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OZET

Bu ¢alismada, Van ili Belediye mezbahasina kesim igin getirilen koyunlardan nekropsi muayenesi sonucu elde
edilen akciger kil kurdu olarak bilinen Dictyocaulus (D.) filaria’nin molekiiler karakterizasyonunun belirlenmesi
amaglanmigtir. Bu arastirma Mayis 2019 ile Mart 2020 tarihleri arasinda Van ili Belediye mezbahasinda
yuriitildi. Kesim sonrasi makroskopik olarak 1517 koyun akcigeri muayene edildi. Calisma materyali pozitif
cikan 140 (%9.22) adet koyun akcigerlerinden elde edilen eriskin akciger kil kurtlarindan olusmaktadir. Elde
edilen erigkin parazitlerin mikroskopik muayenesi sonucunda 56 (%3.7) adet koyundan D. filaria’a tespit edildi.
Tespit edilen D. filaria erigkinleri spin kolon yontemi kullanilarak DNA izolasyonu, ticari kit (Thermo) ile yapildi.
PCR’da akciger kil kurdu olan Dictyocaulus filaria’nin 28S rRNA bolgesine ait primerler (F-
GCTACAAAATCGCATACGAACG, R-ACTCCTTAGCGGTTACCGA) kullanildi. Calismada materyal olarak
kullanilan D. filaria tiiriiniin genomik DNA'sindan 28S rRNA gen bolgesi PCR ile amplifiye edildi. Agaroz jelde,
28S rRNA gen bolgesine 6zgii 952 bg uzunlugunda amplikonlar tespit edildi. Daha sonra, bir PCR {iriiniinden ¢ift
yonlli dizi analizinden elde edilen amplikon dizisi, BLAST ile Genbank'taki referans dizilerle karsilagtirildi.
Izolatdan elde edilen genotip tam veya en yakin benzerlikleri ile karsilagtirilarak MEGA 7 progranu ile Neighbor-
Joining yontemi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturuldu. Yapilan bu ¢aligmada D. filaria'nin 952 bg uzunlugunda
dizisi (MW405935) NCBI BLAST’ta bulunan NCBI NO: AM039754.1 dizisi ile kiyaslandiginda %100 benzer
oldugu tespit edildi. Sonug olarak, bu arastirma ile Van ili koyunlarinda siklikla rastlanilan ve akciger kilkurdu
olarak bilinen D. filaria’nin 28S rRNA gen bolgesinin DNA dizileme analizi yapilarak molekiiler
karakterizasyonu tespit edildi. Bu ¢aligma ile Van ili koyunlarindan elde edilen eriskin D. filaria’nin ilk kez
molekiiler identifikasyonu yapildi.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the molecular characterization of Dictyocaulus (D.) filaria, known as lungworm,
obtained as a result of necropsy examination from sheep brought to the municipal slaughterhouse of Van province
for slaughter. This research was carried out between May 2019 and March 2020 in the Van Province Municipality
abattoir. After slaughter, 1517 sheep lungs were examined macroscopically. The study material consisted of adult
lungworm obtained from the lungs of 140 (9.22%) positive sheep. As a result of microscopic examination of the
adult parasites obtained, D. filaria was detected from 56 (3.7%) sheep. DNA isolation of detected D. filaria adults
using spin column method was performed with commercial kit (Thermo). In PCR, primers belonging to the 28S
rRNA  region of lungworm Dictyocaulus filaria (F-GCTACAAAATCGCATACGAACG, R-
ACTCCTTAGCGGTTACCGA) were used. In the genomic DNA of D. filaria species used as material in the
study, 28S rRNA gene region was amplified by PCR. In the agarose gel, 952 bp length amplicons specific to the
28S rRNA gene region were detected. Next, the amplicon sequence obtained from bidirectional sequence analysis
from a PCR product was compared with reference sequences in Genbank by BLAST. By comparing the genotype
obtained from the isolate with its exact or closest similarities, phylogenetic tree was created using the Neighbor-
Joining method with the MEGA 7 program. In this study, the 952 bp long sequence (MW405935) of D. filaria was
found to be 100% similar when compared to the NCBI NO: AM039754.1 sequence found in NCBI BLAST. In
conclusion, with this study, the molecular characterization of the 28S rRNA gene region of D. filaria, which is
frequently encountered in Van province sheep and known as lungworm, was determined by DNA sequencing
analysis. In this study, the molecular identification of adult D. filaria obtained from Van province sheep was made
for the first time.
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GIRiS
Pnomoni diinyanin bir¢ok yerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de koyunlarda yaygin olarak goriilen bir hastaliktir.

Koyunlarda akciger kilkurtlarinin 6zellikle Dictyocaulus tiirlerinin neden oldugu pnomoniler siklikla goriilebilmekte ve
ayrica yagislarin fazla oldugu yillarda 6nemli maddi kayiplara neden olmaktadir (Umur ve ark. 2006).

Koyun akcigerlerine, trakea ve bronslara yerlesen D. filaria daha ¢ok meraya ilk kez ¢ikan gen¢ hayvanlarda, solunum
bozuklugu, verim kaybi ve gelisme geriligine neden olmaktadir. Enfeksiyon genellikle kronik seyretmekle beraber
zay1f olan ve yeterince beslenemeyen hayvanlarda ciddi klinik semptomlara yol agmaktadir. Dictyocaulosis’in baska
hastaliklarla beraber seyrettiginde hayvanlarin 6liimiine neden olabilecegi de bildirilmektedir (GUralp 1981; Soulsby
1986; Cetindag 1993; Gargili 1995; Umur ve ark. 2006; Taylor ve ark. 2007).

Tiirkiye’de koyunlarda akciger nematodlarinin olusturduklari enfeksiyonlart belirlemek amaciyla birgok g¢alisma
yapilmustir. Tiirkiye’de D. filaria nekropsi muayenesine gore %13.57-%31.7 (Giiralp 1952; Dik ve ark. 1993; Deger ve
ark. 2000; Bagci ve Biyikoglu 2003; Yildiz 2006), disk1 muayenesine gore %5.91-%32 oranlar1 arasinda bildirilmistir
(Doganay ve ark. 1989; Dik ve ark. 1995; Bagc1 ve Biyikoglu 2003; Yildirim ve i¢a 2005; Kircali Sevimli ve ark.
2006). Diinya’da ise akciger nekropsi sonuglarina gore %39.7 ile %72 oranlar1 arasinda (Alasaad ve ark. 2009;Terefe
ve ark. 2013; Kuchboev ve ark. 2012) oraninda, diski bakisi sonuglarina gore ise %17.5 ile %72.44 oraninda
enfeksiyon bildirilmistir (Bogale ve ark. 2012; Denbarga ve ark. 2013; Addis ve ark. 2011; Eyob ve Matios 2013;
Terefe ve ark. 2013; Borji ve ark. 2012; Gjoni ve ark. 2013).

Tiirkiye’de koyunlarda akciger kilkurdu enfeksiyonlarinin tespiti i¢in diski bakilar1 ve nekropsiye dayali birgok ¢aligma
yapilmis olmasina ragmen molekiiler olarak sadece Afyonkarahisar yoresinde koyun akciger kilkurtlar ile ilgili bir
calisma yapilmigtir (Kose ve ark. 2017).

Yapilan bu ¢aligmada; Van yoresi koyunlarinda siklikla rastlanilan D. filaria’nin 28S rRNA gen bolgesi DNA dizileme
analizi yapilarak molekiiler karakterizasyonunun ortaya konulmasi amaglanmaistir.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma materyali Mayis 2019 ile Mart 2020 tarihleri arasinda haftada bir kez diizenli olarak gidilen Van Belediye
Mezbahasi’nda kesimi yapilan 1517 koyun akcigerlerinin makroskobik muayenesi sonucunda; koyunlardan tespit
edilen erigkin akciger kil kurtlarindan olusmaktadir. Akcigerler, trakeadan baslayarak brons ve bronsiollere kadar
makas ve bisturi yardimi ile kesildi, enfekte koyunlarda ortalama olarak elde edilen 10-20 adet eriskin akciger kil
kurdu bir pens yardimu ile toplanip bir kaba konuldu. Toplanan parazitler PBS ile 5 defa yikandiktan sonra %70’lik etil
alkol igerisinde muhafaza edildi. Parazitler Van Yiiziincii Y1l Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim
Dalina getirilerek c¢alisma yapilana kadar -20°C’de muhafaza edildi. DNA izolasyonundan once eriskin parazitler
literatlir yardimiyla morfolojik 6zelliklerinden yararlanilarak teshisleri yapildi (Maff 1971; Giiralp 1981; Thienpont ve
ark. 1986; Hendrix 1997). D. filaria olarak tespit edilen eriskin parazitler molekiiler teshis ve karakterizasyon igin
ayrildi. D. filaria erigkinlerinden yaklagik 20 mg olacak sekilde her bir kaba ayri ayr1 konuldu ve PBS ile 5 defa
yikandiktan sonra bistiiri yardimi ile iyice ezildi ve daha sonra ezilen parazitler ependorf tiiplere aktarildi. Kit
icerisinde bulunan lizis buffer ve 20 mg/uL proteinaz-K’dan 25 pL konulup 1 gece bekletildikten sonra Thermo
Scientific Gene JET Genomic DNA Purification ticari kiti (Kat no:K0722) ile genomik DNA izole edildi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Mastermix hazirlanisi

PCR igin 25 pl iceren toplam hacimde; 10X PCR buffer 2.5 ul, 25mM MgCl; 2 pl, 25mM dNTP 0.5 pl, her bir primer
0.5 pl, Tag DNA polimeraz 5U/ul 0.2 pl, genomik DNA 5 ul ve dH20 13.8 ul kullanildi. Dictyocaulus filaria igin
PCR termal dongii sartlar1 6n denaturasyon asamasi 95°C’de 10 dakika (dk), denaturasyon agamasi 92°C’ de 1 dk,
baglanma 53°C’ de 1 dk ve uzama 72°C’ da 1 dk, dongii sayist 30, son uzama asamasi ise 72°C’de 5 dakika olacak
sekilde programlandi (Marka: BIO-RAD, Model: Powerpac Basic). Calismada 28S rRNA gen bélgesini cogaltmak igin
forward primer: GCTACAAAATCGCATACGAACG ve reverse primer: ACTCCTTAGCGGTTACCGA adl
primerler kullanildi (K&se ve ark. 2017). PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde jel red (Safe view classic, katalog no:
G108) ile boyanarak kosturuldu (Elektroforez: BIO-RAD, Model: Powerpac Basic). 100 voltluk elektriksel alanda 1
saatlik kosturma isleminden sonra PCR {iriinleri agaroz jel elektroforezinden sonra UV 1s1k altinda kontrol edildi.

Sekans Analizi ve Filogenetik Analiz

Agaroz jel’de yiiriitiilen ve 952 bg elde edilen PCR triinlerinden 25 pl PCR tiiplerine yerlestirildi ve her numune igin 2
pl primer (10 pmol) kullanildi. Tiipler etiketlendi ve sekans analizi i¢in ticari firmaya (Medsantek, Istanbul, Tiirkiye)
gonderildi. Saflagtirilan amplikonlar, Applied Biosystems 377 DNA Siralayici cihazi ile ¢ift yonlii dizi analizi yapildi.
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Tiim izolatlar i¢in 28S rRNA sekanslart MW405935 erisim numarasi ile GenBank'a kayit ettirildi. GenBank'tan alinan
AMO039754.1, AMO039753.1, KX929994.1 kayit numarali diziler Clustal W algoritmasi ile MEGA 7 programinda
siralandi. Filogenetik agag, Neighbor Joining modeli ve Bootstrap testi (100 tekrar) ile olusturuldu. izolatlar arasmdaki
evrimsel yakinlik Maximum Composite Likelihood ile belirlendi. Elde edilen D. filaria izolatinin diziler arasindaki
evrimsel yakinlik, MEGA 7 programi ve Neighbor Joining modeli kullanilarak bir UPGMA dendrogrami olusturuldu
(Sekil 2).

BULGULAR VE TARTISMA

Calismada mikroskobik muayene ile ilgili literatiirler kullanilarak 56 (%3.7) koyunda D. filaria eriskin akciger
kilkurtlar tespit edildi (Maff 1971; Giiralp 1981; Thienpont ve ark. 1986; Hendrix 1997). D. filaria parazitlerinden
elde edilen PCR amplikonlarindan jelde 952 bg iiriin boyutu elde edildi (Sekil 1).

500 bg

400 bg
N 300 be
SR 200 be
(D 100 bg

®

Sekil 1. Koyunlarda bulunan Dictyocaulus filaria‘nin 28S rRNA gen bdlgesi PZR amplifikasyonu (Amplikon
uzunlugu 952 bg). M: Marker, K(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13)

Dictyocaulus filaria 28S rRNA geni 952 bg gen dizileri:

TGTATAGGTACGTGTATGTCACTAACGACTACGCTGACATATTGATAGCACATTCCGTACTGTGATAAAT
GAACATGTTGCCCATTATTATTATAATAGTGGTGTCATATGTTTTAACAGTTCGAGTTTGTTGCAAGATGT
GATATTAATATTTCAATAGTGCAAAATTTGAATTCGTTTCATTTTTTGCAATGATGTCAGTGTAAACGTTA
ATCACCTCTCCGACCCGTCTTGAAACACGGACCGAGGAGTGTAACTTGTACGCGAGTCAATAGGTGTGAT
AAACCTAATGGCGCAATGAAAATGAAGACACGTGTAAACGGTTGACATGAGAGATATTTTTCTATATGT
GTATATAGCATATAGAAAGTATTGCATCATGGCCCTGTCTAATCTGCATGCAGATGGGCAGAGGTAGAGC
GTACAGGTTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGATGAAGTCAGAGGAAACTCTGATGG
AGGTCCGTATCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGATAGACTTGGGTATAGGGGCGAAAGACTAATCGAA
CCATCTAGTAGCTGGTTCCCTCCGAAGTTTCCCCCAGGATAGCTGGAGTTCAAATATAACAATATATACA
TATACGGTTATATCCGGTAAAGCGAATGATTAGAGGAATTGGGATCGAAACGATCTCAACCTATTCTCAA
ACTTTCAATGGGTATGTTGTCACAGTTTCTTATGGTGTCCTAATGAACTGTTGACATGAACGTGAGCTCCA
AGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGCTGTGGGATGAACCAAACGTTAGGCTAAGGTGCCTAAC
TTTTCGCTCATTAGATCCCATAAAAGGCGTTGGTTGATATAGACAGCACGACGGTGGCCATGGAAGTCGT
ACGCCCCAAAGGAGATATAAATAACGCAAC

Dictyocaulus filaria’nin amplifiye edilmis 28S rRNA gen bolgesinin AM039754.1, AM039753.1, KX929994.1
sekanslar ile kargilastinlarak elde edilen filogenetik aga¢ Sekil 2’de gosterildi. Dendogramda Chromadorea sinifina
bagl D. filaria, D. viviparus ve Ostertagia ostertagi tirleri arasindaki evrimsel yakinlik D. filaria’da %100 gibi
yiiksek bir boostrap degeri ile desteklenmektedir. Dig grup olarak Ostertagia ostertagi kullanildi (KX929994.1).
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AMO039754.1 Dictyocaulus filaria 28S rRNA gene

MW405935 This study

AM039753.1 Dictyocaulus viviparus 28S rRNA gene

KX929994.1 Ostertagia ostertagi

0.10

Sekil 2. Bu ¢alismada elde edilen izolatlar GenBank'tan elde edilen dizilerle filogenetik iliskisi (0.10'luk genetik
mesafe).

Onemli parazitler arasinda yer alan akciger kilkurtlar1 koyunlarda enfeksiyonlara neden olup, diinyada yaygin bir
yayilis gostermektedirler. Tiirkiye’deki hayvancilik sektdriinde onemli sorunlara yol agan bu parazitler, 6zellikle
meraya yeni ¢ikmis geng hayvanlarda solunum sistemi bozukluklarina, gelisme geriligine ve verim kayiplarina neden
olmaktadir. Agir enfeksiyonlar, yeterli beslenemeyen ve zayif hayvanlarda, diger hastaliklarla da birlikte seyrettigi
zaman Olumlere sebebiyet verebilmektedir (Giralp 1981; Soulsby 1986; Celep ve ark. 1990; Cetindag 1993; Gargili
1995). Dicytyocaulus cinsine ait 3 tiir bulunmaktadir. Koyun, ke¢i ve diger kii¢iik ruminantlarda D. filaria enfeksiyon
olusturmaktadir (Borak 2013).

Tiirkiye’de koyunlarda goriilen akciger kilkurtlar ile ilgili cok sayida aragtirma yapilmistir. Giiralp (1952), Ankara’da
nekropsi bakilarina gére koyunlarda D. filaria’nin yaygmlhigini %27.83 olarak bildirmistir. Doganay ve ark. (1989),
Ankara’da yapmis olduklarn bir galismada koyunlarin akcigerlerinin %53.17’sinde invazyon tespit etmis olup, D.
filaria oranin1 %2 olarak bulmuslardir. Van ili Bardak¢1 koyiinde D. filaria’nin kig aylarinda %46.6 oraniyla en yiiksek
seviyeye ulastig1 bildirilmistir (Deger ve Akgiil 1991). Konya’da koyunlarin akcigerlerinde nekropsi bakisina gore D.
filaria %13.57 oraninda rapor edilmistir (Dik ve ark. 1993). Konya’da yapilan baska bir ¢alismada ise koyun diski
muayenesinde D. filaria %36.6 oraninda tespit edilmistir (Dik ve ark. 1995). Gargili (1995), Trakya yoresinde bulunan
koyunlarda D. filaria’nin yayilisini %19.85 oldugu tespit etmislerdir. Kayseri ilinde yapilan bir ¢alismada koyunlarin
%13.5’inin D. filaria ile enfekte oldugu bildirilmistir (Y1ldirim ve iga 2005). Afyonkarahisar ili koyunlarinda bulunan
helmint turlerini belirlemek amaciyla yapilan g¢aligmada kesim sonrasi yapilan inceleme sonucunda koyunlarin
akcigerlerinde %5.91 oraninda D. filaria tespit edilmistir (Kircali Sevimli ve ark. 2006). Kirikkale ili koyunlarinda
akciger helmintlerin yayginlig1 belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada D. filaria’nin %23.5 oraninda tespit edildigi
rapor edilmistir (Y1ldiz 2006). Bursa ilinde koyunlarda akciger kilkurtlarinin yayginligini ortaya koymak amaciyla 104
koyundan alinan digki 6rneginin incelenmesi sonucu %45.1’inde akciger kilkurtlar1 tespit edilmis olup, bu oran
icerisinde D. filaria’ya %2.9 oraninda rastlandig1 bildirilmistir. Ayrica koyun akcigerlerinin nekroskopik muayenesi
sonucu D. filaria ile enfeksiyon orami %3.2 olarak bulunmustur (Girisgin ve ark. 2008). Konya Bozdag (n:115) ve
Ankara Nallthan’da (n: 27) bulunan Anadolu yaban koyunlarindan toplanan 142 diski 6rneginin %2.11’inde D. filaria
tespit edilmigtir (Emir 2013). Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda koyunlarda D. filaria‘nin 6nemli bir
akciger paraziti oldugu bildirilmektedir. Calismada elde edilen eriskin parazitlerin mikroskobik muayeneleri sonucunda
56 (%3.7) adet koyundan D. filaria’a tespit edildi. Bu calismada elde edilen bulgular yapilan bazi g¢aligmalart
desteklemektedir (Girisgin ve ark. 2008; Kircali Sevimli ve ark. 2006; Doganay ve ark. 1989). Bu calisma; bazi
arastiricilarin (Giiralp 1952; Dik ve ark. 1993) caligmalar ile paralellik gostermemektedir. Bu farkliliklarin nedeni
olarak hayvanlardaki parazit sayisi, bolgesel veya mevsimsel farkliliklarin olugmasi; konak ve parazitin 6zellikleri,
konak-parazit arasindaki iliski ve bolgesel 6zellikler gibi birgok faktoriin iliskisinden etkilenmektedir. Van ili soguk ve
karasal iklime sahip olmasindan dolay1 parazitlerin gelisim siireclerini degistirebilmekte ayrica hayvan sahipleri
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tarafindan son yillarda kontrolsiiz sekilde antiparaziter ilaglarin kullanilmasi parazit yiikiiniin degismesine neden
olabilmektedir.

Diinya’da dort Dictyocaulus tiirii arasinda (D. viviparus, D. eckerti, D. arnfieldi ve D. filaria) molekdler yéntemler
kullanarak 28S rRNA gen bolgesi tizerinde oransal benzerlikler ortaya konmustur (Epe ve ark. 1997). Dictyocaulus
tirlerine yonelik diinyada yapilan molekiiler ¢aligmalar mevcut olup; bu c¢alismalar D. filaria’nin 28S rRNA gen
bolgesini kapsamamaktadir. Van yoresi koyunlarinda yapilan bu ¢aligma ile akciger kilkurdu tiirii olan D. filaria’nmn
28S rRNA gen bolgesinin DNA dizileme analizi ile molekiiler karakterizasyonu yapilmustir.

Tiirkiye’ de yapilan ¢aligmalarin birgogu D. filaria’nin yayginligin1 degerlendirmek iizerine yapilmis olup, konuyla
ilgili tek molekiiler ¢calisma Afyon’da yiritilmiistir. Afyon’daki ¢alismada D. filaria, Cystocaulus ocreatus ve
Muellerius capillaris’in 28S rRNA gen bolgesinin molekiiler identifikasyonu yapilmistir (Kose ve ark. 2017). Fakat
Afyon’da yapilan ¢aligmada veriler gen bankta kayit edilmediginden dolayr ¢alismamizdaki gen dizilimi verileri ile
benzerligi karsilagtirilamamastir.

Sonug olarak, bu aragtirma ile Van ili koyunlarinda D. filaria’nin 28S rRNA gen bolgesinin DNA dizileme analizi
yapilarak molekiiler karakterizasyonu ortaya konulmustur. Calismada D. filaria'min 952 b¢ uzunlugunda dizisi
(MW405935) NCBI BLAST’ta bulunan NCBI NO: AMO039754.1 dizisi ile kiyaslandiginda %100 benzerlik
gostermektedir. Elde edilen sonuglarin yapilacak olan molekiiler epidemiyolojik ve filogenetik ¢alismalara 151k tutacagi
kanisindayiz.

CIKAR CATISMASI
Yazarlar, bu yazi ile ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atigmas1 olmadigini beyan ederler.
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