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ÖZET 

Amaç: Geobacillus stearothermophilus sporları yüksek sıcaklığa dayanabildikleri için 

buhar sterilizasyonunun biyolojik kontrolünde kullanılmaktadır. Biyolojik 

indikatörlerde üreme tespit süresi jerminasyon için kullanılan besiyeri içindeki 

indikatöre ve üreme tespit yöntemine göre 1-48 saat arasında değişiklik gösterir. 

Bununla birlikte renk değişikliği esasına dayalı indikatörlerde ortalama inkübasyon 

süresi 24 saattir. Bu çalışmada jerminasyonu daha erken, renk değişikliği ile ve gözle 

kolayca görünür şekilde gösterebilecek bir besiyerinin oluşturulması amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metod: Bu çalışma için üç farklı besiyeri formülize edildi. Besiyerine son 

inokulüm 106 spor olacak şekilde inokülasyon yapıldı. Bu besiyerleri ile dört farklı 

çalışma grubu hazırlandı. Gruplardan biri 47oC’de, biri 57oC’de, biri 64oC’de inkübe 

edildi; dördüncü gruba ise 100oC’de 20 dakika kaynatma ve ardından -20oC’de 20 

dakika dondurma sonrası 64oC’de inkübasyon uygulandı. Hazırlanan besiyerleri ile elde 

edilen spor jerminasyon tespit zamanları standart biyolojik indikatör besiyeri ile 

karşılaştırıldı. Tüm çalışma grupları iki farklı besiyeri üretim lotu ile üçer kez 

tekrarlandı. 

Bulgular: Standart besiyerinde spor jerminasyon tespit zamanı ortalama 5.5 saat iken 

whey proteini ve skim milk içeren ve 64oC’de inkübe edilen besiyerinde jerminasyon 

süresinin dört saate kadar kısaldığı tespit edilmiştir. En uzun jerminasyon süresi 

47oC’deki inkübasyonda sekiz saat olarak gözlemlenmiştir. Kaynatma ve dondurma 

işleminin jerminasyon süresini hızlandırmadığı görülmüştür. 

Sonuç: Whey proteini ve skim milk içeren besiyeri formülü jerminasyonun gözle ve 

hızlı bir şekilde tespitini sağlayabildiğinden biyolojik indikatörlerde ümit vadeden bir 

alternatif olabilir. 

Anahtar Kelimeler: G.stearothermophilus, biyolojik indikatör, spor jerminasyonu, 

jerminasyon besiyeri 
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ABSTRACT 
Objective: Geobacillus stearothermophilus spores are used in biological control of 

steam sterilization as they can survive at high temperatures. The growth detection time 

of biological indicators depends on the indicator and the germination medium used and 

varies from 1 to 48 hours. However, the average incubation time for the indicators based 

on the color change is 24 hours. In this study, we aimed at formulizing a new media 

which is able to detect germination earlier in an easily observable way with color 

change. 

Materials and Methods: For this study, three different media was formulated. Media 

were inoculated so that the final inoculum was 106 spores. Four different study groups 

were prepared with these media. The first group was incubated at 47oC, the second 

group at 57 oC, and the third group at 64 oC; while the fourth group was incubated at 64 

oC following  boiling 20 minutes at 100 °C and freezing in -20°C for 20 minutes. Spore 

germination times obtained in different groups were recorded and compared with 

standard medium used for biological indicators. All study groups were repeated in 

triplicate with two different production lots of media. 

Results: When the average germination detection time was 5.5 hours in standard 

medium,  it was found to be shortened to four hours in the medium containing skim 

milk and whey protein and incubated at 64oC. The longest duration of germination was 

observed as eight hours at 47 oC. It was seen that the procedure of boiling and freezing 

had no effect to accelerate the germination time. 

Conclusion: The medium containing whey protein and skim milk can provide a 

promising alternative medium for biological indicators thanks to its ability to detect 

germination fast aand easily observable way. 

Keywords: G. stearothermophilus, biological indicator, spore germination, germination 

medium 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Aerob, endospor oluşturan yedi familyadan Bacillaceae ve Paenibacillaceae aileleri, 

Firmicutes aleminde Bacilli sınıfında yer alan ve klinik önem arz eden iki ailedir. 

Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cinsine ait bir bakteridir. Isıya dirençli çomak 

şeklinde, spor oluşturan aerobik, termofilik basillerdir. Genellikle sıcak su kaynakları ve 

jeotermal bölgelerdeki topraklardan izole edilirler. Bu çevrelerin yanı sıra havadan ve 

konservelerden de izole edilmektedirler (1). 

G. stearothermophilus sporları, yüksek sıcaklığa dayanabildikleri için buhar 

sterilizasyon yönteminde biyolojik indikatör olarak kullanılmaktadır. Biyolojik 

indikatörler sterilizasyonun kontrolünde önemli bir basamaktır. İyi tanımlanmış sıcaklık 

direnci olan standardize sporların kullanımı biyolojik indikatörün kalitesini belirler. 

Besiyeri içerisindeki agar konsantrasyonu, pH gibi faktörler sıcaklığa direnci arttırır (2). 

G. stearothermophilus sporları aynı zamanda süt içindeki antimikrobiyal varlığını tespit 

etmek için de kullanılır. Antibiyotik varlığında G. stearothermophilus sporlarının 

jerminasyonu gerçekleşmez. Sütteki antibiyotik kalıntısının tespiti için kullanılan 

jerminasyon besiyerine dextroz, whey proteini, skim milk agar gibi maddelerin 

eklenmesinin jerminasyonu kolaylaştırdığı gösterilmiştir (3). 

Biyolojik indikatörler üç kuşak halinde gelişmiştir. Birinci kuşak indikatörler sadece 

kağıt şeritler üzerinde spor süspansiyonu halindedir. Aseptik ortamdaki besiyerine 

koyulan şeritteki üreme besiyerini bulanıklaştırır. İkinci kuşak indikatörlerde spor 
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içeren şeritler ve besiyeri aynı tüp içerisindedir. Üreme renk değişimi ile gözlemlenir. 

Üçüncü kuşak indikatörler ise hızlı indikatörler olarak bilinir (4, 5). 

Mevcut biyolojik indikatörler üremenin türbidimetrik, florimetrik veya 

spektrofotometrik yöntemlerle ölçümü esasına dayanır. Her üç yöntem için de özel 

okuyuculu inkübatörler kullanılır (5). Bu çalışmada sporların vejetatif forma geçişini 

hızlandırabilecek farklı besiyeri formülleri ve farklı sıcaklıklar denenerek spor 

jerminasyon tespit zamanını kısaltacak ve gözle kolayca görünür hale getirebilecek bir 

besiyerinin kazanılması amaçlanmıştır. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Tarihçe ve Sınıflandırma: 

Moleküler sınıflandırma yöntemlerinin aerobik, endosporlu bakterilerin 

sınıflandırılmasında büyük katkısı olmuştur. Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology‘nin 1986 yılındaki baskısında 40 geçerli Bacillus türü yer almıştır. O 

tarihten itibaren ya Bacillus cinsi içinde ya da ondan türemiş cinsler içinde 218 yeni tür 

daha tanımlanmıştır (6, 7). 

Bacillus stearothermophilus ile benzer termofilik türler olan B. kaustophilus ve B. 

thermoglucosidasius, Ash ve ark (8) tarafından, grup 5 olarak adlandırılan uzak bir 

filogenetik gruba dahil edilmiştir. 

Bu yeni taksonun Bacillus genusundan ayrılıp yeni bir isim alması 10 yıl kadar 

sürmüştür. Aynı zamanda Rus Bilimler Akademisi bünyesindeki bir grup bilim adamı 

Kazakistan’da yüksek sıcaklıktaki petrol sahalarında mikrobiyal ekoloji üzerinde 

çalışma yapmaya başlamışlardır. Bir kilometre derinliğindeki bu sahalardan 55-74oC 

sıcaklıkta su örnekleri alınmış ve termofilik basillerce zengin olduğu görülmüştür (9). 

Fizyolojik ve genetik çalışmalar sonucunda bu organizmalar iki gruba ayrılmıştır. Bu 

mikroorganizmalardan iki tanesi B. licheniformis ile benzerlik gösterirken diğerleri ise 

Ash ve ark (8) tarafından tanımlanan grup 5 mikroorganizmaları ile benzerlik 

göstermektedir. Nazina ve ark (10) grup 5 izolatları üzerinde polifazik deneyler yapmış 

ve sonuçları filogenetik olarak uzak, fizyolojik ve morfolojik olarak bağlantılı yeni bir 

takson olan Geobacillus genusunun ortaya çıkmasını sağlamıştır. Bununla birlikte B. 

kaustophilus, B. stearothermophilus, B. thermocatenulatus, B. thermodenitrificans, B. 
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thermoglucosidasius ve B. thermoleovorans türleri de Geobacillus genusuna dahil 

edilmiştir (Şekil 2.1). 

 

Şekil 2.1. Bacillus genusunun filogenetik sınıflandırılması (10) 

 

Geobacillus cinsi altında yer alan türlerin 16SrRNA gen sekanslama yöntemi ile elde 

edilen filogenetik ağacı Şekil 2.2’de gösterilmiştir. Ancak daha sonra G. tepidemans, 

Anoxybacillus cinsine alınmış, G. pallidus ve G. debilis’in ise Geobacillus cinsi ile ilgisi 

olmadığı anlaşılmıştır (7). 
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Şekil 2.2. Geobacillus cinsi içinde yer alan türlerin 16SrRNA analizine göre filogenetik 

ağacı (7) 

2.2.Morfolojisi ve Gram Boyanma Özellikleri: 

G. stearothermophilus, hücre zarı ve kalın bir hücre duvarı ile karakterize olan Gram 

pozitif hareketli bir bakteridir. Bazı suşlarda aerobik olarak karbonmonoksit oksidasyon 

yeteneği vardır. G. stearothermophilus son derece dayanıklı endosporlar içerir. 

Sporangi şişmiş, elips şeklinde terminal ya da subterminal formdadır. Hücre duvarı 

itibariyle Gram pozitif bir bakteri olmakla birlikte Gram boyamada negatif-pozitif 

arasında değişen reaksiyonlar gösterebilirler. Koloni morfolojisi değişkendir ve bazı 

besiyerlerinde pigment oluşturabilirler (7). 
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2.3. Metabolizması: 

G. stearothermophilus, kemoorganotrofik bir mikroorganizmadır. Aeorobik ya da 

duruma göre fakültatif anaerobik solunum yaparlar. Son elektron alıcısı oksijen olmakla 

birlikte bazen nitrat da görev alır. G. stearothermophilus 30-75oC sıcaklık aralığına 

dayanıklıdır. İlk alfa-amilaz üretilen termofilik bakteri olarak bilinir. Üreme pH’sı 6,0-

8.5 aralığı içindedir. Üreme faktörleri ise vitaminler, NaCl ve KCl’dür (7, 11, 12). 

Termofil sporlar genel üretim besiyerlerinin yüzeyinde 4 gün-2 hafta inkübasyon 

sonrası ortaya çıkar. Ortamda oksijen ve glukoz varlığı hem vejetatif üremenin 

hızlanmasını hem de sporulasyonu sağlar. Besiyerine tripton ve manganez sülfat 

eklenmesi yoğun sporulasyona neden olur (13).  

Termofil Geobacillus türlerinde organizmaya yapısal esneklik ve moleküler stabilite 

sağlamak üzere enzimatik adaptasyon,  ısıya dayanıklı protein sentez mekanizmaları ve 

membran fosfolipitlerinde adaptasyon söz konusudur. Termofil bakterilerin membran 

fosfolipitlerindeki yağ asidi kompozisyonu mezofil olanlara göre farklıdır. G. 

stearothermophilus membran fosofolipidlerinin %90’ı fosfatidilgliserol ve 

kardiyolipinden oluşurken, üreme ısısı yükseldiğinde fosfatidilgliserol miktarının arttığı 

gözlemlenir. Kardiyolipin ile birlikte uzun zincirli, doymuş, lineer ve iso yağ asidi 

miktarı da artar. Homovisköz adaptasyon denen bu yolla hücre membranı farklı üreme 

sıcaklıklarında da sabit membran akışkanlığını sağlayabilir. G. stearothermophilus’da 

aminoasit transferi Na+ bağımlı bir mekanizma ile gerçekleşir. Bu mekanizma da 

homovisköz adaptasyon sırasında ihtiyaç duyulan enerjiyi sağlamada önemlidir (7). 

2.4. Bulundukları ortamlar: 

Doğada yaygın olarak bulunurlar. Genellikle çöl toprağı, sıcak su kaynakları ve okyanus 

diplerinden üretilirler (7). G. stearothermophilus ilk kez bozulmuş fasulye ve mısır 

konservelerinden izole edilmiştir ve konserve gıdalar ile süt ürünlerinin bozulmasında 

önemli bakterilerden biridir (14). 

2.5. İdentifikasyon Yöntemleri: 

Glukoz, fruktoz, maltoz, mannoz ve trehalozu kullanarak asit oluşumu gözlemlenirken; 

galaktoz, sorbitol, ramnoz ve laktozu fermente edip asit oluşturamazlar. Katalaz testleri 

pozitif, oksidaz testleri değişken iken, Voges-Proskauer reaksiyonları, fenil alanin ve 
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indol testleri negatiftir. Jelatin ve nişasta hidrolizi yapabilirler ama üre negatiftir. Nitrat 

redüksiyonu ve eskülin hidrolizi değişkendir. %2 ve %5 NaCl içeren ortamlarda 

üreyebilir ancak %7 konsantrasyonda üreyemez (6, 7, 12). 

2.6. G. stearothermophilus’un Kullanım Alanları: 

G. stearothermophilus sporları, yüksek sıcaklık aralığına dayanıklı olduğundan özellikle 

sterilizasyon yöntemlerinin biyolojik kontrolünde kullanılır. Sterilizasyon hatalarını 

erken dönemde yakalar, sterilizasyon işleminin biyolojik ölümü gerçekleştirmede yeterli 

olup olmadığını gösterir. Bu çalışmalarda kullanılan sporlar sterilizasyon işlemi için 

biyolojik kanıt sunmaktadır (15-18).  

Biyolojik indikatör olarak kullanımının yanı sıra biyoteknolojide en fazla kullanılan 

mikroorganizmadır. İçerdiği α-amilaz enzimi ticari olarak kullanılan ilk enzimdir. Bu 

enzimler tekstil ve kağıt endüstrisinde, nişastanın sıvılaştırılmasında, glikoz, fruktoz 

şurupları ve tutkal üretiminde, alkol fermantasyonunda kullanılmaktadırlar (10). 

Ayrıca antibiyotik varlığında jerminasyon inhibe olduğundan sütteki antibiyotik 

varlığının kontrolünde kullanılabilmektedir. Süte eklenmiş antibiyotik varlığının tespiti 

için hazırlanan spor jerminasyon besiyerleri 64oC’de inkübe edildiğinde, inoküle 

antibiyotiksiz sütlerde jerminasyon besiyeri rengi iki saat içinde mordan sarıya 

dönmektedir. Bunun sebebi spor jerminasyonu sırasında oluşan dipikolinik asit varlığı 

ile açıklanmıştır (3). 

2.7. Sterilizasyonun Biyolojik Kontrolü 

Biyolojik kontrol; sterilizasyon hakkında direkt bilgi vererek, sterilizasyon işleminin 

biyolojik ölümü gerçekleştirmede yeterli olup olmadığını gösterir (15, 18). 

Biyolojik indikatörler içerisinde ilgili sterilizasyon yöntemine en dayanıklı olduğu 

bilinen bakteri sporları bulunmaktadır. Farklı sterilizasyon yöntemlerinde kullanılan 

biyolojik indikatörlerdeki bakteri sporları ve uygulama sıklığı Tablo 2.1’de 

gösterilmiştir. 
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Tablo 2.1. Farklı sterilizasyon yöntemlerinde kullanılan biyolojik indikatörlerdeki 

bakteri sporları ve biyolojik indikatör uygulama sıklığı (17) 

Sterilizasyon Yöntemi Bakteri Sporu  Uygulama Sıklığı 

Buhar Geobacillus 

stearothermophilus 

En az haftada bir kez 

İmplant içeren her yükte 

Hidrojen Peroksit Gaz Geobacillus 

stearothermophilus 

En az günde bir kez 

Formaldehit Geobacillus 

stearothermophilus 

Her döngüde 

Etilen Oksit Bacillus atrophaeus Her döngüde 

Kuru Isı Bacillus atrophaeus  Haftada bir kez 

 

Sterilizasyon sonrası canlı mikroorganizma kalma olasılığı sterilite güvence düzeyi 

olarak tanımlanır. Tıbbi malzeme sterilizasyonunda bu düzeyin en az 10-6 olması istenir. 

Bu düzeye ulaşıldığının ispatlanması için 106 spor içeren biyolojik indikatörler 

kullanılır. 

Biyolojik indikatörler suda ya da kültür ortamında süspansiyon halinde veya plastik, 

kağıt, alüminyum taşıyıcılarda standart bakteri sporlarının kurutulması ile elde 

edilmekte olup; ısı, kimyasal ve radyasyon ile yapılan sterilizasyonun denetlenmesinde 

kullanılır (19). 

Biyolojik indikatörler ayrı bir paket içerisine konularak sterilizatörün kapak, köşeler ve 

vakum drenaj çıkışları gibi sterilizasyon işleminin en zor gerçekleştiği bölgelere 

yerleştirilir. Sterilizasyon işleminden sonra spor içeren şeritler aseptik koşullarda 

besiyerine aktarılarak ya da aynı tüp içindeki besiyeri kırılması suretiyle bir araya 

getirilerek inkübatöre yerleştirilir. G. stearothermophilus içeren biyolojik indikatörler 

55o C’de inkübe edilir (17, 19). 
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Biyolojik indikatör test paketlerinin, buhar sterilizatörlerinin ilk çevrim montajları 

sırasında, sterilizatörün tamir gerektiren bir arızasından sonra ayrıca rutin olarak en az 

haftada bir kullanılması; vücuda implante edilecek cihazların sterilizasyon işleminde ise 

her yükte biyolojik indikatör kullanılması ve mümkünse bu son durumda biyolojik 

indikatör test sonuçlarının alınmasına kadar malzemenin kullanılmadan beklenmesi 

önerilmektedir (17-19). “Centers for Disease Control and Prevention” (18) ise biyolojik 

indikatörlerin haftalık kullanılmasını, implant sterilizasyonunda ise her yüke 

konulmasını önermektedir. Düşük sıcaklıktaki sterilizasyon yöntemlerinde ise her 

çevrimde kullanılması önerilir. 

Biyolojik indikatörlerle ilgili olarak kimyasal indikatörlerde olduğu gibi ürünün 

saklanması, tutulması, kullanımı ve mikrobiyolojik teste tabii tutulması konuları 

değerlendirilmelidir. Biyolojik indikatörlerin en önemli problemi, sonucun alınması için 

uzun inkübasyon periyoduna gereksinim göstermesidir. Bu problem, bir saat veya daha 

kısa sürede floresan vermeyen bir maddeyi floresan verir hale getiren spor 

enzimlerinden alfa-glikozidaz tayini ile çözülmüştür. Kısa sürede sonucun elde 

edilmesi, sterilizasyonun denetlenmesinde biyolojik indikatörlerin kullanımını 

yaygınlaştırmıştır (18). 

Biyolojik indikatörlerin sonucunun pozitif olması halinde aşağıdaki muhtemel 

problemler değerlendirilmelidir (17): 

A) Buhar sterilizatörlerinde; 

• Yetersiz hava tahliyesi 

• Uygun olmayan buhar kalitesi 

• Sterilizasyon ısı ve süresinin yetersizliği 

• Paketleme materyalinin uygun olmayışı 

• Paketleme veya yükleme hataları  

B) Diğer sterilizatörlerde; 

• Ortam neminin uygun olmaması 

• Gaz konsantrasyonunun yetersizliği 
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• Sterilizasyon ısı ve süresinin yetersizliği 

• Paketleme materyalinin uygun olmayışı 

• Paketleme veya yükleme hataları  

Bu anlamda biyolojik indikatörler, hem sterilizasyonun etkinliğini kontrol etmekte hem 

de sterilizasyon sürecindeki problemlerin tanımlanmasına ve giderilmesine katkı 

sağlamaktadır. 

2.8. Buhar Sterilizasyonda Kullanılan Biyolojik İndikatör Çeşitleri 

Biyolojik indikatörlerde kullanılacak bakteri türü dikkatle seçilmelidir. Bakteri patojen 

olmamalı, kullanılacak sterilizasyon yöntemine sınır değere kadar dirençli olmalıdır 

(20-22). 

Biyolojik indikatörler birinci, ikinci ve üçüncü kuşak indikatörler olmak üzere üç 

çeşittir. Birinci kuşak indikatörlerin spor süspansiyonları kağıt şeritler üzerindedir. 

Şeritler sterilizasyon sonrası aseptik ortamda nütrient sıvı ya da triptik soy besiyeri 

içerisine konur. Üreme varlığında sıvı besiyeri içerisinde bulanıklık gözlemlenir. 

Negatif sonuç vermek için 24-168 saat inkübasyon gereklidir. İkinci kuşak indikatörler, 

spor içeren şeritlerle birlikte besiyeri de içerir. İnokülasyon sırasında kontaminasyon 

riski taşımaz. İnkübasyon süresi 24-48 saat arasıdır. Üreme olması durumunda pH 

değişimine bağlı olarak renk değişimi gözlenir. Üçüncü kuşak indikatörler hızlı (rapid 

read-out) indikatörlerdir. İnkübasyon süresi 1-10 saat arasındadır. Merkezi sterilizasyon 

ünitesinde karantina süresini kısaltır (4, 5). 

Biyolojik indikatörlerde türbidimetrik yöntem, florimetrik yöntem ve spektrofotometrik 

yöntem olmak üzere üç farklı tespit yöntemi vardır. Türbidimetrik yöntemde gözle 

görünür gerçek üreme tespiti yapılır. Bunun için 106 cfu/ml veya üzeri bakteri sayısı 

gerekmektedir. Bir spor jerminasyonu için geçen süre iki saattir. Gözle görünür türbidite 

oluşumu için 20 jenerasyona ihtiyaç vardır. Bu da 600 dakikaya eşdeğerdir. Florimetrik 

yöntem alfa-glukozidaz veya alfa-galaktozidaz aktivitesi ile floresans veren substratların 

kullanıldığı ve floresansın otomatik okuyucu tarafından okunduğu yöntemdir (5). 
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Alfa-glukozidaz aktivitesi logaritmik üreme fazında artar, stasyoner fazda plato çizer. 

Spektrofotometrik yöntemde ise otomatik okuyucu, enzim aktivitesini veya üremeyi 

renk veren ya da renk değiştiren substratlar kullanarak ölçer (23). 

Sterilizasyon sonrası canlı kalan spor sayısı ile biyolojik indikatör üreme tespit zamanı 

arasında bir ters ilişki vardır. Canlı spor sayısı azaldıkça üreme tespit zamanı uzar. 

Perçin ve Durmaz (24) hızlı biyolojik indikatörler içerisine 1-106 arasında spor inoküle 

ederek üreme tespit zamanını araştırdıkları çalışmada, bir spor içeren indikatörlerde 

üreme tespit süresinin dokuz saate kadar uzadığını; 106 spor içeren indikatörlerde ise iki 

saat içinde pozitif sonuç alındığını göstermişlerdir. 

2.9. Sporulasyon Besiyeri: 

Besiyeri, mikroorganizmaların üremeleri, saklanmaları ve transferleri için hazırlanan 

katı veya sıvı preparasyonlardır. Mikroorganizmaların kültürleri için hazırlanan 

herhangi bir besiyeri ortamında mikroorganizmanın türüne göre gerekli olan tüm 

beslenme gereksinimleri bulunmalıdır. Bunlar; karbon kaynağı, su, azot kaynağı, sülfat 

kaynağı, fosfat kaynağı, Fe+2, Mg+2 vb. çeşitli mineraller olarak sıralanabilir. Hazırlanan 

besiyerinin pH’sı mikroorganizmaların üremesini etkileyen en önemli faktörlerden 

biridir (25). 

Isı direnç performansı iyi bilinen standart sporlar biyolojik indikatörün kalite 

garantisidir. Desimal azalma zamanı olarak bilinen D değeri, biyolojik indikatörün en 

önemli karakteristiğidir ve sporun üretim besiyeri, jerminasyon besiyeri, biyolojik 

indikatörün paketleme materyali gibi birçok faktörden etkilenir. İdeal bir biyolojik 

indikatörde D121 değerinin en az 1.5 dakika olması gerekmektedir (20-22, 25).  

Sella ve ark (26) soya fasülyesi artıkları ile hazırladıkları besiyerinin B. atrophaeus spor 

jerminasyonunu ve üremesini artırdığını göstermişler; Dlugokenski ve ark (27) ise soya 

fasülyesi artıkları ile hazırladıkları besiyerinde üretilen G.stearothermophilus 

sporlarında D121 değerinin ortalama 2.9 ± 0.5 dk olduğunu göstermişlerdir. Yine aynı 

çalışmada %0.8 maya özütü içeriğinin ısıyla hasarlanmış sporların jerminasyonunu 

artırdığını göstermişlerdir.  

Biyolojik indikatör üretiminde klasik sporulasyon besiyeri kullanılır. Sporulasyon 

besiyerinin içeriği aşağıda gösterilmiştir: 
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Sporulasyon besiyeri; 

• Jelatin  

• Kazein  

• Maya özütü  

• Et özütü  

• Dekstroz 

• Manganez sülfat  

• Agar 

6 g 

4 g 

3 g 

1 g 

1 g 

0.3 g 

15 g 

 

Hazırlanan sporulasyon besiyerinin otoklava girmeden önce mutlaka pH’sı ölçülmelidir. 

İdeal sporulasyon besiyeri pH‘sı 7 olmalıdır. Besiyeri sterilizasyonu otoklavda 

121oC’de, 15 dakikada sağlanır. Otoklavdan çıkan besiyeri spor üretimi için uygun olan 

plaklara dökülüp donduktan sonra kullanıma hazır hale gelir. 

2.10. Spor Jerminasyon Besiyeri: 

G. stearothermophilus sporları kullanılarak hazırlanan biyolojik indikatörler 

sterilizasyonun kontrol basamaklarını oluşturmaktadır. Biyolojik indikatörler içerisinde 

bulunan jerminasyon besiyerinde meydana gelen renk değişimi G. stearothermophilus 

sporlarının vejetatif forma dönüşmesi sonucunda meydana gelmektedir. Bu durum 

sterilizasyonun başarısız olduğunu gösterir. Birinci kuşak biyolojik indikatörlerde 

kullanılan jerminasyon besiyerinde triptik soy veya nütrient sıvı besiyeri gibi genel 

üretim besiyerleri kullanılırken; spektrofotometrik yöntemle üreme tespiti yapan 2. 

kuşak indikatörlerde nişasta ve CaCl2 gibi üreme faktörleri ile birlikte pH indikatörü 

olarak brom krezol moru kullanılmaktadır. Florimetrik yöntem ile üreme tespiti yapan 

3. kuşak indikatörlerde ise alfa ve beta-glukozidaz ile tepkimeye girerek floresans veren 

umbelliferon oluşumunu sağlayan 4-betilumbelliferon substratı kullanılmaktadır (22, 

23). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Spor Üretimi 

G. stearothermophilus ATCC 7953 sporları, triptik soy besiyeri kullanılarak falkon 

tüpleri içerisinde, 57oC’de bir gün boyunca bekletilip, vejetatif forma geçip üremesi 

sağlandı. Bulanıklaşan triptik soy besiyerinden nütrient agar besiyerine pasaj edilerek 

saf kültür olduğu doğrulandı. 

3.2. Spor Üretiminde Kullanılan Besiyerlerinin Hazırlanması 

3.2.1. Triptik Soy Sıvı Besiyerinin Hazırlanışı: 

Bir litre distile suya 30 g Tryptic Soy Broth (BD, Fransa) eklenerek hazırlandı. 

Besiyerinin içerisinde; panktreatik kasein %1.7, soya özütü %0.3, dekstroz %0.25, 

NaClO2 %0.5, K2HPO4 %0.25 oranında bulunmaktadır. Hazırlanan besiyeri 121oC’de 

15 dakika sterilize edilip soğumaya bırakıldı. 

3.2.2. Nutrient Agar Besiyerinin Hazırlanışı: 

Ağzı vidalı, otoklavlanabilen cam şişeler içinde 1 litre distile suya 28 g Nutrient Agar 

(Himedia, Hindistan)  eklenerek hazırlandı. Besiyerinin içerisinde; peptik sindirilmiş 

hayvan dokusu %0.5, NaClO2 %0.5, et özütü %0.15, maya özütü %0.15, agar %1.5 

oranında bulunmaktadır. Hazırlanan besiyeri 121oC’de 15 dakika sterilize olduktan 

sonra henüz sıcakken her petride 20 ml besiyeri olacak şekilde 90 mm çaplı steril petri 

plakları içerisine dağıtılarak donmaya bırakıldı. 
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3.2.3. AK Sporulasyon Agar Besiyerinin Hazırlanışı: 

Ağzı vidalı otoklavlanabilen cam şişeler içinde 1 litre distile suya 30.8 g AK 

Sporulasyon Agar (Himedia, Hindistan)  eklenerek hazırlandı. Besiyerinin içerisinde 

pankreatik jelatin %0.6, kasein enzim hidrolizatı %0.4, maya özütü %0.3, et özütü 

%0.15, dekstroz %0.1, MnSO4 %0.03, agar %1.5 oranında bulunmaktadır. Hazırlanan 

besiyeri 121oC’de 15 dakika sterilize olduktan sonra henüz sıcakken her flaskta 25 ml 

besiyeri olacak şekilde steril 50 ml’lik hücre kültürü flaskları içerisine dağıtılarak yarı 

yatık bir şekilde donmaya bırakıldı. 

3.3.Sporların Pürifikasyonu 

Vejetatif formdaki bakterilerden 0.5 Mc Farland bulanıklığına eşdeğer spor 

süspansiyonu hazırlanıp sporulasyon besiyeri içeren flasklar içerisine steril eküvyon 

çubuğu yardımı ile inoküle edildi. Daha sonra 57oC’de 4-5 gün arası inkübasyona 

bırakıldı. Beş günlük inkübasyon süresi sırasında, belli aralıklarla sporların oluşum 

süreleri, spor boyama yöntemiyle takip edildi. İnkübasyon süresi dolduktan sonra 

besiyeri yüzeyinden steril eküvyon çubuğu ile steril distile su içerisinde toplandı. İlk 

olarak falkon tüpündeki distile su içerisine toplanan sporlar +4oC’deki dolapta bir gün 

bekletilip vejetatif formdaki bakterilerin parçalanması sağlandı. Bir gün sonra, 100oC’de 

20 dakika kaynatıldı. Bu basamakta sporların ısıya olan dayanıklılıklarından 

faydalanarak vejetatif formdaki basiller yok edildi. En son basamakta ise soğutmalı 

santrifüj kullanılarak 10.000 rpm’de 10 dakika santrifüjlendikten sonra üstte kalan sıvı 

kısım dökülerek pellet alındı ve bu işlem 3 defa tekrarlandı. Elde edilen spor 

süspansiyonu spor boyama yöntemi kullanılarak incelendi. Bu incelemede, spor 

süspansiyonunda %90 oranında spor, %10 oranında vejetatif bakteri formu varlığı kabul 

edilebilir olarak değerlendirildi. 

3.4. Spor Boyama Yöntemi 

Spor oluşturan mikroorganizmalarda, vejetatif hücre normal boyalarla boyanabilirken, 

sporun etrafında kalın hücre duvarı olması ve geçirgenliğin zor olması nedeniyle farklı 

yollar izlenmektedir. Spor boyamada, malaşit yeşili ve safranin ile yapılan Writz-

Conklin spor boyama yöntemi kullanıldı. 

Malaşit yeşili (%5 aköz solüsyonu) kullanılarak yapılan boyama yönteminde önce 

preparat hazırlandı, kurutuldu ve ateş ile tespiti yapıldı. Lam üzerine aynı boyutta filtre 
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kağıdı koyularak kağıt, boya ile ıslatıldı. Cam beher kabı içerisinde kaynamakta olan 

suyun buharı ile ısıtılarak beş dakika boyunca bekletildi. Bu esnada ara ara kağıt, boya 

ile ıslatılmaya devam edildi. İşlem bittikten sonra filtre kağıdı lamın üzerinden alınıp 

atıldı. Lam, su ile yıkandıktan sonra safranin (%5) boyasında 30 saniye bekletilip tekrar 

su ile yıkanıp kurutuldu ve immersiyon yağı kullanılarak 100’lük büyütmede incelendi. 

Mikroskop görüntüsünde, sporların yeşil, vejetatif formdaki bakterilerin ise kırmızı 

renkte boyandığı gözlendi. 

3.5. Canlı Spor Sayımı 

Mikroorganizmalarda canlı spor sayımı yapmak için plak sayım yöntemi kullanıldı. Bu 

yöntem için içerisinde 900 µl serum fizyolojk bulunan steril cam tüplerde seri dilüsyon 

yapıldı. Hazırlanan tüplere 1’den başlayarak son tüpe kadar numaralar verildi. İlk tüpe 

100 µl spor süspansiyonundan eklendi ve pipetaj yaparak homojen spor karışımı elde 

edildi. Bu işleme her bir önceki tüpten 100 µl alınarak son tüpe kadar devam edildi. En 

son tüpte yapılan pipetajdan sonraki sıvı dışarı atıldı. 

İşlem tamamlandıktan sonra yine üzerine 1’den başlanarak numaralar verilen ve 

içerisinde nütrient agar bulunan petri plaklarına, 100’er µl spor süspansiyonu pipet 

yardımı ile eklendi. Daha sonra Drigalski spatülü ile petri plaklarının yüzeyine eşit 

olarak yayıldı. 57oC’de bir gün inkübe edildi. Petrideki koloniler sayıldı ve dilüsyon 

faktörüne göre mililitredeki CFU sayısı hesaplandı (Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1. Seri dilisyon yöntemi ile mililitredeki koloni sayısının hesaplanması (28) 

 

Spor sayımı, aynı zamanda Petroff Hausser Lamı kullanılarak doğrulandı (Şekil-3.2). 

Petroff Hausser Lamı yönteminin esası 0.02 mm3 hacimde sayım yapılmasıdır. Lamın 

çukur bir kısmı vardır. Sayımı yapılacak sıvı konup, lamel kapatıldığında bu çukurda 

0,02 mm yüksekliğinde bir sıvı kalır. Lamel konduktan sonra üzerine bastırılarak lamın 

çukuru dışında kalan düz kısmı ile lamel arasında bir sıvı katmanının kalması önlendi. 

Petroff Hausser Lamında 16 büyük kare ve her büyük karede 25 küçük kare olmak 

üzere toplam 400 küçük kare vardır. Sayım bu karelerde yapıldı ve elde edilen sayım 

sonucu, spor sayısı x dilüsyon x 50.000 formülü ile hesaplandı (Şekil 3.3). 

 

 

 inokulüm 
 

Dilisyan  

Petri  

900 ml 

broht 
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Şekil.3.2. A: Petroff Hausser Lamı 

                B: Petroff Hausser lamının sayım kareleri 

 

3.6. Jerminasyon  Besiyerlerinin Hazırlanması 

Spektrofotometrik yöntemde kullanılan klasik biyolojik indikatör besiyerlerinden farklı 

olarak jerminasyon hızını arttırmak için yeni besiyeri formülleri denendi. Yapılan bu 

denemelerde besiyeri içeriğinde değişikliğe gidildi ve üç farklı yeni besiyeri ortaya 

çıktı. Her besiyeri için ayrı ayrı pH ölçümü yapıldı ve pH aralığı 7 olarak ayarlandı. 

Tüm besiyerleri brom krezol moru içerdiğinden jerminasyon sonunda besiyeri renginin 

sarıya dönmesi beklendi. 

3.6.1. Birinci Besiyeri Formülü: 

Renk değişimi esasına dayalı biyolojik indikatörlerde kullanılan, klasik besiyeri olarak 

bilinen formülün içeriği aşağıdaki gibidir. 

• Triptik soy  

• Nişasta 

• Brom krezol moru 

• CaCl2 2H2O 

• Distile su 

3 g 

0.1 g 

0.002 g 

0.018 g 

100 ml 

 

Hazırlanan besiyeri, karıştırıcı yardımıyla homojenize edildikten sonra pH ölçümü 

yapıldı ve 121oC’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 

 

A B 
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3.6.2. İkinci Besiyeri Formülü: 

Bu besiyerinde vejetatif forma geçişi hızlandırmak için besiyerine dekstroz, pepton, et 

özütü ve skim milk eklendi. Besiyeri aşağıdaki gibi formüle edildi. 

• Triptik soy  

• Pepton 

• Et özütü 

• Brom krezol moru 

• Dekstroz 

• Skim milk 

• Distile su 

3 g 

0.5 g 

0.3 g 

0.002 g 

0.25 g 

2 g 

100 ml 

 

Hazırlanan besiyeri, karıştırıcı yardımıyla homojenize edildikten sonra pH ölçümü 

yapıldı ve 121oC’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 

3.6.3.Üçüncü Besiyeri Formülü: 

Bu besiyerinde vejetatif forma geçişi hızlandırmak için ikinci besiyerine ek olarak maya 

özütü, CaCO3, çeşitli aminoasitler ve vitaminler eklendi. Besiyeri aşağıdaki gibi 

formüle edildi. 

 

 



 19 

• Triptik soy 

• Pepton 

• Et özütü 

• Maya özütü 

• Dekstroz 

• CaCO3 

• Brom krezol moru 

• L-alanin 

• L-asparjin 

• L-glutamin 

• L-sistin 

• L-triptofan 

• Tiamin 

• Pirüvat 

• Distile su 

3 g 

0.5 g 

0.3 g 

0.5 g 

0.25 g 

0.1 g 

0.002 g 

10 mg 

10 mg 

40 mg 

10 mg 

10 mg 

10 mg 

500 mg 

100 ml 

 

Hazırlanan besiyeri, karıştırıcı yardımıyla homojenize edildikten sonra pH ölçümü 

yapıldı ve 121oC’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 

3.6.4.Dördüncü Besiyeri Formülü: 

Bu besiyerinde ikinci besiyerinden farklı olarak et özütü, CaCl2 ve whey proteini 

eklendi. Besiyeri aşağıdaki gibi formüle edildi. 
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• Triptik soy 

• Et özütü 

• Pepton 

• Brom krezol moru 

• Skim milk 

• Whey protein karışımı* 

• Maya özütü 

• CaCl2 

• Dekstroz 

• Distile su 

3 g 

0.3 g 

0.5 g 

0.002 g 

2 g 

8 g 

0.5 g 

0.018 g 

0.25 g 

100 ml 

*Whey proteininin (Multipower, Almanya) içeriği: 2250 gramında; protein (22 g), 

karbonhidrat (2.5 g), şeker (2.1 g), lif (0.6 g), doymuş yağ (1.2 g), ve sodyumun yanı 

sıra 100 gram aminoasit [piridoksin (0.1 g), alanin (4.6 mg), arjinin (2.5 g), aspartik asit 

(11.6 g), sistin (2.0 g), histidin (19.6 g), izolösin (6.1 g), lösin (9.9 g), lizin (8.6 g), 

metiyonin (2.1 g), fenilalanin (2.6 g), prolin (6.3 g), serin (4.2 g), treonin (7.6 g), 
triptofan (1.6 g), tirozin (2.3 g), valin (1.6 g)] bulunmaktadır. 

Hazırlanan besiyeri, karıştırıcı yardımıyla homojenize edildikten sonra pH ölçümü 

yapıldı ve 121oC’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. 

3.7. Besiyerlerinde Jerminasyon Süresini Kısaltmak İçin Kullanılan Yöntemler 

Farklı formüller denenerek hazırlanan jerminasyon besiyerlerinde jerminasyon süresini 

kısaltmak için kaynatma, dondurma ve farklı sıcaklık derecelerinde inkübasyon gibi 

çeşitli yöntemler uygulandı. Plak sayım yöntemiyle elde edilen canlı spor sayısına göre 

seri dilüsyon ile 106 cfu/ml olacak şekilde spor süspansiyonu hazırlandı. Her bir yöntem 

iki farklı besiyeri üretim lotu ile üç kez tekrarlandı. 

3.7.1. Birinci Yöntem; Farklı inkübasyon sıcaklıklarının denenmesi 

Hazırlanan dört farklı jerminasyon besiyerinin her biri, altı farklı Durham tüpü 

içerisinde 900 µl olacak şekilde dağıtıldı. Her bir sıcaklık için spor eklenmemiş bir tüp 

negatif kontrol olarak diğeriyle birlikte etüve kaldırıldı. Her bir altılı setteki tüplerden 

üçüne 100’er µl spor süspansiyonu eklendi. Bu tüplerden biri 47oC’de, biri 57oC’de, 

diğeri ise 64oC’de inkübe edildi. Her yarım saatte bir gözle görünür renk değişimi 

kontrol edilerek jerminasyon süresi değerlendirildi. 



 21 

3.7.2. İkinci Yöntem; Kaynatma ve dondurma işlemlerinin jerminasyon süresine 

etkisinin incelenmesi 

Her bir besiyeri için üçer adet steril Durham tüpü içerisine 900 µl jerminasyon besiyeri 

eklendi. İlk tüp renk kontrolü için spor eklenmeden inkübasyona bırakıldı. İkinci tüp, 

100 µl spor süspansiyonu eklendikten sonra inkübasyona bırakıldı. Üçüncü tüp ise 100 

µl spor süspansiyonu eklenip, 100oC’de 20 dakika kaynatıldıktan ve -20oC’de 20 dakika 

bekletildikten sonra, 64oC’de inkübasyona bırakıldı. Her yarım saatte bir gözle görünür 

renk değişimi kontrol edilerek jerminasyon süresi değerlendirildi. 
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4. BULGULAR 

Besiyerine pH indikatörü olarak brom krezol moru eklendiğinden jerminasyon sonrası 

pH’ın düşmesi ile besiyeri renginin sarıya dönmesi izlenmiştir. Jerminasyon sonrası 

besiyerindeki renk değişimi Şekil 4.1’de gösterilmiştir. 

 

 

 

Şekil 4.1. Jerminasyon Besiyerleri 

                A: İnkübasyon öncesi besiyeri rengi;   

1- Klasik besiyeri 

2- Skim milk içeren besiyeri 

3- Aminoasit içeren besiyeri 

A B 

1 2 

3 
4 

1 2 

3 
4 
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4-Whey proteini ve skim milk içeren besiyeri 

                B: İnkübasyon sonrası besiyeri rengi; 

  1- Klasik besiyeri 

                        2- Skim milk içeren besiyeri 

3- Aminoasit içeren besiyeri 

4-Whey proteini ve skim milk içeren besiyeri 

İki farklı besiyeri üretim lotuyla elde edilen jerminasyon süreleri Tablo 4.1 ve Tablo 

4.2’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.1. Birinci üretim lotu 

 

A: Birinci besiyeri; B: İkinci besiyeri; C:Üçüncü besiyeri; D:Dördüncü besiyeri; K.D.: 

Kaynatma ve dondurma 
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Tablo 4.2. İkinci üretim lotu 

 

A: Birinci besiyeri; B: İkinci besiyeri; C:Üçüncü besiyeri; D:Dördüncü besiyeri; K.D.: 

Kaynatma ve dondurma 

Tablo 4.1 ve Tablo4.2’de sunulan sonuçların ortalamalarına göre farklı yöntemlerde 

elde edilen jerminasyon süreleri Grafik 4.1’de gösterilmiştir. Bu sonuçlara göre 

jerminasyon süresinin 64oC’deki inkübasyonda en kısa olduğu belirlenmiştir.  

 

Şekil 4.2. Farklı besiyerlerinde elde edilen ortalama jerminasyon süreleri 

A: Birinci besiyeri; B: İkinci besiyeri; C:Üçüncü besiyeri; D:Dördüncü besiyeri; K.D.: 

Kaynatma ve dondurma 
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5  TARTIŞMA ve SONUÇ 

G. stearothermophilus, biyolojik indikatörler içerisinde patojen olmayan ve 

sterilizasyon yöntemlerinde kullanılacak en dayanıklı sporlara sahip olan bakteri türü 

olarak seçilmiştir. Biyolojik indikatör olarak kullanılan spor süspansiyonları 

sterilizasyon aşamasında biyolojik kanıt sunmaktadır. Sterilizasyon yöntemlerinden ilki 

basınçlı buhar sterilizasyon yöntemidir ve kullanımına 1800’lü yılların sonunda 

başlanmıştır. Basınçlı buhar sterilizasyonu için zaman, ısı ve doygun buhar 

parametrelerinin standardı sağlanmalı ve kontrol edilmelidir (29).  

Flaş sterilizasyon yöntemi ile ilgili yapılan bir çalışmada Rutala ve ark (4) 

paketlenmemiş malzemelerin acil olarak steril edilmesinde üç dakikada sterilizasyon 

sağlayan flaş sterilizasyon yöntemini kullanmışladır. Sterilizasyonun etkinliğini 

değerlendirmek için biyolojik indikatörler 24 saatlik inkübasyon periyodundan sonra 

değerlendirilmiştir. Bu çalışmada 60 dakikada sonuç veren yeni bir biyolojik indikatörü, 

flaş sterilizasyonun monitörizasyonda kullanılan üç konvansiyonel, 24 saatlik biyolojik 

indikatör ve üç kimyasal indikatör ile kıyaslamışlardır. Test edilen konvansiyonel 

biyolojik indikatörler Attest 1261, Proof flash, Assert; hızlı okunan biyolojik indikatör 

Attest 1291 ve kimyasal indikatörler ise Comply, Incheque ve Termolog’dur. Hızlı 

sonuç veren Attest 1291, G. stearothermophilus’un varlığını floresan vermeyen bir 

substratın enzimatik yıkımı sonucunda oluşan floresan veren ürünleri okuyarak tespit 

eder. Yer çekimli otoklavda 132oC’deki sağ kalım; konvansiyonel biyolojik indikatör 

için 56oC’de 24 saat inkübasyon sonunda besiyerindeki renk değişikliği ile, hızlı okunan 

biyolojik indikatörde 60 dakikadaki floresans ile, kimyasal indikatörlerde ise renk 
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değişikliği ile ölçülmüştür. İki dakikalık maruziyet sonrası konvansiyonel biyolojik 

indikatörlerde spor sağ kalımı Attest 1261’de %90, Proof flash’da %48, Assert’te ise 

%40 olarak tespit edilmiştir. Üç dakikalık maruziyette sırasıyla %23, %3, %0; dört 

dakikalık maruziyette ise sırasıyla %3, %0, %0 olarak bulunmuştur. Hızlı sonuç veren 

Attest 1291’in 2, 3 ve 4. dakikadaki enzim aktivitesi sırasıyla %88, %33, %0 olarak 

bulunmuştur. Kimyasal indikatörler olan Comply, Incheque, Thermolog’da  

sterilizasyon sonunda sıfırıncı dakikada başarısızlık oranı üçünde de %100 olarak 

bulunmuştur ve birinci dakikada başarısızlık oranı sırasıyla %100, %100, %45; ikinci 

dakikada %0, %0, %28; üçüncü dakikada %0, %0, %18; beşinci dakikada ise %0, %0, 

%0 olarak tespit edilmiştir. Hızlı sonuç veren Attest 1291’in duyarlılığı konvansiyonel 

biyolojik indikatörlerle paralellik göstermiştir. 

Bu verilere göre 60 dakikalık hızlı sonuç veren biyolojik indikatörler, 24 saatte sonuç 

veren biyolojik indikatörlerle eşdeğerdir. Kimyasal indikatörlerin buhar gibi işlem 

koşullarına çok duyarlı olduğu için sterilizasyon uygunluğunu değerlendirmeye elverişli 

olmadığı saptanmıştır. 

G. stearothermophilus,  biyoteknoloji endüstrisinde kullanılmakta ve içerdiği enzimler 

sayesinde antibiyotik varlığını tespit etmeye yardımcı olmaktadır. Bu olayı deneysel 

olarak gözlemlemek için yapılan bir çalışmada, Kumar ve ark (3) farklı miktarlarda 

antibiyotik eklenmiş süt örnekleri ile birlikte dekstroz, whey proteini ve skim milk 

içeren karışıma aktif sporlar inoküle ederek 64oC’de dört saate kadar inkübe etmişler ve 

antibiyotiksiz sütlerde jerminasyon besiyeri renginin iki saat içinde mordan sarıya 

döndüğünü göstermişlerdir. Besiyerinin mordan sarıya dönmesi, spor jerminasyonu 

sırasında açığa çıkan dipikolinik aside bağlı olup sütte antibiyotik kalıntısı olmadığını 

göstermiştir. Bu çalışmada sporlarda mikroskobik değerlendirme de yapılmıştır. 

Endosporun ‘core’ bölgesinin hidrasyonu ile vejetatif hücrenin belirginleşmesi, bir 

saatte görülmüş ve sporların tamamen vejetatif forma dönüşü ise 3-4 saatin sonunda 

gözlemlenmiştir. Yazarlar dormant sporların ortamdaki değişiklikleri hızla algıladığı ve 

eş zamanlı olarak vejetatif faza girerek sütteki kontaminant varlığına veya yokluğuna 

göre üredikleri sonucuna varmışlardır. Kullandıkları whey proteini ve skim milk içeren 

karışımın spor jerminasyonu için seçici bir karışım olduğunu iddia etmişlerdir (3). 

Çalışmamızda da whey proteini ve skim milk içeren besiyerinin tek başına skim milk ya 
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da tek başına aminoasit karışımı içeren besiyerine oranla kısa sürede spor 

jerminasyonuna ortam sağladığını gözlemledik. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda G. stearothermophilus sporlarının çeşitli çevresel 

faktörlerden etkilendiği ve bunun da sporların biyolojik indikatör olarak performansını 

etkilediği anlaşılmıştır. Sporulasyon esnasındaki çevresel faktörler ısı direnci gibi spor 

özeliklerini etkilemektedir. Bu çevresel faktörler; besiyeri içeriğindeki düşük agar 

konsantrasyonu, aminoasitler ve başlangıç pH’sıdır (2). 

Sporulasyon sırasındaki sıcaklık, pH, besin maddeleri, iyon konsantrasyonu gibi birçok 

çevresel faktörün D değerini etkilediği bilinmektedir. Yüksek düzeydeki iki değerli 

katyonlarla spora ait dipikolinik asit şelasyonu ısı direncini arttırır. Örneğin yüksek 

düzeyde kalsiyum iyonları içeren sporlar, manganez ve magnezyum içerenlere göre 

daha dirençlidir (2). 

Guizelini ve ark (27) sporulasyon sırasındaki çevresel faktörlerin ısı direncine katkısını 

araştırdıkları çalışmada başlangıç pH’sı, besin konsantrasyonu, tripton, pepton, et özütü, 

maya özütü, manganez sülfat, magnezyum sülfat, kalsiyum klorit ve potasyum fosfatın 

üç basamaklı değişken optimizasyon yöntemi ile çalışmışlardır. En önemli değişkenin 

başlangıç pH’sı olduğunu göstermişlerdir. pH’nın 8.5 civarında alkali olduğu, düşük 

besin konsantrasyonu içeren besiyerinde D121 değerinin dört kat arttığı gözlemlenmiştir. 

Çalışmamızda sporulasyon sırasında optimal çevre koşullarını sağladığı bilinen AK 

sporulasyon besiyeri bu nedenle tercih edilmiştir. 

Rowe ve ark (30) manganez konsantrasyonunun önemli olduğunu 5X10-3 M’dan daha 

yüksek fosfat konsantrasyonunun katı agarda koloni oluşumunu önlediğini 

göstermişlerdir. Bu tür termofilik bakteriler için glikoz, fruktoz, sükroz, gliserol ve 

nişastanın üremeyi kolaylaştırdığını; sitrat, alfa ketoglutarat, süksinat, fumarat, malat, 

asetat ve laktatın ise üremeye bir etkisi olmadığını bildirilmişlerdir. Aminoasit 

karışımlarının ise oksotrofik mutantların üretilmesi için yararlı olduğu gösterilmiştir. Bu 

anlamda özellikle glutamat, histidin, izolösin, metionin ve valin varlığının optimal 

üreme için yararlı olduğu gösterilmiştir (30). Yapılan çalışmaları bizim yaptığımız 

çalışma ile kıyaslayacak olursak eklediğimiz L-alanin, L-asparjin, L-glutamin, L-sistin, 

L-triptofan, tiamin ve pirüvat gibi aminoasitler kullanarak hazırladığımız besiyerinin 
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jerminasyon süresi whey proteini ekleyerek hazırladığımız besiyerinden daha uzun 

bulunmuştur. 

Biyolojik indikatörlerin temel prensibi buhar sterilizasyon süresince yüksek ısı direnci 

gösteren standart spor populasyonlarının kullanılmasıdır. Bu sporların ölümü ya da canlı 

kalması sterilizasyon döngüsünün etkinliğini gösteririr (30). Kendinden besiyerli kapalı 

indikatörlerde kullanılan jerminasyon besiyerinin ısı ile hasar görmüş sporları 

canlandırmaya uygun olması gereklidir. Aksi takdirde yanlış negatif sonuçlar alınabilir. 

Hasar görmüş sporlar oksokrofik özellik gösterir. Bu nedenle bu oksokrofik sporların 

üretilebilmesi için besiyerine eklenecek üreme faktörleri önemlidir. Tekrarlanabilir bir 

sterilite güvence düzeyini sağlayabilmek için bu üreme faktörlerinin optimal olması 

üreticiye yada üretim lotuna göre değişkenlik göstermemesi gerekir (30). Genellikle 

biyolojik indikatörlerde ticari olarak da temin edilebilen valide edilmiş jerminasyon 

besiyerinin kullanılması önerilir. 

Dulugokanski ve ark (27) soya fasülyesi artıkları ile hazırladıkları besiyerinin spor 

jerminasyonu ve üremesi için başarılı bir besiyeri olduğunu göstermişlerdir. Soya 

fasülyesinden etanol distilasyonu sonrası geriye kalan özüt de jerminasyon besiyerinde 

kullanılabilmektedir. %1.4 soya fasülyesi özütü ve %0.8 maya özütü içeren besiyerinin 

ısı ile hasar görmüş sporların jerminasyonunu arttırdığını göstermişlerdir. Bu 

çalışmaların ışığında çalışmamızda kullandığımız whey proteinin ve skim milk içeren 

besiyerine benzer oranlarda maya özütü de eklenmiştir. 

Shintani ve ark (31) altı farklı üretici firmadan temin ettikleri triptik soy besiyerini test 

etmek için 106 cfu/ml G. stearothermophilus sporları içeren biyolojik indikatörleri 

121oC’de 3-5 dakika sterilizasyona maruz bıraktıktan sonra bu besiyerine inokule etmiş 

ve 55±2oC’de yedi gün inkübe etmiştir. Ayrıca bu besiyerine glikoz, sodyum pürivat, 

kalsiyum laktat, kalsiyum karbonat, L-alanin, vitamin karışımı, aminoasit karışımı, 

maya özütü, nişasta, katalaz ve süt ekleyerek jerminasyona etkisini değerlendirmiştir. 

Farklı firmalara ait besiyeri ile elde edilen bakteri sayılarında üç dakika %554 beş 

dakika sterilizasyon sonrası ise %1309 fark olduğu ve bunun da ISO11138’de (22) 

önerilen oranların çok üstünde olduğu belirtilmiştir. Spor populasyonlarının 

üretilmesinde besiyerinin önemli olduğu vurgulamışlar; kalsiyum, glikoz ve aminoasit 

karışımın bu sporların üremesi için gerekli glikoz oranının %0.5’in üstünde olması 
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gerektiğini göstermişlerdir. Bu nedenle bu çalışmada hazırlanan tüm formüllere 0.5 g 

glikoz eklenmiştir. 

Biyolojik indikatörler, buhar sterilizasyon yönteminin biyolojik kontrolünde önemli ve 

gereklidir. İnkübasyon süresi kısaldıkça maliyeti artmaktadır. Bu çalışmada formülize 

ettiğimiz whey proteini ve skim milk içeren jerminasyon besiyeri, spor jerminasyon 

süresini standart besiyerine göre yaklaşık bir saat kısaltmış ve dört saate düşürmüştür. 

Sonucun gözle kolayca okunabilir olması da bir diğer avantajdır. Bu nedenle hazırlanan 

jerminasyon besiyeri formülü biyolojik indikatörlerde kullanılmak üzere ekonomik bir 

alternatif olabilir.  
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