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Kozmetik Uriinlerde Bakteriyal ve Fungal Kompozisyonun
Klasik Yontemler ve PCR Yontemi Kullanilarak Saptanmasi’

Aylin i. Yavasal Carik¢i?, Fiisun Ugar®, H. Tansel Yalgin®

Ozet

Bu galismada Turkiye'de kozmetik trlin satan firmalara ait 43 adet hi¢ agilmamis, 84
adet kullaniimis toplam 127 adet kozmetik Urun ile ¢alisilmistir. Urlnler ambalaj
tiplerine gore siniflandiriimistir.

Kozmetik urtnlerde hem Turk standartlari hem de Amerikan farmakopisine gore
bulunmamasi gereken, patojen bakteriler olan Salmonella typhimurium, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve patojen bir maya olan
Candida albicans ''n aranmasi amaglanmig, ancak S. typhimurium ve C. albicans
orneklerden izole edilemediginden, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus hem Kklasik
yontemlerle hem de molekuler biyolojik yontemlerle tanilanip, yontemler arasinda
korelasyon varliginin kontroli yapilmis hem de standart organizmalarla drtnler
kontamine edilerek direkt olarak urtinlerden bakteriler saptanmistir.

Uriinlerde en az kontaminasyon spreylerde, en fazla kontaminasyon ise kavanoz ve
tup ambalajli Granlerde gorilmagtir. Kullaniimamig Urlnlerde %28,57 ve kullaniimig
drinlerde %63,88 orani ile ambalaj gruplari iginde bakteri kontaminasyon orani en
yuksek olan grup kavanozlar olmustur.

Giris
Cadlar boyu guzel goérunmek, guzel kalmak, bakimli bir cilde sahip olmak insanlar
icin son derece 6nemli olmustur. Guzellik anlayisi ¢aglara ve toplumlara gore degisse

de insanlar her zaman suslenmeye 6nem vermiglerdir. Buna bagh olarak da kozmetik
kullanimi o ¢aglardan gunumuze dek devam etmektedir.

Saglik bakanhginin 1994'de vyayinlamis oldugu yonetmelikte kozmetik; insan
vucudunun epiderma, tirnaklar, killar, saglar, dudaklar ve genital organlar gibi degisik
dig kisimlarina, agiz ve dislere veya mukozaya uygulanmak uzere hazirlanmis,
amaci ve yan amaci bu kisimlari temizlemek, koku vermek suretiyle iyi bir durumda
muhafaza etmek, gorinimund degistirmek ve vicut kokularini duzeltmek olan, sa¢
boyalari ve sag¢ agicilari da dahil batin preparatlar veya maddelerdir (1).

' Bu calisma Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisi'nde Prof. Dr. Fiisun Ucar
danismanliginda hazirlanip, Ekim 2004 tarihinde tamamlanan "Kozmetik Uriinlerde
Bakteriyal ve Fungal Kontaminasyonun Klasik Yoéntemler ve PCR Yéntemi Kullanilarak
Saptanmasi " adli doktora tezinden hazirlanmistir.
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Kozmetik Urlnler bilesimindeki maddeler nedeniyle mikroorganizmalarin Gremesi igin
uygun ortamlar olusturmaktadirlar. Kozmetik UrUnlerin mikrobiyal kalitesi de
icerigindeki hammaddeler ve suyun yani sira gevresel faktorlerden de etkilenmektedir

(2).

Kozmetik urlnlerin steril olma zorunlulugu olmamasina ragmen, kontamine urunlerin
kullanilmasi sonucunda hasarlarin ortaya ¢ikmasi, kozmetik endustrisinde hijyenik
uretim sartlari ve ydntemlerin uygulanmasina neden olmustur (3).

Kozmetiklerin kontaminasyonu ile ilgili ilk olay 1946'da Yeni Zelanda'da 4 bebegin,
Clostridium tetani ile kontamine talk pudrasinin kullaniimasiyla dlmesidir (4, 5). Yine
1963 yilinda tiroid tozu tabletlerini kullananlarda Salmonella enfeksiyonlarina
rastlanmistir (6). P. aeruginosa igeren bir géz damlasini kullanan hastalarda yaygin
g6z enfeksiyonlarinin olustugu bildirilmigtir. P. aeruginosa, Klebsiella sp. ile
kontamine olan kozmetik drtnlerin kullanimina bagli nazokomiyal enfeksiyonlar ve
epidemiler bildirilmistir (7).

Kozmetik urunlerin olusturdugu tehlikeler, bu alanda galiganlarin dikkatini gekmistir
ve de@erlendirmek Uzere galismalar yurutulmeye baglanmistir (8).

Kozmetik Ureticileri, Grtinlerin gérinimunin dlzgun ve guvenli oldugundan, zararli
mikroorganizma igermediginden emin olmak zorundadir. Uriin piyasaya sunulmadan
once urun guvenliginden emin olmak igin Uretim ve gelistirme sirasinda gesitli testler
yapilmaktadir (9, 10, 11).

Amerikan farmakopisi (US Pharmacopea, USP)'ne gore E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. typhimurium gibi 4 farkli bakterinin ve C. albicans mayasi ve Aspergillus
niger kufunun biyostatik etkinlik testlerinde indikator olarak kullanildigi ve kozmetik ve
farmasatik drtunlerde higbir sekilde bulunmamasi gerektigi bilinmemektedir.

Yurdumuzda Tuark Standartlari Enstitisu (TSE)'nin uyguladigi, 1994 yilinda
yayinlanan Kozmetik Yonetmeligi'nde belirtilen mikrobiyolojik kalite sinirlari agiz
cevresi Urunleri disinda CTFA'nin belirledigi sinirlarla uyumludur. Agiz cevresi ve
artnleri icin TSE gram veya mililitrede 100'den az mikroorganizma bulunmasini kosul
olarak getirmektedir (1).

Mikrobiyal kontaminantlari saptamak, geleneksel olarak onlarin kilturlerinin yapildigi
yontemlerle gerceklestiriimektedir. Ancak yeni molekller yontemler kontamine
orneklerdeki mikroorganizma saptanmasinda daha hizhidir (12, 13, 14).

Kozmetik Urlnlerde, mikrobiyal kontaminasyon varliginin saptanmasi, klasik
geleneksel yontemlerle ¢ok uzun zaman almaktadir ve zordur. Cunkd her bir
mikroorganizmanin tek tek izolasyonu, sayimi ve identifikasyonu zaman alicidir. Bu
nedenle mikrobiyal kontaminasyonun saptanmasi igin hizli yontemlere gereksinim
vardir. Bu amagcla 90'h yillardan bu yana hizli yontemler gelistirilmigtir. Antibody-
based assay, Visual immuno assay, nukleik asit tabanli metotlar, otomatik
enstrimantal sistem, flow cytometry ve ATP biyoliminessent bakteri
identifikasyonunda ve sayiminda kullaniimistir (15, 16, 17, 18, 19). Bu metotlar
mikrobiyal turler ve suglar arasinda hizl, spesifik ve yuksek derecede ayirici sonuglar
vermektedir. Bunlar ATP ve DNA gibi esansiyel molekullerin hizli saptanmasi
temeline dayanmaktadir (20, 21, 22).

Bunlar icinde PCR teknolojisi, gida, su ve Kklinik orneklerin hizli mikrobiyal
incelenmesi icin gelistiriimekte ve onaylanmaktadir (21, 22, 23, 24).



Ayrica kozmetik ve farmasatik Urtnlerde oldukga hizli ve dogru bir sekilde bakteri ve
mayalarin saptanmasinda kullaniimistir (13, 14).

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayr kozmetik tUranlerde bulunmamasi gereken 4
patojen bakteri ve bir patojen mayanin hem klasik yontemlerle hem de molekuler
biyolojik yontemlerle identifikasyonlari yapilarak, yontemler arasinda korelasyon
varliginin kontrolinin yapilmasi, standart organizmalarla Grinler kontamine edilerek
direkt olarak drunlerden bakteri ve mayanin saptanmasi, ayrica ambalajin
kontaminasyona etkisinin aragtirlmasi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Orneklerin Toplanmasi

Daha dnce de belirtildigi gibi ambalaj, Grinin kontaminasyonunda ¢ok énemlidir. Bu
nedenle kozmetik Urlnler ambalaja goére siniflandinlarak &rnekler alinmis ve
kullaniimis 6rneklerdeki kontaminasyon hakkinda bilgi sahibi olmayi saglayan
ambalajin kontaminasyona etkisi de gorulmustur.

Tarkiye'de kozmetik Grlin satan firmalara ait ¢esitli krem, losyon, temizleme losyonu,
tonik Urtn gruplarindan 43 adet hi¢ agilmamis, 84 adet kullaniimig toplam 127 adet
kozmetik Urin ornegi ile calisiimistir. Turkiye'de Uretilen kullaniimamis kozmetik
artnler farkli satis yerlerinden (parfiUmeri, eczane, pazar) temin edilmistir. Kullaniimis
urinler ise Urtinleri kullanmakta olan tiketicilerden elde edilmistir. Urlinler ambalaj
tiplerine goére siniflandiriimistir. Calisilan 127 kozmetik ve Urinin ambalaj tiplerine
gore dagilimi Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. Calisilan kozmetik Griinin ambalaj tiplerine gére dagilimi

Ambalaj Gruplari Kullanilmamis Kullaniimis Toplam Uriin Sayisi
Tup; Krem 12 27 39
Kavanoz; Krem 21 36 57

Vidali Kapakh Sise; Tonik 1 2 3

Pompali Sise; Losyon 4 8 12

Sprey; Losyon 5 11 16

Toplam 43 84 127

Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Escherichia coli ATCC 35218
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Salmonella typhimurium ATCC 13311
Candida albicans ATCC 10231

Primerler

P. aeruginosa igin PAL 1 ve PAL 2 DNA primerleri kullanilimistir.




Bu primerler oprL membran proteini igin kod olusturan 504 baz iftlik fragmani
amplifiye etmek icin kullaniimistir (25). E. coli i¢cin 1,1 kb'lik Pst | DNA fragmentini
spesifiye eden afa operonu kullanilmigtir (26). S. aureus igin; Staphylococcus
enterotoksini olan entCl geninin 801 baz ciftlik bolgesini amplifiye etmek igin 25 baz
ciftlik primerler kullaniimigtir (27). PCR reaksiyonunda kullanilan primerler Tablo 2'de
gOsterilmisgtir.

Tablo 2. PCR reaksiyonunda kullanilan primerler

Organizma Hedef | BP Dizi

Bdlge
Pseudomonas OpRL |504 |Pal1Forward5 ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 3'
aeruginosa Pal 2 Reverse 5' CTTCTTCAGCTCGACGCGACG 3'
Escherichia coli Afa 750 | Afa 1 Forward 5'

GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 3' (1-26
ndkleotitleri arasi)

Afa 2 Reverse 5'
CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 3' (5313-5288
ndkleotitleri arasi)

Staphylococcus EntCl | 801 | Forward 5' ATGAATAAGAGTCGATTTATTTCAT 3'
aureus (1-25 nukleotitleri arasi )

Reverse 5' TTATCCATTCTTTGTTGTAAGGTGG 3'
(118-142 nukleotitleri arasi)

Klasik Yéntemlerle Orneklerin Hazirlanmasi ve Toplam Canli Sayisinin
Hesaplanmasi

Krem tipi kozmetik UrUnler yagli ve suda ¢ozinmeyen preparatlardir. Bakterilerin sulu
faza gegmesi ve dispersiyon igin yuzey aktif ajanlardan yararlaniimasi gerekmektedir.
Bu amacla 6énerilen ylzey aktif ajanlardan, mikroorganizmalar Gzerine inhibitor etkisi
dusuk duzeyde olan Tween 80 (Art 822187, Merck) secilmistir (28, 29). Krem ve
losyonlardan steril kosullarda tartilarak 1 gramlik, toniklerden de 1 ml ornekler
alinmig, orneklerin tzerine 0,5 ml Tween 80 ve 8,5 ml Tripticase Soy Broth (TSB)
eklenmistir. Ardindan karisim dispersiyonu kolaylastirmak icin 45 °C'lik ¢alkalamali
su banyosunda tutularak homojenizasyon gelisinceye dek tutulmustur (30).
Mikroorganizmalarin canhligini yitirmemeleri igin bu surenin 30 dakikayl agsmamasina
O0zen gosterilmigtir. Boylece Tween 80 oraninin %5 oldugu 1/10'luk dilisyon elde
edilmistir. 1/10'luk dilisyondan koloni sayimi yapilamayacak kadar ¢ok olmasi
ihtimaline karsi 1 ml alinarak 9 ml TSB ile 1/100'lik ve 1/1000'lik dilisyonlar
hazirlanmistir (31).

Bu dilisyonlardan 1'er ml alinarak Petri kutularina aktarilmis, tzerlerine Plate Count
Agar (PCA) besiyeri dokulmuagtir. Dilusyonlar igin paralel ekimler yapilmigtir. 37
°C'de 48 saat inkiibasyona birakilan Petri kutularinda gelisen koloniler sayilarak
toplam canli sayisi hesaplanmistir.




Orneklerdeki Bakteri ve Mayalarin izolasyonu ve identifikasyonu

Hazirlanan dilisyonlardan E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus ve C.
albicans'in aranmasi igin gerekli olan segici besiyerlerine ekimler yapiimigtir. 37 °C'de
24-48 inkubasyondan sonra segici besiyerlerinde olusan tipik koloniler digindaki
koloniler de secilerek toplam 57 izolat elde edilmistir. S. typhimurium aranmasi igin
gerekli on zenginlegtirme yapildiktan sonra segici kati besiyerine ekim yapiimistir.

E. coli kontaminasyonunun saptanmasi i¢cin EMB Agar, S. typhimurium igin Bizmut
Siilfit Agar, P. aeruginosa icin Pseudomonas izolasyon Agara, S. aureus icin Baird
Parker besiyerlerine ekim yapilmistir. 37 °C'de 24-48 saat inkiibasyondan sonra
gelisen koloniler Tripticase Soy Agara (TSA) ekilmigstir. Ayrica C. albicans mayasinin
aranmasi icin Candida ID agara, diger mayalar ve filamentli funguslar icin genel
besiyeri olan Sabaroud Dekstroz Agar'a (SDA) ekimler yapilmistir. Candida |D agar
24-48 saat 37 °C'de, SDA'da 25 °C'de 5-7 glin inklibasyona birakilmistir.

Bakterilerin genel olarak tanilanmasinda oncelikle olugan kolonilerin ozellikleri
degerlendirilmistir. Yukarida bahsedilen besiyerlerinde olugan tipik koloniler ve diger
kolonilerden &rnekler alinarak TSA besiyerine aktarilmis, 24 saat 37 °C'de
inkibasyondan sonra Gram boyama yapilarak bakterinin gram reaksiyonu ve
morfolojisi saptanmigtir. Daha sonra biyokimyasal testler uygulanmigtir.
Staphylococcus genusunda patojenite testi icin koagullaz testi yapiimistir. Koagulaz
testi pozitif olanlar S. aureus olarak degerlendirilmis, koagulaz testi olumsuz olanlar
koagulaz negatif Staphylococcus sp. seklinde tanimlanmistir.

Gram negatif fermentatif ve non-fermentatif basillerin identifikasyonu igin oksidaz
testleri, karbonhidrat fermantasyon testleri, laktoz kullanimi, IMViC testleri, ure
hidrolizi, H,S olusturma ve DNAse testleri yapilmistir (32, 33, 34). Bu testlerle tani
konulamadiginda API 20 E identifikasyon sisteminden yararlaniimistir.

Candida ID agar ve SDA'da Ureyen maya ve filamentli funguslarin identifikasyonu ise
Ege Universitesi Tip Fakiltesi Mikoloji laboratuarinda yapilmistir. Mayalarin
tanilanmasinda; koloni rengi, ureme sicakhgi, mikroskobik ozellik ve biyokimyasal
testlerden yararlaniimistir (35).

DNA izolasyonu

DNA izolasyonlari fenol kloroform isoamil alkol ekstraksiyonu ile gerceklestirilmistir
(27). S. aureus 'dan DNA izolasyonunda Staphylococ 'lar igin hazirlanmis hizl lizis
protokoll uygulanmistir (36, 37). S. typhimurium ve C. albicans klasik yontemlerle
izole edilemediginden PCR iglemlerine dahil edilmemisgtir.

Kozmetik Uriinlerden izolasyon Yapmadan Direkt Olarak Orneklerden
DNA Izolasyonu

Klasik ydontemlerle PCR yontemini karsilastirmak ve yontemin saglamasini yapmak
amaciyla, hi¢ agilmamis nemlendirici krem, losyon, temizleme sitl, glines sutu ve cilt
tonigi yapay olarak standart bakterilerle kontamine edilmistir.



Uygulamada 10g 6rnek 100ml steril TSB besiyerine aktarilip %4 oraninda Tween 80
eklenmistir. P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli 35218, S. aureus ATCC 25923, her
bir 6rnege 100cfu/ml olacak sekilde 24 saatlik kultirden asilanmistir. 24 saatlik
inkbasyondan sonra 10 pl'si tzerine 1mM Tris-0,1 mM EDTA igeren lizis buffer
eklenmistir ve pH 'si 8 olan %0,5 Tween 80 eklenmistir. Ornekler, lizisi tam
gergeklestirmek ve proteinleri ¢oktiirmek icin 37 °C'de 20 dakika inkiibasyondan
sonra 10000xg'de 10 dakika santrifijleme yapilmistir. Sdpernatant PCR
reaksiyonunda kullaniimak tzere ayriimistir (38).

DNA'nin Saflik Kontrolleri ve Miktar Tayinleri

izolatlardan elde edilen genomik DNA'lar bitiinlikkleri bakimindan agaroz jel
elektroforezinde kontrol edildikten sonra, saflik kontrolleri ve miktar tayinleri
spektrofotometrede (Varian Cary 100 Bio UV-Visible Spectrohhotometre) yapilmistir.
Spektrofotometrede DNA'larin 260nm ve 280nm'deki absorbanslari hesaplanmis (OD
260 ve OD 280) ve bu degerler arasindaki oran kullanilarak DNA'nin safligi kontrol
edilmistir. OD260/0OD 280 oraninin 1,6 ve 1,8 arasinda olmasi DNA'nin saf oldugunu,
bu araliktan daha yukarida olmasi RNA kontaminasyonu oldugunu ve bu araliktan
daha asagida olmasi da protein kontaminasyonu oldugunu gostermektedir (39).

Saflik kontrolleri yapilan genomik DNA'larin miktarlarinin hesaplanmasi icin OD260
degeri kullaniimis ve DNA miktarlari;

DNA (pg/ml)= OD260 x Seyreltme orani x 50

formall ile hesaplanmistir (39).

PCR Uygulamalari

E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus icin PCR reaksiyon karisimlari Le Bouguenec ve
ark., 1992; De Vos ve ark., 1997; Wilson ve ark. 1991'e gbére modifiye edilerek tek bir
reaksiyon karisimi seklinde optimizasyonu saglanmistir. DNA amplifikasyonu
optimize edilmis 15 ul'lik reaksiyon karisiminda gercgeklestirilmistir (25, 26, 27).

E. coli igin PCR sartlari; ilk denatiirasyon 94 °C'de 1 dk, 30 doéngl igin her donglide
94 °C'de 2 dk, 65 °C'de 1dk, 72 °C'de 1dk, PCR tipleri son dongtden sonra 72 °C'de
2 dk tutulmuslardir (26).

P. aeruginosa igin PCR sartlari; ilk denatiirasyon 94 °C'de 1 dk, 30 doéngu igin her
dongiide 94 °C'de 40 sn, 57 °C'de 40sn, 72 °C'de 50sn, PCR tipleri son dongiiden
sonra 72 °C'de 5 dk tutulmuslardir (25).

S. aureus igin PCR sartlari; ilk denatlirasyon 94 °C'de 1 dk, 50 dongl igin her
dongiide 94 °C'de 30sn, 50 °C'de 30sn, 72 °C'de 30sn, PCR tipleri son dongiiden
sonra 72 °C'de 2 dk tutulmuslardir (27).

PCR dUrdnlerinin  kontroli %1,5'luk agaroz iceren agaroz jel elektroforezinde
yapilmistir. Fotograflama islemi ve bantlarin tespit edilmesinde Kodak EDAS 290 jel
gorunttleme sistemi kullaniimigtir.



Bulgular

Calisilan 127 adet kozmetik UuUrunin ambalaj tiplerine gore
kontaminasyon oranlari

Calisilan cesitli ambalajlara sahip 127 adet érnekte en az kontaminasyon spreylerde,
en fazla kontaminasyon ise kavanoz ve tup ambalajli UrUnlerde gorulmustur.
Kullanilmamis ve kullaniimig ambalaj gruplari icinde en yuksek olan grup kavanozlar
olmustur (%28,57 ve %77,78). Toplam 127 adet 6rnekten 43 kullaniimamigs kozmetik
arin orneginin  %18,60'Inda bakterilerle %2,33'Unde mayalarla kontaminasyon
saptanmistir. 84 adet kullaniimis érnekten %47,62'sinde bakterilerle, %5,95'inde ise
mayalarla kontaminasyon saptanmistir.

Ambalaj tipine gore siniflandirilan érneklerdeki toplam canli sayilari

Kullaniimamis kozmetik Griinlerinin sadece 1 tanesinde gramda 10 asan koloni
sayisi saptanmigtir. Kullanilmis drtnlerde ise, sadece 3 kavanoz, 3 tlp, 1 pompall
sise ambalajli Griinlerde 10*i asan koloni sayisi saptanmistir. Calisilan Griinlerin
toplam %6,30'unda graminda 10> asan koloni sayisi hesaplanmistir.

Cesitli ambalaj gruplarina dahil érneklerden izole edilen bakteri ve maya
genus ve turleri

Denemeye alinan 127 o6rnedin higbirinde S. typhimurium ve C. albicans 'a
rastlanmamistir. Dolayisiyla ¢alismamizin amaci olan ve USP'ye gore kozmetik
artnlerde bulunmasi istenmeyen E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus ve
C. albicans'tan S. typhimurium ve C. albicans 'a rastlaniimadigindan ¢alismamiza
diger 3 bakteriyle devam edilmigtir. 2 adet kullaniimisg kavanoz ambalajli Grtnlerde E.
coli, kullanilmamig 1 tap, kullaniimig bir pompali sisede P. aeruginosa, kullaniimig 1
tip ve 1 kavanoz ambalajli Urinde S. aureus 'a rastlanmigtir. Cesitli ambalaj
gruplarina goére bakteri ve mayalarin dagihmi Tablo 3'te g0sterilmistir. Secici
besiyerinde koloni olusturan ve AP 20E ile saptanan toplam 51 adet bakteri ve
Candida 'nin 3 genusuna ait 6 tlr izole edilmigtir.

PCR Sonuglari

Calismamizda PCR uygulamalarindaki her bir bakteri i¢in farkli DNA primeri
kullaniimistir. P. aeruginosa igin oprL membran proteini igin kod olusturan 504 baz
ciftik DNA fragmentini amplifiye eden PAL1 ve PAL2 DNA primerleri kullaniimistir. E.
coli 'nin 750 baz ciftlik Pstl DNA fragmentine spesifik olan afa operonu igin, Afa1 ve
Afa2 primerleri kullanilmistir. Zira kullaniimig Urlnlerden elde edilen E. coli,
hastanenin uroloji kliniginde calisan personelin kullandigi materyal oldugundan bu
primer Uropatojenik E. coli 'yi saptamakta kullanilan primer olup tip tur de
uropatojenik kdkenli bir turdur. S. aureus igin stafilakok enterotoksini olan entCl
geninin 801 baz ciftlik bolgesini amplifiye eden 25 baz giftlik primerler kullaniimistir
(25, 26, 27).



Tablo 3. Cesitli ambalaj gruplarina dahil érneklerden izole edilen bakteri ve maya
genus ve turleri

, R Tup | Kavanoz Vidali | Pompall Sprey

Bakteri ve Maya Turleri K. sise Sise Toplam
AIB|/A|B| A/ B|A|B|A|B

Escherichia coli - - - 2 - - - - - - 2
Pseudomonas aeruginosa 1 - - - - - - 1 - - 2
Pseudomonas putida - 112 1 - - - - - - 4
Stenotrophomons maltophila | - - - 1 - - - - - - 1
Burkholderia cepacia -1 2] - 7 - |- - - -] - 9
Pasteurella pneumotica - 1 - - - 1 - - - - 2
Serratia sp. -1 4] - 2 - - - -] -] - 6
Klebsiella pneumonia - 1 1 - - - - - - - 2
S. aureus - 1] - 1 - - - -] - - 2
Koagulaz - Staphylococ 11565317 - |- - 1 - | 2 19
Enterobacter sp. - 1 - 1 - - - - - - 2
Candida tropicalis 1 - | - 2 - | - - -l -] - 3
C. pseudutrophicalis - - | - 2 -] - - -l -] - 2
C. parapsilosis - - 1 - - - - _ _ 1
Toplam Mikroorganizma 3116 6 | 27 | O 1 0|2 |02 57

A: Kullaniimig; B: Kullaniimamig

Kozmetik Grlnlerde uygulanan, %10'luk hacme 100cfu/g bakteri hicresi ile yapay
olarak asilamada 24 saatlik 6n zenginlestirmeden sonra 10ul hacimdeki sollisyonla
gerceklestirilen uygulama iyi PCR sonuglari vermistir.

Bakteri DNA'larinin kontrold RAPD (Random amplified polimorfic DNA) metodu ile
yapilmistir (40). ki farkli drnekten izole edilen E. coli (2 ve 3 nolu bantlar); standart E.
coli (1 nolu bant) ve Urlnlere asilanan standart E. coli 'nin (4, 5, 6, 7, 8 nolu bantlar )
test sonuglari sekil 1'de gdsterilmistir. Orneklerden izole edilen S. aureus (2 ve 3 nolu
bantlar), tip tir ve Urlnlere asilanan standart S. aureus 'un PCR sonugclari sekil 2'de
g6sterilmistir. iki farkl 6rnekten izole edilen P. aeruginosa (2 ve 3 nolu bantlar), tip tir
(1 nolu bant) ve Urlnlere asilanan standart P. aeruginosa 'nin test sonugclari sekil 3'te
gOsterilmigtir.

Sekillerden de goraldugu gibi klasik yontemlerle tanisi yapilan bakterilerin ve standart
bakterilerin saptanmasi, molekuler biyolojik yontemlerle de ayni sonucu vermistir.
Dolayisiyla zaman alici, ugrastirici ve hacimli olan klasik yontemler yerine direk
ornekten PCR yontemi ile minimum 6rnek hazirhdi, kullanim kolayhd: sayesinde
bakterileri saptamak ve tanilamak mumkun olabilmektedir. Ayrica 5-6 gun suren
klasik yontemlerle bakteriyel kontaminasyonun saptanmasi, PCR yontemi ile 27-30
saate dusgmustur.

Tartisma ve Sonug
Kozmetik dreticileri son vyillarda mikrobiyal kontaminasyondan kaynaklanan,

ekonomik zararlarin blyuk olmasindan dolayi urtnlerdeki kontaminasyonun 6nutne
gecebilmek icin blylk oranda para ve emek sarf etmektedirler (41).



Kontaminasyon, trininin dretiminde kullanilan sudan, hammaddelerden, paketleme
materyalinden, personelden, Uretim tesis ve donanimindan, cevre ve depolama
kosullarindan kaynaklanabilmektedir (2). Kozmetik GrlGnlerinin Gretiminde, iyi imalat
uygulamalari ile mikrobiyal kalite ylUkseltilebilmektedir. Kontaminasyon, kozmetik
endustrisinde hijyenik imalat sartlari ve yodntemlerin uygulanmasi ile uygun
prezarvatiflerin kullaniimasina yol agmigtir (3).

Sekil 1: Farkli 6érneklerdeki Escherichia
coli saptamasi. 1; Standart strain (E. coli
ATTC 35218), 2 ve 3; Klasik ydntemlerle
orneklerden izole edilen E. coli, 4; |
Nemlendirici kreme agilama yapilmis olan E =
standart E. coli, 5; Cilt losyonuna agilama '
yapilmis olan standart E. coli, 6;
Temizleme sutline asilama yapilmis olan
standart E. coli, 7; Glnes sitine asilama
yapilmis E. coli, 8; Cilt tonigine asilama
yapilmis E. coli, M: Marker, (I0OObp Gene
Ruler:100-3000 bp)
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Sekil 2: Farkli 6érneklerdeki S.
aureus saptanmasi. 1; Standart
strain (S. aureus ATTC 25923), 2
ve 3; Klasik yontemlerle
orneklerden izole edilen S. aureus,
4; Nemlendirici kreme agllama
yapilmis olan standart S. aureus,
5; Cilt losyonuna asilama yapilmis
olan standart S. aureus, 6;
Temizleme sutine asllama
yapilmis olan standart S. aureus,
7; Glnes sUtlne asilama yapiimis
S. aureus, 8; Cilt tonigine asilama
yapilmis S. aureus, M: Marker,
(IO0Obp Gene Ruler:100-3000 bp)

Sekil 3: Farkl érneklerdeki P. aeruginosa
saptamasi. 1; Standart strain (P.
aeruginosa ATTC 27853), 2 ve 3; Klasik
yontemlerle drneklerden izole edilen P.
aeruginosa, 4; Nemlendirici kreme
asilama yapilmis olan standart P.
aeruginosa, 5; Cilt losyonuna asilama
yapilmig olan standart P. aeruginosa, 6;
Temizleme sitlne asilama yapilmis olan
standart P. aeruginosa, 7; Glnes sitine
asllama yapilmis P. aeruginosa, 8; Cilt
tonigine asilama yapilmis P. aeruginosa,
M: Marker, (IOObp Gene Ruler:100-3000

bp)
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Urtin kullanan tiiketicinin de hijyen kurallarina uymasi énemlidir, Griinii saklama ya
da kullanma sekli kontaminasyonda etkili olmaktadir. Ambalaj tasarimi kullanim
sirasinda mikroorganizmalar ile en az etkilesimi saglayacak formda olmalidir. Ayrica
ambalajlanan Urinun miktarini azaltmak kontaminasyon olasihgini da azaltmaktadir
(42, 43).

Calismamizda en az kontaminasyon, kullaniimig cilt solUsyonu igeren
spreylerde %18,18 oraninda saptanmistir. 1990 yilinda yapilan bir calismada,
kullaniimis 138 kozmetik Grln igerisinde en az kontaminasyonu cilt losyonu igeren
pompali siselerde %10 olarak bulmuslardir. En fazla kontaminasyonu kullaniimis cilt
solisyonu igeren vidali kapakh siselerde %71 olarak saptamiglardir (44). Bizim
calismamizda da pompali siselerdeki kontaminasyon orani %16,67 olarak
bulunmustur. Kullaniimamis Urlnlerde en fazla kontaminasyon ise kavanoz ve tup
ambalajli Urlnlerde sirasiyla %28,57 ve % 25, kullaniimis Grtnlerde %77,78 ve %
44,44 seklinde bulunmustur. Kullaniimig tonik igeren vidal kapaklh sise ambalajli
uriinde kontaminasyon orani ise %33,3 olarak saptanmigtir.

1998 yilinda kozmetik Grtinlerdeki prezervatif etkinlik testi galismalarinda, prezervatif
eklenmemis vidali kapakli sisedeki sampuanlarin %46'sinin, prezervatif eklenmemis
genis agizli kavanoz ambalajli cilt losyonlarinin %97'sinin kontamine oldugunu
bildirmistir. Yine iyi prezerve edilmis fiske kapakli sisedeki sampuanlarin ve genis
agizli kavanoz ambalajh cilt losyonlarinin hig kontamine olmadigini belirtmistir (43).
Bizim c¢alismamizda da kavanoz ambalajli Grlnlerin kontaminasyon orani %59,65
olup en yuksek kontaminasyon oranina sahip oldugu saptanmistir.

Kozmetik Grdnlerin mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesi icin bakteri, kif ve maya
sayimi yapilmaktadir. Bundaki amag¢ drunlerin igerdigi mikroorganizma sayisinin
saptanmasi, dolayisiyla aranun kullanilabilirligi agisindan bilgi vermesidir. Elde edilen
sonuglar standartlarin limitleri dahilinde olmahdir. Standartlari asan mikroorganizma
varligi  ardnun kullaniminin  sakincali oldugunu gostermektedir. 1994 yilinda
yayinlanan Kozmetik Yonetmeliginde gram veya mililitrede patojen olmayan
mikroorganizma sayisinin Ust sinirt 1000, bebek kozmetik Grunleri ve goz kozmetik
artnlerinde 500, agiz gevresi urunleri icin 100 koloni olarak belirtilmistir (1).

Ayrica hem Turk Kozmetik Yonetmeligine hem de Amerikan farmakopisine gore
kozmetik Urlinlerde insan sagli§i icin tehlike olusturan E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. typhimurium, C. albicans ve A. niger 'in kozmetik Urinlerde bulunmamasi
gerekmektedir (1, 45). Avrupa farmakopisi de bunlara ek olarak Enterobacter
genusuna ait bazi bakterileri de eklemistir (13). Bu ydnerge ve dizenlemelere
ragmen Urln bozulmasindaki mikrobiyal kontaminasyonun etkisi hala dinya ¢apinda
major etken olarak gorulmektedir. Yayinlanmis bilimsel c¢alismalara gore
Enterobacter, Pseudomonas sp., Burcholderia cepacia ve kufler kozmetik Grlnlerde
en fazla bulunan kontaminantlardir. USP'nin test bakterileri olan E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus ve S. typhimurium dis macunlarinda, tropikal Urlnlerde,
sampuanlarda, oral sollisyonlarda, ilag ve dezenfektanlarda saptanmistir (46). Bu
kontaminasyonlar hammaddeden, sudan kaynaklanmakta ya da kotu imalat
uygulamalari sirasinda bulagsmistir. Arastirmamizda USP'nin 4 test bakterisinden biri
olan S. typhimurium hari¢ diger 3 bakteri 5 kullaniimis ve 1 kullaniimamis urtinde
saptanmigtir.
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Cahsilan 127 kozmetik drinin %37,80'inde bakterilerle, %4,72'sinde mayalarla
kontaminasyon saptanmistir. Kozmetik trtnlerde Dawson ve Reinhardt (1981) %92,
Wong ve ark. (2000) %89 oraninda bakterilerle kontaminasyon saptamislardir
(47,48). Abdelaziz ve ark. (1989) misir yapimi kozmetik Grtnlerde %36, Anelich ve
Korsten (1996) %7, Dawson ve Reinhardt (1981) %0,1 oraninda maya
kontaminasyonunu bildirmislerdir (47,49,50). Wong ve ark, (2000) vyilinda
orneklerinde %7 oraninda maya ve kuf kontaminasyonu oldugunu belirtmiglerdir. Bu
calismada kullaniimis kozmetik Urdnlerin %6,3'Unde CTFA kriterlerine uymayan
dizeyde koloni sayimi yapilmistir (48). Bu oran Anelich ve Korsten'in Guney
Afrika'da 1996 vyilinda bildirdikleri %71,73'lik, Tran ve Hitches'in 1994'de
bildirdikleri %95,01'lik orandan oldukg¢a dusuktur (50, 51).

Calismamizda kullaniimis kozmetik Urlnlerin  %57,48'inde hi¢ kontaminasyona
rastlanmazken, Anelich ve Korsten'in 1996'daki calismasinda bu oranin %28,26
oldugunu bildirmigtir (50). Bu arastiricinin kontaminasyon orani bizim galismamizdan
yuksektir.

Calismamizda kullanilmamis kozmetik drtnlerdeki koloni sayimlari 1 Grin disinda
CTFA kriterleri ile uyumlu bulunmustur. Kullaniimamig drtnlerde mililitre ve gramda
100 asan koloni sayimlari 1989'da Akin ve Altanlar tarafindan %40,74, 1987'de
Ergun ve arkadasglari tarafindan %22,5 olarak bildirilmistir. Ayni oranlar kullanilmamis
sampuanlarda Ergun ve arkadaslan tarafindan %23,68, 1997'de Kabukgu
tarafindan %33,64 seklinde saptanmistir. Kullanilmis kremlerde ise bu oranlar,
Abdelaziz ve ark. (1989) tarafindan %27, Ergun ve ark. Tarafindan %13,33, Okeke
ve Lamikanra (2001) tarafindan ise %16,3 olarak bildirilmistir (52, 53, 54, 55).

Bu calismada en sik izole edilen bakteri, izolatlarin %33,33 oraniyla koagulaz negatif
Satphylococlar 'dir. KNS'ler vicutta hastalik olusturmadan bazi bdlgelerde yer alirlar,
deride orofarinkste ve gastrointestinal kanalda kalici olarak bulunurlar. Normal flora
bakterisi olarak tanimlanmakla beraber genel olarak yabanci cisim, katater, shunt
enfeksiyonlarina neden olur. Yapay kalp kapagina bagh endokardit, prostetik kalga
eklemi sendromlari, periton diyalizine bagl enfeksiyonlarin en énemli etkeni KNS
(6zellikle S. epidermidis)'dir (56). Tran ve Hitchins'in 1994'deki 3027 adet test kitiyle
yaptiklari aragtirmalarinda izolatlarinin %60'indan fazlasinin Staphylococcus sp. ve
Micrococcus sp. gibi tipik insan florasindan olustugunu bildirmislerdir ( 51).

Ergun ve arkadaslari (1987), kullaniimamis 62 kozmetik Grinin 2'sinde (%3,22),
Kabukcu (1997), kullaniimamis 104 sampuanin 3'Unde (%2,88), Dawson ve
Reinhardt (1981) ise kullaniimig Urdnlerin %1,0'inde S. aureus saptadiklarini
bildirmislerdir (47, 53, 54). Bizim ¢alismamizda izole edilen ve S. aureus turu olarak
tanilanan 2 ayn izolattan 2'si de kullaniimis UrUnlerden izole edilmigtir. S. aureus
dogada en sik rastlanilan ve burun delikleri, koltuk alti, vagina, farinks ve hasarli deri
ylzeyinde kolonize olabilen bir bakteridir. Enfeksiyon, deri ve mukoza bariyerinde
bozulma sonucu stafilakoklarin doku igine veya kan dolagimina girmesiyle baglar (31).
S. aureus 'un yaptigl hastaliklar arasinda bagta abse, fronkul, karbonkul, impetigo,
panasir gibi deri ve mukoza enfeksiyonlari, c¢ogunlukla c¢ocuklarda gdrulen
Stafilokoksik soyulmus deri sendromu (Scalled skin syndrom) gelmektedir.
Gogunlukla deri enfeksiyonlarinin %70'i S. aureus nedeniyle olugsmaktadir. Son
yillarda S. aureus 'a bagli hastane enfeksiyonlarinda artis Dbildiriimektedir,
enfeksiyonlarin dnlenebilmesi icin en dnemli uygulama ellerin yikanmasidir.
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Cildin kozmetik kremlerle nemlendiriimesi sonucu degisen nem durumundan dolayi
mikroorganizmalarla enfeksiyon riski artmaktadir, kremin kontamine olma durumunda
ise enfeksiyon riskinin ne derece artacagi dikkate alinmalidir (49).

Calismamizda izole edilen patojen bir bakteri olan P. aeruginosa 127 6rnegin sadece
2'sinde saptanmistir. Pseudomonas bulundugu gevreye ¢ok kolay uyum saglayabilen,
toprakta lagim sularinda yaygin olarak saptanan bir bakteri turadur. Pseudomonas sp.
su kaynaklarindan siklikla izole edilen ve deiyonize suda Ureyebilen bir bakteridir.
Kozmetiklerde bu bakterinin bulunmasinin bir tehlike kaynagi oldugu bildiriimektedir
(57,58). Pseudomonas turleri arasinda insanda hastalia neden olan P. aeruginosa
'dir. Bir kozmetik Urlinde P. stutzeri gibi firsatci bir patojenin varligi ayni triinde P.
aeruginosa 'nin da ureyebileceginin gostergesi olarak bilinmektedir. Pseudomonas sp.
antiseptik ve dezenfektan c¢ozeltilerinde de yasayabilmektedirler. P. cepacia dilue
losyonlarda ya da zayif prezervatif etkinligi olan koruyucu igeren Urlnlerde
ureyebilmektedir (59,60). Bu nedenlerle de pek ¢ok arastirici tarafinda kozmetiklerde
bozulma etkeni olarak Pseudomonas sp. siklikla izole edilmektedir (27, 49, 60.).

Calismamizda E. coli, érneklerin 2'sinde, kullaniimis 2 kavanoz ambalajli Grinde
saptanmigtir. Abdelaziz ve ark. (1989), incelemeye aldiklari 150 kozmetik Urlinden
sadece 1 tanesinden E. coli, Ergun ve ark. (1987), farkl kozmetik Urinlerden elde
edilen 14 izolattan 2'sinde E. coli, 2'sinde de Enterobacter saptamislardir (49,53).
Anelich ve Korsten (1996), arastirmalarindaki 46 kozmetik 6rnekten %17 oraninda
Enterobacter izole etmiglerdir (50). Kabukcu (1997)de 104 sampuan o&rneginin
2'sinden E. coli, Okeke ve Lamikanra (2001), ise 24 krem ve 25 losyondan olusan 49
drinden 8'inde E. coli saptamigtir (54, 55). Arastiricilar bu konuda, Nijerya'daki su
kaynaklarindan siklikla E. coli ve diger koliform bakteriler izole edilmekte oldugunu ve
urinlerde saptanan kontaminasyonun da, drunlerin Uretimi sirasindaki yetersiz
sanitasyon iglemlerinin gostergesi oldugu yorumunu yapmislardir.

Arastinldigi  kadariyla kozmetik Urlnlerdeki kontaminasyonlarda bakteriyal
kontaminasyonun fungal kontaminasyona goére daha yuksek oldugu gorulmastir.
Cahsmamizda kozmetik UrUnlerden izole edilen 57 izolattan 3 tanesi Candida
tropicalis 'dir. Anelich ve Korsten (1996), bozulmus kozmetik Urlinlerde en ¢ok C.
parapsilosisi izole etmiglerdir (50).

E. coli 'nin PCR ile saptanabilmesi icin cesitli arastiricilar farkli DNA primerleri
kullanmiglardir. Jimenez ve ark., 2000 yilindaki calismasinda B-D-glukronidaz
enzimini spesifiye eden uidA gen bdlgesinin 147 baz c¢iftlik bolgesini amplifiye eden
UAL-754 ve UAL-900 primerlerini, 1999 yilindaki ¢alismalarinda 16s rDNA bdlgesini
amplifiye eden bakteriyal primerleri kullanmiglardir (46). Farnleitner ve ark., (2000)'de
ayni gen bolgesini ¢evresel sulardaki E. coli kontaminasyonunu saptamak igin
kullanmistir (61). Bej ve ark. da (1990, 1991a ve 1991b) yaptiklari ¢ calismada LacZ
gen bolgesini amplifiye eden primerleri kullanmistir (62, 63, 64). Bizim ¢alismamizda
ise Le Bouguenec ve ark. (1992) tarafindan onerilen E. coli 'nin 750 baz ciftlik Pstl
DNA fragmentine 6zgl olan afa operonu i¢in, AFA 1 ve AFA 2 primerleri kullaniimistir
(26). Kullaniimis Urunlerden elde edilen E. coli, hastanenin Uroloji kliniginde calisan
personelin kullandigi materyal oldugundan bu primer Uropatojenik E. coli 'yi
saptamakta kullanilan primer olup tip tir de Gropatojenik kdkenli bir tirdur.
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Tam test edilen érnekler PCR reaksiyonunda pozitif sonug vermistir. PCR'da sistem
higbir sekilde yanhg pozitif sonu¢g vermemis ve higbir calismada inhibitor etki
saptanmamistir.

PCR yontemi ve klasik yontemlerle yapilan analizler sonucunda %100 uyumluluk
goOrulmustur. PCR yodntemi ile bakteri kontaminasyonu 30 saatte saptanirken standart
yontemlerle 6-8 gunu bulmaktadir. Klinik analizler ve gida érneklerinde yapiimis olan
calismalarda yuksek kalitede mikrobiyal DNA eldesi igin genig hacimli ekstraksiyon
ve purifikasyon basamaklari gerekmektedir (20,23).Ornekten direkt PCR ydntemi ile
mikrobiyal kontaminasyonu saptamada ayrica DNA ekstraksiyonu ve purifikasyona,
presipitasyona ve santrifijlemeye gerek kalmamaktadir. Bu sekilde kozmetik ve
farmasotik mikrobiyoloji laboratuarlarinda genis hacimli érnek analizlerinde bu
yontemin kullanilabilirligi goriimektedir.

DNA primer sekanslarinin mikrobiyal genomide kullanilabilirliginin avantaji sinirsiz
olmasidir. 1500-147 baz ciftik bodlgeden hedef bolgeyi segmek son derece
mumkunduar. Bundan bagka DNA ekstraksiyon protokoll optimize edilmistir, solvent,
alkol ¢oOktirme veya diger zaman alici iglemleri gerektirmemektedir. Cok cesitli
hammadde ve urun, PCR tabanli yontemlerle analiz edilmektedir. Belki bundan sonra
multiplex assay ile tum farmasoétik ve kozmetik trindeki kontaminantlar bir sistemde
uygulamak mumkudn olabilecektir. Bunlardan bagka DNA mikrogip teknolojisi kalite
kontrol calismalari igin kullanilabilecektir. DNA mikrogip teknolojisi yakin zamanda
cevresel ve Klinik orneklerdeki ¢odul mikrobiyal populasyonun saptanmasinda
kullanilmigtir.  Bu  teknolojinin  ileride  farmaso6tik  drneklerdeki  mikrobiyal
kontaminasyonu saptamada kullanilabilece@i disunitlmektedir (13, 65).

Kaynaklar

1. T.C. Resmi gazete, Kozmetik yonetmeligi, Kanun No: 3977, 23/ 02/ 1994.

2. Underwood, E., 1993, Ecology of microorganisms as it affects the pharmaceutical industry,
Pharmaceutical Microbiology-5. Ed.W.B., Hugo and A.D., Russel,Oxford, London and
Edinburg, Blackwell scientific publicatioms, P. 353.

3. (")zalp,M., 1998, Kozmetik drunlerde goérulen mikrobiyolojik kontaminasyonlar, T. Klin.
Kozmetoloji, V.1, I. 3, P. 167-176.

4. Tremewan H.C.,1946, Tetanus neonatorium in Nem Zealand, N.Z. Med. J. V.45,P. 312-
313.

5. Siquet, F., Devleeschouver,M.J., 2001, Handbook of Cosmetic Science and Technology,
Ed. Barel, A., Marcel Dekker Incorporated, New York, P.250.

6. Brannan D.K., 1996, Cosmetic preservation, Cosmet. Toilet., V.111, P. 69-83.

7. Reid,F.R., Wood, T.O., 1979, Pseudomonas corneal ulser the causative role of
contaminated eye cosmetics, Arch. Ophtalmol., V.97, P. 1640-1641.

8. Dawson, N.L. and Reinhardt, D.J., 1981, Microbial flora of inuse, display eye shadow
testers and bacterial challenges of unused eye shadows. Applied and Environmental
Microbiology, V.42, 1.2, P. 297-302.

9. Lindstrom, S.L., 1986, Consumer use testing: Assurance of Microbiological safety, Cosmet.
Toilet., V. 111, P. 43-45.

10. Orth, D.S., Dumatol, C., Zia, S., 1996, Hause organisms, dealing with the bug in plant,
Cosmet. Toilet., V. 113, P. 51-58.

13



11. Butler H., 1993, Historical Backround, Microbiological control of cosmetics, Poucher's
Perfumes, Cosmetics and Soaps, V. 3, 1.9, P. 572-639.

12. Baird, R.M., 1998, Contamination of non-sterile pharmaceuticals in hospital and
community environments, Pharmaceutical Microbiology, 5. Ed. W.B., Hugo and A.D., Russel,
Oxford, London and Edinburg, Blackwell scientific publications, P. 374.

13. Jimenez, L., 2001a, Rapid methods fort he microbiological surveillance of
pharmaceuticals, PDA J. Sci. Technol., V.55, |. 5, P.278-285.

14. Jimenez, L., 2001b, Mollecular diagnosis of microbial contamination in cosmetic and
pharmaceutical products: a review, J.A.O.A.C Int., V. 84, I. 3, P. 671-675.

15. Feng,P., 1992, Commercial assay systems for detecting foodborne Salmonella, a review,
J. Food Protect., V.55, I. 11, P.927-934.

16. Feng, P.,1996, Emergence of rapid methods for identifiying microbial pathogens in food,
J.A.O.A.C.nt, V.79, 1.3, P.809-812.

17. Van DerZee, H., and Veld, J.H.J.H., 1997, Rapid and alternative screening methods for
microbiological analysis, J.A.O.A.J. Int., V.80, I. 34, P. 934-940.

18. lvnitski, D., Abdel-Hamid, L., Atanasov, P., Wilkins, E., 1999, Biosensors for detection of
pathogenic bacteria, Biosensors& Bioelectronics, V.14, P. 599-624.

19. English, D., Scalici, C., Hamilton, J., Destro, C., Jimenez, L., 1999, Evaluation of the
TECRA visual immunoassay for detecting Staphylococcus aureus in cosmetic/
pharmaceutical raw materials and finished products, J. Rapid Method. Autom. Microbiol., V.7,
I. 3, P. 193-203.

20. Hill, W.E., 1996, The polymerase chain reaction: aplication fort he detection of foodborne
pathogens, Crit. Rev. Food Sci. Nutr., V.36, |. 1-2, P. 123-173.

21. Fujita,Y., Shibayama, H., Suziki, Y., Karita,S., Takamatsu, S., 2005, Rapid and accurate
identification of microorganisms contaminating cosmetic products based on DNA sequence
homology, Int. J. Sci., V.27, P. 309-316.

22. Davin-Regli, R. Challet, J. Bredin, J. Chevalier, F. Lepine and L.M. Pages, 2006,
Enterobacter gergoviae and the prevalence of efflux in parabens resistance, J. Antimicrob.
Chemother, V.57, P. 757-760.

23. leven, M., Goossens, H., 1997, Relevance of nucleic acid amplication techniques
diagnosis of respiratory tract infection in the clinical laboratory, V. 10, |. 2, P. 242-256.

24. Jaffe, R.l., Lane, J.d., Bates, C.W., 2001, Realtime identification of Pseudomonas
aeruginosa direct from clinical samples using a rapid extraction method and PCR, J. Clin.
Lab. Analysis, V. 15, 1. 3, P. 131-137.

25. De Vos D. A, Pirnay, J.P., Struelens, M., Vandenvelde, C., Vanderkelen, A., Cornelis, P.,
1997, Direct detection and identification of Pseudomonas aeruginosa in clinical samples
such as skin biopsy specimens and expectorations by multiplex PCR based on two outer
membrane lipoprotein genes oprl and oprL, J. Clin. Microbiol., V. 35, P. 1295-1290.

26. Le Bouguenec, C., Archambaud, M., Labigne, A., 1992, Rapid and specific detection of
the pap, afa, sfa, adhesin encoding operons in Uropathogenic Escherichia coli strains by
PCR, J. Clin. Microbiol., V. 30, I. 5, P. 1189-1193.

27. Wilson, 1.G., Cooper, J.E., Gilmour, A., 1991, Detection of enterotoxigenic
Staphylococcus aureus in dried skimmed milk: use of the PCR reaction for amplication and
detection of Staphylococcal enteretoxin genes entB and entCl and thermonuclease gene nuc.
Appl. Environ. Microbiol, V.57, 1.5, P. 1793-1798.

28. Turakka, L., Ojanen, T., Prittinen, T., 1986, Microbiological purity testing of semisolid
topical prepartions, Pharmazie, V.41, P. 254-256.

14



29. Hitchins,A.D., 2000, Committee on microbiology and extraneous materials, J.A.O.A.C Int,
V. 83,1.2, P. 491-492.

30. Turk Standartlari 4765, 1986, Kozmetiklerin test metodlari.

31. Anelich, L.E., 1996, Survey of microorganism associated with spoilage of cosmetic
creams manufactured South Africa, Int. J. Cosmet. Sci., V. 18, P. 25-40.

32. Koneman, E.W., Allen, S.D., Janda, W.M., Schreckenberger, P.C., Washinton, C.W.,
1997, Color atlas and textbook of diagnostic microbiology, %. Edition, Philadelphia; J.B.
Lippincott Company.

33. Krieg,N.R., Holtt, J.G., 1984, Bergeys Manual of Systematic Bacteriology, V.1, The
William & Wilkins company, Baltimore/ Hong Kong/ london, P. 141-458.

34. Sneath, P.H.A., Mair,N.S., Sharpe, M.E.,Hollt,J.G., 1984, Bergeys Manual of Systematic
Bacteriology, V. 2, The William & Wilkins company, Baltimore/ Hong Kong/ london, P. 1113-
1035.

35. Barnett, J.A., Payne, RW., Yarrow, D., 2000, Yeasts: Characteristics and Identification,
3" Ed., Cambridge University Press, Cambridge, P.1139.

36. Unal,S., Hoskins J., Flavowitsch, J.E.,1992, Detection of meticillin resistant Staphylococci
by using the PCR, J. Clin. Microbiol. V. 30, 1.7, P. 1685-1691.

polimerase chain reaction amplication of the nuc gene, J. Clin. Microbiol, V.30, 1.7, P. 1654-
1660.

37. Brakstad, O.D., Asbakk, K., Maeland J.A., 1992, Detection of Staphylococcus aureus by
polimerase chain reaction amplication of the nuc gene, J. Clin. Microbiol, V.30, 1.7, P. 1654-
1660.

38. Jimenez, L., Ignar, R., Smalls, S., Grech, P., Bosko, Y., English, D.,1999a, Molecular
detection of bacterial indicators in cosmetic/ pharmaceuticals and raw materials, J. Ind.
Microbiol. and Biotech., V.22,P. 93-95.

39.Ausubal,F., Brent, R., Kingston, E.R., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, A.J., Struhl, K.,
1992, Short protocols in molecular biology, third edition, John Wiley and Sons Inc.

40. Muehlbayer, F.J., 1999, Procedures and recips for DNA isolation, RAPD, RFLP, AFIP,
STMS and ISSR Methods, Garian Lugume Genetics and Physiology Research Unit Pulman.

41. De La Rosa, M.C., Medina, M.R., Vivar,C., 1995, Microbiological quality of
pharmaceutical raw materials, Pharmaceutica Acta Helvetiae, V.70, P. 227-232.

42. Patel, M.R., Patel, A.A., Gandhi, T.P., Gandhi, P.N., Joseph,A.R., Cadila, F.,1985,
Microbial contamination of oral liquit medications survey, Indian Drugs, V.22, P. 243-237.

43. Brannan, D.K., 1998, Packaging's role in preservation, Cosmet. Toilet., V.113, P. 79-89.

44. Brannan, D.K., Dille, J.C., 1990, Type of closure prevents microbiol contamination of
cosmetics during consumer use, Applied and Environmental Microbiology, V. 56, P. 1476-
1479.

45, United States Pharmoccopea XXII, 1990, U:S: pharmocopeal convention, Rockwille.

46. Jimenez L., Smalls S., Ignar R, 2000, Use PCR analysis for detecting low levels of
bacteria and mold contamination in pharmaceutical samples, V.41, P. 259-265.

47. Dawson, N.L. and Reinhardt, D.J., 1981, Microbial flora of inuse, display eye shadow
testers and bacterial challenge of unused eye shadows, Applied and Environmental
microbiology, V.42, I. 2, P. 297-302.

15



48. Wong, S., Street, D., Delgado, S.I., 2000, Recalls of foods and cosmetics due to
microbial contamination reported to the U.S. Food and Drug Administration, Journal of Food
Protection, V. 63, P. 113-116.

49. Abdelaziz,A.A., Ashour, M.S.E., Hefni, H., 1989, Microbiol contamination of cosmetics
and personal care items in Egypt eye shadows, mascaras and face creams, J. Clin. Pharm.
Therap., V. 14, P. 21-28.

50. Anelich, L.E., Korsten, 1996,Survey of microorganism associated with spoilage of
cosmetic creams manufactured South Africa, Int. J. Cosmet. Sci., V.18,P.25-40.

51. Tran,T.T., Hitchins, A.D., 1994, Microbial survey of shared use cosmetic test kits
available to the public, Journal of Industrial Microbiology, V. 13,I. 6, P. 389-391.

52. Akin, A., Altanlar, N., 1989, Yurdumuzda uretilen ve kullanilan dudak boyalarinin
mikrobiyolojik kalite kontrolleri Gzerine arastirmalar, Mikrobiyal. Bil., V.23, 1.4, P.369-378.

53. Ergun, H., Tuncer, I., Sengil, A.Z., 1987, Microbiological analysis of some, cosmetics on
the market, Mikrobiyol. Bal., V. 21, I. 4, P. 301-307.

54. Kabukgu, B., 1997, Turkiye'de uretilen $q_mpuan|arm mikrobiyolojik kalite kontrolleri
Uzerine arastirmalar, Ylksek lisans tezi, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisu.

55. Okeke, I.N., Lamikanra, A., 2001, Bacteriological quality of skin-moisturizing creams and
lotions distributed in a tropical developing country. Journal of Applied Microiol. V.91, P. 922-
928.

56. Tdnger, A, (_;avusoglu, C., Korkmaz,M., 1998, Mikrobiyoloji 2000, Asya Tip Yayincilik, 1.
Baski, Bornova-lzmir.

57. Mania, C.M., Nunes, O.C., Morais, P.V., Costa,M.S., 1990, Heterotrophic plate counts
and the isolation of bacteria from mineral wate on selective and enrichment media. Journal of
Applied Bacteriology, V.69, P. 871-876.

58. Knowlton, J.L., 1993, Emulsion Theory, Poucher's Perfumes, Cosmetics and Soaps, V.
3-9, Ed. Poucher, W.A., London, Glaskow,N.Y., Chapmam Hall, P. 534-555.

59. Tattawasart, U., Maillard, J.Y., Furr, J.R., Russel, A.D., 1999, Comparative responses of
Pseudomonas stutzeri and Pseudomonas aeruginosa to antibacterial agents, Journal of
Applied Microbiology, V. 87, P. 323-331.

60. Mcdonnell, G., Russel, A.D., 1999, Antiseptics and disinfectans: activity, action and
resistance, Clincal Microbiology Reviews, V. 12, 1. 1, P. 147-179.

61. Farnleitner, A.H., Kreeuzinger, N., Kavka, G.G., Grillenberger, S.,Rath, S., Mach, R.L.,
2000, Simultaneous detection and differentiation of E. coli populations from environmental
freshwaters by means of sequencevariations in a fragment of the B-D.Glucuronidase gene,
Applied and Environmental Microbiol., V. 66, I. 4, P. 1340-1346.

62. Bej, A.K., Steffan, R.J., Dicesare, J.L., Haff, L., Atlas, R.M.,1990. Detection of coliform
bacteria in water by PCR and gene probes, Appl. Environ. Microbiol., V. 56, I. 2, P. 307-314.

63. Bej, A.K., Dicesare, J.L., Haff, L., Atlas, R.M.,1991a, Detection of E. coli and Shigella spp.
in water using the PCR and gen probes uid, Appl. Environ. Microbiol., V.57, 1.4, P. 1013-
1017.

64. Bej, A.K., Mahrubani, M.H., Dicesare, J.L., Atlas, R.M.,1991b, PCR gene probe detection
of microorganism by using fitler concentrated samples, Appl. Environ. Microbiol., V. 57, 1.12,
P. 3529-3534.

65. Guschin, D.Y., Mobarry, B.K., Proudnikov, D., Stahl, D.A., Rittmann, B.E., Mirzabekov,
A.D., 1997, Oligonucleotide microchips as genosensors for determinative and environmental
studies in microbiology, Appl. Environ. Microbiol. V. 63, I. 6, P. 2397-2402.

16



