i=1
Belirlenen
) A B C D E
degisken

“Z” degeri asagida belirtilen formiille hesaplanir.

=a-()

Olusturulan regresyon denkleminin sonuglarimiza uyumunu gostermek igin r?

(Belirleme katsayisi) 0< r°<1 araliginda deger alabilir.

“r? Belirtme katsayisi asagida belirtilen formiille hesaplandi.

2 _

©-[»@)])

2

[(C) — (A?/n][(E) — (B?/n]

E= Z (10g2,")

3.2.6.4. “Canhlik /Oliim (Survival-Kill Test)” calismas
ISO 11138-1 2017 Ek E’ye gore Canlilik/6liim testi ¢aligmasi iiretilen partinin

performansinin tutarli oldugunu kanitlamak icin gergeklestirilir.

Bu c¢alisma i¢in

canlilik ve 6lim i¢in 50’ser olmak {izere toplam 100 adet biyoindikatdr test Ornegi

kullanildi.

Canlilik siiresi (Survival Time)’nin belirlenmesi igin;
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Canlilik siiresi= (logionominal popiilasyon-2) x D degeri

Oliim siiresi (Survival Time)’nin belirlenmesi igin;
Oliim siiresi (Kill Time) = (logignominal popiilasyon+4) x D degeri

Formiilleri kullanilarak hesaplamalar yapildi ve 100 test 6rnegine belirlenen
canlilik ve oliim siireleri boyunca 1sil islem uygulandi 55°C’de 2 giin inkiibasyona
birakilmis ve iireme durumu besiyerinde olusan renk reaksiyonun gore takip edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Geobacillus stearothermophilus susunun tamimlama sonuglari

Geobacillus stearothermophilus bakterisi’nin API 20E ve API 50 CHB tanimlama test
kitlerindeki 55+1°C’de 18-24 saat inkiibasyon sonras1 goriintimleri sirasiyla Sekil 4-1 ve
Sekil 4-2°de verilmistir.

Sekil 4-1: G. stearothermophilus’un AP1 20E identifikasyon test kitinde reaksiyonu

Sekil 4-2: G. stearothermophilus’un API 50 CHB identifikasyon test Kitinde reaksiyonu

Elde edilen DNA izolatlarinda 1500 bp uzunlugunda 16S primerleri kullanilarak
PCR metodu kullanilarak tanimlama yapilarak, detayli raporu Ek-1 ‘de verilmistir. PCR

tiriinlerinin %1 agaroz jel goriintiisti Sekil 4-3’de gosterilmistir.



43

Sekil 4-3: %1 Agaroz jel goriintiisii

e S5 3000bp

e W W» o
et

4 1000bp

— S 500bp

Gene Ruler DNA
Ladder Mix

PCR firiinlerine ait DNA dizileme sonuglarindan alinan ful sekans sonuglar1 ise Sekil 4-

4’de gosterilmistir.

Sekil 4-4: Full Sekans dizilime sonucu

>1B-16SR
GGCCCACCTCTSTGKSTGCTGGGATGCTWGYAGGTTACTTCGCCGACTTCRG
GTGTTGCAAGCTMTCGTGGYGAGACGGCTGTGTACAAGGCCCGGRAACGTA
TTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGG
CGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGCGGCTTTTTGGGATTCGCTCCC
CCTCGCGGGTTCGCAGCCCTTTGTACCGCCCATGAGCACGTGTGTAGCCCAG
GTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGACTTGTC
GCCGGCAGTCCCTCTAGAGTGCCCAACCGAATGCTGGCAACTAGAGGCGAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACG
ACAACCATGCACCACCTGTCACCCTGTCCCCCCGAAGGGGGAACGCCCAAT
CTCTTGGGTTGTCAGGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTT
CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCCGTCAATTCCTTT
GAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTATCGCGTTAGC
TGCAGCACTAAAGGGTGTGACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGC
GTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCCACGCTTTCGCGCCTC
AGCTCAGGTGCAGGGCCAGAAGAGCCGCCTTCGACCACCTGGGATGATTTC
CTTCCACATCCTCCTTACGCAATTTCAACGCTACCACSGTTGCAATTMCGGC
TCTCCCTCATCCTWGGCCCATCAAGTTCCCCAGTTTTCAAATGGATCCCTTT
CATMCTG
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1 NCBI 16S rRNA veri tabaninda

BLAST edilmis ve BLAST c¢ikt1 6zetleri ve DNA dizileme sonuglarinin NCBI 16S

leme sonuglar1 glince

ine ait DNA dizi

ler

urin

PCR

RNA veritabaninda coklu hizalama sonuglarina gore diger G. stearothermophilus

tiirleriyle dizi benzerligi Sekil 4-5 ,Sekil 4-6’de ve EK-1 Molekiiler tanimlama raporu’

istir.

da gosterilm

i

BLAST cikt1 6zetler

Sekil 4-5

o=

3

x W

/ 2 NCBIBlastNucleotide S¢ X ) = NCBI Multiple Sequenc

6&celoring=

601

r/7rid =V YUNPW2:

.nih.gov/projects/msaviev

https://www.nebinim,

C | & Guovenli

% NCBI tHome PubMed GenBank BLAST

I
=
o
Ll
.
w
2
2
>
-
15
o
3
=
E
<
g
s
[
=
e
Y
7]
=
3
=
=
=

| Ezsdback

Alignment

il

LinkTo

Download - | £ Tools - | @ ' -

Seq End Organism

+

i
&

586 - 633 (48 bases shown)

-
Descriptions

t t t
TTGCGGECCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAT

Seq
Start

75

cillus sp. SH-1
cillus lituanicus
cillus libuznicus
cilus lituanicus
cillus lituanicus
cillus lituanicus

Gillus sp.

300

300

300

aillus sp.

aillus sp.

G
G

Geobacillus stearothermophilus
Geobacillus stearothermophilus

ol
ol
ol
ol
ecl
=l
ol
ol

045 Geal

4,019 Geol
354 Geol

CTTTGAGTTTCAGC CC

TTECEGECCETACTCCCCAGGECGEEAGTEC T TA T53774  Geobadlus stearothermophilus
TTECGGECCGTACTCCCCAGGOCGGAGTGGC T TA T 231825 Geobacius lituanicus

TTECGGEGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA T
TTGECGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA TIL625
TTGECGGECCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCT TTAT
TTGECGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA Ta213,05
TTGCGGECCGTACTCCCCAGGCGGRAGTGC TTA T 2534452 Geol
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA A T2IS
TTGCGGECCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA T35
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGGCTTA T 145,85 Geol
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA TS
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA T
TTGECGGCCGTACTCCCCAGGCGGAGTGC TTA Tsi3

CTTTGAGTTTCAGCC
205337 CT TTGAGTTTCAGCC
CTTTGAGTTTCAGCC
CTTTGAGTTTCAGCC
CTTTGAGTTTCAGCC
CTTTGAGTTTCAGCC
CTTTGAGTTTCAGCC

132551 CTTTGAGTTTCAGCC

25217
DO523400.1

uer

2595303 CT TTGAGTTTCAGCC

231511

TTGCGGCCGTACTCCCCAGGC CGGAGTGCTTA A TS

CTTTGAGTTTCAGC CC

ol

R b=

ol
ol

=

2

1

TTGECGGECCGEGTACTCCCCAGGCGGAGTGCT TTAT

327462 €T TTGAGTTTCAGCC

(24835

LT

PO0S303.1

PO0303.1
Fonnmanz 1




Sekil 4-6: Geobacillus stearothermophilus’un diger tiirlerle dizi benzerligi

Query ID lcl|Query 225217
Description None

Molecule type nucleic acd

Query Length 554
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Job fitle: Nucleotide Sequence (894 letters)

RID VYUNPW26016 (Expires on 09-19 14:41 pm)

Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer

# Graphic Summary
& Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All Mone Selected:1

Database Name nr
Description MNucleotide collection {nt)
Program BLASTN 2.7.0+ & Citation

il Alignments B Download « GenBank Graphics Distance tree of results o
Description ST;]:; ;—;i?; S::fg vallzue Ident | Accession
¥ Geobacillus stearothermophilus strain 5 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1317 1317 94% 0.0 95% DQ923400.1
) Geobacillus sp. SH-1 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1317 1317 894% 0.0 95% DQB839457.1
) Geobacillus stearothermophilus strain DSM 458, complete genome 1315 14434 94% 0.0 95% CP016552.1
) Geobacillus lituanicus strain N-3. complete genome 1315 13103 94% 0.0 95% CP017692.1
) Geobacillus stearothermophilus gene for 165 ribosomal RMA. partial sequence. strain: JCM 2501 1315 1315 94% 0.0 95% LC1A77207.1
) Geobacillus sp. sirain TCZ10 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% KX185087.1
) Geobacillus stearothermophilus strain 95 165 ribosomal RMA gene. partial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% KX013769.1
) Geobacillus stearothermophilus strain N1233 165 ribosomal RNA gene. partial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% Kv433303.1
) Geobacillus stearothermophilus strain M1209 165 ribosomal RMNA gene. partial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% Kv433293.1
) Geobacillus sp. strain DVT21 165 ribosomal RNA gene. parfial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% KX735124.1
) Geobacillus stearothermophilus strain 41 16S ribosomal RMA gene. partial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% KU248350.1
) Geobacillus stearothermophilus strain 01 165 ribosomal RMA gene. pariial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% KU248349.1
) Gecbacillus sp. LC300. complete genome 1315 14392 94% 0.0 95% CPO005303.1
) Geobacillus stearothermophilus strain HSB15 165 ribosomal RMA gene. parial sequence 1315 1315 94% 0.0 95% KR695316.1
|| Geobacillus stearothermophilus strain HSB11 165 ribosomal RMA gene, parfial sequence 1315 1315 894% 0.0 95% KR69583121
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4.2. Spor Uretimi Cahsmalar

G. stearothermophilus bakterisinin eldesi ve spor tiretimi igin iki yontem ile spor
tiretim verimi hesaplamasi yapildi.

. yontem ile 20 adet 15-20 ml hacimli petriden toplam 5.3x10% kob/ml (8 log)
yiikiinde spor temin edilip, elde edilen spor siispansiyonun toplam hacmi 50 ml’ye
tamamlandu. I1. yontem ile ise 8 adet 100 m1/250 ml hacimlik yatik cam siseden 3.1x108
kob (8 log) yiikiinde spor toplandi. Ancak bu metot ile elde edilen spor konsantrasyonun
toplam hacmi 4x50 ml oldugu tespit edildi. Spor verimi ikinci yontemde daha fazla
oldugu i¢in sonraki spor iiretim ¢aligmalarinda ikinci yontem uygulandi.

Spor iiretimi gerceklestirildikten sonra +4 C’de 50 ml’lik falkon tiiplerinde saf

suda bekletilen sporlarin canli spor sayimi Tablo 4-1°de gdsterilmistir.

Tablo 4-1:Canli spor sayimi sonuglari

Parti Uretim tarihi Sayim sonucu
I.parti 14.10.2017 1.7x10%kob/ml
I.parti 10.11.2017 5.2x108kob /ml

1. parti 11.01.2018 3.1x10%kob /ml

4.3. Hazirlanan Biyolojik Indikatér Test Orneklerinin Ozellikleri
Test Orneklerinde kullanilan Spor germinizasyon besiyeri i¢in sterilizasyon
sonucu pH degeri ¢ok onemli oldugundan tiim partilere ait sonuglar Tablo 4-2’de

gosterilmistir.

Tablo 4-2:Spor germinizasyon besiyeri pH sonuglari

Parti Sterilizasyon 6ncesi pH Sterilizasyon sonras1 pH
I.parti 7.10 7.04
Il.parti 7.10 7.08

Il1.parti 7.10 7.09
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Calismada hedeflenen her bir biyolojik indikatordeki spor sayismim 10° (5 log)
kob/ml olmasidir. Bunun i¢in, ISO 11138-1 2017 EK E’ye gore her bir parti/lot olarak
tiretilen biyoindikatdrlerden minumum 4 adet biyoindikator alinip, dokme plak yontemi
ile sayimlar belirlendi. Her parti/lot i¢in biyoindikator sayim sonuglari Tablo 4-3’de

gosterilmistir.

Tablo 4-3:Baslangi¢ biyolojik indikator canli spor sayimi

Parti Spor saymm (kob/ml) Uretim tarihi

I 2.1x10° 14.10.2017
2.5x10°
2.4x10°
2.4x10°

I 3.1x10° 10.11.2017
3.7x10°
3.8x10°
2.9x10°

11 3.5x10° 11.01.2018
3.4x10°
4.5x10°
5.7x10°

Merck 6.0x10° 19/04/2018
5.4x10°
5.2x10°
5.6x10°

Ort 1l.parti 2.35x10°
2.parti 3.37x10°
3.parti 4.27x10°
Merck 5.60x10°




4.4. Biyolojik Indikator Is1 Diren¢ Performans Sonuclari

4.4.1. “D Degeri”
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Uretilen her ii¢ partinin “D degeri”nin belirlenmesi igin ISO 11138-1 2017 Ek

D’ye gore “Fraksiyon Negatif Prosediirii” uygulandi.

Tiim partilere ve ticari kite (Merck) ait 118 'C, 121 C ve 124 C’deki “D Degeri”
sonuclar1 Tablo 4-4, Tablo 4-5, Tablo 4-6, Tablo 4-7, Tablo 4-8, Tablo 4-9, Tablo 4-10,
Tablo 4-11, Tablo 4-12, Tablo 4-13, Tablo 4-14, Tablo 4-15 ve Tablo 4-16 ozet

tablolarin’da gosterilmistir.

Tablo 4-4: 1.Parti 118 °C “D Degeri” (HSKP)

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme géstermeyen drnek

kalinan siire (dakika) sayisl sayisi
t = siire n r
t, =30 20 n=0
t, =35 20 r, = 14
t; =37 20 r3 =16
ty =40 20 r, = 18
ts =42 20 5 = 20
te = 45 20 1e = 20
D Alt giiven sinir1 Ust giiven s

6.10

5.93

6.26




Tablo 4-5: L.Parti 121°C “D Degeri” (HSKP)
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Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayis1
t = siire n r
t, =10 20 n=0
t, =12 20 r, =10
t, =13 20 s =10
t, =14 20 T, =12
ts = 15 20 1 = 20
te =16 20 re = 20
D Alt giiven sinir1 Ust giiven sinir1
225 2.16 233

Tablo 4-6: I.Parti 124 °C “D Degeri” (LHSKP)

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan ornek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayisi

t = siire n r

t, =2 20 =0
t, =3 20 r, =10
t; = 20 3 =14
ty =5 20 r, =18
ts =6 20 rs = 20
te =7 20 e = 20

D Alt giiven sinirt Ust gliven sinir1

0.60

0.54

0.66




Tablo 4-7: I1.Parti 118°C “D Degeri” (HSKP)
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Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayis1
t = siire n r
t, = 25 20 n=0
t, = 30 20 =6
t, = 33 20 s =4
t, =35 20 r, =14
ts =37 20 re =16
te = 40 20 re = 20
t, =42 20 7, = 20

D Alt giiven sinir1 Ust giiven siniri
5.78 5.58 5.99

Tablo 4-8: I1.Parti 121°C “D Degeri” (HSKP)

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan ornek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayisi
t = siire n r

t, =8 20 n=0

t, =10 20 =2

t; =12 20 ry =12

ty, =13 20 1, =12

ts =15 20 5 = 20

ts = 20 20 1e = 20

D Alt giiven sinir1 Ust giiven sinir1
2.07 1.98 2.17




Tablo 4-9: I1.Parti 124 °C “D Degeri” (LHSKP)

o1

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayis1
t = siire n r
t,=1 20 n=0
t, =2 20 r=1
t; =3 20 Ty =4
t,=4 20 7, =18
ts=5 20 s = 20
te =6 20 re = 20
D Alt giiven sinir1 Ust giiven sinir1
0.58 0.53 0.62

Tablo 4-10: IIL.Parti 118 °C “D Degeri” (HSKP)

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan ornek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayisi
t = siire n r
t, = 30 20 =0
t, =45 20 , = 10
t; =50 20 3=06
ty, =56 20 7, =6
ts = 57 20 g =
te = 65 20 1e = 20
D Alt giiven sinir1 Ust giiven siniri
8.75 8.27 9.24




Tablo 4-11: IIL.Parti 121 °C “D Degeri” (LHSKP)
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Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayis1
t = siire n r
t, =18 20 n=0
t, = 20 20 r, =8
ty = 22 20 =12
t, =24 20 r, =18
ts = 25 20 1 = 20
te = 26 20 re = 20
D Alt giiven sinir1 Ust giiven sinir1
3.60 3.48 3.72

Tablo 4-12: TI1.Parti 124°C “D Degeri” (HSKP)

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan ornek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayisi
t = siire n r
t, =4 20 =0
t, =6 20 =4
t; =10 20 r3 =16
t, =12 20 =14
ts = 14 20 s =16
te =16 20 1 = 20
D Alt giiven smur1 Ust giiven smir

1.53

1.36

1.69




Tablo 4-13:Ticari Kit (Merck) 115°C “D Degeri” (HSKP)
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Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayis1
t = siire n r
t, = 35 10 n=0
t, =38 10 r, = 4
t, = 40 10 r =8
t, = 44 10 =9
ts = 45 10 e = 10
te = 46 10 1o = 10
D Alt giiven sinir1 Ust giiven siniri
6.47 6.26 6.68

Tablo 4-14:Ticari Kit (Merck) 118 °C “D Degeri” HSKP)

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan ornek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayisi
t = siire n r
t, =15 10 n=0
t, =17 10 =4
t; =18 10 3=06
t, =19 10 r, =8
ts = 20 10 r5=9
te = 22 10 e = 10
t; =23 10 r, = 10
D Alt giliven sinir1 Ust giiven sinir1

2.94

2.82

3,06




Tablo 4-15:Ticari Kit (Merck) 121 °C “D Degeri” (HSKP)

54

Sterilizasyon etkenine maruz

Maruz birakilan érnek

Ureme gostermeyen 6rnek

kalinan siire (dakika) sayisi sayis1
t = siire n r
t, =7 10 rn=0
t, =8 10 =1
t;=9 10 r3=2
t, =10 10 =10
ts; =13 10 5 =10
D Alt giiven sinir1 Ust giiven smnir1
1.53 1.47 1.58
Tablo 4-16:Tiim partilerin ve ticari kit (Merck) “D Degeri” 6zet tablosu
Parti 115C 118¢C 121C 124¢C
| - 6.10 2.25 0.60
I - 5.78 2.07 0.58
i - 8.75 3.60 1.53
Merck 6.47 2.94 1.53 -
ort - 5.89 2.36 0.90

| Uretim tarihi: 14.10.2017

1 Uretim tarihi: 10.11.2017
11 Uretim tarihi: 11.01.2018
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4.4.2. “Z Degeri” ve “r® Belirtme Katsayisi

Uretilen her ii¢ partinin “Z degeri” ve “r* belirtme katsayis1” belirlenmesi igin
ISO 11138-3 2017 Ek B’de belirtilen formiil kullanilarak hesaplama yapildi. Tim
partilere ve ticari kite (Merck) ait “Z degeri” ve “r* belirtme katsayisi” sonuglar1 Tablo

4-17°de gosterilmistir.

Tablo 4-17:Tiim partilerin ve ticari kit (Merck) “Z Degeri” ve “r® belirtme katsayisi

0zet tablosu

Parti z r’

I.parti 5.98 0.99
I1.parti 6.01 0.99
I1.parti 7.91 1,000003
Ticari (Merck) 9.52 0.99

4.4.3. “Canhlik/Oliim (Survival-Kill) Test” Calismasi
Canlilik-Oliim test calismasi olarak yapilan validasyon calisma sonuglari her bir
parti i¢in Tablo 4-18’da verilmis ve Sekil 4.7°de test sonucunda meydana gelen renk

degisimi gosterilmistir.
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Tablo 4-18:Tiim partilerin “Canlihk/Oliim test ¢calismas1” sonuglar

. Canhhk .
Parti Renk Oliim siiresi Renk
siiresi
| > 7.58 Sart < 21,08 Mor
| > 7.28 Sart < 19,68 Mor
i > 13.06 Sart < 34,66 Mor
Merck >6.0 Sart < 15,00 Mor

Sekil 4-7: Canhilik /6liim test uygulamasi

1:Canlilik siiresi belirleme uygulamasi 2:Oliim siiresi belirleme uygulamast
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5. TARTISMA

Sterilizasyon iglemi hangi yontemle yapilirsa yapilsin, islemin gecerliligini test
etmek amaciyla biyolojik indikatorlerin kullanilmasi énemli bir gerekliliktir. Bu yolla,
kabul edilebilir sterilite giivence diizeyi konsepti geregince sterilizasyon siirecinin tiim
basamaklarinin  izlenmesi ve kontrol edilmesi miimkiin olmaktadir. Canl
mikroorganizmalar1 igeren biyolojik indikatorlerin kimyasal indikatorlere gére daha
hassas oldugu ve sterilizasyon dongiisii hakkinda daha detayli bilgi sagladig1 tespit
edilmistir (Joslyn 1991; Greene 1982).

Bundan dolay1 ozellikle saglik hizmetlerinde steril {iriin iretimindeki
performansin kontroliiniin saglanmas1 amaciyla biyolojik indikatdrlerin kullanimi ¢ok
eski yillara dayanmaktadir. Tibb1 ve tibbi olmayan cihaz, alet yada gidalar (konserve
gida sanayi) yaninda medikal veya kontamine olmus atiklar gibi birgok {iriiniin
sterilizasyon etkinligini izlemek igin biyoindikatorler kullanilmaktadir (Gillis ve ark.
2010). Tibbi ve endiistriyel sektorlerde sterilizasyon iglemlerin etkinligini izlemek i¢in
periyodik olarak kullanilan biyoindikatorler kurumlar i¢in major gerekliliktir (Sella ve
ark. 2012). Benzer olarak, mikrobiyoloji analiz laboratuvarlarinda kullanilan otoklavlar
ile etkin bir sterilizasyon islemi yapildiginin kontrolii amaciyla ve konserve gida
sanayinde 1s1l iglem uygulamasinda mikroorganizmalarin etkisiz hale getirilmesinde
kullanilan sterilizasyon isleminin etkinliginin degerlendirilmesinde de biyolojik

indikatorler kullanilmaktadir (BRC 2015, Madde 4.11.7.3, IFS 2015, Madde 5.3).

Ulkemizde de bir ¢ok sektdrde sterilizasyon etkinliginde yaygin olarak
kullanilan bu biyolojik indikatdrlerin  yurtigi  kaynakli {retimi olmayip ithal
edilmektedir.  Biyoindikatorlerin  iretilmesinde  gerekli  bilginin  (know-how)
olusturulmasi ve benzeri ticari kitlerle karsilastirilarak performasinin belirlenmesi

hedeflenen bu tez calismasiyla iilkemize katma deger bir {iriin yaratmak hedeflenmistir.

Bu tez ¢alismasi {i¢ farkli asamada gergeklestirilmistir. Birinci asamada +4°C’de
BHIB (%0.3-0.5 oraninda agar igeren) besiyeri igerisinde depolanan G.
stearothermophilus bakterisinin stok susun g¢ogaltilmasi ve spor iiretimi yapilmistir.
Bunun i¢in, spor ¢imlendirme, ¢ogaltma ve toplama islemler gergeklestirilmistir. Spor

¢imlendirme ve cogaltilmasi asamalarinda farkli zenginlestirme besiyerleri ve farkli
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inkiibasyon sicakliklarinda gerceklestirilerek sporlu bakteri gelisimi i¢in en uygun
besiyeri ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Daha sonra, spor liretiminin gelistirilmesi
ve optimizasyonu kapsaminda spor verimin en yiiksek oldugu spor toplama metodu
belirlenmistir (Tablo 4-1). Sicaklik, pH, besin ve iyon igerigi gibi sporlanmay1 etkileyen
cevresel kosullar spor 6zelliklerini etkiledigi gibi sporlarin sicakliga karsi direncini de
etkilemektedir (Amaha ve Ordal 1957; Melly ve ark. 2002). Baz1 bakteri tiirleri dogal
olarak digerlerine gore daha fazla 1siya direngli olmasina ragmen; spor 1s1s1 direnci ayni
zamanda sporulasyon orani bilesiminin mineral ve nem igerigi ile giiclii bir sekilde
iligkilidir (Bender ve Marquis 1985). Bu yiizden ¢alismada formiilden hazirlanan SMA
kullanilmistir. Bu yontemlerle farkli zamanlarda spor {iretimi yapilan ii¢ partiye ait spor
sayim sonuglar sirasiyla 1.7X108, 5.2 X108, 3.1x10® kob/ml olarak belirlenmistir. Bu
sonuglar farkli partilerin spor sayim sonuglarinin oldukca yakin oldugunu ve biyolojik
indikatorler icin 1s1 direncini etkileyen O©nemli degiskenlerden biri olan G.

stearothermophilus sporiilasyonu optimizasyonun uygun oldugu gostermistir.

G. stearothermophilus bakteri sporlarinin 1siya dayanimlarinda en etkili
faktorlerden biri alfa glukozidaz enzimi olup bu enzim bakteri sporlarinin kabugunda
mevcuttur (Albert ve ark.1998). G. stearothermophilus ATCC 7953 susu da alfa
glukozidaz enzimine hem sporulasyondaki ¢imlenme ve disariya dogru biiylime
evresinde hem de normal vejetatif hiicre fonksiyonlarinin gergeklestirilmesinde gerek
duymaktadir (Albert ve ark.1998 ,Setlow ve ark. 2004). Enzim aktivitesini etkileyen en
onemli faktor sicaklik ve pH degisimleridir. Her enzimin ¢aligmasi i¢in gerekli optimum
sicaklik ve pH degeri vardir. Ortamdaki H+ iyonu konstantrasyonu, enzim ve substratin
spesifik gruplarin reaksiyona girebilmeleri i¢in iyonize veya iyonize olmamis durumda
bulunmalarina etki eder. Ozellikle o-glukozidazlarin enzimatik reaksiyonlari, aktif
merkezlerinde bulunan aspartat ve glutamat koklerindeki karboksil gruplarin
iyonlagsmasina baglidir. Katalitik olarak aktif olan protein molekiiliiniin yapis1 aminoasit
yan zincirlerinin karakterine bagl oldugundan pH’daki asiriliklar da enzimin denatiire
olmasima sebep olur (Rye ve Withers 2000; Erarslan ve ark. 2005). Calismamiz igin
hazirlanan ii¢ partiye ait spor germinizasyon besiyerlerinin otoklav sonrasi pH degerleri
sirastyla 7,04, 7,08 ve 7,09 olarak tespit edilmistir (Tablo 4-2). G.
stearothermophilus 'un enzim sisteminin pH 7,1’de en aktif oldugu bildirilmis
oldugundan kullandigimiz spor germinasyon besiyerilerin pH degerlerinin uygun

oldugu tespit edilmistir (Tablo 4-2) (Yildiz 1980). Calismanin devami igin, parti basina
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800 adet cam vial 2,0 ml hazirlanan steril spor germinasyon besiyeri doldurulmus ve
kauguk tipal1 aliiminyum kapaklarla aseptik olarak kapatilmistir. Calismada kullanilan
referans standart olan I1ISO 11138-3:2017 standardinin Ek-E’sine gore; iiretilen her bir
biyolojik indikatordeki canli spor sayisinin >(1,0x10°/ 5 logs) kob/ml olmas: gerektigi
belirtilmistir. Bunun i¢in, ¢alismada liretilen tiim biyoindikator partilerinden minumum
4 adet Ornek alinip, dokme plak yontemi ile sayimlari yapilarak popiilasyon
dogrulamasi caligmasi yapilmistir. Calismada belirlenen baslangic biyolojik indikator
canli spor sayimi (Tablo 4-3) sonuglarimiz standart ile uyumlu olup, sirasiyla ortalama
2,35x10° kob/ml (5,37 logsg), 3,37x10° kob/ml (5,52 logsg), 4,27x10° kob/ml (5,63
logio) olarak tespit edilmistir. Calisma partilerinin popiilasyon dogrulama sonuglarinin
ticari olarak biyoindikator sonucuyla (Merck, Almanya) (5,6x10° kob/ml (5,74 logso) da
cok yakin oldugu tespit edilmistir.

Caligmanin son asamasi olan Is1 Direng Performans asamasi i¢in, iiretilmis olan
ic ayr parti biyolojik indikatoriin (parti: I, II, III), {i¢ farkl sicaklikta (118°C, 121°C,
124°C) “D degeri” leri belirlenmistir. “D degeri” biyolojik indikatorler i¢in en dnemli
performans 6zelliklerinden birisi olup mikroorganizma sayisinin %90’a azaltilmasi (1.0
log) i¢in kullanilan siiredir (ISO 11138-1:2017). “D degeri”sliresi, uygulanan sicakliga,
mikroorganizmanin ¢esidine ve mikroorganizmanin igerisinde bulundugu ortamin
bilesimine baglidir (Penna ve ark. 2003). Calismada “D degeri” nin hesaplanmasinda
her bir parti igin belirlenen baslangi¢ biyolojik indikator canli spor sayimi (Tablo 4-3)
kullanilmigtir. “D degeri”nin hesaplamas1 Fraksiyon Negatif Metodu ve Holcomb-
Spearman Karber (HSKP) ve Limitli-Holcomb-Spearman Karber Prosediirleri (LHSKP)
kullanilarak yapilmistir (ISO 11138-3:2017, FDA-Food and Drug Administration 2007;
USP 2008). Tiim partiler i¢in maruz kalma kosullar1 belirlendikten sonra her bir kosul
icin minumun 20 adet biyolojik indikator ile degerlendirme yapilmistir. Belirlenen
maruz kalma kosullarinda tutulan biyoindikatorler 55°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmis iireme durumu besiyerinde olusan renk reaksiyonun gore takip edilmistir.
Mordan (pH 6,9+0.1) sariya (pH 5,5+£0.1) renk degisikligi gosteren biyolojik
indikatorler pozitif kabul edilmistir. Birinci partiye ait ¢aligma sonucu degerleri D115C,
Di21. ¢ ve D14 ¢ biyolojik indikatorler igin sirasiyla 6,10; 2,25; 0,60 dakika olarak
belirlenmistir. Ikinci partiye ait calisma sonuglart Diigc, D121 c Ve Digs ¢ biyolojik
indikatdrler i¢in sirasiyla 5,78, 2,07, 0,58 dakika olarak belirlenmistir. Uciincii partiye

ait ¢alisma sonucu ise D115, D121'c Ve Di24'c biyolojik indikatérler i¢in sirasiyla 8,75,
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3,60, 1,53 dakika olarak belirlenmistir. FDA 2007 ve 1SO 11138-3:2017’ye gore G.
stearothermophilus sporlar1 igeren biyolojik indikatorlerde Dip; ¢ degeri >1,5 dakika
olmasi gerektigi belirtilmistir. Nitekim c¢alismada her bir partiye ait Djp; ¢ sonucu
strastyla 2,25, 2,07, 3,60 dakika olarak belirlenmis yapilan ¢alismanin kabul edilebilir

olduguna karar verilmistir.

Penna ve arkadaslari (2003), sporulasyon besiyerininin tiim bilesenlerini
degistirerek yapmis olduklar1 calismada siispansiyondaki ~ G. stearothermophilus
sporlart i¢in maksimum Di,; ¢ degeri olarak 2,86 dakika tespit etmislerdir. Fecherry ve
arkadaglar1 (1987) ise, G. stearothermophilus sporlari i¢in Dip; ¢ degeri olarak 3,46
dakika bulmuslardir. Smith ve ark (1982)’nin ¢alismasinda ise ticari G.
stearothermophilus sporlar1 i¢in Fraksiyon Negatif yontemini kullanilmis ve Dip ¢
degeri olarak 1,85 ve 4,51 dakika arasinda degisen degerler tespit edilmistir. Benzer
sekilde, ¢alismada her bir partiye ait tespit edilen Di»; ¢ sonuglart (2,25, 2,07, 3,60
dakika) yapilan ¢aligmalarla uyumludur.

Mesalabs tarafindan iiretmis olan Smart Read EZ test markali Buharli
G.stearothermophilus biyolojik indikator izleme sistemi i¢in yapmis olduklari baska bir
calismada, dort farkli buhar sterilizasyon ¢evriminde (121°C, 132°C, 134°C ve 135°C)
biyolojik indikatoriin etkinligini degerlendirmisler ve bunun i¢in yine Fraksiyon Negatif
Proseduru kullanmiglardir (https://biologicalindicators.mesalabs.com/wp-
content/uploads/sites/31/2013/11/EZTest-Steam-TIR-003.pdf). Hazirlanan test drnekleri

farkli sicaklik ve stirelerde sterilizasyon kosullarina maruz birakilmis ve 60+£2°C de 10
dakika inkiibasyona birakilarak tireme durumu besiyerinde olusan renk reaksiyonuna
gore takip edilmistir. Calismamiz sonuglari ile benzer olarak baslangic biyolojik
indikator sayimi tg¢ parti i¢in (I, II, II) sirasiyla; 1,5x105, 2,1x10° ve 1,8x10° kob/ml
bulunmus; hesaplanan Dj;; ¢ degeri sonuglari ise 1,9, 1,9 ve 1,8 dakika olarak tespit
edilmistir. D13y ¢, Disa'c v Dassc degerleri de sirasiyla 0,4, 0,5, 0,3 ve 0,3, 0,4, 0,3 ve
0,3, 0,3, 0,3 dakika olarak belirlenmistir. Bu sonuglarda, yine ¢alismamiz sonuglari ile
benzer olarak yiiksek sicaklik kosullarina maruz kalan biyolojik indikatorlerin daha

diisiik D degerlerinde sahip oldugunu gostermistir.

Guizelini ve arkadaslar1 (2012) buhar sterilizasyonunda biyolojik indikatorlerin
gelistirilmesinde kullanilan G. stearothermophilus sporlarinin sporlanma kosullarinin 1s1

direncinin etkisini inceledikleri ¢alismalarinda baslangi¢ sporulasyon pH’sinin, spor 1s1


https://biologicalindicators.mesalabs.com/wp-content/uploads/sites/31/2013/11/EZTest-Steam-TIR-003.pdf
https://biologicalindicators.mesalabs.com/wp-content/uploads/sites/31/2013/11/EZTest-Steam-TIR-003.pdf
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direncini etkileyen en 6nemli degisken oldugunu ve alkali pH’ nin, asit pH’ya gore daha
fazla 1s1ya direngli sporlarla sonuglandigini ortaya koymuslardir. Bizim c¢alismada, ii¢
ayr1 parti spor germinizasyon besiyeri (parti: I, Il, Ill) ig¢in sterilizasyon sonucu pH
degeri sirasiyla, 7,04, 7,08, 7,09 olarak tespit edilmis, D121'c sonuglart ise (2,25, 2,07 ve
3,60 dakika) olarak bulunmustur. Bulgularimiz da benzer olarak alkali sartlarda daha
uzun dayanim gostermistir. Nitekim baska arastirmacilar da gida matrisinin pH’sinin D
degerleri lizerine dogrudan bir etkiye sahip oldugunu, hidrojen iyonu
konsantrasyonunun mikroorganizmalarin 1s1 direnci {izerine biiyiik bir etkisi oldugunu
belirtmisler (Stumbo 1973). Rigaux ve arkadaslari (2013) biyolojik indikatorlerde
kullanilan G. stearothermophilus sporlarinin 1s1 direncine yonelik yapmis olduklari
calismada “D degerini” Dip1 ¢ =3,3 olarak belirlemesi c¢alismamiz bulgularim

desteklemektedir.

Yapilan baska bir c¢aligmada, Hussein ve Ramaswamy (2011) G.
stearothermophilus ve Clostridium sporogenes sporlarini igeren et ve havug aljinat
piirelerinin 1stya diren¢ 6zelliklerini arastirmiglardir. Yapmis olduklar1 calismaya gore;
yiiksek sicaklik kosullarina maruz birakilmis Orneklerin yasam egrisinin daha dik
oldugunu ve diisiik D degerleri ile sporlarin daha yiiksek oranda tahrip oldugunu
gostermigler. Bu ¢alismada G.stearothermophilus igeren aljinatlarinda Djig ¢, Di1is ¢,
Di20c Ve Digsc igin elde edilen degerler sirasiyla havug icin 42,6, 12,4, 6,0, 1,9 dak.ve
et icin 40,8, 11,0, 5,7, 1,9 dak. olarak bulunmustur. Ayn1 sekilde bizim caligmada da
(Tablo 4-16) G. stearothermophilus’a ait D Degerleri (D11 ¢, D121'c Ve D124 ¢) sirasiyla
6,10, 2,25, 0,60 (parti: 1) 5,78, 2,07, 0,58 (parti: Il) ve 8,75, 3,60, 1,53 (parti: 1)
dakika olarak belirlenmis ve yliksek sicaklik kosullarina maruz kalan biyolojik

indikatorlerin daha diisiik D degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Is1 Direng Performans calismasinin 6nemli parametrelerinden biri olan “Z
degeri” caligmada incelenen her bir parti i¢cin 118, 121 ve 124 T’ olmak {izere ii¢
sicaklikta “D deger”leri iizerinden hesaplanmustir. “Z degeri” hesaplamasi i¢in en az {i¢
D degeri/sicaklik gereklidir. BS EN 866-7 (2000)’de belirtilen bu ii¢ sicaklik degeri
110 ve 130 C araligindan secilmelidir. Yine ISO 11138-3:2017’te belirtilen “Z degeri”
hesaplamasi i¢in 110C ve 138 C araliginda sicaklik secilmesi gerektigi belirtilmistir.
Ayrica hesaplanan “Z degeri” sonucu >6 T olmas1 gerektigi bildirilmistir. Bu nedenle

calismada “Z degeri” hesaplamasi i¢in standartlarda belirtilen aralikta sicakliklar secip
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regresyon analizi ile hesaplama yapilmistir. “Z degeri” “D degeri”’nde 1 log birimi
degisiklik icin gereken sicaklik degisimi olarak tanimlanir ve C olarak ifade edilir.
Bizim ¢aligmada tiretilmis olan ii¢ ayr1 parti biyolojik indikatoriin (parti: I, 11, II1),"Z”
degerleri sirasiyla 5,98, 6,01, 7,91 (Tablo 4-17) olarak belirlenmistir. Calismada her bir
parti i¢in tespit etmis oldugumuz Z degeri sonuglart (Tablo 4-17) 1SO 11138-3:2017’te
belirtilen (>6 ) degerle uyumludur. Ayrica, Prof. Douglas Goff’un
Mikroorganizmalarin Termal yikimi ile ilgili yazisisinda

(https://www.uoquelph.ca/foodscience/book-page/thermal-destruction-microorganisms),

kiigiik Z degerlerine sahip olan reaksiyonlarin yiiksek sicakliga bagli oldugunu, oysa
biiylik Z degerlerine sahip olanlarda zamanin diisiiriilmesi i¢in sicaklikta daha biiyiik
degisimler gerektigi belirtilmis; spor olusturan bakteriler i¢in Z ve D degerlerini
sirasiyla Z('C) = 5-10 ve Dip ¢ =1-5 (dakika) olarak belirtmistir. Sonuglarimizda
hesaplanan Z ve D degerlerinin bu araliklarda oldugunu goriilmistiir (Tablo 4-16; Tablo
4-17).

G.stearothermophilus sporlar1 1siya karst ¢ok direngli oldugundan; konserve
gida sanayinde uygulanan sterilizasyon igsleminde canliliklarini koruyarak, diisiik asitli
konserve gidalar elverisli sicakliklara maruz kaldiginda diiz eksime ve bozulmaya sebep
olurlar (Head ve ark.2008). Liato ve arkadaslar1 (2015) yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda
bezelye ve musir piiresi i¢in Z(C) ve R? degerlerini sirasiyla 9,63, 10,27C ve 0,97,
0,99 olarak tespit etmislerdir. Ayn1 sekilde Guizeline ver ark. (2012) ve Shao ve ark.
(2008) calismalarinda ¢esitli G. stearothermophilus suslarinin konserve gidalarda Z(‘C)
degerinin 8,3-11,8 (C) araliginda oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, Yildiz (1980) sterilizasyon indikatorii olarak B.
stearopthermophilus sporlarinin {iretilmesi i¢in sivi bir besi yeri ile optimum g¢evre
kosullarinin saptanmasina yonelik denemeler yapmustir. Steril siit slispansiyonundaki
sporlarm 115,6 C, 121,1C ve 127,6 C olmak tizere ti¢ farkli sicaklikta 6lim egrilerini
¢izmis ve regresyon analizi ile “D deger”lerini hesaplamistir. Bu egrilerin egimi ile de
“Z degeri” hesaplanmistir. Steril siit i¢inde {i¢ farkli sicaklikta 115,6 C, 121,1 T ve
127,6 'C saptanan “D deger”leri sirasiyla 22,4, 3,5 ve 0,37 olarak bulunmus ve egrilerin

egimi ile hesaplanan “Z degeri” ise 6,1 T olarak bildirilmistir.

Caligmada kullandigimiz regresyon denklemininde sonug¢larimizin uyumunu

gostermek i¢in R® hesaplamasi yapilmistir. Olusturulan regresyon denkleminin R?


https://www.uoguelph.ca/foodscience/book-page/thermal-destruction-microorganisms
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(Belirleme katsayis1) 0< R%<1 araliginda deger alabilir. R degeri 1’e ne derece yakin ise
denklem o derece iyi, sifira ne derece yakin ise denklem o derece kétii bir tahminleyici
olarak kabul edilir. Ayrica, 1ISO 11138-1:2017’¢ gore de minumum belirleme katsayisi
degeri en az 0.8 olmaldir. Calismada, iiretilmis olan ii¢ ayr1 parti biyolojik indikatoriin
(parti: 1, 11, 111), R? degerleri sirastyla 0,99, 0,99 ve 1,00 olarak belirlenmistir (Tablo
4-17). Buna gore, ¢alismada her bir parti i¢in bulunan R? degerlerinin 1°e ¢ok yakin

tespit edilmesi ¢alismamizin uygun oldugunu gostermistir.

“Canlilik/ Oliim (Survival-Kill test) calismas1” sterilizasyon isleminde belirlenen
sartlar altinda tiim pozitif canli biyolojik indikatorlerin negatif biyolojik indikatdrlere
doniismesi i¢in belirlenen maruz kalma siiresi olarak tamimlanir (Schneider ve ark.
2014). Calismada Canlilik/0liim testi ¢alismasinda kullanilmak iizere iiretilen her bir
parti i¢in canlik ve Olim i¢in 50’ser olmak iizere toplam 100 adet biyoindikator test
ornegi kullanilmistir. ISO 11138-1:2017 EK-E’de belirtilen Canlilik/ Oliim (Survival-
Kill test) hesaplama formiilleri kullanilmistir. Hesaplana degerlere gore 100 test
orneginde belirlenen canlilik ve 6liim siireleri boyunca 1s1l islem uygulanarak (121 C
sicaklik) biyoindikatdrler 55C’de 2 gilin inkiibasyona birakilmis ve iireme durumu
besiyerinde olusan renk reaksiyonun gore takip edilmistir. Uretilmis olan {i¢ ayr1 parti
biyolojik indikatdriin (parti: I, II, III), canlilik siireleri sirasiyla (>7,58 , >7,28, >13,006)
ve Oliim stireleri sirasiyla ( < 21,08, < 19,68, < 34,66) olarak belirlenmistir. ISO 11138-
3:2017°e¢ gore Djp1 C ’deki canlilik siiresi 4,5 dakikaya esit veya biiylik olmalidir.
Calismada her bir parti icin Di; ¢c’de bulmus oldugumuz canlilik siiresi degerleri

belirtilen sicakligin (>4.5 C) {izerinde olup uygun oldugu tespit edilmistir.

Schneider ve arkadaglar1 (2005) ¢esitli buhar sterilizayon biyoindikatorlerinin
performanslarin1 degerlendirleri caligmalarinda, degerlendirilen biyolojik indikatoriin 48
saat igerisinde pH degisimine baktiklarinda, performans kiterlerinin D111 % 1.4 dakika
oldugunu, populasyonun 2.7x10° kob/serit, canlihik (survival) siiresinin 5 dakika, 6liim

(kill) stiresinin 15 dakika oldugunu tespit etmislerdir.

Sella ve arkadaslar1 (2012), Bacillus atrophaeus kaynakli gliserol esasl
biyolojik indikator sistemi gelistirdikleri c¢alismalarinda, calismada kullanilan
metodolojiye benzer bir yontem kullanilmiglar ve Dbiyolojik indikatdr sistemi
gelistirilmesi i¢in ilk 6nce spor germinizasyon besiyeri ve spor iiretimi optimizasyonu

calismalar1 yaparak tespit ettikleri performans: ticari kitle karsilastirmiglardir. Buna
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gore, ayr1 zamanlarda tretilmis olan ti¢ farkli parti biyolojik indikator degerlendirmis
tiim verilerle olusturulan modelin belirleme katsayis1 degeri (R?) %91.99 un iizerinde
tespit etmisler ve calismadaki gibi uluslararasi standartlar kullanilarak performans
degerlendirmesi  yapmuslardir (ISO 11138 2017, FDA 2007). Hazirladiklar
biyoindikatorleri 160°C sicaklikta 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36 ve 40 dakikalardaki
maruz kalma kosullarina birakmislardir. Gelistirdikleri li¢ farkli partiye ait sonuglar;
No=1,2+0.6x10° kob/birim (Baslangi¢ biyoindikator canli spor sayimi), D1goc=3,1+0,1
(Dakika) Limitli-Holcomb-Spearman Karber Prosediiri (LHSKP) kullanilarak
hesaplanmis ve canlilik siiresi 12,2 dakika ve oOlim siiresi 47,4 dakika olarak

belirlenmistir.

Parti numarasi, Z0382074 olan ticari biyoindikator Kitine (Merck, 1.10274.0) ait
sertifika her bir biyolojik indikatordeki canli spor sayisinin 5.0x10°+1.0x107 kob/g
araliginda oldugunu belirtiltmektedir. Biyolojik indikatorlerde G. sterothermophilus
ATCC 7953 susu kullanilmistir. Bu partiye ait bir iiriiniin tarafimizdan yapilmis olan
canli spor sayimi1 sonuglar1 ortalama 5.6x10° kob/ml olarak tespit edilmis olup sertifika
degerini teyit etmektedir. Sertifikada canlilik siiresi 6 dakika/121 C ve 6liim siiresi 15
dakika/121C ve ayn1 partiye ait D degeri (D12; C) 1,5-2,0 araliginda, “Z degeri” ise 7,0-
10,0 T araliginda belirtilmistir. Bu partiye ait tarafimizdan tespit edilen canlilik siiresi
>6,0 /121 T ve 6lim siiresi <15,0 C dakikadir. Yine tarafimizdan hesaplanan D ve Z
degerleri ise sirasiyla 1,53 ve 9,52 olup sertifikada verilen tiim degerlere uyumludur.
Sonug olarak, ticari kit ¢aligmamiz bulgulariyla karsilastirildiginda yine her bir parti
biyolojik indikatérde baslangig spor saymm (I, II, III) sirasiyla ortalama 2,35x10°,
3,37x10°, 4.2x10° olarak tespit edilmis olup ticari kit ile benzer sayisal degerdedir.
Uretmis oldugumuz biyolojik indikatorlere ait ii¢ parti i¢in (I, II, III) D degeri sirasiyla
D121 2,35, 2,07 ve 3,60 dakika olarak tespit edilmis ve FDA ve ISO 11138-2:2017 ’ye
gore G.stearothermophilus igeren buharli 1s1 biyolojik indikatorler i¢in belirlenen >1,5
dakikanin lizerinde oldugu i¢in kabul edilen degerlerde bulunmustur. Ayrica hesaplanan
"Z"degeri sonucu > 6 ‘Colmas1 gerektigi belirtilmistir. Bizim ¢aligmada iiretilmis olan {i¢
ayr1 parti biyolojik indikatorlerin (parti: I, II, II), “Z” degerleri sirasiyla 5,98, 6,01,
7,91 (Tablo 4-17) olarak belirlenmis yine kabul edilen degerlerde oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak calismamiz bulgulan ticari kitle karsilagtirildiginda iiretmis
oldugumuz biyolojik indikatorlerlerden elde edilen sonuglarin performansinin ticari

kitle benzer oldugu ispatlamistir.
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Sonug¢ olarak, sterilizasyon isleminin gerekli oldugu tiim proseslerde
sterilizasyon etkinliginin dl¢iimii bir zorunluluktur. Ulkemizde de benzer uygulamalar
gerek tibb1 gerekse teshis alaninda periyodik olarak kullanilmaktadir. Buna karsin yerli
kaynakli bir sterilizasyon indikatorii iiretimi olmayip bu alan dis ticarete bagh
yiriimektedir. Daha Onceki ¢aligmalarimizda yerli kaynaklarimizdan izole edilerek
gelistirilmis olan bir sporlu bakteri susunun biyoindikator olarak iiretimi ve gecgerli
kilinmasin1 amaglayan bu ¢alisma ile endiistrinin 6nemli bir ihtiyacin1 karsilayacak
sonuglar elde edilmistir. Gegerli kilma ¢alismasi sonuglarina gore izole edilerek
tiretilmis olan tiim triinlere ait D ve Z degerleri hesaplanmis ve gerek benzer arastima
makalaleleri, standartlarin beklentileri ve gerekse ticari kitlerin sonuglar ile uyumluluk
gostermistir. Bu sonuclara gore indikatér mikrobiyoloji laboratuvarlari, tibb1 malzeme
sterilizasyonu, atik sterilizasyonu, gida endiistrisinde steril tiriin tiretimi gibi ¢ok ¢esitli
proseslerde kullanilabilecektir. Buna karsin farkli parti tiretimlerde elde edilen sonuglar
arasinda farkin bulunmasi ancak bu farkliligin yine de kabul limitleri igerisinde olmasi
tiretilen her bir partinin seri kullanimdan once dogrulanip sertifiye edilerek {iriin
ozelliklerinin kullaniciya bir analiz sertifikasi ile beyan edilmesini gerekli kilmaktadir.

Nitekim giliniimiizde tiim ticari kitler i¢in benzer bir yol izlenmektedir.
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