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GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS SPOR JERMINASYONUNU
ERKEN BELIRLEMEDE FARKLI YONTEMLERIN ARASTIRILMASI
Giilsah DUMLU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Mikrobiyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Nisan 2016
Damisman: Prof. Dr. Duygu PERCIN

OZET
Amac: Geobacillus stearothermophilus sporlar1 yiiksek sicakliga dayanabildikleri i¢in
buhar sterilizasyonunun  biyolojik  kontroliinde  kullanilmaktadir.  Biyolojik
indikatorlerde {ireme tespit siiresi jerminasyon icin kullanilan besiyeri igindeki
indikatore ve iireme tespit yontemine gore 1-48 saat arasinda degisiklik gosterir.
Bununla birlikte renk degisikligi esasina dayali indikatorlerde ortalama inkiibasyon
stiresi 24 saattir. Bu ¢alismada jerminasyonu daha erken, renk degisikligi ile ve gozle

kolayca goriiniir sekilde gosterebilecek bir besiyerinin olusturulmasi amag¢lanmustir.

Materyal ve Metod: Bu ¢alisma icin ii¢c farkli besiyeri formiilize edildi. Besiyerine son
inokuliim 10° spor olacak sekilde inokiilasyon yapildi. Bu besiyerleri ile dort farkli
calisma grubu hazirlandi. Gruplardan biri 47°C’de, biri 57°C’de, biri 64°C’de inkiibe
edildi; dordiincii gruba ise 100°C’de 20 dakika kaynatma ve ardindan -20°C’de 20
dakika dondurma sonras1 64°C’de inkiibasyon uygulandi. Hazirlanan besiyerleri ile elde
edilen spor jerminasyon tespit zamanlar1 standart biyolojik indikator besiyeri ile
karsilagtirildi. Tiim c¢alisma gruplar1 iki farkli besiyeri iiretim lotu ile iicer kez

tekrarlandi.

Bulgular: Standart besiyerinde spor jerminasyon tespit zamani ortalama 5.5 saat iken
whey proteini ve skim milk igeren ve 64°C’de inkiibe edilen besiyerinde jerminasyon
stiresinin dort saate kadar kisaldigi tespit edilmistir. En uzun jerminasyon siiresi
47°C’deki inkiibasyonda sekiz saat olarak gozlemlenmistir. Kaynatma ve dondurma

isleminin jerminasyon siiresini hizlandirmadigi goriilmiistiir.

Sonuc¢: Whey proteini ve skim milk igeren besiyeri formiilii jerminasyonun gozle ve
hizli bir sekilde tespitini saglayabildiginden biyolojik indikatorlerde timit vadeden bir

alternatif olabilir.

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

jerminasyon besiyeri
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EVALUATION OF DIFFERENT METHODS FOR EARLY DETECTION OF
GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS SPORE GERMINATION
Giilsah DUMLU
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Microbiology
M. Sc. Thesis, April 2016
Supervisor: Prof. Dr. Duygu PERCIN

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 10° spores. Four different study groups
were prepared with these media. The first group was incubated at 47°C, the second
group at 57 °C, and the third group at 64 °C; while the fourth group was incubated at 64
°C 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 64°C. The longest duration of germination was
observed as eight hours at 47 °C. 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.GIRiS VE AMAC

Aerob, endospor olusturan yedi familyadan Bacillaceae ve Paenibacillaceae aileleri,
Firmicutes aleminde Bacilli sinifinda yer alan ve klinik onem arz eden iki ailedir.
Geobacillus stearothermophilus, Bacillus cinsine ait bir bakteridir. Isiya direncli comak
seklinde, spor olusturan aerobik, termofilik basillerdir. Genellikle sicak su kaynaklar1 ve
jeotermal bolgelerdeki topraklardan izole edilirler. Bu cevrelerin yam sira havadan ve

konservelerden de izole edilmektedirler (1).

G. stearothermophilus sporlari, yiiksek sicaklia dayanabildikleri icin buhar
sterilizasyon yoOnteminde biyolojik indikator olarak kullanilmaktadir. Biyolojik
indikatorler sterilizasyonun kontroliinde 6nemli bir basamaktir. Iyi tanimlanmis sicaklik
direnci olan standardize sporlarin kullanimi biyolojik indikatoriin kalitesini belirler.
Besiyeri icerisindeki agar konsantrasyonu, pH gibi faktorler sicakliga direnci arttirir (2).
G. stearothermophilus sporlar1 ayn1 zamanda siit i¢indeki antimikrobiyal varligini tespit
etmek icin de kullanilir. Antibiyotik varhi§inda G. stearothermophilus sporlarinin
jerminasyonu gerceklesmez. Siitteki antibiyotik kalintisinin tespiti icin kullanilan
jerminasyon besiyerine dextroz, whey proteini, skim milk agar gibi maddelerin

eklenmesinin jerminasyonu kolaylastirdig: gosterilmistir (3).

Biyolojik indikatorler ti¢ kusak halinde geligsmistir. Birinci kusak indikatorler sadece
kagit seritler iizerinde spor siispansiyonu halindedir. Aseptik ortamdaki besiyerine

koyulan seritteki iireme besiyerini bulaniklastirir. Ikinci kusak indikatorlerde spor



iceren seritler ve besiyeri ayni tiip icerisindedir. Ureme renk degisimi ile gézlemlenir.

Uciincii kusak indikatorler ise hizli indikatérler olarak bilinir (4, 5).

Mevcut  biyolojik  indikatorler — iiremenin  tiirbidimetrik,  florimetrik  veya
spektrofotometrik yontemlerle 6l¢ciimii esasina dayanir. Her ii¢ yontem icin de 6zel
okuyuculu inkiibatorler kullanilir (5). Bu calismada sporlarin vejetatif forma gegisini
hizlandirabilecek farkli besiyeri formiilleri ve farkli sicakliklar denenerek spor
jerminasyon tespit zamanini kisaltacak ve gozle kolayca goriiniir hale getirebilecek bir

besiyerinin kazanilmasi amaclanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Tarihce ve Siiflandirma:

Molekiiler ~ smiflandirma  yontemlerinin =~ aerobik, = endosporlu  bakterilerin
smiflandirilmasinda  biiyiik katkist olmustur. Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology‘nin 1986 yilindaki baskisinda 40 gecerli Bacillus tiirii yer almistir. O
tarihten itibaren ya Bacillus cinsi i¢inde ya da ondan tiiremis cinsler icinde 218 yeni tiir

daha tanimlanmustir (6, 7).

Bacillus stearothermophilus ile benzer termofilik tiirler olan B. kaustophilus ve B.
thermoglucosidasius, Ash ve ark (8) tarafindan, grup 5 olarak adlandirilan uzak bir

filogenetik gruba dahil edilmistir.

Bu yeni taksonun Bacillus genusundan ayrilip yeni bir isim almasit 10 yil kadar
stirmiistiir. Ayn1 zamanda Rus Bilimler Akademisi biinyesindeki bir grup bilim adami
Kazakistan’da yiiksek sicakliktaki petrol sahalarinda mikrobiyal ekoloji iizerinde
calisma yapmaya baslamislardir. Bir kilometre derinligindeki bu sahalardan 55-74°C

sicaklikta su ornekleri alinmig ve termofilik basillerce zengin oldugu goriilmiistiir (9).

Fizyolojik ve genetik c¢aligmalar sonucunda bu organizmalar iki gruba ayrilmistir. Bu
mikroorganizmalardan iki tanesi B. licheniformis ile benzerlik gosterirken digerleri ise
Ash ve ark (8) tarafindan tamimlanan grup 5 mikroorganizmalar1 ile benzerlik
gostermektedir. Nazina ve ark (10) grup 5 izolatlar iizerinde polifazik deneyler yapmis
ve sonuclar: filogenetik olarak uzak, fizyolojik ve morfolojik olarak baglantili yeni bir
takson olan Geobacillus genusunun ortaya ¢ikmasi saglamistir. Bununla birlikte B.

kaustophilus, B. stearothermophilus, B. thermocatenulatus, B. thermodenitrificans, B.



thermoglucosidasius ve B. thermoleovorans tiirleri de Geobacillus genusuna dahil

edilmistir (Sekil 2.1).

brevis Paen'."baci{‘us

Virgibacillus
fatecosporus Brevibacillus velahep t

Alicyclobacillus

morey Salibacillus

ettt Gracilibacillus S asariliy
Aneurinibacillus

subtl (i
Ll T

Bacillus
Geobacillus

Ureibacillus

Sekil 2.1. Bacillus genusunun filogenetik siniflandirilmasi (10)

Geobacillus cinsi altinda yer alan tiirlerin 16STRNA gen sekanslama yontemi ile elde
edilen filogenetik agaci1 Sekil 2.2°de gosterilmistir. Ancak daha sonra G. tepidemans,

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

olmadigi anlasilmistir (7).



Geabaciifuy thermoleovorans ATCC 43513 (MT7488)

Geobacillus kaustaphilus WCIMB 8347 (X 60618)
Geobacillus litnamicus N-3 (AY44055)
Creobacillus vileami 31 (AJ293805)

Geobacillus thermocatenularus DEMT30 (Z26026)
Geobacillus gargensiv Ga (AY 193888)

Geobacillus stearothermophilus DSM 22 (AJ20481T)

— Greobacillus nzenensis U (AF276304)

—— Geobacillus furassicus DS (AY312404)

ﬂL_ Gepbacilius thermodenitrificans DEM 465 (Z26928)
Geobacillus subterrancus 34 (AF276306)

Geobacillus caldoxylosifytions ATCC 700356 (AF06T651)
a1

100

91 Geabacillus thermoglicosidasine ATCC 43742 (ABOZI19T)

Geobacillus toehii SK-1 (AF126278)

Geobactlius tepidamans GS5-97 (AY563003)

Geobacillus pallidus DSM 3670 (Z26930)

Geobacillus debilis T (AJ564616)

Sekil 2.2. Geobacillus cinsi i¢inde yer alan tiirlerin 16STRNA analizine gore filogenetik

agaci (7)

2.2.Morfolojisi ve Gram Boyanma Ozellikleri:

G. stearothermophilus, hiicre zar1 ve kalm bir hiicre duvar ile karakterize olan Gram
pozitif hareketli bir bakteridir. Baz1 suglarda aerobik olarak karbonmonoksit oksidasyon
yetenegi vardir. G. stearothermophilus son derece dayanikli endosporlar icerir.
Sporangi sismis, elips seklinde terminal ya da subterminal formdadir. Hiicre duvari
itibariyle Gram pozitif bir bakteri olmakla birlikte Gram boyamada negatif-pozitif
arasinda degisen reaksiyonlar gosterebilirler. Koloni morfolojisi degiskendir ve bazi

besiyerlerinde pigment olusturabilirler (7).



2.3. Metabolizmasi:

G. stearothermophilus, kemoorganotrofik bir mikroorganizmadir. Aeorobik ya da
duruma gore fakiiltatif anaerobik solunum yaparlar. Son elektron alicis1 oksijen olmakla
birlikte bazen nitrat da gorev alir. G. stearothermophilus 30-75°C sicaklik araligina
dayamklidir. i1k alfa-amilaz iiretilen termofilik bakteri olarak bilinir. Ureme pH’s1 6,0-

8.5 aralig icindedir. Ureme faktorleri ise vitaminler, NaCl ve KCI'diir (7, 11, 12).

Termofil sporlar genel iiretim besiyerlerinin yilizeyinde 4 giin-2 hafta inkiibasyon
sonras1 ortaya c¢ikar. Ortamda oksijen ve glukoz varhigi hem vejetatif liremenin
hizlanmasimmi hem de sporulasyonu saglar. Besiyerine tripton ve manganez siilfat

eklenmesi yogun sporulasyona neden olur (13).

Termofil Geobacillus tiirlerinde organizmaya yapisal esneklik ve molekiiler stabilite
saglamak iizere enzimatik adaptasyon, 1siya dayanikli protein sentez mekanizmalar1 ve
membran fosfolipitlerinde adaptasyon s6z konusudur. Termofil bakterilerin membran
fosfolipitlerindeki yag asidi kompozisyonu mezofil olanlara gore farkhidir. G.
stearothermophilus  membran fosofolipidlerinin ~ %90°1  fosfatidilgliserol ~ ve
kardiyolipinden olusurken, iireme 1s1s1 yiikseldiginde fosfatidilgliserol miktarinin arttigi
gozlemlenir. Kardiyolipin ile birlikte uzun zincirli, doymus, lineer ve iso yag asidi
miktar1 da artar. Homoviskoz adaptasyon denen bu yolla hiicre membrani farkl iireme
sicakliklarinda da sabit membran akigkanligini saglayabilir. G. stearothermophilus’da
aminoasit transferi Na® bagimli bir mekanizma ile gerceklesir. Bu mekanizma da

homovisk6z adaptasyon sirasinda ihtiya¢ duyulan enerjiyi saglamada onemlidir (7).

2.4. Bulunduklar: ortamlar:

Dogada yaygin olarak bulunurlar. Genellikle ¢61 topragi, sicak su kaynaklar1 ve okyanus
diplerinden {iretilirler (7). G. stearothermophilus ilk kez bozulmus fasulye ve musir
konservelerinden izole edilmistir ve konserve gidalar ile siit iirlinlerinin bozulmasinda

onemli bakterilerden biridir (14).

2.5. Identifikasyon Yontemleri:

Glukoz, fruktoz, maltoz, mannoz ve trehalozu kullanarak asit olusumu gozlemlenirken;
galaktoz, sorbitol, ramnoz ve laktozu fermente edip asit olusturamazlar. Katalaz testleri

pozitif, oksidaz testleri degisken iken, Voges-Proskauer reaksiyonlari, fenil alanin ve



indol testleri negatiftir. Jelatin ve nisasta hidrolizi yapabilirler ama iire negatiftir. Nitrat
rediiksiyonu ve eskiilin hidrolizi degiskendir. %2 ve %5 NaCl iceren ortamlarda

tireyebilir ancak %7 konsantrasyonda lireyemez (6, 7, 12).

2.6. G. stearothermophilus’un Kullanim Alanlari:

G. stearothermophilus sporlari, yiiksek sicaklik araligina dayanikli oldugundan 6zellikle
sterilizasyon yontemlerinin biyolojik kontroliinde kullanilir. Sterilizasyon hatalarini
erken donemde yakalar, sterilizasyon isleminin biyolojik oliimii ger¢eklestirmede yeterli
olup olmadigin1 gosterir. Bu caligmalarda kullanilan sporlar sterilizasyon iglemi icin

biyolojik kanit sunmaktadir (15-18).

Biyolojik indikator olarak kullaniminin yani sira biyoteknolojide en fazla kullanilan
mikroorganizmadir. Icerdigi o-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir. Bu
enzimler tekstil ve kagit endiistrisinde, nisastanin sivilastirilmasinda, glikoz, fruktoz

suruplar1 ve tutkal tiretiminde, alkol fermantasyonunda kullanilmaktadirlar (10).

Ayrica antibiyotik varliginda jerminasyon inhibe oldugundan siitteki antibiyotik
varliginin kontroliinde kullanilabilmektedir. Siite eklenmis antibiyotik varliginin tespiti
icin hazirlanan spor jerminasyon besiyerleri 64°C’de inkiibe edildiginde, inokiile
antibiyotiksiz siitlerde jerminasyon besiyeri rengi iki saat icinde mordan sariya
donmektedir. Bunun sebebi spor jerminasyonu sirasinda olusan dipikolinik asit varligi

ile aciklanmistir (3).

2.7. Sterilizasyonun Biyolojik Kontrolii

Biyolojik kontrol; sterilizasyon hakkinda direkt bilgi vererek, sterilizasyon isleminin

biyolojik oliimii gerceklestirmede yeterli olup olmadigini gosterir (15, 18).

Biyolojik indikatorler igerisinde ilgili sterilizasyon yontemine en dayanikli oldugu
bilinen bakteri sporlar1 bulunmaktadir. Farkli sterilizasyon yontemlerinde kullanilan
biyolojik indikatorlerdeki bakteri sporlari ve uygulama sikligit Tablo 2.1°de

gosterilmistir.



Tablo 2.1. Farkli sterilizasyon yontemlerinde kullanilan biyolojik indikatorlerdeki
bakteri sporlar1 ve biyolojik indikator uygulama siklig1 (17)

Sterilizasyon Yontemi Bakteri Sporu Uygulama Siklig1
Buhar Geobacillus En az haftada bir kez
stearothermophilus Implant iceren her yiikte
Hidrojen Peroksit Gaz Geobacillus En az giinde bir kez
stearothermophilus
Formaldehit Geobacillus Her dongiide
stearothermophilus
Etilen Oksit Bacillus atrophaeus Her dongiide
Kuru Is1 Bacillus atrophaeus Haftada bir kez

Sterilizasyon sonrasi canli mikroorganizma kalma olasilig1 sterilite giivence diizeyi
olarak tanimlanir. Tibbi malzeme sterilizasyonunda bu diizeyin en az 10”® olmast istenir.
Bu diizeye ulasildiginin ispatlanmasi icin 10° spor iceren biyolojik indikatdrler

kullanmlir.

Biyolojik indikatorler suda ya da kiiltiir ortaminda siispansiyon halinde veya plastik,
kagit, aliiminyum tasiyicilarda standart bakteri sporlarinin kurutulmasi ile elde
edilmekte olup; 1s1, kimyasal ve radyasyon ile yapilan sterilizasyonun denetlenmesinde

kullanilir (19).

Biyolojik indikatorler ayr1 bir paket igcerisine konularak sterilizatoriin kapak, koseler ve
vakum drenaj cikislar1 gibi sterilizasyon isleminin en zor gerceklestigi bolgelere
yerlestirilir. Sterilizasyon isleminden sonra spor iceren seritler aseptik kosullarda
besiyerine aktarilarak ya da aymi tiip i¢indeki besiyeri kirilmasi suretiyle bir araya
getirilerek inkiibatore yerlestirilir. G. stearothermophilus igeren biyolojik indikatorler

55°C’de inkiibe edilir (17, 19).



Biyolojik indikator test paketlerinin, buhar sterilizatorlerinin ilk ¢evrim montajlari
sirasinda, sterilizatoriin tamir gerektiren bir arizasindan sonra ayrica rutin olarak en az
haftada bir kullanilmasi; viicuda implante edilecek cihazlarin sterilizasyon isleminde ise
her yiikte biyolojik indikatdr kullanilmasi ve miimkiinse bu son durumda biyolojik
indikator test sonug¢larmnin alinmasma kadar malzemenin kullanilmadan beklenmesi
onerilmektedir (17-19). “Centers for Disease Control and Prevention” (18) ise biyolojik
indikatorlerin  haftalik  kullanilmasini, implant sterilizasyonunda ise her yiike
konulmasmi Onermektedir. Diisiik sicakliktaki sterilizasyon yontemlerinde ise her

cevrimde kullanilmasi 6nerilir.

Biyolojik indikatorlerle ilgili olarak kimyasal indikatorlerde oldugu gibi iiriiniin
saklanmasi, tutulmasi, kullanimi ve mikrobiyolojik teste tabii tutulmasi konulari
degerlendirilmelidir. Biyolojik indikatorlerin en 6nemli problemi, sonucun alinmasi i¢in
uzun inkiibasyon periyoduna gereksinim gostermesidir. Bu problem, bir saat veya daha
kisa siirede floresan vermeyen bir maddeyi floresan verir hale getiren spor
enzimlerinden alfa-glikozidaz tayini ile ¢Oziilmistiir. Kisa siirede sonucun elde
edilmesi, sterilizasyonun denetlenmesinde biyolojik indikatorlerin  kullanimini

yaygmlastirmistir (18).

Biyolojik indikatorlerin sonucunun pozitif olmasit halinde asagidaki muhtemel

problemler degerlendirilmelidir (17):
A) Buhar sterilizatorlerinde;
* Yetersiz hava tahliyesi
e Uygun olmayan buhar kalitesi
» Sterilizasyon 1s1 ve siiresinin yetersizligi

» Paketleme materyalinin uygun olmayisi

Paketleme veya yiikleme hatalar1
B) Diger sterilizatorlerde;
¢ Ortam neminin uygun olmamasi

¢ Gaz konsantrasyonunun yetersizligi
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e Sterilizasyon 1s1 ve siiresinin yetersizligi
¢ Paketleme materyalinin uygun olmayisi
e Paketleme veya yiikleme hatalar1

Bu anlamda biyolojik indikatorler, hem sterilizasyonun etkinligini kontrol etmekte hem
de sterilizasyon siirecindeki problemlerin tamimlanmasina ve giderilmesine katki

saglamaktadir.

2.8. Buhar Sterilizasyonda Kullanilan Biyolojik Indikator Cesitleri

Biyolojik indikatorlerde kullanilacak bakteri tiirii dikkatle secilmelidir. Bakteri patojen
olmamali, kullanilacak sterilizasyon yontemine sinir degere kadar direngli olmalidir

(20-22).

Biyolojik indikatorler birinci, ikinci ve tgiincii kusak indikatorler olmak iizere iic
cesittir. Birinci kusak indikatorlerin spor siispansiyonlar1 kagit seritler iizerindedir.
Seritler sterilizasyon sonrasi aseptik ortamda niitrient sivi ya da triptik soy besiyeri
icerisine konur. Ureme varliginda sivi besiyeri icerisinde bulamklik gozlemlenir.
Negatif sonu¢ vermek icin 24-168 saat inkiibasyon gereklidir. ikinci kusak indikatorler,
spor iceren seritlerle birlikte besiyeri de icerir. Inokiilasyon sirasinda kontaminasyon
riski tagimaz. Inkiibasyon siiresi 24-48 saat arasidir. Ureme olmasi durumunda pH
degisimine bagli olarak renk degisimi gozlenir. Uciincii kusak indikatorler hizl (rapid
read-out) indikatorlerdir. Inkiibasyon siiresi 1-10 saat arasindadir. Merkezi sterilizasyon

iinitesinde karantina siiresini kisaltir (4, 5).

Biyolojik indikatorlerde tiirbidimetrik yontem, florimetrik yontem ve spektrofotometrik
yontem olmak iizere {i¢ farkli tespit yontemi vardir. Tiirbidimetrik yontemde gozle
goriiniir gercek iireme tespiti yapilir. Bunun icin 10° cfu/ml veya iizeri bakteri sayisi
gerekmektedir. Bir spor jerminasyonu i¢in gecen siire iki saattir. Gozle goriiniir tiirbidite
olusumu i¢in 20 jenerasyona ihtiya¢ vardir. Bu da 600 dakikaya esdegerdir. Florimetrik
yontem alfa-glukozidaz veya alfa-galaktozidaz aktivitesi ile floresans veren substratlarin

kullanildig1 ve floresansin otomatik okuyucu tarafindan okundugu yontemdir (5).
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Alfa-glukozidaz aktivitesi logaritmik iireme fazinda artar, stasyoner fazda plato cizer.
Spektrofotometrik yontemde ise otomatik okuyucu, enzim aktivitesini veya iiremeyi

renk veren ya da renk degistiren substratlar kullanarak olcer (23).

Sterilizasyon sonrasi canli kalan spor sayisi ile biyolojik indikator iireme tespit zamani
arasinda bir ters iliski vardir. Canli spor sayisi azaldik¢a iireme tespit zamani uzar.
Percin ve Durmaz (24) hizli biyolojik indikatérler igerisine 1-10° arasinda spor inokiile
ederek iireme tespit zamanini arastirdiklar1 ¢alismada, bir spor igeren indikatorlerde
iireme tespit siiresinin dokuz saate kadar uzadigint; 10° spor iceren indikatorlerde ise iki

saat icinde pozitif sonu¢ alindigin1 gostermislerdir.

2.9. Sporulasyon Besiyeri:

Besiyeri, mikroorganizmalarin iiremeleri, saklanmalar1 ve transferleri i¢in hazirlanan
kat1 veya sivi preparasyonlardir. Mikroorganizmalarin kiiltiirleri icin hazirlanan
herhangi bir besiyeri ortaminda mikroorganizmanin tiiriine gore gerekli olan tiim
beslenme gereksinimleri bulunmalidir. Bunlar; karbon kaynagi, su, azot kaynag, siilfat
kaynagi, fosfat kaynagi, Fe*?, Mg** vb. cesitli mineraller olarak siralanabilir. Hazirlanan

besiyerinin pH’s1 mikroorganizmalarin iiremesini etkileyen en onemli faktorlerden

biridir (25).

Is1 diren¢ performansi iyi bilinen standart sporlar biyolojik indikatoriin kalite
garantisidir. Desimal azalma zamani olarak bilinen D degeri, biyolojik indikatoriin en
onemli karakteristigidir ve sporun iiretim besiyeri, jerminasyon besiyeri, biyolojik
indikatoriin paketleme materyali gibi bircok faktoérden etkilenir. ideal bir biyolojik
indikatorde Dj,; degerinin en az 1.5 dakika olmas1 gerekmektedir (20-22, 25).

Sella ve ark (26) soya fasiilyesi artiklar1 ile hazirladiklar1 besiyerinin B. atrophaeus spor
jerminasyonunu ve iiremesini artirdigini gostermisler; Dlugokenski ve ark (27) ise soya
fasiilyesi artiklar1 ile hazirladiklar1 besiyerinde iiretilen G.stearothermophilus
sporlarinda Dy,; degerinin ortalama 2.9 + 0.5 dk oldugunu gostermislerdir. Yine ayni
calismada %0.8 maya oOziitii iceriginin 1siyla hasarlanmis sporlarin jerminasyonunu

artirdigimi gostermislerdir.

Biyolojik indikator iiretiminde klasik sporulasyon besiyeri kullanilir. Sporulasyon

besiyerinin igerigi asagida gosterilmistir:
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Sporulasyon besiyeri;

e Jelatin 6g

e Kazein 4g

* Maya oziitii 3¢

o Et oziitii lg

e Dekstroz lg
03¢g

e Manganez siilfat

e Agar

Hazirlanan sporulasyon besiyerinin otoklava girmeden once mutlaka pH’s1 6l¢iilmelidir.
Ideal sporulasyon besiyeri pH‘st 7 olmahdir. Besiyeri sterilizasyonu otoklavda
121°C’de, 15 dakikada saglanir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri spor iiretimi i¢in uygun olan

plaklara dokiiliip donduktan sonra kullanima hazir hale gelir.

2.10. Spor Jerminasyon Besiyeri:

G. stearothermophilus sporlar1 kullanilarak hazirlanan biyolojik indikatorler
sterilizasyonun kontrol basamaklarini olusturmaktadir. Biyolojik indikatorler icerisinde
bulunan jerminasyon besiyerinde meydana gelen renk degisimi G. stearothermophilus
sporlarinin vejetatif forma doniigmesi sonucunda meydana gelmektedir. Bu durum
sterilizasyonun basarisiz oldugunu gosterir. Birinci kusak biyolojik indikatorlerde
kullanilan jerminasyon besiyerinde triptik soy veya niitrient sivi besiyeri gibi genel
tiretim besiyerleri kullanilirken; spektrofotometrik yontemle iireme tespiti yapan 2.
kusak indikatorlerde nisasta ve CaCl, gibi iireme faktorleri ile birlikte pH indikatorii
olarak brom krezol moru kullanilmaktadir. Florimetrik yontem ile {ireme tespiti yapan
3. kusak indikatorlerde ise alfa ve beta-glukozidaz ile tepkimeye girerek floresans veren

umbelliferon olusumunu saglayan 4-betilumbelliferon substrati kullanilmaktadir (22,
23).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Spor Uretimi

G. stearothermophilus ATCC 7953 sporlari, triptik soy besiyeri kullanilarak falkon
tiipleri icerisinde, 57°C’de bir giin boyunca bekletilip, vejetatif forma gecip iiremesi
saglandi. Bulaniklasan triptik soy besiyerinden niitrient agar besiyerine pasaj edilerek

saf kiiltiir oldugu dogrulandi.

3.2. Spor Uretiminde Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi
3.2.1. Triptik Soy Siv1 Besiyerinin Hazirlanisi:

Bir litre distile suya 30 g Tryptic Soy Broth (BD, Fransa) eklenerek hazirlandi.
Besiyerinin icerisinde; panktreatik kasein %1.7, soya oOziitii %0.3, dekstroz %0.25,
NaClO, %0.5, K,HPO, %0.25 oraninda bulunmaktadir. Hazirlanan besiyeri 121°C’de
15 dakika sterilize edilip sogumaya birakild.

3.2.2. Nutrient Agar Besiyerinin Hazirlanisi:

Agz1 vidali, otoklavlanabilen cam siseler icinde 1 litre distile suya 28 g Nutrient Agar
(Himedia, Hindistan) eklenerek hazirlandi. Besiyerinin icerisinde; peptik sindirilmis
hayvan dokusu %0.5, NaClO;, %0.5, et oziitii %0.15, maya oziitii %0.15, agar %1.5
oraninda bulunmaktadir. Hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika sterilize olduktan
sonra heniiz sicakken her petride 20 ml besiyeri olacak sekilde 90 mm capli steril petri

plaklar1 icerisine dagitilarak donmaya birakildi.
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3.2.3. AK Sporulasyon Agar Besiyerinin Hazirlanisi:

Agz1 vidali otoklavlanabilen cam siseler icinde 1 litre distile suya 30.8 g AK
Sporulasyon Agar (Himedia, Hindistan) eklenerek hazirlandi. Besiyerinin icerisinde
pankreatik jelatin %0.6, kasein enzim hidrolizati %0.4, maya oziiti %0.3, et Oziitii
%0.15, dekstroz %0.1, MnSO4 %0.03, agar %1.5 oraninda bulunmaktadir. Hazirlanan
besiyeri 121°C’de 15 dakika sterilize olduktan sonra heniiz sicakken her flaskta 25 ml
besiyeri olacak sekilde steril 50 ml’lik hiicre kiiltiirii flasklar1 icerisine dagitilarak yari

yatik bir sekilde donmaya birakilda.

3.3.Sporlarn Piirifikasyonu

Vejetatif formdaki bakterilerden 0.5 Mc Farland bulanikligina esdeger spor
slispansiyonu hazirlanip sporulasyon besiyeri iceren flasklar icerisine steril ekiivyon
cubugu yardimu ile inokiile edildi. Daha sonra 57°C’de 4-5 giin arasi inkiibasyona
birakildi. Bes giinliik inkiibasyon siiresi sirasinda, belli araliklarla sporlarin olusum
siireleri, spor boyama yontemiyle takip edildi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra
besiyeri yiizeyinden steril ekiivyon cubugu ile steril distile su icerisinde topland1. Ilk
olarak falkon tiipiindeki distile su icerisine toplanan sporlar +4°C’deki dolapta bir giin
bekletilip vejetatif formdaki bakterilerin parcalanmasi saglandi. Bir giin sonra, 100°C’de
20 dakika kaynatildi. Bu basamakta sporlarin 1siya olan dayanikliliklarindan
faydalanarak vejetatif formdaki basiller yok edildi. En son basamakta ise sogutmali
santrifiij kullanilarak 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra {iistte kalan sivi
kistm dokiilerek pellet alindi ve bu islem 3 defa tekrarlandi. Elde edilen spor
slispansiyonu spor boyama yontemi kullanilarak incelendi. Bu incelemede, spor
stispansiyonunda %90 oraninda spor, %10 oraninda vejetatif bakteri formu varligi kabul

edilebilir olarak degerlendirildi.

3.4. Spor Boyama Y ontemi

Spor olusturan mikroorganizmalarda, vejetatif hiicre normal boyalarla boyanabilirken,
sporun etrafinda kalm hiicre duvar1 olmasi ve gecirgenligin zor olmasi nedeniyle farkli
yollar izlenmektedir. Spor boyamada, malasit yesili ve safranin ile yapilan Writz-

Conklin spor boyama yontemi kullanildi.

Malasit yesili (%5 akoz soliisyonu) kullanilarak yapilan boyama yonteminde once

preparat hazirlandi, kurutuldu ve ates ile tespiti yapildi. Lam iizerine ayn1 boyutta filtre
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kagid1 koyularak kagit, boya ile 1slatildi. Cam beher kabi igerisinde kaynamakta olan
suyun buhari ile 1sitilarak bes dakika boyunca bekletildi. Bu esnada ara ara kagit, boya
ile 1slatilmaya devam edildi. Islem bittikten sonra filtre kagidi lamim iizerinden almip
atildi. Lam, su ile yikandiktan sonra safranin (%5) boyasinda 30 saniye bekletilip tekrar
su ile yikanip kurutuldu ve immersiyon yag1 kullanilarak 100’liik biiyiitmede incelendi.
Mikroskop goriintiisiinde, sporlarin yesil, vejetatif formdaki bakterilerin ise kirmizi

renkte boyandig1 gozlendi.

3.5. Canh Spor Sayim

Mikroorganizmalarda canli spor sayimi yapmak icin plak sayim yontemi kullanildi. Bu
yontem i¢in icerisinde 900 ul serum fizyolojk bulunan steril cam tiiplerde seri diliisyon
yapildi. Hazirlanan tiiplere 1°den baslayarak son tiipe kadar numaralar verildi. 1k tiipe
100 ul spor siispansiyonundan eklendi ve pipetaj yaparak homojen spor karigimi elde
edildi. Bu isleme her bir onceki tiipten 100 ul alinarak son tiipe kadar devam edildi. En

son tiipte yapilan pipetajdan sonraki sivi disar1 atild1.

Islem tamamlandiktan sonra yine iizerine 1’den baslanarak numaralar verilen ve
icerisinde niitrient agar bulunan petri plaklarina, 100’er pl spor siispansiyonu pipet
yardim ile eklendi. Daha sonra Drigalski spatiilii ile petri plaklarinin yiizeyine esit
olarak yayildi. 57°C’de bir giin inkiibe edildi. Petrideki koloniler sayild1 ve diliisyon
faktoriine gore mililitredeki CFU sayis1 hesaplandi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Seri dilisyon yontemi ile mililitredeki koloni sayisinin hesaplanmasi (28)

Spor sayimi, aynt zamanda Petroff Hausser Lami kullanilarak dogrulandi (Sekil-3.2).
Petroff Hausser Lami yonteminin esast 0.02 mm® hacimde sayim yapilmasidir. Lamin
cukur bir kism1 vardir. Sayimi yapilacak sivi konup, lamel kapatildiginda bu ¢ukurda
0,02 mm yiiksekliginde bir siv1 kalir. Lamel konduktan sonra iizerine bastirilarak lamin
cukuru disinda kalan diiz kismi ile lamel arasinda bir s1vi katmanimin kalmasi 6nlendi.
Petroff Hausser Laminda 16 biiylik kare ve her biiyiikk karede 25 kiiciik kare olmak
iizere toplam 400 kiiciik kare vardir. Sayim bu karelerde yapildi ve elde edilen sayim

sonucu, spor sayisi x dilisyon x 50.000 formiilii ile hesaplandi (Sekil 3.3).
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Sekil.3.2. A: Petroff Hausser Lamu

B: Petroff Hausser laminin sayim kareleri

3.6. Jerminasyon Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Spektrofotometrik yontemde kullanilan klasik biyolojik indikator besiyerlerinden farkli
olarak jerminasyon hizini arttirmak i¢in yeni besiyeri formiilleri denendi. Yapilan bu
denemelerde besiyeri igeriginde degisiklige gidildi ve ii¢ farkli yeni besiyeri ortaya
cikti. Her besiyeri i¢in ayr1 ayr1 pH oOlctimii yapildi ve pH araligi 7 olarak ayarlandi.
Tiim besiyerleri brom krezol moru icerdiginden jerminasyon sonunda besiyeri renginin

sartya donmesi beklendi.

3.6.1. Birinci Besiyeri Formiilii:

Renk degisimi esasina dayali biyolojik indikatorlerde kullanilan, klasik besiyeri olarak

bilinen formiiliin icerigi asagidaki gibidir.

e Triptik soy 3 g
* Nisasta 0.1g
¢ Brom krezol moru 0.002 g
e CaCl 2H,O 0.018 ¢

e Distile su 100 ml

Hazirlanan besiyeri, karistirict yardimiyla homojenize edildikten sonra pH ol¢iimii

yapildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
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3.6.2. ikinci Besiyeri Formiilii:

Bu besiyerinde vejetatif forma gecisi hizlandirmak icin besiyerine dekstroz, pepton, et

oziitii ve skim milk eklendi. Besiyeri agsagidaki gibi formiile edildi.

e Triptik soy 3g
e Pepton 05¢g
o  Et oziitii 03¢
¢ Brom krezol moru 0.002 g
e Dekstroz 0.25¢
e Skim milk 28

100 ml

e Distile su

Hazirlanan besiyeri, karistiric1 yardimiyla homojenize edildikten sonra pH ol¢iimii

yapildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.6.3.Uciincii Besiyeri Formiilii:

Bu besiyerinde vejetatif forma gecisi hizlandirmak i¢in ikinci besiyerine ek olarak maya
oziitii, CaCOs, cesitli aminoasitler ve vitaminler eklendi. Besiyeri asagidaki gibi

formiile edildi.



e Triptik soy 3g

e Pepton 05¢g
® Et oziitii 03¢g
e Maya oziitii 05¢g
e Dekstroz 025¢
hd CaCO3 0.1 g
e  Brom krezol moru 0.002 g
e L-alanin 10 mg
e L-asparjin 10 mg
: 40 mg
e [-glutamin
ot 10 mg
e [ .-sistin
) 10 mg
e L-triptofan
10 mg
e Tiamin
500 mg
e Piriivat
100 ml

e Distile su

Hazirlanan besiyeri, karistiric1 yardimiyla homojenize edildikten sonra pH 6l¢iimii

yapildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.6.4.Dordiincii Besiyeri Formiilii:

Bu besiyerinde ikinci besiyerinden farkl olarak et oziitii, CaCl, ve whey proteini

eklendi. Besiyeri asagidaki gibi formiile edildi.
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e Triptik soy 3g

e Et oziitii 03¢

e Pepton 05¢g

e Brom krezol moru 0.002 g

e Skim milk 2¢g

® Whey protein karigimr* 8¢

e Maya oziitii 0.5¢g

e CaCl, 0.018 g

e Dekstroz 0.25¢
100 ml

e Distile su

*Whey proteininin (Multipower, Almanya) icerigi: 2250 graminda; protein (22 g),
karbonhidrat (2.5 g), seker (2.1 g), lif (0.6 g), doymus yag (1.2 g), ve sodyumun yani
sira 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), izolosin (6.1 g), 16sin (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)] bulunmaktadir.

Hazirlanan besiyeri, karistiric1 yardimiyla homojenize edildikten sonra pH ol¢iimii

yapildi ve 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

3.7. Besiyerlerinde Jerminasyon Siiresini Kisaltmak I¢cin Kullamlan Yéntemler

Farkli formiiller denenerek hazirlanan jerminasyon besiyerlerinde jerminasyon siiresini
kisaltmak i¢in kaynatma, dondurma ve farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyon gibi
cesitli yontemler uygulandi. Plak sayim yontemiyle elde edilen canli spor sayisina gore
seri diliisyon ile 10° cfu/ml olacak sekilde spor siispansiyonu hazirlandi. Her bir yontem

iki farkli besiyeri iiretim lotu ile ii¢ kez tekrarlandi.

3.7.1. Birinci Yontem; Farkh inkiibasyon sicakliklarinin denenmesi

Hazirlanan dort farkli jerminasyon besiyerinin her biri, alti farkli Durham tiipii
icerisinde 900 pl olacak sekilde dagitildi. Her bir sicaklik i¢in spor eklenmemis bir tiip
negatif kontrol olarak digeriyle birlikte etiive kaldirildi. Her bir altili setteki tiiplerden
ticiine 100’er ul spor siispansiyonu eklendi. Bu tiiplerden biri 47°C’de, biri 57°C’de,
digeri ise 64°C’de inkiibe edildi. Her yarim saatte bir gozle goriiniir renk degisimi

kontrol edilerek jerminasyon siiresi degerlendirildi.
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3.7.2. ikinci Yontem; Kaynatma ve dondurma islemlerinin jerminasyon siiresine

etkisinin incelenmesi

Her bir besiyeri i¢in licer adet steril Durham tiipii icerisine 900 ul jerminasyon besiyeri
eklendi. ilk tiip renk kontrolii igin spor eklenmeden inkiibasyona birakild1. Ikinci tiip,
100 ul spor siispansiyonu eklendikten sonra inkiibasyona birakildi. Ugiincii tiip ise 100
ul spor siispansiyonu eklenip, 100°C’de 20 dakika kaynatildiktan ve -20°C’de 20 dakika
bekletildikten sonra, 64°C’de inkiibasyona birakildi. Her yarim saatte bir gozle goriiniir

renk degisimi kontrol edilerek jerminasyon siiresi degerlendirildi.



4. BULGULAR

Besiyerine pH indikatorii olarak brom krezol moru eklendiginden jerminasyon sonrasi
pH’1n diigmesi ile besiyeri renginin sartya donmesi izlenmistir. Jerminasyon sonrasi

besiyerindeki renk degisimi Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Sekil 4.1. Jerminasyon Besiyerleri

A: Inkiibasyon oncesi besiyeri rengi;
1- Klasik besiyeri
2- Skim milk igeren besiyeri

3- Aminoasit iceren besiyeri
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4-Whey proteini ve skim milk iceren besiyeri

1- Klasik besiyeri
2- Skim milk iceren besiyeri

3- Aminoasit iceren besiyeri

B: inkiibasyon sonras1 besiyeri rengi;

4-Whey proteini ve skim milk iceren besiyeri

Iki farkli besiyeri iiretim lotuyla elde edilen jerminasyon siireleri Tablo 4.1 ve Tablo

4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Birinci iiretim lotu

Ll 1 2 3 ORT 1 2 3 ORT
47°C »8 »8 »8 3 =8 >8 =8 8
57°C 55 | 55 6 55 | 55 6 6 6
64°C 5,5 5 5 5 5 55 5] 55

64°C+K.D. 5,5 3,5 55 3,5 [ 55 5] 55

A: Birinci besiyeri; B: Ikinci besiyeri; C:Uciincii besiyeri; D:Dordiincii besiyeri; K.D.:

Kaynatma ve dondurma



Tablo 4.2. ikinci iiretim lotu

A B
BESIYERi NO
1 2 3 |ORT | 1 2 3 | ORT
47°C >3 >8 =3 8 =3 =8 =3 8
57°C 55 | 55 6 55 | 55 6 6 6
64°c 55 5 5 5 5 5,5 5 5,5
64°C+K.D. 55 | 55 | 55 | 55 6 5,5 5 5,5
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A: Birinci besiyeri; B: Ikinci besiyeri; C:Uciincii besiyeri; D:Dordiincii besiyeri; K.D.:

Kaynatma ve dondurma

Tablo 4.1 ve Tablo4.2’de sunulan sonuclarin ortalamalarina gore farkli yontemlerde

elde edilen jerminasyon siireleri Grafik 4.1°de gosterilmistir. Bu sonucglara gore

jerminasyon siiresinin 64°C’deki inkiibasyonda en kisa oldugu belirlenmistir.

9
8
7
g 6
¢
w5
&
E 4
T
L )
2
1
0
47°C 57°C 64°C 64°C K.D.
=== A 8 5.5 5 o
== 8 6 5.5 5.5
== 8 6,5 5,5 5,5
==} 8 5 4 4,5

Sekil 4.2. Farkl besiyerlerinde elde edilen ortalama jerminasyon siireleri

A: Birinci besiyeri; B: ikinci besiyeri; C:Uciincii besiyeri; D:Déordiincii besiyeri; K.D.:

Kaynatma ve dondurma




S TARTISMA ve SONUC

G. stearothermophilus, biyolojik indikatorler icerisinde patojen olmayan ve
sterilizasyon yontemlerinde kullanilacak en dayanikli sporlara sahip olan bakteri tiirii
olarak secilmistir. Biyolojik indikator olarak kullanilan spor siispansiyonlar1
sterilizasyon asamasinda biyolojik kanit sunmaktadir. Sterilizasyon yontemlerinden ilki
basin¢cli buhar sterilizasyon yontemidir ve kullanimma 1800’li yillarin sonunda
baslanmistir. Basingli buhar sterilizasyonu icin zaman, 1s1 ve doygun buhar

parametrelerinin standardi saglanmal1 ve kontrol edilmelidir (29).

Flag sterilizasyon yontemi ile ilgili yapilan bir caliygmada Rutala ve ark (4)
paketlenmemis malzemelerin acil olarak steril edilmesinde ii¢c dakikada sterilizasyon
saglayan flas sterilizasyon yontemini kullanmisladir. Sterilizasyonun etkinligini
degerlendirmek icin biyolojik indikatorler 24 saatlik inkiibasyon periyodundan sonra
degerlendirilmistir. Bu calismada 60 dakikada sonug¢ veren yeni bir biyolojik indikatortii,
flas sterilizasyonun monitorizasyonda kullanilan ii¢ konvansiyonel, 24 saatlik biyolojik
indikator ve iic kimyasal indikator ile kiyaslamislardir. Test edilen konvansiyonel
biyolojik indikatorler Attest 1261, Proof flash, Assert; hizli okunan biyolojik indikator
Attest 1291 ve kimyasal indikatorler ise Comply, Incheque ve Termolog’dur. Hizli
sonu¢ veren Attest 1291, G. stearothermophilus’un varhigim floresan vermeyen bir
substratin enzimatik yikimi sonucunda olusan floresan veren iiriinleri okuyarak tespit
eder. Yer ¢ekimli otoklavda 132°C’deki sag kalim; konvansiyonel biyolojik indikator
i¢in 56°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda besiyerindeki renk degisikligi ile, hizli okunan
biyolojik indikatdrde 60 dakikadaki floresans ile, kimyasal indikatorlerde ise renk
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degisikligi ile olgiilmiistiir. Iki dakikalik maruziyet sonrasi konvansiyonel biyolojik
indikatorlerde spor sag kalimi Attest 1261°de %90, Proof flash’da %48, Assert’te ise
%40 olarak tespit edilmistir. U¢ dakikalik maruziyette swrasiyla %23, %3, %0; dort
dakikalik maruziyette ise sirasiyla %3, %0, %0 olarak bulunmustur. Hizl1 sonu¢ veren
Attest 1291°in 2, 3 ve 4. dakikadaki enzim aktivitesi sirasiyla %88, %33, %0 olarak
bulunmustur. Kimyasal indikatorler olan Comply, Incheque, Thermolog’da
sterilizasyon sonunda sifirinc1 dakikada basarisizlik orani iiclinde de %100 olarak
bulunmustur ve birinci dakikada basarisizlik orani swrasiyla %100, %100, %45; ikinci
dakikada %0, %0, %28; {i¢iincii dakikada %0, %0, %18; besinci dakikada ise %0, %0,
%0 olarak tespit edilmistir. Hizl1 sonug¢ veren Attest 1291’in duyarliligi konvansiyonel

biyolojik indikatorlerle paralellik gostermistir.

Bu verilere gore 60 dakikalik hizli sonu¢ veren biyolojik indikatorler, 24 saatte sonuc
veren biyolojik indikatorlerle esdegerdir. Kimyasal indikatorlerin buhar gibi islem
kosullarina ¢ok duyarlh oldugu i¢in sterilizasyon uygunlugunu degerlendirmeye elverisli

olmadig1 saptanmuistir.

G. stearothermophilus, biyoteknoloji endiistrisinde kullanilmakta ve igerdigi enzimler
sayesinde antibiyotik varligimi tespit etmeye yardimci olmaktadir. Bu olay1 deneysel
olarak gozlemlemek i¢in yapilan bir calismada, Kumar ve ark (3) farkli miktarlarda
antibiyotik eklenmis siit ornekleri ile birlikte dekstroz, whey proteini ve skim milk
iceren karisima aktif sporlar inokiile ederek 64°C’de dort saate kadar inkiibe etmisler ve
antibiyotiksiz siitlerde jerminasyon besiyeri renginin iki saat i¢inde mordan sariya
dondiigiinii gostermislerdir. Besiyerinin mordan sariya donmesi, spor jerminasyonu
sirasinda aci8a ¢ikan dipikolinik aside bagli olup siitte antibiyotik kalintis1 olmadigini
gostermistir. Bu calismada sporlarda mikroskobik degerlendirme de yapilmistir.
Endosporun ‘core’ bolgesinin hidrasyonu ile vejetatif hiicrenin belirginlesmesi, bir
saatte goriilmiis ve sporlarin tamamen vejetatif forma doniisii ise 3-4 saatin sonunda
gozlemlenmistir. Yazarlar dormant sporlarin ortamdaki degisiklikleri hizla algiladig: ve
es zamanh olarak vejetatif faza girerek siitteki kontaminant varligina veya yokluguna
gore iiredikleri sonucuna varmiglardir. Kullandiklar1 whey proteini ve skim milk iceren
karisimin spor jerminasyonu i¢in secici bir karisim oldugunu iddia etmislerdir (3).

Calismamizda da whey proteini ve skim milk iceren besiyerinin tek basina skim milk ya
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da tek basma aminoasit karisimi iceren besiyerine oranla kisa siirede spor

jerminasyonuna ortam sagladigimi gozlemledik.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda G. stearothermophilus sporlarinin cesitli cevresel
faktorlerden etkilendigi ve bunun da sporlarm biyolojik indikatdr olarak performansini
etkiledigi anlasilmistir. Sporulasyon esnasindaki ¢evresel faktorler 1s1 direnci gibi spor
ozeliklerini etkilemektedir. Bu cevresel faktorler; besiyeri icerigindeki diisiik agar

konsantrasyonu, aminoasitler ve baslangi¢c pH’sidir (2).

Sporulasyon sirasindaki sicaklik, pH, besin maddeleri, iyon konsantrasyonu gibi bircok
cevresel faktoriin D degerini etkiledigi bilinmektedir. Yiiksek diizeydeki iki degerli
katyonlarla spora ait dipikolinik asit selasyonu 1s1 direncini arttirir. Ornegin yiiksek
diizeyde kalsiyum iyonlar1 igeren sporlar, manganez ve magnezyum icerenlere gore

daha direnglidir (2).

Guizelini ve ark (27) sporulasyon sirasindaki ¢cevresel faktorlerin 1s1 direncine katkisini
arastirdiklar1 ¢alismada baslangi¢ pH’s1, besin konsantrasyonu, tripton, pepton, et Oziitii,
maya Oziitli, manganez siilfat, magnezyum siilfat, kalsiyum klorit ve potasyum fosfatin
ic basamakli degisken optimizasyon yontemi ile caligmislardir. En 6nemli degiskenin
baslangic pH’s1 oldugunu gostermiglerdir. pH’ nin 8.5 civarinda alkali oldugu, diisiik
besin konsantrasyonu iceren besiyerinde D;,; degerinin dort kat arttigi gozlemlenmistir.
Calismamizda sporulasyon sirasinda optimal c¢evre kosullarini sagladigi bilinen AK

sporulasyon besiyeri bu nedenle tercih edilmistir.

Rowe ve ark (30) manganez konsantrasyonunun énemli oldugunu 5X10~ M’dan daha
yilksek fosfat konsantrasyonunun kat1 agarda koloni olusumunu Onledigini
gostermislerdir. Bu tiir termofilik bakteriler icin glikoz, fruktoz, siikroz, gliserol ve
nisastanin iiremeyi kolaylastirdigini; sitrat, alfa ketoglutarat, siiksinat, fumarat, malat,
asetat ve laktatin ise iiremeye bir etkisi olmadigini bildirilmislerdir. Aminoasit
karigimlarinin ise oksotrofik mutantlarin iiretilmesi i¢in yararli oldugu gosterilmistir. Bu
anlamda Ozellikle glutamat, histidin, izoldsin, metionin ve valin varliginin optimal
tireme i¢in yararli oldugu gosterilmistir (30). Yapilan caligmalart bizim yaptigimiz
calisma ile kiyaslayacak olursak ekledigimiz L-alanin, L-asparjin, L-glutamin, L-sistin,

L-triptofan, tiamin ve piriivat gibi aminoasitler kullanarak hazirladigimiz besiyerinin
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jerminasyon siiresi whey proteini ekleyerek hazirladigimiz besiyerinden daha uzun

bulunmustur.

Biyolojik indikatorlerin temel prensibi buhar sterilizasyon siiresince yiiksek 1s1 direnci
gosteren standart spor populasyonlarinin kullanilmasidir. Bu sporlarin 6liimii ya da canli
kalmasi sterilizasyon dongiisiiniin etkinligini gosteririr (30). Kendinden besiyerli kapali
indikatorlerde kullanilan jerminasyon besiyerinin 1s1 ile hasar gOrmiis sporlari
canlandirmaya uygun olmasi gereklidir. Aksi takdirde yanlis negatif sonuclar alinabilir.
Hasar gormiis sporlar oksokrofik 6zellik gosterir. Bu nedenle bu oksokrofik sporlarin
tiretilebilmesi i¢in besiyerine eklenecek iireme faktorleri 6nemlidir. Tekrarlanabilir bir
sterilite giivence diizeyini saglayabilmek i¢in bu iireme faktorlerinin optimal olmasi
iireticiye yada iiretim lotuna gore degiskenlik gostermemesi gerekir (30). Genellikle
biyolojik indikatorlerde ticari olarak da temin edilebilen valide edilmis jerminasyon

besiyerinin kullanilmasi onerilir.

Dulugokanski ve ark (27) soya fasiilyesi artiklar1 ile hazirladiklar1 besiyerinin spor
jerminasyonu ve iiremesi icin basarili bir besiyeri oldugunu gostermislerdir. Soya
fasiilyesinden etanol distilasyonu sonrasi geriye kalan 6ziit de jerminasyon besiyerinde
kullanilabilmektedir. %1.4 soya fasiilyesi 0ziitii ve %0.8 maya 0ziitii iceren besiyerinin
1s1 ile hasar gormiis sporlarin jerminasyonunu arttirdigini - gostermislerdir. Bu
caligmalarin 1s181nda ¢aliygmamizda kullandigimiz whey proteinin ve skim milk iceren

besiyerine benzer oranlarda maya 6ziitii de eklenmistir.

Shintani ve ark (31) alt1 farkl iiretici firmadan temin ettikleri triptik soy besiyerini test
etmek icin 10° cfu/ml G. stearothermophilus sporlari iceren biyolojik indikatérleri
121°C’de 3-5 dakika sterilizasyona maruz biraktiktan sonra bu besiyerine inokule etmis
ve 55+2°C’de yedi giin inkiibe etmistir. Ayrica bu besiyerine glikoz, sodyum piirivat,
kalsiyum laktat, kalsiyum karbonat, L-alanin, vitamin karisimi, aminoasit karisimi,
maya Oziitli, nisasta, katalaz ve siit ekleyerek jerminasyona etkisini degerlendirmistir.
Farkli firmalara ait besiyeri ile elde edilen bakteri sayilarinda ii¢ dakika %554 bes
dakika sterilizasyon sonrasi ise %1309 fark oldugu ve bunun da ISO11138’de (22)
Onerilen oranlarm c¢ok {istiinde oldugu belirtilmistir. Spor populasyonlarinin
tiretilmesinde besiyerinin 6nemli oldugu vurgulamislar; kalsiyum, glikoz ve aminoasit

karisimin bu sporlarm iiremesi i¢in gerekli glikoz oranmnin %0.5’in iistiinde olmasi
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gerektigini gostermislerdir. Bu nedenle bu calismada hazirlanan tiim formiillere 0.5 g

glikoz eklenmistir.

Biyolojik indikatorler, buhar sterilizasyon yonteminin biyolojik kontroliinde 6nemli ve
gereklidir. Inkiibasyon siiresi kisaldik¢a maliyeti artmaktadir. Bu calismada formiilize
ettigimiz whey proteini ve skim milk iceren jerminasyon besiyeri, spor jerminasyon
sliresini standart besiyerine gore yaklasik bir saat kisaltmis ve dort saate diistirmiistiir.
Sonucun gozle kolayca okunabilir olmasi da bir diger avantajdir. Bu nedenle hazirlanan
jerminasyon besiyeri formiilii biyolojik indikatorlerde kullanilmak iizere ekonomik bir

alternatif olabilir.
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