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Oz

Sterilizasyon, hastane enfeksiyonlarini kontrol etmek icin en etkili yontemlerden biridir ve uluslararast standardizasyon
kurulusunun belirledigi standartlara gére uygulanmaktadir. Sterilizasyon yontemi, tibbi malzemenin fiziksel 6zelliklerine gore
secilmektedir. Bu calismada biyolojik indikatorler, islemin uygulanacagi malzeme ve zaman parametresi degerlendirilerek
uretilmistir. Geobacillus stearothermophilus spor formda olup, biyolojik indikatér yapiminda yaygin olarak kullanildigindan bu
calisma icin secilmistir. Vejetatif formda olmasi ve diisiik sicakliktaki sterilizasyon yontemlerine verdigi cevap siiresiyle secilen bir
diger bakteri de Escherichia coli olmustur. Segilen iki bakteriyle ¢iftli kontrol yapilmistir. G. stearothermophilus ve E. coli
bakterilerinin biiyiimesi i¢in glukoz ve nisasta besin maddesi olarak kullanilmigtir. Ardunio Uno ve TCS3200 renk sensori ile
hazirlanan sistemden bakteri ve besin maddelerinden hangisinin daha hizli sonug¢ verdigi test edilmistir. Caligmanin sonuglarina
gore iki bakterinin de otoklav biyoindikatorii olarak kullanima uygun, halk sagligi ¢alismalari agisindan yeterli oldugu goriilmiistiir.
Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, elektronik ve optik donanimi1 sayesinde insan géziinden daha hizli ve dogru okuyabilen, analitik
veriler ile optimize edilip, kayit altina alinabilen bir cihazla kalite kontrol siireglerinin daha dogru yapilabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Biyolojik indikator, hijyen; optik donanim; sterilizasyon

Designation of bioindicator system for controlling the medical sterilization

Abstract

Sterilization is one of the most effective methods to control hospital infections, and is applied according to the standards set
by the international standardization organization. The sterilization method is selected according to the physical properties of the
medical material. In this study, biological indicators were produced by evaluating the material and time parameters of the process.
Geobacillus steorothermophilus is in spore form and was chosen for use in this study because it is widely used in making biological
indicators. Escherichia coli was another bacterium selected for its vegetative form and its response time to low-temperature
sterilization methods. Paired control was performed with two selected bacteria. Glucose and starch were used as nutrients for the
growth of G. stearothermophilus and E. coli bacteria. It was tested which of the bacteria and nutrients gave faster results from the
system prepared with the Arduino Uno and TCS3200 color sensor. According to the results of the study, it was seen that both
bacteria were suitable for use as autoclave bioindicators and were sufficient for studies in terms of public health. The results obtained
from this study showed that quality control processes can be done more accurately using a device, which read faster and more
accurately than the human eye and be optimized and recorded with analytical data with its electronic and optical equipment.
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N. Kanyilmaz & A. Koluman
1. Giris

Sterilizasyon,  tiim  mikroorganizmalarin  ortadan
kaldirilmas: islemidir (Albert ve ark., 1998). Sterilizasyonun
standartlarina uygun adimlar ile tibbi malzemelerin iiretimi ve
kullantminda  gerekli  prosediirler saglanmaktadir. Tek
kullanimlik olmayan tiim tibbi malzemelere sterilizasyon
uygulanir ve sterilizasyon basarisiz oldugunda enfeksiyonlara
neden olabilir (Panta ve ark., 2019). Sterilizasyon isleminin
basarisiz olmasi insan sagligi acisindan risk olusturdugu icin
medikal malzemelerin mikroorganizma barindirma olasilig1
kontrol edilmektedir (Albert ve ark., 1998; Panta ve ark., 2019).

Hastane enfeksiyonlarinin kontrol altina alinmamasi, 6lim
ve maliyet artisina sebep olmaktadir. Bu nedenle hastane
giderlerinin  biiyiik bir boliimi tekrar  kullanilabilen
malzemelerin sterilizasyonu igin ayirilmaktadir (Castillo, 2017).
Endiistriyel uygulamalarda sterilizasyon islemi sonunda kalan
mikroorganizma degeri SAL (Sterility Assurance Level) ile
tanimlanmaktadir. ~ Sterilizasyon yontemleri; sterilizasyon
isleminin ekonomikligi, mikrobiyal uzaklastirma
mekanizmalari, malzemenin uygunlugu, yasal gereklilikler ve
calisma parametrelerine gore secilmektedir. Sterilite direkt
olarak 6l¢iilmedigi i¢in validasyon islemi biyolojik ve kimyasal
indikatorler sayesinde yapilmaktadir. Kontrol sistemi tasarlama
asamasinda ilk olarak sterilizasyon sartlarina direngli bir
mikroorganizma segilmektedir. Steril olmasi istenen iriin ile
sterilizasyon arasindaki etkilesimin basarisi kimyasal indikator
ile, sterilizasyon dongiisiine karst  direnci  etkileyen
parametrelerin etkisi ise biyolojik indikator ile belirlenmektedir
(Caylan, 2003).

Sterilizasyonun  gerceklestirilmesinde yaygin olarak
kullanilan otoklav cihazlari; gida, kimya, mikrobiyoloji, tip, dis
hekimligi, veterinerlik sektorlerinde 6ne ¢ikmaktadir. Steril
edilecek malzemeye gore secilen sterilizasyon yontemi
degismektedir. Yaygin kullanilan buharla sterilizasyon, buharla
doymus bir ortamda 100 °C’den daha yiiksek sicaklik ile yapilan
sterilizasyon ¢esididir ve 121 °C’de 1,5 atmosfer basingta 15
dakikada etkin degerini gosterir. Otoklavlarin sterilize edilecek
ortama ve malzemeye bagl olarak boyutu ve islevi farklilik
gostermektedir. Bir diger yaygimn kullanilan yontem kuru hava
ile sterilizasyonda Pastor firmlari, 175 °C’de 1 saat, 140 °C’de
3 saat iglem siirelerine sahiptir. Sicaklik, basing, nem,
konsantrasyon verilerinin sensorler araciligiyla cihaz ekraninda
gorilintiilenmesiyle sterilizasyon kontroliiniin ilk agsamasi
gergeklestirilmektedir.  Kimyasal  indikatorler,  paketin
yerlestirildigi yerde maruz kaldig1 islem sonunda kimyasal veya
fiziksel degisikliklere ugrayarak renk degisimi sayesinde
sterilizasyon islemi bittiginde sonug gosteren indikatorlerdir.
Ancak sterilizasyon iglemi hakkinda kisitli bilgi saglamaktadir
(Black, 1993).

Biyolojik indikatorler, sterilizasyonla ilgili dogrudan bilgi
saglayarak ~ mikroorganizmalarin  hiicre  biitlinliigliniin
bozulmasindaki etkiyi gostermektedir. Yaygm kullanilan
otoklav etkinliginin gilivencesi standartlar tarafindan belirlenir
ve biyolojik indikatorler ile kanitlanmaktadir. Sterilizasyon
sonrasi, sterilite gilivence diizeyine (SAL) ulasildiginin
ispatlanmasi igin standartta yaygmn olarak 10° yiikiinde spor
iceren biyolojik indikatdrler kullanilir. Biyolojik indikatdrler
steril edilecek cihazda; kapak, koseler ve vakum drenaj ¢ikiglar
gibi sterilizasyon isleminin en zor gerceklestigi bolgelere
yerlestirilir. Sterilizasyon igleminde kontamine olmus malzeme
yikanarak paketlenir, sterilizatore ve yerlestirilir sterilizasyon
islemi sonunda tekrar kullanilmak iizere depolama alanina
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kaldirilir (Rutala ve Weber, 2013).

Kisa zamanda tamamlanan, ameliyathanede kullanilan acil
sterilizasyon igin “flash sterilizasyon” terimi kullanilir. Bu
teknikte aktif sporlarla iligkili a-glukozidaz enzim aktivitesi
6l¢iilmektedir. Enzim tespitiyle sonug alinan biyoindikatorlerin
ihtiyaci i¢in bu teknik dnemli olmustur. Enzim canli sporlarda
tespit edilebilen normal bir bilesendir. Sterilizasyon sonrasi
canl1 bir spor kalmasi halinde sterilizasyon basarisizlig1 ortamin
bulanikligiyla belirlenir (Vesley ve ark., 1992; Albert ve ark.,
1998).

Belli sterilizasyon islemine diren¢ saglayan bakteri
sporlarindan olusan biyolojik indikatorler, sterilizasyon
esnasindaki islemde biyolojik 6liimiin gergeklestigini kanitlar.
Biyolojik indikatorler, ilgili sterilizasyon ydntemine gdre en
dayanikli bakteri sporlart segilerek iiretilmektedir. Geleneksel
olarak biyoindikatorler Bacillus veya Geobacillus i¢eren bakteri
sporlaridir.  Bakteriyel sporlar, izleme ve dogrulama
dongiilerinde vejetatif hiicrelere kiyasla cevre stresine karsi
dayanikli oldugu icin kullanimi yaygindir. Biyolojik gdstergeler
bir sterilizatoriin rutin parametlerinin izlenmesi ve yiik takibi
icin de kullanilmaktadir ve bir sterilizasyon dongiisii sirasindaki
kosullarin tanimlanmig olan mikrobiyal inaktivasyon seviyesine
ulagmak i¢in yeterli olup olmadigini kanitlamaktadir (Sigwarth
ve Moirandat, 2000). Bu géstergeler, biiyiime ortami ve sporlari
tek bir sisede birlestirerek kontrol saglar. Sterilizasyon sonrasi
spor igeren seritler besiyerine aktarilarak ya da ayni tiip i¢indeki
besiyeri kirilmasiyla bir araya getirilerek sporun cesidine ve
tiremesine uygun sicaklikta inkibatore yerlestirilmektedir.
Boylece sterilizasyon isleminin ardindan sporlarin biiylime
ortami ile karigmasi saglanir ve spor biiyiimesine uygun
sicaklikta inkiibe edilir. Biiylime ortami, test organizmasimin
canliligini etkileyebilecek herhangi bir sterilize edici ajan
kalintisin1 nétralize edebildiginden emin olmak igin valide
edilmelidir. Belirtilen kiiltiir kosullarin1 saglayacak sicakliga
ayarlanan bdylece sicakligin rutin olarak izlenmesi igin
inkiibator kullanilmaktadir. Belirtilen siirede inkiibasyon
sonrasinda iireme olmaz ise biyolojik Oliimiin gergeklestigi
dogrulanmaktadir. Sterilizasyon yapilacak malzemede bulunan
mikroorganizmalar, sporlardan daha diisiik direncte oldugu igin
sterilizasyon gerceklestirilmis olur. Canli mikroorganizmanin
kullanimi bu sebepten yaygmdir. Geobacillus stearother-
mophilus sporlar1 en yiiksek sicakliklara direng gosterdigi i¢in
sterilizasyon kontroliinde yaygm olarak kullanilmaktadir
(Shintani, 2011).

Buhar sterilizasyonunda yiiksek direnci ve tutarli
inaktivasyon etkinligi ile G. stearothermophilus tercih
edilmekte iken Bacillus pumilus sporlart diger Bacillus
tirlerinden radyasyona daha direngli olmasi sebebiyle
mikroorganizmalarin radyasyon direncini tespitte tutarli yanitlar
almak ve doz oranini (kGy/zaman) ayarlamak i¢in biyoindikator
olarak kullanilmaktadir (Wallace, 2016; Hansen ve ark., 2020).

Biyolojik indikatdrlerin; sterilizatdriin tamir gerektiren bir
arizasindan sonra, viicuda implante edilecek malzemelerin her

¢evriminde, paket malzemelerinin boyutu degistiginde
kullanilmast  zorunludur. Biyolojik indikatorlerin  diislik
sicakliktaki sterilizasyonlarda her ¢evrimde kullanilmasi

gerekmektedir. Kuru sicaklik ve buharli yontemlerde ise invazif
olma durumuna gore degerlendirilerek en az haftada bir kez
kullanilmalidir (Wallace, 2016).
Sterilizasyon  islem  kosullarina
mikroorganizma iceren biyoindikatorler, kalitatif test
sistemleridir. ~ Biyoindikatorler, sterilizasyon isleminde
belirlenmis kosullarin saglanip saglanmadigiyla ilgili bilgi

dayanikli  canli
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vermektedir. Biyolojik gostergeler, sterilizasyon dongiisiine
olduk¢a dayanikli bakteri sporlari segilerek isglevini
gergeklestirmektedir (Pflug ve Odlaug, 1986). Bu biyolojik
gostergeler, sporlart ¢ogaltarak ve biiyiime ortamindaki asit
metabolitlerinin tretimini 6l¢gmek i¢in bir pH gdstergesine
dayanir. Spor emdirilmig kagit seritler, kendinden besiyerli
kapali sistemler ve enzim bazli biyolojik indikatdrler olarak 3
cesit biyolojik indikator tiretilmektedir. Biyolojik indikatorlerin
ilk cesidi, zarflarin iginde agilanmus kagit seritler seklindedir.
Bunlar sterilizasyon isleminden sonra steril kiiltiir ortamima
aktarilir ve 7 giin silireyle inkiibe edilir. Bu yontemle,
sterilizasyon basarisizligi bilylime ortaminin bulanikligiyla
gbzlemlenmektedir (Shintani, 2011). ikinci gesit biyolojik
indikatorler, kullamima hazir bir pakette geri kazanim igin
gerekli spor seridi ve bilylime ortamimi igeren bagimsiz
sistemlerdir. Sporlar1 ¢ogaltarak ve hiicreleri kopyalayarak
bliylime ortamindaki asit metabolitlerinin {iretimini 06lgen
biyolojik gostergeler, pH Olclimiine dayanir. Bu sistemle
birlikte, birinci olarak agiklanan kagit seritlere kiyasla
kontaminasyon sorunu ortadan kaldirilir. Ancak hayatta kalan
sporlarin tespiti icin 24-168 saat okuma siiresi gerekmektedir.
Spor iceren kagit serit biyoindikatorler, sterilizasyon isleminden
sonra yaygin olarak 7 giin siireyle inkiibe edilir. Yeni bir
sterilizasyon yontemi igin 7 gilinliik bir referans inkiibasyon
stiresini  desteklemek i¢in yeterli veri bulunmadiginda,
dogrulamanin dayandirilacagi referans inkiibasyon siiresi olarak
en az 14 giin kullanilmaktadir (1ISO 14161, 2009; ISO 11140-1,
2014; 1SO 13485, 2016; 1SO 11138-1, 2017).

Kendinden besiyeri igeren kapali sistemlerde hayatta kalan
sporlarin tespiti icin 24-168 saat okuma siiresi gereklidir. Ureme
tespit sistemine gore ¢ok farkli zamanlarda sonug verebilen
biyoindikatorler, yaygin olarak 1-48 saatte sonug verir bununla
birlikte referans inkiibasyon siiresi degismektedir. Enzim
aktivitesi sayesinde daha kisa inkiibasyon siireleriyle tespit
edilebilen biyolojik kalinti, enzim tabanli algilama sistemleri
sayesinde tespit edilerek bu siire kisaltilmistir. Kiiltiir yontemi
ile en az 24 saatte sonug alinirken, enzim aktivitesi ile bu siire 1-
4 saatte yapilabilmektedir. Giiniimiizde en az 1 saatte sonug
alman biyoindikatorler tretilmisken, bunlar 4 saatte sonug
alinan indikatorlere gore oldukga pahalidir (Albert ve ark., 1998;
Rutala ve ark., 2001).

Biyolojik  indikatorlerin  sonuglar;  tiirbidimetrik,
florimetrik ve spektrofotometrik olmak iizere 3 farkli yontemle
Olciilebilir. Tirbidimetrik yontemde gozle tespit yapilir negatif
sonucu garantilemek igin inkiibasyon siiresi en az 2 saattir.
Spektrofotometrik yontemde renk degistiren besiyerinin
otomatik okumasi saglanmaktadir. Florimetrik yontemde ise
floresan vermeyen maddeyi floresan verir hale getirdigi igin o-

glukozidaz ~ veya  a-galaktozidaz  aktivitesi  okumay1
saglamaktadir. Bu yontem, floresans veren substratlarin
kullanildig1 ve floresansin otomatik okuyucu tarafindan

okundugu yontemdir. Biyolojik indikatorlerde sonug almak icin
uzun inkiibasyon zamani gerekmektedir. Bu problem, 1 saat gibi
kisa siirede floresan vermeyen bir maddeyi floresan verir hale
getiren spor enzimlerinden a-glikozidaz ile ¢oziilmiistiir. Kisa
stirede sonucun elde edilmesi, sterilizasyonun denetlenmesinde
biyolojik indikatorlerin kullanimimi yayginlastirmistir (Gillis ve
ark., 2010; Dlugokenski ve ark., 2011).

COVID-19 salgim1 ile kisisel koruyucu ekipmanlarin
kullantmi  artmistir  (Genc, 2020). N95 tipi maskelerin
kullantminin artmasi kisisel koruyucu ekipmani kitligma yol
acmistir. Bu maskelerin tek kullanimlik olmasi amaglanmigtir
ancak sterilizasyon yapilarak tekrar kullanilmasi eksiklikleri
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azaltmada yararli olacaktir. Hidrojen peroksit sterilizasyon
yontemi kullamlarak, 1.0x10® yiikli G. stearothermophilus
biyoindikatorii ile sterilizasyon dogrulanmaktadir. G.
stearothermophilus sporlari, SARS-CoV-2 gibi zarfli viriislere
gore sterilizasyona oOnemli Ol¢lide daha direnglidir. Viral
canliligin dogrudan Ol¢iimii yerine biyoindikatér kullanimi
verilerin yorumlanmasinda 6nemli bir 6rnek teskil etmektedir
(Rutala ve ark., 2001; Cabbari ve ark., 2012).

Bu ¢aligmada materyal olarak G. stearothermophilus ve
Escherichia coli kullanilmistir. Sterilizasyon igin yaygin olarak
kullanilan test organizmasi, G. stearothermophilus’tur. G.
stearothermophilus sporlar1 buharla, formaldehit ve hidrojen
peroksit gibi sterilizasyon metotlarinda yiiksek direnci ve tutarl
inaktivasyon kinetigi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.
Sicaklik, pH, besin ve iyon igerigi gibi sporlanmay1 tetikleyen
cevresel kosullar, olusan sporlarin gesitli  &zelliklerini
etkilemektedir. Sicaklik etkili sterilizasyon yontemlerinde
sporulasyon sirasinda G. stearothermophilus sterilizasyon di-
renci lizerinde en biiyiik etkiye sahip olan degisken baslangi¢
pH’1dir. Diisiik besin konsantrasyonu ve 8.5 civarinda alkali pH
uygun kabul edilir. Caligmada kullanilan E. coli ve G.
stearothermophilus bakterileri ATCC kiiltiir koleksiyonundan
elde edilmistir. G. stearothermophilus, yiiksek sicakliga
dayanikli olmasi ve hatalar1 erken sonu¢ olarak vermesi
sebebiyle tercih edilmistir. E. coli, Enterobacteriaceae
familyasindan olup gram negatif, gogunlukla hareketli, fakiiltatif
anaerob, sporsuz, cubuk seklinde bir bakteri tiiriidiir. Genellikle
insan ve hayvan bagirsaklarinda oldugu igin hastanede iiriner
sistem iglemlerinde bulagsmaya neden olabilir. E. coli glukoz
besin maddesinden asit ve gaz yaparak, ekildigi besiyerlerinde
kolayca renk degisimi olusturmaktadir. E. coli, vejetatif tiremesi
sebebiyle diisiik sicaklik sterilizasyonlari i¢in tercih edilmistir
(Shintani, 1996; Soylu, 2005; Royalty-Hann, 2007; Guizelini ve
ark., 2012; Thill ve Spaltenstein, 2020).

Biyoindikatorlerin  kullanimi1 yaygin ve kalite yoOnetim
sistemlerinde ¢ogu zaman zorunlu kilinmasina karsilik,
sonuglanma siiresinin 24 saat oldugu, bu siire igerisinde olumsuz
bir sonucun biiyikk etkisi oldugu gozlemlenmektedir.
Sterilizasyon igleminde kullanilan biyoindikatorler etiivlerde
bekletilerek cevap alinmasi hedeflenmektedir. Bu da
mikroorganizmanin iireme siiresine gore 18-24 saatlik bir siireyi
kapsamaktadir. Bu siire¢ igerisinde uygun olmayan bir
sterilizasyon isglemine ait drlinler dolasima ¢ikarsa,
mikrobiyolojik kalite ve halk sagligi iizerine dogrudan etkili
olmaktadir. Yanlis paketleme, gaz konsantrasyon yetersizligi,
sterilizasyon zaman ve sicaklik yetersizligi, ylikleme hatalari,
nem, buhar, basing parametrelerinde uygunsuzluk gibi etkenler
biyolojik indikatdrlerin  sonucunun pozitif olmasi halinde
degerlendirilmektedir (ISO 14161, 2009; 1SO 11140-1, 2014;
I1SO 13485, 2016; 1SO 11138-1, 2017).

Sterilizasyon kontroliinde kullanilan biyolojik indikatorler
uzun inkiibasyon siireleri nedeniyle dezavantajli olmaktadir.
Geleneksel biyoindikatorler 24 saat igerisinde sonug verirken,
bu caligmada dizayn edilen sistem ile 4 saat icerisinde sonug
almmaktadir. Bu g¢alismada almman 4 saatteki sonugcla,
sterilizasyonu basarisiz olmus malzemenin hastane igerisindeki
kullanimi engellenmistir. Optik okuma ile okuma hatalar1
ortadan kaldirilarak, kisisel hatalar ortadan kaldirilmistir.

2. Gereg ve yontemler

Bu c¢alismada, sporlu mikroorganizma olarak G.
steorothermophilus ve vejetatif formda bulunan mikroorga-
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nizma olarak E. coli kullanilmistir. Farkli seker katkilari ile
kullanilan iki bakteri, ¢iftli kontrol yapabilmek i¢in se¢ilmistir.
Hazirlanan biyoindikatdrler Ardunio Uno ve TCS3200 sensor
ile test edilmistir. Calismada Brain Heart Infusion Broth
igerisine belirli oranlarda nisasta veya glukoz besin maddeleri,
fenol kirmizisi veya brom krezol moru renk indikatérleri
eklenmistir. G. steorothermophilus ve E. coli tiremesinin renk
degisimi optik olarak degerlendirilmigtir. Hazirlanan Tryptic
Soy Broth 125 mL 6l¢iilerinde dorde ayrilmistir. Birinci behere
1,2 g nisasta ve 0,16 g fenol kirmizisi, ikincisine 1,2 g glukoz ve
0,16 g fenol kirmizisi, tigiinciisiine 1,2 g nigasta ve 0,16 g brom
krezol moru, dordiinciisiine 1,2 g glukoz ve 0,16 g brom krezol
moru eklenerek manyetik karistiricida homojenize edilmistir.
Eklenecek bakteri giicii saptanirken seri diliisyonlar 10 ve
giicleri halinde azaltilarak hesap yapilmistir. 108, 107, 109, 105,
104 103, 10%? ve 10! giiglerinde ayarlanan indikatorlerin
seyreltme islemi Sekil 1’de gosterilmistir. ISO 13485’e gore
farkli enerji kaynaklar1 ve renk indikatdrleri igin disiik, orta,
yiiksek seviyelerde bulastirma gerceklestirilmistir.

1 log sulandirma

1mL 1mL 21mL 1mL 1mL 1mL

OCNONCONCN

11

1mL 1mL

'Y YA T

i;i |!| |!|

Stok

9 mL

Sekil 1. Diliisyon semasi.

Renk degisimi Sekil 2°deki gibi tasarlanan kutunun iginde
dl¢iilmiistiir. Ug boyutlu yazicidan yazdirilan kutu 70x70x70 cm
boyutlarindadir. Igerisine renk tespitini gerceklestirecek 6,6x6,6
cm boyutlarindaki TCS3200 renk sensorii sabitlenmistir. Kapak
boyu 7,5x7,5 cm ve Eppendorf tiip girisi 1,2 cm olacak sekilde
tasarlanmugtir.

Sekil 2. Renk sensorii ve Eppendorf tiipiin yerlestirildigi kutu.

Arduino Uno, USB kablosuyla bilgisayara baglanarak 5V
calisma gerilimiyle renk sensoriine gii¢ saglamaktadir. Arduino
Uno’da 14 adet dijital giris/cikis pini bulunur, bunlardan 6’s1
PWM cikist olarak kullanilabilir. Arduinodaki pinler bilgisayara
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baglanarak kodlanmigtir (Arduino Tirkiye, 2021). Renk
sensorlerinde yaygin olarak kullanilan RGB (red, green, blue)
renk uzayidir. GOrme islemi ortamdaki 151k sayesinde
gerceklesir. Renk sensoriiniin 15181 algilamasiyla, gdorme
olaymm gergeklesme prensibi benzemektedir. TCS3200 renk
sensoriinde bulunan 4 adet beyaz LED cisme 151k gonderir, bu
1s1iklar cisme carparak geri yansir ve sensor yansiyan isinlari
degerlendirerek renk cesitlerini belirlemektedir. Fotodiyot ve
akim frekans doniistiiriicii iceren renk sensorii olusturdugu
verileri bilgisayara uygun kodlarla aktarmaktadir. Bir adet ¢ikis
ve dort adet girig pini bulunmaktadir. Gelen 1518 siddetiyle
dogru orantili kare dalga iiretilir ve bu kare dalgay1 kullanarak
veri almaktadir. Sensor, fotodiyotlarin {izerindeki filtreler
sayesinde renkleri ayirt etmektedir. Sensérde tizerindeki 8x8
fotodiyotlarin 16’s1 mavi, 16’s1 yesil, 16’s1 kirmizi filtresidir ve
geriye kalan 16 fotodiyotta ise filtre bulunmamaktadir. Renk
bilgisini kontrol etmek i¢in fotodiyotlarin S2 ve S3 pinleri
kullanilmigtir. RGB renk uzayinda veriler 0 ile 255 araliginda
ifade edilmektedir. Ornegin  255-0-0 kirmizi  rengi
gostermektedir (Robotistan, 2021). Renk sensoriinden elde
edilecek sonu¢ icin Arduino IDE uygulamasinda kodlar
yazilmigtir. Calismada iretilen biyoindikatorler Eppendorf
tiiplere aktarildiktan sonra 37 °C ve 55 °C etiive yerlestirildi. 2
saatte bir etlivden ¢ikarilarak kutuya yerlestirildi ve okuma
sonucu bilgisayar ekranindan alind.

ISO 13485 standardina uygun olacak sekilde diisiik, orta ve
yiliksek seviyede bulagtirma yapilarak cihazin validasyonu
gerceklestirilmistir.  Oncelikle renk indikatdrleri cihaza
tanitilarak sar1 ve kirmizi renk degisimlerinin taninmasi
saglanmistir. 10 adet mor ve 10 adet kirmizi renk tiip pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. 10 adet sar1 renk negatif kontrol
olarak tanimlandiktan sonra okutma islemi gergeklestirilmistir.
Bakteri inokulasyon seviyesine gore 2 saatte bir degigsim kontrol
edilerek Ol¢limler kayit altina alinmigtir. Bir 6rnek 3 kere
okutulmus ve hepsinde ayn1 sonug alinmistir.

3. Bulgular

Biyoindikatorlerin sterilizasyon basarisimi hizli sekilde
O6lgmeye yonelik bir sistem dizayn edilmistir. G.
stearothermophilus ve E. coli i¢in glukoz veya nigasta eklenen
indikatorlerden alinan sonuglar karsilagtirilmistir.  Aym
zamanda fenol kirmizis1 ve brom krezol moru sonuglar1 da renk
indiktorii veriminde kiyaslanmistir. Ekimlerden sonra 2, 4, 6, 8.
saatlerde olciim yapilmistir. Olgiim sonuglar1 Tablo 1’de
gbsterilmistir. Ureme grafigi ise Sekil 3 teki gibidir.

Tablo 1
Besiyeri gesitlerinde bakterilerin saatlik iireme sayilari (log10 kob/mL).
Besiyeri Besiyeri 1 Besiyeri Besiyeri 2
Kontrol
. 1 + G. stearother- 2 + G. stearother-
Saatleri . . . .
+ E. coli mophilus + E. coli mophilus
2 2,869232 3,908485 2,491362 3,982271233
4 3,748188 5,78533 3,380211 4,653212514
6 5,819544 6,041393 5,875061 6,322219295
8 6,838849 8,662757832 6,892095 7,838849091

Biyoindikatorde kullanilacak renk indikatdr se¢imi igin
yapilan ¢alismada kullanilan PR ve BCP arasindan hizli sonug
alan renk indikatorii se¢ilmistir. Alinan sonuglar Tablo 2°de
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Yapilan 4 besiyerinin iireme egrisi (log kob/ml)

10
20
5 2 4 6 8
Y )
© Saatler
=
5
5

Besiyeri 1 + E.coli
Besiyeri 1 + G.stearothermophilus
Besiyeri 2 + E.coli

Besiyeri 2 + G.stearothermophilus

Sekil 3. Ureme egrisi.
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gosterilmigtir. PR daha hizli ve etkili oldugu i¢in segildikten
sonra biyoindikator liretimine baglanmigtir. Bu {iretim sonucun
da ise tasarlanan deney diizeneginde biyoindikatorler optik
donanima okutulmustur. G. stearothermophilus igin 4. saat
itibariyle glukoz enerji kaynagi pozitif sonug vermistir. Buna ait
ayrimtili bilgiler Tablo 3’te gosterilmistir. 4. saat i¢in G.
stearothermophilus igeren ve 108, 107 degerinde ekim yapilan
indikatorlerde ~ renk  degisimi = goézlemlenmistir. G.
stearothermophilus kullanilan nisasta icerikli biyoindikator ile
4. saat itibariyle pozitif sonu¢ alinmistir. Tablo 4’te saatlik
degisimler gosterilmistir. E. coli ve glukoz igerikli biyoindikat6r
4. saatten sonra pozitif sonu¢ vermistir ve Tablo 5°te
goriilmektedir. E. coli kullanilan nisasta icerikli biyoindikator
ile 4. saat itibariyle pozitif sonu¢ alinmistir. Buna ait saatlik
veriler Tablo 6°da gosterilmistir.

Tablo 2
Bakteri cinsi ve enerji kaynagina gore tespit siireleri sonug dzeti.
Bakteri Indikator Enerji Kaynagi 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 24.saat
i - + + + +
PR Nisasta
E. coli Glukoz - + + + +
’ BCP Nisasta - + + + +
Glukoz - 4 + 4 +
PR Nisasta = + + + +
G. stearother- Glukoz - + + + +
mophilus Nisasta - - - - A
BCP Glukoz - - - - +
PR: Fenol kirmizisi, BCP: Brom krezol moru
Tablo 3
Bakteri cinsi ve enerji kaynagina gore tespit siireleri sonug dzeti.
. .. . Optik donanim okuma sonuglari
Saat Bakteri ad1 Enerji kaynagi - -
R G B Degerlendirme
0. saat 38 31 32 Negatif
2. saat 2o 38 31 33 Negatif
4. saat B = 30 26 35 Pozitif
luk -
6. saat g8 Glukoz 29 29 38 Pozitif
8. saat o = 29 31 40 Pozitif
24. saat 29 31 40 Pozitif
R: kirmizi, G: yesil, B: mavi
Tablo 4
Bakteri cinsi ve enerji kaynagina gore tespit siireleri sonug dzeti.
. . . Optik donanim okuma sonuglari
Saat Bakteri adi Enerji kaynag: - -
R G B Degerlendirme
0. saat 38 30 33 Negatif
2. saat 2o 38 31 33 Negatif
4. saat g = Nisast 32 27 38 Pozitif
6. saat g5 yasta 31 41 41 Pozitif
8. saat o = 29 31 40 Pozitif
24. saat 30 24 32 Pozitif
R: kirmizi, G: yesil, B: mavi
Tablo 5
Baketeri cinsi ve enerji kaynagina gore tespit siireleri sonug 6zeti.
) . . Optik donanim okuma sonuglari
Saat Bakteri ad1 Enerji kaynag: - -
R G B Degerlendirme
0. saat 38 31 32 Negatif
2. saat 38 31 33 Negatif
4. saat § Glukoz 30 26 35 Pozitif
6. saat i 29 29 38 Pozitif
8. saat 29 31 40 Pozitif
24. saat 29 31 40 Pozitif

R: kirmizi, G: yesil, B: mavi
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Optik donanim okuma sonuglari

Tablo 6

Bakteri cinsi ve enerji kaynagina gore tespit siireleri sonug dzeti.
Saat Bakteri adi Enerji kaynag: R
0. saat 40
2. saat 38
4, saat 5 . 33
6. saat : Nisasta 29
8. saat 29
24. saat 30

G B Degerlendirme
30 28 Negatif
31 33 Negatif
27 39 Pozitif
29 38 Pozitif
31 40 Pozitif
28 36 Pozitif

R: kirmizi, G: yesil, B: mavi
4. Tartisma

Bu ¢alismada E. coli, ISO 11138 igerisindeki indikator
mikroorganizmalardan vejetatif grup icin; G.
stearothermophilus, sporlu grup igin tercih edilmistir. E. coli
100 °C fiizerinde canliligmi kaybeden bir mikroorganizma
oldugu igin diisiik sicakliklarda gerceklesen sterilizasyonun
etkisini arastirmada, G. stearothermophilus ise 121 °C ve
tizerindeki sicakliklarda canliligii kaybeden sporlu bir
mikroorganizma olmas1 sayesinde yiiksek sicakliklardaki
sterilizasyonun etkisini test etmek iizere secilmistir. Caligmanin
amaci, geleneksel sistemlerde inkiibasyon siiresi 24 saat iken
tarafimizdan segilen bakterilerle ve farkli enerji kaynaklari ile
bu siireyi kisaltmaktir. Renk degisimi gozle oSlciilemeyecek
seviyede olmasi halinde optik donanim ile tespit edilerek insan
hatas1 ortadan kaldirilmaya c¢alisilmistir. Otoklav islemi bir
basarisizlik ile sonuglanmasi halinde hizli bigimde tedbir
alimarak kullanimda sterilite saglanmaktadir.

Calismada kullanilan G. stearothermophilus ve E. coli
mikroorganizmalari, ekimlerinden sonra 2, 4, 6, 8. saatlerinde
alman Slglimler ile degerlendirilmistir. Bir bagka arastirmada E.
coli’nin bircok karbon kaynagindan enerji elde edebildigi
kaydedilmistir ve bu sebeple ¢alismamizda iki farkli seker
kaynag1 kullamlmistir. iki seker kaynagi katabolik hiicresel
hizin aktivitesiyle ilgili olarak farkli zamanlarda sonug vermistir
(Baev ve ark., 2006). Diisiik miktarda enerji kaynagi olarak
kullanilan sekerlerin yiiksek metabolizma hizi ile tiremeyi tegvik
ettigi gozlemlenmistir (Belaich ve Belaich, 1976). Bu veri
calismamizda eklenen az miktarda glukoz ile hizli sonug
aldigimiz sonuglarimizla uyumlu olmaktadir. Diisiik miktarda
enerji kaynagi olarak kullanilan kullanilan sekerlerin yiiksek
metabolizma hizi ile lremeyi tesvik ettigi gozlemlenmistir
(Belaich ve Belaich, 1976). Bu veri ¢alismamizda eklenen az
miktarda glukoz ile hizli sonug aldigimiz sonuglarimiza uyumlu
olmaktadir.

Okamoto ve ark. (2015), nisastadan bir vinil monomer
itakonik asidin fermentatif tiretimi {izerine ¢esitli ¢aligmalar
yapmustir. Bagka c¢alismada E. coli’nin sekerleri kullanim
metabolizmas1 karsilagtirilarak; glukoz, galaktaz, mannoz,
maltoz ribozdan hemen yararlanirken galaktozda biiylime
gecikmeli olarak baglamistir. Bu ¢alismalar ile glukozdan hizli
sonug elde edildigi bir kez daha gdriilmiistiir (Lendenmann ve
Egli 2020).

Minimal ve zengin glukoz ortaminda E. coli genomunun
hiicre siiregleri diizenleyicilerinin onii agilmistir. E. coli’nin
asetat gibi olusan metabolit streslerden kendini koruyabildigi
bildirilmistir. Buna bagli olarak ¢alismamizda glukoz ortaminda
iireme hizinin yiiksek seviyede olmasi agiklanabilmistir (Tao ve
ark. 1999).

Smerilli ve ark. (2015), G. stearothermophilus ve nigastay1
kullanarak biyorafineri i¢in 6nemli bir kimyasal olan laktik asit
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tiretimini gergeklesmistir. Mtimet ve ark. (2015), bu alanda
irettikleri  sporlar icin, 45°C’de sicakliktakilerin 57°C
sicakliktaki iretilenlere gdére daha dayanikli oldugunu
kaydetmislerdir. Yaygin olarak gida endiistrisinde kullanilan G.
stearothermophilus, besin kaynagi olarak kullandigimiz
nisastay1 laktik asit tiretimiyle gostermistir.

Laskaris ve Chaney (1969), B. stearothermaphilus igin
yaptiklart ¢alismalarda son kullanma tarihinden Once 1s1
direncinde diisiis oldugunu, spor serit preparatlarinda
standardizasyon eksigini kaydetmistir. Geleneksel biyoindikator
tasarimi yapilmis ve 24 saatte cevap alinmistir. Caligmamizda
kullanilan benzer mikroorganizma ile daha kisa siirede cevap
almarak bu siirenin kisalmasiyla halk sagligi icin zaman
kazanilmugtir.

ISO standartlarina gore biyoindikator olarak kullanilabilen
bakteriler arasinda E. coli bulunmaktadir. E. coli birgok
kaynakta test edilmistir. Biyogaz tesislerinde patojen azaltma
kapasitesi Enterococcus faecalis ve Clostridium perfringens,
sirastyla 55 °C ve 70 °C sicakliklarda gosterge organizmalar
olarak kullanilabilirken, 37 °C’de E. coli indikator olarak tercih
edilmigtir (Watcharasukarn ve ark. 2009). Hossain ve ark.
(2015), otoklavlama ve siiper kritik karbon dioksit (SC-CO2)
teknigi ile klinik kat1 atiklarda bulunan E. coli inaktivasyonunu
gerceklestirmigtir. Otoklav sterilizasyonuna tabi tutulan klinik
kat1 atiktaki bakterilerin inaktivasyonu gerceklestirilmistir.
Caligsmada farkli sterilizasyon yontemlerinde farkli bakterilerin
indikator olarak kullanilabildigi gosterilmistir. Mikrodalga
plazmanin sterilizasyon i¢in kullanilmasi yeni bir yéntem olup,
E. coli bu yontemin sterilizasyon etkilerini arastirmak icin
kullanilmistir. Bu ¢alismada da geleneksel uygulama diginda E.
coli kullanim1 uygulanilarak ¢aligmamizdaki E. coli se¢imimizi
desteklemistir.

Spektrofotometre, fizik, gida miihendisligi, biyoteknoloji
alanlarinda  numunelerin  temel Ol¢lim  arac1  olarak
kullanilmaktadir. Kim ve ark. (2015), LED ve renk sensoriinii
kullanarak numune konsantrasyonunu ve renk bilgisini veren bir
sistem tasarlamistir. Spektrofotometreyle dalga boyu ve saflik
degerlerini elde ederek ekonomik bir sistem kurmuslardir. Bu
veriler calismamizda elde edilen LED ve sensor uyumlulugu igin
destekleyici olmustur.

Bu calismada Tiirkiye’de otoklav biyoindikatdrii iiretimini
arttirarak ve iretim asamalarini hizlandirarak toplam kaliteye
hizmet etmek hedeflenmistir. Calismamizda yaygin kullanilan
biyoindikatorlere ek olarak sterilizasyon basarisinin tespit siiresi
kisaltilmistir. Bu da seker kaynaklarinin kullanim gesitliligi
sayesinde gergeklestirilmistir. Hassasiyet ile ilgili yaptigimiz
calismada, piyasada mevcut iriinlerde 8 logl0 kob/mL
mikroorganizma mevcutken, yaptigimiz seker destegine bagl
olarak 4. saat itibariyle 5 logl0 kob/mL seviyesinde renk
degisimi gdzlemlenmistir. Boylelikle az mikroorganizma
kullanarak hizli bir sekilde hassasiyet gdzlemlenmektedir.
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5. Sonug¢

Piyasada yaygin olarak kullanilan biyoindikatdrlerin
sterilizasyon isleminin basarisiz olmasit durumunda 24 saatte
sonu¢ veriyor olmasi, kontamine tibbi cihaz parcasi veya
malzemelerin  kullanimi  halinde enfeksiyon ve bulasla
sonuglanabilmektedir. Bu ¢alismada, E. coli ve G.
stearothermophilus bakterileri ile farkli seker katkisi eklenen
brothlardan otoklav biyoindikadtorleri elde edilmistir. Hizli ve
hatasiz cevap almak i¢in Ardunio Uno ve TCS3200 sensor ile ile
tasarim tamamlanmistir. Caligmanin sonuglarina gore, her iki
bakterinin ve her iki seker katkisinin yeterli oldugu
belirlenmistir. Fenol kirmizisi renk indikatoriiniin ise brom
krezol moru renk indikatdriine gore hizli cevap verdigi
goriilmiistiir. Her iki bakterinin halk sagligi i¢in kullanima
uygun oldugu kaydedilmistir. Bu ¢aligma ile bir otoklav
isleminde kullanilan biyolojik indikatdriin en kisa 4 saat sonra
sterilite uygunlugunun belirlenebilecegi tespit edilmistir. Bu
calismadan elde edilen veriler ile yerli biyoindikator iiretimine
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yonelik  bir prototip olusturulmus ve bu iriinlerin
hazirlanmasinda da rehber dokiiman olarak hizmet etmesi
hedeflenmistir. Optik ve elektronik donanim ile insan hatasi
olmadan hizli bir sekilde sonug alinan bu sistem sayesinde kalite
kontrol siireglerinin daha hizli ve dogru yapilabilecegi kanaati
olusmustur.
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