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Hastane enfeksiyonlarini kontrol edebilmek amaciyla en etkili yontem olan
sterilizasyon, belirli standartlarda uygulanmaktadir. Tibbi malzemenin &6zelligine
ve nesnenin fiziksel yapisina gore segilen sterilizasyon yontemi degismektedir. Bu
tez c¢alismasinda tibbi malzemelerin sterilizasyonunun kontroliinde kullanilan
biyolojik indikatorlerin {iretimi zaman parametresi g6z Oniine alinarak
gergeklestirilmistir.

Bu calismada biyolojik indikatér olarak yaygin olarak kullanilan
Geobacillus steorothermophilus ve diisiik sicakliklardaki sterilizasyon yonteminde
mikroorganizma  tespiti  i¢in  Escherichia  coli  kullanilmistir.  G.
steorothermophilusun sporlu bir mikroorganizma olmasi, E. coli vejetatif formda
olmasi sebebiyle ¢iftli kontrol yapabilmek i¢in segilmistir. Farkli seker katkisi ile
eklenen E. coli ve G. stearothermophilus bakterileri kullanilarak hazirlanan otoklav
biyoindikatorlerinden Ardunio Uno ve TCS3200 sensor ile hizli cevap almak
hedeflenmistir. Calismanin sonuglarina bakildiginda, her iki bakterinin de yeterli
oldugu ancak sistemde 6n tarama testi olarak her iki bakterinin de kullaniminin
uygun oldugu belirlenmistir. Buna bagli olarak yapilan bir otoklav isleminin
kontroliiniin 24 saatten dnce en kisa 4 saatte belirlenebilecegi tespit edilmistir. Bu
amagla her iki bakterinin de sistemde kullanilmasinin halk saglig1 amaciyla uygun
olacag kanaati olugsmustur.

Ayn1 zamanda bu tezden elde edilen veriler ile sahada yerli biyoindikator
iiretimine yonelik bir prototip olusturulmus ve bu iirlinlerin hazirlanmasinda da
rehber dokiiman olarak hizmet etmesi hedeflenmistir. Yukarida anilan biitiin
verilerin 1s181nda elektronik ve optik donanim ile sonucu insan géziinden daha hizlt
okuyabilen ve analitik veriler ile optimize edilebilen, kayit altina alinabilen bir
cihazla kalite kontrol siireclerinin daha dogru yapilabilecegi kanaati olugsmustur.

ANAHTAR KELIMELER:Sterilizasyon, Biyolojik Indikatér, Optik
Donanim, Hijyen



ABSTRACT

BIOINDICATOR SYSTEM USED IN CONTROL OF MEDICAL
STERILIZATION
MSC THESIS
NURSELI KANYILMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOMEDICAL ENGINEERING
SUPERVISOR: PROF. DR. AHMET KOLUMAN

DENIZLIi, JANUARY 2021

Sterilization which is the most effective method to control hospital
infections, is applied in certain standards. In this thesis, the production of biological
indicators used in the control of the sterilization of medical materials was carried
out. The sterilization method chosen varies according to the characteristics of the
medical equipment and the physical structure of the object.

In this study, Geobacillus steorothermophilus, which is widely used as a
biological indicator, and E. coli for microorganism detection in sterilization method
at low temperatures were used. Since Geobacillus steorothermophilus is a spore
microorganism, E. coli was chosen for double control because of its vegetative
form. It is aimed to get fast response with Ardunio Uno and TCS3200 sensors,
which are autoclave bioindicators prepared using E. coli and G. stearothermophilus
bacteria produced in broths added with different sugar additives. Looking at the
results of the study, it was determined that both bacteria were sufficient, but it was
appropriate to use both microorganism as a pre-screening test in the system.
Accordingly, it has been determined that the control of an autoclave process can be
determined in 4 hours before 24 hours. For this purpose, it has been concluded that
the use of both bacteria in the system would be appropriate for public health
purposes.

At the same time, with the data obtained from this thesis, a prototype for
domestic bioindicator production in the field was created and it was aimed to serve
as a guide document in the preparation of these products. In the light of all the
above-mentioned data, it has been concluded that quality control processes can be
performed more accurately with a device that can read the result faster than the
human eye with electronic and optical equipment and can be optimized and
recorded with analytical data.

KEYWORDS: Sterilization, Biological Indicator, Optic Equipment, Hygiene
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ONSOZ

Tiirkiye’de otoklav biyoindikatdrii iiretilmemektedir ve yaptigimiz bu tezle tiretim
bilgilerinin siireclerini gdzden gegirip siireci hizlandirarak toplam kaliteye hizmet

etmek hedeflenmektedir.

Yiiksek lisans tez ¢alismalarim siiresince degerli zamanini ayiran, bilgi ve tecriibesi
ile bana yol gdsteren, olumlu elestirileri ile ¢aligmalarimdaki eksiklikleri
gidermemi saglayan danigmanim Prof. Dr. Ahmet Koluman hocama emeklerinden

dolay1 sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ogrenimim siiresince beni destekleyen sevgili aileme tesekkiir ediyorum.
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1. GIRIS

Sterilizasyon ortamda bulunan tiim mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi
islemidir (Albert ve dig. 1998). Tibbi malzemelerin iiretimi ve kullaniminda
sterilizasyonun giiveni, standart islem prosediirleri ile saglanmaktadir. Tekrar tekrar
kullanilabilir tibbi malzemelerin sterilizasyonu yetersiz oldugunda enfeksiyonlara
neden olabilir (Panta ve dig. 2019). Sterilizasyon isleminin basarisiz olmasi insan
sagligr acisindan risk olusturdugu i¢in medikal malzemelerin mikroorganizma

barindirma olasilig1 kontrol edilmektedir (Yoleri 2011).

Hastane enfeksiyonlarinin neden oldugu 6liim ve maliyet artisinin kontrol
edilmesi i¢in sterilizasyon 6dnemli bir basamaktir. Hastane harcamalarinin biiyiik bir
boliimii ameliyathanede tekrar kullanilabilen malzemelerin sterilizasyonu igin
kullanilir (Castillo 2017). SAL (Sterility Assurance Level) degeri bir sterilizasyon
isleminin sonucunda milyonda bir mikroorganizma kalma olasilig1 olarak tanimlanir
ve bu deger endiistriyel uygulamalarda mutlaka saglanmalidir. Sterilizasyon
yontemleri; mikrobiyal uzaklastirma mekanizmalari, c¢alisma parametreleri,
malzemenin uygunlugu, yasal gereklilikler, sterilizasyon isleminin ekonomikligine
gore degismektedir. Sterilite valide edildiginde saglanmaktadir. Steriliteyi direkt
olarak Olgmek miimkiin olmadig1 i¢in validasyon islemi kimyasal ve biyolojik
indikatorler sayesinde yapilmaktadir. Kontrol sistemi kurulumunda ilk olarak
sterilizasyon yontemine direncli bir mikroorganizma segilir. Hedef iiriin ile
sterilizasyon arasindaki etkilesim kimyasal indikator ile belirlenirken, biyolojik
indikator ile sterilizasyon dongiisiine karsi direnci etkilenen farkli degiskenlerin etkisi

belirlenmektedir (Giinaydin ve Siinbiil 2003).

Sterilizasyon isleminde ¢ok yaygin kullanilan otoklavlar; mikrobiyoloji, tip,
dis hekimligi, gida, kimya, veterinerlik gibi alanlarda 6ne ¢ikmaktadir. Steril edilecek
malzemeye gore segilen sterilizasyon yontemi degigsmektedir. Yaygin kullanilan
buharla sterilizasyon, buharla doymus bir ortamda 100 °C’den daha yiiksek sicaklik ile
yapilan sterilizasyon c¢esididir ve 121 °C’de 1.5 atmosfer basingta 15 dakikada etkin
degerini gosterir. Otoklavlarin sterilize edilecek ortama, malzemeye bagli olarak

boyutu ve islevi farklilik gostermektedir. Bir diger yaygin kullanilan yontem kuru hava



ile sterilizasyonda pastor firmlari, 175 °C* de 1 saat, 140 °C’de 3 saat islem siirelerine
sahiptir (Web Anonim 7 2020).

Sicaklik, basing, nem, konsantrasyon verilerinin sensorler araciligiyla cihaz
ekraninda  goriintiilenmesiyle  sterilizasyon  kontroliiniin ~ ilk  asamasi
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 islemi hakkinda kisitl bilgi saglamaktadir (Web Anonim 7 2020).

Biyolojik indikatorler, sterilizasyonla ilgili dogrudan bilgi saglayarak
mikroorganizmalarin hiicre biitiinligiiniin bozulmasindaki etkiyi gostermektedir.
Yaygin kullanilan otoklav etkinliginin giivencesi standartlar tarafindan belirlenir ve

biyolojik indikatorler ile kanitlanmaktadir (Web Anonim 15 2020).

Sterilizasyon sonrasi, sterilite giivence diizeyine (SAL) ulasildiginin
ispatlanmasi icin standartta yaygmn olarak 10° yiikiinde spor igeren biyolojik
indikatorler kullanilir. Biyolojik indikatorler steril edilecek cihazda; kapak, koseler ve
vakum drenaj ¢ikislar1 gibi sterilizasyon isleminin en zor gerceklestigi bolgelere
yerlestirilir. Sterilizasyon isleminde kontamine olmus malzeme yikanarak paketlenir,
sterilizatore ve yerlestirilir sterilizasyon islemi sonunda tekrar kullanilmak {izere

depolama alanina kaldirihir (Rutala ve Weber 2013).

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



Belli sterilizasyon islemine direng saglayan bakteri sporlarindan olusan
biyolojik indikatorler, sterilizasyon esnasindaki islemde biyolojik dliimiin
gergeklestigini kanitlar. Biyolojik indikatorler, ilgili sterilizasyon yontemine gore en
dayanikli bakteri sporlar1 segilerek iiretilmektedir. Geleneksel olarak biyoindikatorler
Bacillus veya Geobacillus igeren bakteri sporlaridir. Bakteriyel sporlar, izleme ve
dogrulama dongiilerinde vejetatif hiicrelere kiyasla c¢evre stresine karsi dayanikli
oldugu i¢in kullanimi yaygindir. Biyolojik gostergeler bir sterilizatoriin rutin
parametlerinin izlenmesi ve yiik takibi i¢in de kullanilmaktadir. Biyolojik gdstergeler,
bir sterilizasyon dongiisii sirasindaki kosullarin tanimlanmis olan mikrobiyal
inaktivasyon seviyesine ulagmak icin yeterli olup olmadigin1 kanitlamaktadir. Bu
gostergeler, biiylime ortami ve sporlar1 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 c¢esidine ve iiremesine uygun
sicaklikta inkiibatore yerlestirilmektedir. Boylece sterilizasyon isleminin ardindan
sporlarin biiylime ortami ile karismasi saglanir ve spor biiylimesine uygun sicaklikta
inkiibe edilir. Biiylime ortamu, test organizmasinin canliligini etkileyebilecek herhangi
bir sterilize edici ajan kalintisin1 nétralize edebildiginden emin olmak icin valide
edilmelidir. Belirtilen kiiltiir kosullarin1 saglayacak sicaklifa ayarlanan boylece
sicakligin rutin olarak izlenmesi i¢in inkiibatér kullanilmaktadir. Belirtilen siirede
inkiibasyon sonrasinda iireme olmaz ise biyolojik oOliimiin gerceklestigi

dogrulanmaktadir (Web Anonim 18 2021, Web Anonim 17 2020).

Sterilizasyon yapilacak malzemede bulunan mikroorganizmalar, sporlardan
daha diisiik direncte oldugu i¢in sterilizasyon gerceklestirilmis olur. Bu amacla canli
mikroorganizmanin kullanimi1 yaygindir. Geobacillus stearothermophilus sporlari
buharlagsmis hidrojen peroksite ve buhar sterilizasyonuna yiiksek diren¢ gosterdigi
i¢in, sterilizasyon kontroliinde yaygin kullanilmaktadir (Shintani 2011, Sigwarth ve

Moirandat 2000).

Buhar sterilizasyonunda yiiksek direnci ve tutarli inaktivasyon etkinligi ile G.
stearothermophilus tercih edilmekte iken Bacillus pumilus sporlar1 diger Bacillus
tiirlerinden radyasyona daha direngli olmasi sebebiyle mikroorganizmalarin radyasyon
direncini tespitte tutarli yanitlar almak ve doz oranini (kGy/zaman) ayarlamak icin

biyoindikator olarak kullanilmaktadir (Hansen ve dig. 2020).



Biyolojik indikatorlerin; sterilizatoriin tamir gerektiren bir arizasindan sonra,
viicuda implante edilecek malzemelerin her ¢evriminde, paket malzemelerinin boyutu
degistiginde kullanilmasi zorunludur. Biyolojik indikatorlerin diisiik sicakliktaki
sterilizasyonlarda her ¢evrimde kullanilmas1 gerekmektedir. Kuru sicaklik ve buharh
yontemlerde ise invazif olma durumuna gore degerlendirilerek en az haftada bir kez

kullanilmalidir (Wallace 2016, Web Anonim 15 2020).

Biyoindikatorler, belirli bir sterilizasyon isleminde kullanilan ve dayanma
giicii olan canli mikroorganizmalar iceren kalitatif test sistemidir. Biyoindikatorler, bir
sterilizasyon isleminde belirli kosullarin saglanip saglanmadigiyla ilgili giiven
seviyesi saglar. Biyolojik gostergeler, sterilizasyon dongiisiine olduk¢a dayanikli
bakteri sporlar1 secilerek islevini gerceklestirmektedir. Bu biyolojik gostergeler,
sporlar1 gogaltarak ve biiylime ortamindaki asit metabolitlerinin tiretimini 6lgmek igin
bir pH gostergesine dayanir. Spor emdirilmis kagit seritler, kendinden besiyerli kapali
sistemler ve enzim bazli biyolojik indikatorler olarak 3 ¢esit biyolojik indikator
tiretilmektedir. Biyolojik indikatorlerin ilk g¢esidi, zarflarin i¢inde asilanmis kagit
seritler seklindedir bunlar sterilizasyon igleminden sonra steril kiiltiir ortamina aktarilir
ve 7 giin siireyle inkiibe edilir. Bu yontemle, sterilizasyon basarisizli§i biiylime

ortaminin bulanikligiyla gézlemlenmektedir (Shintani 2011, Pflug ve Odlaug 1986).

Ikinci gesit biyolojik indikatdrler, kullanima hazir bir pakette geri kazanim igin
gerekli spor seridi ve bliylime ortamini igeren bagimsiz sistemlerdir. Sporlari
cogaltarak ve hiicreleri kopyalayarak biiyiime ortamindaki asit metabolitlerinin
tiretimini Olgen biyolojik gostergeler, pH Ol¢limiine dayanir. Bu sistemle birlikte,
birinci olarak agiklanan kagit seritlere kiyasla kontaminasyon sorununu ortadan
kaldirir, ancak hayatta kalan sporlarin tespiti i¢in 24-168 saat okuma siiresi
gerekmektedir. Spor igeren kagit serit biyoindikatorler, sterilizasyon isleminden sonra
yaygin olarak 7 giin siireyle inkiibe edilir. Yeni bir sterilizasyon yontemi i¢in 7 glinliik
bir referans inkiibasyon siiresini desteklemek i¢in yeterli veri bulunmadiginda,
dogrulamanin dayandirilacagi referans inkiibasyon siiresi olarak en az 14 giin
kullanilmaktadir (Web Anonim 18 2021, Web Anonim 17 2020, Web Anonim 16
2021, Web Anonim 15 2020).



Kendinden besiyeri i¢eren kapali sistemlerde hayatta kalan sporlarin tespiti i¢in
24-168 saat okuma siiresi gereklidir. Ureme tespit sistemine gore ¢ok farkl
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 tabanl
algilama sistemleri sayesinde tespit edilerek bu siire kisaltilmistir. Kiiltiir yontemi ile
en az 24 saatte sonuc¢ alimirken, enzim aktivitesi ile bu siire 1-4 saatte
yapilabilmektedir. Giiniimiizde en az 1 saatte sonug¢ alinan biyoindikatorler
tiretilmisken, 4 saatte sonug alinan indikatorlere gore oldukga pahalidir (Web Anonim
18 2021, Rutala ve digerleri 1996, Albert ve dig. 1998).

Biyolojik  indikatorlerin = sonuglari;  tirbidimetrik,  florimetrik  ve
spektrofotometrik olmak tizere 3 farkli yontemle olgtilebilir. Tirbidimetrik yontemde
gozle tespit yapilir negatif sonucu garantilemek i¢in inkiibasyon siiresi en az 2 saattir.
Spektrofotometrik yontemde renk degistiren besiyerinin otomatik okumasi
saglanmaktadir. Florimetrik yontemde ise floresan vermeyen maddeyi floresan verir
hale getirdigi icin alfa-glukozidaz veya alfa-galaktozidaz aktivitesi okumay1
saglamaktadir. Floresans veren substratlarin kullanildigi ve floresansin otomatik
okuyucu tarafindan okundugu yontemdir. Biyolojik indikatorlerde sonug¢ almak igin
uzun inkiibasyon zamani gerekmektedir. Bu problem, 1 saat gibi kisa siirede floresan
vermeyen bir maddeyi floresan verir hale getiren spor enzimlerinden alfa-glikozidaz
ile ¢oziilmiistiir. Kisa siirede sonucun elde edilmesi, sterilizasyonun denetlenmesinde
biyolojik indikatorlerin kullanimmi yayginlastirmistir (Gillis ve dig. 2010,
Dlugokenski ve dig. 2011).

COVID-19 salgimi ile kisisel koruyucu ekipmanlarin kullanimi artmigtir. N95
tipi maskelerin kullaniminin artmasi kisisel koruyucu ekipmani kitligina yol agmustir.
Bu maskelerin tek kullanimlik olmasi amaglanmistir ancak sterilizasyon yapilarak
tekrar kullanilmas1 eksiklikleri azaltmada yararli olacaktir. Hidrojen peroksit
sterilizasyon yontemi kullanilarak, 1.0x10° vyiikli G. stearothermophilus
biyoindikatori ile sterilizasyon dogrulanmaktadir. G. stearothermophilus sporlari,
SARS-CoV-2 gibi zarfli viriislere gore sterilizasyona dnemli dl¢lide daha direnglidir.
Viral canliligin dogrudan o6l¢iimii yerine biyoindikatdr kullaniminin verilerin

yorumlanmasinda dnemli bir rnek teskil etmektedir (Cramer ve dig. 2021).



Biyolojik indikatdrlerin sonucunun pozitif olmasi halinde asagidaki ihtimaller

degerlendirilmelidir (Web Anonim 15 2021):

e Yanlis paketleme

e (Gaz konsantrasyon yetersizligi

e Sterilizasyon zaman ve sicaklik yetersizligi
e Yiikleme hatalari

e Nem, buhar, basin¢ parametrelerinde uygunsuzluk

Bu ¢aligmada materyal olarak G. stearothermophilus ve E. 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 tutarli inaktivasyon
kinetigi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Sicaklik, pH, besin ve iyon icerigi
gibi sporlanmay1 tetikleyen g¢evresel kosullar, olusan sporlarin ¢esitli 6zelliklerini
etkilemektedir. Sicaklik etkili sterilizasyon yontemlerinde sporulasyon sirasinda G.
stearothermophilus sterilizasyon direnci iizerinde en biiyiik etkiye sahip olan
degiskenin baslangi¢c pH'1 oldugu belirtilmistir. Diisiik besin konsantrasyonu ve 8.5
civarinda alkali pH uygun kabul edilir. Kullanilacak olan bakteriler ATCC kiiltiir
koleksiyonundan elde edilmistir. G. stearothermophilus, yiiksek sicakliga dayanmasi
ve takip siirecinde sterilizasyon hatalarini erken yakalamasi sebebiyle tercih edilmistir.
E. coli, Enterobacteriaceae familyasindan olup gram negatif, fakiiltatif anaerob,
cogunlukla hareketli, sporsuz, ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Genellikle insan ve
hayvan bagirsaklarinda olmakla birlikte her ortamda bulunabilmektedir. Hastanede
tiriner sistem kateterizasyonu islemi gergeklestirilirken enfeksiyona neden olabilir. E.
coli glukozdan asit ve gaz yaparak ekildigi besiyerlerinde kolay renk degisimi
olusturmaktadir vejetatif iiremesi sebebiyle diisiik sicaklik sterilizasyonlari i¢in tercih
edilmistir (Shintani 1996, Thill 2020, Royalty-Hann 2007, Soylu 2005, Guizelini ve
dig. 2012).



Biyoindikatorlerin kullanimi yaygin ve kalite yonetim sistemlerinde ¢ogu
zaman zorunlu kilinmasina karsilik sonuglanma siiresinin 24 saat oldugu, bu siire
igerisinde olumsuz bir sonucun biiyiik etkisi oldugu gozlemlenmektedir. Sterilizasyon
isleminde kullanilan biyoindikatorler etlivlerde bekletilerek cevap alinmasi
hedeflenmektedir. Bu da mikroorganizmanin lireme siiresine gore 18-24 saatlik bir
stireyi kapsamaktadir. Bu siire¢ i¢erisinde uygun olmayan bir sterilizasyon islemine ait
tirlinler dolasima ¢ikarsa, mikrobiyolojik kalite ve halk sagligi tizerine dogrudan etkili

olmaktadir.

Biyolojik indikatorlerin dezavantaji, islemin sonucunu elde ederken gegen
uzun inkiibasyon siireleridir. Calismadan elde edilen sonuglara bakildiginda
geleneksel biyoindikatér kullanimi ile 24 saat igerisinde alinan kontrol cevabina
karsilik, bu tez igerisinde dizayn edilen sistem ile 4 saat igerisinde cevap alinmaktadir.
Optik okuma ile okuma hatalar1 ortadan kaldirilarak, kisisel hatalar ortadan
kaldirilmistir. Bu da sterilizasyon islemini takiben steril olmayan iirliniin hastane

icerisinde dolasimini engellemek i¢in yeterli siire olarak kabul edilmektedir.



2. STERILIZASYON VE KONTROLU

2.1  Sterilizasyon

Bir nesnenin lizerinde veya i¢inde bir canli mikroorganizma bulunmasinin
teorik olasil1ig1 1/1.000.000 (10°®) veya bu seviyeden daha az olmasi durumunda {iriin

steril tanimina uygun olarak kabul edilmektedir (Caylan 2003).

Bir tibbi cihaz, hastayla temas yontemine bagli olarak kimyasal veya fiziksel
yollarla steril edilmektedir. Uygun olmayan sekilde dekontamine edilmis invazif tibbi
malzemelerden kaynaklanan ¢ok sayida salgin vurgulanmaktadir (Weber ve Rutala
2001). Bu sebeple hastanelerde sterilizasyon siirecinin giivenilir ve etkili bir sekilde
izlenebilir olmasi gerekmektedir. Sterilizasyon isleminde sporlar dahil tiim yasayan
mikroorganizmalar Oldiriiliirken, dezenfeksiyon isleminde hastalik yapan patojen
mikroorganizmalar oOldiriilmektedir. Dezenfeksiyon isleminde rutin kontrollerin
uygulanmas1 ve standardize hale getirilmesi miimkiin degildir ayrica bakteri sporlari
tamamen ortadan kaldirilmamaktadir. Bu sebeple enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak
icin sterilizasyon islemi uygulanmaktadir. Hastane sterilizasyonun Onemi ve
enfeksiyonun Onlenmesi amaciyla tibbi atiklara da sterilizasyon islemi
uygulanmaktadir. Her sterilizasyon islemi oOncesi sterilize edilecek malzeme
kurulanmali ve uygun paketlenmelidir. Boylelikle sterilizasyon islemi sirasinda 1slak

cithaz ambalaj problemi ortadan kalkmaktadir (Caylan 2003).

2.2  Sterilizasyon Cesitleri

2.2.1 Buharla Sterilizasyon

Tibbi malzemeler i¢in yaygin bir yontem olan buhar sterilizasyonu, basing

altinda buharla 1s1 transferi yoluyla hiicrelerin proteinlerinin pihtilagmasiyla



inaktivasyonunu gerceklestirir ve buhar sterilizasyonu basing altinda bir sterilizatér

veya otoklavda gergeklesmektedir (Zuijdweg 2014).

2.2.1.1 Basin¢h Buharla Sterilizasyon

Kisa stireli, ucuz, toksik iceriginin olmayisi ve kolay penetre olmasiyla yaygin
olarak tercih edilmektedir. Sterilizasyon islemi buharlasma enerjisinin malzemelere
aktarilmasiyla  gerceklestirmektedir. Otoklav ~ adi  verilen  cihazlarla
gerceklestirilmektedir. Yiiksek sicaklik sebebiyle mikroorganizmalarin protein
yapilar1 denatiire olmaktadir. Islem doymus su buhari altinda 100 °C {izerinde malzeme
ile yeterli siire temas etmesi ilkesine dayanmaktadir. Su buhar1 yeterince
doymadiginda malzemeler 1slak kalacagi, mikroorganizmalarin  iiremesi
gerceklesebilecegi icin buhar konsantrasyonu onemli bir parametredir. Oncelikle
icerideki hava vakumlanarak malzemelerin su buhariyla temasi saglanmaktadir.
Vakumlama iglemi diizgiin gerceklesmezse malzemelerin tiim yiizeyi buharla temas
edemeyecegi icin sterilizasyon gerceklesmemis olmaktadir. Islem bittiginde tekrar

vakumlanarak malzemelerin kurumasi saglanmaktadir (Karadag 2005).

Diinyadaki gelismis tibbi tesisler, tibbi aletleri sterilize etmek zararh
bulagsmalara neden olacak atiklar1 islemek igin genellikle otoklavla sterilizasyon
yontemini kullanmaktadir (Neumann ve dig. 2013). Yiiksek nemli 1s1 proteinleri kuru
1stya gore daha hizli denatiire eder ve 80-85 °C’de vejetatif bakteriler dlmektedir.
Otoklavin sicaklik derecelerine gore basing degerleri degismektedir. Otoklavin bu

sicaklik-basing ayarlama segenekleri Tablo 2.1°de agiklanmistir.



Tablo 2.1: Basing sicaklik iligkisi (Karadag 2005).

Sicakhik

°C

100
105
110
115
121
125
130
134

Otoklav cihazinin kontrol

°F

212
221
230
239
250
257
266
273

Basing
kg/cm?
0.00
0.19
0.41
0.67
1.02
1.29
1.67
2.0

psi
0.0
2.8
6.0
9.8
15.0
19.0
24.5
29.4

ekraninda zaman,

1S1

dijital

gostergeleri

bulunmaktadir. Sekil 2.1°de otoklav cihazinin boliimleri gosterilmistir. Otoklavi

meydana getiren yapilar:

e Kazan
e Kapak

e Termostat

e Hava bosaltma muslugu

e Basing ayar subabi

e Manometre ve termometre (Karadag 2005).
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Hava valfi

Giivenlik valfi \@
_af]

S pu—d_y] |

Manometre

_iglem baglatma
valfi

S—>

~Buhar ~

— Termometre

Basing

Termostatik tuzak regiilatorii

Artik madde Buhar kaynag
cikig

Sekil 2.1: Otoklav cihazi blok diyagrami (Web Anonim 3 2020).

Otoklav kullanilirken kontrol edilen parametreler:

1. Cihazin kontrolii: Cihazin ekraninda bulunan gostergeler
(zaman, sicaklik, buhar basinci, bagil nem) takip edilmektedir.
Sicaklik sensorii kabinin igerisini takip ederek ayarlanan
sicaklikta kalmasini saglamaktadir.

2. Maruziyet kontrolii: Kimyasal indikatorlerle renk bandi olarak
da adlandirilan gosterge ile paketin sterilizasyon isleminin
gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edilmektedir.

3. Yiik kontrolii: Haftada bir PCD (Process Challenge Device)
icine kimyasal indikator yerlestirilerek uygulanmaktadir.

4. Bohga i¢i kontrol: Kimyasal indikator kullanilarak
gerceklestirilmektedir.

5. Kayit sistemi: Kayit saklama dosyalar ile diger tiim otoklav
kullanilirken kontrol edilen parametreler kaydedilmektedir

(Karadag 2005).
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2.2.1.2 Basingsiz Buharla Sterilizasyon

Basingsiz buhar ile sterilizasyonlardan birincisi, 100 °C sicaklikta doymus
buharla akim halindeki basingsiz su buhari ile Koch kazami adi verilen kazanlarda
yapilan sterilizasyondur. Vejetatif organizmalar Oliirken sporlar bu ydntemle

6lmemektedir (Dolapg1 2020).

Ikinci yontem olan Ultra High Temperature (UHT) sterilizasyonu ise akim
halindeki buhar ile yapilmaktadir. Bu yontem sivi besin maddelerinin 6zellikle siitiin
sterilizasyonunda kullanilmaktadir. Yiiksek sicaklikta kisa siirede sterilizasyon
tamamlanmaktadir. Sivi madde 145 °C’ye kadar hizli 1sitilip, 4 saniye kadar bu
sicaklikta tutulduktan sonra hizla 22 °C’ye kadar sogutularak uygun kosullarda steril
kaplara koyularak tamamlanmaktadir. Isiya direngli olan Bacillus stearothermophilus
gibi baz1 bakteri sporlari i¢in daha yiiksek sicaklik gerekmektedir. Bu sporlar da oda
sicakliginda iireyemedigi icin sterilizasyon gerceklesmis kabul edilmektedir (Dolapg1

2020).

Ucgiincii yontem olan tindalizasyon; yiiksek sicakliklara dayanamayan sivi
besiyeri, serum, ag1 gibi malzemelerin sterilizasyonunda kullanilan yontemdir. Yiiksek
sicakliklarda bozulabilen bu sivilar 60 °C ile 100 °C arasinda uygun bir sicakliga
ayarlanmaktadir. 60 °C'de tutuluyorsa ti¢ giin, giinde 1 saat; 80-100 °C'de tutuluyorsa
lic giin, giinde 30 dakika olmak {izere islem tamamlanmaktadir. Sivilar bekleme

zamanlarinda oda sicakliginda tutulmaktadir (Dolapg1 2020).

2.2.2 Kuru Sicaklikla Sterilizasyon

Yiiksek sicaklikta bozulmayacak metal, cam, yaghh malzemeler gibi suda
¢ozlinmeyen materyaller sicak hava firinlarinda (pasteur firini) sterilizasyon
yapilmaktadir. Mikroorganizmalar iizerinde oksidasyon olusturularak koagiilasyon
olusturmaktadir. Ortamda nem bulunmadig1 igin etkisi buhar ile sterilizasyon
yontemine gore daha azdir ve uzun siire gerekmektedir. Sporlar nemli 1s1da daha kolay
yok edilebilmektedir. Ucuz ve kolay bir yontemdir. Malzemelerin 6mriinii kisaltmasi
dezavantajidir (Pekbay 2005). Tablo 2.2°de kuru sicaklik ile sterilizasyonda

secilebilecek sicaklik zaman segenekleri gosterilmistir.
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Tablo 2.2: Kuru sicaklik zaman parametreleri (Pekbay 2005).
Sicakhk Zaman
170°C 1 saat
160 °C 2 saat
150°C 3 saat
140°C 4 saat

2.2.3 Diisiik Sicaklikta Sterilizasyon Yontemleri

Laparoskop, endoskop, sistoskop, artroskop, diger rijit optik goriintiileme
aletleri ve tiim komplike hassas cihazlarda diisiik sicaklikla sterilizasyon yontemleri

uygulanmas1 gerekmektedir (Pergin 2012).

2.2.3.1 Etilen Oksitle Sterilizasyon

Istya ve neme duyarli hassas tibbi malzemeleri sterilize etmek icin diisiik
sicaklikta (37-55 °C) kullamlan yontemdir. Ozellikle polimer plastik malzemelerde
etilen oksit ve tiirev tiriinlerinin atik konsantrasyonu etilen klorohidrin ve etilen glikol,
kalint1 olarak kalabilir. Bu nedenle toksik ve kanserojen olmamasi i¢in islemden sonra
havalandirma odasinda tutulmaktadir. Yayilma 6zelligi ¢ok gii¢lii bir gaz oldugu i¢in
malzemenin 6zelligine bagli olarak emilebilmektedir. Sentetik, fiberoptik, plastik,
limenli aletlerin sterilizasyonunda kullanilirken bu yontemle sivilar steril edilemez.
Kalan kalintilar gaz kromotografisi ve biyolojik indikator ile belirlenmektedir. Bati
tilkelerinde etilen oksit gazi sakincalar1 sebebiyle yerini gaz plazma sterilizasyonuna

birakmistir (Dias ve dig. 2009).

2.2.3.2 Formaldehitle Sterilizasyon

Formaldehit 19 °C’de kaynayan, suda ¢ozinirligii yiiksek, renksiz, yanici,
toksik bir gazdir. Yiiksek sicaklikta bozulabilecek kumas, tahta, deri, lastik gibi
malzemelerin sterilizasyonunda tercih edilmektedir. 50-80 °C sicaklik araliginda %60-

80 nem oraninda iglem tamamlanmaktadir. Etilen oksit ile sterilizasyon yontemine
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gore daha kisa siirelidir fakat penetrasyon giicii diisiiktiir. Havalandirma islemi olmasa

bile notralize edilmesi gerekmektedir (Dolapg1 2020).

2.2.3.3 Gaz Plazmayla (H203) Sterilizasyon

Plazma haline vakum altinda verilen enerji ile ge¢mektedir. Radyo frekans
(RF) enerjisi ile kimyasal ajan1 iyonize ederek havaya karigsmasiyla gaz plazma elde
edilmektedir. Serbest radikaller, elektronlar, uyarilmis gaz molekiillerinin bulundugu
bir karisimdir. Neme ve sicakliga hassas malzemeler i¢in uygun bir yontemdir, sivilara
uygulanamaz. Hizli bir dongiiye sahiptir 1 saatte tamamlanmaktadir. Seliiloz
icermeyen, polipropilen, tyvek, wrap kagitlar1 gibi paketleme irilinleri

kullanilmaktadir (Giiven 2007).

2.2.3.4 Gamma Radyasyonula (Isinlama) Sterilizasyon

Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajanst (IAEA) tibbi aletlerin radyasyonla
sterilizasyonu i¢in kurallar1 6nermistir. Gama radyasyonu iyonize edilmis (<1 nm
dalga boyu) radyasyon tipidir. UV 1simlarindan (240- 280 nm) daha biiyiik dalga boyu
ve diisiik enerji diizeyine sahip olduklari i¢in sterilizasyon islemi igin uygundur. Birimi
kGy olarak ifade edilir. Dozun ayarlanmasi radyasyonun emilimi, tiriiniin yogunlugu,
ambalaj boyutu, doz hizi, maruziyet siiresine gore belirlenmektedir. ISO 11137
standardina gore sterilite gilivence diizeyi (SAL) degeri belirlenmektedir.
Mikroorganizma molekiilleri uyariimakta veya DNA, RNA yapilarinda bag kirilmalari
yoluyla inaktivasyonu ger¢eklesmektedir. Otoklav ile sterilizasyonda yiiksek sicakliga
maruz kalamayacak plastik malzemeler, etilen oksit ile sterilizasyon yonteminde zorlu
geometriye sahip icerisine hava akimmin kolay olmadigi malzemeler gama
radyasyonu ile sterilize etmek bir alternatiftir. Gama radyasyon ile sterilizasyonda

malzemeler iizerinde kalint1 kalmamaktadir (Ozer 2005).
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2.2.3.5 Perasetik Asitle Sterilizasyon

Endoskop, artroskop gibi boru sistemlerindeki mikroorganizmalari gidermekte
kullanilan bir yontemdir. Istya duyarli cerrahi aletler i¢in kullanilmaktadir. Iki
dakikada 50 — 56 °C sterilizasyon uygulandiktan sonra steril su ile durulanmaktadir.
Toplam islemin 30 dakikada olmasi, giivenli ve cerrahi aletlerin goguyla uyumlu bir

yontem olmasi sebebiyle tercih edilmektedir (Giinaydin 2020).

2.3  Sterilizasyonun Kullanim Alanlar:

Saglik hizmetlerinde merkezi sterilizasyon iiniteleri hem steril hem de steril
olmayan malzemelerin bulundugu bu malzemelerin temizlendigi, paketlendigi,
saklandigi boliimlerdir. Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda da sterilizasyon islemi
onemlidir. Bu alanlarda kullanilan patojen igeren atiklarin ¢evreye zarart olmamasi
i¢in sterilizasyon islemi uygulanmaktadir. Gida endiistrisinde sterilizasyon isleminde
hedeflenen tiim mikroorganizmalarin yok olmasi degildir, bu sebeple tibbi

sterilizasyondan ayrilmaktadir (Web Anonim 4 2020).

2.4  Sterilizasyonun Kontrolii

Elektromekanik monitorler, sicaklik-zaman ve basing-vakum dedektorlerini ve
kayit gizelgelerini icermektedir. Fiziksel kontrol yontemleri sicaklik, basing, nem,
zaman parametrelerini igeren gostergeleri kapsamaktadir. Cihazin kontrolii
saglanmaktadir. Haftada 1 kez vakum kacak testiyle buhar sterilizatoriiniin basing testi
yapilmaktadir. Bowie&Dick testi sterilizatoriin vakum asamalarinin hizin1 ve yiike
girip girmedigini, doymus buharin penetrasyonun basarili olup olmadigim
gostermektedir (Glinaydin ve Siinbiil 2003). Sekil 2.2°de Bowie&Dick testinden elde

edilebilecek 6rnek sonuglar verilmistir.
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Bowie&Dick testi dncesi Bowie&Dick testi olumsuz Bowie&Dick Testi olumlu

Sekil 2.2: Bowie&Dick testi 6rnegi (Web Anonim 19 2020).

Ancak bu degerler yeterli degildir. Kimyasal kontrol yontemleri paketin
sterilizasyon siiresinde maruz kaldigi kosullar1 gostermektedir. Standart boyutlara
sahip bir pakette kimyasal indikatorler sterilizatoriin; buhar, sicaklik, kimyasal gaz
gibi etkenlerin ulasabilecegi en zor kismina yerlestirilmeli ve olusan renk degisimi
yorumlanarak sonuglar degerlendirilmelidir. Kimyasal kontrol yontemleri de sterilite
hakkinda net bilgi vermemektedir. Biyolojik kontrol ise steril iiriin kontrolii olarak

adlandirilabilir (Soylu 2005).

2.5  Sterilizasyonun Kontroliinde Kullanilan Uluslararas1 Standartlar

ISO 14937: Sterilizasyon maddesinin 6zellikleri i¢in genel kurallar ve tibbi
cihazlar igin sterilizasyon isleminin gelistirilmesi, gegerliligi ve rutin kontrolii
standardin1  kapsamaktadir. Kapsami  tibbi  cihazlar olmasina ragmen
mikroorganizmalarin fiziksel veya kimyasal yollarla inaktive edildigi sterilizasyon
islemlerine uygulanir. Mikroorganizmalarin se¢ciminde géz oniinde bulundurulmasi
gereken faktorleri kapsamaktadir (Web Anonim 14 2020). ISO 14937 standardina gére

secilebilecek olan mikroorganizmalar Tablo 2.3’te verilmistir.
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Tablo 2.3: Potansiyel se¢ilebilecek mikroorganizmalar (Web Anonim 14 2020).

Bakteriyel sporlar

Bacillus atropheus
G. stearothermophilus

Clostridium sporogenes

Vejetatif bakteri S. aureus
Salmonella choleraesuis
Pseudomonas aeruginosa
Mantar Trichophyton mentagrophytes
Candida spp.
Mikobakteri Mycobacterium terrae

Zarfsiz Virus

Hepatitis A
Parvovirus

Pollovirus type 1

Zarfl1 Viris

Herpes simplex

Parazit

Cryptosporidum parvum

Mikroorganizmalarin se¢ilmesinde etkin parametreler:

e lyi Kkarakterize edilmis
mikroorganizmalar

o Sterilize edilecek iiriiniin yapim malzemelerinde ve bulundugu ortamda
bulunan mikroorganizmalar

e Islenecek biyolojik yiik tipik {iriiniiniin belirlenmesi sirasinda izole
edilen mikroorganizmalar

e Bir hastanin 6nceki kullanimin sonuncunda yeniden kullanilabilir

olmasi halinde bulunabilecek mikroorganizmalar (Web Anonim 14

2020).
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ISO 18472: Saglik malzemelerinin sterilizasyonunu, biyolojik ve kimyasal
indikatorlerin deney donanimlarini kapsamaktadir. Otoklavin sterilizasyon basarisi
i¢cin kimyasal ve biyolojik indikator gerekliliklerini igermektedir (Web Anonim 17
2020).

ISO 11138: Saglik bakim firiinlerinin sterilizasyonu i¢in kullanilan biyolojik
indikatorlerin  standartlarin1  igermektedir. Uretim gereksinimlerini etiketleme
standardin1 belirtir.  Segilen sterilizasyon isleminin validasyonu ve Kkontroliinde
kullanilan biyolojik indikatdrlerin test etme kosullarini belirlemektedir. 1ISO 11138-3
standardina gore test mikroorganizmalart G. stearothermophilus veya esdeger
mikroorganizma suslari olacaktir. Termofilik mikroorganizmalarin inkiibasyon
sicakligi 55-60 °C, mezofilik mikroorganizmalarinki 3-37 °C arasindadir. 11138-1 ve
11138-3 tarafindan belirtildigi gibi D degerleri Stumbo-Murphy-Cochran veya
Spearman-Karber yontemiyle hesaplanir. D degeri: koloni olusturan birimlerin
dogrudan sayilmasiyla hayatta kalan test organizmalarinin sayisin1 belirtmektedir

(Web Anonim 15 2020).

ISO 11140: Kimyasal indikatorlerin standartlarini icermektedir. Tek
parametreli indikatorler, cok parametreli indikatorler, entegratorler ve emiilasyon
indikatorleri olarak kimyasal indikatorleri siniflandirmigtir. Sterilizasyon siirecinde

paketleme asamasinda kullanilan kimyasal indikatorlerin standartlarini igcermektedir

(Web Anonim 16 2020).

ISO 17665: Tibbi cihazlar igin nemli 1s1 ile sterilizasyon isleminin
gelistirilmesi, gegerliligi ve rutin kontrolii i¢in gereksinimleri belirtmektedir (Web
Anonim 18 2020).

ISO 14161: Sonuglarin se¢imi, kullanimi ve yorumlanmasi i¢in kilavuz
sterilizasyon islemlerinin rutin kontroliinde kullanilan biyolojik indikatorlerin
uygulanmasindan elde edilen sonuglarin sec¢imi, kullanimi ve yorumlanmasina

kilavuzluk etmektedir (Web Anomim 19 2020).
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3. STERILIZASYONUN KONTROLUNDE KULLANILAN
INDIKATORLER

3.1  Kimyasal indikatorler

Kimyasal gostergeler, maruziyetin zaman-sicaklik degerini entegre etmek,
belirli bir sicakligin elde edilip edilmedigini belirlemek, buhar niifuzunun tek tip olup
olmadigin1 belirlemek veya hangi ambalajlarin islendigini ve hangilerinin

islenmedigini ayirt etmek igin kullanilmaktadir (Ward 1991).

Kimyasal indikatorler 1SO 11140 saglik malzemelerinin sterilizasyonu

kimyasal indikatorler standardina gore 6 kategoriye ayrilmistir:

e Simuf I islem indikatorleri: Paketin sterilizasyon islemine girip
girmedigi hakkinda bilgi vermektedir.

e Simif II Spesifik testlerde kullanilan indikatorler: Bowie & Dick testi
buhar sterilizastoriinde buharin penetrasyonu hakkinda dagilimi test
etmektedir.

e Smf Il Tek degiskenli indikatorler: Zaman veya sicaklik gibi tek
parametreli gostergeleri elde etmek i¢in kullanilmaktadir.

e Siuf IV Cok degiskenli indikatorler: Iki ve daha fazla fiziksel kontrol
yontem parametrelerinin 2 °C degisimini ve bu degisimde olusan %0-
25 farklilig1 gostermektedir.

e Smif V Entegratorler: Cok degiskenli indikatdrlere gore farki 1 °C
diistisii ve %0-15 farkliligi renk degisimli ya da ilerlemeli serit seklinde
gostermektedir.

e Smif VI Emiilasyon indikatorleri: 1 °C diisiisii ve test edilen
parametredeki %0-6 fark1 gosterebilmektedir. Sterilizasyonun ¢esidine
ve siiresine gore Ozel iiretilmekte olup, buna uygun test se¢ilmelidir

(Web Anonim 16 2020).

19



3.2  Biyolojik Indikatérler

Biyoindikatorler, belirli bir sterilizasyon isleminde kullanilan ve dayanma
giicii olan canli mikroorganizmalar iceren kalitatif test sistemidir. Biyoindikatorler, bir
sterilizasyon isleminde belirli kosullarin saglanip saglanmadigiyla ilgili giiven
seviyesi saglar. Biyolojik gostergeler, sterilizasyon dongiisiine olduk¢a dayanikli
bakteri sporlar1 secilerek islevini gerceklestirmektedir. Bu biyolojik gostergeler,
sporlar1 ¢ogaltarak ve biiylime ortamindaki asit metabolitlerinin liretimini 6l¢mek i¢in
bir pH gostergesine dayanir. Spor emdirilmis kagit seritler, kendinden besiyerli kapali
sistemler ve enzim bazli biyolojik indikatorler olarak 3 cesit biyolojik indikator
tiretilmektedir. Biyolojik indikatorlerin ilk c¢esidi, zarflarin icinde asilanmis kagit
seritler seklindedir bunlar sterilizasyon isleminden sonra steril kiiltiir ortamina aktarilir
ve 7 giin siireyle inkiibe edilir. Yeni bir sterilizasyon yontemi i¢in 7 giinliik bir referans
inkiibasyon siiresini desteklemek icin yeterli veri bulunmadiginda, dogrulamanin
dayandirilacag: referans inkiibasyon siiresi olarak en az 14 giin kullanilmaktadir. Bu
yontemde indikator kagitlari rulo seklinde saklanarak ytiksek kalite filtre kagitlarindan
olusmaktadir. Test kagitlar; 151k, nem, ve ortam havasi gibi dis etkenlerden korunmus
olur. Kovalent bag ile baglanan reaktif kagit sayesinde indikatdr boyalarinda renk
degisimi olmaktadir. Indikatér kagitlarindaki boya 3-5 yil dayamkli oldugu igin
bekleme durumunda kontaminasyon riskine neden olmaz (Shintani 2011, Pflug ve
Odlaug 1986).

Ikinci gesit biyolojik indikatdrler gerekli bakteri sporlarini ve bilyiime ortamini
iceren bagimsiz sistemlerdir. Sterilizasyon sonrasi, bir tiipiin igerisinde iki sistemin
karigmas1 saglanarak sonu¢ elde edilmektedir. Sporlar1 c¢ogaltarak ve hiicreleri
kopyalayarak biiylime ortamindaki asit metabolitlerinin iiretimini Olgen biyolojik
gostergeler, pH Olclimiine dayanir. Bu sistemle birlikte, birinci olarak agiklanan kagit
seritlere kiyasla kontaminasyon sorununu ortadan kaldirir, ancak hayatta kalan sporlarin
tespiti icin 24-168 saat okuma siiresi gerekmektedir. Ureme tespit sistemine gore
degismekle birlikte yaygin olarak 1-48 saat i¢inde sonug¢ alinmaktadir. Bakteri sporlar1 ve
biliylime ortamini iceren bu tiip spektrofotometrik yontemle okunarak, renk degistiren

besiyerinin tespit siiresi kisaltilmistir. Giinlimiizde en hizli sonu¢ veren ve enzim
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aktivitesini tespit eden biyoindikatorlerde, 1 saatte sonu¢ alinmaktadir. Enzim aktivitesi
sayesinde daha kisa inkiibasyon siireleriyle tespit edilebilen biyolojik kalinti, enzim
tabanli algilama sistemleri sayesinde tespit edilerek bu siire kisaltilmistir. Standart
yontemler ile 24 saatte sonug¢ alimirken, enzim aktivitesi ile bu siire 1-4 saatte
yapilabilmektedir. Florimetrik okuma yontemi sayesinde ise floresan vermeyen
maddeyi floresan verir hale getiren alfa-glukozidaz veya alfa-galaktozidaz aktivitesi
okunmaktadir. Floresans veren substratlarin kullanildigi ve floresansin otomatik
okuyucu tarafindan okundugu yontemdir. Biyolojik indikatérlerde sonug¢ almak icin
uzun inkiibasyon zamani gerekmektedir. Bu problem, 1 saat gibi kisa siirede floresan
vermeyen bir maddeyi floresan verir hale getiren spor enzimlerinden alfa-glikozidaz
ile ¢coziilmiistiir (Web Anonim 18 2021, Rutala ve digerleri 1996, Albert ve dig. 1998,
Web Anonim 17 2020, Web Anonim 16 2021, Web Anonim 15 2020).

Baz1 bakteriler, bulunduklari ortamin sartlari bozuldugunda (1s1, kuruluk,
toksik maddeler) kendilerini korumak i¢in endospor olusturmaktadir. Sekilleri oval
veya yuvarliktir. Bakteriyel sporlar sicaklik, kimyasal maddeler ve zamana karsi
direng gosterebilmektedir. Sporulasyon ismi verilen bu olayda bakteriler kendi kendini
koruma stratejisi gostermektedir. Spor hareketsiz bir formdadir ve bu durumda yillarca
bekleyebilmektedir. Sporlar ¢cok hafif olduklari i¢in hava akimiyla toz partikiillerine
tutunarak tagimabilmektedir. Uygun sartlar saglandiginda tekrar ¢imlenerek bakteriye
dontigmektedir. Tiim bakteriler spor olusturamaz ve biyolojik indikator se¢ciminde
zorlu kosullara en direngli olanlar tercih edilmektedir. Spor olusumu Bacillaceae
familyasimin bir 6zelligidir, ¢ubuk seklinde gram pozitif bakterilerdir. Geobacillus,
Bacillus ve Clostridium spp. yaygin olarak biyolojik indikator tiretiminde kullanilan
tirlerdir. Geobacillus ve Bacillus aerobik, Clostridium spp. anaerobik bir tiirdiir. ISO
11138 standardinda ayrintilar1 belirtilmistir. Her indikatdriin tizerinde icerdigi bakteri
tipi, koloni sayisi, iiretim numarasi bulunmalidir. Endospor bulundurmayan hiicreye

vejetatif hiicre denir (Web Anonim 15 2020).
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3.2.1 Geobacillus stearothermophilus

Kalin hiicre duvarli, termofilik ve g¢ubuk seklinde, aerobik ya da fakiiltatif
anaerobik solunum yapan, gram pozitif bir bakteridir. Sicak su kaynaklarindan,
havadan veya konserveden izole edilmektedir. Islak ortamda iireme direngleriyle
bir¢cok bakteriden ayrilmaktadir. G. stearothermophilus sporlari o kadar direnglidir ki
etilen oksit, buharli, hidrojen peroksit ve yiiksek basingli buhar kullanan sterilizasyon
sistemlerinde kullanilmaktadir. Agar konsantrasyonu ve pH parametreleri sicakliga
direnci artirmaktadir. Bu ylizden G. stearothermophilus, buhar sterilizasyonu igin
biyolojik bir gosterge olarak kullanilmaktadir. 30-75 °C araliginda dayaniklidir.
Optimum biiyiime sicakligi 55-65 °C olan termofilik bir bakteridir (Akkaya ve Kivang
2008). D degeri olgtimleri ayni kosullar altinda gergeklestirilmelidir. Sporulasyon
sirasindaki pH, besin maddeleri, sicaklik, nem gibi parametrelerin D ve z degerlerini

etkiledigi bilinmektedir (Ridgeway 2020).

3.2.2 Escherichia coli

E. coli basil, gram negatif, sporsuz, hareketli bir bakteridir. Fakiiltatif anaerob
ve aerob olup 4-45 °C araliginda tireyebilmektedir (Web Anonim 6 2020). Genellikle
insan ve hayvan bagirsaklarinda olmakla birlikte her ortamda bulunabilmektedir.
Hastanede iiriner sistem kateterizasyonu islemi gergeklestirilirken enfeksiyona neden
olabilir. E. coli glukozdan asit ve gaz yaparak ekildigi besiyerlerinde kolay renk
degisimi olusturmaktadir. Nisastadan gaz olusturmaz (Telekoglu 2019).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1  Geregler

4.1.1 Kullamlan Besiyerleri

4.1.1.1 Tryptic Soy Broth

Tablo 4.1: Tryptic soy broth bilesimi (Web Anonim 8 2020).

Bilesen Adi Miktar1
Peptone 23,0g/L
Peptone from soymeal 3,0g/L
D(+) Glucose 2,59/L
NaCl 5009/L
K2HPO4 2,59/L

Tryptic soy broth hazir besiyeri igerigi Tablo 4.1’de agiklanmustir. Tryptic soy
broth hazir besiyerinden 15 g, brom cresol purple 0.08 g tartilarak 500 ml saf su
igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve ¢ozeltinin pH degeri 7.5 olarak ayarlanmistir. Daha sonra
eklenen maddeler mikrodalga firnda tamamen eritilerek, otoklavda 121 °C'da 15
dakika sterilize edilmistir. Bu islemler brom cresol purple yerine 0.08 g phenol red
koyularak tekrarlanmis, toplamda sekiz tiip steril besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan
besiyerleri meziir ile 6lgiilerek 10 mL Olgiilerinde tiiplere koyulmustur. Besiyerinin
rengi berrak sarimsi renkte olup, 25 °C'de pH degeri 7,3+0,2°dir. Tablo 4.2 de tryptic
soy broth kalite kontroliinde segilebilecek mikroorganizmalar verilmistir.
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Tablo 4.2: Tryptic soy broth kalite kontol (Web Anonim 8 2020).

Test mikroorganizmalari Gelisme | Test mikroorganizmalari Gelisme

20-25 °C'da 3 giin inkiibasyon 35 °C'de 24 saat inkiibasyon

Staphylococcus aureus ATCC + E. coli ATCC 8739 +

6538

S. aureus ATCC 25923 + S.aureus ATCC 6538 +

S. aureus ATCC 12228 + Streptococcus pneumoniae +
ATCC 6301

B. subtilis ATCC 6633 + B. subtilis ATCC 6633 +

20-25 °C'da 5 giin inkiibasyon Pseudomonas  aeruginosa +
ATCC 9027

Candida albicans ATCC 2091 + Salmonella typhimurium +
ATCC 14028

C. albicans ATCC 10231 +

Aspergillus niger ATCC 16404 +

4.1.1.2 Tryptic Soy Agar

Tablo 4.3: Tryptic soy agar bilesimi (Web Anonim 9 2020).

Bilesen Adi Miktari
Peptone from casein 15,0 g/L
Peptone from soymeal 500g/L
Agar-agar 15,0 g/L
NaCl 5,009/L

Tryptic soy agar hazir besiyeri igerigi Tablo 4.3’te agiklanmistir Saf su
icerisinde 40 g/L olacak sekilde 1sitilarak eritilip, otoklavda 121 °C 15 dakika sterilize

edilmistir. Besiyerinin rengi berrak ve sarimsi kahve renktedir. 25°C’de pH degeri
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7,3+£0,2'dir. Tablo 4.4’te tryptic soy agar kalite kontroliinde segilebilecek

mikroorganizmalar verilmistir.

Tablo 4.4: Tryptic soy agar kalite kontrol (Web Anonim 9 2020).

Test mikroorganizmalari Ekim(kob/mL) % Geri kazanim

E. coli ATCC 8739 10° - 10° >70
S. aureus ATCC 6538 10% - 10° > 70
Streptococcus pyogenes 10% - 10° >70
ATCC 21059

B. subtilis ATCC 6633 10° - 10° >70
C. albicans ATCC 10231 10%-10° > 70
C. albicans ATCC 2091 10° - 10° >70

4.1.1.3 Brain Heart Broth

Tablo 4.5: Brain heart bilesimi (Web Anonim 10 2020).

Bilesen Adi Miktar1
Nutrient Substrate 27,5g/L
D(+) Glucose 2,0 g/L
NaCl 5,00g/L
NazHPO, 2,5g/L
Agar-agar 15,0 g/L

Brain heart broth hazir besiyeri igerigi Tablo 4.5’te agiklanmistir. 7.4 g brain
heart infusion hazir besiyeri , 3.84 g nisasta, 0.032 g phonel red 200 mL distile suda
manyetik karigtiricida homojenize edilmistir. Ayni islem nisasta yerine 3.84 g glukoz

eklenerek tekrarlanmistir. Besiyerinin rengi berrak ve kahverengidir. 25 °C'de pH
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degeri 7,4+0,2'dir. Tablo 4.6’da brain heart broth kalite kontroliinde segilebilecek

mikroorganizmalar verilmistir.

Tablo 4.6: Brain heart broth kalite kontrol (Web Anonim 10 2020).

Test Mikroorganizmalar1 Inkiibasyon Atmosfer Gelisim

Streptococcus  pyogenes ATCC | 35°C/24 s aerobik/ iyi/ ¢ok iyi

19615 anaerobik

S. pneumoniae ATCC 6305 35°C/24s aerobik/ iyi/ ¢ok iyi
anaerobik

Pseudomonas aeruginosa ATCC | 35°C/24 s aerobik iyi/ ¢ok iyi

27853

C. albicans ATCC 60193 35°C/ 48 s aerobik iyi/ ¢ok iyi

Bacteroides fragilis ATCC 25285 | 35°C/2-5¢ anaerobik iyi/ ¢ok iyi

Haemophilus influenzae ATCC | 35°C/2-5¢ mikroaerofilik iyi/ ¢ok iyi

10211

S. aureus ATCC 25923 35°C/24 s aerobik 1yi/ ¢ok iyi

4.1.1.4 Plate Count Agar

Plate count agar hazir besiyeri igerigi Tablo 4.7°de ac¢iklanmistir

Tablo 4.7: Plate count agar bilesimi (Web Anonim 11 2020).

Bilesen Adi Miktar1
Peptone from casein 500/L
Yeast extract 2,50/L
D(+) Glucose 1,0 g/L
Agar-agar 14,0 g/L
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Tablo 4.8: Plate count agar kalite kontrol (Web Anonim 11 2020).

Test mikroorganizmalari Ekim (kob/mL) % Geri kazanim
S. aureus ATCC 6538 103-105 =70
Streptococcus agalactiae ATCC 13813 | 103-105 >70
Lactococcus lactis spp. ATCC 19435 | 103-105 >70
Listeria monocytogenes ATCC 19118 | 103-105 >70
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 | 103-105 >70
Bacillus cereus ATCC 11778 103-105 >70
E. coli ATCC 11775 103-105 >70

Tablo 4.8’de plate count agar kalite kontroliinde segilebilecek
mikroorganizmalar verilmistir. Saf su igerisine 22.5 g/L 6l¢iilerinde koyulur, 1sitilarak
eritilir. Otoklavda 15 dakika 121 °C’de sterilize edildikten sonra pH degeri 25 °C'de
7,040,2 6lctlmiistiir.

4.1.1.5 Maximum Recovery Diluent

Maximum recovery diluent igerigi Tablo 4.9’da agiklanmistir. Tablo 4.10°da

ise kalite kontroliinde se¢ilebilecek mikroorganizmalar verilmistir.

Tablo 4.9: Maximum recovery diluent bilesimi (Web Anonim 12 2020).

Bilesen Adi Mikari
Peptone 1,0 g/L
NaCl 8,5¢g/L

Tablo 4.10: Maximum recovery diluent kalite kontrol (Web Anonim 12 2020).

Test Mikroorganizmalari Oda sicakliginda belirli siire sonunda
koloni sayimi1*

E. coli ATCC 25922 0; 2; 4; 6 saat
Enterococcus faecalis ATCC 11700 0; 2; 4; 6 saat
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*: Test organizmalari, Maximum recovery diluent tiipiine eklendikten sonra tiip, oda

sicakliginda (20-25°C) bekletilir. 0; 2; 4; 6. saatlerde sayim yapilir.

Saf su igerisinde 9.5 g/L 6lgiilerinde hazirlanmustir. 121 °C 15 dakika sterilize
edildikten sonra pH degeri 25 °C'de 7,0+0,2 olgtilmiistiir.

4.1.1.6 Enerji Kaynaklarimin Se¢imi

Hazirlanan TSB 125 mL olarak dorde ayrilmistir. 125 mL olarak ayrilan dort
beherdeki karisimin birincisine 1.2 g nisasta, ikincisine 1.2 g glukoz, tigiinciisiine, 1.2
g nisasta, dordiinciisiine 1.2 g glukoz eklenerek manyetik karigtiricida homojenize

edilmistir.

4.1.1.7 Nisasta Soliisyonu

Nisasta (Sigma S9765-1KG) besiyerileri hazirlandiktan sonra besiyerlerinin
igerisine 4.2 gram eklenmistir. Manyetik karistiricida karistirildiktan sonra tiiplere

aktarilmig ve 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavlanmuistir.

4.1.1.8 Glukoz Soliisyonu

Glukoz (Sigma 158968-1KG) besiyerileri hazirlandiktan sonra besiyerlerinin
igcerisine 4.2 ¢ ecklenmistir. Manyetik karistiricida karistirildiktan sonra tiiplere

aktarilmig ve 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika otoklavlanmustir.

4.1.1.9 indikatorler

41191 Phenol Red

7.44+0.2 pH degerine sahiptir. Bu ¢alismada 1 litre distile su i¢in 0.16 g phenol

red kullanilmistir.
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41.19.2 Brom Cresol Purple

7,0+0,2 pH degerine sahiptir. Bu ¢alismada 1 litre distile su i¢in 0.16 g brom

cresol purple kullanilmstir.

4.1.2 Bakterinin Canlandirilmasi ve Giiciiniin Saptanmasi

-20 °C’de stoklanmis loop kiiltiirlerden BHI broth igerisine aktarilarak uygun
inkiibasyon sicakliginda bir gece tutulmus ve seri diliisyonlar halinde sayim

yapilmistir. Hazirlanan besiyerleri i¢in kullanilan malzeme oranlar1 Tablo 4.11°de

verilmigtir.
Tablo 4.11: Besiyeri malzeme oranlari.
Igindeki Miktarlar mg/100 Miktarlar Miktarlar Miktarlar
maddeler mL mg/100 mL | mg/100 mL | mg/100 mL
Besiyeri 1 Besiyeri 2 Besiyeri 3 Besiyeri 4
TSB 7549 7549 7549 7549
Glukoz 129 129 129 129
Nisasta 129 129 12¢g 12¢g
Phenol red 0.04¢ 0.04¢ 0.04 ¢ 0.04 ¢
Brom creosol 0.04¢g 0.04 ¢ 0.04 ¢ 0.04 ¢
purple
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Bakterinin giicii saptanirken seri diliisyonlar yapilarak 10 ve giicleri halinde
azaltarak hesap yapilmistir. 108'den baslanip, 10! azaltilarak giden bu seyreltme islemi
Sekil 4.1°de gosterilmistir.

1 log sulandirma

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

CNCNCONONCONONCONY

| | | |

Stok

Sekil 4.1: Diliisyon semast.

4.1.3 Siire ve Renk iliskisinin Kurulmasi

Farkli enerji kaynaklar1 ve farkli renk indikatdrleri eklenerek hazirlanan
brothlar icerisine ISO 13485 uygun olacak sekilde diisiik, orta ve yliksek seviyelerde
bulastirma yapilmistir. Disiik bulastirma igin 10-99 kob/mL, orta igin 100-999
kob/mL, yiiksek igin 1000-9999 kob/mL araliginda kalacak sekilde bulastirma
yapilmistir. Buna bagli olarak renk degisimi gorsel ve takiben cihaz ile dl¢iilmiistiir
(Web Anonim 13, 2020).
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4.1.4 Biyoindikator Tespit Diizenegini

Tespit asamasinda yerlestirilecek olan eppendorf tiip igin tasarlanan kutu Sekil
4.2’deki gibi ti¢ boyutlu yazicidan yazdirilmistir. Kutunun boyutlari 70x70x70 cm,
orta kisma yerlestirilen renk sensoriiniin boyu 6.6x6.6 cm olarak ayarlanmistir.
TCS3200 renk sensorii orta kisimdaki bu bosluga yerlestirilmistir. Kapak boyu 7.5x7.5
cm, kapagin alt kismi ise 6.59x6.59 cm olarak tasarlanmistir. Kapagin alt kismi i¢in

1.2 cm ¢apinda eppendorf tiip girisi ayarlanarak {i¢ boyutlu yazicidan basilmistir.

Sekil 4.2: Renk sensorii ve eppendorf tiipiin yerlestirildigi kutu.

Arduino kartlar1 bir mikrodenetleyiciyi desteklemek igin gereken elektronik
bilesenleri igeren kiiclik devre kartlaridir. Sekil 4.3’te kullanilan Arduino Uno
gosterilmistir. Arduino Uno USB kablosuyla bilgisayara baglanarak 5V ¢alisma
gerilimiyle sensore giic saglamaktadir. ATmega328-pu entegre sayesinde arduino
istenilen programlamayla kontrol edilmektedir. Tavsiye edilen besleme gerilimi 7-12V
araligindadir. 16 MHz hizinda c¢alisir, 2 KB bellege sahiptir. Arduinodaki pinleri
kontrol etmek i¢in Arduino bilgisayara baglanmaktadir. 14 dijital giris/¢ikis pini
bulunur, bunlardan 6’s1 PWM ¢ikis1 olarak kullanilabilir. ICSP baslig1 ve reset butonu
vardir (Web Anonim 1 2020).
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Sekil 4.3: Arduino Uno R3 kart1 (Web Anonim 5 2020).

Renk sensorlerinde en kullanigh olan renk uzay1 RGB (red, green, blue) ana renklerinin
birlesimi ile olusmustur. Gorme islemi ortamda 1sik bulundugunda, bir cisimden
yanstyan 151 goziin saydam tabakasinda kirilmasindan sonra goéz bebegine
gelmektedir. Gz bebegine gelen 151k miktar1 g6z merceginde bir kez daha kirilarak ag
tabakada bulunan sar1 benek iizerine diismektedir. Daha pek ¢ok ayrintinin bulundugu
gorme olaymnda renk sensoriin g¢alisma prensibi benzerdir. Deney asamasinda
kullanilan TCS3200 renk sensorii Sekil 4.4’te verilmistir. TCS3200 renk sensoriindeki
4 adet beyaz LED ile cisme 151k gonderir, bu 1siklar cisme garparak geri yansimaktadir.
Sensor yansiyan isinlari degerlendirerek renk biiyiikliiklerini belirlemektedir (Web
Anonim 2 2020).

‘ ON9 3105 15 399

BND 0UT 52 53 uce ‘

Sekil 4.4: TCS3200 renk sensor kart1 (Web Anonim 5 2020).
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TCS3200 renk sensorii fotodiyotlar ve akim frekans doniistiiriicii sayesinde verileri
olusturmaktadir. Dort adet giris ve bir adet ¢ikis pini bulunmaktadir. Gelen 15181
siddetiyle dogru orantili bir kare dalga {iretilir ve bu kare dalgay1 kullanarak veri
alinmaktadir. Sensor renkleri fotodiyotlarin tizerindeki filtreler sayesinde ayirt
etmektedir. Sensorde 8x8 diziminde bulunan fotodiyotlarin 16’s1 mavi, 16’s1 kirmizi,
16’s1 yesil filtreye sahip, geriye kalan 16 fotodiyotta ise filtre bulunmamaktadir. Bu
fotodiyotlarin renk bilgisini kontrol etmek i¢in S2 ve S3 pinleri kullanilmistir. SO ve
S1 uglarindan gelen frekans degerlerinde renk bilgisi islenmis olmaktadir. TCS3200
renk sensoriinde pinlerin frekans Olgegi Tablo 4.12°de gosterilmistir. RGB renk
uzayinda veriler 0 ile 255 arasinda elde edilir. Ornegin 255-0-0 kirmiziy1 ifade
etmektedir (Web Anonim 2, 2020). Renk sensoriinden elde edilecek sonug igin
Arduino IDE uygulamasinda kodlar yazildi (bkz. EK A).

Tablo 4.12: Pinlerin renklere gére durumu (Web Anonim 2, 2020).

S0 S1 Cikis Frekans Olgegi | S2 S3 Fotodiyot
Tipi
Low Low Kapali Low Low Kirmizi
Low High 2% Low High Mavi
High Low 20% High Low Filtresiz
High high 100% High High Yesil

Sekil 4.5: Eppendorf tiiplerden renk tespiti yapilan deney diizeneginden goriinim.
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Sekil 4.5’te deney asamasmdan bir goriintii  verilmistir. Uretilen
biyoindikatorler eppendorf tiiplere aktarildiktan sonra 37 °C ve 55 °C etiive
yerlestirildi. 2 saatte bir etiivden c¢ikarilarak Sekil 4.5’teki kutuya yerlestirildi ve

okuma sonucu bilgisayar ekranindan alindi.
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42 YONTEM

7. Donanimin
optimizasyonu igin
renk indikatorlerinin
tanimlanmasi

6. Okuyucu
donanimin
tasarlanmasi

1. Bakterinin
hazirlanmasi

8. Bakterinin {ireme
stirelerinin yeniden
cihazla beraber
degerlendirilmesi

2. Bakterinin nisasta
ve glukozda tireme
stirelerinin
belirlenmesi

5. Bakterinin tireme
siirelerinin yeniden
degerlendirilmesi

3.Renk  guml 4. Renk indikatori
indikatorlerinin ve enetji kaynagi bir
belirlenmesi araya getirilmesi

9. Sonuglarin eldesi
ve veri analizi

Sekil 4.6: Yapilan islemlerin akis semast.

Bu calisma iic asamadan olusmustur. Asamalar ayrintilariyla Sekil 4.6’da
boliimlere ayrilmistir. Calismanin ilk asamasinda, kullanilan besiyerlerinin
hazirlanmas1  tamamlanmustir. Ikinci asamasinda bakterinin  canlandirilmasi
gergeklestirilmistir. Ugilincii asamada, biyoindikatoriin sterilizasyon basarisi tespit
diizeneginde test edilmistir. Calismada aerob, anearob olarak segilen bakterilerin
sterilizasyonda verdigi cevap ISO 11138 standardina gore belirlenmistir. Termofilik
bakteri olarak G. stearothermophilus, mezofilik bakteri olarak E. coli kullanilmigtir.
Kullanilan bakteriler ATCC kiiltiir koleksiyonundan edilmistir.

Tryptic soy broth, brain heart broth uygun 6lgiilerde hassas terazide tartilarak
cam beherdeki saf suya eklenmistir. Daha sonra nisasta, glukoz ve uygun renk
indikatorii eklenerek manyetik karigtiricida bes dakika karistirilmistir. Mikrodalga
firinda iki dakika 1sitilarak tamamen homojenize olmasi saglanmistir. Agz1 kapali cam

tiiplere koyularak besiyerlerinin sterilizasyonu saglanmustir.
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Besiyerlerinin sterilizasyonu gerceklestirildikten 24 saat sonra steril kabinde,
10 mL o6lgiilerinde mikropipet ile bakteri ekimi gergeklestirildi. Sekil 4.7°de ekim
esnasindaki 6rnek goriintiiler verilmistir. G. stearothermophilus 55 °C, E. coli 37 °C
etiivlere yerlestirildi. 2, 4, 6, 8, 24. saatlerde renk takibi yapilarak iireme kontrol

edilmistir.

Tryptic soy agar, plate count agar uygun olgiilerde tartilarak saf suyun oldugu
cam tlipe eklenmistir. Homojenize etme islemleri tamamlandiktan sonra otoklavda
sterilizasyonu gergeklestirilmistir. UV 1simnlan ile sterilize kabinde 50 °C olmasi

beklenerek, petri kutularina dokiilerek kurumaya birakilmistir.

Maximum recovery diluent saf su iginde uygun oOlgiilerde hazirlanmistir.
Otoklavda sterilizasyon islemi tamamlandiktan 24 saat sonra dispenserla vidali kapakli

tiiplere dagitilmistir ve bakteri sayiminda kullanilmigtir.

A

Sekil 4.7: Optik donanimda okumak tizere d6rneklerin hazirlanmasi.
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4.2.1 Biyoindikator Tespit Diizeneginin Hazirlanmasi

Sterilizasyonun gergeklestiginin tespiti donanimsal olarak Arduino Uno ve
TSC3200 renk sensoriiyle saglanmistir. Arduino sketch programina yiiklenen kodlarla
istenilen saatte degisen renk tonu incelenmistir. Elde edilen 0 ile 255 aras1 degerler
renk yiizdesi seklinde elde edilerek renk sonucu ekrandan alinmistir. Renk
sensoriindeki VCC ucunu board iizerinden Arduino’nun 5V girisi sensérdeki VCC
girislerine, arduinodaki GND ucu sensérdeki GND uglarina, SO, S1, S2, S3°1i sirastyla
8,9,11,12. pin girislerine ve OUT ucu 10. pin girisine baglanmistir. Baglant1 semas1

gorsel olarak Sekil 4.8’de verilmistir.

Biyoindikatorlerin renk doniisiimiinii dogru ve hizli tespit edebilmek igin
TCS3200 renk sensorii kullanilmistir. Renk sensorii tasarlanan kutuya yerlestirilmistir.
Renk sensorii, saatlik olarak yerlestiren eppendorf tiiplerin rengini algilayarak seri port

tizerinden bilgisayara aktarmaktadir.

gxmm Arduino’

L -
X -

1cse2

Sekil 4.8: Arduino Uno ile renk sensoriiniin baglanti semasi.
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4.2.2 Validasyon ve Verifikasyon

Cihazin validasyonunda ISO 13485 standardina uygun olacak sekilde kor
okumalar ve diisiik, orta ve yiiksek seviyede bulastirma yapilmis 6rnekler ile okuma
yapilmustir. Ilk asamada renk indikatdrleri cihaza tanitilmis ve kirmizi ve sari renk
degisimlerini tanimasi saglanmistir. Bu amagla yapilan analizde pozitif kontrol olarak
10 adet kirmizi ve 10 adet sari, negatif kontrol olarak 10 adet mor okutulmustur.
Takiben bakterinin inokulasyon seviyesine gore degisim 2 saatte bir dl¢lilmiistiir. Bu
asamada ayn1 6rnek 3 kere okutulmus ve hepsinde ayni sonu¢ alinmasit hedeflenmistir.

Tiim 6rnekler iki paralelli galismistir. Bu ¢alismanin akist Sekil 4.9°da verilmistir.

Renk indikatori
cithazda okutulur

Kirmizi ve Sariy1
tantyor

Bakter1

mkibasvondavken
2 saat aralikla

okutulur

Elde adilen sonug
bir kere daha
tekrar ile
dogrulanir

Sekil 4.9: Validasyon verifikasyon ¢aligmasi.
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Kontrol Besiyeri 1 + Besiyeri 1 + G. Besiyeri 2 +
saatleri E. coli stearothermophilus E. coli
2 2,869232 3,908485 2,491362
4 3,748188 5,78533 3,380211
6 5,819544 6,041393 5,875061
8 6,838849 8,662757832 6,892095

5. BULGULAR

Bu calismada biyoindikatorlerin hizli sekilde cevap vermesine yonelik bir

sistem dizayn edilmistir. Bu amagla iki farkli bakteri, iki farkli besin kaynagi ve iKi

farkli indikator ile tespit yapilmasi istenmistir.

Bu amagla farkli indikatorler ve farkli sekerlerin oldugu besiyerlerine G.

stearothermophilus ve E. coli eklenmistir. Ekimleri takiben 2, 4, 6, 8. saatlerde kontrol

edilmistir. Olgiim sonuglar1 Tablo 5.1°de gosterilmistir. Uremenin grafigi ise Sekil

5.1°deki gibidir.

Tablo 5.1: Farkli besiyerlerinde saatlere gore bakterilerin iireme sayilari (logiokob/mL)

Besiyeri 2 + G.
stearothermophilus
3,982271233
4,653212514
6,322219295
7,838849091

Farkh besiyerlerinde Greme egirisi (log kob/ml)

10
5 8
(2]
2z =
3 6
7]
v o
D2
0
2 4 6 8

e Besiyeri 1 + E.coli

Besiyeri 2 + E.coli

Saatler

e Besiyeri 1 + G.stearothermophilus

e Besiyeri 2 + G.stearothermophilus

Sekil 5.1: Ureme egrisi.
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Tablo 5.2: Bakteri cinsi ve enerji kaynagma gore tespit siireleri sonug Ozeti.

Bakteri Indikatér Enerji 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 24.saat
kaynagi

E. coli PR Nisasta - i i + i
Glukoz - + + + +
BCP Nisasta - + + + +
Glukoz - + + + +
G. PR Nisasta - + + + +
stearothermophilus Glukoz - + + + +

BCP Nisasta - - - -
Glukoz - - - -

+ +

*: PR: phenol red *:BCP: brom cresol purple

Biyoindikatorde kullanilacak renk indikatdr se¢imi igin yapilan ¢aligmada
kullanilan PR ve BCP arasindan hizli sonug alan renk indikatorii secilmistir. Alinan
sonuclar Tablo 5.2°de gosterilmistir. PR daha hizli ve etkili oldugu icin se¢ildikten
sonra biyoindikator liretimine baslanmigtir. Bu iiretim sonucunda ise tasarlanan deney

diizeneginde biyoindikatorler optik donanima okutulmustur.

Tablo 5.3: Bakteri cinsi ve enerji kaynagma gore tespit siireleri sonug 6zeti.

Saat Bakteri Enerji ~ Optik donanim okuma

adi Kaynag1 sonuclar
R G B Degerlendirme

0. Glukoz 38 31 32 Negatif
saat

2. " 38 31 33 Negatif
saat 2

4, g 30 26 35 Pozitif
saat £

6. F 29 29 38 Pozitif
saat §

8. 8 29 31 40 Pozitif
saat

24. 29 31 40 Pozitif
saat
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*: R: kirmizi *: G: yesil *: B: mavi

G. stearothermophilus ile yapilan glukoz enerji kaynagi olarak kullanilmis deney

setinde RGB degerlerine bakildiginda 4. saat itibariyle pozitif sonug elde edilmistir.

Buna ait ayrintili bilgiler Tablo 5.3°te gosterilmistir. Sekil 5.2 ve Sekil 5.3’te ise 4.

saat icin G. stearothermophilus iceren indikatdr resimleri verilmistir. 108 107

degerinde ekim yapilan indikatorlerde renk degisimi gézlemlenmistir.

Tablo 5.4: G. stearothermophilus glukoz ¢6zeltisi igin optik okuma degerlendirmesi.

Saat Bakteri

0.
Saat
2.
Saat
4.
Saat
6.
Saat
8.
Saat
24,
Saat

*: R: kirmizi *: G: yesil *: B: mavi

ad1

G. stearothermophilus

Enerji
Kaynag

Nisasta

Optik donanim okuma
sonuc¢lari
R G B
30 33

38

38

32

31

29

30

31

27

41

31

24

33

38

41

40

32

Degerlendirme
Negatif

Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif

G. stearothermophilus ile yapilan nisasta enerji kaynagi olarak kullanilmig deney

setinde RGB degerlerine bakildiginda 4. saat itibariyle pozitif sonug elde edilmistir.

Buna ait ayrintili bilgiler Tablo 5.4’te gosterilmistir.
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Tablo 5.5: E. coli nisasta ¢ozeltisi i¢in optik okuma degerlendirmesi.

Saat Bakteri Enerji
adi Kaynag

0. Nisasta
saat
2.
saat
4,
saat
6.
saat
8.
saat
24.
saat

E. coli

*: R: kirmizi *: G: yesil *: B: mavi

E. coli ile yapilan nisasta enerji kaynagi olarak kullanilmig deney setinde RGB
degerlerine bakildiginda 4. saat itibariyle pozitif sonu¢ elde edilmistir. Buna ait
ayrintili bilgiler Tablo 5.5’te gosterilmistir. E. coli iceren indikatorlerin 4. saat

resimleri Sekil 5.4 ve Sekil 5.5°te gdsterilmistir. 108, 107, 10° degerinde ekim yapilan

Optik donanim okuma
sonuc¢lari
R G B

40

38

33

29

29

30

30

31

27

29

31

28

indikatorlerde renk degisimi gézlemlenmistir.
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28

33

39

38

40

36

Degerlendirme
Negatif

Negatif
Pozitif
Pozitif
Pozitif

Pozitif



Tablo 5.6: E.coli glukoz ¢ozeltisi i¢in optik okuma degerlendirmesi.

Saat Bakteri Enerji Optik donanim okuma

adi Kaynag1 sonuclarn
R G B Degerlendirme

0. Glukoz 38 30 34 Negatif
saat

2. 38 31 33 Negatif
saat

4. 32 28 38 Pozitif
saat g

6. ui 31 28 36 Pozitif
saat

8. 29 31 40 Pozitif
saat

24. 29 28 38 Pozitif
saat

*: R: kirmizi *: G: yesil *: B: mavi

E. coli ile yapilan, nisastanin enerji kaynagi olarak kullanildigi deney setinde RGB
degerlerine bakildiginda 4. saat itibariyle pozitif sonu¢ elde edilmistir. Buna ait

ayrintili bilgiler Tablo 5.6’da gosterilmistir.
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Sekil 5.2: 4.saat G. stearothermophilus glukoz ¢6zeltisi eppendorf tiipleri.

Sekil 5.3: 4.saat G. stearothermophilus nisasta ¢6zeltisi eppendorf tiipleri.
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Sekil 5.4: 4.saat E. coli glukoz ¢ozeltisi eppendorf tiipleri.

Sekil 5.5: 4.saat E. coli nisasta ¢ozeltisi eppendorf tiipleri.
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Sekil 5.6 ve Sekil 5.7°de E.coli igeren biyoindikatorlerin 8.saat goriintiileri
verilmigtir. Bakteri giicti yliksek olan biyoindikatorlerin  renk  degisimi

gozlemlenmistir.

Sekil 5.6: 8.saat E. coli nisasta ¢ozeltisi eppendorf tiipleri.

Sekil 5.7: 8.saat E. coli glukoz ¢6zeltisi eppendorf tiipleri.
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Sekil 5.8 ve Sekil 5.9°da G. stearothermophilus igeren biyoindikatorlerin 8.saat
goriintiileri verilmigstir. Bakteri giicli yiiksek olan biyoindikatorlerin renk degisimi

gozlemlenmistir.

Sekil 5.8: 8.saat G. stearothermophilus glukoz ¢ozeltisi eppendorf tiipleri.

Sekil 5.9: 8.saat G. stearothermophilus nisasta ¢6zeltisi eppendorf tiipleri.
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Sekil 5.10 ve Sekil 5.11°de G. stearothermophilus igeren biyoindikatorlerin

24 saat goriintiileri verilmistir. Renk degisiminin gerceklestigi gozlemlenmistir.

Sekil 5.10: 24.saat G. stearothermophilus nisasta ¢6zeltisi eppendorf tiipleri.

Sekil 5.11: 24.saat G. stearothermophilus glukoz ¢ozeltisi eppendorf tiipleri.
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Sekil 5.12 ve Sekil 5.13’te E. coli i¢eren biyoindikatorlerin 24.saat goriintiileri

verilmistir. Renk degisiminin gerceklestigi gozlemlenmistir.

Sekil 5.12: 24.saat E. coli glukoz ¢ozeltisi eppendorf tiipleri.

Sekil 5.13: 24.saat E. coli nisasta ¢6zeltisi eppendorf tiipleri.
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Hazirlanan biyoindikatérlerden E. coli 37 °C’de, G. stearothermophilus 55
°C’de inkiibasyona birakilarak 2 saatte bir dl¢iim yapilmistir. Yukarida gorsellerle
Ozetlenen verilere gore hassasiyet calismasi yapildiginda normalde bir biyoindikatérde
8 logaritma mikroorganizma bulunmasi istenirken 2 logaritma hassasiyet seviyesine
kadar inilebilecegi gozlemlenmistir. Genellikle 10° biyolojik yik ile G.
stearothermophilus kullanilarak tiretilen biyoindikatorlerden 24 saatte sonug alinirken,
bu ¢alismada farkli olarak; 108, 107, 108 giiciindeki ekimlerden 6 saatte sonug alindi.
Tablo 5.8’de G. stearothermophilus i¢in saate gore sonuglarin degisimi verilmistir. 24
saatin sonunda ise 102 giiciindeki G. stearothermophilus i¢in sonu¢ almmustir. Diisiik
sicakliklardaki sterilizasyon yontemleri i¢in se¢ilen E. coli; hizli tiredigi igin 108, 107,
108 giiciindeki tiiplerde 4 saat sonunda tespit gerceklesmistir. 24 saatin sonunda ise
Tablo 5.7°deki sonuglarin gosterdigi gibi tiim seviyelerde tespit edilebildigi
gozlemlenmistir. Calismada kullanilan enerji kaynaklar1 i¢in yapilan deneysel
ol¢timlerde niceliksel fark gozlemlenmemistir ancak nisastanin kullanimi sonucunda

olusan bulaniklik sebebiyle glukoz tercih edilebilir.

Tablo 5.7: Vejetatif bakteri i¢in hassasiyet sonuglar.

E. coli seviyesi

2. Saat 4, saat 6. saat 8. saat 24. saat
(log1o kob/mL)

1 - - - - +

00| N| O O | WO DN
1
1
1
+
+

50




Tablo 5.8: Sporlu bakteri i¢in hassasiyet sonuglari.

G. stearothermophilus 2. saat 4. saat . saat 8. saat 24. saat
seviyesi (logio kob/mL)

1 - - - - -

2 - - - - +

3 - - - - +

4 - - - - +

) - - - + +

6 - - + + +

7 - + + + +

8 - + + + +

o1




6. TARTISMA

Bu caligmada, ISO 11138 igerisinde bildirilen indikatdr organizmalardan
vejetatif grubu temsilen E. coli ve sporlu mikroorganizmalari temsilen G.
stearothermophilus segilmistir. Bu amagla se¢ilen E. coli 'nin vejetatif olmasi1 ve 100
°C tzerinde canlihigini kaybetmesi diisiik sicakliklarin etkisini gozlemlemede, G.
stearothermophilus’un ise 121 °C’de 15 dakikada veya 134 °C’de 4 dakikada
canliligini kaybeden sporlu bir mikroorganizma olmasi dolayisiyla ¢iftli kontrol
yapilmak {izere secilmistir. Buna ek olarak ¢alismanin amaci geleneksel sistemlerde
inkiibasyonda 24 saatte sonuc elde ederken, tarafimizdan secilen bakterilere farkl
enerji kaynaklar1 verilerek daha hizli iiremeleri ve renk degisiminin gozle
goriilmeyecek seviyede olmasi halinde bile etkili optik donanim ile tespiti
hedeflenmistir. Boylece yapilan otoklav isleminde bir basarisizlik olmasi durumunda

hizl1 bigimde tedbir alinmas1 miimkiin kilinmustir.

Calismada farkli indikatorler ve farkli sekerlerin oldugu besiyerlerine G.
stearothermophilus ve E. coli eklenmistir. Ekimleri takiben 2, 4, 6, 8. saatlerde kontrol
edilmistir. Yapilan bir caligmada E. coli’nin bir¢ok karbon kaynagindan enerji elde
edebildigi bildirilmistir (Baev ve dig. 2006). Farkl1 sekerler tizerine anerobik biiyiiyen
mikroorganizmalar karsilastirilmistir. Bu karsilagtirma katabolik hiicresel hizin
aktivitesiyle ilgilidir. Sekerlerin enerji kaynagi olarak diisiik seviyede eklendigi bir
calismada yiiksek metabolizma tetiklendigi ve {iremenin tesvik edilebildigi
gozlemlenmistir (Belaich ve Belaich 1976). Bu da ¢alismamizda eklenen az miktarda
glukoz ile elde edilen hizli tiremeyi hakli ¢ikartmakta ve sonuglarimizla uyum
gostermektedir. George ve arkadaglar1 (2019) spektroskopi teknikleri ile bakteriyel
kiiltiir gelisimini glukoz ve laktoz sekerlerini bir arada kullanarak diger sekerler ile

yalnizca ortamda glukoz bulunmadiginda beslendikleri sonucuna varmaistir.

Okamoto ve dig. (2015) nisastadan bir vinil monomer itakonik asidin fermentatif

tiretimi lizerine c¢esitli ¢alismalar yapmistir. Benzer baska c¢alismada, E. colinin

52



sekerleri kullanim metabolizmasi karsilastrulmis, glukoz, galaktaz, mannoz, maltoz
ribozdan hemen yararlanirken galaktozda biiyiime gecikmeli olarak baglamistir
(Lendenmann ve Egli 2020). Bu ¢alismalar ile bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler

uyum gostermektedir.

E. coli genomunun minimal ve zengin glukoz ortaminda bulunmasiyla minimalde
hiicre stiregleri diizenleyicilerin 6nii agilmistir Basta asetat gibi olusan metabolitlerin
stresinden kendini koruyabildigi bildirilmistir. Buna bagl olarak ¢alismamizda glukoz
ortaminda {iremenin neden yiiksek seviyede oldugu agiklanabilmistir (Tao ve dig.

1999).

Smerilli ve arkadaslar1 (2015)’te yaptig1 ¢calismada biyorafineri i¢in 6nemli bir
kimyasal olan laktik asit iiretiminde G. stearothermophilus ve nisastay1 kullanarak
laktik asit olusumu saglamistir. Mtimet ve digerleri (2015)’te bu alanda yaptigi
calisgmada 45 °C’de olusan sporlar 57 °C’de olusan sporlara gére daha dayanikli
oldugunu kaydetmislerdir G. stearothermophilus konserve gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. G. stearothermophilus i¢in nisasta kullanimini tarafimizdan

yapilan ¢alisma desteklemistir.

Laskaris ve arkadaslar1 (1969) diisiik 1siya dayanikli B. subtilis bakterisinin
otoklav sterilizasyonunda verimli olmadigini belirtmistir. B. stearothermaphilus
lizerine ¢alismalar yapmis spor serit preparatlarinda standardizasyon eksigini
kaydetmis, son kullanma tarihinden once 1s1 direncinde diisiis oldugunu belirtmistir.
Buna bagl geleneksel biyoindikator tasarimi yapilmis ve 24 saatte cevap vermesi
hedeflenmistir. Calismamizda ayn1 bakterinin daha kisa stirede cevap verebildigi tespit
edilmis olup, bu siirenin kisalmasinin halk saghigi acisindan daha onemli oldugu

diistinilmiistiir.

Cabbari ve arkadaslari (2012) Iran Tebriz hastanesinde 1997°den 2011°e kadar
sterilizasyon siirecinin kontroliinii iyilestirmeye odaklanmis kimyasal indikator
kullanimmi  %100’e biyolojik indikatorlerin  kullanimint  %69’e  yiikseltmistir.
Biyoindikator kullanimin yiiksek sayilara ulagsmasinin hastalik ile miicadele de 6nemli

oldugu diistiniilmiistiir.
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Whitman ve arkadaglar1 (2011) bizmut bilesigi iceren kimyasal indikator
bilesenleri elemental kiikiirtiin yiiksek sicaklikta su buharinda alkali oldugunu ve
kimyasal indikator yapma ve Kkullanma siirecini agiklamistir. Huesca-Espitia ve
digerleri (2016) dipikolinik asit (DPA) salinimi, niikleik asit boyama, a-glukozidaz
aktivitesi, protein yapisi ve mutajenez parametrelerini G.stearothermophilus igin
Olemiistiir. DPA kaybi ve spor cekirdek niikleik asit boyamasindaki artiglar spor
canlilig1 kaybindan daha yavas kaybedilirken a-glukozidaz daha hizli kaybedilmistir.
Etkili bir otoklav sterilizasyonunda sporlarin ve enzimlerin tekrar canlanmadigini, a-
glukozidaz enziminin spor canliligindan daha yavas kayboldugunu kaydetmistir.
Garibaldi ve arkadaslar1 (2017) ebola salgininda Johns Hopkins Hastanesi’nde 2
gecisli otoklav kurmustur. Otoklavin belirli tibbi atiklar i¢in etkisiz oldugunu ortaya
cikarmis, tibbi atiklar1 paketlemenin 6nemini vurgulayarak atik yonetimi protokolleri
belirlemistir. Kaseman ve digerleri (2012) Afrika ve Giiney Asya gibi iilkelerde
elektrik sebeke disinda kalan topluluklar igin gilines termal enerjili otoklav sistemi
kurmustur. Giines enerjisi ile ¢alisan otoklav sisteminin test sonuglari, biyolojik test
ajanlarina kars1t da dahil olmak {izere 1slak sterilizasyon hakkindaki CDC
yonergelerine gore tamamen etkili oldugunu gostermistir. Bu da mikroorganizmanin

otoklav indikatorii olarak uygun olmasini belirler.

G. stearothermophilus disinda kullanilabilen baska bakteriler de indikator
olarak kullanilabilmektedir. ISO standardina gére kullanilabilen bakteriler arasinda E.
coli bulunmaktadir. E. coli indikator mikroorganizma olarak birgok kaynakta kabul
edilmektedir. Biyogaz tesislerinde patojen azaltma kapasitesi E. faecalis ve
C.perfringens sirasiyla 55 °C ve 70 °C sicakliklarda gdsterge organizmalar olarak
kullanilabilirken, 37 ©°C'de E. coli indikator organizma olarak kullanilmistir
(Watcharasukarn ve dig. 2009). Hossain ve arkadaslar1 (2015) klinik kati atiklarda
bulunan Enterococcus faecalis, E. coli ve Bacillus sphaericus'un inaktivasyonu igin
buharla otoklavlama ve siiper kritik karbon dioksit (SC-CO2) teknigini kullanmuistir.
Otoklavda 121 °C'de 60 dakika ve 131 °C'de 30 iken SC-CO:; sterilizasyonuna tabi
tutulan klinik kati atiktaki bakterilerin tamamen inaktivasyonu basinglara gore 30 ile
120 dakika sonra elde edilmistir. Buharla otoklavlama sisteminde fiziksel olarak
inaktivasyon saglanirken SC-CO> tekniginde hem fiziksel hem de kimyasal yok olma
saglanmistir. Calismada farkli bakterilerin indikatér kullanimi  gosterilmistir.

Mikrodalga plazmanin sterilizasyon i¢in kullanilmasi yeni bir yontem olup, E. coli ve
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metisiline direngli S. aureus bakterileri bu yontemin sterilizasyon etkilerini aragtirmak
icin secilmistir. Yiiksek plazma yogunlugu, ¢ok sayida serbest radikal ve iiretilen UV
1s51g¢min giiclii yogunlugu nedeniyle bakteriler iizerinde etkinligi kaydedilmistir. Bu
calismada da gelencksel uygulama disinda E. coli kullanimi uygulanmistir (Lee ve dig.
2005). Tez ¢alismasinda E. coli segimimizi destekleyen ¢alismalar ile uyumlu sonuglar

elde edilmistir.

Klinik kat1 atik (igneler, nesterler, kiiltiir, stoklar ve ¢ubuklar, kirli veya kana
bulanmis bandajlar) yonetiminde yakma teknolojisine bir alternatif belirlemek igin
buhar otoklavi tercih edilmis (0, 5, 15, 30 ve 60 dakika) ve yiiksek sicaklikta (111 °C,
121 °C ve 131 °C) etkili oldugu kaydedilmistir. Sonuglar, artan temas siiresi ve
sicaklikla, hayatta kalan bakteri sayisinin azaldigini gostermektedir. Gram negatif
bakteriler i¢in optimum inaktivasyon derecesi 121 °C 15 dakika, gram pozitif
bakteriler i¢in 60 dakika 121 °C'de veya 30 dakika ve 131 °C olarak bulundu. Atigin
sterilizasyonundan 6 giin sonra incelenen iriinlerde bakterilerin yeniden canlanmasi
gbzlemlendigi i¢in buharli otoklavin klinik kati atik yonetiminde alternatif bir yakma
teknolojisi olarak disiiniilmemesi gerektigi sonucuna varilmistir (Hossain 2012).
Otoklav uygulama prosediiriinde g6z Oniine aldigimiz parametreleri desteklemistir.
Hassasiyet ile ilgili yapilan ¢alismada, piyasada mevcut {irlinlerde 8 logl0 kob/mL
mikroorganizma mevcutken, yaptigimiz seker destegine bagl olarak 4. saat itibariyle
5 1ogl0 kob/mL seviyesinde renk degisimi gozlemlenmistir Bu da hem
mikroorganizmanin az kullanilmasini, hem hizli belirlemeyi sagladigi gibi

hassasiyetin de seckin oldugunu gdstermektedir.

Bu c¢alismada optik sensor olarak Ardunio Uno ve TCS3200 renk sensorii
kullanilmigtir. Spektrofotometre; gida miihendisligi, fizik, biyoteknoloji alanlarinda
yaygin kullanilir ve numunelerin temel dl¢lim aracidir. Kim ve digerleri (2015) LED
ve renk sensoriinii kullanarak numune konsantrasyonunu ve renk bilgisini igeren
sistem olusturmustur. Saflik ve dalga boyu degerlerini elde ederek spektrofotometreye
gore daha ekonomik bir sistem elde etmislerdir. Bu veriler caligmamizda elde edilen

LED ve sensor uyumlulugu i¢in destekleyici kabul edilmistir.

Cevredeki 151k renk sensorii tizerinde ¢ok etkilidir, bu nedenle renk okuma
asamasinda otomatik kalibrasyonu lic asamali yapilmistir. Nguyen ve arkadaslar

(2019) lazer kenar bantlama makinesinde, TCS3200 renk sensorii kullanarak, sensoriin
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gelen rengi tanimasini ve gelen renge uygun sekilde ayni renkle bantlamasini
amaclamistir. Uriinlerden elde ettigi renkleri sabitleyerek kararsiz faktorleri ve isciligi
azaltmistir. Wardana ve arkadaslar1 (2019) RGB TCS3200 sensorii kullanarak arduino
tabanli bir sistem olusturmustur. Diyabet hastalarindan ve normal kisilerden idrar
ornekleri alarak idrar renklerinden hastalik belirlemistir. Juliano ve arkadaslar1 (2020)
Endonezya’da bol yetisen cilek icin olgunluk belirleme sistemini TCS3200 renk
sensoril kullanarak Arduino Uno web tabanli sistemi kurmustur. Hasat sonrasi kalite
igin ¢ilek olgunlastiginda bilgi almay1 amaglamistir. Sihombing ve arkadaslar1 (2018)
benzer sistemle narenciye ayiklama cihazini tasarlamistir. Turunggilleri bir kaba
koyarak rengine gore uygun kaba yonlendirmeyi amaglamistir. Kustija ve digerleri
(2017) kor insanlarin para aligverisinde yasadigi dolandiricilik sebebiyle bir rengi ve
parayi tespit ederek Arduino Nano ile doniisen verileri hoparlor yoluyla ses olarak
kisiye bildirmistir. Hasan ve digerleri (2018) ileri gorme bozuklugu olan bireylere ve
cocuklara yardimci olabilmek i¢in TCS3200 sensorii ile renk algilama dedektorii
gelistirmistir. Bu sensor, %80 ileri gérme bozuklugu olan bireylerde %70 ¢ocuklar i¢in
basarili oldugunu kaydetmistir. Singh ve arkadaglari (2020) siyaniir gibi zararl
elementler icin kagit bazli sensor gelistirmistir. Analitlerin konsantrasyonunu
TCS3200 sensor ile belirlenip, tehlikeli analitlerin kantitatif analizi i¢in kullanilmustir.
Ardunio Uno ve TSC3200 sensorlerinin yeterli bulundugu ¢aligmalarla uyumlu olarak

bu tez ¢alismasinda da sonuglar verimli olarak elde edilmistir.

Tiirkiye’de otoklav biyoindikatorii liretilmemektedir ve yaptigimiz bu tezle liretim
bilgisini elde edip, siireci hizlandirarak toplam kaliteye hizmet etmek hedeflenen bu
tezde tiretim metodolojisi ve optimizasyonuna ek olarak sterilizasyon tespit siiresi
kisaltilmistir. Literatiirde bu yonde bir tespit gozlemlenmemistir. Bu da seker

kaynaklarimin kullaniminin g6z ardi edilmesinden kaynakli olabilir.
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7. SONUC VE ONERILER

Otoklavlar modern sterilizasyon teknikleri arasinda en yaygin, en aktif
kullanilan ve en ¢ok gilivenilen teknikler arasinda yer almaktadir. Otoklav igleminin
basarisiz olmasi1 halinde tetiklenebilecek olas1 bir salgin, enfeksiyon veya bulasinin
halk saglig1 agsindan etkisi ¢ok belirgin, saglik kurulusunun sayginligi agisindan da
cok sikintili olacagi asikardir. Bu kapsamda kontroliinde kullanilabilecek kimyasal
indikatorler buhar doygunlugu iizerinden hareket ederken biyoindikatdrlerin kullanimi

sistemin tam calisirlig1 ve giivenirligi agisindan degerli bir bilgi saglamaktadir.

Mevcut biyoindikatorlrerin 24 saat sonunda sonug veriyor olmast; sterilizasyon
isleminin basarisiz olmasi1 durumunda kontamine operasyon malzemesi, tibbi cihaz
pargasi veya diger laboratuvar malzemelerinin kullanimi halinde sonuglar etkilenecegi

gibi ayn1 zamanda enfeksiyon riski ve bulaginin da baslayabilecegi diisiiniilebilir.

Bu ¢alismada, farkli seker katkisi eklenen brothlarda iiretilen E. coli ve G.
stearothermophilus bakterileri kullanilarak hazirlanan otoklav biyoindikaétorlerinden
Ardunio Uno ve TCS3200 sensor ile hizli cevap almak hedeflenmistir. Calismanin
sonuclarina bakildiginda, her iki bakterinin de yeterli oldugu belirlenmistir. Buna bagli
olarak yapilan bir otoklav isleminin kontroliiniin 24 saatten 6nce en kisa 4 saatte
belirlenebilecegi tespit edilmistir. Bu amagla her iki bakterinin de sistemde

kullanilmasinin halk sagligi amaciyla uygun olacagi kanaati olugsmustur.

Ayni zamanda bu tezden elde edilen veriler ile sahada yerli biyoindikator
tiretimine yonelik bir prototip olusturulmus ve bu {iriinlerin hazirlanmasinda da rehber
dokiiman olarak hizmet etmesi hedeflenmistir. Biitlin yukarida anilan verilerin 1s181inda
elektronik ve optik donanim ile insan goziinden daha hizli sonucu okuyabilen ve
analitik veriler ile optimize edilebilen, kayit altina alinabilen bir cihazla kalite kontrol

stireclerinin daha dogru yapilabilecegi kanaati olugmustur.
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9. EKLER

EkKA

int SO =8;

intS1=9;

int S2 = 12;

int S3=11;

int OUT = 10;

int LED = 13;

int RenkYuzdesi[5][3] = { {29,33,29}, // Sar1 renk
{70,80,29}, // Mavi renk
{77,80,19}, // Beyaz renk
{34,38,27}, // Kirmizi renk
{23,34,45}}; // Yesil renk

String  Renkler[5] =  {"Sterilizasyonbasarisiz", "Mavi", "Beyaz",
"sterilizasyonbasarili", "Yesil"};

int aralik = 7;
int KirmiziYuzdesi, YesilYuzdesi, MaviY uzdesi;
void setup() {
Serial.begin(9600);
pinMode(S0,0UTPUT);
pinMode(S1,0UTPUT);
pinMode(S2,0UTPUT);

pinMode(S3,0UTPUT);
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pinMode(LED,OUTPUT);
pinMode(OUT,INPUT);

}

void loop() {
RengiTanimla();
delay(1000);

}

void TCS3200_Ac() {
digitalWrite(LED,HIGH); // switch LED on
digitalWrite(SO,HIGH); // output frequency scaling (100%)
digitalWrite(S1,HIGH);
delay(5);

}

void TCS3200_ Kapat() {
digitalWrite(LED,LOW); // switch LED off
digitalWrite(S0,LOW); // power off sensor
digitalWrite(S1,LOW);

}

void Filtresiz() {
digitalWrite(S2,HIGH); // select no filter
digitalWrite(S3,LOW);
delay(5);

}

void KirmiziFiltre() {

digitalWrite(S2,LOW); // select red filter
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digitalWrite(S3,LOW);
delay(5);

}

void YesilFiltre() {
digitalWrite(S2,HIGH); // select green filter
digitalWrite(S3,HIGH);
delay(5);

}

void MaviFiltre() {
digitalWrite(S2,LOW); // select blue filter
digitalWrite(S3,HIGH);
delay(5);

}

void RengiTanimla() {
float BeyazFrekansi, KirmiziFrekansi, YesilFrekansi, MaviFrekansi;
TCS3200_Ac();
Filtresiz();
BeyazFrekansi = float(pulselIn(OUT,LOW,40000));
KirmiziFiltre();
KirmiziFrekansi = float(pulseln(OUT,LOW,40000));
YesilFiltre();
YesilFrekansi = float(pulseln(OUT,LOW,40000));
MaviFiltre();
MaviFrekansi = float(pulseln(OUT,LOW,40000));

TCS3200_Kapat();
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KirmiziYuzdesi = int((BeyazFrekansi / KirmiziFrekansi) * 100.0);
YesilYuzdesi = int((BeyazFrekansi / YesilFrekansi) * 100.0);
MaviYuzdesi = int((BeyazFrekansi / MaviFrekansi) * 100.0);
RengiBul();

}

void RengiBul() {

Serial.printin("Renk Yuzdeleri");

Serial.print("Kirmizi=");
Serial.print(KirmiziYuzdesi);
Serial.print("Mavi=");
Serial.print(MaviY uzdesi);
Serial.print("Yesil=");
Serial.printIn(Yesil'Yuzdesi);
Serial.printin();
Serial.print("Okunan Renk=");

int okunduMu=0;

for(int renk =0; renk < 5; renk ++){

if(KirmiziYuzdesi > RenkYuzdesi[renk][0] - 7 && KirmiziYuzdesi <
RenkYuzdesi[renk][0] + 7 &&

MaviYuzdesi > RenkYuzdesi[renk][1l] - 7 && MaviYuzdesi <
RenkYuzdesi[renk][1] + 7 &&

YesilYuzdesi > RenkYuzdesi[renk][2] - 7 && YesilYuzdesi <
RenkYuzdesi[renk][2] + 7 ){

Serial.printin(Renkler[renk]);
okunduMu=1;
break;
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}
}
if(okunduMu == 0)
Serial.printIn("Renk Algilanamadi®);
Serial.printIn();

Serial.printIn();
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