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OZET

Bu caligsmada 100 ppm nano-gimi § solliisyonun laboratuar ko sullarinda ( in vitro) Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Enterecoccus faecalis, Bacillus cereus, Candida
albicans ve Aspergillus niger Uzerindeki antibakteriyel ve antifungal etkinli  gi belirlenmi § ve 100 ppm
gumi g solusyonunun mikroorganizmalari 2-10 dakikalik sur eler icinde inhibe etti gi saptanmi stir.

Kovan cali smasinda (in vivo) ise yavru ¢urikli g agisindan 6nemli gorilen Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Corynebacterium jeikum ve kire¢ hastali gi etkeni Ascosphaera
apis gibi mikroorganizmalar ile kontamine edilmi g, normal kovanlar ile i¢ yizeyi tamamen (10 nanog-
ram-50ppm) nano giimi s ile kaplanmi $ (emprenye) kovanlarda enfeksiyon kayna g1 mikroorganizma-
larin Uremeleri takip edilmi stir. In vivo caligsmada cevre, toprak ve su kokenli adi yavru ¢lrikla g
etkenleri tekli, ikili ve coklu verilerek gimii sl ve normal kovanlarda etkinlikleri belirlenmi stir.

Tekli ve ¢oklu kontaminasyonlar sonucu nano-gimd s kapli kovanlarda verilen mikroorganizmalarin
hicbiri trememi g, yapilan aylik kontrollerde ise kovanlarda arilari  n sayisinin azalmadi §i, hastalik be-
lirtilerinin olu smadig! ve yavru sayisinin azalmadi @i tespit edilmi stir. Bazi nano-gimu § kapli kovan-
larda, 5.guin sekonder bakteri iremeleri olmasinara gmen 1, 2 ve 3.ay kontrollerinde hicbir sekonder
mikroorganizma saptanmami  stir.

Normal kovanlarda ise verilen bakterilerin ve gok s ayida sekonder bakterinin Uredi  gi tespit edilmi stir
Ayrica kontrol kovanlarinda arilarin sayisinin azal  masi, hastalik belirtilerinin olu smasi, peteklerde
bulmaca manzarasi, koku ve adi yavru ¢Urikli  gu belirtileri tespit edilmi  stir. 1, 2, ve 3. ay kontrolle-
rinde de ayni ya da farkli sekonder etkenler izole  edilmi gtir.

Gumusli kovanlardan ve kontrol kovanlarindan hasat edile n bal ve peteklerde gimi § kalint
dizeyinin katki kalinti agisindan normal sinirlarda oldu gu saptanmi g ve insan sa gligr yoniinden
herhangi bir risk ta simadi g1 saptanmi gtir.
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GIRIS

Mikroorganizmalar yasam alanlarimizin hemen her
yerinde, havada, toprakta ve suda bulunmakta kimi
zaman insan ve hayvan sagligini tehdit etmektedir.
insan ve hayvan saghgini  korumak ve
enfeksiyonlarin kaynadi mikroorganizmalarin yol
actigi hastaliklardan kurtulmak amaciyla yapay
veya dogal bircok antibiyotik  kullaniimistir.
Antibiyotiklerin kesfinden binlerce yil 6énce altin,
bakir ve gimuisiun mikroorganizmalar Uzerinde

oldurici etkisi oldugu bilinmektedir (Kim ve ark.,
1998; Berger ve ark., 1996; Wesley, 2009).

Gumus iyonlarinin olddrtca etkinligi son yillarda
yapilan arastirmalarla acikhda kavusturulmustur.
Bu calismalarda gimus iyonlarinin proteinlerin—SH
gruplariyla bagd yaptidr belirlenmistir. Gumusin
proteinler Uzerindeki bu etkisi nedeniyle, hicre
DNA'sl, hiicre sitoplazmasi, hiicre duvari
proteinleriyle reaksiyona girerek antibakteriyel,
antifungal ve antiviral etki gosterdigi bildirilmistir
(Bragg ve Rannie, 1974; Richards ve ark., 1984;
Thurmann ve Gerba, 1989; Russel ve Hugo, 1994;
Wells ve ark, 1995; Feng ve ark., 2000; Matsumara
ve ark., 2003; Batarseh, 2004).

Son yillarda nano teknoloji kullanilarak gimdas iyon-
larinin  milimetrenin 100’de 1 boyutlarina kadar
kugultilerek daha az miktardaki gimis ile daha
genis bir ylzey alani kaplanarak gumusin
antibakteriyel etkinliginden bircok alanda yararla-
nilmaktadir. Bakterilerin gimise diren¢ gelistire-
memesi, dikkatli kullaniminda toksisitesinin olma-
masi, alerjik 6zellik tasimamasi ve diger maddelere
gore son uriin haline getirilmesinin daha ucuz ol-
masi nedeniyle tekstil, elektronik, tip, seramik, cam,
ambalaj ve boya urunlerinin Uretimi sirasinda yu-
zeyde olusturulan antibakteriyel bariyer etkinlikten
yararlaniimaktadir ~ (Ureyen ve ark., 2008;
Kawashita ve ark., 2000; Dolas ve ark., 2011,
Sirengil ve Kiling, 2011).

Bu calismada 100 ppm nano-gimis sollisyonunun
laboratuar kosullarinda E.coli, S.aureus,
S.typhimurium, E.faecalis, B.cereus, C.albicans ve
A. niger Uzerindeki antibakteriyel ve antifungal et-
kinliginin belirlenmesi amaglanmis; in vivo calisma-
da ise yavru curdkligu agisindan 6nemli gorilen
secilmis mikroorganizmalar ile enfekte edilmis nor-
mal kovanlar ile i¢ yluzeyi tamamen 10 nanometre-
50 ppm nano gumus ile kaplanmis (emprenye)
kovanlarda enfeksiyon kaynadi mikroorganizmala-
rin Gremeleri takip edilmigtir.
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GEREC VE YONTEM
in vitro Calisma

Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Salmonella typhimurium
(CCM 5445), Enterecoccus faecalis (ATCC 29212),
Bacillus cereus (ATCC 6633), Candida albicans
(ATCC 90028), Aspergillus niger (Klinik sus)
37 C 'de sivi Thioglycollate besiyerinde 24 saat
zenginlestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi tim test
mikroorganizmalarinin taze besiyerlerinden 0,5
McFarland Standart yogunlugunda bulaniklik hazir-
lanmistir. Daha sonra 0,5 McFarland Standart yo-
gunlugundan steril distile su kullanilarak 10”ya
kadar dilusyonlar yapilimis ve bu dilusyonlardan
kanli agar besiyerine pasajlar yapilarak 37 C'de
inkiibe edilmistir. Test edilen her mikroorganizma
baslangic sayisinin 10° Kob/mL diizeyinde oldugu
saptanmistir. Her bir mikroorganizmanin 10%lk
dilisyonunun 1 ml'si 3500 dev/dk 20 dakika santri-
fije edilerek santrifijleme sonunda ustteki sivi ki-
sim pipetlenerek atilmistir. Altta kalan ¢okelti 100
ppm nano-gimus solisyonu ile muamele edilmigtir.
Bu sekide hazirlanan  E.coli, S.aureus,
S.typhimurium, E. faecalis, B. cereus ve C. albicans
Uzerine 100 ppm gimuis soliisyonu eklenmesini
takip eden 2, 5, 10, 30 ve 60. dakikalarda numune
alinarak kanli agara ekim vyapilmistir. Plaklar
37T 'de 24 saat inkiibe edilerek inkiibasyon sonu
Ureme gorulen plaklar degerlendirilmistir (Bragg ve
Rannie, 1974; Feng ve ark., 2000; Spacciapoli,
2001; Sondi ve Salopek-Sondi, 2004; Ki-Young ve
ark., 2007).

Saha Kovan Denemeleri

Bu calismada 12 adet tam polen ¢cekmeceli nano-
gumus kovan ile 12 adet kontrol kovani kullaniimis-
tir. Nano-gumus 10 nanometre capinda ve 50 ppm
olarak kovanlarin tim i¢ yilizeyine ve cercevelere
kaplanmistir. Kontrol olarak Uludad Universitesi
Veteriner Fakultesi’'ndeki ayni 6zellikteki ve gigteki
kovanlar kullaniimistir.

In vivo calismada cevre, toprak ve su kaynakli ola-
rak en sik rastlanan adi yavru ¢lirukliagi etkenleri-
nin kovanlara tekli, ikili ve ¢coklu verilerek gimuslu
kovanlarda in vivo etkinliginin belirlenmesi amagc-
lanmistir.

Bu amacla daha 6nce yapilan yavru ¢uruklugi ca-
lismalarinda en sik rastlanan bakteriler E. faecalis,
B. subtilis, E. coli, C. jeikum ve kire¢ hastaliginin
etkeni A. apis kullaniimistir.
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Calismada Paenibacillus larvae ile deneysel olarak
yapilan bir arastirma referans alinarak larvalar
P.larvae gida ve haemosellerine percutan olarak
infekte edilmistir. Calismamizda ise bu bakterinin
yayillmasi ¢ok hizli oldugu, tehlikeli ve tlkemiz ya-
salarina gore Amerikan Yavru Cirikligi IHBARI
MECBURI HASTALIK oldugu icin bu calismada
daha oOnceki ¢calismalarimizin 1s1§inda yaygin ola-
rak kovanlarda rastlanan adi yavru ¢irukligi etken-
leri ile kire¢ hastaligi etkeni mantar kullaniimistir.
Etkenlerin kontaminasyonunda besleme ydntemi
tercih edilmemigtir. Kapall yavru gozleri ve petekler,
puskirtme yolu ile infekte edilmigtir (Gregorc ve
Bowen, 1998).

Calismada bakteriler 0,5 McFarland (1,5x108) stan-
dardina ayarlanmis, secilen kovanlarin yavrulu
gozlerine bakteriler piskirtme yontemi ile verilmistir.
Kovanlar mikroorganizmalar ile kontamine edilme-
den 6nce ve mikroorganizmalar ile kontamine edil-
dikten sonra kapall yavru godzlerinden steril svaplar
yardimi ile 1, 3, ve 5. glnler ile 1, 2, ve 3. aylarda
bakteriyolojik numuneler alinmistir.

Ayni cerceve sayisina sahip (yavrulu cerceve sayisi)
2 adet nano-gimus kapli kovan ile 2 adet kontrol
kovani ilk olarak E. faecalis ile kontamine edilmistir
(Protokol 1).

Ikinci kontaminasyonda, 2 adet nano-giimis kapl
kovan ile 2 adet kontrol kovanina E.faecalis ve
E.coli birlikte verilmistir (Protokol 2).

Uctincii kontaminasyonda, E. faecalis ve B. subtilis,
2 adet nano-gimus kapli kovan ile 2 adet kontrol
kovanina verilmistir (Protokol 3).

Dérdiinci kontaminasyon, 2 adet nano-gimus kaph
kovan ile 2 adet kontrol kovanina E.faecalis,
B.subtilis ve C, jeikum birlikte verilmistir (Protokol 4).

Besinci kontaminasyonda, 1 adet nano-gimus kaph
kovan ile 1 adet kontrol kovanina A. apis verilmistir
(Protokol 5).

Altinci kontaminasyonda, 1 adet nano-gimus kapli
kovan ile 1 adet kontrol kovanina E. faecalis ve A.
apis verilmistir (Protokol 6).

Yedinci kontaminasyonda, 2 adet nano-gimus kapli
kovan ile 2 adet kontrol kovanina E. faecalis, B.
subtilis ve A. apis verilmistir (Protokol 7).

BULGULAR

Calismanin birinci asamasinda 100 ppm gumus
soliisyonu ile yapilan in vitro denemelere ait bulgu-
lar Tablo 1'de gdsterilmigtir.

Tablo 1-Nano-gumi § Laboratuar ( In vitro) Calismasi

0. dakika Mikroorganizmalarda sayica azalma degerleri (kob/mL)
kob/mL 2.dk 5. dk 10 dk. 30. dk. 60. dk.
Escherichia coli 6 4 2 Ureme Ureme Ureme
ATCC 25922 - e °° > ° yok yok yok
Staphylococcus aureus 10° 4.0 x 10° Ureme Ureme Ureme Ureme
ATCC 25923 ' yok yok yok yok
Salmonella typhimurium 10° Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme
CCM 5445 yok yok yok yok yok
Enterococcus faecalis 10° Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme
ATCC 29212 yok yok yok yok yok
Bacillus cereus 10° Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme
ATCC 6633 yok yok yok yok yok
Candida albicans 10° Ureme Ureme Ureme Ureme Ureme
ATCC 90028 yok yok yok yok yok
A_sp_erglllus niger 10° 32x10° | 21x10° | 1,2x10° Ureme Ureme
Klinik sus yok yok

E. faecalis, S. typhimurium, B. cereus, C. albicans
Uzerine 100 ppm gimis solisyonunun 2. dakika
icinde etkili oldugu saptanmis ve besiyerlerinde
Ureme tespit edilmemigtir. E. coli de ise 10. dakika-
da ureme olmadigi tespit edilmigtir.

S. aureus 100 ppm gumus solisyonu ile muamele
edildiginde, 5. dakikadan sonra Ureme olmadigi
saptanmistir. A. niger'in ilk 10 dakika icerisinde 10 3
seviyesinde canli kaldig1 ancak 30.dakikadan sonra
tamamen etkinligini kaybettidi saptanmistir.
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Tablo 2: Nano-gimu sli kovanlarda primer ve sekonder olarak tireyen mikr

oorganizmalar

amislii Verilen Test Sekonder Bakteri Uremesi
Pr(?\ﬁ(())kol l\}l(a(a)r\;(;%usrg;gsl? Mikroorganizmasi
(0.5. McFarland) 5.gln l.ay 2.ay 3.ay
1 1 Enterococcus faecalis - - - -
1 2 Enterococcus faecalis - - - -
2 1 Enterococpu§ faec_alls Bacillus brevis - - -
Escherichia coli
5 2 Enterococcus faecalis _ ) ) _
Escherichia coli
3 1 Enterococcus faecalis } ) ) :
Bacillus subtilis
3 2 Enterococcus faecalis Micrococeus luteus ) ) :
Bacillus subtilis
Enterococcus faecalis S en—
4 1 Bacillus subtilis Y u - - -
Corynebacterium jeikum grup
Enterococcus faecalis Staphylococus cohnii
4 2 Bacillus subtilis spp. cohnii - - -
Corynebacterium jeikum
5 1 Ascosphaera apis - - - -
6 1 Enterococcus faec_alls Bacillus brev!s Bacillus brevis ) :
Ascosphaera apis Aeorococcus urinae
Enterococcus faecalis B. brevis
7 1 Bacillus subtilis Corynebacterium aquati- - - -
Ascosphaera apis cum
Enterococcus faecalis : ;
7 2 Bacillus subtilis Bacillus brevis : : -
Ascosphaera apis

Saha Calismasi

Tablo 2'de goruldugu gibi 6zellikle birden fazla et-
ken ile kontaminasyonlarda 5. ginde toprak, su,
insan, hayvan ve cevre kdkenli sekonder etkenler
izole ve identifiye edilmigtir. Bu etkenlerin izole
edilmesi normaldir. Cinkd koloni birden fazla mik-
roorganizma verilerek zayiflatilmistir. Ancak 1, 2 ve
3. ay kontrollerinde verilen mikroorganizmalar da
dahil olmak tzere 5. glinde hichir bakteri izole ve
teshis edilmemistir. Ayrica 5. glin izolasyonlarinda
bazi kovanlarda sekonder etkenler Gremesine rag-
men kovanlarda herhangi bir yavru ¢irukligu belir-
tisi, yavru azalmasi, ari azalmasi, koku vb. belirti
gorulmemistir. Nano-gimusli kovanlarda ilk asa-
mada sekonder bakteriler Gremesine ragmen za-
manla bu kovanlarda koruyuculugun saglanarak
sekonder etkenlerin iremedigi saptanmistir.

Normal kovanlarda ise verilen bakterilerden
B.subtilis ve E.coli Uremistir. Diger verilen
mikroorganizmalarin Gremedidi saptanmistir. Ancak
bu kovanlarda ¢ok sayida sekonder bakteri
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(B.pumilus, B.brevis, Lactobacillus spp., C.jeikeium,
C.renal group, C.aquaticum, H.aluci vb.) Gremistir.
Bu mikroorganizmalarin her bir kontrol kovaninda
super infeksiyon seklinde uredidi tespit edilmistir.
Ayrica kontrol kovanlarinda arilarin sayisinin
azalmasi, hastalik belirtilerinin olugsmasi, peteklerde
bulmaca manzarasi, koku ve adi yavru c¢urikliugu
belirtileri tespit edilmistir. Birinci, 2. ve 3. ay
kontrollerinde de ayni ya da farkli sekonder etkenler
izole edilmistir.

Gumusun ballarda kalinti problemine neden olup
olmadigi ile ilgili olarak TUBITAK MAM tarafindan
ICP-MS kantitatif element analizi yontemi ile nano-
gumauslu ve kontrol kovanlarindan elde edilen petek
ve ballarda kalinti dizeyi incelenmistir. Sonug
olarak  gumusli  kovanlardan  ve  kontrol
kovanlarindan hasat edilen ballarda gimus kalinti
dizeyinin normal sinirlarda ve birbirine paralel
oldugu saptanmigtir. Normal kovanlarda ayni
diizeyde gimisin nedeni doda kaynakhdir.
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Tablo 3: Normal kontrol kovanlarinda Greyen mikroor ganizmalar
Protokol Kontrol _ Test_ Test Mikroorganizmasi ve Sekonder Bakteri Uremesi
No kovan Mikroorganizmasi =
saylsl (0.5. McFarland) 5.gln lay 2.ay 3.ay
Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium
1 1 Enterococcus faecalis aquaticum aquaticum aquaticum aquaticum
Bacillus pumilus Bacillus pumilus Hafnia aluci Hafnia aluci
1 1 Enterococcus faecalis Bacillus brevis Bacillus brevis Sl wstiaflle- Coryneba'cterlu
rum m aquaticum
Escherichia coli T
Enterococcus faecalis } o . ) cepacia Bacillus megaterium
2 1 o A Bacillus pumilis Escherichia coli ) . S
Escherichia coli q Corynebacterium Bacillus pumilis
Lactobacillus spp. S
jeikum
L . Bacillus brevis
=S NENEIE) Gal Corynebacterium Corynebacterium
Enterococcus faecalis Corynebacterium ry - ry - ’ ’
2 2 i A - aquaticum aquaticum Bacillus brevis
Escherichia coli aquaticum T
Bacillus pumilus Hafnia aluci Aeorqcoccus
urinae
3 1 Enterogoccus fa_e_calls Bacillus subtilis Bacillus subtilis Bacillus subtilis Bacillus subtilis
Bacillus subtilis
. Corynebacterium Corynebacterium
Enterococcus faecalis f " . - - o
3 2 ; - Bacillus subtilis Bacillus subtilis aquaticum genitalium,
Bacillus subtilis ) ) - "
Bacillus pumilus Bacillus subtilis
Enterococcus faecalis Bacillus subtilis
Bacillus subtilis ; Corynebacterium Corynebacterium Corynebacterium
4 1 ’ Corynebacterium
Corynebacterium renal grup renal grup renal grup
e renal grup
jeikum
Enterococcus faecalis Staphylococus cohnii
4 2 srllis s Bacillus subtilis Bacillus subtilis Colpmzsaieiilm g el
Corynebacterium renal grup Corynebacterium
jeikum renal grup
EREINE T2gRle Bacillus megaterium
5 1 Ascosphaera apis Ascosphaera apis Ascosphaera apis rium Bacillus s%btilis
Bacillus subtilis
Bacillus brevis Bacillus brevis
6 1 Enterococcus faec_alls Ascosphaera apis Corynebgcterlum Bl ey Corynebgcterlum
Ascosphaera apis aquaticum aquaticum
Aeorococcus urinae Aeorococcus urinae
Enterococcus faecalis Bacillus brevis
7 1 Bacillus subtilis Bacillus subtilis Bacillus subtilis Corynebacterium Bacillus brevis
Ascosphaera apis renal group
Enterococcus faecalis Corynebacterium
7 2 Bacillus subtilis Bacillus subtilis aquaticum Bacillus pumilus Bacillus pumilus
Ascosphaera apis Bacillus pumilus

TARTISMA VE SONUC

Yapilan bir calismada Gram (-) bir mikroorganizma
olan E.coli Uzerinde gumusin degisik konsantras-
yonlari in vitro olarak arastiriimistir. Arastirmaya
gore; 10 pg/cm® konsantrasyondaki nano-guimusun,
10° CFU E.coli tizerine %70, 50-60 pg/cm3 kon-
santrasyonun ise %100 etkili oldugu saptanmistir.
Ayni calismada 20 pg/cm3 konsantrasyondaki
nano-gimustn, 10* CFU E.coli tiremesini tam ola-
rak inhibe ettigi saptanmistir. Calismada bakteri
sayisi azaldikca daha dusik konsantrasyonlarda
nano-gumasin etkili oldugu belirtilmistir (Sondi ve
Salopek-Sondi, 2004).

E. coli ve S. aureus Uzerinde in vitro olarak yapilan
diger bir arastirmada standart suslar Uzerine 10
mg/mL AgNO; ilave edilmis ve Transmissible elekt-
ron mikroskobunda (TEM) incelendidinde etkenlerin

hiicre duvari ve sitoplazmasi Uzerinde ciddi hasar-
lar olustugu gozlenmistir (Feng ve ark., 2000).

Kim ve digerleri (2007), tarafindan yapilan bir aras-
tirmada, 1 x10° M gumdas nitratin E.coli ve mastitis
etkeni olan bir mayaya karsi S.aureustan daha etkili
oldudu, S.aureus’a ise orta derece antibakteriyel
etki gosterdigi saptanmis bunun da
mikrorganizmalarin hicre duvarlarinin farklihgindan
kaynaklandigi ileri stralmustir.

Ki-Young ve dig., (2007) tarafindan yapilan bir
arastirmada da degisik konsantrasyonlarda gumus
nano-partikillerinin  B.subtilis ve E.coli Uzerinde
etkinligi incelenmis ve 70ug/mL konsantrasyondaki
gimis nano-partikillerinin mikroorganizmalar Gze-
rine etkili oldugu, B. subtilis'in ise gumuise
E.coli'den daha duyarli oldugu belirlenmisgtir.
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In vitro yapilan baska bir arastirmada ise degisik
konsantrasyonlarda ticari olarak kullanilan gim

iceren dezenfektanlarin emdirildigi kumasglarin 10

CFU E.coli ve Proteus vulgarisi hemen
Enterobacter cloacae, P.aeruginosa ve
Acinetobacter baumanii'yi ise 30 dakika ile 24 saat
icinde inhibe ettidi saptanmistir. Gram pozitif bakte-
rileri ise en erken 24 saat sonra inhibe ettidi belir-
lenmistir (Ip ve ark., 2006).

Periodontal bakteriler Gzerine yapilan in vitro bir
calismada bu bakterilere karsi gimus nitrat, ¢inko
klorit ve bakir kloritin etkinli§i arastiriimistir. Cinko
klorit, bakteriler Uzerine inhibitér aktivite gdstere-
memis, bakir klorit ise sadece Porphyromonas
gingivalis Uzerine etkili olmus, digerlerinde etkili
olamamistir.  Buna  karsihlk  gimis  nitrat,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella denticola,
Prevotella intermedia, Bacteroides forsythus,
Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus,
Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Actinobacillus  actinomycetemcomitans  Uzerine
oldukca gucli antibakteriyel etki gostererek inhibe
etmistir. Bu bakterileri 0.5 mg/mL konsantrasyonda
oldurmis ya da canhligini azaltmistir. Buna karsilk
ilging olarak Streptococcus gordonii, Streptococcus
mutans ve Streptococcus sobrinus'u 25-50 mg/mL
konsantrasyonda bile inaktive edememis, sadece
Streptococcus mitis’e olduk¢a zayif bir aktivite gos-
termistir (Spacciapoli ve ark., 2001).

Baska bir arastirmada koloidal gimis nano-
partikillerinin 2 ug /mL konsantrasyonda bile bir¢cok
antibiyotige direngli olan  methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, methicillin-resistant
coagulase-negative staphylococci (Staphylococcus
epidermidis), vancomycin-resistant Enterococcus
faecium, ve ESBL-positive Klebsiella
pneumoniae’ye oldukca etkili oldugunu in vitro ola-
rak saptanmistir (Panacék ve ark., 2006).

Bu calismada E.faecalis ile kontamine edilen nano-
gimisli kovanlarda Greme  saptanmamigtir.
Kontamine edilen normal kovanlarda ilk 24 saatten
itibaren 5. gline kadar ¢ok sayida bakteri Gremistir.
E.faecalis normal kovandaki ari kolonisinin direncini
duslrerek cok sayida bakteri tUremesine neden
olmustur.

E.faecalis ve E.coli'nin birlikte verildidi nano-
gumuslu kovanlarin ikisinde de ilk 24-72 saat icinde
herhangi bir Greme olmamistir. Besginci gin 1 ko-
vanda 1 adet sekonder bakteri Urese de 1, 2 ve 3.
ay kontrollerinde hicbir Greme olmamistir. Kontrol
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kovaninda ise 48. saatten itibaren E.coli ve c¢ok
sayida sekonder etkenler Gremistir.

E. faecalis ve B. subtilis’in birlikte verildigi nano-
gimsli kovanlarin ikisinde de ilk 24-72 saat icinde
herhangi bir Greme olmamis, 1 kovanda lreyen 1
sekonder bakteri daha sonraki kontrollerde tGreme-
mistir. Kontrol kovaninda ise 48. saatten itibaren B.
subtilis Gremistir.

A. apis verilen nano-gimusli kovanda herhangi bir
ureme olmamis, kontrol kovaninda ise 72. saatten
itibaren primer mantar ve sekonder bakteri treme-
leri olmustur.

E. faecalis, B. subtilis ve C. jeikum ile kontamine
edilen iki adet nano kovanda 24-72. saat Ureme
olmamistir. Besinci gin bazi sekonder etkenler
Urese de 1, 2 ve 3. ay kontrollerinde hicbir bakteri
urememistir. Normal kovanlarda ise B. subtilis ile
birlikte cok sayida sekonder bakteri Gremistir.

E. faecalis ve A. apis verilen 1 adet nano-gimusli
kovanda 5. giin ve 1. ay sonunda bazi sekonder
bakteri Gremesi olsa da, 2. ve. 3.ay kontrollerinde
Ureme olmamis, normal kovanlarda ise A. apis
urememesine ragmen ¢ok sayida sekonder bakteri
Uremistir. Mantar etkeni direnci dusurmuis, kendi
urememesine ragmen ¢ok sayida sekonder etken
uremesine neden olmustur.

E.faecalis, B.subtilis ve A.apis verilen nano-
gimisli kovanlarda 5.giin sekonder bakteri Ure-
mesine ragmen daha sonraki kontrollerde treme
olmamig, normal kovanlarda ise B.subtilis ile ¢ok
sayida sekonder bakteri Gremigtir.

Buradan elde edilen sonuglara gore insan ve ari
sagligi bakimindan ©nemli bakterilerin nano-
gumauslu kovanlara verilmesi sonucu kovanlarda 1,5
gin ve 1-3 aylik kontrollerde primer etkenlerin higbi-
ri Urememigtir. Bazi nano-gumusli kovanda farkli
bakteriler 3-5. gunlerde Uremis olmasina ragmen
kovanlarda herhangi bir yavru ¢urikliugu belirtisi ve
yavru azalmasi gortlmemistir. Daha sonra aylik
olarak bu kovanlardan alinan numunelerde herhan-
gi bir bakteri tUremesine rastlanmamistir. Nano-
gimsli kovanlarda ilk asamada sekonder bakteri-
ler iremesine ragmen daha sonra sekonder etken-
lerin Uremedidi saptanmistir. Normal kontrol kovan-
larinda ise kontamine edilen bakteriler ve ¢ok sayi-
da sekonder bakterilerin izole edilmesi, yavru sayi-
sinin azalmasi ve tipik yavru cirtukluga belirtilerinin
gorulmesi 6nemlidir. Ayrica gunlik ve aylik yapilan
kontrollerde de birbirinden farkh c¢ok sayida
sekonder bakteri ve primer etkenler izole edilmistir.
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Nano-gimus ile yapilan ¢alismalarin ¢odunlugu in
vitro olmasina ragmen, bu c¢alismada hem in vivo
hem de in vitro denemeler yapiimistir. Calismada
elde edilen sonuclarla, gelecekte aricilikta nano-
gimdis ile kapl kovanlarin kullaniimasiyla bakteri
ve mantar hastaliklarina karsi belirli diizeyde bir
korunma saglanabilecedi ortaya konmustur. Calis-
ma sonunda analiz ettirilen petek ve bal dérneklerin-
de gumus seviyelerinin disik olmasi, bu tip kovan-
larla aricihdin yapilmasinin, hem ari saghg: hem de
insan saghgi bakimindan yararli olacagini goster-
mektedir.
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EXTENDED ABSTRACT
GOAL

The germicide effect of silver ions has been ex-
plored with some researches. These ions are binds
to —SH group of the proteins such as cell DNA, cell
cytoplasm and cell wall. This reaction ends with
antibacterial, antifungal and antiviral effects.

The aim of this study was to determine the antibac-
terial and antifungal effect of 100 ppm nano-silver
solution on Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus, Candida albicans and Aspergillus
niger in laboratory conditions. Additionally, to detect
the same effect in in vivo conditions, growth of in-
fected foul brood microorganisms like Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Coryne-
bacterium jeikum and Ascosphaera apis was ex-
amined in nano-silver coated and uncoated hives.

MATERIALS AND METHODS

Experimental colonies were divided in to two ho-
mogeneous groups of twelve hives each. One
group of hive's internal surface and frames were
completely coated by 10 nano meter (50 ppm) nano
silver ions and one group of hive was served as
control.

In in vitro experiment, 100 ppm nano silver solution
was tested on the bacteria of Escherichia coli, Sta-
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phylococcus aureus, Salmonella typhimurium, En-
terococcus faecalis, Bacillus cereus and fungi of
Candida albicans and Aspergillus niger in test tubes.
After the addition of nano silver solution, the sample
was taken at the 2™, 5" 10", 30" and 60™ minutes
which were inoculated on bloody agar. Growing
plagues were evaluated after the end of incubation
at 37<C for 24 hours.

In in vivo experiment, the effects of environmental,
soil and water originated micro organisms like Ente-
rococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Corynebacterium jeikum which cause common foul
brood disease and the effect of the chalkbrood
agent Ascosphaera apis were determined by apply-
ing them into the hives with single, double and triple
ways via pulverization.

The inhibition of microorganisms by 100 ppm nano
silver solution application was observed in duration
of 2—10 min in in vitro experiment.

RESULTS AND CONCLUSION

Satisfactory results were achieved in in vivo expe-
riments on nano-silver coated hives, like absence of
the growth of contaminated microorganisms applied
in single or multiple ways, no reduction of bee
population at monthly checks, absence of the
growth of secondary microorganisms and no devel-
opment of disease symptoms. Thereupon, perma-
nence of the protection of nano-silver coated hives
against diseases was detected.

In uncoated hives, big amount of growth of applied
bacteria and other secondary bacteria were de-
tected beside reduction of bee population, develop-
ing of disease symptoms like crossword appear-
ance of combs, typical smell and other signs of
common foul brood were observed. The same or
different genres of applied or secondary bacteria
were isolated from uncoated hives at the month of
first, second and third checks.

Usage of nano-silver coated hives in beekeeping
can be effective to bacterial and fungal diseases.
The silver residue levels harvested from combs and
honey of silver coated or uncoated hives were in
acceptable levels and have no risk for human
health.
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