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OZET

KANATLI KUMESLERINDEKI MiKROBIYAL BiYOAEROSOL
CESITLILIGININ ARASTIRILMASI

Tamir T. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2024.

Amag: Butez ¢calismasinda, broyler kiimeslerinden alinacak biyoaerosol 6rneklerinin MALDI-TOF
ve NGS yontemleri ile mikrobiyal ¢esitliliginin belirlenmesi ile elde edilecek veriler 1s1ginda, hem
hayvan sagligi hem de insan saglig1 agisindan risk olusturabilecek biyoaerosoller ile ilgili onlem ve

tedbirlerin alinmasi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Arastirmanmizda Izmir ili ve cevresinde bulunan 3 farkli iireticiye ait 15 adet
kiimesten hem MALDI-TOF hem de NGS yontemleri i¢in ayri ayri biyoaerosol numuneleri
alimmistir. MALDI-TOF yontemi i¢in aktif hava 6rneklemesi sonrasinda izolasyon ve saflastirma
asamalar1 gerceklestirilmis ve identifikasyon islemi yapilmistir. NGS i¢in alinan numunelerden
once DNA ekstraksiyonlar1 yapilmis ve sonrasinda izole edilen DNA’daki hedef bolgeler segilerek
enzimatik reaksiyonla kesilmesi sonucunda DNA kiitiiphanesi olusturulmustur. Kiitiiphaneyi
olusturan DNA pargalarinin ¢ogaltilmasi sonrasinda DNA Pargalarinin yeni nesil sekans sistemi ile

dizilenmesi gergeklestirilmistir.

Bulgular: Konvansiyonel metotlarla kiiltiire ettigimiz 35 adet mikrobiyal etkenden 32 adet etken
(%91) MALDI-TOF yontemi ile identifiye edilmis ve identifiye edilen etkenlerden 23’i (%71.9)
Staphylococcus sp. olarak belirlenmistir. NGS yontemi ile yapilan ¢alismamiz ile 4 filum, 6 sinif,
10 takim, 16 familya, 35 cins ve 125 tiir identifiye edilmis olup identifikasyonu yapilan tiirler
arasinda Staphylococcus sp. (n:24) %19 ile baskin tiir konumunda oldugu belirlenmistir.. Ornek
gruplarimizda dominant olan filumlar ise Bacillota (AT1 %61; AT2 %99; AS2 %78) ve
Pseudomonadota (AS1 %54; BS1 %87; BS2 %76) olarak belirlenmistir.

Sonug¢: Calisma sonucunda, Staphylococcus sp hem MALDI-TOF (%72) hem de NGS (%19)
yontemleri ile identifiye edilen etkenler arasinda baskin olan tiir konumunda oldugu tespit edilmistir
ve bu durumun antibiyotik diren¢ genlerinin kazanimi ve aktarilmasi konusunda getirdigi riskleri

ortaya ¢ikarmistir.

Anahtar kelimeler: Biyoaerosol, Broyler Kiimes, Yeni Nesil Dizileme, MALDI-TOF
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MICROBIAL BIOAEROSOL DIVERSITY IN POULTRY
HOUSES

Tanir T. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Programme, Doctorate Thesis, Aydin, 2024.

Objective: The objective of this study was to assess the microbial diversity of bioaerosol samples
collected from broiler poultry houses using MALDI-TOF and NGS methods. The data obtained
from this analysis is intended to guide the implementation of preventive measures concerning

bioaerosols that may pose risks to both animal and human health..

Material and Methods: Bioaerosol samples were collected separately for MALDI-TOF and NGS
methods from 15 poultry houses belonging to three different producers in and around lzmir
province. For the MALDI-TOF method, after active air sampling, isolation and purification
processes were carried out, followed by the identification process bioaerosol samples were collected
separately for MALDI-TOF and NGS methods from 15 poultry houses belonging to three different
producers in district of Izmir. For the MALDI-TOF method, after active air sampling, isolation and
purification processes were carried out, followed by the identification process. For NGS, DNA
extractions were performed on the collected samples, and the target regions in the isolated DNA
were enzymatically cut to create a DNA library. After amplifying the DNA fragments constituting

the library, next-generation sequencing was performed..

Results: Out of the 35 microbial agents cultured using conventional methods, 32 agents (91%) were
identified using the MALDI-TOF method, with 23 of them (71.9%) determined as Staphylococcus
sp. In our study using the NGS method, 4 phyla, 6 classes, 10 orders, 16 families, 35 genera, and
125 species were identified, with Staphylococcus sp. (n:24) representing the dominant species at
19%. The dominant phyla in our sample groups were determined as Bacillota (AT1 61%; AT2 99%;
AS2 78%) and Pseudomonadota (AS1 54%; BS1 87%; BS2 76%).

Conclusion: The study revealed that Staphylococcus sp. is the dominant species identified by both
MALDI-TOF (72%) and NGS (19%) methods, highlighting the potential risks associated with the

acquisition and transfer of antibiotic resistance genes.

Key Words: Bioaerosol, Broiler Poultry House, NGS, MALDI-TOF



1. GIRIS

Biyoaerosoller genellikle organik tozla esanlamli olarak kullanilan mikrobiyal, bitki veya
hayvan kaynakli aerosoller veya partikiil madde olarak tanimlanir. Biyoaerosoller, patojenik
veya patojenik olmayan canli veya Ol bakteriler, mantarlar, viriisler, alerjenler, bakteriyel
endotoksinler, mikotoksinler, peptidoglikanlar, B gliikanlar, polen, bitki lifleri gibi yapilardan
olusabilir (Douwes, 2003).

Biyoaerosoller, “canlilar1 enfektivite, alerjenite, toksisite, farmakolojik veya diger
islemler yoluyla etkileyebilecek biyolojik kokenli partikiillerden olusan aerosoller” olarak da

tamimlanmaktadir (Hirst ,2020; Shale ve Lues, 2007).

Diinya ¢apinda tavukeuluk endiistrisi, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
tarafindan 2012'de yapilan tahminlere gore yilda 103.5 milyon ton tavuk eti tiretimiyle, kiiresel
et liretiminin yaklasik %34.3"inii olusturarak onemli bir sektor haline gelmistir (Pawar ve
digerleri, 2016). Tiirkiye’de ise tiretim, pili¢ etinde 1 milyon 894 bin ton; hindi etinde 48.6 bin
ton diizeyindedir (TUIK 2014). Dolayisiyla diinya tavuk eti iiretiminin yaklasik %2’si
Tirkiye’de gergeklestirilmektedir. Broiler yetistiriciligi, yetistirme siiresi kisa, birim alanda
fazla sayida lretim yapilmasina uygun, yemden yararlanma orani oldukga yiiksek, diger
tarimsal iirlinlere gore is giicli orani az, gelismis ve teknolojiye agik bir sektordiir (Ciftei ve
Azman, 2008). Bununla birlikte, kiimes hayvani tesisleri, iceriginde mikroorganizma igeren
biyoaerosol kaynaklaridir (Clark ve digerleri, 1983). Bu aerosollerin solunmasi hayvanlarda
ve insanlarda ¢esitli akciger hastaliklarini olusturabilir ya da bu hastaliklari tetikleyebilmektedir
(Donham ve digerleri, 1989). Kanatli kiimes hayvanlarinda hastaliklara neden olan patojenik

mikroorganizmalarin birgogunun hava yolu ile bulastig1 bilinmektedir (Wathes, 1994).

Tavuk c¢iftligindeki ¢evresel durum, tavuklarin saglikli biiyiimesi ile yakindan iliskilidir
(Sun ve digerleri, 2020). Tavuk yetistirme siirecinde, ¢iftlik ortamindaki mikroorganizma
konsantrasyonu, diger kapali ortamlardakinden dnemli 6l¢iide daha yiiksek olacaktir (Huang ve
digerleri, 2019). Uzun vadede, bu diisiik ¢cevresel kaliteye sahip ortamda, tavuklarin mikrobiyal
hastaliklara yakalanma olasilig1 biiyiik olgiide artacaktir, bu da tavuklarin bireysel saglik

seviyesini ciddi sekilde tehdit eder (Urbain ve digerleri, 1996; Sun ve digerleri, 2020).

Kiimes hayvanlar1 tesisleri, bakteriler, mantarlar, polenler, sporlar, bakteriyel

endotoksinler, mikotoksinler, peptidoglikanlar, alerjenler ve bitki lifleri gibi bir dizi biyoaerosol

1



iceren onemli organik toz kaynaklaridir (Douwes ve digerleri, 2003; Vucemilo ve digerleri,
2008). Broyler kiimeslerinde bulunan farkli biyoaerosol kaynaklari, yatak malzemesi, yem,
althk ve kus tiiyleridir (Chang ve digerleri, 2010; Chi ve Li, 2006). Ayrica temizlik
uygulamalari, binalarin yasi, sicaklik ve havalandirma orani da toz emisyonlarini siddetlendirir
(Banhazi ve digerleri, 2008). Broyler kiimeslerinde bulunan 1 gram tavuk diskisi, kiiltiire
edilebilir 1.000 bakteri kolonisi aciga cikarabilir ve bu biyoaerosollerin yaklasik %80'i
solunabilir. Bu nedenle kiimes hayvani tesisleri, biyoaerosollere maruz kalmanin énemli bir

kaynagi olabilir (Chien ve digerleri, 2011).

Kanatli kiimeslerindeki biyoaerosoller, icerigindeki patojen mikroorganizmalar
nedeniyle hem burada ¢alisan isciler hem de kiimeslerdeki hayvanlar i¢in ciddi saglik riski
olusturabilmektedir. Bu patojen mikroorganizmalarin kanatli hayvanlarda neden olabilecegi
hastaliklar hem verimliligi etkilemekte hem de kanatl etleri vasitasi ile kolayca insanlara da

gecebileceginden dolayi insan sagligt agisindan da risk teskil etmektedir.

Arastirmamizda  kanathh  kiimeslerinden  alman  biyoaerosol  Orneklerindeki
mikroorganizma gesitliligi, matriks aracili lazer dezorpsiyon iyonizasyon ugus zamani kiitle
spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve yeni nesil sekans (NGS) yontemleri ile tespit edilecek
ve elde edilecek sonuglar karsilastirilacaktir. Bu alanda yapilan ¢alismalarin artmasiyla elde
edilecek veriler 1s181nda, hem hayvan sagligi hem de insan saglig1 agisindan risk olusturabilecek
biyoaeresoller ile ilgili 6nlem ve tedbirlerin alinmasi kolaylasacaktir. Calismamiz sonrasinda
elde ettigimiz verilerin iilkemizdeki ¢ok 6nemli bir sektor olan kanatli sektoriine faydali olmasi

disiiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tavukg¢uluk Endiistrisi

Uygun bir protein kaynagi olmasindan dolay1r tavuk eti talebi hizla artmakta olup,
giinlimiizde diinya genelinde en ¢ok tiiketilen et tiirtiidiir (Whitton ve digerleri, 2021). Tavuklar,
geleneksel c¢iftlik hayvanlar1 arasinda (sigir, domuz, hindi gibi) yemin protein agirligina
doniistiiriilmesinde en verimli olan hayvan tiiriidiir ve bu durum, tavuk {iriinlerine olan talebin
artmasina katkida bulunmaktadir (Diaz ve digerleri, 2019). Ancak, tavuklarin ¢iftliklerde
yogun popiilasyonlar halinde olmasi neticesinde olusan nihai tavuk {riiniiniin zoonotik
patojenlerle kontaminasyonu, genellikle arzda kitliga ve ekonomik kayiplara neden olabilmekte
ve bununla beraber halk sagligi sorunlarina da neden olmaktadir (Berrang ve digerleri, 1999).
Yiiz yildan fazla bir siiredir tavuklar, zoonotik enfeksiyonun énemli bir kaynagi olarak kabul

edilmektedir (Higgins, 1898).

Kiimes hayvanciligi, dogal kaynak kullanimi ve protein kazanci agisindan en verimli
hayvan yonetimi bigimlerinden biri olmasina ragmen, insan saglig1 ve ¢evre lizerinde 6énemli
bir etkiye sahip olabilir (De Vries ve De Boer, 2010). Endiistriyel tavuk {iretiminin biiyiik bir
kismi, et iiretimi igin yetistirilen broylerler ve yumurta iiretimi i¢in kullanilan yumurtaci
tavuklardan olusur ve genellikle yogun iiretim yapilan ¢iftliklerde gergeklestirilir. Bu tiir yogun
tavuk tiretimi, genellikle birkag bin ile birkag yiiz bin birim arasinda degisen siiriilerle yiiriittiliir
ve genellikle i¢ mekanlarda acik zeminli barinaklarda veya otomatik besleme ve sulama
sistemlerine sahip batarya tipi (pil) kafeslerde gergeklestirilir ve ¢ok yiikksek hayvan
yogunluguna (33 kg m? veya daha yiiksek) sahiptir (Augére, 2019; Mottet ve digerleri, 2017).

Cevrenin korumasi, Avrupa Birligi'nin (AB) siirdiiriilebilir kalkinma standartlarinin en
onemli Onceliklerinden birisidir. FAO tahminlerine gore, diinya ciftlik hayvani iiretiminin
%35'ini olusturan tavuk iiretimi, toplam atik emisyonlarmin ve su tiiketiminin yalnizca
%?7'sinden sorumludur (FAO, 2006). Yine de tavuk yetistiriciligi, her tiirlii ¢iftlik hayvancilig
gibi, ¢cevre iizerinde negatif bir etkiye sahip olabilen atiklar ve yan triinler iiretir. Genel algida,
bunlar arasinda en sorunlu olanlar kati atiklar (kullanilmis talas, disk1) ve siv1 giibre, ayrica

organik ve inorganik ucucu kimyasal maddelerin karisimlar1 (kokular) olarak kabul edilir.



Tavuk yetistiriciligi genellikle bu tir kirlilikle iliskilendirilse de mikrobiyolojik
kontaminantlarin giftlik i¢ine ve disina salinimina ¢ok daha az dikkat edilmektedir (Grzini¢ ve

digerleri, 2023).

Ozellikle Avrupa Birligi’n de, ¢iftlik kosullarini ve hayvan refahini iyilestirmek, gevresel
etkiyi azaltmak ve sektoriin siirdiirtilebilirligini arttirabilmek amaciyla organik tiretim, serbest
dolasim, diisiik yogunluklu ve ¢evresel etkileri azaltilmis iiretim sistemleri glin gectikge 6nem
kazanmaktadir. Bu tiir sistemler, daha yavas biiyiliyen kiimes hayvani genotiplerinin kullanima,
disaridaki serbest dolasim alanina erisimle birlikte daha diisilk hayvan yogunlugu ve yerel
olarak iiretilen yemlerin kullaniminin artirilmasina vurgu yapilmasi ile karakterize edilir (Dal
Bosco ve digerleri, 2021). Ornegin, organik iiretim hakkindaki AB Komisyonu Yonetmeligi
No 889/2008, tavuklarin taze hava, giin 15181 ve dis mekan alanina erigim saglamasi gerektigini
belirtir, minimum 4 m? hareket alanina sahip olmalidir ilgili komisyon kararinda yem kosular
ayrintili olarak belirtillmis ve yemin en az % 20°sinin yerel veya bolgesel olarak iiretilmesi,
GDO icermemesi ayrica bocek ilact ve giibre kullanimin smirlandirilmas: konularina yer
verilmistir (Dal Bosco ve digerleri, 2021). Gliniimiizde, AB'de iiretilen tavuk etinin yaklagik
%10'u bu tiir diisiik yogunluklu veya genisletilmis tiretim sistemlerinden gelmektedir ve yilda

%12'nin tlizerinde siirekli bir bitylime kaydetmektedir (Augere, 2019).

Tavuk treticiliginde ekonomik kaygilarla, birim alandaki hayvan sayisinin arttirilmasi,
kiimeslerdeki hava kirliliginin en 6nemli sebeplerinden birisidir. Bu durum hayvan sagligini ve
kilo alimmi 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Ayrica, tavuk yetistiricileri ve yakin cevresinde
yasayanlar i¢in de bir saglik riski olusturabilir (Donham ve Cumro, 1999; Donham ve digerler,
2002; Whyte, 2002). Tavuklar, ¢evreye, ozellikle epitel dokiilmesi ve yem, cilt, diski vb.

kaynaklardan kaynaklanan toplu miktarda toz salarlar (Takai ve digerleri, 1998).

Tavuk kiimeslerinde genellikle hayvan derisi, digki ve yem igeriklerinden kaynaklanan
yiikksek miktarda biyoaerosol konsantrasyonlart bulunmaktadir (Chang ve digerleri, 2010).
Biyoaerosol maruziyeti, iist solunum yolu enfeksiyonu, kronik bronsit, organik toz toksik

sendromu ve diger solunum semptomlarina neden olabilir (Donham ve digerleri,, 2000).

Yiiksek diizeyde biyoaerosol, kiimes calisanlarinin solunum fonksiyonlarini 6nemli
ol¢iide etkileyebilir (Clark ve digerleri, 1983; Jones ve digerleri, 1984; Olenchock ve digerleri,
1982). Yapilan bir¢ok epidemiyolojik ¢alisma, kiimes hayvanlar1 barakalarinda c¢alisan

iscilerde, genis bir is kesiminde ¢alisanlara kiyasla akut solunum problemlerinin ¢ok daha



yiiksek oranlarda goriildiigiinii bildirmektedir (Morris ve digerleri, 1991; Radon ve digerleri,
2002; Rylander ve Carvalheiro, 2006; Schwartz ve digerleri, 1992).

Patojen ve kosullu patojen mikroorganizmalar immiinotoksin, alerjik etkiler ve hatta
bulasict hastaliklara neden olabilir (Chmielowiec-Korzeniowska ve digerleri, 2021). Kiimes
hayvanlarinda, kiimes hayvanlarinin sagligina tehdit olusturan bakteriler arasinda Chlamydia
sp., Staphylococcus aureus, Listeria sp., Streptococcus sp. ve gesitli Salmonella sp.
bulunmaktadir ve bunlar solunum yollarin1 enfekte ederek interstisyel pndmoni, hava yolu

inflamasyonu ve ¢esitli solunum hastaliklarina neden olabilir (Dai ve Zhao, 2020).

Uretim verimliliginin, kanatlilarin refah1 ve ortam hava kalitesi ile iliskili oldugu cesitli
calismalarda rapor edilmistir (Feddes ve digerleri, 1995; Hayter ve Besch, 1974; Kristensen ve
digerleri, 2000; Quarles ve Caveny, 1979).

Gilinlimiizde, yiiksek yogunluklu yetistirme sekli, hayvancilik ve kiimes hayvani tiretimi
siirecinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yetistirme seklinin asir1 kalabalik alan, zayif

havalandirma, kotii hava kalitesi gibi dezavantajlari vardir (Ma ve digerleri, 2020).

Ciftlik hayvanlariin yetistirildigi ortamlardan toplanan hava 6rneklerinde, havada asili
olarak bulunan toz miktar1 ile mikroorganizma ve endotoksin seviyeleri arasinda gii¢lii bir
korelasyon tespit edilmistir (Curiel ve digerleri, 2000). Ozellikle kontamine olmus materyalin
temizlenmesi, doldurulmasi ve tartilmasi iglemleri, partikiillerin atmosfere salinmasina yol
acabilir (Holah ve digerleri, 1995). Kapali hayvan barakalarinda biriken mikrobiyal
kontaminantlar, hayvanlar ve ¢alisanlar i¢in ciddi bir saglik riski olusturur (Stuper-Szablewska
ve digerleri, 2018). Ayrica havalandirma sistemi tarafindan disar1 salindiginda, mikrobiyal
kontaminantlar dogal ¢evre ve bolgede yasayan insanlarin sagligi i¢in bir tehdit olusturabilir

(Chmielowiec-Korzeniowska ve digerleri, 2018; Plewa-Tutaj ve digerleri, 2014).

Ticari tavukgulukta, yumurtalarin ve yeni ¢ikan civcivlerin ¢evresel mikroorganizmalar
tarafindan kolonizasyonunu azaltmak i¢in genellikle sik1 hijyen 6nlemleri uygulanir. Ancak, bu
kolonizasyon siirecinin, ebebeynlerden embriyonik donemde gegisin olduguna dair kanitlar

artmaktadir (Ding ve digerleri, 2017).



2.2. Biyoaerosoller

Biyoacrosoller, biyolojik olarak bitki veya hayvan kokenli ve canli organizmalar da
icerebilen havadaki ¢ok kiiciik partikiillerdir. Boyutlar1 0.001-100 um arasinda degismektedir
(Georgakopoulos ve digerleri, 2009). Patojenik veya patojenik olmayan O6lii yada canli
mikroorganizmalar biyoaerosoller icerisinde yer alabilir (Mandal ve Brandl 2011).
Biyoaerosoller, kii¢iik boyutlar1 ve hafif olmalar1 sebebiyle bir ortamdan digerine kolayca

hareket edebilir (Van Leuken ve digerleri, 2016).

Biyoaerosoller diinyanin her yerinde mevcuttur. Bazi durumlarda askidaki toplam
partikiil konsantrasyonlarinin ¢gogunlugunu olusturabilirler. Biyoaerosoller, tiim organizmalar
(bakteri, kiif, mantarlar, maya ve algler), tireme varliklar1 (polen, spor), biyopolimerler (DNA,
kitin, seliiloz ve diger polisakkaritler), bitki kalintilari, bécek kisimlar ve ¢iirliyen biyokiitle
dahil olmak tizere gesitli partikiil tiplerini igerebilir. Biyoaerosollerin bilesenleri boyut olarak
degisiklik gostermektedir. Polenlerin tipik ¢aplar1 17-58 pm, mantar sporlari tipik olarak 1-30
um capinda, bakteriler tipik olarak 0.25-8 pm capindadir ve viriisler genellikle 0.3 um'den
kiigiiktiir. Ayrica, bitki ve hayvan pargalar1 da boyut olarak degiskenlik gosterebilir (Lighthart
ve Shaffer 1994).

Bakteri ve mantarlar, biyoaerosoller i¢indeki en biiyiik cogunlugu olusturan topluluktur.
Bakterilerin biiytikligi 0,5-2,0 um ¢apindadir ve ¢ogunlugu 3 pum ¢apindan daha biiyiik
partikiillerin igerisinde bulunurlar. Insan cildinde ve bagirsak florasinda bulunan bakteri sayzs,
insan viicudunda bulunan tiim hiicrelerin sayisinin on katindan daha fazladir. Havada bulunan
bakteriler tek hiicre olarak taginabilmekle birlikte genel olarak toprak, yaprak ya da deri
pargalar1 gibi diger partikiillere baglanip taginmaktadirlar (Lighthart, 1997). Havada bulunan

farkli tiirdeki mikroorganizmalarin boyutlart Sekil 1°de sunulmustur.
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Sekil 1. Havada bulunan farkl tiirdeki mikroorganizmalarin boyutlari (Giirler, 2005).

Mikrobiyal aerosol, hava kalitesini 6lgmek i¢in 6nemli bir indekstir (Kaliste ve digerleri,
2002). Mikroorganizmalar, kuru kati partikiiller ve sivi partikiillerle baglantilidir ve asili
durumda havada siiziilerek mikrobiyal aerosolleri olusturur (Wu ve digerleri, 2023). Mikrobiyal
aerosol, baslica 1-100 um arasinda degisen parcacik boyutlarina sahip mikroorganizmalari
igerir; bu araliktaki parcaciklar arasinda 2.5 mikron olglisiindeki partikiiler madde (PM 2.5)
viicuda en fazla zarar verenlerinin baglicalaridir (Brook ve digerleri, 2004). Kiigiik pargacik
boyutu nedeniyle PM 2.5, solunum yoluyla alveollere girebilir ve bir kismi akcigerlerde
kalabilir, solunum yolu enfeksiyonuna neden olabilir. Bir kism1 ise kan dolasimi yoluyla

viicuda girebilir, kardiyovaskiiler hastaliklara, sistemik inflamasyona ve hatta akciger kanserine
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yol agabilir (Clifford ve digerleri, 2018). PM 2.5'in yiiksek konsantrasyonuna uzun siire maruz
kalmak, insanlarda kronik solunum yolu hastaliklari riskini artirabilir. Ozellikle tarim ve
hayvancilik gibi mesleki ortamlarda, PM 2.5 konsantrasyonu sadece yiiksek degil, ayni
zamanda daha kompleks bir hal almistir ve bunun olusturabilecegi risk ve hasar 6ngoriilenden

¢ok daha fazladir (Yan ve digerleri, 2022).

Son yillarda, birgok c¢alisma biyoaerosollerdeki bakteri ve toplam mikroorganizma
konsantrasyonlarina odaklanmistir. Genel olarak, toplam bakteri ve toplam mikroorganizma
konsantrasyonlart m*‘de 10.000 -1.000.000 hiicre arasinda degismektedir (Hara ve Zang,
2012). Biyoaerosollerdeki mikroorganizma konsantrasyonlari cografi konum, mevsim ve hava

kosullarina gore degisiklik gostermektedir (Huang ve digerleri, 2019).

Mikroorganizmalar, bakteri, mantar, polen ve viriisler de dahil olmak {izere 6nemli bir
biyoaerosol grubudur (Ariya ve Amyot, 2004; Jaenicke, 2005; Smets ve digerleri, 2016).
Mikroorganizmalar arasinda, bakteriler atmosferde her yerde bulunur ve uzun bir atmosferik
kalma siiresine sahiptir (Burrows ve digerleri, 2009). En kiigiik bakteri parcaciklari atmosferde
asil kalabilir, bazen st troposfere ulasabilir (DeLeon ve digerleri, 2013). Bu bakteriler gelen
giines 151811 etkileyebilir veya emebilir, bulut damlaciklar1 ve buz kristallerinin olusumunu
etkileyebilir (Phillips ve digerleri, 2009; Bowers ve digerleri, 2009). Bazi c¢alismalar,
atmosferik bulut suyu numunelerindeki bakterilerin % 76'sinin metabolik olarak aktif oldugunu
ve bulut kimyasi iizerinde onemli etkilere sahip olabilecegini tespit etmistir (Delort ve digerleri,
2010; Kourtev ve digerleri, 2011). Bu nedenle, biyoaerosol partikiillerindeki bakterilerin
dolayli olarak kiiresel iklim degisimini etkiledigi ve potansiyel olarak atmosferik kimyay1

etkiledigi diistiniilmektedir (Amato ve digerleri, 2015; Morris ve digerleri, 2013).

Havada yer alan bakterilerin ¢ogu mezofilik kosullarda optimum tireme hizina sahiptirler.
Bakteriler, hiicre ve hiicre dis1 toksinler iiretebilirler. Bu toksinler i¢eriginde mikrobiyal ugucu
organik bilesikler de yer almaktadir. Bakterilerin i¢ ortam havasinda bulunma miktarlari, ortam
kosullarina bagh olarak degismekle birlikte 10-10* cfu/m? degisebilmektedir (Ayla ve Semiha,
2015).

Biyoaerosoller canli (virlis, mantar, bakteri) veya canli olmayan (proteinler,
endotoksinler) olabilir (Adhikari ve digerleri, 2004). Cevredeki hava biyoaerosolleri, saglik
riski gostergeleridir. Arastirmalar, hem canli (kiltiirlenebilir/kiiltiirlenemez) hem de canl
olmayan biyoaerosollerin, bu partikiillere maruz kalan bireylerde saglik sorunlarinin temelini

olusturdugunu gostermektedir ve bu maruziyet i¢ veya dis ortamlarda gergeklesebilir (Crameri



ve digerleri, 2014). Cevredeki biyoaerosollerin varligin1 ve etkilerini anlamak, saglikli bir
ekosistemi siirdiirmek ve iklim degisikliginin canli organizmalar {izerindeki etkilerini izlemek
icin 6nemlidir. Biyoaerosollerin varligi, solunum alerjilerine ve diger ilgili hastaliklara neden
olma potansiyeline sahiptir (WHO, 2021). Belirli biyoacrosollerin varligi, enfeksiyon ve kanser
gibi hastaliklarin gelisimi ile artan bir riskle iliskilendirilmistir (Chretien ve digerleri, 2015;
Gandhi ve digerleri, 2014). Mikroorganizmalarin ve suda ¢dzlinen iyonlarin biyoaerosoller
araciligiyla yaygin olarak dagilmasi, hem kamu sagligi hem de g¢evresel endiselere neden

olabilir (Han ve digerleri, 2018; Han ve digerleri, 2019).

Biyoaerosoller havada bulunan bitki, hayvan maddesi veya mikroorganizmalardan olusan
bilesikler veya mikrofragmanlar olarak da tamimlanir. Oli ya da canli olan tiim
mikroorganizmalar da bu tanima dahil edilmistir. Biyoaerosollere maruz kalmanin etkileri
bulasici hastaliklar, alerjik hastaliklar, akut toksik etkiler, astim dahil solunum hastaliklari,
norolojik etkiler ve muhtemelen kanseri igerebilir (Douwes , 2003). Biyoaerosol, ¢evresinde
yasayan insanlar ve hayvanlar i¢in ciddi saglik tehlikeleri olusturmaktadir. Mikrobiyolojik
Kirlilik wviriis, bakteri, aktinomiset ve mantar i¢eren biyoaerosol seklinde yayilmaktadir

(Fernando ve Fedorak, 2005).

Hastane, hayvan barmagi, temiz oda, ilag¢ liretim tesisi, tren ve uzay araci gibi bir¢cok
ortamda, biyoerosollerin varligi bu ortamlardaki faaliyetlere zarar verebilir. Bu sebeple bu gibi
ortamlarda etkin biyoaerosol izlenmesi kritik hale gelmektedir (Gorny ve digerleri, 2002;
Okafor ve Opuene, 2007; Venkateswaran ve digerleri, 2003). Enfeksiy6z aerosoller genellikle
cok kiiciik olduklar1 i¢in (<5 )m) hava akiminda uzun siire askida kalip canli kalabilirler. Bu
durum, kapali yerlerde ¢ok yiiksek hava kaynakli enfeksiyon riski olusturur. Nozokomiyal
enfeksiyon, kisiden kisiye temas ve gittik¢e artan sekilde hava yoluyla yol gecisi ile baglantili
enfeksiyonlarin bir¢ogunda ciddi ve yaygin bir sorundur. Bu, tim endemik nozokomiyal

enfeksiyonlarin% 10-20'sini olusturabilir (Brachman, 1971).

Biyoaerosoller, ¢esitli siireclerle sagligimiz ve ¢evremiz i¢in dnemli bir rol oynamaktadir.
Antropojenik aktivitenin biyoaerosoller tizerinde genis bir etkisi vardir. Biyolojik kokenlere
sahip havadaki partikiillerin tiim etkilerinin tam bir resmine heniiz sahip degiliz, ancak son
yillarda molekiiler mikrobiyoloji ve aerosol teknolojisindeki gelismeler, bu biiyiileyici diinyay1

¢ozmek i¢in yeni olanaklar saglamistir (Londahl, 2014).

Biyoaerosollerin neden oldugu potansiyel saglik tehlikesi, havadaki belirli

mikroorganizmalarin patojenitesinin  ve mikroorganizmalarin havada hayatta kalmasini



belirleyen ¢evresel kosullar gibi diger faktorlere baglidir (Mohr, 2001). Havada bulunabilecek

baz1 mikroorganizmalar, yaklasik boyutlari, olusturduklar hastaliklar ile bulagma yollar1 Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Mikroorganizmalar ve ortaya ¢ikan baslica hastaliklardan bazilar1 (Kim ve digerleri,

2018).
Sira Tiirler Yaklasik Boyut Hastahk Enfeksiyon/Bulasma
1 Legionella pneumophila Uzunluk: 2 pm Genislik: 0,3-0,9 Lejyoner hastaligi Bakteri igeren bir su aerosoliiniin
solunmast
2 Mycobacterium tuberculosis ~ Uzunluk: 2-4 pm Genislik: 0,2-0 Tiiberkiiloz Hava yolu ile kisiden kisiye
3 Bordetella pertussis Uzunluk: 40-100 nm Cap: 2 Bogmaca Havadaki damlaciklarin dogrudan temast
nm veya solunmasi.
4 Yersinia pestis Uzunluk: 1-3 um Genislik:  Pndmonik veba Enfekte kemirgen hayvanin 1sirmast
0,5-0,8 um
5 Bacillus anthracis spore Uzunluk: 3-5 um Sarbon Enfekte hayvanlarla ve sineklerle temas ve
Geniglik: 1,0-1,2 pm sarbon sporlar1 iceren havanin solunmasi
6 Variola vera Uzunluk: 220-450 nm Cigek Hastalig Havadaki variola virlisiiniin solunmasi,
Genigslik: 140-260 nm enfekte olmus bir kisiyle uzun siireli yiiz
yiize temas, enfekte olmus viicut sivilar
veya kontamine nesnelerle dogrudan temas
7 Herpesvirida, HHV-3 Cap: 150-200 nm Sugigegi ve zona Zona kaynakli dokiintii kabarciklarindan
sivi ile dogrudan temas
8 Morbillivirus measles Uzunluk: 125-250 nm Vicut  sivilari:  Tikiriik — damlalar,
Cap: 21 nm Kizamik,kabakulak burundan mukus, 6ksiirme veya hapsirma,
ve kizamikgik g0z yaslart
9 Vibrio Cholerae Uzunluk: 1,4-2,6 pm Kolera Kontamine olmus yiyeceklerin yenilmesi
Genislik: 0,5-0,8 um veya kontamine suyun i¢ilmesi
10 Salmonella Typhi Uzunluk: 0,7-1,5 um Tifo Kontamine yiyecek veya su yoluyla ve
Genislik: 28 pm bazen enfekte olmus biriyle dogrudan
temas yoluyla.
11 Microsporum Trichophyton Uzunluk: 5-100 mm Sagkiran Enfekte kigilerler ya da egyalariyla
Geniglik: 3-8 mm dogrudan temas.

2.3. Biyoaerosollerin Kaynaklar: ve Tasimim

Biyoaerosollarin emisyon, tasima ve dispersiyon mekanizmalarini anlamak i¢in
biyoaerosollarin sekli, boyutu, kiitle hacmi ve yogunlugunun anlasilmasi Onemlidir.
Biyoaerosollar farkli yap1 ve boyutlarda bulunabilir ve bulunduklar1 ¢evresel kosullar ile

kaynak kokenleri biyoaerosollerin ¢esitliligini etkilemektedir (Pillai ve Ricke, 2002).

Ciftlik hayvanlart ve tavuk yetistirmenin neden oldugu hava kirliligi, hayvanlarin

sagligini olumsuz etkiler ve yakindaki bélgelerin hava kalitesini bozar, ayn1 zamanda isgilere
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mesleki saglik riskleri olusturur (Dungan , 2010; Donham ve digerleri, 1989). Biyoaeresollerin

kaynaklar ve taginimi asagida sunulmustur (Sekil 2).
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Sekil 2. Biyoaerosollerin kaynaklar1 ve taginimi (Smets ve digerleri, 2016).

Biyoaerosollerin, ev i¢i partikiil madde hava kirliliginin yaklasik %5°1 ile %34'linii
olusturdugu tahmin edilmektedir (Mandal ve Brandl, 2011). i¢c mekan biyoarosol kirliliginin
ana kaynaklar1 arasinda; dis mekan kaynaklar1 (pencerelerden, kapilardan ve havalandirmadan
gecerek), yap1 malzemeleri, mobilyalar, ev iginde yasayanlar, evcil hayvanlar, ev bitkileri ve
organik atiklar yer alir (Nazaroff, 2016). Oksiiriik, yikanma, tuvalet sifonunun cekilmesi vb.
siradan insani faaliyetler de ev iginde bulunan biyoaerosol’leri olusturabilir (Chen ve
Hildemann, 2009). Bununla birlikte, sicaklik ve nem gibi temel c¢evresel kosullarin,
mikroorganizmalarin olusumu iizerindeki etkilerinden dolay1 biyoaerosol olusum ve dagilim
derecelerini 6nemli Olciide etkileyebilir (Dedesko ve digerleri, 2015). Sonug olarak, biyo-
aerosollerin prevalanst pndmoni, grip, kizamik, astim, alerji ve gastrointestinal hastalik gibi

bazi hastaliklar ile iligkili olabilir (Srikanth ve digerleri, 2008).
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Mikrobiyal sporlar havalandirma sistemleri vasitasiyla i¢ mekanlara girerek havadan
bulasabilir. Mikroplar insanlar, hayvanlar, bitki ortiisii ile havaya firlatilir ve yiizeylerde
birikebilir. Mikroorganizmalarin aerosol haline gelmesi ve havada hayatta kalmalari, nem
sicaklik gibi iklim kosullarindan ve radyasyondan da etkilenir (Pepper ve Gerba, 2015). Yap1
malzemelerinin asirt nem ve/veya yiiksek su iceriginin mikrobiyal biiylimenin derecesini
belirleyebilecegi ve tiim bu faktorlerin saglik iizerinde olumsuz etkilere, hos olmayan kokulara

ve malzemelerin tahrip olmasina yol agabilecegi bilinmektedir (Yassin ve Almougatea, 2010).

Mesleki ¢evrede biyoarosollere maruz kalma, bulasici hastaliklar, akut toksik etkiler,
alerjiler ve kanser dahil olmak iizere biiyiik halk sagligi problemleri ile iligkilidir. Solunum
semptomlar1 ve akciger fonksiyon bozuklugu en ¢ok calisilan ve muhtemelen en Snemli
biyoaerosol iligkili saglik etkileri arasindadir (Douwes, 2003). Son yillarda biyoaerosollere
maruz kalmanin bol olabilecegi atik geri doniisiim ve kompostlama endiistrisi, yliksek oranda
saflastirilmis enzimler tireten biyoteknoloji endiistrileri ve bu enzimleri kullanan deterjan ve
gida endiistrileri gibi yeni endiistriyel faaliyetler ortaya ¢ikmistir. Cogu biyolojik ajan i¢in doz-
yanit iliskileri kurulmamistir ve esik degerleri hakkinda bilgi nadirdir. Bununla birlikte, odun
tozu, bakteriyel enzimler ve un tozu gibi bazi kirleticiler i¢in maruz kalma sinirlar
belirlenmigtir. Bakteriyel endotoksinler i¢in de maruz kalma simirlarit Onerilmistir. Risk
degerlendirmesi yapilabilmesi, gecerli kantitatif maruziyet degerlendirme yontemlerinin sinirli

olmasi nedeniyle ciddi sekilde engellenmektedir (Douwes, 2003).

Biyoaerosol maruziyetinin ¢ok yogun olarak yasandigi basica mesleki faaliyetler, atik
ayirma ve organik giibre {iretimi, tarim ve gida isleme faaliyetleri ve hayvancilik endiistrisidir
(Beck ve digerleri,, 2012; Rohr ve digerleri, 2015). Gergekten de, bu tiir biyoaresol
maruziyetine maruz kalan is¢ilerin ¢esitli solunum yolu hastaliklar1 veya semptomlarimnin
(alerjik astim, rinit, hava yolu enflamasyonu vb.) yaygmlig: bildirilmistir (Beck ve digerleri,
2012; Rohr ve digerleri, 2015). Yiiksek biyoaerosol konsantrasyonlar1 ve mikroorganizmalarin
hareketi, uygun iklim kosullarinda patojenlerin yayilmasina ve yakindaki topluluklar
etkilemesine neden olabilir (Malakootian ve digerleri, 2013; Sanchez ve digerleri, 2008). Yakin
zamanda ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 viriisiiniin de i¢ mekan aerosolleri yoluyla yayildig:
bilinmektedir (Wang ve digerleri, 2021).

Hayvan besleme siirecinde, isciler mikroorganizma igeren toza bir¢cok kez temas
edebilir, bu durum da iscilerin astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi gibi solunum

hastaliklar1 riskini biiylik Ol¢iide arttirmaktadir (Heederik ve digerleri, 2007; Borlée ve
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digerleri, 2017). Yang ve digerleri (2021) Tavuk ciftligindeki bakteri toplulugunun aerosoller

araciligiyla yetistirilen hayvanlardan iscilere iletilmis oldugunu tespit etmistir.

Biyolojik kokenli havada asili ve ¢okelmis partikiil materyal, is saglig1 alaninda organik
toz olarak adlandirilir.. Biiyilik 6lgekli iiretim stratejileri, broyler kiimeslerinin i¢inde artan
tavuk yogunluklarina yol agmistir (Sauter ve digerleri,1981). Sinirli bir alanda artan bu hayvan
yogunlugu, organik toz maruziyeti ile ilgili insan saglig1 sorunlarinin énemli bir kaynagidir
(Thelin ve digerleri, 1984; Morris ve digerleri, 1991; Donham ve digerleri, 2000; Rylander ve
Carvalheiro, 2006). Bu organik toz; diski, altlik, yem, tiiy olusumu (yiiksek miktarda alerjen
kepek iireten) gibi nedenlerle ortaya ¢ikan canli olmayan partikiillerden hem de canli partikiil
maddeler olan biyoaerosollerden olusur. Broyler kiimeslerinde biyoaerosollere maruz kalma,
besi doneminde diski ve tily kepeklerinin biyokiitlesi énemli bir sekilde arttigindan dolay1
canlilarin biiyiime asamasina bagl olarak degisebilir. Ayrica, 6zellikle besili piliglerin kesime
gonderilmek tizere toplandigi asamada, piligleri yakalayip kutulara yerlestiren iscilerin yani sira
pili¢ kutularin1 nakliyat i¢in yiikleyen forklift operatorlerinin maruz kalabilecegi bir dizi ek
biyoaerosol olusmaktadir. Biyoaerosollerin miktar1 ve bilesimi hakkinda zamansal bilgi
toplamak, bu faktorler ile hem iscilerin hem de hayvanlarin olumsuz saglik semptomlari

arasindaki iliskiyi daha iyi anlamak i¢in gereklidir (Oppliger ve digerleri 2008).

2.4. Biyoaerosollerin Ornekleme Yontemleri

Giiniimiizde bir¢ok farkli biyoaerosol drnekleme yontemi kullanilmakta ve bircok yeni
yontem gelistirme asamasinda bulunmaktadir (Grinshpun ve Clark, 2005; Muilenberg, 2003)
Su ana kadar, farkl tiirlerdeki hava yolu mikroorganizmalarini toplamak icin uygun tek bir

ornekleme yontemi veya standart bir protokol bulunmamaktadir (Grinshpun ve digerleri,,
2007).

Orneklenen hava numuneleri, mikroorganizmalara zarar vermeden toplanmali ve
toplanan mikroorganizma sayisi, havadaki konsantrasyonu temsil edecek yeterlilikte olmalidir.
Hava ornekleri, aktif ve pasif olmak tizere iki farkli yontemle toplanmaktadir ve her iki yontem
de yaygm bir kullanima sahiptir. Daha yiiksek hacimde hava &rneklemek amaciyla hizl

ornekleyiciler gelistirilmistir (Alvarez ve digerleri, 1995).

Ornekleme tekniklerindeki ilerlemeler, verimliligi artirmak ve olumsuz etkileri minimize

etmek amaciyla hala arastirilmaktadir (Sajjad ve digerleri , 2023).
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Bir¢ok tilkede patojen mikroorganizmalar iceren biyoaerosollerin toplanmasi igin heniiz
standart yontemler ve prosediirler bulunmamaktadir. Ancak, hava yolu hastaliklarinin erken
tahmin ve gercek zamanli uyari i¢in biyoaerosollerin dogru bir sekilde tespit edilmesi esastir

(Metcalf ve digerleri , 2018).

2.4.1. Pasif Ornekleme Metodu

Ik olarak, Louis Pasteur besiyerini ortama birakarak mikroorganizmalar1 toplamistir.
Ardindan, i¢ havadaki mikrobiyal kontaminasyonu belirlemek amaciyla Robert Koch, petri

acma yontemini kullanmaya baglamistir (Pasquarella ve digerleri, 2000).

Yercekiminin etkisiyle, havada bulunan partikiiller, kiitlelerine bagli olarak (yaklasik
0.46 cm/sn hizla) agik birakilan petri kaplarina diismektedir (Whyte ve digerleri, 1986). Petri
acma yontemi, uygulanmasi kolay olmasina ragmen, beklenenden daha az mikroorganizma
tespitine neden olabilir ve bu nedenle genellikle 6nerilmemektedir (Charnley ve digerleri, 1969;
Humphreys ve digerleri, 1992; Humphreys ve digerleri, 1995; Humphryes ve digerleri, 1999;
Verreault ve digerleri, 2008).

Bu yontemin uygulanmasi basit ve maliyetsiz olmasi, ayni anda bir¢ok bolgeden 6rnek
alabilmesi ve kritik alanlarla ilgili anlamli sonuglar vermesi gibi avantajlara sahiptir. Ancak, bu
yontemle havadaki mikroorganizma miktarini tahmin etmek miimkiin olabilir ve havadaki tam

mikroorganizma sayisini verme konusunda eksik kalabilir (Pasquarella ve digerleri, 2000).

2.4.2. Aktif Ornekleme Metodu

Aktif 6rnekleme cihazlari, biyoaerosol toplama igin bir mekanik bir element icerir ve tiim
aktif biyoaerosol drnekleme sistemleri, dogru 6rnekleme icin hayati dneme sahip bes temel
bilesen iizerine kurulmustur (Haig ve digerleri, 2016). Bu bilesenlerin igerigi asagidaki
sekildedir;
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1. Ornekleme cihazina hava girisi: Bu, hava drneginin drnekleme sistemine ¢ekildigi

giris noktasi olarak hizmet verir.

2. Cihaz icinde hava drneginin tasinmasi: Ornekleme cihazi, hava drneginin tasinmasini

kolaylastirarak biyoaerosol pargalarinin etkili bir sekilde toplanmasini saglar.

3. Pargacik boyutu se¢imi: Bazi aktif drnekleme cihazlari, toplama sirasinda belirli
pargacik boyutlarin1 segmek i¢in mekanizmalar igerir. Bu sekilde, sadece ihtiyag

duyulan par¢aciklarin toplandigindan emin olunulur.

4. Toplama ortami: Toplama ortami, biyoaerosol pargalarinin biriktirildigi taban veya
malzeme olarak gorev yapar. Dogasi, spesifik ornekleme cihazina bagl olarak sivi

veya kati bir ortam olabilir.

5. Pompa ve akis izleme: Bir pompa, hava 6rnegini 6rnekleme cihazina ¢ekmek icin
kullanilir. Ayn1 anda kalibre edilmis akis izleme, 6rnekleme siireci boyunca tutarli ve

kontrol edilebilir bir hava akig hizin1 garanti eder.

Her bir metodun kendine 6zgii teknik 6zellikleri vardir ve hangi yontemin kullanilacagina
karar vermek, ornekleme 6zelliklerine bagl olarak dogru sonuclar elde etmek i¢in oldukga
onemlidir. Yontem se¢iminde dikkate alinmasi gerekli olan faktorler arasinda ornekleme
yapilan ortam, kullanilacak analiz teknikleri ve ne amacla 6rnekleme yapildigi bulunmaktadir.
Ornekleme i¢in kullanilan uygun cihazlar, mikrobiyal toplama ve tespitte etkinliklerine etki
eden birkac parametreye bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Havayr ¢ekme yetenegi,
toplama siras1 ve toplama sonundaki kurutmanin miktari, mikroorganizmanin ¢arpma hizi,
toplanan mikroorganizmanin yiizey yogunlugu gibi parametreler, koloni olusumunu

etkileyebilecek unsurlardir (Wirtanen ve Salo, 2004).

Biyoaerosol 6rneklemesi i¢in impaktor, filtre ve sivi impinger kullanimi da dahil olmak
lizere ¢esitli metodolojiler gelistirilmistir. Ancak, bugiine kadar standartlastirilmis bir yontem
olusturulmamaistir. Siklon ayirma, yergcekimi ¢okeltme 6rnekleyicileri ve elektrostatik ¢okeltme
gibi diger drnekleme yontemleri de kullanilmaktadir (Grinshpun ve digerleri., 2007; Haig ve
digerleri, 2016; Yoo ve digerleri, 2017). Biyoaerosol oOrneklemesinde kullanilan bazi

ornekleyiciler Sekil 3'te gosterilmektedir.
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(A) Biyoaerosollerin toplanmasi igin kullanilan farkli 6rnekleme teknikleri. (B) Biyoaerosol

orneklemesi i¢in kullanilan farkli cihazlarin tasviri (Sajjad ve digerleri, 2023).
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2.5. Biyoaerosollerin Analiz Yontemleri

Biyoaerosol analizi, ¢esitli klasik ve molekiiller yontemler kullanilarak
gerceklestirilebilir (Wittmaack ve digerleri, 2005). Biyoaeresollerin toplanmasi ve analizi i¢in

kullanilan farkli yontemler asagida sunulmustur (Sekil 4).

Numuneleri Toplama Teknikleri

Yergekimi Elektrostatik Siklon Termal
Impaksiyon Sikisma Filtrasyon fo o Pyt Cokeltme Ayirma Cokeltme Yogusturma
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Sayma
Teknikleri

{

Sekil 4. Biyoaerosollerin toplanmasi ve analizi i¢in kullanilan farkli yontemler (Sajjad ve

digerleri, 2023).

Her tiir ortamda mikrobiyomu belirleme konusundaki en son ve gelismis yontem, NGS
verilerinin metagenomik analizidir. Bu amagla kullanilan ¢esitli teknolojiler ve yontemler
olmasina ragmen, bu yontemlerin genel yaklasimi bakterilerin parmak izi niteligindeki

genlerinden elde edilen DNA dizilerinin Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi bir yontemle
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cogaltilmasi, isaretlenmesi ve bazlarin son derece hassas bir sekilde okunmasi esasina

dayanmaktadir (Highlander, 2012).

2.5.1 Konvansiyonel Analiz Yontemleri

Klasik yontemler genellikle mikroorganizmalarin petrilerde kiiltiire edilmesini igerirken,
molekiiler yontemler mikroorganizmalarin genetik materyallerine dayali olarak tespit ve
tanimlamaya dayanir (Gmihire ve digerleri, 2019). Biyoaerosollerin mekansal ve zamansal
dagilimini arastiran ¢alismalar genellikle petri kiiltiirii ve optik mikroskopi gibi kiiltiir tabanli
teknikleri kullanir (Franchitti ve digerleri, 2020). Bu yontemlerde, biyoaerosol drnekleri hava
ornekleme cihazlar1 kullanilarak toplanir ve ardindan mikrobiyal kolonilerin olusmasi igin
petrilerde inkiibe edilir. Koloniler daha sonra sayilir ve sonuglar koloni olusturan birimler
(cfu/m®) olarak verilir. Bu yontemler kullanimi basit, maliyeti diisiik ve ¢esitli ortamlarda
kullanilabilmesi sebebiyle biyoaerosollerin rutin izlenmesinde yaygin olarak kullanilir.
Bununla birlikte, bu geleneksel yontemlerin bazi sinirlamalart vardir. Konvansiyonel yontemler
ile, kiiltiire edilemeyen bir¢ok ¢evresel biyoaerosol tanimlanamayabilir (Franchitti ve digerleri,
2020; Mainelis, 2020).

Mikroskopik tanimlama, analiz edilebilecek 6rnek miktar1 ve mikroorganizmalarin
benzer morfolojileri olmasi agisindan ayrim giicii konusunda sinirlamalara sahiptir. Ayrca bu
yontemlerde uzun zaman ve fazlaca emek harcanmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, bu
yontemlerin zamansal ¢Ozlniirliigli sinirli olabilir, bu da biyoaerosol siire¢lerinin zaman

icindeki dinamiklerini takip etmeyi zorlastirabilir (Mainelis, 2020).

2.5.2. Gelismis Analiz Yontemleri

2.5.2.1. Molekiiler Analiz Yontemleri

Molekiiler yontemlerin biyoaerosol orneklerinde belirli mikrobiyal tiirleri tespit ve
tanimlama konusundaki kullanimi giderek yayginlagmaktadir (Gollakota ve digerleri, 2021).
PCR'nin yiiksek hassasiyeti, 6rnekte bir tek fungus sporunu dahi tespit edebilme yetenegi ve

ilgili DNA pargalarini ¢ogaltma kapasitesine sahiptir (Géry ve digerleri, 2021).

18



Cevresel DNA (eDNA) metabarkodlama ve yliksek verimli dizileme (HTS) alanindaki
son gelismeler, biyoaerosol drneklerindeki karigik tiirlerin tanimlanmasiyla ilgili zorluklarin
iistesinden gelmek i¢in yeni yaklasimlar getirmistir (Salam, 2023). eDNA metabarkodlama, bir
ornekte bulunan birden fazla tiirii ayn1 anda tanimlamak i¢in hava orneklerinin DNA'sinin
analizini icerir. HTS teknolojileri, ¢ok sayida numunenin yiiksek ¢oziintirlikk ve dogrulukla
analiz edilmesini saglar (Ghimire ve digerleri, 2022). Bu molekiiler yontemler, biyoaerosol
analizinde devrim yaratarak havadaki mikroorganizmalarin gesitliligi ve dinamikleri hakkinda

daha kapsamli ve ayrintili i¢goriiler elde edilmesini saglamistir (Sajjad ve digerleri, 2013).

Sanger sekanslama, piro-sekanslama ve NGS gibi metagenom sekanslama teknikleri,
biyoaerosollerin arastirilmasi i¢in geleneksel kiiltiire bagli yaklasimlara kiyasla 6nemli faydalar
saglamaktadir (Sharma ve digerleri, 2019). Yiiksek hassasiyetleri nedeniyle, bu teknikler
atmosferik aerosol drneklerindeki mikrobiyal genom dizilerini tespit etmek i¢in kullanilabilir.
Ortamdaki canli ve 6lii hiicrelerin yani sira hem patojenik hem de patojenik olmayan bakterileri
tanimlayabilmektedirler. NGS tekniklerini kullanan metagenomik tabanli ¢aligmalar,
Proteobacteria, Enterobacteriaceae, Firmicutes ve Lactobacillus dahil olmak {izere
atmosferdeki baslica bakterileri tanimlamistir (Calderén-Ezquerro ve digerleri, 2020; Kang ve
Cho, 2023; Li ve digerleri, 2022; Maloukh ve digerleri, 2023). Benzer galismalarda tespit
edilen baskin mantarlar arasinda Aspergillus, Rhizopus, Wallemia ve Penicillium
bulunmaktadir (Calderon- Ezquerro ve digerleri, 2020; Hanson ve digerleri, 2022; Pathak ve
digerleri, 2022). Cevrede viriis tespiti, viriislerin boyutu ve 6zellikleri nedeniyle geleneksel
yontemlerle zor olabilir. Metagenomik arastirmalari, viriis tanimlamada devrim yaratarak
cesitli ortamlardan elde edilen metagenomik verilerde poliomaviriis, insan papillomaviriisii ve
digerleri gibi aktif viriislerden gelen dizilerin etkili bir sekilde tespit edilmesini saglamistir

(Sajjad ve digerleri, 2023).

DNA dizileme teknolojisindeki son gelismeler, klinik mikrobiyoloji iizerinde devrim
niteliginde bir etki yaratmistir (Chiu ve Miller, 2019). NGS teknolojisi, biiylik 6lcekte DNA'nin
paralel dizilemesine olanak taniyarak biiylik miktarlarda dogru veri iiretme kapasitesine
sahiptir. NGS platformlar: artik klinik arastirma alaninda giderek daha fazla kullanilmaktadir
(Loman ve digerleri, 2012). Metagenomik dizileme, uzun siiredir patojen bakterileri tespit
etmek icin standart test olan geleneksel kiiltiir tabanli tekniklere kiyasla bir¢ok avantaj
sunmaktadir. Bu yontem, kiiltiirlenemeyen bakterileri ve yeni patojenleri karakterize etmek i¢in

ozellikle kullanighidir (Didelot ve digerleri, 2012).
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Dizi tabanli bakteriyel analizler arasinda, 16S ribozomal RNA (rRNA) geninin amplicon
dizilemesi, taksonomik siniflandirma i¢in gilivenilir ve etkili bir secenek olarak kanitlanmigtir
(Clarridge, 2004; Langille, 2013). Bakteriyel 16S rRNA geni, farkli taksonlarda yiiksek oranda
korunmus dizilere sahip olan dokuz degisken bolgeyi (V1'den V9'a kadar) igerir. Bakteri
tanimlamasi i¢in 16S rRNA geni dnce PCR ile korunmus bdlgelere baglanan primerlerle
cogaltilir ve ardindan dizilenir. Dizileme verileri, degisken bolgelerin bakteri taksonlar
arasinda ayrim yapmak i¢in kullanildigr biyoenformatik analize tabi tutulur (Johnson ve

digerleri, 2019).

Geleneksel paralel-tip kisa okuma dizileme cihazi, genellikle taksonomik siniflandirmada
belirsizlige neden olan 16S rRNA geninin tam uzunlugunu kapsayacak okumalar iiretemez
(Ravi ve digerleri, 2018). Yeni dizileme platformlari, 6zellikle okuma uzunlugunu etkileyen
teknik kisitlamalar1 agmistir. Oxford Nanopore Technologies tarafindan gelistirilen MinlON™
dizileyici, teorik bir okuma uzunluk sinir1 olmadan uzun diziler iiretebilen bir 6rnek olarak

gosterilebilir (Legget ve Clark, 2017; Legget ve digerleri, 2020; Quick ve digerleri, 2015).

MinlON™ dizilemesi, 16S rRNA geninin tamamina hedeflenerek bakterilerin daha dogru
ve hassas bir sekilde tanimlanmasina olanak tanir (Benitez-Paez ve Sanz, 2017; Shin ve
digerleri, 2018). Ayrica, MinlON™, gercek zamanli dizileme verisi liretmesinden dolay1 veri
isleme siiresini azaltir (Mitsuhashi ve digerleri, 2017; Nakagawa ve digerleri, 2019). Bununla
birlikte MinION™ dizileme teknolojisinin baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin, diger
dizileme platformlarina kiyasla goreceli olarak diisiik bir ¢ikisa ve yliksek hata oranlarina
sahiptir (Kono ve digerleri, 2019). Her ne kadar okuma basina dogruluk daha diisiik olsa da,
MinlON™ dizileyicisi tarafindan saglanan neredeyse sinirsiz okuma uzunlugu, dizi tabanh

bakteriyel analizlerde umut vadetmektedir (Matsuo ve digerleri, 2021).

MinlION cihazinin miikemmel tasinabilirligi ve taginabilir bir bilgisayardan gii¢ alabilme
ozelligi, ozellikle sahada yapilacak sekanslama calismalarina onemli katkilarda bulunabilir
(Ameur ve digerleri, 2019; Quick ve digerleri, 2017). Bu 6zellik komiir sahalar1, arktik bolge ,
Antarktika hatta Uluslararas1 Uzay Istasyonu'nda yapilan calismalarla basariyla gosterilmistir
(Castro ve digerleri, 2017; Edwards ve digerleri, 2017; Johnson ve digerleri, 2017; Li ve
digerleri, 2019)

Hava metagenomik alanindaki ilerleme, diger metagenomik c¢alisma alanlari ile
kiyaslandiginda yavas olsa da, yapilan az sayidaki ¢aligmadan dolay1 elde edilen ilerleme umut

vericidir (Behzad ve digerleri 2015). Cin'de meydana gelen yogun duman salinimi olayinda,
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aragtirmacilar metagenomik yontemleri kullanarak hava orneklerinin mikrobiyal bilesimini
analiz etti ve cift iplikli DNA viriisleri dahil olmak {izere ¢esitli hava mikroorganizmalarini
basartyla tanimlamistir. Yapilan bu analizlerde solunum yolu patojenleri ve alerjenlerin gen
dizileri belirlenmis ve bu patojen ve allerjenlerin hava kirliligi ile paralel olarak arttig1 tespit

edilmistir (Cao ve digerleri, 2014).

Hava oOrnekleyiciler 6rnek toplama verimleri birbirinden onemli Olgiide farkiliklar
gosterdigi icin metagenomik calismalarin sonuglarini etkileyebilir. Yapilan bir ¢cok ¢alismada
cesitli hava Ornekleyicilerin 6rnek toplama verimleri incelenmis, ancak yapilan bu c¢esitli
calismalar arasinda standartlastirilmis 6rnekleme yaklagimlarinda bir uzlast bulunmamaktadir
(Dybwad ve digerleri, 2014; Fabian ve digerleri, 2009; Griffin ve digerleri, 2011; Hoisington
ve digerleri, 2014;Li 2011).

Yiiksek akis hizina sahip hava ornekleyicilerle birlestirilen NGS analiz yontemleri,
kiiltiir yontemlerine alternatif olarak dikkat ¢cekmektedir. Gen analiz teknikleri, kantitatif PCR
(qPCR) veya 16S ribozomal RNA (rRNA) geninden elde edilen amplikonlarin, 18S rRNA geni
ve ribozomal i¢ transkripsiyon bolgesi (ITS) analizini igerebilir. Hou ve digerleri (2023) 24
Kasim 2022°de ISI web of Science veritabaninda biyoaerosollerle ile ilgili bir inceleme
yapmustir. Yapilan bu incelemede 1989 ile 2022 arasinda biyoaerosol konusunda 2.000'den
fazla yaym bulunus ve bunlarin 167'sinde NGS tekniklerinin kullanildigi belirlenmistir.
Sekanslama analiz yontemleri kullanilarak yapilan biyoaerosol arastirmalar ilk kez 2007'de
rapor edilmis ve son bes yilda artmistir (Hou ve digerleri, 2023). Biyoaerosol ve sekans
yonteminin kullanildig1 biyoaerosol ¢alismalarinin yillara gore degisimi asagida sunulmustur

(Sekil 5).
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Sekil 5. Biyoaerosol ve sekans i¢eren biyoaerosol ¢alismalarinin yillara gore degisimi (Hou ve
digerleri, 2023).
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Diisiik biyokiitle mikroorganizmalar1 aerosollerde yeterli bir hacimde filtreleme ile
numune alindiktan sonra, 6rnekler DNA ekstraksiyonuna tabi tutulabilmekte ve ardindan NGS
ile analiz edilebilmektedir. Bu yaklasim, biyoaerosollerdeki ¢evresel mikrobiyota ¢esitliligi
hakkinda yeni bir perspektif sunabilmektedir (Hou ve digerleri, 2023). Ornegin, amplikon
teknolojilerini igeren aerosol ¢alismalari, belirli bir binaya iyi bir havalandirma ve hava filtresi
takmanin, i¢c mekan aerosollerinin fungal ve bakteriyel bilesimini degistirerek hava kalitesini
iyilestirdigini gostermistir (Meadow ve digerleri, 2014; Adams ve digerleri, 2015; Zhang ve
digerleri, 2022). Diger ¢alismalar, amplikon-NGS analizleri ile mikroorganizmalarin bir yerden
baska bir yere tagindigini, mikrobiyal topluluk yapilarini ve kompozisyonlarini belirleyerek
kanitlamigtir (Caliz ve digerleri, 2018; Dong ve digerleri, 2022; Maki ve digerleri, 2019; Smithh
ve digerleri, 2018).

2.5.2.2. Kiitle Spektrometresi

Giigli bir analitik teknik olan kiitle spektrometresinin, biyoaerosollerin izlenmesi de
dahil olmak iizere ¢esitli uygulama alanlari bulunmaktadir. Kiitle-yiik oranlarini dlgerek
molekdiller tanimlanabilir ve miktarlarini belirlenebilir. Bu da bu teknigi biyolojik partikiilleri
ve bilesenlerini analiz etmek i¢in degerli bir ara¢ haline getirir. Biyoaerosollerin izlenmesinde,
havadaki partikiillerin mikrobiyal bilesenlerini tanimak ve miktarin1 belirlemek igin kiitle
spektrometrisi kullanilabilir (Li ve digerleri, 2023). Kiitle spektrometresi, spesifik protein veya
lipid profillerine dayanarak bakteri, mantar ve virlis gibi farkli mikroorganizmalar1 tespit
edebilir ve ayirt edebilir (Su ve digerleri, 2020). Arastirmacilar bu profilleri analiz ederek,
zararli veya patojenik organizmalarin varlifi da dahil olmak iizere havanin mikrobiyal
bilesimini anlayabilirler. Biyoaerosollerin izlenmesi i¢in kiitle spektrometresi kullanmanin bir
avantaji, biyokimyasal testlerle yapilan identifikasyona gore olan yiiksek hassasiyetidir. Diisiik
mikroorganizma konsantrasyonlarini tespit edebilir ve yakindan iligkili tiirler arasinda ayrim
yapabilir. Ayrica, biyoaerosollerin gercek zamanli izlenmesine olanak taniyan hizli sonuglar

saglayabilir (Su ve digerleri, 2020).

MALDI-TOF MS yontemi ile her organizma ig¢in 0zgiil olan proteinlerden kiitle
spektrometresine dayali mikroorganizma icin 6zgiin bir ¢esit parmak izini ¢ikarmakta, bu

sayede bakteri, mantar ve viriis tanimlamasi yapilabilmektedir (Holland ve digerleri, 1996).
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Kiiltiirde iiremis bakterilerin konvansiyonel yontemlerle tanimlanma islemi 1-2 giin
stirebilmektedir. MALDI-TOF MS yontemi ile dogru sekilde tanimlayabilme oraninda bir
degisiklik olmadan bu siire 1 saate kadar inebilmektedir. Ayrica MALDI-TOF MS y&ntemi
daha onceden 16S rRNA gen sekansi ile ayrilabilen yakin tiirlerin bile ayrimini basariyla
yapabilmektedir. Giiniimiizde kullanilan MALDI-TOF MS teknikleri kiiltiir i¢in kullanilan
besiyerlerinden ve lireme kosullarindan etkilenmeden ¢aligmaktadir fakat analiz igin alinacak
koloninin 48 saatten daha yasli olmamasi tercih edilmektedir. Eskiyen kiiltiirlerde ayirt edici
pik sayisi ve bu piklerin yogunlugu diismektedir. Buna neden olarak ise eskiyen kiiltiirlerde
meydana gelen ribozomal proteinlerin pargalanmasi gosterilmektedir (Wieser ve digerleri,
2012).

MALDI-TOF MS analizinde 6rnek hazirlamak i¢in mikroorganizmanin matriks
solisyonu ile karistirilarak kristalize hale getirilmesi gerekmektedir. MALDI'nin hafif
Iyonizasyon mekanizmasi olarak degerlendirildigi bir MS analizinde, matriks denilen kiigiik
kiitleli organik bilesimin doygun solusyonu numuneye eklenir ve karisim analiz i¢in metal
hedef plakasinda goriiliir (Sekil 6). Matriks temel olarak kristalize molekiillerden olusur ve en
yaygin olarak 3, 5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit (sinapinik asit), 2,5-dihidroksibenzoik
asit (DHB) ve a-siyano-4-hidroksisinnamik asit (alfa matris) kullanilir (Strupat ve digerleri,
1991, Beavis ve digerleri, 1992). MALDI-TOF MS analizinde 6rnek hazirlamak igin
mikroorganizmanin matriks sollisyonu ile karigtirilarak kristalize hale getirilmesi
gerekmektedir. Cok az miktardaki (10 4 ila 10 ® CFU) mikrobiyal biyokiitle analiz igin yeterlidir
(Wieser ve digerleri 2012).
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Sekil 6. izole kiiltiirlerden MALDI-TOF MS ile bakteri ve maya identifikasyonunun genel
semasi (Andrew ve digerleri, 2013).
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2.5.2.3. Floresan Yontemi ile Tanimlama

Spektrometreler disinda ¢ok sayida gergek zamanli biyoaerosol tespit cihazi gelistirilmis
ve kullanilmistir. Bunlara 6rnek olarak floresan algilama, mikroakiskan platform, BioTrak ™
sayag, elektrostatik Ornekleyici, BioLaz® Ger¢ek Zamanli Mikrobiyal Monitor, molekiiler
izleyici ve ATP biyoliiminesans verilebilir (Zhang ve digerleri, 2022). Bu yontemler,
biyoaerosollerin anlasilmasi1 ve saglik ile gevre {izerindeki etkilerinin kontrol edilebilmesi
konusunda potansiyel olarak ilerlemelere yol agabilecek, verimlilik ve hassasiyet artigini

saglamak amaciyla basariyla kullanilmistir (Sajjad ve digerleri, 2023).

Biyoaerosoller boyut bakimindan énemli farkliliklar gosterir ve bu da gesitli florofor
konsantrasyonlarina yol agmaktadir (Zhang ve digerleri, 2019). Bu durum, farkli biyoaerosol
smiflariin benzer floresan spektrumlarina sahip olabileceginden, yalnizca floresana dayali bir
sistem ile tiir diizeyinde tanimlamay1 zorlastirmaktadir. Biiyime kosullari, diger malzemelerle
kiimelenme ve UV 15181 ve ozona maruz kalma da floresani etkileyerek potansiyel
interferanslara ve yanlis pozitiflere yol agabilmektedir (Yue ve digerleri, 2022). Son teknolojik
gelismeler, flag lambalari, diyot pompali lazerler ve LED'ler gibi daha kiigiik ve daha verimli
151k kaynaklarinin kullanilmasini ve sonug¢ olarak kullanilan sistemlerin boyutunu ve gii¢

kullanimini azaltmistir (Santander ve digerleri, 2021).

2.5.2.4. Mikroakiskan Damlacik Teknikleri

Damlacik tabanli mikroakiskan dedektorii, biyoaerosollerin tespiti i¢in yeni bir
teknolojidir. Bu teknoloji, mikroakiskan prensiplerini kullanarak reaktiflerle tek dagilimh
mikro damlaciklar olusturur. Aerodinamik olarak pargaciklarin bu damlaciklara yogunlasmasi,
dedektoriin etkinligini artirir. Sistem, optik mikroskop, kilcal damar, mikroakiskan damlacik
¢ipi ve aerosol iletim hattindan olusur. Arastirmalar, sistem tasariminin aerosol yoriingesinin
sayisal simiilasyonlarinin sonuglarina dayandigim1  gostermektedir. Damlacik tabanh
mikroakigkan dedektorii, diger geleneksel biyoaerosol dedektorlerine gore birka¢ avantaja
sahiptir. Bunlardan en 6nemlisi yiiksek hassasiyet ve 0zgiilliik sayesinde biyoaerosol tespiti
yapabilmesidir. Ayrica laboratuvar sistemlerine kolayca entegre edilebilir. Bu teknolojinin

potansiyel uygulama alanlar1 genis ve ¢esitlidir (Damit, 2017).
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Mikroakiskan teknolojisi kullanilarak biyoaerosollerin tespiti, aerosollerin impaksiyon,
mikrokanallar veya substrat biriktirme yoluyla toplanmasini ve ardindan genomik dizileme,
ATP o6l¢timii ve PCR gibi analizleri igerir (Foat ve digerleri, 2016). Mikroakiskan platformlar
yiiksek hassasiyet, diisiik reaktif tiiketimi ve hizli tahlil kinetigi gibi avantajlar sunar. Damlacik
mikroakigkanlari, reaksiyon kinetigini gelistirebilen ve tek partikiilli testleri destekleyebilen

biyoaerosollerin tespiti i¢in tanitilmigtir (Damit, 2017).

2.5.2.5. ATP Biyoliiminesans Yontemi

ATP sadece biyoaerosollerde bulunur ve diger cansiz aerosollerde mevcut degildir. Bu
nedenle, ATP, biyoaerosollerin mikrobiyal biyokiitle 6l¢iimii igin etkili bir ara¢ olarak
kullanilabilir. Son yillarda, biyoliiminesans alaninda onemli gelismeler olmustur. Osamu
Shimomura, Martin Chalfie ve Roger Y. Tsien adli bilim insanlari, 151k yayan proteinlerin
kristal yapilarini inceleyerek yesil floresan proteinin gelistirilmesi ve uygulanmasi konusundaki
caligmalariyla 2008 yilinda Nobel Kimya Nobel Odiili'ne layik goriilmiistiir (Sajjad ve
digerleri, 2023).

Biyoliiminesans, biyoaerosollerdeki ATP’nin enzimlerle etkilesimi sonucu olusur. Lin
ve digerleri (2013) biyoaerosollerin tespiti igin bir ATP biyoliiminesans yontemi gelistirmis ve
bu yontemin toplam CFU sayist ile gii¢lii bir iligki gosterdigini ortaya koymustur. ATP
biyoliiminesansinin ¢esitli baglamlarda hizli tan1 i¢in uygunlugu daha onceki arastirmalarda
gosterilmistir (Han ve digerleri, 2015; Liao ve digerleri, 2021; Park ve digerleri, 2014; Tseng
ve digerleri, 2020). ATP biyoliiminesansinin mikrobiyal tespitte kullanilmasi, ATP’nin
mikrobiyal hiicrelerde enerji tastyicisi olarak roliine dayanmaktadir. Basitligi, hiz1 ve kolayligi
nedeniyle, ATP biyoliiminesansi, siddetinin biyoaerosoller i¢indeki mikrobiyal biyokiitle ile
orantil1 olmasi nedeniyle sik kullanilan bir tespit yontemidir. ATP, ¢ogu canli varlik i¢in temel
bir enerji kaynag1 oldugu i¢in, mikroplar1 nicelendirmek ve olasi biyolojik savas saldirilarini
tanimlamak i¢in de kullanilabilir. (Lin ve digerleri, 2013; Tseng ve digerleri, 2020; Zhang ve
digerleri, 2022b).

Hava kaynakli hiicrelerdeki ATP igerigi Ol¢iimii sirasinda aerosolizasyonun etkisi
nedeniyle mikroorganizmalar stres altinda olabilir, bu da yontemin saptama etkinlik seviyesini

etkileyebilir. Bununla birlikte, ATP biyoluminesans yontemi, bir¢ok spor i¢ceren drnekte ya ¢ok

25



az ya da hi¢c ATP olmamas1 sebebiyle spor tespiti i¢in uygulanabilir bir yontem degildir.
(Wirtanen ve digerleri, 1997).

Biyoaerosol izleme yonteminin se¢imi, uygulamanin 6zel ihtiyaglarina gére belirlenir.
Geleneksel yontemler dogruluk ve giivenilirlik acisindan hala 6nemlidir, ancak gelismis
yontemler hizli tarama ve yerinde 6l¢limler i¢in daha uygun olabilir. PCR ve molekiiler biyoloji
teknikleri gibi aktif 6rnekleme yaklagimlar diisiik mikroorganizma konsantrasyonlari i¢in daha
uygundur (Sajjad ve digerleri, 2023). Ornekleyici cihazlarin segiminde nem, besin ihtiyaci ve
mikroorganizmalarin kirilganligir gibi faktorler géz Oniinde bulundurulmahidir (Cox ve
digerleri, 2020 ). Kiigiik alanlarda, ideal bir 6rnekleyici kompakt, hafif ve genis bir biyoaerosol
grubunu toplayabilmelidir. Bu faktorlerin goz Oniinde bulundurulmasi, 6zel ihtiyaglara en
uygun biyoaerosol analiz ve izleme yontemlerinin se¢ilmesine yardimei olabilir (Sajjad ve
digerleri, 2023). Geleneksel ve gelismis biyoaerosol tespit ve izleme teknolojilerinin avantajlar
ve dezavantajlar1 Tablo 2’de; farkli biyoaerosol tiirlerinin ve bunlarin analiz, izleme

tekniklerinin tasviri Sekil 7°de sunulmustur.
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Tablo 2. Biyoaerosol tespit ve izeleme yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari (Sajjad ve
digerleri, 2023).

Metot Tiirii Metot Tanim Artilar Eksiler Kaynaklar
Mikroorganizmalar Disiik maliyetl, CEIG" 2?1:2
9 ' yaygin olarak Yavas, tim & i

Kiiltiire Dayali  tanimlama ve miktar
Yontemler belirleme igin kiiltiir
ortaminda yetistirilir.

2015; Huffman
ve digerleri,
2020; Zhang ve

Konvansiyonel kullanilan, spesifik ~ mikroorganizmalar

mikroorganizmalar1  kiiltiire edilemez.

tanimlayabilir. digerleri, 2019)
Hassasiveti (Franchitti ve
Direkt Mikroorganizmalar Aninda sonug diisiiktiir syesiﬁk digerleri,
Konvansiyonel Mikroskobi mikroskop altinda verebilir, basit bir ki > 5P ) 2020; Huffman
Ozlenir. tekniktir. fukroorganizmalart ve digerleri,
& tanimlayamaz &
) 2020)
Yiiksek hassasiyet ve
Polimeraz zincir Mikroorganizmalardan kor?szagumlrl:sk’o(liqlllglrlcli(aki Ozel ekipman ((lgeerryle‘r/ie
Konvansiyonel reaksiyonu alinan DNA ¢ogaltilir . YO gerektirir, pahalt g. '
(PCR) ve tespit edilir mikroorganizmalari olabilir 2021; Salam,
P ' tespit edebilir, hizli ' 2023)
sonug verir.
Mikrobiyal
taﬁ%ﬂﬁjﬁi’e Yiiksek hassasiyet ve (Huffman ve
Molekiiler miktarlarn ozgiilliik, mikrobiyal Ekipman ve digerleri,
Geligmis bivoloiik/NGS belirlemek icin cesitlilik hakkinda uzmanlik, pahalt 2020; Mainelis,
yolol mikroor anizm:flardan ayrintilt bilgi olabilir. 2020; Yoo ve
ahnar?DN A veya saglayabilir. digerleri, 2017)
RNA dizilenir.
(Richardson ve
. . ark,,
Mikroorganizmalar, "H1zh sonuc;lgr, Ozel ekipman 2019: Santander
boyutlarina ve floresan  yiiksek hassasiyet, erektirir. spesifik ve ark
Geligmis Floresan Tespiti ozelliklerine gore cok cesitli Y 5P ) .
S . . mikroorganizmalari  2021; Shoshanim
tespit edilir ve mikroorganizmalari o
. o - - tanimlayamayabilir. and Baratz,
miktarlari belirlenir. tespit edebilir. .
2023; Zhang ve
ark,, 2019)
Molekiiller kiitle-ytik Yuksek hass_as1ye.t V¢ Numune hazirlama (Daml’_[ and
il ) . ozgiilliik, mikrobiyal ) Antoine,
Gelismis Ktle - oraniarina gore kompozisyon zaman aict ve 2021; Li ve ark
spektroskopisi tanimlanir ve pahali bir ekipman o "
miktarlar1 belirlenir hgkklnda ayr11‘.1t.111 olabilir 20223, Pan ve
) bilgi saglayabilir. ' ark,, 2010)
Yiiksek verim, ayni Gelistirmesi ve
Mikrooraanizmalar anda birden fazla isletmesi pahali,
ibi bi olgik omekler _ numune analizi, karmastk ve (Choi ve ark
Mikroakiskan & ; Zrenjkﬁ ik yiiksek hassasiyet, dikkatli tasarim 2017° Dami t’ '
Gelismis damlacik gamlacﬂ(ﬁiar diisiik konsantrasyon  gerektiriyor, sinirli 2017f Salaml
teknikleri tespiti, kiigiik damlacik boyutu ' '
olusturulur ve ayr1 ayri . - 2023)
analiz edilir numune hacmi, arahgl, canli
gercek zamanl organizmalarla
izleme sinirl
ATP Canli (Liao ve ark,,
mikrooraanizmalardan Hizli sonuglar, gok  mikroorganizmalar1 2021; Oh ve ark,,
Gelismi ATP salmir ge mikrobival cesitli tespit etmekle 2023; Santangelo
S biyoliiminesans bi oki;/tle L5l mZk mikroorganizmalari siirlidir, tim ve ark,,
yi in 6lyﬁ1ﬁ3 tespit edebilir. mikroorganizmalar  2018; Zhang ve
¢ guur. ATP iiretmez. ark,, 2022c)
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Sekil 7. Farkli biyoaerosol tiirlerinin ve bunlarin analiz ve izleme tekniklerinin tasviri (Sajjad

ve digerleri, 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

Arastirmamizda Izmir ili ve ¢evresinde bulunan 3 farkli iireticiye ait 5’er ayr1 broyler
kiimes belirlenmis ve belirlenen toplam 15 adet kiimesten 27.05.2023 tarihinde hem MALDI-
TOF hem de NGS yéntemleri igin ayr1 ayr1 biyoaerosol numuneleri alinmistir. Ornek alinan

kiimeslerin detaylar1 Tablo 3‘de belirtilmistir.

Tablo 3. Orekleme yapilan broyler kiimesler.

Uretici Kodu Uretici Kiimes Kiimesteki Hayvanlarin Ornek Havuz
Numarasi Hayvan Sayis1 Yasi (Giin) Grubu Adi
1 32.000 31
2 30.000 31 AT1
AT 3 29.000 32
4 30.000 31
AT2
5 24.000 32
1 30.000 31
BS1
2 28.000 31
BS 3 26.000 32
4 26.000 33 BS2
5 27.000 32
1 33.000 31
2 30.000 32 AS1
AS 3 29.000 31
4 32.000 32
AS2
5 28.000 31

Her iki yontem igin de biyoaerosol numuneleri, aktif hava drneklemesinde kullanilan
bioMérieux marka airIDEAL® cihaz ile toplanmustir. Hava 6rnekleme cihazi kullanilmadan
once, otoklavlanabilir baslik 121 °C'de 15 dakika boyunca otoklavlanarak steril hale getirilmis
ve her 6rnek alinimindan once baslik, %70'lik etil alkol ile silinerek dezenfekte edilmistir. Bu
sterilizasyon ve dezenfeksiyon prosediirleri, mikrobiyolojik kontaminasyonu onlemek ve
alman Orneklerin giivenilirligini saglamak amaciyla uygulanmistir. NGS i¢in alinan hava
numunesi filtre kagitlarina emdirildilten sonra daha 6nceden hazirlanmis steril serum fizyolojik

suda ¢oOziinmesi saglanmistir. MALDI-TOF yontemi i¢in ise aktif hava oOlglimii igin
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kullanilacak cihaza daha Once laboratuvar ortaminda hazirlanmig olan TSA Besiyerleri
yerlestirilerek 6rnekleme yapilmis ve alinan 6rnekler soguk zincir kosullarina uyularak ayni
giin icinde Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim

Dali’na getirilmistir.

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Trypcase Soy Agar (TSA-04243) , Merck

Sabouraud Dextrose Agar (SDA- CM0041), Oxoid

Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti (MagAttract® HMW DNA Kiti), Qiagen
DNA Yogunluk Ol¢iim Kiti (Qubit™ dsDNA HS Assay), Thermo Fisher Scientific
DNA Barkodlama 16S Barcoding Kit 1-24 (SQK- 165024), Oxford Nanopore
DNA Piirifikasyon Kiti (AMPure XP), Beckman Coulter

NGS Flow Cell (R9.4.1 version), Oxford Nanopore

NGS Cihazi1 MinlON®, Oxford Nanopore

MALDI TOF Cihazi (VITEK® MS Prime), bioMérieux

MALDI-TOF matriks (VITEK® MSCHCA), bioMérieux

VITEK MS slayt (VITEK® MS -DS Slides), bioMérieux

Millipore filtre kagidi (MPGL02GF2), Merck

3.3. Yontem

3.3.1. Bakteri izolasyonu

MALDI-TOF yontemi i¢in aktif hava Ol¢iimii i¢in kullanilan cihaza daha 6nce
laboratuvar ortaminda hazirlanmis olan TSA Besiyerleri yerlestirilip ornekler alinmistir.
Alman 6rnekler soguk zincir kosullarina uyularak Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na getirilmistir. Laboratuvara getirilen TSA 6rnekleri
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dogrudan 35 °C’de 48 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra sonra iireyen koloniler

TSA besiyerinde alt kiiltiire alinmistir.

Alt kiiltiire alinan bakteri 6rneklerine Gram boyama uygulanmistir. Gram boyama igin,
ornekten temiz bir lam iizerine steril 6ze ile 2-3 6ze dolusu su konulmus ve 24 saatlik bakteri
kiiltiirinden de 6ze ile alinarak su ile karistirilarak lam tizerine yayilmistir. Lam havada
kurutulduktan sonra alevden gegirilerek fikse edilmis ve kristal viyole ile 1 dk boyanmistir. Bu
siire sonunda boya dokiilmiis ve lam iizerine lugol ¢6zeltisi damlatilarak 1 dakika beklenmis ve
bu stire sonunda liigol ¢ozeltisi dokiilerek kurutma kagidi ile kurulanmistir. Lam %96’lik etil
alkole daldirilip ¢ikarilarak 10-15 saniye siireyle alkol ile yikanmis daha sonra ise saf su ile
yikanarak kurutma kagidi ile kurulanmistir. Son olarak lam iizerine safranin damlatilarak 30
saniye siireyle boyanmis ve 6rnek saf su ile yikanarak kurulandiktan sonra mikroskopta

incelenmistir (Winn ve ark 2006).

3.3.2. MALDI-TOF Calismasi

Calismamizda VITEK MS/IVD/V.3.2 (bioMérieux, France) veritabani kullanildi ve
iireticinin talimati dogrultusunda gergeklestirilen biitiin islemler asagida belirtildigi sekilde
gerceklestirildi. MALDI-TOF yontemi i¢in laboratuvara getirilen ve saflagtirilan TSA
petrisindeki etkenlerimizin her biri 1 pl’lik 6ze ile alinarak VITEK MS slaytlarina ince bir
tabaka halinde yayilarak slaytlar hazirlanmistir (Sekil 8). Bir slaytta ayni anda 35 adet izolat
hazirlandi. Hazirlanan slaytta her 16 kuyucuk ortasinda yer alan kalibrasyon kuyucuguna kalite
kontrol ve kalibrasyon amaciyla kiitle spektrum profili ¢ok iyi bilinen E. coli ATCC 8739 ince
bir tabaka halinde yayildi. Hazirlanan slayttaki kuyucuklarin her birinin tizerine 1’er pl matriks
soliisyonu CHCA (acyano-4-hydroxycinnamic acid) eklenip oda 1sinda kurumaya birakilmaistir.
Iki dakika beklenildikten sonra slaytlar, cihaz igine yerlestirilerek ¢alisma baslatildi ve her bir
izolatin spektrumlart alimip, veritabanindaki veriler ile karsilastirnllmas1 sonrasinda

identifikasyon sonuclari elde edilmistir.
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Sekil 8. MALDI-TOF MS slayti.

3.4. NGS Calismasi

3.4.1. Orneklerden DNA Ekstraksiyonu

Laboratuvara getirilen Orneklerden mikrobiyom c¢aligmalarinda kullanilacak olan
orneklerden DNA ektraksiyonlar1 Qiagen™ MagAttract® HMW DNA Kiti kullanilarak
yapilmistir. Tlgili kitin prosediiriine gore Mikrobiyal lizis tiipleri icerisine 200 pl numune
konulmus ve iizerine 650 ul Buffer PM1 ve 25 pl DTT ilave edilmistir. >18000 g’de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra {iistte biriken siipernatant temiz toplama tiiplerine aktarilmistir.
Stipernatant tizerine 150 pl IRS soliisyonu ilave edilerek vorteks yardimiyla karistirilmis ve
4°C’de 5 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra >13000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Olusan siipernatanttan 300 pl alinarak 2 ml’lik toplama tiiplerine aktarilmis
ve lizerine 400 pl Buffer C4 ilave edilerek pipet yardimiyla karigtirilmistir. Karisimdan 700 pl
aliarak 2 ml toplama tiiplerinin i¢ine yerlestirilmis olan MinElute spin kolonlara aktarilmistir.
Kolonlar >8000 g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Asagida biriken sivi DNA purifikasyonu

i¢in ayrilmistir MinElute spin kolonlar yeni 2 ml’lik toplama tiiplerine alinmistir.

MinElute spin kolonlar {izerine 500 pl AW 1 Buffer ilave edilmistir. >8000 g’de 30 saniye
santrifiij isleminden sonra alt s1v1 atilmistir. MinElute spin kolonlar {izerine 500 pl AW2 Buffer

ilave edilmistir. 18000xg’de 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra spin kolonlar temiz toplama
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tiiplerine aktarilmistir. MinElute spin kolonlar yeni toplama tiipiine aktarilmis ve 18000 g’de 2
dakika bos santrifiij yapilmistir. MinElute spin kolonlar 1,5 ml’lik DNase-free ependorf tiiplere
alinmis ve 30 ul elution buffer kolonlarin membranlarina eklenmistir. Oda 1s1sinda 1 dakika
inkubasyona birakilan kolonlar 8000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen DNA
elisyonlar1 cryo tiiplere aktarilarak diger analizler yapilincaya kadar derin dondurucuda

saklanmistir.

3.4.2. DNA Qubit Ol¢iim Protokolii

Elde edilen DNA’larin yogunluklarini 6lgmek amaciyla QubitTM dsDNA HS Assay
kitleri kullanilmistir. Her iki kitin icerisinde iki standart bulunmaktadir. DNA 6rneklerinden
qubit bufferler ile 1:200 oraninda, standartlardan ise 10:200 oraninda calisma soliisyonlari
hazirlanmigtir. Bu ¢alisma soliisyonlar1 oda 1sisinda karanlik ortamda 2 dakika inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda QubitTM 4 Florometre cihazi ile dlgiimleri yapilarak kayit

altina alinmastir (Tablo 4).

Tablo 4. Ornek DNA’larmin yogunluklari.

Ornekl ) DNA Yogunlukl )
rneieme Ornek Numarasi osun ATt Olusturulan Ornek Havuzu
Yapilan Yer (ng/nl)
AT 1 151
AT 2 15,42 AT1
AT AT 3 14,7
AT 4 14,54
AT2
AT5 14,54
BS1 14,26
BS1
BS 2 18,1
BS BS3 15,98
BS4 14,56 BS2
BS5 16,36
AS1 12,9
AS 2 33,8 AS1
AS AS3 12,7
AS 4 14,84
AS2
AS5 20,4
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3.4.3. Mikrobiyom Analizi

Orneklerden elde edilen DNA’larin mikrobiyom ¢alismalarinda asagida belirtilen

protokol kullanilmistir. QubitTM 4 fluorometre (ThermoFisher Scientific®) ile 6l¢iilen DNA
yogunluklari, 16S Barcoding Kit (SQK- 16S024) (Oxford Nanopore®) protokoliinde

belirtildigi sekilde ayarlanmis ve daha sonra barkodlama PCR islemi agagida belirtilen sekilde

gerceklestirilmis olup; PCR karigim oranlar1 Tablo 5; PCR islemi 1s1l dongii tablosu Tablo 6°de

gosterilmistir.

Tablo 5. PCR karisim oranlari.

PCR Malzemeleri Miktar

LongAmp Taqg 2X Master Mix 25 ul

Barcod Primer 10 pl

ddH20 5ul

Kalip DNA 10 pl

Toplam hacim 50 pl
Tablo 6. PCR islemi 1s1l dongii tablosu.

Sicakhik Siire Dongii
95°C 1 dk 1
95°C 20 sn
55°C 30 sn 25
65 °C 2 dk
65 °C 5dk 1
4°C © 1

34



PCR isleminden sonra AMPure XP (Beckman Coulter®) ile iiriinler piirifiye edilmistir.
Piirifiye iirlin yogunluklar1 QubitTM 4 fluorometre (ThermoFisher Scientific®) ile 6l¢iildiikten
sonra tlim Uriinler bir ependorfta toplanarak son barkodlanmis DNA havuzu olusturulmustur.
Olusturulan havuza adaptorlerin baglanmasi igin 1 ul RAP ilave edilerek 5 dakika inkubasyona
birakilmistir. Adaptor baglama PCR’1 isleminden sonra {iriin AMPure ile piirifiye edilmis ve
tiriiniin cihaza yiiklenmesi igin protokolde belirtilen yiikleme karisimi olusturulmustur.
Yiikleme yapilacak olan Flowcell’in (Flow Cell R9 Version Nanopore®) Minknow
programinda kontrolii yapildiktan ve por sayilar1 belirlendikten sonra (1516 por 6lgiilen, >800
por ve yukarisi istenilen) yiikleme islemine gecilmistir. Yiikleme islemi i¢in Flow Cell Priming
Kit (Nanopore®) kullanilarak ve protokolde belirtilen sekilde MinION (Nanopore®) cihazoina
yiikleme islemi tamamlanmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra yiiklemenin yapildigi
Flow Cell MinlON (Nanopore®) cihazina yerlestirilmis ve MinKnow programinda 24-36
saatlik bir dizileme protokolii gerceklestirilmistir. Dizileme bittikten sonra fast5 formatinda

elde edilen sonugclar, biyoinformatik analizlerin yapilmasi asamasina yonlendirilmistir.

3.4.4. Biyoinformatik Analiz

Mikrobiyom analizi i¢in gonderilen fast5 formatindaki veriler guppy v3.1.5 yazilimi
kullanilarak fastq formatina ¢evrilmistir (basecalling ve de multiplexing). Barkod ve adaptor
sekanslar1 Porechop v0.2.3 yazilimi kullanilarak temizlenmis, ayrica dizilerin her iki ucundan
45 baz silinerek evrensel primer ve etiketler de silinmistir. Dizilerin temizlenmesinin ardindan
1350-1550 bp uzunlugundaki okumalar filtrelenerek ve geriye kalan okumalar analizden
cikartilmigtir. Temizlenmis okumalar mothur v.1.39.5 platformu kullanilarak 6zellestirilmis is
akis1 ile analize tabi tutulmustur. Sekanslar kimerik yapilardan arindirilarak hizalanmas,
benzerlik matrisi ile aralarindaki mesafeler dlciilerek %99°dan daha fazla benzerlik gosteren
okumalar kiimelenerek OTU’lar olusturulmustur. Olusturulan OTU’lar RDP 16S rRNA veri
tabanina gore karsilastirilarak taksonomik anotasyonlar1 gerceklestirilmis ve ayni cins olarak
tespit edilen OTU’lar iligkilendirilerek istatistiksel sonuglar elde edilmistir. OTU’larin eslestigi
organizmalara, bunlarin kantitatif degerlerine ve 6rneklere ait metadata verilerine gore grafikler
Minitab ve R programlar1 kullanilarak cesitli istatistiksel analizlerle olusturulmustur. Her 6rnek
icin FastQ dosya bilgileri ile BLAST sonucunda elde edilen eslestirme bulgular1 csv formatinda

okuma biiyiikliigi sirasiyla listelenmistir. Elde edilen herbir 6rnekteki mikrobiyom bulgulari
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karsilastirilarak gruplar arasi farkliliklar belirlenmistir. Yeterli miktarda okuma sayisina ve
contiglere sahip olan mikrobiyom o6rneklerinin mikrobiyom sekanslar1 haritalandirilmis ve
anotasyonlari yapilarak grafikler halinde sunulmustur. Mikrobiyom analizler i¢in alfa diversity
PCA (principal component analysis), LEFSE (linear discriminant analysis effect size) ve LDA

(linear discriminant analysis) yontemleri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Fenotipik Bulgular

Aktif hava 6rneklemesi ile alinan ve saflastirilan 35 adet bakteriyel etkenden, 32 adet
etken (%91)’in MALDI-TOF MS sistemi ile identifikaysonu yapilmistir.

Identifikasyonu yapilan 6rneklerin 23’ii (%71.9) Staphylococcus sp., 3’ii (%.9.4)
Bacillus sp., 2’si (%6.3) Enterococcus sp., 1’i (%3,1) Acinetobacter sp., 1’i (%3,1)
Corynebacterium sp., 1’1 (%3,1) Micrococcus sp. ve 1’i (%3,1) Escherichia sp. olarak

belirlenmistir.

Orneklerin tiir bazinda MALDI-TOF ile alinmis sonuglar1 Tablo 7° de verilmistir.

Tablo 7. MALDI-TOF identifikasyon sonuglari.

Identifiye edilen bakteri tiirleri AT1 AT2 AS1 AS2 BS1 BS2  Toplam
Staphylococcus lentus (n:10) 1 3 2 1 - 3 10
Staphylococcus arlettae (n:7) 3 4
Staphylococcus cohnii (n:3) 1 - - 1 - 1
Mammaliicoccus sciuri (n:1)
Staphylococcus xylosus (n:1)
Staphylococcus gallinarum (n:1)

Bacillus subtilis (n:2)

Enterococcus faecalis (n:2) 1
Corynebacterium aurimucosum (n:1) - - 1
Acinetobacter lwoffii (n:1) - - - 1
Bacillus cereus (n:1) - - - - 1
Escherichia coli (n:1) 1
Micrococcus caseolyticus (n:1) - - - - - 1

L
=
R P PR P P NMNNRP PR P W

Tabloda goriildiigii tizere Staphylococcus sp. identifiye edilen etkenlerin %71.9‘unu
olusturur baskin olan cins konumundadur. Identifikasyonu yapilan Staphlycoccus sp.. tiirlerinin

tamami koagiilaz negatif Staphylococcus sp. (KNS)’dir.
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4.2.Genotipik Bulgular

4.2.1. Benzerlik Analizi Sonuglar:

Orneklerin birbirlerine olan yakinliklari, sahip olduklari gesitlilik ve miktara gre analiz
edilerek, Sekil 9'da verilen dendrogram olusturulmustur. Yakinlik degerlendirmesinde
"Pearson” benzerlik metodu ve Tek Baglant1 (Single-linkage) hiyerarsik kiimeleme yontemi
kullanilmistir. Orneklerden biri “mean” olarak belirtilmistir. “Mean” degeri, tim OTU'larin
ortalamasinin alinmasiyla olusturulmus, yiizdesel olarak ifade edilmis ve ortalama c¢esitliligi
temsil etmek i¢in eklenmistir. Grafikteki 6rnekler, yatay ve dikey eksende, diger 6rneklerle olan
benzerlik oranina gore renklendirilmistir. Benzerlik orani arttik¢a renk koyulasir, bu da 1'e
yaklastikga gosterilmektedir. Tam tersi durumda, Ornekler birbirinden uzaklagir. Analiz
sonuclari, Pearson benzerligine dayali olarak cinsler arasindaki benzerlik iligkisi ve tek

baglantili hiyerarsik kiimeleme yontemi sonuglarini gostermektedir.

Similarity Distance of SamplT by OTU

] _

%AS2 %BS2 %BS1

Y%AT2

%AS1 %Mean

%AT1

%B51 Y%B52 YaAS2 YoAT2 YoMean YAS1 YAT1

Sekil 9. Benzerlik analizi sonuglari.

Aragtirmamizda Orneklerimiz arasinda benzerlik oraninin yakin degerlere sahip oldugu

dendogramdan anlagilmaktadir.
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4.2.2. Mikrobiyom Analizlerinin Cins Bazinda Degerlendirilmesi

Orneklerin cins seviyesindeki farklilasmay gostermek amaciyla yapilan grafikler, Cins
(Genus) bazinda gergeklestirilen analizleri icermektedir. Analiz sonuglari, 6rneklerin sahip
oldugu ¢esitliligi yiizdesel olarak gostererek belirgin  organizmalarin  degisimini
vurgulamaktadir. Asagida yer alan "bar chart,”" her bir 6rnek i¢inde ylizdesel olarak en ¢ok

goriilen cinsleri gostermektedir (Sekil 10).
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Sekil 10. Orneklerdeki mikroorganizmalarin cins bazinda dagilimlar.

AS1 ornek havuzunda, baskin cins %35.8'lik bir oranla Escherichia sp. olarak
belirlenirken, AS2 6rnek havuzunda ise %25.0'lik bir oranla Staphylococcus sp. 6n plandadir.
Benzer sekilde, AT1 6rnek havuzunda Escherichia sp. %33.3'lik bir oranla baskinken, AT2
ornek havuzunda Staphylococcus sp. %57.2'lik bir oranla dominant cins olarak

gozlemlenmistir. BS1 ve BS2 6rnek havuzlarinda ise baskin cins, her iki 6rnek hazvuzunda da
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yiiksek oranlarla Proteus sp. olarak belirlenmistir. Proteus sp.; BS1 6rnek havuzunda %85.3 ve
BS2 6rnek havuzunda %72.3 oraninda baskin olan genustur. Bu bulgular, farkli gruplardaki

mikrobiyomlarda baskin cinsler arasinda ¢esitlilik gosterdigini gostermektedir.

4.2.3. Krona Analizi Sonuglar:

Krona analizinde metagenom, bir daire olusturan i¢ ice gecmis ve esmerkezli halkalar
olarak temsil edilir. Halkalarin her biri tek bir taksonomik seviyeye karsilik gelir, halka
merkezden ne kadar uzaktaysa taksonomik seviye o kadar diisiik olur. Herbir seviyedeki
taksonlar, drnekte bulunan o taksonomik seviyeye ait bolluk ile orantili olarak halkanin bir
pargas1 olarak gosterilir. Boylece, bu gorsellestirme topluluk yapisinin ¢ok seviyeli bir
goriiniimiinii verir. Krona, hiyerarsik etkilesime sahiptir: bir daire dilimine veya segmente
tiklandiginda, bu parcanin gomiilii taksonomik hiyerarsisini gosteren baska bir pasta grafigi
goriintlilenir. Boylece bir metagenomdaki her taksonu ayrintili olarak incelemek ve iiye

taksonlarinin seviyelerini gérmek miimkiin hale gelmektedir.

Arastirmamizda incelenen bazi Orneklere ait krona taksonlarmin dagilimi asagida
detaylar1 ile gosterilmektedir. Bacilli sinifi, AT1 grubunda % 61, AT2 grubunda ise %99 ile
baskin smif durumundadir. AS1 sinifinda Pseudomonadota sinifi %54 ile AS2 smifinda ise
Bacilli sinifi %78 ile baskin siniftir. Pseudomonadota sinifi BS1 grubunda %87 ile BS2

grubunda ise %76 ile dominant sinif konumundadir.

AT1 grubumuzda Bacilli smifi toplam bakteri florasinin %61'ini olustururken,
Pseudomonadota simifi ise %39'unu temsil etmektedir. Bu dagilim, 6zellikle Bacilli sinifina ait

<

bakterilerin bu mikrobiyomda baskin oldugunu gostermektedir. Bacilli ¢ nin yiiksek oranda
bulunmasi, muhtemelen c¢evresel kosullar veya diger faktorlerle uyumlu olan bu bakteri
grubunun grup i¢indeki Onemini vurgular. Krona analizine tiir diizeyinde bakildiginda
Escherichia coli, Pseudomonadota sinifinin % 82°sini, tiim bakterilerin ise % 32°‘sini temsil

etmektedir (Sekil 11).
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Sekil 11. AT1 grubunun krona analizi.

AT2 grubunda izeole edilen bakterilerin %99’unu Bacilli filumu olusturmaktadir.
Staphylococcaceae familyasi tiim bakterilerin %74‘linii olusturan baskin familyadir. Tiir
diizeyinde yapilan incelemede Staphylococcus arlettae tiim bakterilerin %74 lini
olusturmaktadir (Sekil 12). Bu bulgularimiz MALDI-TOF analiz sonuglarimizla benzerlik
gostermektedir. MALDI-TOF ile tanmimlanan tiim etkenlerin %21.9'unu Staphylococcus
arlettae (n:7) olustururken, AT2 6rnek grubundan izole edilen etkenlerin %33.3"linii temsil eden

Staphylococcus arlettae (n:4) bulunmaktadir.

41



Stap%%: ris

oxylasus
tgonyloceetS e

b Lyginibacilius sp. YS11

-5 Mora

1100 BIYOIBUIS m-

Sekil 12. AT2 grubunun krona analizi.

AT1 ve AT2 mikrobiyom gruplar1 arasinda onemli benzerlikler ve farkliliklar
gozlemlenmektedir. Her iki grup da Bacilli sinifinin belirgin bir sekilde baskin oldugu ortak bir
Ozellige sahiptir. AT2 6rnek havuzunda Bacilli siifinin tiim bakterilerin %99'unu olusturmast,
bu mikrobiyomun bu sinifa yogun bir sekilde sahip oldugunu gosterir. Aynmi sekilde, ATI
grubunda Bacilli smifinin toplam bakteri florasinin %61'ini olusturmasi, bu sinifin bu

mikrobiyomda 6nemli bir bilesen oldugunu ortaya koymaktadir.

Ote yandan, ATl ve AT2 mikrobiyomlar1 arasinda belirgin farkliliklar da
bulunmaktadir. AT1'de Pseudomonadota sinifinin toplam bakterilerin %39'unu olusturmakta,
AT2'de ise Pseudomonadota sinifinin toplam bakteriler iginde %1 gibi belirgin bir sekilde daha
diisiik oranda bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Tiir diizeyinde yapilan Krona analizine gore, AT1

mikrobiyomunda Escherichia coli'nin Pseudomonadota smifinin %82'sini ve toplam
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bakterilerin %32 sini temsil etmesi gézlemlenirken bu tiiriin bu grup i¢inde dnemli bir konumda
oldugunu gosterir. AT2 mikrobiyomunda Escherichia coli’ nin Pseudomonadota sinifinin
%88°ini temsil etmesine ragmen, AT2 mikrobiyomunda Pseudomonadota simnifinin toplam
oraninin ¢ok daha az olmasi sebebi ile Escherichia coli toplam bakterilerin yalnizca %]1°ini
temsil etmektedir. Bu benzerlikler ve farkliliklar, mikrobiyomlarin ¢esitli faktorlere bagl

olarak nasil sekillendigini anlamak acisindan 6nemli bir perspektif sunmaktadir.

Calismamizda, Pseudomonadota BS1 o6rnek havuzundaki bakterilerin %87 sini
olusturan baskin olan siniftir. Morganellaceae familyasi Pseudomonadota sinifinin %99 ‘unu
ve toplam mikrobiyomun da %86°sin1 temsil etmektedir. Morganellaceae familyasi iginde yer
alan Proteus mirabilis, Pseudomonadota sinifinin % 97°sini ve toplam bakteri grubunun da
%84 linii olusturan baskin bakteridir. Bu durum Proteus mirabilis'in firsatg1 bir patojen olmasi
ve ortamdaki diger bakterilere gére ¢ogalma avantajina sahip olmasi ile agiklanabilir. Bacilli
smift BS1 6rnek havuzunun %12 ‘sini temsil etmektedir. Staphylococcaceae familyas: Bacilli

siifinin %88°ini toplam bakterilerin ise %12 °sini temsil etmektedir (Sekil 13).

Sekil 13. BS1 grubunun krona analizi.
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BS2 6rnek havuzunda, Pseudomonadota taksonu toplam bakterilerin %76sin1, Bacilli
taksonu ise %24 inii olusturmaktadir. BS1 6rnek havuzunda oldugu gibi BS2 6rnek havuzunda
da Proteus mirabilis baskin olan bakteridir ve Pseudomonadota taksonunun %93‘linii, tim
bakterilerin ise %71 ‘ini olusturmaktadir (Sekil 14).

Sekil 14. BS2 grubunun krona analizi.

BS1 ve BS2 mikrobiyom gruplari arasinda belirgin benzerlikler bulunmaktadir;
ozellikle Proteus mirabilis'in baskin bir tiir olarak gdzlemlenmesi bu benzerliklerden biridir.
Her iki mikrobiyomda da Proteus mirabilis, Pseudomonadota sinifinin ve toplam bakterilerin
biiyiik bir ylizdesini olusturmaktadir. BS1 mikrobiyomunda Proteus mirabilis %84'liik bir

oranda toplam bakteri grubunu olustururken, BS2 mikrobiyomunda bu oran daha diisiiktiir ve
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%71'dir. Bu farklilik, her iki mikrobiyomun da benzer bakteri tiirlerini icermesine ragmen, bu

tiirlerin miktarlarindaki degiskenlikleri vurgular.

AS1 6rnek havuzunda, Pseudomonadota sinifi toplam bakterilerin %54 inii, Bacilli
smift ise %46°lik kismini olusturmaktadir. Pseudomonadota sinifi igerisinde yer alan
Enterobacteriaceaea familyast Pseudomonadota sinifinin %77°sini, tiim bakterilerin ise
%41°1ik kismin1 olusturmakta ve toplam bakteriler igerisindeki en ¢ok bulunan familya‘dir. Bir
diger biiyiik familya olan Staphylococcaceae ise Bacilli sinifinin %78 ini, toplam bakterilerin
de %36°lik kismin1 olusturmaktadir (Sekil 15).

Sekil 15. AS1 grubunun krona analizi.
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AS2 6rnek havuzunda, Bacilli smifi toplam bakterilerin %76 sin1 olusturmaktadir ve
baskin olan sinif konumundadir. Staphylococcaceae familyasi Bacilli sinifinin %64 ‘{inii ve
toplam bakterilerin %50°sini olugturmaktadir. Bacilli simifindaki diger familyalar Bacillaceaea
ve Paenibacillaceae familyalar: sirasiyla Bacilli smifinin sirasiyla %16 ve %11°lik kismint
olusturmaktadir. Bir diger biiyiik sinif olan Pseudomonadota sinifi toplam bakterilerin %22 ‘sini
olusturmaktadir. Enterobacteriaceae familyasi Pseudomonadota smifinin %51‘ini ve tim
bakterilerin %11°ini olusturmaktadir (Sekil 16).

Sekil 16. AS2 grubunun krona analizi.
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AS1 ve AS2 mikrobiyom gruplari arasindaki belirgin farklardan biri, baskin bakteri
smiflarinin dagiliminda ortaya ¢ikmaktadir. AS1 mikrobiyomunda Pseudomonadota sinifi
toplam bakterilerin %54"linii olustururken, Bacilli sinifi %46'lik bir kismi temsil etmektedir. Bu
durum AS1 mikrobiyomunun Pseudomonadota agirlikli oldugunu gostermektedir. AS2
orneginde ise Bacilli simifi, toplam bakterilerin %76'sin1 olusturarak mikrobiyomun baskin
smifin1 temsil etmektedir. Bu sinifta yer alan Staphylococcaceae familyasi, Bacilli sinifinin
%064'linii ve toplam bakterilerin %50'sini olusturarak belirgin bbir oranda baskin familyadir.
Bacilli sinifindaki diger familyalar olan Bacillaceaea ve Paenibacillaceae, sirasiyla Bacilli
smifinin %16'sin1 ve %1 1'ini olugturarak mikrobiyom kompozisyonuna katkida bulunmaktadir.
Genus bazinda incelendiginde, AS2 6rnek havuzunda Staphylococcus sp. toplam bakterilerin
%25‘ini temsil eden baskin bir tiir olarak gozlemlenirken, AS1 O6rnek havuzunda ise
Escherichia sp. %36 ile baskin genus durumundadir. Bu karsilagtirma, ayn1 {ireticinin ayni
bolgelerde yer alan farkli kiimeslerindeki mikrobiyom gruplar1 arasinda énemli kompozisyon

farkliliklarini ortaya koymaktadir.

4.2.4. Alpha Cesitlilik Analizleri

Alfa cesitliligi, belirli bir 6rnek veya ekosistem icerisinde bulunan tiirlerin ¢esitliligini
ifade eder. Alfa ¢esitliligin hesaplanmasinda farkli indeksler kullanilmaktadir. Shannon’s
indeks ile alfa ¢esitliligi tiir zenginligi ve cesitliligi acisindan 6l¢iiliir. Bir numunedeki cesitli
tiirlerin sayisina tiir zenginligi, mikroorganizmalarin bir numunedeki dagilimma tiir ¢esitliligi
denir. Gruplarin kendi aralarinda ve birbirleri arasindaki benzerliklerini ve alfa ¢esitliligini
gosteren Shannon indeks grafigi Sekil 17 de goriilmektedir. Shannon indeks ¢esitliligine gore

AS2‘nin en yiiksek mikrobiyal ¢esitlilige sahip oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 17. Arastirma 6rneklerinin Shannon index grafigi.

4.2.5. PCA Analizleri

PCA analizi, ¢ok boyutlu verilerde degiskenler arasindaki iliskiyi tespit etmek igin
maksimum varyansi bularak boyut indirgeme yontemine dayanir. Bu analizde amag verileri 2
veya 3 boyutlu diizlemlere indirgemek ve bu sayede veriler arasinda bulunan patternleri
gozlemlemektir. PCA analizinin temel 6zelligi minimum degisken ile miimkiin oldugunca fazla
varyansin ortaya ¢ikarilmasidir. Bu analizde olusacak patterni gézlemlemek amaciyla veriler

ve verilerin ait olduklar1 gruplar 3 boyutlu olarak analiz edilmistir.

Aragtirmamizda incelenen 6rneklerin biitiin seviyelerde ve sadece cins seviyesinde temel
komponent analizleri gergeklestirilmis, iki boyutlu (Sekil 18) ve ii¢ boyutlu (Sekil 19)
degerlendirmeleri gosterilmistir. PCA analizleri sonucunda, Grup1’in kendi iginde Grup 2 ve

Grup 3°de yer alan gruplara gore daha farkli bir sekilde kiimelenmis oldugu gériilmektedir.
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Sekil 18. Orneklerin iki boyutlu PCA analizi grubunun krona analizi.
G1l: (AT1ve AT2); G2 : (ASl ve AS2); G3: (BS1 ve BS2)

Sekil 19. Orneklerin ii¢ boyutlu PCA analizi grubunun krona analizi.
G1l: (AT1lve AT2); G2: (AS1 ve AS2); G3 : (BS1 ve BS2)
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PCA analizinizde elde ettiginiz sonuglar, mikrobiyom gruplarmin kendi i¢lerindeki
benzerlik ve farkliliklar1 ortaya koymaktadir. GR1 ve GR2'min kendi iclerinde uzak bir
konumda olmasi, bu iki mikrobiyom grubunun birbirleri i¢inde belirgin sekilde ayrildigini
gosterir. Bu durum, GR1 ve GR2 arasindaki mikrobiyom kompozisyonunun 6nemli 6l¢iide
farklilagtigini ve bu gruplar arasinda belirgin bir bakteriyel ¢esitlilik oldugunu diistindiirebilir.
Diger yandan, GR3'lin kendi i¢inde birbirine yakin konumda olmasi, bu mikrobiyom grubunun
daha homojen bir bakteriyel kompozisyona sahip oldugunu gosterir. GR3 igindeki mikrobiyom

orneklerinin birbirine benzer oldugu ve genel yapilarinin tutarlilik gosterdigi sdylenebilir.

Bu gozlemler, mikrobiyom gruplari arasindaki ¢esitliligi ve icsel tutarliligi anlamak
acisindan degerlidir. GR1 ve GR2'nin kendi i¢lerindeki uzaklik, belirli faktorlere yanit olarak
farkli bakteriyel topluluklara sahip olabileceklerini diisiindiirebilir. GR3'lin ise kendi i¢indeki

benzerlik, bu grup i¢inde daha tutarli bir mikrobiyom kompozisyonu oldugunu gosterir.

4.2.6. Mikrobiyom Analizleri Sonucunda Bakterilerin Taksonomik Dagilimlari

Aragtirmamizda 3 farkli firmaya ait ¢iftliklerden toplanan 15 biyoaerosol 6rneklerinden
olusturulmus gruplara yapilan mikrobiyom analizleri sonucunda taksonomik olarak 196 satir
bakteri cinsi identifiye edilmistir. Identifiye edilen bakteriler ve yiizde dagilimlar Tablo 8‘de
ve Sekil 20°de gosterilmektedir.

Tablo 8. Mikrobiyom analizleri sonucunda belirlenen bakteriler ve yiizde dagilimlari

A 0

A

A O

Pseudomonadota 8,95 3,73 6,46 0,23 14,44 12,73
Gammaproteobacteria 8,95 3,73 6,46 0,23 14,33 12,29
Bacillota 7,72 12,94 10,16 16,44 2,22 3,92
Bacilli 7,72 12,94 10,16 16,44 2,22 3,92
Bacillales 7,64 12,75 9,63 16,32 2,21 3,87
Enterobacterales 6,89 2,17 6,44 0,23 14,29 12,29
Morganellaceae 0,00 0,28 0,03 0,00 14,26 12,21
Proteus 0,00 0,28 0,03 0,00 14,22 12,13
Proteus mirabilis 0,00 0,28 0,03 0,00 13,94 11,86
Enterobacteriaceae 6,89 1,89 6,39 0,23 0,03 0,06
Escherichia 5,96 1,62 5,55 0,20 0,00 0,02
Staphylococcaceae 5,94 8,25 4,99 12,38 1,96 3,28
Staphylococcus 4,39 4,17 1,76 9,55 0,89 1,90
Escherichia coli 5,84 1,54 5,29 0,20 0,00 0,02
Moraxellaceae 2,06 1,56 0,00 0,00 0,00 0,00
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Bacillaceae 1,70 2,68 4,44 3,93 0,17 0,41
Mammaliicoccus 1,52 3,14 2,87 2,81 0,44 1,01
Mammaliicoccus lentus 1,05 2,37 2,27 2,01 0,32 0,73
Moraxellales 2,06 1,56 0,00 0,00 0,00 0,00
Acinetobacter 2,06 1,47 0,00 0,00 0,00 0,00
Lysinibacillus 1,43 0,05 4,26 0,78 0,13 0,22
Staphylococcus cohnii 0,80 1,08 0,24 1,02 0,32 0,60
Acinetobacter Iwoffii 0,76 0,72 0,00 0,00 0,00 0,00
Shigella 0,67 0,20 0,63 0,03 0,00 0,00
Staphylococcus saprophyticus 0,61 0,18 0,06 1,37 0,08 0,15
Staphylococcus arlettae 0,56 0,66 0,90 3,84 0,11 0,19
Staphylococcus sp. 11-B-312 0,48 0,93 0,20 0,63 0,17 0,41
Shigella sonnei 0,48 0,06 0,26 0,00 0,00 0,00
Lysinibacillus fusiformis 0,48 0,00 0,35 0,03 0,00 0,16
Acinetobacter sp. WY4 0,44 0,22 0,00 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus simulans 0,43 0,03 0,00 0,02 0,00 0,02
Acinetobacter sp. NEB149 0,43 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00
Mammaliicoccus sciuri 0,36 0,45 0,33 0,48 0,08 0,19
Lysinibacillus sp. CD3-6 0,36 0,00 1,40 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus xylosus 0,32 0,06 0,00 0,22 0,03 0,06
Lysinibacillus sphaericus 0,31 0,00 0,59 0,06 0,02 0,05
Staphylococcus pseudoxylosus 0,30 0,04 0,00 0,38 0,04 0,07
Staphylococcus aureus 0,30 0,50 0,18 0,56 0,09 0,20
Bacillus 0,23 2,55 0,12 2,91 0,05 0,19
Acinetobacter pittii 0,20 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus haemolyticus 0,16 0,05 0,02 0,11 0,02 0,04
Lysinibacillus varians 0,16 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00
Klebsiella 0,15 0,06 0,13 0,00 0,03 0,04
Bacillus velezensis 0,12 0,89 0,10 1,16 0,00 0,03
Klebsiella variicola 0,12 0,06 0,10 0,00 0,00 0,04
Shigella dysenteriae 0,11 0,08 0,20 0,03 0,00 0,00
Acinetobacter schindleri 0,08 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Escherichia fergusonii 0,08 0,05 0,20 0,00 0,00 0,00
Acinetobacter pseudolwoffii 0,08 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Lactobacillales 0,08 0,18 0,52 0,12 0,02 0,05
Staphylococcus warneri 0,07 0,11 0,05 0,17 0,00 0,04
Staphylococcus gallinarum 0,07 0,03 0,00 0,11 0,00 0,00
Lysinibacillus sp. GJ-1 0,07 0,00 0,16 0,02 0,00 0,00
Mammaliicoccus vitulinus 0,07 0,20 0,16 0,18 0,03 0,05
Salmonella 0,06 0,02 0,07 0,00 0,00 0,00
Salmonella enterica 0,06 0,02 0,04 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus epidermidis 0,06 0,07 0,05 0,09 0,00 0,03
Shigella flexneri 0,05 0,02 0,08 0,00 0,00 0,00
Priestia 0,05 0,00 0,06 0,22 0,00 0,00
Priestia filamentosa 0,05 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus equorum 0,05 0,07 0,03 0,19 0,02 0,03
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Mammaliicoccus stepanovicii 0,04 0,12 0,11 0,13 0,02 0,04
Aerococcaceae 0,04 0,13 0,47 0,08 0,02 0,03
Aerococcus 0,04 0,13 0,42 0,08 0,02 0,03
Staphylococcus succinus 0,04 0,04 0,00 0,17 0,00 0,00
Aerococcus viridans 0,04 0,07 0,24 0,05 0,02 0,03
Staphylococcus nepalensis 0,04 0,08 0,02 0,11 0,02 0,04
Enterococcaceae 0,04 0,05 0,06 0,04 0,00 0,02
Enterococcus 0,04 0,05 0,06 0,04 0,00 0,02
Enterococcus faecium 0,04 0,05 0,06 0,04 0,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 0,04 0,00 0,03 0,00 0,03 0,00
Staphylococcus lugdunensis 0,04 0,06 0,03 0,11 0,00 0,02
Lysinibacillus agricola 0,04 0,00 0,28 0,07 0,00 0,00
Enterobacter hormaechei 0,03 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Enterobacter 0,03 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Bacillus cereus 0,03 0,24 0,00 0,08 0,00 0,00
Macrococcus 0,03 0,95 0,33 0,03 0,63 0,37
Macrococcus caseolyticus 0,03 0,71 0,30 0,03 0,49 0,26
Shigella boydii 0,03 0,04 0,09 0,00 0,00 0,00
Bacillus amyloliquefaciens 0,03 0,35 0,03 0,50 0,00 0,00
Acinetobacter haemolyticus 0,03 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
Escherichia albertii 0,02 0,03 0,05 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus caprae 0,02 0,02 0,00 0,04 0,00 0,00
Bacillus anthracis 0,02 0,09 0,00 0,04 0,00 0,00
Lysinibacillus sp. YS11 0,02 0,05 0,95 0,48 0,10 0,00
Escherichia sp. E4742 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Acinetobacter baumannii 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bacillus thuringiensis 0,02 0,20 0,00 0,07 0,00 0,00
Staphylococcus hominis 0,02 0,03 0,00 0,04 0,00 0,00
Acinetobacter calcoaceticus 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus pseudintermedius | 0,02 0,03 0,00 0,06 0,00 0,00
Paenibacillus 0,00 1,82 0,16 0,00 0,07 0,19
Paenibacillaceae 0,00 1,82 0,16 0,00 0,07 0,19
Paenibacillus barcinonensis 0,00 0,79 0,00 0,00 0,07 0,12
Bacillus subtilis 0,00 0,31 0,00 0,30 0,00 0,02
Bacillus pumilus 0,00 0,08 0,00 0,29 0,00 0,02
Bacillus safensis 0,00 0,07 0,00 0,16 0,05 0,12
Alphaproteobacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,31
Caulobacteraceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,31
Brevundimonas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,31
Caulobacterales 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,31
Priestia megaterium 0,00 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00
Proteus vulgaris 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,15
Lysinibacillus capsici 0,00 0,00 0,19 0,11 0,00 0,00
Brevundimonas vancanneytii 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,15
Paenibacillus xylanexedens 0,00 0,30 0,00 0,00 0,00 0,00
Bacillus altitudinis 0,00 0,04 0,00 0,12 0,00 0,00
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Staphylococcus kloosii 0,00 0,03 0,00 0,11 0,00 0,00
Macrococcus canis 0,00 0,09 0,04 0,00 0,07 0,05
Bacillus atrophaeus 0,00 0,04 0,00 0,10 0,00 0,00
Proteus terrae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,09
Aerococcus urinaeequi 0,00 0,06 0,18 0,03 0,00 0,00
Paenibacillus sp. 37 0,00 0,17 0,00 0,00 0,00 0,02
Staphylococcus lloydii 0,00 0,02 0,00 0,08 0,00 0,00
Comamonadaceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
Comamonas koreensis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
Comamonas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
Burkholderiales 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
Betaproteobacteria 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14
Bacillus paralicheniformis 0,00 0,13 0,00 0,02 0,00 0,00
Paenibacillus xylanilyticus 0,00 0,10 0,00 0,00 0,00 0,05
Brevundimonas pondensis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
Paenibacillus sp. JZ16 0,00 0,12 0,02 0,00 0,00 0,00
Paenibacillus lautus 0,00 0,05 0,14 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus sp. AntiMn-1 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00
Bacillus licheniformis 0,00 0,06 0,00 0,03 0,00 0,00
Paenibacillus sp. DR312 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00
Staphylococcus carnosus 0,00 0,03 0,00 0,03 0,00 0,00
Paenibacillus sp. DCT19 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
Macrococcus bohemicus 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03 0,02
Staphylococcus pasteuri 0,00 0,02 0,00 0,03 0,00 0,00
Moraxella osloensis 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
Moraxella 0,00 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00
Morganella morganii 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,04
Morganella 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,04
Macrococcus sp. IME1552 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03 0,02
Proteus penneri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,03
Paenibacillus sp. INUCC-31 0,00 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00
Macrococcus armenti 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,02
Bacillus sp. 3a 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00
Priestia flexa 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
Stenotrophomonas maltophilia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
Xanthomonadales 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
Xanthomonadaceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
Stenotrophomonas 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
Brevundimonas sp. MF30-B 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03
Macrococcus sp. 19Msa1099 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00
Bacillus halotolerans 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
Rossellomorea 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
Rossellomorea marisflavi 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
- 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
Bacillaceae bacterium C05 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
Pantoea stewartii 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02
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Pantoea 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02
Erwiniaceae 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02
Mycobacteriales 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Actinomycetota 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Actinomycetes 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Corynebacteriaceae 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Corynebacterium 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Corynebacterium stationis 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Paenibacillus sp. E222 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00
Providencia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Providencia rettgeri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Arsenophonus 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Arsenophonus nasoniae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Suicoccus 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Suicoccus acidiformans 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
Bacillus haynesii 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Bacillus mycoides 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Enterococcus faecalis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Bacteroidota 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Sphingobacteriia 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Sphingobacteriales 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Sphingobacteriaceae 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Sphingobacterium 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Sphingobacterium lactis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Planococcaceae 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00
Peribacillus 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Peribacillus simplex 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Brevundimonas naejangsanensis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02
Metabacillus 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Metabacillus sp. KUDC1714 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Bacillus paranthracis 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Salmonella bongori 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00
Lysinibacillus

parviboronicapiens 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Sporosarcina sp. Te-1 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Sporosarcina 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Solibacillus sp. R5-41 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Solibacillus 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Pseudomonadales 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Pseudomonadaceae 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Halopseudomonas 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Halopseudomonas litoralis 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Nosocomiicoccus 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
Nosocomiicoccus ampullae 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00
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Sekil 20. Identifiye edilen bakteriyel etkenlerin gruplara gore yiizde dagilimlar.
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4.2.7. identifiye Edilen Bakteriyel Etkenlerin Kiimes Gruplarindaki Dagilimlari

e AS1 6rnek grubu

AS1 6rnek grubumuzda Pseudomonadota filumu %8.9 ile baskin olan gruptur. Bacillota
filumu ise etkenlerin %7.7°sini temsil etmektedir. Pseudomonadota filumu i¢inde yer alan
Enterobacterales takimi identifiye edilen etkenlerin  %6.9‘unu temsil etmektedir.
Enterobacterales takimi; Enterobacteriaceae familyasi ile %6.9 ve Escherichia genusu ile %
6.0 gibi baslica gruplarla temsil edilmektedir.

Bacillota filumu igerisindeki Staphylococcaceae familyast %5.9 oraninda, ve
Staphylococcus cinsi %4.4 oranda olmak fiizere Ornek havuzunda belirgin oranlarda
bulunmaktadir (Sekil 21).

H Pseudomonadota

B Gammaproteobacteria
Bacillota

W Bacilli

|

M Bacillales

Enterobacterales

W Enterobacteriaceae

B Escherichia

B Staphylococcaceae
'

W Escherichia coli

Sekil 21. AS1 6rnek havuzundaki bakteriyel dagilimlar.
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e AS2 6rnek grubu

AS2 Ornek grubunda Bacillota filumu izole edilen etkenlerin %12.9‘unu temsil
etmektedir. Bacillota filumu iginde yer alan, Staphylococcaceae familyast %8.3 ile,
Bacillaceae familyas1 % 2.6 ile temsil edilmektedir.

Pseudomonadota filumu, bu 6rnek grubundan izole edilen etkenlerin %3.7 sini temsil
etmektedir (Sekil 22).

AS2
M Bacillota
W Bacilli
Bacillales

W Staphylococcaceae

0,
12,9% W Staphylococcus

Pseudomonadota

B Gammaproteobacteria

B Mammaliicoccus

3,7% 12,8% B Bacillaceae
0,
52% W Bacillus

B Mammaliicoccus lentus

Sekil 22. AS2 6rnek havuzundaki bakteriyel dagilimlar.

e AT1 ornek grubu

ATI1 ornek grubunda Bacillota filumu izole edilen etkenlerin %10.2°sini temsil
etmektedir ve baskin filum durumundadir. Pseudomonadota filumu etkenlerin %6.5 ini temsil
etmektedir. Pseudomonadota filumunda yer alan Enterobacteriaceae familyas: etkenlerin
%6.9‘unu, Bacillota filumunda yer alan Staphylococcaceae familyasi ise % 5.0 ini temsil
etmektedir.

Escherichia genusu etkenlerin  %5.5%ini, Lysinibacillus genusu %4.3‘Uni
Mammaliicoccus genusu %2.9‘unu ve Staphylococcus genusu %1.8‘ini temsil etmektedir ve

ornek havuzunda yer alan baslica genuslardir (Sekil 23).
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Sekil 23. AT1 6rnek havuzundaki bakteriyel dagilimlar.

e AT?2 ornek grubu

AT2 ornek grubunda Bacillota filumu izole edilen etkenlerin %16.4’{ini temsil
etmektedir ve baskin filum konumundadir. Pseudomonadota ise yalnizca % 0,2°lik kismi
temsil etmektedir. Bacillota filumu iginde yer alan, Staphylococcaceae familyasi %12.4 ile,
Bacillaceae familyasi ise %3.9 ile temsil edilmektedir. Pseudomonadota filum‘u altinda
siniflandirilan Enterobacteriaceae familyasi ise yalnizca %0,2 ile temsil edilmektedir (Sekil
24).

M Bacillota
W Bacilli
W Bacillales

16,4%
B Staphylococcaceae

m Staphylococcus

16,3% .
M Bacillaceae

Sekil 24. AT2 6rnek havuzundaki bakteriyel dagilimlar.
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e BS1 6rnek grubu

BS1 6rnek grubunda Pseudomonadota filumu %14,4 ile baskin olan gruptur. Bacilli
filumu ise etkenlerin % 2.2’sini temsil etmektedir. Pseudomonadota filumu iginde yer alan
Enterobacterales takimi identifiye edilen etkenlerin %14.3‘unu temsil etmektedir.
Enterobacterales takimi; Morganellaceae familyasi (%14.3) ve Proteus mirabilis tiirii (%13.9)

gibi baglica taksonlarla temsil edilmektedir.

Staphylococcaceae familyasi %2.0 ile, Bacillota filumu igindeki baskin olan familya
konumundadir (Sekil 25).

BS1

|
14.4% Pseudomonadota
B Gammaproteobacteria

Enterobacterales
14.3% Morganellaceae
M Proteus

Proteus mirabilis

M Bacillota
W Bacilli
M Bacillales
B Staphylococcaceae

Sekil 25. BS1 6rnek havuzundaki bakteriyel dagilimlar.

e BS2 Ornek Grubu

BS2 6rnek grubunda Pseudomonadota filumu BS1 grubunda oldugu gibi %12,7 ile
baskin olan gruptur. Bacilli filumu ise  etkenlerin %3.9‘sini temsil etmektedir.
Pseudomonadota filumu i¢inde yer alan Enterobacterales takimi identifiye edilen etkenlerin
% 12.3‘unu temsil etmektedir. Enterobacterales takimi iginde Morganellaceae familyasi
%12.2 ile ve Proteus mirabilis tiirii %11.9 ile baskin olan taksonlardir (Sekil 26).
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W Bacillota
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12,2% W Bacillales

Sekil 26. BS2 6rnek havuzundaki bakteriyel dagilimlar.

Omek gruplarimiz arasinda dominant olan filumlar degiskenlik gostermektedir. AS1
ornek grubunda Pseudomonadota filumunun (%8.9) baskin oldugunu, AS2 6rnek grubunda ise
Bacillota filumunun (%12.9) en belirgin filum oldugunu tespit edilmistir. AT1 6rnek grubunda
Bacillota filumu (%10.2) en baskin filum olarak &ne g¢ikarken, AT2 6rnek grubunda da
Bacillota filumu (%16.4) olduk¢a belirgin bir sekilde baskin konumda bulunmaktadir. BS1
ornek grubunda Pseudomonadota filumu (%14.4) en baskin filum iken, BS2 6rneginde de

Pseudomonadota filumu (%12.7) dominant olarak tespit edilmistir.

Ornek gruplarimizda %1 ve iizerinde goriilen taksonomik dagilimlar Sekil 27’de

gosterilmistir.
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Sekil 27. Orek gruplarimizda %1 ve iizerindeki bakterilerin taksonomik dagilimlari.
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5. TARTISMA

Hava, sadece mikroorganizma depolama alani degil, ayn1 zamanda partikiiler madde ve
mikrobiyal aerosollerin iletilmesi i¢in dnemli bir tagiyicidir (Sanz ve digerleri, 2015). Havanin
kalitesi, cevresel mikroorganizma birikimi i¢in 6nemli bir faktordiir ve ayni zamanda
hayvanlarin bliylime ve gelisimi ile de yakindan iligkilidir. Tavuk kiimeslerindeki hayvanlarin
uzun siire kotii hava kalitesine sahip bir ortamda yasamalar1 sadece sagliklar1 ve refahlari
tizerinde olumsuz bir etkiye neden olmaz, ayn1 zamanda biiylime hizlarin1t ve yem
verimliliklerini azaltir (Heidari ve Toghyani, 2018; Goo ve digerleri, 2019). Yogun bir {iretim
yapilan broyler yetistiriciliginde hayvanlarin refah1 ve sagligi, ¢iftlik ortami ile yakindan
iligkilidir. Kapal1 bir kafes ortaminda, civcivler biiyiidiikce kiimes i¢cindeki hava kalitesi giderek
diismekte ve kiimeslerdeki bakteri miktarinin giderek arttigi gézlemlenmektedir (Brooks ve
digerleri, 2010; Jiang ve digerleri, 2018; Just ve digerleri, 2012; Oppliger ve digerleri, 2008).
Yiiksek mikrop seviyeleri, potansiyel olarak broylerlerde solunum veya bagirsak hastaliklarina
neden olabilir. Bu problemleri 6nleyebilmek igin, broylerler biiyiidiikge diskilarin zamaninda
temizlenmesi, uygun nem ve havalandirmanin saglanmasi, broylerlerin dezenfekte edilmesi de

dahil olmak iizere uygun 6nlemler alinmalidir (Jiang ve digerleri, 2018).

Tavuk yetistiricileri i¢in kiimeslerdeki mikrobiyal topluluk, 6zellikle patojenlerin siiriiler
arasinda ve siirii i¢cinde dagilimina yol agabilecegi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Nekrotik enteritisin
nedeni olan Clostridium perfingrens, artrit ve osteomiyelit ile iliskilendirilmis Staphylococcus
sp. ile Enterococcus sp. ve gangrendz dermatit ile iliskilendirilen Clostridium sp. ve
Staphylococcus aureus yayilimlarini inceleyen ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Cervantes ve
digerleri, 1988; Cooper ve Songer, 2009; Long, 1973; Nairn, 1973; Stalker ve digerleri, 2010).
Bununla birlikte patojen olmayan Staphylococus sp. ve Enterocococcus sp.‘nin antibiyotik

direng genleri i¢in bir rezerv olarak hizmet edebilecegi saptanmistir (Joseph ve digerleri, 2001).

Yapilan bir ¢ok calisma, yogun kiimes hayvancilig1 yapilan kiimeslere yakin bolgelerde
zatiirre riskinde artis oldugunu gostermektedir. Smith ve digerleri (2012); Smith ve digerleri
(2017); Hooiveld ve digerleri (2016) tarafindan yapilan galismalarda, kiimes hayvanciliginin
yogun oldugu bolgelerde 6zellikle zatiirre olmak iizere alt solunum yolu enfeksiyonlarinda artig
bulunmustur. Smith ve digerleri (2012). kiimes hayvami ¢iftligine 1 km i¢inde yasayan
yetigkinler arasinda zatiirre insidansinda artig bildirmistir. Bu ¢alismanin devaminda, Smith ve

digerleri (2017). zatiirre nedeniyle hastaneye yatirilan kisilerdeki zatiirre ile ikamet ettikleri yer
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arasindaki iligkiyi incelemek icin cekirdek analizi kullanmistir. En yakin kiimes hayvani
ciftligine <1.15 km mesafede yasamanin, zatiirre riskini ve orofaringeal mikrobiyotada
Streptococcus pneumoniae varligimi artirdigini bulmuslardir. Bu bulgular, kiimes hayvani
ciftligine yakin yasayan bireylerin yiiksek toz maruziyeti nedeniyle zoonotik olmayan
kommensal patojenlerden kaynaklanan zatiirreye daha duyarli hale gelebileceklerini 6ne

stirmektedir (Smith ve digerleri., 2017).

Bir¢ok arastirmaci, kiimes hayvani g¢iftliklerindeki hava kirliligini ve tavuk sagligi ile
iiretimine olan etkilerini degerlendirmistir. Vucemilo ve digerleri (2006) kiimes hayvaninin
yasi ile birlikte kiimesdeki havadaki mikroorganizma konsantrasyonunun arttigini bulmus,
yogun yetistirme siirecinin besinci haftasinda havadaki mikroorganizma miktarinin 3.22 x 103
CFU/m3'ten 6.4 x 107 cfu/m3'e kadar degistigini belirtmistir. Amonyak seviyesi, besi siirecinin
besinci haftasinda 14.8 ppm olarak Sl¢iilmiistiir. Benzer hava mikrobiyolojik kontaminasyon
degerleri, yogun tavuk yetistirme tesislerindeki onceki bir ¢aligmada da rapor edilmistir

(Vucemilo ve digerleri, 2005).

Plewa ve Lonc (2011). broyler kiimesindeki biyoaerosolleri konvansiyonel metotlarla
kiiltiire edip identifikasyonunu yapmis ve mikrobiyal cesitliliginin mevsimlere gore
degiskenligini incelemistir. Calisma yaptiklar1  6rnek kiimeste Staphyloccus sp. tim
mevsimlerde en ¢ok sayida bulunan cins olarak tespit edilmis ve bu kiimeste izole edilen
mikrobiyal toplulugun yaklasik %81'ini olusturdugunu saptanmistir. Ayni ¢alismada hem
kiimesler hem de c¢evre habitatlarinda izole edilip identifiye edilen etkenler benzerlik
gostemektedir ve Staphylococcus (lentus, epidermidis, aureus, sciuri, cohnii, urealitycum,
warneri), Micrococcus (luteus, roseum), Pseudomonas (fluorescens, aeruginosa, chlororaphis,
maltophila), Proteus (mirabilis, vulgaris), Enterobacter agglomerans, Shigella boydii, Bacillus
mycoides, Klebsiella pneumoniae, Serratia (plymuthica, marcescens), Pasteurella multocida

ve Acinetobacter sp. gibi bakteri tiirleri identifiye edilmistir.

Schulz ve digerleri (2011), broyler kiimeslerinde kiiltiire edilebilen biyoaerosolleri
inceledikleri ¢alismalarinda, kiimes igerisinden aldiklar1 hava 6rneklerinde 7 farklt KNS etkeni
izolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirmislerdir. Identifikasyonu yapilan KNS tiirleri; S.
lentus, S. cohnii, S. saprophyticus. S. arlettae ,S. cylosus , S. warneri ve S. caprae olarak
belirlenmistir ve ¢alisma yapilan kiimeslerdeki hava orneklerinde koagiilaz pozitif stafilokok
(KPS) tespit edilmemistir. Bu ¢alismanin sonuglari, c¢alismamizda kiiltiire edilebilen
biyoaresollerin  MALDI-TOF yontemi ile identifikasyonu bulgularimiza paraleldir.
Calismamizda MALDI-TOF yontemi ile 6 farkli KNS etkeni identifikasyonu
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gerceklestirilmistir. identifikasyonu yapilan KNS tiirleri; S. lentus, S. arlettae, S. cohnii, S.
sciuri, S. xylosus ve S. gallinarum olup herhangi bir KPS etkeni identifiye edilmemistir.

Genellikle, tavuklarda rapor edilen baskin bakteri filumlar1 arasinda Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria ve Bacteroidetes bulunmaktadir (Clavijo ve digerleri, 2018).
Firmicutes filumu i¢inde yaklasik 31 cins rapor edilmistir ve bunlarin >%5'i Eubacterium,
Ruminococcus ve Clostridium' ile temsil edilmektedir.. Dizileme ile tanimlanan diger cinsler
arasinda Riemeralla, Paraprevotella, Tanneralla ve Prevotella yer almaktadir (Wei S ve
digerleri, 2013). Bacteroidetes, genel mikrobiyomun %40'm1 olusturmaktadir. Baskin
Proteobacteria cinsleri arasinda Neisseria sp., Desulfohalobium sp., Shigella sp. ve Escherichia
sp. bulunmaktadir (Wei ve digerleri, 2013). Tavuk sekum keselerinde, gram basma 10 1°-10
hiicre bulunan yliksek konsantrasyonlarda bakteri bulunmaktadir ve bu bakteriler genetik
bilginin %95'inden fazlasini kodlamaktadir (Danzeisen ve digerleri, 2011). Tavuk sekumunda
bulunan bir¢ok bakteri laboratuvarda kiiltiire edilememis ve yalnizca yiiksek verimli dizileme

teknikleri ile tanimlanabilmistir (Ballou ve digerleri, 2015).

Kiimes c¢iftliklerindeki en 6nemli mikrobiyal grup, gram-pozitif koklardan olusmaktadir
ve bu bakteriler, kiimeslerden izole edilen hava mikrobiotasinin %99'unu olusturabilir. Bu
bakterilerin, tavuklarin solunum sistemi ve cildi ile yayilmasinin kolayligi, havadaki diger
mikrobiyal bilesenlere kars1 belirgin bir nicel avantaj saglar. Bu bakteriler, maruz kalan bireyler
arasinda irinli enfeksiyonlara, solunum yollarimin iltihaplanmasina, zehirlenmeye ve asiri
durumlarda sepsise neden olabilir. Staphylococcus sp., Enterococcus sp. ve Streptococcus
cinsine ait tiirler genellikle broyler kiimes’lerinden izole edilmektedir (Dutkiewicz ve
Jabtonski, 1989; Graham ve digerleri, 2009). Calismamizda kiiltiire edilebilen
mikroorganizmalarin ~ MALDI-TOF  yontemi ile idenifikasyonu  bulgularimizda,
Staphylococcus sp. identifiye edilen etkenlerin %71.9unu temsil eden dominant cins oldugu
tespit edilmistir. NGS yoOntemi ile olan identifikasyon bulgularimizda identifikasyonu yapilan
125 tiir iginden 24 tanesinin (%19) Staphylococcus sp. oldugu ve baskin olan tiir konumunda
oldugu tespit edilmistir. Identifikasyonu yapilan 24 adet Staphylococcus sp.’den yalnizca 2 (

%8) tanesinin (S.aureus, S. pseudintermedius) koagiilaz pozitif olduklari belirlenmistir.

Cevresel mikrobiyotada yer alan mantarlarin %17’si, bakterilerin ise yalnizca %10’u
kiiltire edilebilir olmasina ragmen, havadaki biyoaerosollerin bilesimlerini incelemek igin
genellikle kiiltiire bagli konvansiyonel metotlar kullanilmaktadir (Hawksworth, 2001;
Krzeminski ve digerleri, 2020)
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Gorny ve digerleri (2023) broyler kiimeslerindeki biyoaerosol drneklerinin, tiretimin
degisik gilinlerinde NGS metodu ile farkli taksonomik diizeylerde karakterizasyonunun
calismalarinda; test edilen Ornek gruplarindaki bakteri toplulugunun Bacteroidota,
Actinomycetota, Bacillota ve Pseudomonadota filumlarini igermekte oldugu ve bu filumlarin
toplam mikrobiyom’daki yiizdelerinin kiimeslerde bulunan hayvanlarin yasina gore degiskenlik
gosterdigi tespit edilmistir. Kiimeslerin bos oldugu donemde, dominant olan filumlar sirasiyla
Bacteroidota (%48.5), Bacillota (%28.5), Actinomycetota (%17.5) ve Pseudomonadota (%5.5)
olarak gbzlemlendi. Bu dominant olan filumlarin oranlarinin, kiimese tavuklar alindiktan sonra
tamamiyla degistigi ve tavuklarin 7 giinii doldurmas itibariyle Bacillota ve Pseudomonadota
filumlarinin dominant olan filumlar haline geldigi gozlemlendi. Tavuklar 42 giinlik iken
yapilan orneklemede de bu dominasyonlarin benzer sekilde devam ettigi tespit edildi. Ayrica
yaz ve kis aylarinda yaptiklar1 6rneklemelerde de bu dominasyon degisim siirecinin benzer
sekilde gerceklestigi tespit edildi. Broyler kiimeslerindeki biyoaerosollerin mikrobiyom
yapisindaki degisen dominasyon oranlari, kiimesteki tavuklarin yasina bagli olarak birgok
caligmada benzer sekilde rapor edilmistir (Bindari ve digerleri, 2021; Cui ve digerleri, 2023;
Gao ve digerleri, 2017; Yang ve digerleri, 2018). Yine ayni ¢alismada 7 giinliik kiimeslerdeki
genus bazindaki taksonomik degerlendirmede, dagilimin sirasiyla Staphylococcus sp. (%32.4),
Proteus sp. (%17.5), Enterococcus sp. (%16.7), Escherichia sp. (%10) ve Bacillus sp. (%9.3)
oldugu tespit edilmistir. 42 giinlik hayvanlarin oldugu kiimesten yapilan 6rneklemede ise
baskin olan genuslarin degistigi ve genuslarin yiizdesel dagilimmin Escherichia sp. (%24),
Staphylococcus sp. (%14.3), Enterococcus sp. (%11) ve Pseudomonas sp. (%9.8) oldugu

gozlenmistir

Jiang ve digerleri (2018), 3 farkli broyler kiimesinden alinan biyoaerosol 6rneklerini, 3,
22 ve 40 giinlik tavuklarin bulundugu zamanlarda toplamis ve bu oOrnekleri NGS ile
metagenomik analizlere tabi tutmustur. Analiz sonucunda toplam 47 bakteri filumu tespit
edilmis olmasina ragmen bu filumlardan yalnizca 10'unun tiim dizilerin %93'tinden fazlasini
olusturdugu tespit edildi ve baskin olan filumlar sirasiyla Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Planctomycetes ve Acidobacteria olarak tespit edildi. Filum
diizeyinde yapilan analizde, 22 giinliik tavuklarin bulundugu 6rnekteki mikrobiyal ¢esitliliginin
diger iki gruptan daha fazla oldugu gézlemlendi. Ayni ¢alismada 471 genus tespit edilmis olup,
bunun 129'u 3. giin 6rneklerinde, 237'si 22. giin orneklerinde ve 105'1 40. giin 6rneklerinde
tespit edildi ve 22. giin alinan 6rneklerin en yiliksek mikrobiyal ¢esitlilige sahip oldugu

gozlemlendi. Ayn1 6rneklerde Escherichia sp. ve Shigella sp. genuslarinin tavuklarin yasina
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bagl olarak alinan 6rneklerde toplam floradaki ylizdelerinin arttig1 gozlemlendi. 3.glin alinan
orneklerde Escherichia sp. ve Shigella sp. genuslarinin toplam floradaki yiizdesi %4.3 iken bu

oran 22. giinde alinan 6rnekte %4.6 * ya 40.glinde alinan 6rnekte ise %12.4 * e yiikselmistir.

Zhang ve digerleri (2019) broyler kiimeslerindeki biyoaersolleri NGS yontemi ile
karakterize etmislerdir. Bu ¢alismada, toplanan biyoaerosol 6rnekleri igin tiim bakteriyel 16S
rDNA (V4-V5) bolgelerini dizilemisler ve toplamda 36 filum, 79 siif, 132 takim, 240 familya
ve 514 cins belirlemislerdir. Calismada elde ettikleri veriler filum diizeyinde incelendiginde
Firmicutes (Bacillota) ve Proteobacteria (Pseudomonadota)’nin dominant filumlar
olduklarin1 gozlemlemislerdir. Elde ettikleri bu veriler; Hong ve digerleri (2012)‘nin
calismalarinda elde ettigi veriler ile uyumludur. Bizim metagenomik analimizde ise 4 filum, 6
smif, 10 takim, 16 familya, 35 cins ve 125 tiir identifiye edilmis ve o6rnek gruplarimizda
dominant olan filumlar Bacillota (AT1 %61; AT2 %99; AS2 %78) ve Pseudomonadota (AS1
%54; BS1 %87; BS2 %76) olarak belirlenmistir.

Madsen ve digerleri (2015). iki farkli kiimes grubundaki biyoaerosolllerin mikrobiyal
cesitlligini NGS ve MALDI-TOF metodlari ile arastirmistir. Calismadaki NGS verilerine gore,
havadaki bakteri toplulugu sirasiyla Actinobacteria (%58 ve %44), Firmicutes (%20 ve %27)
ve Proteobacteria (%18 ve %19) seklinde siralanmistir. MALDI-TOF analizi ile kiiltiirel olarak
tiretilebilen bakterilerin de sirastyla Actinobacteria (%47 ve %37) ve Firmicutes (%57 ve %64)
tarafindan domine edildigini gosterdi. Bizim ¢aligmamizdaki NGS bulgularimizda 6 farkh
ornek grubunda dominant olan filumlar Bacillota (AT1 %61; AT2 %99; AS2 %78) ve
Pseudomonadota (AS1 %54; BS1 %87; BS2 %76) olarak belirlenmistir. Actinebacteria filumu
ornek gruplarimizdan yalnizca AT1 6rnek grubumuzda (%0.3), Bacteroidota filumu da BS2

ornek grubunda (%0.1) diisiik oranlarda tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde, kanatli kiimes hayvanciligi, Tiirkiye ve diinya genelinde gida iiretiminin
onemli bir kismini olusturmaktadir. Kanatlhi kiimeslerinde biyoaerosol varligi ve bu
biyoaerosollerin mikrobiyal ¢esitliligi, hem hayvan sagligi hem de ¢iftlik ¢alisanlari ile ¢evresel

saglik acisindan kritik bir oneme sahiptir.

Arastirmamizda Izmir ili ve ¢evresinde bulunan 3 farkli iireticiye ait 15 adet broyler
kiimesinden biyoaerosol ornekleri alinmis ve alinan Orneklerin mikrobiyal c¢esitliligi hem
MALDI-TOF hem de NGS yontemleri ile incelenmistir. Konvansiyonel metotlarla kiiltiire
ettigimiz 35 adet mikrobiyal etkenden 32 adet etken (%91) MALDI-TOF yontemi ile identifiye
edilmis ve identifiye edilen etkenlerden 23’1 (%71.9) Staphylococcus sp. olarak belirlenmistir.
NGS metagenomik ¢alismamizda ise 4 filum, 6 sinif, 10 takim, 16 familya, 35 cins ve 125 tiir
identifiye edilmis olup identifikasyonu yapilan tiirler arasinda Staphylococcus sp. (n:24) %19
ile baskin tiir konumundadir. Ornek gruplarimizda dominant olan filumlar ise Bacillota (AT1
%61; AT2 %99; AS2 %78) ve Pseudomonadota (AS1 %54; BS1 %87; BS2 %76) olarak

belirlenmistir.

Bu ¢alisma, hem MALDI-TOF hem de NGS yontemleri ile analiz edilen etkenler
arasinda baskin olan tiiriin Staphylococcus sp. olmasinin, antibiyotik direng genleri i¢in bir
rezervuar olma potansiyelini ve bu direng genlerinin kolaylikla aktarilabilecek olma riskini
vurgulamaktadir. MALDI-TOF ile elde edilen sonuglar ile NGS ile elde edilen sonuglarin
benzerlik gostermesine ragmen, biyoaerosollerin igeriginde kiiltiire edilemeyen bircok
mikroorganizma bulunmasindan otiirli, biyoaerollerin biyogesitliligini anlayabilmek adina
NGS sonuglarmi son derece degerli kilmaktadir. Bu veriler, mikrobiyal gesitliligi daha kapsamli

bir sekilde anlamamiza ve potansiyel riskleri daha 1yi degerlendirmemize olanak tanimaktadir.

Elde edilen bulgular, kiimes ortamindaki biyoaerosollerin etkilesimleri ve bu
ortamlardaki diren¢ profillerinin daha derinlemesine anlasilmasi i¢in 6nemli bir adim
olusturmaktadir. Biyoaerosollerin yapisina dair bu kapsamli bakis, hem hayvan sagligi hem de

cevresel saglik acisindan gelecekteki arastirmalara rehberlik edebilir.

Yapilan bu benzeri ¢aligmalar sayesinde biyoaerosollerin kontroliiniin, tavukguluk

endiistrisinin daha verimli ve siirdiiriilebilir olmasi i¢in kritik bir 6neme sahip oldugu
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anlagilmistir. Kritik kontrol dnlemlerinin alinmasi, broyler kiimeslerindeki bakteri aerosol
konsantrasyonunu yonetmek ve firsat¢i hastaliklarin insidansini azaltmak suretiyle kiimes
hayvanlari i¢in daha saglikli bir ¢iftlik ortami saglanabilir. Bu sayede, insanlar i¢in son derece
Oonemli bir protein kaynagi olan tavukculuk endiistrisinin hem verimliligini arttirilabilir hem de

cevresel siirdiiriilebilirligi desteklenebilir.
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