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Oz: Deri endiistrisinde tuzlanmus deriye kaybettigi suyun geri kazandirilmasi, derinin yumusatilmasi, derideki
tuzun, kanin, giibrenin, pisligin ve mikroorganizmalarin uzaklastirilmast amaciyla 1slatma islemi
uygulanmaktadir. Islatma islemi bakterilerin gelismesi i¢in olduk¢a uygun bir ortam olup, bu siiregte derilerde
onemli hasarlar meydana gelmektedir. Islatilmig deriler antimikrobiyal maddelerle muamele edilmesine ragmen,
bu derilerin kalitesini olumsuz etkileyebilecek gram-pozitif ve gram-negatif bakterileri icerdikleri bilinmektedir.
Antimikrobiyal maddelerin az ve rastgele kullanilmasi1 bu bakterilerin sayilarinin kontrol edilmesinde yetersiz
kaldig1 gibi, fazla kullanilmasi da antimikrobiyallere direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir.
Uygun antimikrobiyal madde se¢imi derilerde bakterilerden kaynaklanan zararin 6nlenmesi agisindan oldukca
onemlidir. Bu nedenle, deri endustrisinde kullanilan bir antimikrobiyal maddenin referans bakteri suslarina karst
uygulanmasi ve minimum inhibisyon konsantrasyonunun arastirilmasi, deri islenti basamaklarinda deriye zarar
verebilecek bakterilerin iizerine bu antimikrobiyal maddenin etkinliginin belirlenmesi agisindan onemli bilgi
verecektir. Bu caligmada gram-negatif ve gram-pozitif referans suglari ve bunlarin karigik kiltiirii {izerine
metilizotiazolinon iceren antimikrobiyal maddenin onsekiz farkli konsantrasyonu uygulanarak minimum
inhibisyon konsantrasyonu agar diliisyon metodu ile arastirtlmistir. Minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC29213, Micrococcus luteus ATCC9341,
ve tiim test bakterilerinin karigik kiiltiirii icin 5000 pg/ml; Escherichia coli ATCC25922 igin 1250 pg/ml;
Bacillus cereus ATCC11778 icin 156 ug/ml; Staphylococcus epidermidis ATCC12228 ve Enterococcus faecalis
ATCC29212 i¢in 39 pg/ml; ve Bacillus subtilis ATCC6633 igin ise 9.76 pg/ml olarak bulunmustur. Sonug
olarak, test edilen antimikrobiyal maddenin sekiz farkli referans susun ve bunlarin karigik Kkiiltiiriiniin
gelisimlerini inhibe ettigi ve etki spektrumunun genis oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal madde, Gram-pozitif bakteri, Gram-negatif bakteri, Minimum inhibisyon
konsantrasyonu

Minimum Inhibition Concentration of an Antimicrobial Agent Containing
Methylisothiazolinone Used in Leather Industry Against Reference Strains

Abstract: In leather industry soaking process is applied to salted hides and skins in order to rehydrate, to soften,
to remove the salt, blood, dung, dirt and microorganisms. The soaking process is a favorable environment for
bacterial growth, and during this process significant damage occurs on the hides and skins. It is known that
soaked hides/skins contain Gram-positive and Gram-negative bacteria, which can adversely affect hide/skin
quality even though they are treated with antimicrobial agents. Insufficient and random use of antimicrobial
agents is inadequate in controlling the numbers of these bacteria, and excessive use of them also leads to the
emergence of antimicrobial-resistant bacteria. The choice of appropriate antimicrobial agent is very important in
preventing damage caused by bacteria found on the hides. Therefore, application of methylisothiazolinone-
containing antimicrobial agent used in the leather industry against reference bacterial strains and investigation of
the minimum inhibitor concentration will provide important information on the effectiveness of this
antimicrobial agent on bacteria that may be harmful to hides in leather processing. In the present study, the
eighteen different concentration of antimicrobial agent containing methylisothiazolinone were applied against
Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli ATCC25922) and Gram-positive
(Staphylococcus epidermidis ATCC12228, Staphylococcus aureus ATCC29213, Micrococcus luteus
ATCC9341, Enterococcus faecalis ATCC29212, Bacillus cereus ATCC11778, Bacillus subtilis ATCC6633)
reference strains and their mixed culture. The minimum inhibitor concentrations were determined using agar
dilution method. The minimum inhibitor concentrations of antimicrobial agent were found as 5000 pg/ml for
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Staphylococcus aureus ATCC29213, Micrococcus luteus ATCC9341,
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mixed culture of test bacteria; 1250 pg/ml for Escherichia coli ATCC25922; 156 pg/ml for Bacillus cereus
ATCC11778; 39 ug/ml for Staphylococcus epidermidis ATCC12228 and Enterococcus faecalis ATCC29212;
and 9.76 pg/ml for Bacillus subtilis ATCC6633. As a result, it was determined that the tested antimicrobial agent
inhibited the growth of eight different reference strains and their mixed culture, and that spectrum of action was

broad.

Keywords: Antimicrobial agent, Gram-positive bacteria, Gram-negative bacteria, Minimum inhibition

concentration

1. Giris

Dericilik sektorii ilkemizde son yillarda
gelisme  gostererek  Tirkiye’nin  Onemli
sektorleri arasinda yerini almistir. Tuzlanmis
ve 1slatilmig deriler kesim, istifleme, depolama
ve tasmmma sirasinda, Uzerlerinde bulunan
bakterilerin gelisimini ve bu bakterilerin deriye
verebilecekleri zararlar1 6nlemek amaciyla tuz,
borik asit ve ¢esitli antimikrobiyal maddelerle
korunmaktadir (Adminis ve Money, 2003).
Deriler cesitli yontemlerle korundugu halde,
kesildikten
vicudundan, havadan, sudan, kesimhaneden,
diskidan,

gram-pozitif

hayvan sonra hayvanin
topraktan, dig ortamdan bulasan

ve gram-negatif  bakteriler
kendileri icin ideal bir besin ortami olan deride
gelismektedir (Newton ve ark., 1977; Antic ve
ark., 2010). Arastirmacilar bu durumun derinin
yapisinin bozulmasina, deride sir¢a zararina, kil
dokiilmesine, kotii koku olusumuna yol actigini
saptamislardir (Haines, 1984; Bailey ve Birbir,
1993). Daha once yapilan calismalarda cesitli
gram-pozitif, gram-negatif bakteri tlrleri
tuzlanmig ve 1slatilmis hayvan derilerinden
izole edilmistir (Berber ve Birbir, 2010; Aslan
ve Birbir 2011; Aslan ve Birbir 2012; Akpolat
ve ark., 2015; Caglayan ve ark., 2015; Ulusoy

ve Birbir, 2015; Birbir ve Yazici, 2016).
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Kaliteli deri Uretiminin deri endustrisindeki
ekonomik ©Oneme sahip olmasi sebebiyle bu
sektoriinde kullanilan

calismada  deri

metilizotiazolinon iceren  antimikrobiyal
maddenin farkli konsantrasyonlar1 sekiz farkli
referans bakteri suglarina ve bunlarin karigik
kiltlirlerine kars1 uygulanmistir. Her bir bakteri
tlrdne ve bu bakterilerin karisik kiiltiirtine kars1
test antimikrobiyalinin  minimum inhibisyon
konsantrasyonu ayri ayri arastirilmistir. Bu
calismadan elde edilen veriler, deri islenti
basamaklarinda deriye zarar verebilecek gram-

pozitif ve gram-negatif bakterilerin tizerine bu

antimikrobiyal =~ maddenin  etkin  oldugu
konsantrasyonun belirlenmesi ve gereksiz
kimyasal kullaniminin oOnlenmesi agisindan

onemli katkida bulunacaktir.

2. Materyal ve Metot

Bu calismada metilizotiazolinon igeren
ve deri endistrisinde 1slatma isleminde
kullanilan test antimikrobiyalinin gram-negatif
(Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 ve
Escherichia coli ATCC25922) ve gram-pozitif
(Staphylococcus epidermidis ATCC12228, S.
aureus ATCC29213,
ATCC9341,

ATCC29212, Bacillus cereus ATCC11778 ve

Micrococcus luteus

Enterococcus faecalis
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B. subtilis ATCC6633) referans suslart ve
inhibe
Inhibitér Konsantrasyon (MIK)

bunlarin  karisik  kiiltiiriini ettigi

Minimum
degeri agar diliisyon test metodu ile
arastirilmistir (Anonymous, 2000; Wiegand ve
2008). 18 farkli
konsantrasyonu (10000 pg/ml, 5000 pg/mi,

2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 625 pg/ml, 312

ark., Antimikrobiyalin

pug/ml, 156 pg/mi, 78 pg/mi, 39 pg/ml, 19.5
pg/ml, 9.76 pg/ml, 4.88 pg/ml, 2.44 pg/ml,
1.22 pg/ml, 0.6 pg/ml, 0.3 pg/ml, 0.15 pg/ml
ve 0.07 pg/ml) hazirlanarak 19 ml agarh
Nutrient besiyerine Cizelge 1°de gosterildigi

sekilde ilave edilmistir.

Cizelge 1. Farkli konsantrasyondaki antimikrobiyal maddenin hazirlanmasi

Ik konsantrasyon Stok Distile 19 ml besiyerinin 19 ml besiyerinin, 1 ml
(pg/ml) (ml) su (ml) ilavesinden dnceki antimikrobiyal maddenin tzerine
konsantantrasyon ilavesinden sonra son
(ug/ml) konsantrasyon (ug/ml)
200.000 2 0 200.000 10.000
200.000 2 2 100.000 5000
200.000 1 3 50.000 2500
50.000 2 2 25.000 1250
50.000 1 3 12.500 625
50.000 1 7 6250 312
6250 2 2 3125 156
6250 1 3 1562.5 78
6250 1 7 781.25 39
781.25 2 2 390.63 19.5
781.25 1 3 195.31 9.76
781.25 1 7 97.66 4.88
97.66 2 2 48.83 2.44
97.66 1 3 24.41 1.22
97.66 1 7 12.21 0.6
12.21 2 2 6.10 0.3
12.21 1 3 3.05 0.15
12.21 1 7 1.53 0.07
Stok  Antimikrobiyal Madde 1 Nolu McFarland Bulanikhk

Soliisyonunun Hazirlanmasi
Metilizotiazolinon iceren
200.000

distile

maddeden
1000 ml

antimikrobiyal mg

tartilarak steril su ile
karistirilmustir.
0.5 Nolu McFarland Bulanikhk
Standardinin Hazirlanmasi
5 ml 1 Nolu McFarland bulanik
tiplndeki cozeltinin Gzerine 5 ml distile su

eklenerek hazirlanmistir (Bilgehan, 2004).
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Standardimin Hazirlanmasi

0.18 M’lik H,SO4’ten 9.9 ml alinarak,
0.1 ml 0.048 M’lik BaCl; ile karistirilmistir
(Bilgehan, 2004).

%0.85 NaCl iceren Nutrient Agar
Besiyerinin Hazirlanmasi

20 g Nutrient Agar, 85 g NaCl
tartilarak 1000 ml distile su ile karistirilmistir.

Besiyerinin pH’1 7.0’ye ayarlandiktan sonra

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
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gram-negatif ve gram-pozitif referans
suslarina ait saf koloniler alinarak ayr1 ayr
Nutrient Agar besiyerine ekilmis ve petri
kaplar1 37°C’de 24 saat etiivde bekletilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra koloni olusturma
bir
bakterinin 0.5 McFarland bulaniklik tiipiine
(10°  kob/ml) ayn ayn

siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Her bir referans

birimi  (kob) hesaplanmasi igin her

gore bakteri
susun siispansiyonlarindan 1 ml alinarak, 9 ml
steril fizyolojik tuzlu su ile karigtirilmastir.
Toplam bakteri yogunlugu her bir sus igin 10
kob/ml olmustur. Ayri ayr1 hazirlanan bu
bakteri soliisyonlarindan 1 ml alinarak steril bir
tipte karigtinlmistir ve bakterilerin  karisik
kiiltirii (107 kob/ml) yapilmustir (Hammer ve
ark., 1999; Anonymous, 2000). Toplam bakteri
yogunlugu 10" kob/ml olan soliisyonlardan ayr1
ayrt 1 pl almarak (10* kob/damla) petrideki
besiyerine konulmustur. Etiivde 37°C’de 24
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saat bekletilerek test antimikrobiyalinin MIK

degerleri saptanmistir (Anonymous, 2000).

3. Sonuclar

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Staphylococcus ATCC29213
Micrococcus luteus ATCC9341 igin MIK
degeri 5000 pg/ml bulunmustur (Cizelge 2).
Escherichia coli ATCC25922 i¢in MIK degeri

aureus Ve

1250 pg/ml bulunmustur (Cizelge 2). Bacillus
cereus ATCC11778 igin MIK degeri 156 pg/ml
iken, Staphylococcus epidermidis ATCC12228
ve Enterococcus faecalis ATCC29212 i¢in 39
ug/ml olarak bulunmustur. Bacillus subtilis
ATCC6633 icin MIK degeri ise 9.76 pg/ml
(Cizelge 2). Test

farkl1  konsantrasyonlari

olarak  hesaplanmigtir
antimikrobiyalinin
sekiz adet referans susun karsik kiiltiirii iizerine
uygulandiginda MIK degeri 5000 pg/ml olarak
tespit edilmistir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Amerikan tipi kiiltiir koleksiyonu referans bakteri suglarinin {izerine metilizotiazolinon igeren antimikrobiyal
maddenin farkli konsantrasyonlarinin minimum inhibitdr konsantrasyonlari

& o)

Konsantrasyon 3 o

(ng/ml) § 2 E

T ™ =

5§ g2

EN SE

350 =<

=2 S35

g < n &
1 10.000 - -
2 5000 - -
3 2500 + -
4 1250 + -
5 625 + -
6 312 + -
7 156 + -
8 78 + -
9 39 + -
10 195 + 1
11 9.76 + A
12 4.88 + +
13 2.44 + A
14 1.22 + A
15 0.6 + +
16 0.3 + 1
17 0.15 + +
18 0.07 + +

+ : Ureme var, - : Ureme yok

4. Tartisma

Daha onceki ¢aligmalarda Bacillus,
Micrococcus, Pseudomonas ve Staphylococcus
bakterilerin  1slatma
edildigi
(Pfleiderer ve Reiner, 1988; Yapici ve Yapici,

cinslerine ait olan

sivilarindan  izole bildirilmistir
2002; Rangarajan ve ark., 2003; Yapici ve ark.,
2004). Ayrica Bacillus cereus, B. laterosporus,
B. liquefaciens, B. megaterium, B. subtilis, B.
pumilus, Micrococcus spp. ve Pseudomonas
aureginosa tirleri de 1slatma sivilarindan izole
edilmistir (Birbir ve llgaz, 1996; Orlita, 2004).
Diger bir ¢alismada, % 0.4 ticari bakterisit ile
1slatilmis koyun derilerinde proteolitik, lipolitik

ve sporlu bakteriler tespit edilmistir (Bilgi ve

(%2}
3 &
2 a |3
=]
3 z g N
3 = i 3 @ = =
8 m o 2N Ny 2o E =
S = 5 o - S N o~ 5 9 =
S o < o N = o 3~ a0 E
8 o o M IsX] S 0 — ©
= N 8c» (SN = N ‘SH gco 2
20 o O 20 s O =0 =0 R
s O 5 O 0O EO S O S O =
S = = = c = ok ok sFE 8
n < =< w < W o< o< X
+ + - = +
+ + = - = - +
+ + - + - - +
+ + - + - - +
+ + - + - - +
+ + = + + - +
+ + = + + - +
+ + + + + - +
+ + + + + - +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
+ + + + + + +
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ark., 2009). Berber ve ark. (2010), aktif icerigi

didesildimetilamonyum klortr olan
antimikrobiyal maddenin 1slatma sivilarinda
0.4 g/I'lik konsantrasyonda uygulandigi bir
tabakhaneden 1slatma sivisi 6rnekleri almistir.
Bu s1v1 6rneklerinde yiiksek sayida proteolitik
(10%-10” kob/ml) ve lipolitik (10%-10° kob/ml)
bakterilerin varlig saptanmistir. Bu
tabakhanelerde onerilen 0.4 g/I’lik kullanim
iki 0.8 g/
cikarildiginda  dahi icinde

proteolitik (10° kob/ml) ve lipolitik (10°-10*

konsantrasyonu katina

1islatma  sivisi

kob/ml) bakterilerin saptandigi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Berber ve ark., 2010).
Arastirmacilar, bu 1slatma sivist 6rneklerinden

Bacillus mycoides, B. lentus, B.
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amyloliquefaciens, Enterobacter gergoviae, E.
sakazakii, E. amnigenus biogrup I, E. cloacae,

Pseudomonas fluorescens, P. luteola, P.

putida, Enterococcus avium, E. faecium,

Lactococcus lactis ssp. lactis, Aerococcus
Vibrio
Staphylococcus hominis, S. capitis, S. sciuri, S.
S. S.

epidermidis, S. intermedius, S. haemolyticus, S.

viridans, parahaemolyticus,

xylosus, cohnii  ssp. urealyticus,
lugdunensis, S. cohnii ssp. cohnii, S. warneri,
izole edilerek
tanimladiklarini (Berber
Birbir, 2010). Veyselova ve ark. (2013) islatma

stvilarinda kullanilan % 12.5 didesil dimetil

Kocuria varians tirleri

bildirmislerdir ve

amonyum Klorir ve % 12.5 benzil dimetil
amonyum Kklorur igeren kuarterner amonyum
bilesiginin Bacillus licheniformis, B. pumilus,
Staphylococcus  intermedius, Pseudomonas
luteola, Enterobacter cloacae, Vibrio fluvialis
ve Enterococcus faecium turleri tzerine ve bu
bakterilerin karigik kiiltiir {izerine ayr1 ayri
297 gl

saatlik

etkisini aragtirmistir.  Bilesigin

8
uygulamalarinda, 25°C ve 37°C sicaklikta

konsantrasyonunun ve 24

bakteriler ve Dbunlarin karnisik  kiiltiirleri
tamamen inaktive edilmistir (Veyselova ve
ark., 2013). Birbir ve ark., (2015), aktif icerigi
bir
antimikrobiyalin minimal inhibisyon etkisini
C.

nepalensis,

sodyum  dimetilditiyokarbamat  olan

hem Chromohalobacter israelensis,

canadensis, Staphylococcus
Halomonas halodenitrificans, H. halmophila
izolatlar tizerine hem de bu izolatlarin karisik

kiiltlirii iizerine uygulayarak arastirmislardir.
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Arastirmacilar Chromohalobacter israelensis,
C. canadensis, Halomonas halodenitrificans,
H. halmophila ve bunlarin karigik kiiltiirii i¢in
MIK degerini 15.6 pg/ml
Staphylococcus nepalensis (KT1) ig¢in MIK
degerini  0.96 pg/ml
bildirmislerdir (Birbir ve ark., 2015). Islatilmig

bulmus iken,

olarak bulduklarini

sigir  ve  koyun  derilerinde  bulunan

Enterobacteriaceae familyasim1 ait bakteri
tirleri Birbir ve Yazic1t (2016) tarafindan
detaylica arastirilmistir. Arastirmacilar,
Citrobacter freundii, C. koseri, Cronobacter
sakazakii, Enterobacter amnigenus, E. cloacae,
Kluyvera intermedia, Morganella morganii,
mirabilis, Providencia

Proteus rettgerii

tirlerini  1slatilmis  koyun  derilerinden,

Citrobacter koseri, Cronobacter sakazakii,
Ewingella americana, Kluyvera intermedia,
Morganella morganii, Providencia rettgerii,
Serratia marcescens, S. plymuthica ve S.
rubidae tiirlerini 1slatilmis sigir derilerinden
izole ettiklerini
Yazici, 2016).
ATCC27853, Staphylococcus epidermidis
ATCC12228, S. ATCC29213,
Micrococcus luteus ATCC9341, Enterococcus
faecalis ATCC29212,
ATCC25922, Bacillus cereus ATCC11778, B.

subtilis ATCC6633

aciklamislardir  (Birbir ve

Pseudomonas aeruginosa

aureus

Escherichia  coli

suslarinin  lizerine ve

bunlarin karisik kiltiiri lizerine

metilizotiazolinon iceren  antimikrobiyal

maddenin minimum inhibisyon

konsantrasyonlarinin arastirildigr bir ¢alismaya

rastlanmamustir.  Sonu¢  olarak, 1slatma
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isleminde etkili antimikrobiyal maddelerin Onlemesi ve yiksek Kkaliteli deri Gretimi
uygun konsantrasyonda kullanimi, bu islenti acisindan oldukga 6nemlidir.

basamaginda bulunan bakterilerin gelisiminin
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