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Öz: Bu araştırma, Afyonkarahisar yöresinde koyunlarda akciğer kılkurdu enfeksiyonlarının moleküler epidemiyolojisi ve 

akciğer kılkurdu türlerinin moleküler karakterizasyonunu ortaya koymak amacıyla yapılmıştır. Bu amaçla 5 farklı lokalitede 

akciğer kılkurtları ile doğal enfekte 10 sürüden akciğer kılkurdu birinci dönem larvalarını izole etmek için dışkı örnekleri 

toplandı. Baermann-Wetzel yöntemi ile separe edilen akciğer kılkurdu 1. dönem larvalarının spin kolon yöntemiyle ticari kit 

(Thermo) kullanılarak DNA’ları çıkarıldı. PCR’da akciğer kıl kurtlarının 28S rRNA bölgelerine ait primerler (Dictyocaulus filaria: 

F-gctacaaaatcgcatacgaacg, R-actccttagcggttaccga; Cystocaulus ocreatus: F-cggtttgtttagcatgtccaaagtc, R-tctctgacttcgtcctgc; 

Muellerius capillaris: F-aaaggcccaacgctgaa, R-cctctgacttcgtcctgc) FastPCR programı ile dizayn edilerek kullanıldı. Toplam 7 

izolattan elde edilen DNA PCR ürünlerinin 28S rRNA gen bölgelerinin DNA dizileme analizi yapıldı. Bir ve 2. izolatlardan elde 

edilen 952 bp uzunluğundaki dizilerinin %100 D. filaria, 4, 5 ve 6. izolatlardan elde edilen768 bp uzunluğundaki dizilerinin 

%100 C. ocreatus, 7. izolattan elde edilen 780 bp uzunluğundaki dizinin %100 M. capillaris ve 3. izolattan elde edilen 780 bp 

uzunluğundaki dizinin ise %99 ihtimalle M. capillaris olduğu görülmüştür. İzolat 7'nin 702. bazının heterozigot yapıda olması 

ve izolat 3'te 117 ve 718. bazlarında mutasyon olması bir alt tür olabileceğini düşündürmüştür. Bir sürüde rastlanılan 

Neostrongylus linearis larvasından DNA elde edilememiş, Sürülerde Protostrongylus rufescens larvasına rastlanmamıştır. 

Anahtar Kelimeler:28S rRNA, Akciğer kıl kurtları, Koyun, Moleküler karakterizasyon. 

 

Molecular Characterization of Lungworm Species of Sheep in Afyonkarahisar 

Region 

Abstract: The present study was conducted to investigate molecular epidemiology of lungworm infections and molecular 

characterization of lungworm species of sheep in Afyonkarahisar region. Fecal samples were gathered from 10 flocks in 5 

different localization to isolate first stage larvae of lungworm. First stage larvae of lungworms were seperated with Baermann-

Wetzel method and DNAs were extracted with spin-column method by using commercial kit (Thermo). Primers belonged to 

28S rRNA region of lungworms (Dictyocaulus filaria: F-gctacaaaatcgcatacgaacg, R-actccttagcggttaccga; Cystocaulus ocreatus: 

F-cggtttgtttagcatgtccaaagtc, R-tctctgacttcgtcctgc; Muellerius capillaris: F-aaaggcccaacgctgaa, R-cctctgacttcgtcctgc) were used 

with the design of FastPCR software in PCR. DNA sequence analysis was perfomed on PCR products of 28S rRNA gene regions 

obtained from seven isolates. 952 bp length sequences of first and second isolates were D. filaria with the probability of 

100%; 768 bp length sequences of 4th, 5th and 6th isolates were C. ocreatus with the probability of 100%; 780 bp length 

sequence of 7th isolate was M. capillaris with the probability of 100% and 780 bp length sequence of 3rd isolate was M. 

capillaris with the probability of 99%. Heterozygote structure of base number 702 of 7th isolate and presence of mutations 

in base numbers 117 and 718 of 3rd isolate suggest probability of a subspecies. DNA of Neostrongylus linearis larvae which 

was detected in one flock could not be obtained. Protostrongylus rufescens larvae was not found in flocks. 

Keywords: 28S rRNA, Lungworm, Molecular characterization, Sheep. 
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GİRİŞ

ütün Dünya’da kozmopolit bir yayılış gösteren 

akciğer kılkurdu enfeksiyonları ruminant 

yetiştiriciliğinin önemli paraziter 

enfeksiyonlarındandır. Koyunların akciğer kılkurdu 

enfeksiyonlarının etkenleri Trichostrpngyloid 

nematodlardan Dictyocaulus ve Metastrongyloid 

nematodlardan Protostrongylus, Muellerius, 

Cystocaulus, Neostrongylus, Spiculocaulus, Bicaulus 

cinsi akciğer kılkurtlarıdır. Trichostrongyloid parazit 

olan Dictyocaulus'lar trachea ve bronşial dallarda 

yerleşim gösteren ve monoksen gelişim gösteren 

nematodlardır. Daha ziyade ılıman iklim koşullarında 

daha sıklıkla görülmekle birlikte kozmopolit bir yayılış 

gösterirler. Metastrongyloid olan cinsler ise akciğer 

parankimi, bronşiol ve alveollerde yerleşim 

gösterirler. Bu familya üstünde bulunan akciğer 

kılkurtları heteroksen yaşam döngüsüne sahiptirler. 

Bu parazitlere çeşitli gastropodlar arakonak olarak 

hizmet ederler. Koyunlarda paraziter bronşitis ve 

pnömoni etkeni olan akciğer kılkurtları koyunlarda 

önemli sağlık problemlerine yol açarlar. Yetersiz 

beslenen ve meraya yeni çıkmış genç hayvanlarda 

ölümlere de neden olabilmektedir. Bu parazitler 

koyunlarda gelişme geriliği, verim düşüklükleri ve 

dolayısı ile çok önemli miktarlarda ekonomik 

kayıplara neden olmaktadırlar (1-7).  

Türkiye’de koyunlarda akciğer kılkurdu 

enfeksiyonlarının yaygınlığı ortaya koymak üzere çok 

sayıda araştırma yapılmıştır. Koyunlarda akciğer 

kılkurdu enfeksiyonlarını yaygınlığı, Kayseri'de dışkı 

bakısına göre %33.6 (6), Kırıkkale'de dışkı bakısına 

göre %14 ve nekropsi sonuçlarına göre %34 (7), yine 

aynı şehirde yapılan bir başka araştırmada dışkı 

bakısına göre %10.86 (8), Afyonkarahisar'da dışkı 

bakısına göre %20.82 (9), İstanbul'da dışkı bakısına 

göre %47.2 ve nekropsi sonuçlarına göre %47.7 (10), 

Van'da dışkı bakısına göre %85.21 ve nekropsi 

sonuçlarına göre %55.33 (11), Kars'da dışkı bakısına 

göre %50.5 ve nekropsi sonuçlarına göre %29 (12), 

Elazığ'da nekropsi sonuçlarına göre %42.91 (13), 

Samsun'da dışkı bakısına göre %45.39 (14), Trakya'da 

dışkı bakısına göre %19.85 (15), Konya'da dışkı 

bakısına göre %29.3 (16) ve Ankara'da dışkı bakısına 

göre %53.17 (17) olarak bildirilmiştir. Türkiye’de 

koyunlarda akciğer kılkurdu enfeksiyonlarının 

yaygınlığı ile ilgili nekropsi ve dışkı bakılarına dayalı 

çalışmalar yapılmasına rağmen bu enfeksiyonların 

moleküler epidemiyolojisi ve türlerin moleküler 

karakterizasyonunu ortaya koymaya yönelik 

herhangi bir araştırma yapılmamıştır. 

Çeşitli ülkelerde evcil ve yabani ruminantlarda 

akciğer kılkurdu türlerinde moleküler tiplendirme, 

moleküler karakterizasyon ve moleküler 

epidemiyolojik çalışmalar (18-24) sınırlı sayıdadır. 

Bu araştırma, Afyonkarahisar yöresinde 

koyunlarda akciğer kılkurdu enfeksiyonlarının 

moleküler epidemiyolojisi ve türlerin moleküler 

karakterizasyonunu ortaya koymak amacıyla 

yapılmıştır. 

MATERYAL ve METOT 

Araştırma, Afyonkarahisar ilinde mera mevsimi 

içinde 5 farklı lokalitede toplam 10 koyun sürüsünden 

toplanan dışkı örneklerinden elde edilen akciğer 

kılkurdu larvaları üzerinde yapıldı. Baermann-Wetzel 

yöntemi ile separe edilen birinci dönem akciğer 

kılkurdu larvaları sürü kayıtlarına göre ayrı ayrı 1.5 

ml'lik ependorf tüplerinde toplandı. 

Baermann-Wetzel yöntemi ile toplanan akciğer 

kılkurdu 1. dönem larvalarının spin kolon yöntemiyle 

ticari firma (Thermo) kiti ile DNA’ları çıkarıldı. PCR’da 

Tablo 1'de bulunan akciğer kıl kurtlarının 28S rRNA 

bölgelerine ait primerler FastPCR programı dizayn 

edildi.  

Tablo 1. Akciğer kılkurtlarının 28S rRNA bölgelerine 
ait primerler. 
Table 1. 28S rRNA gene primers of lungworms. 
 

Akciğer 
Kılkurdu Türleri 

Forward  Reverse 

D. filaria 
gctacaaaatcgcat

acgaacg 
 actccttagcgg

ttaccga 

M. capillaris 
aaaggcccaacgctg

aa 
 cctctgacttcgt

cctgc 

C. ocreatus 
cggtttgtttagcatgt

ccaaagtc 
 tctctgacttcgt

cctgc 

B 
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Toplam 25 µl olan PCR karışımında; 2 µl DNA, 

her bir primerden (10pmol), 10x buffer + MgCl2 

(20mM, Thermo) 2.5 µl, dNTP karışımından 0.5 µl 

(Thermo), Phusion Taq DNA Polymerase (Thermo) 

0.3 µl (Thermo), 5.0μl Q-Solution (5x, Qiagen) ve 

ddH2O dan 12.5 µl bulunmaktadır. Reaksiyonlar 

Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler cihazında 

gerçekleştirilmiştir. PCR’ın ön denaturasyon aşaması 

95°C’de 10 dakika, denaturasyon aşaması 92°C’ de 30 

sn, yapışma 64°C’ de 30 sn ve uzatma 72°C’ da 30 sn 

30 döngü, son uzatma aşaması ise 72°C’de 5 dakika 

olacak şekilde programlanmıştır. PCR ürünleri agaroz 

jel elektroforezinden sonra GelRed ile boyanarak UV 

altında kontrol edildi. PCR ürünleri daha sonra 

dizileme analizi için ExoSAP-IT ile temizlenmiştir. DNA 

dizileme analizi için BigDye Terminator v3.1’den 1 µl, 

5x sequencing buffer’dan 1 µl, ileri veya geri 

primerden (10 pmol) 1 µl, PCR ürününden 1 µl ve 3μl 

ddH2O olmak üzere toplam 7 µl karışım 

hazırlanmıştır. PCR cihazı 96°C’ de 30 sn, 96°C’ de 10 

sn, yapışma 64°C’ de 10 sn ve uzatma 60°C’ de 4 dk 

27 döngü olacak şekilde programlanmıştır. Sekans 

PCR ürünleri etanol ile çöktürme yöntemine göre 

temizlendi ve DNA dizileme cihazına (ABI 3500 

Genetic Analyzer) yerleştirildi. DNA dizileri 

Sequencher 5.4.1 bilgisayar programı ile düzenlendi. 

BULGULAR 

Toplam 7 izolattan elde edilen DNA PCR 

ürünlerinin DNA dizileme analizi yapıldı. Örneklerin 

28S rRNA gen bölgelerin dizileri incelendiğinde bir ve 

2. izolatlardan elde edilen952 bp uzunluğundaki 

dizilerinin %100 D. filaria, 4, 5 ve 6. izolatlardan elde 

768 bp uzunluğundaki dizilerinin %100 C. ocreatus, 7. 

izolattan elde edilen 780 bp uzunluğundaki dizinin 

%100 M. capillaris ve 3. izolattan elde edilen 780 bp 

uzunluğundaki dizinin ise %99 ihtimalle M. capillaris 

olduğu görülmüştür. 

Dictyocaulus filaria 28S rRNA geni 952bp (İzolat 1 ve 
2) 

GCTACAAAATCGCATACGAACGTATGTGATCTAGTAAC

ATGTATGTCACTAACGACTACGCTGACAATATTGATAG

CACATTCCGTACTGTGATAAATGAACATGTTGCCCATTA

TTATTATAATAGTGGTGTCATATGTTTTAACAGTTCGAG

TTTGTTGCAAGATGTGATATTAATATTTCAATAGTGCAA

AATTTGAATTCGTTTCATTTTTTGCAATGATGTCAGTGT

AAACGTTAATCACCTCTCCGACCCGTCTTGAAACACGG

ACCGAGGAGTGTAACTTGTACGCGAGTCAATAGGTGT

GATAAACCTAATGGCGCAATGAAAATGAAGACACGTG

TAAACGGTTGACATGAGAGATATTTTTCTATATGTGTAT

ATAGCATATAGAAAGTATTGCATCATGGCCCTGTCTAA

TCTGCATGCAGATGGGCAGAGGTAGAGCGTACAGGTT

GCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCAGGAT

GAAGTCAGAGGAAACTCTGATGGAGGTCCGTATCGGT

TCTGACGTGCAAATCGATCGATAGACTTGGGTATAGG

GGCGAAAGACTAATCGAACCATCTAGTAGCTGGTTCCC

TCCGAAGTTTCCCCCAGGATAGCTGGAGTTCAAATATA

ACAATATATACATATACGGTTATATCCGGTAAAGCGAA

TGATTAGAGGAATTGGGATCGAAACGATCTCAACCTAT

TCTCAAACTTTCAATGGGTATGTTGTCACAGTTTCTTAT

GGTGTCCTAATGAACTGTTGACATGAACGTGAGCTCCA

AGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAACTGGCGCTGTGG

GATGAACCAAACGTTAGGCTAAGGTGCCTAACTTTTCG

CTCATTAGATCCCATAAAAGGCGTTGGTTGATATAGAC

AGCAGGACGGTGGCCATGGAAGTCGGTAACCGCTAAG

GAGT 

Cystocaulus ocreatus 28S rRNA geni 768 bp (İzolat, 
4, 5 ve 6) 

CGGTTTGTTTAGCATGTCCAAAGTCCCTTTGATAGGGG

CCATTATCCAGAGAGGGTGCGAGACCTGTGCGGACAG

CTGAGCATGCCGTATGATTATACCTTGGAGTCGGGTTG

CTTGAAAGTGCAGCCTTAAGTGGGTGATAAACTTCATC

TAAGGCTAAATACGGACGCGAATTCGATAGCAAACAA

GTACTGTGAAGGAAAGTTGCAAAGAACTTTGAAGAGA

GAGTTCAAGAGAACGTGAAATCGTTGAAGTGGAACCG

GAGAGAGTTGACGTAGTCTGATGGATAAGTATTGCAA

GTATCGTATTCACCTATATGATCAAGCGATATGTATGCC

ATCAACGACTGTGCTGACAACATCGACTACACGATCCA

AACTATGTTGACATGTTGCCCATTTTATTTATGTAAAAT

GGTGTCTTGTGTTACGTTYGGTAAGGTTCGTTGTATGTT

GATGTTGACGACATGACGAGTTATCTCTACGATAATTA

TGTCAGCATAAAAGTCAACCACCTCTCCGACCCGTCTT

GAAACACGGACCGAGGAGTGTAACTTGTACGCGAGTC

ACAAGGTGGAAAACCTTAAGGCGAAATGAAAGTGAAG
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GCACGGTTAACCGGCTGACATGGGAAGCGTGTTCGAT

GAGGAAACAATTCGTGACACGTCACACCATGGCCCTGT

CTTGTCTGCATGCAGATGGGCAGCGGTAGAGCGTACA

GGTTGCGACCCGAAAGATGGTGAACTATGCCTGAGCA

GGACGAAGTCAGAGA 

Muellerius capillaris 28S rRNA geni 780 bp (İzolat 3) 

ACGCTGAATCTTTCGATGATGAATCGTAAAGAAATGTA

GCGTATAGGTATAATTATCGGTTTGTTTAGCATGTCCA

AAGTTCCTTTGATAGGGACCATCATCCAGAGAGGGTGC

GAAACCTGTGCGGACAGCTGAATATGCCGTACGATTAT

ACCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAAAGTGCAGCCTTAAGT

GGGTGATAAACTTCATCTAAGGCTAAATATGGACGCG

AATTCGATAGCAAACAAGTACTGTGAAGGAAAGTTGC

AAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGAACGTGAAA

TCGTTGAAGTGGAACCGGAGAGAGTTGACGTAGTCTG

ATGGATAATTATTGCAAGTATCGTATTCGTCGTCAATG

ATGATTATGATTAAGCGATATGTATGCCATTAACGACT

GTGCTGACAATATCGACTACACGATCCAAGCTATGTTG

ACATGTTGCCCATTTTATTTATATAAAATGGTGTCTTGG

TTACATTTAGTAAGGTTCGTTGTATGTTGATGTTGATAC

ATATGCATTGTAATATTATCTATGGATAATTATGTCAGC

ATAAAAGTCAACCACCTCTCCGACCCGTCTTGAAACAC

GGACCGAGGAGTGTAACTTGTACGCGAGTCACAAGGT

GGAAAACCTTAAGGCGAAGTGAAAGTGAAGGCACGG

TTAACCGGCTAACATGGGAAATGTGTTATATATAACAA

ATTGCACCATGGCCCTGTCTTGTCTGCATGCAGATGGG

CAGCGGTAGAGCGTACAGGTTGCG 

Muellerius capillaris 28S rRNA geni 780 bp (İzolat 7) 

ACGCTGAATCTTTCGATGATGAATCGTAAAGAAATGTA

GCGTATAGGTATAATTATCGGTTTGTTTAGCATGTCCA

AAGTTCCTTTGATAGGGACCATCATCCAGAGAGGGTGC

GAGACCTGTGCGGACAGCTGAATATGCCGTACGATTAT

ACCTTGGAGTCGGGTTGCTTGAAAGTGCAGCCTTAAGT

GGGTGATAAACTTCATCTAAGGCTAAATATGGACGCG

AATTCGATAGCAAACAAGTACTGTGAAGGAAAGTTGC

AAAGAACTTTGAAGAGAGAGTTCAAGAGAACGTGAAA

TCGTTGAAGTGGAACCGGAGAGAGTTGACGTAGTCTG

ATGGATAATTATTGCAAGTATCGTATTCGTCGTCAATG

ATGATTATGATTAAGCGATATGTATGCCATTAACGACT

GTGCTGACAATATCGACTACACGATCCAAGCTATGTTG

ACATGTTGCCCATTTTATTTATATAAAATGGTGTCTTGG

TTACATTTAGTAAGGTTCGTTGTATGTTGATGTTGATAC

ATATGCATTGTAATATTATCTATGGATAATTATGTCAGC

ATAAAAGTCAACCACCTCTCCGACCCGTCTTGAAACAC

GGACCGAGGAGTGTAACTTGTACGCGAGTCACAAGGT

GGAAAACCTTAAGGCGAAGTGAAAGTGAAGGCACGG

TTAACCGGCTAACATGGGAAAYGTGTTATATATAACAC

ATTGCACCATGGCCCTGTCTTGTCTGCATGCAGATGGG

CAGCGGTAGAGCGTACAGGTTGCG 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Çalışmada elde edilen D. filaria'nın 952 bp 

uzunluğundaki dizileri (izolat 1 ve 2) NCBI BLAST’ta 

bulunan diğer dizilerle karşılaştırıldığında elde edilen 

dizilerin NCBI NO: AM039754.1 (24) olan dizi ile %100 

benzer bulunmuştur. 

İzolat 4, 5 ve 6'dan elde edilen 768 bp 

uzunluğundaki C. ocreatus dizileri NCBI BLAST’ta 

bulunan diğer dizilerle karşılaştırıldığında elde edilen 

dizilerin NCBI NO: EU595593.1 (USDA, Agricultural 

Research Service) olan dizi ile %100 benzer olduğu 

görülmüştür. 

M. capillaris örneklerinden izole edilen DNA 

ların (izolat 3 ve 7) dizileme analizi sonucunda izolat 

3 ve 7 karşılaştırıldığında 117. bazda A>G, 702. bazda 

T>Y ve 718. bazda A>C şeklinde mutasyonların olduğu 

görülmüştür. İzolat 7'de M.capillaris'e ait DNA 

dizisinin 702. bazı heterozigot yapıdadır (Y= C / T). 

Çalışmada elde edilen M. capillaris dizileri NCBI 

BLAST’ta bulunan diğer dizilerle karşılaştırıldığında 

izolat 7'den elde edilen dizi NCBI NO: AY292798.1 

(19) olan dizi ile %100 benzer; 3. izolattan edilen 

dizinin ise %99 benzer olduğu belirlenmiştir. İzolat 

7'nin 702. bazının heterozigot yapıda olması ve izolat 

3'te 117 ve 718. bazlarda mutasyon olması ise bir alt 

tür olabileceğini düşündürmüştür. 

Sonuç olarak, bu araştırma ile Afyonkarahisar 

yöresi koyunlarında sıklıkla rastlanılan 3 akciğer kıl 

kurdu türünün 28S rRNA gen bölgelerinin DNA 

dizileme analizi yapılarak moleküler karakterizasyonu 

ortaya konmuştur. Elde edilen sonuçlar yapılacak 

olan moleküler epidemiyolojik ve filogenetik 

çalışmalara kaynak teşkil edecektir. 
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