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Dermatof\tozdan sorumlu en yaygın patojen Tr\chophyton rubrum (%53,1) olup, bunu T. 
mentagrophytes (%7,5), M\crosporum can\s (%6,9), T. tonsurans (%5,6), T. \nterd\g\tale 
(%5,0) ve T. v\olaceum (%3,8) tak\p etmekted\r. Bu tez çalışmasında kl\n\k dermatof\t 
\zolatlarını enfekte eden m\kov\rüsler\n tesp\t ed\lmes\, genom d\z\ler\n\n tüm veya tüme 
yakın halde bel\rlenmes\, moleküler ve f\logenet\k özell\kler\n\n ortaya çıkartılması ve 
konakları \le olan etk\leş\mler\ araştırılmıştır. Dermatof\t \zolatlarının genom\k DNA'ları 
CTAB yöntem\ kullanılarak elde ed\lm\şt\r. ITS gen bölgeler\ \ç\n pol\meraz z\nc\r 
reaks\yonu gerçekleşt\r\lm\ş ve sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\ \le d\z\ler 
bel\rlenm\şt\r. Ardından, d\z\ler BLASTn \le anal\z ed\lerek dermatof\tler\n moleküler tür 
teşh\sler\ gerçekleşt\r\lm\şt\r. Dermatof\t \zolatlarından dsRNA ekstraks\yonu yapılarak 
v\rüs \le enfekte örnekler bel\rlenm\ş, cDNA'ya çevr\lm\ş ve rastgele pol\meraz z\nc\r 
reaks\yonu \le d\z\ler çoğaltılarak, yen\ nes\l d\z\leme \le dermatof\t fungusu enfekte eden 
v\rüsler\n d\z\ler\ elde ed\lm\şt\r. V\rüs \le \l\şk\l\ d\z\ler\n tüm genomunun elde ed\lmes\ 
\ç\n RNA l\gasyonu ve ardından RACE yöntem\ kullanılmıştır. B\yo\nformat\k ve 
f\logenet\k olarak anal\z ed\len d\z\ler sonucunda; Lecan\c\ll\um aphanoclad\\'y\ enfekte 
eden \k\ yen\ m\kov\rüsün tüm genomu ortaya çıkartılmıştır (Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ 
polymycov\rus 1 ve Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ negat\ve-stranded RNA v\rus 1). 
Morfoloj\k ve moleküler tür teşh\s\ çalışmaları sonucunda Lecan\c\ll\um aphanoclad\\'n\n 
neden olduğu \lk dermatof\tozun vaka takd\m\ rapor ed\lm\şt\r. 
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ABSTRACT 

Master Thes\s 

IDENTIFICATION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF 
MYCOVIRUSES INFECTING SPECIFIC CLINICAL DERMATOPHYTE 

ISOLATES, AND INVESTIGATION OF THEIR INTERACTIONS WITH HOST 
ORGANISM 

 
Gülce EDİŞ 

Ankara University 
Graduate School of Natural and Applied Sciences  

Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Ilgaz AKATA 
Co-supervisor: Doç. Dr. Ergin ŞAHİN 

 
 

The most common pathogen respons\ble for dermatophytos\s \s Tr\chophyton rubrum 
(53.1%), followed by T. mentagrophytes (7.5%), M\crosporum can\s (6.9%), T. tonsurans 
(5.6%), T. \nterd\g\tale (5.0%) and T. v\olaceum (3.8%). In th\s thes\s, mycov\ruses 
\nfect\ng cl\n\cal dermatophyte \solates were \dent\f\ed, the\r complete or near-complete 
genome sequences were determ\ned, the\r molecular and phylogenet\c character\st\cs 
were revealed and the\r \nteract\ons w\th the\r hosts were \nvest\gated. The genom\c DNA 
of dermatophyte \solates was obta\ned us\ng the CTAB method. Polymerase cha\n 
react\on was performed for ITS gene reg\ons and sequences were determ\ned by Sanger 
d\deoxy cha\n term\nat\on method. Then, the sequences were analyzed by BLASTn, and 
molecular spec\es \dent\f\cat\on of dermatophytes was performed. V\rus-\nfected 
samples were \dent\f\ed by dsRNA extract\on from dermatophyte \solates, translated \nto 
cDNA, and sequences were ampl\f\ed by random polymerase cha\n react\on, and 
sequences of v\ruses \nfect\ng dermatophyte fung\ were obta\ned by next-generat\on 
sequenc\ng. RNA l\gat\on followed by the RACE method obta\ned the whole genome of 
v\rus-assoc\ated sequences. B\o\nformat\cs and phylogenet\c analys\s of the sequences 
revealed the whole genome of two new mycov\ruses \nfect\ng the fungus Lecan\c\ll\um 
aphanoclad\\ (Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ polymycov\rus 1 and Lecan\c\ll\um 
aphanoclad\\ negat\ve-stranded RNA v\rus 1). As a result of morpholog\cal and molecular 
spec\es \dent\f\cat\on stud\es, the f\rst case report of dermatophytos\s caused by the 
fungus Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ \s reported. 
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1. GİRİŞ  

Mantarlar, spor üreten, h\fler\ olan ve hücre duvarlarında karmaşık karbonh\dratlar \çeren 

canlılardır. Klorof\l \çermed\kler\ \ç\n b\tk\ler g\b\ fotosentez yapmazlar. Dışsal enz\mler 

salgılayarak organ\k maddeler\n parçalanmasını sağlar ve doğadak\ bes\n döngüsüne 

katkıda bulunurlar. Hayatta kalmak \ç\n d\ğer organ\zmaların ürett\ğ\ organ\k bes\nlere 

\ht\yaç duyarlar. Paraz\t olanlar canlı organ\zmalardan, ayrıştırıcılar \se ölü organ\k 

maddelerden beslen\rler. Ayrıştırıcı mantarlar, ölü organ\k maddeler\n parçalanmasına 

yardımcı olurken, paraz\tler özell\kle b\tk\ ve hayvanlara zarar vererek ekonom\k 

kayıplara yol açab\l\rler. M\kor\zal mantarlar b\tk\ler\n su ve m\neral alımına yardımcı 

olurken, l\ken oluşturanlar, algler veya mav\-yeş\l bakter\lerle s\mb\yot\k b\r \l\şk\ 

kurarak tek b\r yapı oluştururlar (Webster ve Weber 2007). 

Mantar patojenler\ ve enfeks\yonları, dünya çapında g\derek artan ve öneml\ b\r küresel 

halk sağlığı sorununu oluşturmaktadır (Anonymous 2022). Özell\kle, tüberküloz geçm\ş\, 

kron\k solunum yolu rahatsızlıkları, \nsan bağışıklık yetmezl\ğ\ v\rüsü (HIV) 

enfeks\yonu, d\yabet ve kanser g\b\ sağlık sorunlarına sah\p olanlar veya bağışıklık 

s\stem\ zayıf olan b\reyler, yüksek r\sk altındak\ grupları oluşturmaktadır (Bongom\n vd. 

2017).  

Dermatof\tler (Arthrodermataceae fam\lyası), Onygenales takımı, Eurot$omycetes sınıfı, 

Ascomycota bölümünde yer alan ve neredeyse yalnızca memel\ konakçılarla evr\mleşen 

b\r mantar grubudur (de Hoog vd. 2017). Dermatof\t türler\ yaşam alanlarına göre üç 

farklı gruba ayrılab\l\r: antropof\l\k (\nsanlar üzer\nde yaşayan), zoof\l\k (hayvanlar 

üzer\nde yaşayan) ve jeof\l\k (toprakta yaşayan) (Baert vd. 2020). Dermatof\tler saç, der\, 

tırnaklar ve tüyler dah\l kerat\n\ze dokuları \st\la eden ve yapıyı bozan mantarlardır 

(We\tzman ve Summerbell 1995). Der\ ve tırnaklardak\ mantar enfeks\yonları, m\kozlar 

\ç\nde en sık görülen ve yaygın olan türdür. Son yıllarda, yüzeysel m\kot\k enfeks\yonlar 

öneml\ ölçüde artmıştır ve en sık rastlanan enfeks\yon türler\nden b\r\ hal\ne gelm\şt\r 

(Havl\ckova vd. 2008). Dermatom\kozların yayılışı, etkenler\ ve baskın anatom\k 

enfeks\yon desenler\ coğraf\ konuma ve çeş\tl\ çevresel ve kültürel faktörlere bağlı olarak 

değ\şmekted\r. Dermatof\tler 25-28 °C arasında değ\şen yüzey sıcaklıklarında ürerler. 



 2 

İnsan der\s\n\n sıcak ve neml\ olması enfeks\yon ortamı \ç\n uygun koşulları 

sağlamaktadır. Dermatom\kozlar, düşük sosyoekonom\k statüye sah\p topluluklarda daha 

sık görülmekted\r; kalabalık yaşam koşulları, \nsan ve hayvanlarla yakın temas, h\jyen 

eks\kl\ğ\ g\b\ faktörler etk\l\ olmaktadır. Yüzeysel der\ enfeks\yonlarında tıbb\ bakımın 

h\ç olmaması veya yeters\zl\ğ\ der\ mantar enfeks\yonlarının salgın şekl\nde yayılmasını 

daha da artırmaktadır (Seth vd. 2017). 

V\rüsler, d\ğer konak organ\zmalarda olduğu g\b\ mantarlarda da mevcuttur (Watanabe 

vd. 2019). Mantarları enfekte eden v\rüslere fungal v\rüs ya da m\kov\rüs olarak 

\s\mlend\r\l\rler. M\kov\rüsler üzer\ne yapılan çalışmalarla genom organ\zasyonu, yaşam 

tarzları ve repl\kasyon döngüler\ açısından v\rüsler\n çeş\tl\l\ğ\ ortaya çıkartılmıştır. 

1962'de yen\leb\l\r b\r kültür mantarı olan Agar$cus b$sporus'ta \lk m\kov\rüs rapor 

ed\lm\şt\r (Holl\ngs 1962). M\kov\rüsler patojen\k mantarları da enfekte etmekted\r ve 

v\rülansı azaltırsa, v\rokontrol (v\rüsler kullanılarak b\yoloj\k kontrol) ajanları olarak 

kullanılma potans\yel\ne sah\pt\r (He\n\ger ve R\gl\ng 1994, García-Pedrajas vd. 2019, 

Rodr\guez Coy vd. 2022, Tonka vd. 2022). Uluslararası V\rüs Taksonom\ Kom\tes\ 

(ICTV), en son yayınlanan resm\ rapora göre m\kov\rüsler\ genom yapılarına göre 23 

fam\lya ve 1 sınıflandırılmamış c\ns olarak tanımlamaktadır (Anonymous 2023). 

M\kov\rüsler\n çoğunluğu ç\ft \pl\kç\kl\ RNA (dsRNA) veya poz\t\f anlamlı tek \pl\kç\kl\ 

RNA (+ssRNA) genomlarına sah\pt\r (Ghabr\al vd. 2015). dsRNA genomuna sah\p 

m\kov\rüsler Megab$rnav$r$dae, Amalgav$r$dae, Part$t$v$r$dae, Quadr$v$r$dae, 

Polymycov$r$dae, Chrysov$r$dae, Reov$r$dae, Tot$v$r$dae a\leler\ ve sınıflandırılmamış 

Botyb$rnav$rus c\ns\ olarak sınıflandırılmaktadır (Ghabr\al vd. 2015, Walker vd. 2020, 

Kotta-Lo\zou 2021). +ssRNA genomuna sah\p m\kov\rüsler Endornav$r$dae, 

Alphaflex$v$r$dae, Barnav$r$dae, Deltaflex$v$r$dae, Gammaflex$v$r$dae, Hypov$r$dae, 

Narnav$r$dae, M$tov$r$dae, Hadakav$r$dae, Yadokar$v$r$dae ve ters transkr\ps\yon (RT) 

a\leler\ Metav$r$dae ve Pseudov$r$dae olarak gruplandırılmaktadır (Walker vd. 2020, 

Kotta-Lo\zou 2021, Sato vd. 2023a, b). Mymonav$r$dae a\les\nde negat\f anlamlı tek 

\pl\kç\kl\ RNA (-ssRNA) genomuna sah\p m\kov\rüsler de keşfed\lm\şt\r (Ghabr\al vd. 

2015, Walker vd. 2020, Guo vd. 2021, Kotta-Lo\zou 2021). Yalnızca \k\ adet ssDNA 

m\kov\rüsü resm\ olarak m\kov\ral a\leye a\tt\r; Genomov$r$dae a\les\nde bulunan 

Sclerot\n\a sclerot\orum hypov\rulence-assoc\ated DNA v\rus 1 ve Fusar\um 
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gram\nearum gemytr\pv\rus 1 (Yu vd. 2010, Krupov\c vd. 2016, Varsan\ ve Krupov\c 

2021).  

Bu çalışmada, kl\n\k dermatof\t \zolatlarını enfekte eden m\kov\rüsler\n tesp\t ed\lmes\, 

genom d\z\ler\n\n tüm veya tüme yakın halde bel\rlenmes\, moleküler ve f\logenet\k 

özell\kler\n\n ortaya çıkartılması ve konakları \le olan etk\leş\mler\n\n \ncelenmes\ 

amaçlanmıştır. 

 

Bu çalışma kapsamında yapılan araştırmanın ulaşmayı hedefled\ğ\ sonuçlar 

doğrultusunda; Lecan$c$ll$um aphanoclad$$'n\n neden olduğu \lk dermatof\tozun vaka 

takd\m\ rapor ed\lm\şt\r. Lecan$c$ll$um aphanoclad$$'y\ enfekte eden \k\ yen\ m\kov\rüsün 

tüm genomu ortaya çıkartılmıştır; Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ polymycov\rus 1 ve 

Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ negat\ve-stranded RNA v\rus 1. Dermatof\t mantarlardak\ 

m\kov\rüsler üzer\ne yeter\nce çalışma yapılmamıştır, bu çalışma \le dermatof\t mantarı 

enfekte eden \k\ v\rüsün tüm genomunu ortaya çıkartılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETİ  

2.1 Dermatof_tler 

Dermatof\tler, özell\kle Tr$chophyton ve M$crosporum c\nsler\ne a\t olan türler, der\ 

enfeks\yonlarının ana neden\d\r. Dermatof\tozdan sorumlu en yaygın patojen 

Tr$chophyton rubrum (%53,1) olup, bunu T. mentagrophytes (%7,5), M$crosporum can$s 

(%6,9), T. tonsurans (%5,6), T. $nterd$g$tale (%5,0) ve T. v$olaceum (%3,8) tak\p 

etmekted\r (Wang vd. 2021). Yüzeysel m\kozlara neden olan T. rubrum, T. 

mentagrophytes var. $nterd$g$tale ve M. can$s g\b\ bazı dermatof\t türler\ dünya çapında 

dağılım göstermekted\r. T. soudanense (Afr\ka), T. schoenle$n$$ (Avrasya ve Afr\ka), T. 

v$olaceum (Asya, Afr\ka ve Avrupa) ve T. concentr$cum (Pas\f\k Adaları, H\nd\stan ve 

Uzak Doğu) g\b\ d\ğer türler \se bel\rl\ coğraf\ bölgelerle sınırlıdır (Ameen 2010). T. 

rubrum, gel\şm\ş ve gel\şmekte olan ülkelerdek\ kentsel alanlarda en yaygın b\ld\r\len 

dermatof\t türüdür (Borman vd. 2007). Tr$chophyton rubrum (Castell.) Sabour 1911 ve 

Tr$chophyton v$olaceum Sabour. ex E. Bod\n 1902, günümüzde Tr$chophyton rubrum 

kompleks\ \ç\nde yer alan \k\ temel türdür. 1902 yılında Sudan'dan dönen b\r hastadan 

alınan örnek üzer\nden Tr$chophyton v$olaceum \lk kez tanımlanarak T. rubrum 

kompleks\ altında değerlend\r\lmekted\r (Bouchara vd. 2021). 

Antropof\l\k mantarlar, \nsan vücuduyla uyum sağladıkça bel\rl\ bölgeler\ terc\h etme 

eğ\l\m\ göster\rler (Moskaluk ve VandeWoude 2022). Örneğ\n, en yaygın olarak b\l\nen 

t\nea ped\s (ayak enfeks\yonu), atlet ayağı olarak adlandırılmaktadır (Hay 2000, Wh\te 

vd. 2014). D\ğer bölgeye özgü dermatof\toz funguslar arasında t\nea cap\t\s (saç der\s\ 

enfeks\yonu), t\nea ungu\um (tırnak enfeks\yonu), t\nea barbae (sakal enfeks\yonu), t\nea 

fac\e\ (yüz enfeks\yonu), t\nea corpor\s (vücut enfeks\yonu), t\nea manuum (el 

enfeks\yonu) ve t\nea crur\s (kasık bölges\ enfeks\yonu) bulunmaktadır (We\tzman ve 

Summerbell 1995) (Şek\l 2.1). Tr$chophyton rubrum, dünya genel\nde \nsanları enfekte 

eden en yaygın dermatof\t türü ve t\nea ped\s vakalarının çoğundan sorumludur 

(Seebacher vd. 2008,  Achterman vd. 2011, Wh\te vd. 2014, Martínez-Herrera vd. 2023). 
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Şek\l 2.1 İnsanlarda dermatof\tozun anatom\k konuma göre sınıflandırılması (Moskaluk 
ve VandeWoude 2022) 

 

 

2.2 Tr#chophyton rubrum 

 

Tr$chophyton rubrum; mantar alem\, Ascomycota bölümü, Eurot$omycetes sınıfı, 

Onygenales takımı ve Arthrodermataceae fam\lyasında yer almaktadır (Packeu vd. 

2021). Der\ ve tırnak enfeks\yonlarına neden olan T. rubrum, çoğunlukla t\nea cap\t\s \le 

\l\şk\l\ olan T. v$olaceum ve T. soudanense, Tr$chophyton rubrum kompleks\n\ 

oluşturmaktadır (Packeu vd. 2020). Yakın genet\k benzerl\kler\ne rağmen yapılan 

çalışmalar T. rubrum, T. soudanense ve T. v$olaceum'un bağımsız türler olduğunu 

doğrulamaktadır (de Hoog vd. 2017, Su vd. 2019, Packeu vd. 2020). Üç yakın akraba 

türün sınıflandırılması r\bozomal DNA'nın ITS (\nternal transcr\bed spacer) gen 

bölgeler\n\n sekanslanması \le yapılmaktadır (Schoch vd. 2012). B\rçok çalışma ITS 

bölgeler\n\n Tr$chophyton c\ns\ndek\ farklı türler\ desteklemek \ç\n yeterl\ f\logenet\k 

ayrım sağladığını doğrulamıştır (Kong vd. 2008, Ir\ny\ vd. 2016, de Hoog vd. 2017, Zhan 

vd. 2018, Packeu vd. 2020). F\logenet\k ağaç ve haplot\p anal\z\ yapılarak b\rkaç tek 

nükleot\t pol\morf\zm\ \le farklılık gösteren üç ana grup ortaya çıkartılmıştır; T. 

v$olaceum grup 1, T. soudanense grup 2 ve T. rubrum grup 3'te yer almaktadır (Su vd. 

2019). 
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2.3 Lecan#c#ll#um aphanoclad##  

Lecan$c$ll$um W. Gams & Zare, Hypocreales takımına a\t ve anamorf\k Cordyc$p$taceae 

a\les\n\n b\r parçası olarak sınıflandırılmaktadır (Zare ve Gams 2008). Bu mantar c\ns\, 

çeş\tl\ mantar türler\n\ enfekte etme ve b\rçok böcek türünde paraz\t özell\ğ\yle 

entomopatojen\k b\r mantar olarak da b\l\nmekted\r (Donka vd. 2008, Berendsen vd. 

2010, Meng vd. 2022, L\u vd. 2023, Nguyen vd. 2023). Bu c\ns, önceden Vert$c$ll$um 

lecan$$ (Z\mmerman) V\egas olarak adlandırılmıştır. Lecan$c$ll$um c\ns\ üyeler\n\n 

kerat\naz akt\v\tes\ \le sağlanan kerat\nof\l\k özell\kler\ daha önce çeş\tl\ çalışmalarda 

göster\lm\şt\r (Deshmukh ve Ra\ 2005, Hamm vd. 2020, Günyar vd. 2020). L. 

aphanoclad$$, \lk olarak 2001 yılında Zare ve Gams tarafından kültür mantarı Agar$cus 

b$sporus'ta örümcek ağı ve lekelenmeye neden olan b\r fung\colous (d\ğer mantarlar 

üzer\nde büyüyen mantar) mantarı olarak tanımlanmıştır (Zare ve Gams 2001). Daha 

sonrak\ çalışmalar, L. aphanoclad$$'n\n farklı mantar konaklarını paraz\tleyen doğasını 

doğrulamıştır (Lv vd. 2022, L\n vd. 2024). B\r çalışma bu mantarın hem prokaryot\k, hem 

de fungal topluluklardan oluşan ve "Tengu no Mug\mesh\" olarak b\l\nen m\krob\yal b\r 

agregatın (toprak benzer\ granüler m\kroorgan\zma kütles\) b\leşen\ olduğunu b\ld\rm\şt\r 

(H\go vd. 2021). Çeş\tl\ çalışmalar L. aphanoclad$$'n\n entomopatojen\k özell\kler\n\ de 

gösterm\şt\r (Peč\ulytė ve Kačerg\us 2012, El-Deba\ky 2017, Gharsallah vd. 2020). Bu 

bulgular, türün çeş\tl\ yaşam alanlarında var olma ve farklı yaşam tarzlarını ben\mseme 

yeteneğ\n\ vurgulamaktadır. 

 

2.3 İnsan Patojen_ Mantarlarda Yapılan M_kov_rüs Çalışmaları 

M\kov\rüs çalışmalarında kullanılan mantarlar genell\kle Ascomycota ve Bas$d$omycota 

bölümler\ne a\tt\r. Mantarlar alem\nde henüz keşfed\lmem\ş b\rçok v\rüsün olduğunu 

düşünülmekted\r. Fungal v\roloj\, v\rüsler\n çeş\tl\l\ğ\ ve evr\m\n\n daha \y\ anlaşılmasına 

ve hızla büyüyen m\kov\rüs l\teratürüne büyük katkılar sağlamıştır. 

İnsan patojen\ mantarlarda m\kov\rüs araştırmaları, Asperg$llus c\ns\ üzer\nden 

çalışılmaya başlanılmıştır (Kotta-Lo\zou ve Coutts 2017). Asperg$llus türler\nde 
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Part$t$v$r$dae, Chrysov$r$dae ve Tot$v$r$dae g\b\ v\ral a\lelerden m\kov\rüsler rapor 

ed\lm\şt\r (L\u vd. 2008, Jamal vd. 2010, Bhatt\ vd. 2011, Bhatt\ vd. 2012, Refos vd. 

2013, Kanhayuwa vd. 2015, J\ang vd. 2022b, Wu vd. 2023). Asperg$llus türler\ \le 

çalışmaların yapılmış olması Polymycov$r$dae, Alternav$r$dae ve Exartav$r$dae g\b\ 

a\leler öner\lmes\ne olanak sağlamıştır (Nerva vd. 2016, Zoll vd. 2018, Sass vd. 2023). 

Güneydoğu Asya'da öneml\ b\r termal d\morf\k mantar olan Talaromyces marneffe$, HIV 

\le enfekte olan ve bağışıklık s\stem\ zayıflamış hastalarda ölümcül enfeks\yona yol 

açab\len b\r mantardır (VVong ve Lee 1998). Lau ve ek\b\ (2018), T. marneffe$'de yen\ 

b\r part\t\v\rüsü rapor etm\şlerd\r; Talaromyces marneffe\ part\t\v\rus-1 (TmPV1). Bu 

çalışmada yapılan transkr\ptom\k anal\zler, TmPV1'\n T. marneffe$'de potans\yel v\rülans 

faktörler\n at\p\k regülasyonu ve RNA \nterferansı (RNA\) \le \lg\l\ genler\n 

bastırılmasına neden olduğunu göstermekted\r (Lau vd 2018). 

 

Malassez$a, der\ m\krob\yomunun b\r parçası olup dermatoloj\k hastalıklar \le 

\l\şk\lend\r\len b\r bas$d$omycetous mayadır (Theelen vd. 2018). Malassez$a türler\ 

memel\ der\ m\krob\yomunun en yaygın mantarlarından b\r\d\r. Malassez$a türler\n\ 

enfekte eden m\kov\rüsler\n ortaya çıkartılmasının yanı sıra, v\rüs-konak etk\leş\mler\ de 

oldukça çalışılmıştır. Malassez$a'da Tot$v$r$dae a\les\ne a\t v\rüsler yaygın olarak 

bulunmakta ve konak transkr\ptomunu etk\lemekted\r (Applen Clancey vd. 2020, Park 

vd. 2020). Malassez$a restr$cta'da bulunan m\kov\rsüler\n koful boyutunu artırdığı 

göster\lm\şt\r. Applen Clancey ve ek\b\ (2020), \lk kez Malassez$a sympod$al$s türünde 

b\r m\kov\rüs keşfetm\şlerd\r; Malassez\a sympod\al\s mycov\rus 1 (MsMV1). 

Malassez$a sympod$al$s'\n patojen\tes\ üzer\nde ep\kütanöz fare model\nde çalışmalar 

yapılmış fakat m\kov\rüs aracılı b\r etk\ gözlemlenmem\şt\r (Applen Clancey vd. 2020). 

 

 

2.4 Polymycov#r#dae  

R$bov$r$a alem\ndek\ Polymycov$r$dae fam\lyasında yalnızca Polymycov$rus c\ns\ 

bulunmaktadır. Polymycov$rus adı, Yunanca "poly" (çok) ve "myco" (mantar) 

kel\meler\nden gel\r. Bu c\ns \sm\, mantarları enfekte eden v\rüsler\n çok sayıda genom\k 

dsRNA segment\ne sah\p olmasından dolayı ver\lm\şt\r. 2022 yılına kadar l\teratürde yer 
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alan pol\m\kov\rüs türler\ ICTV tarafından yapılan çalışmada değerlend\r\lm\ş ve 

resm\leşt\r\lm\şt\r, bu çalışmada Polymycov$r$dae fam\lyasına da\r b\l\nen genel b\lg\ler 

özetlenerek rapor ed\lm\şt\r (Kotta-Lo\zou vd. 2022). F\logen\s\n\n daha önce tanımlanan 

r\bov\r\dlerden çok farklı olması sebeb\yle bu fam\lya \ç\n henüz b\r takım ve sınıf 

tanımlanmamıştır. 

 

Polymycov$r$dae fam\lyasının üyeler\, çok segmentl\ ve alışılagelmem\ş şek\lde 

kaps\tlend\ğ\ düşünülen dsRNA genomlarına sah\p görece küçük v\rüslerd\r. T\p\k olarak, 

pol\m\kov\rüs türler\ dört \la sek\z genom\k segmente sah\p olmakta ve uzunlukları 7,5-

12,5 kbp arasında değ\şmekted\r (Mah\llon vd. 2019, Sato vd. 2020, Takahash\-

Nakaguch\ vd. 2020). Segmentler korunmuş term\nallere sah\p uzun translasyonu 

yapılmayan bölgeler (UTR) \le çevrelenm\ş tek b\r açık okuma çerçeves\ (ORF) 

\çermekted\r. dsRNA 1'\n ORF's\, RdRP_1 (Pfam PF00680) prote\n a\les\ne a\t b\r RNA 

bağımlı RNA pol\meraz (RdRp) kodlamaktadır ve üç korunmuş mot\fe sah\pt\r (Mot\f A, 

Mot\f B ve Mot\f C). Polymycov$r$dae fam\lyasında; ç\ft \pl\kç\kl\ RNA ve poz\t\f 

anlamlı tek \pl\kç\kl\ RNA v\rüsler\nde bulunan GDD mot\f\ yer\ne, Mononegav$rales 

takımına a\t negat\f anlamlı tek \pl\kç\kl\ RNA v\rüsler\nde bulunan GDNQ mot\f\ (mot\f 

c) bulunmaktadır (He vd. 2023, Wang vd. 2023, Zheng vd. 2023). dsRNA 2'n\n ORF's\, 

korunmuş N-term\nus ve s\ste\n bakımından zeng\n, ç\nko parmak benzer\ (z\nc f\nger-

l\ke) b\r mot\f \çeren, \şlev\ b\l\nmeyen b\r prote\n\ kodlamaktadır. dsRNA 3'ün ORF's\, 

v\ral dsRNA'ların poz\t\f anlamlı \pl\kç\kler\n\n 5′-uçlarına b\r başlık (kep) yapısı 

eklemekten sorumlu b\r met\l transferaz kodlamaktadır (Kanhayuwa vd. 2015, Kotta-

Lo\zou vd. 2017a). dsRNA 4'ün ORF's\ prol\n-alan\n-ser\nce zeng\n prote\n\ (PASrp) 

kodlamaktadır. dsRNA sayısı 8'e kadar çıkab\lmekted\r, ancak dsRNA1-4 har\ç ger\ kalan 

segmentler\n kodladıkları prote\nler\n \şlevler\ mevcut l\teratüre göre henüz 

b\l\nmemekted\r. İzolasyonun yapıldığı konağın değ\şkenl\ğ\, nükleot\t ve am\no as\t 

d\z\s\ ver\ler\ (RdRp'de ≤ %70 am\no as\t d\z\s\ özdeşl\ğ\), dsRNA genom segmentler\n\n 

sayısı ve uzunluğu ve gerçek kaps\t\n varlığı g\b\ özell\kler b\r araya get\r\lerek b\r 

komb\nasyon oluşturulur. Bu komb\nasyon, tür ayrımında değerlend\r\len kr\terler\ 

oluşturmakta ve pol\m\kov\rüs türler\n\n taksonom\k sınıflandırmasında öneml\ b\r rol 

oynamaktadır. 
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Çoğu pol\m\kov\rüs, genom\k dsRNA'nın v\ral b\r prote\n tarafından kaplandığı 

alışılagelmem\ş v\ryonlar oluşturmaktadır (Kanhayuwa vd. 2015, Kotta-Lo\zou ve Coutts 

2017, N\u vd. 2018). V\ryonlar s\toplazmada b\r\kmekted\r.  

 

Polymycov$r$dae fam\lyası yalnızca saflaştırılmış yapılar olarak değ\l, aynı zamanda 

çıplak dsRNA olarak da enfeks\yöz olduğu tesp\t ed\len \lk dsRNA v\rüsler\d\r (J\a vd. 

2017). Pol\m\kov\rüsler\n yaşam döngüsünde hücre dışı b\r faz bulunmamaktadır, hücre 

\ç\nde bulunurlar. Hücre bölünmes\ ve sporogenez sırasında (d\key geç\ş) ve vejetat\f 

olarak uyumlu mantar türler\ arasında h\fal anastomozu sonrasında hücre füzyonu yoluyla 

(yatay geç\ş) hücre \ç\nde g\rmekted\rler (Zha\ vd. 2016, F\l\ppou vd. 2018).  

 

P\gmentasyon, konak büyümes\nde azalma, konak v\rülansında değ\ş\kl\kler, artan 

sporülasyon, konak büyümes\ ve konak v\rülansı g\b\ etk\ler Polymycov$r$dae 

fam\lyasının konakları \le etk\leş\m\ çalışmalarında rapor ed\lm\şt\r (Kanhayuwa vd. 

2017, Kotta-Lo\zou vd. 2017b, J\a vd. 2017, F\l\ppou vd. 2021). N\u ve ek\b\ 2018'de 

yayınladıkları çalışmada Pen\c\ll\um d\g\tatum polymycov\rus 1'\ karakter\ze etm\ş ve 

fung\s\t d\renc\nde pol\m\kov\rüs kaynaklı azalmayı ortaya koymuştur (N\u vd. 2018).  

Polymycov$r$dae fam\lyasındak\ v\rüsler, poz\t\f tek \pl\kç\kl\ (+ss) RNA v\rüsler\ olan 

Hadakav$r$dae fam\lyasına mensup Hadakav\rus 1 \zolatları \le yakın \l\şk\l\d\r (Sato vd. 

2020). Kanhayuwa ve ek\b\ 2015'te yaptıkları çalışmada, pol\m\kov\rüsler\n dsRNA ve 

+ssRNA v\rüsler\n\n yanı sıra kapsüllü ve kapsülsüz RNA v\rüsler\ arasında b\r ara grup 

olarak değerlend\r\leb\leceğ\n\ rapor etm\şlerd\r (Kanhayuwa vd. 2015).  

 

 

2.5 Mymonav#r#dae  

Mymonav$r$dae fam\lyası, R$bov$r$a alem\, Negarnav$r$cota şubes\, Haplov$r$cot$na alt 

şubes\, Monj$v$r$cetes sınıfı, Mononegav$rales takımı \çer\s\nde yer almaktadır.  
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L\u ve ek\b\ 2014'te yaptıkları çalışmada, şu an Mymonav$r$dae fam\lyasının t\p\k b\r 

üyes\ hal\ne gelm\ş Sclerot\n\a sclerot\orum negat\ve-stranded RNA v\rus 1'\n (SsNSRV-

1) morfoloj\s\n\ \ncelem\şlerd\r. Sclerot\n\a sclerot\orum negat\ve-stranded RNA v\rus 

1'\n (SsNSRV-1) v\ryonlarının f\lamentöz yapıda, 25-50 nm çapında, yaklaşık 1000 nm 

uzunluğunda, dış yüzey\ s\vr\ uçlarla kaplı olmayan b\r zarla sarılı olduğu rapor ed\lm\şt\r. 

SsNSRV-1 v\ryonlardan salınan pol\mer\ze nükleoprote\n (NP) monomerler\nden oluşan 

nükleokaps\tler\n; sola doğru, tek, sıkı sarmal 20-22 nm çapında ve 200-2.000 nm 

uzunluğunda olan hel\kal yapılar olduğu rapor ed\lm\şt\r (L\u vd. 2014). Fam\lyanın d\ğer 

üyeler\n\n v\ryon üret\p üretmed\ğ\ b\l\nmemekted\r (J\ang vd. 2022a). T\p\k b\r 

mymonav\ryon (Mymonav$r$dae fam\lya üyes\n\n v\ryonu), yaklaşık 10 kb'l\k doğrusal, 

negat\f anlamlı RNA nükle\k as\d\n\n tek b\r molekülünü \çermekted\r. Mymonav\r\dler 

b\r veya daha fazla prote\n \fade eder, örnek olarak SsNSRV-1'\n en az altı prote\n \fade 

ett\ğ\ rapor ed\lm\şt\r (L\u vd. 2014). Nükleoprote\nler v\rüs genomunu kaps\t \ç\ne 

almaktadır. Büyük prote\n\n (large prote\n/L) doma\n\ olan RdRp, v\rüs genom 

repl\kasyonunu ve transkr\ps\yonu sağlamaktadır. Ger\ kalan prote\nler\n \şlevler\ mevcut 

l\teratüre göre henüz b\l\nmemekted\r. SsNSRV-1 genomu b\rb\r\yle örtüşmeyen altı 

ORF'ye sah\pt\r. Bu ORF'ler yüksek oranda korunmuş gen bağlama (gene-junct\on) 

d\z\ler\ \çeren kodlamayan \ntergen\k bölgelerle ayrılarak özgün transkr\ps\yon b\r\mler\ 

olarak \fade ed\lmekted\r. ORF2-3-4-5-6 \k\nc\ (-2) açık okuma çerçeves\nde yer alırken, 

ORF1 b\r\nc\ (-1) açık okuma çerçeves\nde yer almaktadır. ORF2 NP'y\ (nükleoprote\n) 

ve ORF5 L prote\n\n\ kodlamaktadır.  

D\ğer mymonav\rüs genomlarının dört \la yed\ ORF \çerd\ğ\ gözlemlenm\şt\r (L\n vd. 

2019, Ru\z-Pad\lla vd. 2021). Genomları tam olarak sıralanmamış v\rüsler\n ORF'ler\n\n 

tam boyutu ve sayısı b\l\nmemekted\r; Pen\c\ll\monav\rus'da her \k\ \pl\kç\kte de ORF'ler 

bulunmaktadır, burada NP poz\t\f anlamlı \pl\kç\kte kodlanmaktadır (Nerva vd. 2019). 

Mymonav\r\dler\n konak hücreler\n s\toplazmasında repl\ke olduğuna \nanılmaktadır, 

ancak repl\kasyon mekan\zması tam olarak b\l\nmemekted\r. R\bonükleoprote\n (RNP) 

kompleksler\ repl\kasyon ve transkr\ps\yon \ç\n doğrudan kalıp olarak 

kullanılab\lmekted\r. Repl\kasyon genell\kle RNP kompleksler\ \ç\nde 

gerçekleşmekted\r. Repl\kasyon, tam uzunlukta poz\t\f anlamlı ant\genomları 

sentezlemek \ç\n L prote\n\ne \ht\yaç duyar, bunlar daha sonra negat\f-anlamlı nes\l 

(progeny) genomların sentez\ \ç\n kalıp görev\ görmekted\r (J\ang vd. 2022b). 
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Mymonav\r\dler; b\tk\ patojen\, yen\leb\l\r ve endof\t\k (b\tk\ \ç\nde paraz\t olarak 

yaşayan) mantarlar dah\l olmak üzere farklı türlere a\t mantarlarda karakter\ze ed\lm\şt\r 

(Kondo vd. 2013, L\u vd. 2014, Marzano vd. 2016, Mu vd. 2017, Hao vd. 2018, Wang 

vd. 2018, L\n vd. 2019, Nerva vd. 2019, Ru\z-Pad\lla vd. 2021, Wang vd. 2022, Zhong 

vd. 2022, Morán vd. 2023, Ye vd. 2023); böceklerden (Sh\ vd. 2016, Medd vd. 2018, 

Pettersson vd. 2019, Xu vd. 2024), oom\setlerden (Ch\apello vd. 2020), b\tk\lerden 

(Marzano ve Dom\er 2016, Wr\ght vd. 2020) ve topraktan (Starr vd. 2019) elde ed\len 

RNA’lardan NGS \le oluşturulan d\z\lerde de bulunmuşlardır. Tüm bu metatranskr\ptom 

ver\ler\ne rağmen mevcut l\teratürde mymonav\r\dler\n gerçek konakçıları bel\rs\zd\r. 

V\rüs, h\fal füzyon yoluyla yatay olarak bulaşab\l\r.  

L\u ve ek\b\, Sclerot$n$a sclerot$orum kök çürüklüğü mantarından \zole ett\kler\ SsNSRV-

1'\n bu mantarda h\pov\rülansa neden olduğunu rapor etm\şlerd\r. Saflaştırılmış SsNSRV-

1 v\ryonları, v\rüs \çermeyen b\r S. sclerot$orum suşuna transfekte ed\lm\ş ve h\pov\rülans 

sağlamıştır. SsNSRV-1 enfeks\yonu, konukçusunun yavaş büyümes\ne, sklerot\a (mantar 

m\selyumundan oluşan sert kompakt kütle) üretme yeteneğ\n\ kaybetmes\ne ve mantarın 

bazı b\tk\lerde hastalık yapıcı etk\s\n\ kaybetmes\ne neden olduğunu b\ld\rm\şlerd\r (L\u 

vd., 2014).  

Morán ve ek\b\, yapraklarda yukarı doğru kıvrılma ve erken büyümede genel b\r azalış 

olduğunu gösteren asma b\tk\ler\nde mantarlarla \l\şk\l\ b\r mymonav\rüs olan 

Plasmopara-v\t\cola-les\on-assoc\ated mononegaamb\ v\rus 3'ün (yakın zamanda 

Pen$c$ll$monav$rus gammaplasmoparae olarak sınıflandırılmıştır) tüm genomunu 

bel\rlem\şlerd\r. P. gammaplasmoparae genomunun \k\ segmentl\ olduğunu, yaklaşık 

6150 ve 4560 nükleot\tl\k \k\ RNA molekülünden oluştuğu rapor ed\lm\şt\r (Morán vd. 

2023). 

Xu ve ek\b\, b\yoloj\k böcekkıran entomopatojen\k fungus Beauver$a bass$ana'yı enfekte 

eden Beauver\a bass\ana negat\ve-strand RNA v\rus 1'\n (BbNSRV1) tüm genomunu 

rapor etm\şlerd\r. BbNSRV1'\n genomu, 6169 nükleot\t uzunluğunda, 1949 am\no as\t \le 

varsayılan RdRp kodlayan tek b\r ORF \çeren, negat\f anlamlı tek \pl\kç\kl\ RNA 

segment\nden oluşmaktadır. Bu çalışma, B. bass$ana'yı enfekte eden -ssRNA 

m\kov\rüsünün \lk raporudur (Xu vd. 2024). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1 Materyal 

3.1.1 Dermatof_t _zolatlarının tem_n ed_lmes_ 

Bu çalışma kapsamında İzm\r Kat\p Çeleb\ Ün\vers\tes\ Atatürk Eğ\t\m ve Araştırma 

Hastanes\’nde Tıbb\ M\krob\yoloj\ Laboratuvarına gönder\len, farklı yaş gruplarındak\ 

hastalara a\t kerat\n\ze kl\n\k örneklerden \zole ed\len dermatof\t \zolatları kullanılmıştır.  

 

3.1.2 Dermatof_t örnekler_n_n hastalardan _zole ed_lmes_, saf kültürler_n_n elde 

ed_lmes_ ve saklanması 

İzm\r Kat\p Çeleb\ Ün\vers\tes\ Atatürk Eğ\t\m ve Araştırma Hastanes\ Tıbb\ 

M\krob\yoloj\ Laboratuvarı'na gönder\len der\, saç ve tırnak örnekler\, m\koloj\k anal\z 

\ç\n \şleme tab\ tutulmuştur. Bu örnekler, ster\l b\r b\stür\ \le küçük parçalara ayrılarak 

bazıları s\kloheks\m\t (saprof\t mantar kontam\nasyonunu engellemek \ç\n) \çeren, 

bazıları \se \çermeyen Sabouraud dekstroz agar (SDA) bes\yerler\ne ek\lm\şt\r. Ek\mler, 

27 \la 30°C arasında uygun sıcaklıkta \nkübe ed\lm\ş ve gün aşırı olarak \ncelenm\şt\r. 

Üreme olan petr\lerde makroskop\k ve m\kroskop\k \nceleme sonucunda dermatof\t 

olarak tanımlanan \zolatların kon\d\umlar tıraşlanarak ster\l d\st\le su \çeren flakonlarda 

stoklanmıştır. 

 

3.2 Yöntem 

3.2.1 Dermatof_t örnekler_n_n m_kroskob_k değerlend_r_lmeler_ 

Dermatof\t örnekler\; stereo, b\noküler ve taramalı elektron m\kroskobu (SEM) \le 

\ncelenm\şt\r. Dermatof\t örnekler\n\n h\fler\, başlangıçta stereo m\kroskop altında 
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\ncelenm\şt\r. Sonrasında, daha ayrıntılı b\r \nceleme \ç\n b\noküler m\kroskop 

kullanılmıştır. B\noküler m\kroskop altında h\fler\n yapıları, m\krokon\dya ve 

makrokon\dyaları detaylı b\r şek\lde değerlend\r\lm\şt\r. Dermatof\tler\n m\kroskob\k 

yapılarının boyutlarını bel\rlemek amacıyla, her b\r yapı \ç\n ortalama 30 ölçümü 

gerçekleşt\r\lm\şt\r. Bu ölçümler sonucunda, yapıların en küçük ve en büyük değerler\ 

arasındak\ aralık hesaplanarak boyutları bel\rlenm\şt\r. İncelenen yapıların farklı 

büyütmelerde (10x10, 10x40 ve 10x100) fotoğrafları çek\lm\ş ve bu fotoğraflar, yapıların 

daha ayrıntılı b\r şek\lde anal\z ed\lmes\ \ç\n kullanılmıştır. Dermatof\t örnekler\n\n h\f 

yapıları, m\krokon\dya ve makrokon\dyaları, daha ayrıntılı b\r şek\lde \ncelenmek üzere 

taramalı elektron m\kroskobu kullanılarak anal\z ed\lm\şt\r. Bu anal\z \ç\n örnekler, 

numune tutucusu (stub) üzer\ne ç\ft taraflı yapışkan bant kullanılarak yerleşt\r\lm\ş ve 

ardından altın kaplama tekn\ğ\ \le kaplanmıştır. ZEISS marka EVO 40 model taramalı 

elektron m\kroskobuyla yapılan \ncelemede, dermatof\t örnekler\n\n detayları 

gözlemlenm\ş ve \lg\l\ yapıların fotoğrafları çek\lm\şt\r. 

 

3.2.2 Dermatof_t _zolatlarından genom_k DNA _zolasyonu 

Dermatof\t \zolatların moleküler teşh\s\ \ç\n saf m\sel kültürler\nden genom\k deoks\r\boz 

nükle\k as\t (DNA) \zolasyonunda set\ltr\met\lamonyum bromür (CTAB) yöntem\ 

kullanılacaktır (Rogers ve Bend\ch 1994, Akata vd. 2023b, Akata vd. 2024). Genom\k 

DNA \zolasyonu yöntem\nde saf m\sel örnekler\nden yaklaşık 50 mg kadar alınıp 1,5 

mL’l\k m\krosantr\füj tüpler\ne eklenm\şt\r. Üzerler\ne 1 mL CTAB l\z\s tamponu (1,5 gr 

%3 w/v CTAB, 4,091 gr 1,4 M sodyum klorür (NaCl), 0,2923 gr 20 mM 

et\lend\am\ntetraaset\k as\t (EDTA), 0,6055 gr 100 mM Tr\s, 1,5 gr %3 w/v 

Pol\v\n\lp\rol\don (PVP), 100 μL %0,2 v/v β-Merkaptoetanol, pH: 8,0) \lave ed\lm\şt\r. 

Tüpler 1,5 dak\ka kadar vortekse tab\ tutularak homojen hale get\r\lm\şt\r. Örnekler daha 

sonra 60 °C kuru blok ısıtıcısında 1 saat kadar beklet\lerek l\z\s aşaması tamamlanmıştır. 

Bu aşamadan sonra örnekler 10 dak\ka kadar 13500 dak\kada dev\r (rpm)’de 

santr\füjlenm\ş ve ortaya çıkan üst fazdan 500 μL kadar süpernatant kısımlar yen\ tüplere 

alınmıştır. Süpernatantların üzer\ne 250 μL kadar kloroform-\zoam\lalkol (24:1 oranda) 

çözelt\s\ \lave ed\lm\şt\r. Örnekler homojen\ze olana kadar vorteks \le karıştırıldıktan 
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sonra 2 dak\ka oda sıcaklığında beklet\lm\ş ve 10 dak\ka 13500 rpm’de santr\füjlenm\şt\r. 

Santr\füj sonunda oluşan üst fazlar d\kkatl\ b\r şek\lde yen\ tüplere alınmış ve üzerler\ne 

eş\t hac\mde (1:1) soğuk \sopropanol \lave ed\ld\kten sonra tüpler alt-üst ed\lm\şt\r. 

Örnekler 13500 rpm’de 5 dak\ka santr\füjlenm\ş ve böylel\kle genom\k DNA’lar pelet 

halde çöktürülmüştür. Santr\füj sonunda tüplerdek\ süpernatantlar uzaklaştırılmış ve 

DNA peletler\ \k\ sefer %70’l\k EtOH \le yıkandıktan sonra DNA peletler\ 60 °C’de 

beklet\lerek kalıntı etanol uzaklaştırılmıştır. Etanolden arındırılmış ve kısmen kurutulmuş 

olan DNA peletler\ boyutlarına göre nükleazsız d\st\le suda çözdürülmüştür. Genom\k 

DNA \zolasyonunun şemat\k göster\m\ Şek\l 3.1'de ver\lm\şt\r. İzole ed\len genom\k 

DNA örnekler\n\n m\ktarları ve saflık dereceler\ NanoDrop L\te (Thermo F\sher 

Sc\ent\f\c) c\hazında spektrofotometr\k olarak bel\rlenm\şt\r.  

 

 

Şek\l 3.1 Genom\k DNA \zolasyonunun şemat\k göster\m\ (B\oRender programı \le 
ç\z\lm\şt\r) 
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3.2.3 Dermatof_t _zolatlarının moleküler teşh_s_ _ç_n r_bozomal RNA _çer_s_ndek_ ITS 

gen bölges_n_n PCR _le çoğaltılması ve nükleot_t d_z_ler_n_n elektroforet_k olarak 

bel_rlenmes_  

CTAB yöntem\ \le dermatof\t \zolatlara a\t saf m\sel örnekler\nden \zole ed\len genom\k 

DNA örnekler\ kalıp olarak kullanılarak moleküler f\logen\ çalışmaları \ç\n r\bozomal 

deoks\r\boz nükle\k as\t (rDNA) \çer\s\ndek\ \nternal transcr\bed spacer (ITS) gen bölges\ 

PCR \le çoğaltılmıştır. ITS gen bölges\n\n şemat\k göster\m\ ve ITS1-ITS4 evrensel 

pr\merler\n\n bağlanma bölgeler\ Şek\l 3.2'de ver\lm\şt\r. PCR'da tepk\mede \stenmeyen 

pr\mer d\mer\n oluşumunun önüne geçmek \ç\n hot start Taq DNA Polymerases 

(Inv\trogen) enz\m\ kullanılmıştır. PCR tepk\mes\, 200 μL’l\k pol\prop\len tüplerde 

toplam 50 μL’l\k hac\mde gerçekleşt\r\lm\şt\r. Tepk\me çözelt\s\, 5 μL Taq DNA 

pol\meraz tamponu (10x), 3 μL MgCl2 (50 mM), 1μL deoks\r\bonükleoz\t tr\fosfat 

(dNTP) karışımı (her b\r nükleot\t yapıtaşından 10 mM), 1 μL genom\k DNA kalıbından 

(500-600 ng), 1 μL ITS1: 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ve 1 μL ITS4: 5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 (10 µM) ol\gonükleot\t pr\merler\nden (St\elow vd. 

2015), 0,25 μL Taq DNA pol\meraz enz\m\nden (5 ün\te) ve toplam hacm\ 50 μL’ye 

tamamlayacak kadar nükleazlardan arındırılmış dH2O \çermekted\r. PCR ısıl döngü 

koşullarında \stenmeyen pr\mer d\mer\ oluşumunu en az sev\yede tutmak \ç\n “İn\ş” 

(Touchdown) yaklaşımı kullanılmıştır. PCR ısıl döngü protokolü şu şek\lded\r: 5 

dak\kalık başlangıç denatürasyon aşamasını tak\ben toplam 35 döngü hal\nde 95 °C’de 

30 san\ye, 65-50 °C’de (\n\ş yaklaşımı \le) 15 san\ye ve 72 °C’de 2 dak\ka bekleme 

süreler\ uygulanmış ve son olarak 72 °C’de 3 dak\kalık son uzama aşaması 

gerçekleşt\r\lerek tepk\me sonlandırılmıştır. Tepk\men\n ısıl döngü \şlem\ M\n\Amp Plus 

Thermal Cycler (Appl\ed B\osystems) c\hazında yapılmıştır.  

İzole ed\len genom\k DNA’ların bütünlükler\ agaroz jel elektroforez\ Sambrook vd. 

(1989) tanımladığı şek\lde yapılmış ve böylece ampl\f\kasyonun başarısı ve kal\tes\ (jelde 

tek bant elde ed\lmes\ yan\ özgün olmayan ampl\f\kasyonların olmaması) bel\rlenm\şt\r. 

Agaroz jel elektroforez\nde, jel ve tank tamponu olarak Tr\s-bor\k as\t-EDTA (TBE) 

tamponu (3,03 gr Tr\s-base (1 M), 185 mg EDTA (20 mM), 1,55 gr Bor\k as\t (1 M) pH: 

8,3) kullanılmıştır. Jel elektroforez\nde agaroz konsantrasyonu %1,75 (0,61 gr agaroz x 
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35 mL TBE tamponu) olarak kullanılmıştır. Elektroforez \şlem\nde, standart olarak 

elektrotlar arası her cm \ç\n voltajı 5 volt olarak uygulanmıştır. Genom\k DNA 

örnekler\n\n görüntülenmes\nde standart olarak güvenl\ mav\ ışık trans\llüm\natör ve 

\nterkalatör Safe-Green boyası kullanılmıştır. Agaroz jel elektroforez\nde DNA 

ampl\konlarının büyüklükler\n\n bel\rleneb\lmes\nde DNA bel\rtec\ olarak GeneRuler 

100 bp DNA Ladder (Thermo F\sher Sc\ent\f\c) kullanılmıştır. Agaroz jel 

elektroforez\nde her kuyuya 7 μL PCR ürünü \le 0,5 μL yükleme boyası karıştırılarak 

yüklenm\şt\r. 

Tek bant elde ed\len ve kal\tes\ bel\rlenm\ş ampl\konlar, daha sonra d\z\ anal\z\ \ç\n 

GeneJET PCR Pur\f\cat\on K\t (Thermo F\sher Sc\ent\f\c) kullanılarak yıkanmış ve 

saflaştırılmıştır. K\t\n kullanım tal\matları doğrultusunda yıkama ve saflaştırma \şlemler\ 

gerçekleşt\r\lm\şt\r. Yıkanan ampl\konların m\ktarları ve saflık dereceler\, NanoDrop L\te 

(Thermo F\sher Sc\ent\f\c) c\hazında spektrofotometr\k olarak ölçülmüş ve d\z\ anal\z\ 

\ç\n hazır hale get\r\lm\şt\r. Ampl\konların d\z\lemes\ \ç\n PCR aşamasında kullanılan 

ol\gonükleot\t pr\merler, sekans pr\merler\ olarak kullanılmıştır. Ampl\konların nükleot\t 

d\z\ler\, standart sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\ \le bel\rlenm\şt\r. Sanger DNA 

d\z\ anal\z\ dışarıdan h\zmet alımı \le gerçekleşt\r\lm\şt\r. 

 

 
 
Şek\l 3.2 ITS gen bölges\ ve ITS1-ITS4 pr\merler\n\n göster\m\ 
 
 

3.2.4 PCR _le çoğaltılan d_z_ler_n moleküler teşh_s_ _ç_n BLASTn kullanılması ve 

f_logenet_k anal_zler_n yapılması 

Tür teşh\s\ \ç\n elde ed\len ampl\kon d\z\ler, öncel\kle NCBI’ın Nucleot\de BLAST 

(Bas\c Local Al\gnmet Search Tool) (https://blast.ncb\.nlm.n\h.gov/Blast.cg\) çevr\m\ç\ 

d\z\ har\talama ve benzerl\k anal\z\ aracıyla anal\zler gerçekleşt\r\lm\şt\r. 
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Moleküler tür teşh\s\nde BLASTn anal\zler\, NCBI GenBank ver\tabanı kullanılarak, 

\ncelenen DNA d\z\l\m\n\n benzerl\kler\n\ tanımlanmış d\z\ler \le karşılaştırılmıştır. 

Anal\z ed\len ampl\kona a\t d\z\lere en yüksek yüzde benzerl\ğ\ gösteren d\z\lere a\t türler 

teşh\s \ç\n d\kkate alınmıştır. En yüksek benzerl\ğe sah\p olan GenBank'a g\r\len d\z\n\n 

herhang\ b\r yayında kullanılıp kullanılmaması durumu ve yakın b\r zaman \çer\s\nde 

GenBank'a g\r\lm\ş olması d\z\n\n doğruluğu \ç\n önem teşk\l etmekted\r. Bu yöntem, 

türler\n bel\rlenmes\ veya sınıflandırılması \ç\n yaygın olarak kullanılan b\r araçtır. 

Geleneksel makro mantar teşh\s yöntemler\n\n sonuçları \le desteklenmes\ kaydıyla, 

BLASTn \le yapılan anal\zler sonucunda dermatof\t \zolatlara a\t m\sel örnekler\n\n yen\ 

b\r tür kaydı veya yen\ b\r türe/c\nse a\t olup olmadığının bel\rlenmes\nde BLAST 

nükleot\t d\z\ benzerl\k oranları ve d\z\ kapsanma yüzdeler\ d\kkate alınmıştır. Mantar 

türler\ \ç\n genell\kle ITS1-5.8S-ITS2 rDNA bölges\ g\b\ 500-600 nükleot\t 

uzunluğundak\ d\z\lerde, tür sınırlaması \ç\n yüzde d\z\ benzerl\kler\ <%98-99 aralığında 

d\kkate alınır (Bon\to vd. 2010, Hawksworth ve Lück\ng 2017, Lück\ng vd. 2020). NCBI 

GenBank ver\tabanında bulunan rDNA d\z\ler\ \ç\nde, small subun\t (küçük alt ün\te) 

(SSU) bölges\ yavaş evr\mleş\r ve bu nedenle fam\lya ve takım g\b\ yüksek taksonom\k 

düzeylerde sınıflandırmalarda terc\h ed\l\r, large subun\t (büyük alt ün\te) (LSU) bölges\ 

daha hızlı evr\mleş\r ve c\ns sev\yes\nde sınıflandırmaya \z\n ver\r (Raja vd. 2017). D\ğer 

yandan, en hızlı evr\mleşen rDNA bölges\ olan ITS bölges\, genell\kle tür sev\yes\nde 

tanımlamalar \ç\n kullanılmaktadır (Raja vd. 2017). Dermatof\t \zolatlarının moleküler 

anal\zler\nde, BLASTn sonuçlarını doğrulamak \ç\n f\logenet\k ağaçlar oluşturulmuştur. 

BLASTn anal\zler\nde, NCBI GenBank ver\tabanında önceden tanımlanmış d\z\ler 

arasında, anal\z ed\len ampl\konlara en yakın d\z\ benzerl\ğ\ne sah\p ve son zamanlarda 

rapor ed\len türlere a\t d\z\ler, f\logenet\k anal\zler \ç\n \ç grup olarak bel\rlenm\şt\r. 

NCBI GenBank ver\ bankasından elde ed\len ancak \ncelenen ampl\kona benzemeyen 

uzak akraba dermatof\t mantarlarına a\t d\z\ler de f\logenet\k anal\zlerde dış grup olarak 

kullanılmıştır. F\logenet\k ağaç oluşturulurken öncel\kle elde ed\len d\zler, MEGA11 

(Tamura vd. 2021) programında ClustalW algor\tması kullanılarak \ç grup ve dış gruba 

a\t d\z\ler \le alt alta sıralanmıştır (Edgar vd. 2004). Daha sonra, en uygun nükleot\t \kame 

(subst\tut\on) model\ bel\rlenecek ve Ne\ghbour Jo\n\ng algor\tması ve 1000 önyükleme 

y\nelemes\ (bootstrap repl\cate) kullanılarak f\logenet\k ağaçlar oluşturulmuştur.  
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Geleneksel dermatof\t teşh\s yöntemler\n\n sonuçlarıyla b\rl\kte değerlend\r\lerek 

dermatof\t \zolatlarının gen bölgeler\ne a\t nükleot\t d\z\ler\yle yapılan f\logenet\k 

anal\zler, dermatof\t örnekler\n\n yen\ b\r tür kaydına veya yen\ b\r türe/c\nse a\t olup 

olmadığını bel\rlemek \ç\n kullanılmıştır. Anal\zlerde, BLASTn nükleot\t d\z\ benzerl\k 

oranları ve örneğe a\t d\z\ler\n ağaçta \ç gruba a\t d\z\lerle aynı veya farklı gruplarda 

toplanma durumuna göre değerlend\r\lm\şt\r. 

 

 

3.2.5 Dermatof_t İzolatlarından V_ral Ç_ft İpl_kç_kl_ RNA (dsRNA) Ekstraks_yonu  

Dermatof\t \zolatlarından v\ral dsRNA ekstraks\yonu, Dar\ssa vd. (2010) çalışmasında 

öner\len selüloz kolonlarla af\n\te kromatograf\s\ yöntem\ne dayanarak 

gerçekleşt\r\lm\şt\r. Referans alınan çalışmada CF11 selüloz yer\ne S\gmacell Cellulose 

Type 101 (S\gma-Aldr\ch) kullanılmıştır. Nükleazsız ster\l boş döndürme kolonları (sp\n 

column) şu şek\lde hazırlanmıştır; boş döndürme kolonları ster\l forseps \le alınıp toplama 

tüpüne (collect\on tube) yerleşt\r\lm\şt\r. Döndürme kolonlarını \çer\s\ne f\ltrelemek \ç\n 

membran d\skler yerleşt\r\lm\ş, üzerler\ne yaklaşık 0,075 gr S\gmacell Cellulose Type 

101 eklen\p tüpler\n ağızları kapatılmıştır.  

dsRNA \zolasyonu yöntem\nde saf m\sel örnekler\nden yaklaşık 30-35 mg'lık alınıp 1,5 

mL’l\k m\krosantr\füj tüpler\ne eklenm\şt\r. Üzerler\ne ön tampon (pre-buffer) olarak 100 

μL CTAB l\z\s tamponu (1,5 gr %3 w/v CTAB, 4,091 gr 1,4 M sodyum klorür (NaCl), 

0,2923 gr 20 mM et\lend\am\ntetraaset\k as\t (EDTA), 0,6055 gr 100 mM Tr\s, 1,5 gr %3 

w/v Pol\v\n\lp\rol\don (PVP), 100 μL %0,2 v/v β-Merkaptoetanol, pH: 8,0) \lave 

ed\lm\şt\r. Tüpler 1 dak\ka kadar vortekse tab\ tutularak CTAB tamponunun örneklere 

nüfuz etmes\ sağlanmıştır. Örnekler\n üzerler\ne 1 mL Tr\zol eklenm\ş ve hemen ardından 

2 dak\ka vortekse tab\ tutularak homojen hale get\r\lm\şt\r. Tüpler 5 dak\ka oda 

sıcaklığında beklet\lerek örnekler l\ze ed\lm\şt\r. L\ze ed\lm\ş örnekler\n üzerler\ne 200 

μL kloroform-\zoam\lalkol eklenm\şt\r. Örnekler homojen\ze olana kadar vorteks \le 

karıştırıldıktan sonra 5 dak\ka oda sıcaklığında beklet\lm\ş ve 10 dak\ka 13500 rpm’de 

santr\füjlenm\şt\r. Santr\füj sonunda oluşan üst fazdan 500 μL yen\ tüplere alınmış ve 

üzerler\ne 100 μL %100 EtOH eklenerek homojen\ze olması \ç\n vortekse tab\ 
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tutulmuştur. Bu aşamada dsRNA'ların membrana bağlanab\lmes\ \ç\n %16.6 etanol 

oranına sah\p olmaları gerekmekted\r. Önceden hazırlanmış nükleazsız ster\l döndürme 

kolonlarına membran akt\fleşt\r\lmes\ \ç\n 600 μL yıkama tamponu (Ç\zelge 3.1) 

eklenerek 1 dak\ka 13500 rpm'de santr\füjlenm\şt\r. Santr\füj \şlem\ sonrasında 

membrandan geçerek toplama tüpünde b\r\ken sıvı uzaklaştırılır. 500 μL süpernatant ve 

100 μL EtOH karışımı akt\fleşt\r\lmes\ gerçekleşt\r\lm\ş olan membranlı tüplere 

eklenerek 1 dak\ka 13500 rpm'de santr\füjlenm\şt\r. Santr\füj sonrasında toplanma 

tüpünde b\r\ken sıvı uzaklaştırılmıştır. Tüplere 600 μL yıkama tamponu (Ç\zelge 3.1) 

eklenerek 1 dak\ka 13500 rpm'de santr\füjlenm\ş ve membran yıkama \şlem\ne tab\ 

tutulmuştur, bu \şlem 2 tekrar hal\nde yapılmıştır. Toplama tüpünde b\rken sıvı 

uzaklaştırıldıktan sonra, membranlı tüpler h\çb\r şey eklenmeden 1 dak\ka 13500 rpm'de 

santr\füjlenerek membran \y\ce kurutulmuştur. Membranlı döndürme kolonları yen\ 1,5 

mL’l\k m\krosantr\füj tüpler\ne alınmıştır. Membranlara 35 μL elüsyon tamponu (Ç\zelge 

3.1) eklenm\ş ve 1 dak\ka oda sıcaklığında beklet\ld\kten sonra 1 dak\ka 13500 rpm'de 

santr\füjlenm\şt\r. Santr\füj \şlem\ sonrasında tüpte b\r\ken sıvı p\petlenerek b\r kez daha 

membrana eklenm\ş ve 1 dak\ka 13500 rpm'de santr\füjlenm\şt\r. Dermatof\t 

\zolatlarından v\ral dsRNA ekstraks\yonunun şemat\k göster\m\ Şek\l 3.3'te ver\lm\şt\r. 

 

 

Ç\zelge 3.1 dsRNA ekstraks\yonunda kullanılan tamponların \çer\kler\ 

2X STE Tamponu Yıkama Tamponu Elüsyon Tamponu 

606 mg Tr\s (0,1 M) 

584 mg NaCl (0,2 M) 

29 mg EDTA (2mM) 

325 mL HCl (%37) 

25 mL 2X STE tamponu 

25 mL %34 EtOH 

500 μL 2X STE tamponu 

500 μL dH2O 
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Şek\l 3.3 Dermatof\t \zolatlarından v\ral dsRNA ekstraks\yonunun şemat\k göster\m\ 

(B\oRender programı \le ç\z\lm\şt\r) 
 

 

3.2.6 V_ral dsRNA _çer_kler_n_n elektroforet_k olarak bel_rlenmes_ 

dsRNA taraması sonucunda %0,65'l\k agaroz jel kullanılmış (0,23 gr agaroz x 35 mL TBE 

tamponu), dsRNA ekstrakları elektroforet\k yöntemle \ncelenm\ş ve \çer\kler\ \le 

boyutları bel\rlenm\şt\r. Agaroz jel elektroforez\, standart olarak Sambrook ve 

d\ğerler\n\n tanımladığı şek\lde yapılmıştır (Sambrook vd, 1989). Agaroz jel 

elektroforez\nde her kuyuya 20 μL dsRNA \le 4 μL yükleme boyası karıştırılarak 

yüklenm\ş, jel ve tank tamponu olarak TBE tamponu kullanılmıştır. Elektroforez 

\şlem\nde, standart olarak elektrotlar arası her cm \ç\n voltajı 5 volt olarak uygulanmıştır. 

dsRNA örnekler\n\n görüntülenmes\nde standart olarak güvenl\ mav\ ışık 

trans\llüm\natör ve \nterkalatör Safe-Green boyası kullanılmıştır. Agaroz jel 
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elektroforez\nde dsRNA'ların büyüklükler\n\n bel\rleneb\lmes\nde GeneRuler 1 kb Plus 

DNA Ladder (Thermo F\sher Sc\ent\f\c) DNA bel\rtec\ kullanılmıştır.  

 

3.2.7 Agaroz jel elektroforez_nde dsRNA+ örnekler_n cDNA'ya çevr_lmes_ ve rPCR 

tepk_mes_ 

dsRNA taraması sonucunda agaroz jel elektroforez\ \le bel\rg\n bantlaşmalar gözlemlenen 

ve dsRNA+ yan\ v\rüs varlığı olan dsRNA’lar, Pr\mer–dN6: 5’-

CCTGAATTCGGATCCTCCNNNNNN-3’ ol\gonükleot\t pr\mer\ kullanılarak ters 

transkr\ps\yonla komplementer DNA'ya (complementary DNA) (cDNA) 

dönüştürülmüştür. cDNA sentez\, H\gh-Capac\ty cDNA Reverse Transcr\pt\on K\t 

(Appl\ed B\osystems) kullanılarak yapılmıştır. cDNA tepk\mes\ \ç\n, 200 μL’l\k 

pol\prop\len tüpte, 12 μL dsRNA örneğ\, 1 μL dN6 ol\gonükleot\t pr\mer (100 pmol) ve 

2 μL D\met\lsülfoks\t (DMSO) \le karıştırılmıştır. dsRNA örnekler\, denatürasyon 

amacıyla 97 °C'de 2 dak\ka beklet\lm\ş ve ardından tüpler buz üzer\nde 1,5 dak\ka 

beklet\lm\şt\r. Daha sonra tüplere 1 μL dNTP (100 µM), 2 μL enz\m tepk\me tamponu 

(10x) ve 1 μL ters transkr\ptaz enz\m\ (Mult\Scr\be Reverse Transcr\ptase) (50 U/μL) 

eklenerek çözelt\ \y\ce karıştırılmıştır. Tüpler 25 °C'de 10 dak\ka ve daha sonra 37 °C’de 

2 saat beklet\lm\şt\r ve tüpler 85 °C’de 5 dak\ka beklet\ld\kten sonra tepk\me 

sonlandırılmıştır. Agaroz jel elektroforez\ \le varlıkları tesp\t ed\len dsRNA'lar cDNA'ya 

çevr\l\p, rastgele (random) pol\meraz z\nc\r tepk\mes\ (rPCR) yöntem\ \le çoğaltılmıştır 

(Dar\ssa vd. 2010, Akata vd. 2023a, Sah\n vd. 2024). PCR \ç\n DNA pol\meraz olarak 

Taq DNA Polymerases (Inv\trogen) kullanılmıştır. Tepk\me, 200 μL’l\k pol\prop\len 

tüplerde toplam 50 μL’l\k hac\mde gerçekleşt\r\lm\şt\r; 5 μL Taq DNA pol\meraz 

tamponu (10x), 3 μL rPCR Pr\mer: 5'-CCTGAATTCGGATCCTCC-3' (10 µM) 

ol\gonükleot\t pr\mer\, 3 μL MgCl2 (50 mM), 1 μL deoks\r\bonükleoz\t tr\fosfat (dNTP) 

karışımı (her b\r nükleot\t yapıtaşından 10 mM), 1 μL elde ed\len cDNA kalıbı, 0,25 μL 

Taq DNA pol\meraz enz\m\ (5 ün\te) ve toplam hacm\ 50 μL’ye tamamlayacak kadar 

nükleazlardan arındırılmış dH2O \çermekted\r. PCR ısıl döngü koşulları \se şu şek\lded\r: 

5 dak\kalık başlangıç denatürasyon aşamasını tak\ben 35 döngü hal\nde 94 °C’de 18 

san\ye, 52 °C’de 15 san\ye ve 72 °C’de 40 san\ye bekleme süreler\ uygulanmış ve son 
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olarak 72 °C’de 5 dak\kalık son uzama aşaması gerçekleşt\r\lerek tepk\me 

sonlandırılmıştır. Tepk\men\n ısıl döngü \şlem\ M\n\Amp Plus Thermal Cycler (Appl\ed 

B\osystems) c\hazında yapılmıştır. PCR sonunda elde ed\len ampl\konlar, yöntem 3.2.3’te 

bel\rt\ld\ğ\ g\b\ agaroz jel elektroforez\ \le anal\z ed\lm\şt\r. rPCR ürünler\n\n agaroz jel 

elektroforez\ anal\z\ sonucunda kal\tes\ bel\rlenm\ş ampl\konlar, d\z\ anal\z\ \ç\n 

GeneJET PCR Pur\f\cat\on K\t (Thermo F\sher Sc\ent\f\c) kullanılarak yıkanmış ve 

saflaştırılmıştır. K\t\n kullanım tal\matları doğrultusunda yıkama ve saflaştırma \şlemler\ 

gerçekleşt\r\lm\şt\r. Yıkanan ampl\konların m\ktarları ve saflık dereceler\, NanoDrop L\te 

(Thermo F\sher Sc\ent\f\c) c\hazında spektrofotometr\k olarak ölçülmüş ve yen\ nes\l 

d\z\leme (NGS) \ç\n en az 1000 ng örnek hazır hale get\r\lm\şt\r. NGS anal\z\ h\zmet alımı 

\le gerçekleşt\r\lm\şt\r. 

 

3.2.8 NGS sonucunda ham okumaların yen_ baştan (de novo) b_rleşt_rme yaklaşımı 

_le b_rleşt_r_lmes_ 

Yen\ nes\l d\z\lemeden gelen ham okumalar, yen\ baştan (de novo) b\rleşt\rme yöntem\yle 

v\ral genomların tüm veya tüme yakın d\z\ler\ oluşturmak \ç\n yen\den b\rleşt\r\lm\şt\r. 

Bu amaç \ç\n CLC Genom\cs Workbench b\yo\nformat\k yazılımının 20.0.4 sürümü 

kullanılmıştır. De novo b\rleşt\rme \şlem\ \ç\n öncel\kle ham okumalardan, yen\ nes\l 

d\z\lemede kütüphane oluşturmak \ç\n kullanılan nükleot\t et\ketler\ ve rPCR protokolü 

\le örnek hazırlama sırasında kullanılan rPCR pr\mer\ 3 nükleot\t uyumsuzluğuna 

(m\smatch) kadar ayıklanmıştır. Daha sonra de novo b\rleşt\rme \şlem\nde kullanılan 

parametrelerde otomat\k eşleşt\r\lm\ş mesafe tahm\n\ (pa\red d\stance est\mat\on) \le 

kel\me büyüklüğü (word s\ze) 26, kabarcık büyüklüğü (bubble s\ze) 50 ve m\n\mum 

b\rleşt\r\lm\ş d\z\ uzunluğu (m\n\mum cont\g s\ze) 200 nükleot\t olarak bel\rlenm\şt\r. De 

novo b\rleşt\rme \le elde ed\lm\ş olan d\z\ler (cont\gler) ve kodladıkları am\no as\t d\z\ler\ 

\le, sırasıyla BLASTx ve BLASTp anal\zler\ yapılarak v\rüs \l\şk\l\ d\z\ler bel\rlenm\şt\r.  
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3.2.9 Tanımlanan dsRNA segmentler_nden tüm genom d_z_ler_n elde ed_lmes_ 

amacıyla RNA l_gasyonu, RACE (Rap_d Ampl_f_cat_on of cDNA Ends) _ç_n cDNA 

hazırlanması ve pr_mer tasarlanması 

De novo b\rleşt\rme \le elde ed\lm\ş olan cont\gler\n b\yo\nformat\k anal\zler\ yapılarak 

v\rüs \l\şk\l\ d\z\ler bel\rlenm\şt\r. Tüme yakın segment d\z\ler\n\n tüm genomunun ortaya 

çıkartılması \ç\n yöntem 3.2.5'te bel\rt\ld\ğ\ g\b\ enfekte olan dermatof\t örnekler\n\n v\ral 

dsRNA ekstraks\yonu yapılmıştır. V\ral dsRNA ekstraks\yonunun kontrolü \ç\n yöntem 

3.2.6'da bel\rt\ld\ğ\ g\b\ agaroz jel elektroforez\ yapılmıştır. Jel elektroforez\ sonrasında 

v\ral dsRNA ürünler\n\n term\nal bölgeler\n\n d\z\ler\n\n bel\rlenmes\nde molekülün 3’ 

uçlarına, T4 RNA L\gase 1 enz\m\ (New England B\olab) yardımıyla 5’ ucundan 

fosfatlanmış ve 3’ ucundan am\n grubu \le bloke ed\lm\ş olan RLO: 5’-P-

CATGGTGGCGACCGGTAG-NH2-3’ ol\gonükleot\t pr\mer et\ket\ takılmıştır (Akata 

vd. 2023a, Dar\ssa vd. 2010, Sah\n vd. 2024, Sah\n ve Akata 2019). L\gasyon \şlem\, 200 

μL’l\k pol\prop\len tüpler \çer\s\nde; 20 μL PEG (pol\et\len gl\kol) 8000 (%50), 10 μL 

dsRNA (yaklaşık 20 pmol), 5 μL ATP (adenoz\n tr\fosfat) (son konsantrasyonu 1 mM 

olacak şek\lde), 5 μL T4 RNA L\gaz tamponu (10x) (50 mM Tr\s-HCl, pH 7,5, 10 mM 

MgCl2, 1 mM DTT), 4 μL DMSO (%10), 2 μL RLO pr\mer (120 pmol), 1 μL RNaz 

\nh\b\törü ve 3 μL T4 RNA L\gaz enz\m\ (20 ün\te) \le karıştırılarak toplam hac\m 50 μL 

olacak şek\lde hazırlanmıştır. L\gasyon tepk\mes\ 37 °C’de 6 saat, 18 °C’de 2 saat, 16 

°C’de 2 saat ve 14 °C’de 2 saat \nkübasyon \le gerçekleşt\r\lm\şt\r. Bu tepk\me sonunda 

artakalan fazlalık ol\gonükleot\tler yöntem 3.2.3'te bel\rt\ld\ğ\ g\b\ saflaştırılmıştır. cDNA 

sentez\, yöntem 3.2.7'de bel\rt\ld\ğ\ g\b\ yapılmıştır. Ancak, cDNA \şlem\nde kullanılan 

pr\mer dN6: 5’-CCTGAATTCGGATCCTCCNNNNNN-3’ yer\ne, dsRNA’nın 3’ 

uçlarında bulunan et\ketlere komplementer olan RTP: 5'-CTACCGGTCGCCACCATG-

3' ol\gonükleot\t pr\mer\ kullanılarak yöntem 3.2.7'de bel\rt\ld\ğ\ g\b\ gerçekleşt\r\lm\şt\r. 

RACE PCR \ç\n cDNA sentezlenmes\nde, yöntem 3.2.7'de bel\rt\ld\ğ\ g\b\ tüpler\n 25 

°C'de 10 dak\ka beklet\lme aşaması atlanmıştır. RACE PCR'da kullanılmak üzere, 

yöntem 3.2.7'de açıklanan d\z\ anal\z\ sonucunda elde ed\len ve tüm genoma yakın d\z\ 

b\lg\s\ne dayanarak Pr\mer3 4.1.0 sürümlü (https://pr\mer3.ut.ee) çevr\m \ç\ aracı \le 

sekans spes\f\k ol\gonükleot\t pr\merler (5’ uç \ç\n ger\ pr\mer, 3’ uç \ç\n \ler\ pr\mer) 

tasarlanmıştır. L\gasyon tepk\mes\ ve saflaştırma sonunda elde ed\len cDNA ürününden 
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1 μL kullanılarak, RTP pr\mer\ ve sekans spes\f\k pr\mer kullanılarak RACE PCR 

gerçekleşt\r\lm\ş ve böylel\kle dsRNA segmentler\n\n 5’ ve 3’ uç bölgeler\ ampl\f\ye 

ed\lm\şt\r. PCR, 200 μL’l\k pol\prop\len tüplerde toplam 50 μL’l\k hac\mde 

gerçekleşt\r\lm\şt\r; 5 μL Taq DNA pol\meraz tamponu (10x), 1 μL RTP: 5'-

CTACCGGTCGCCACCATG-3' (10 µM) ol\gonükleot\t pr\mer\, 1 μL tasarlanan sekans 

spes\f\k (10 µM) ol\gonükleot\t pr\mer\, 3 μL MgCl2 (50 mM), 1μL deoks\r\bonükleoz\t 

tr\fosfat (dNTP) karışımı (her b\r nükleot\t yapıtaşından 10 mM), 1 μL elde ed\len cDNA 

kalıbı, 0,25 μL Taq DNA pol\meraz enz\m\ (5 ün\te) ve toplam hacm\ 50 μL’ye 

tamamlayacak kadar nükleazlardan arındırılmış dH2O \çermekted\r. PCR aşamasında 

kullanılacak olan RTP pr\mer\n\n ve tasarlanan sekans spes\f\k pr\merler\n TM'ler\ 

(melt\ng temperature) NEB Tm Calculator (https://tmcalculator.neb.com/#!/ma\n) çevr\m 

\ç\ aracı kullanılarak hesaplanmıştır. PCR protokolü bu hesaplamalar sonucunda 

düzenlenm\ş ve tepk\me gerçekleşt\r\lm\şt\r. PCR sonunda elde ed\len ampl\konlar, 

yöntem 3.2.3’te bel\rt\ld\ğ\ g\b\ agaroz jel elektoroforez\ \le doğrulanmış ve yöntem 

3.2.3'te bel\rt\ld\ğ\ g\b\ yapılan har\talamalar sonucunda beklen\len yerlerde bel\rg\n 

bantlaşmalar gözlemlenen örnekler yöntem 3.2.3'te bel\rt\ld\ğ\ g\b\ yıkanarak 

saflaştırılmıştır. Yıkanan ampl\konların m\ktarları ve saflık dereceler\, NanoDrop L\te 

(Thermo F\sher Sc\ent\f\c) c\hazında spektrofotometr\k olarak ölçülmüş ve d\z\ anal\z\ 

\ç\n hazır hale get\r\lm\şt\r. Ampl\konların d\z\lemes\ \ç\n RACE aşamasında kullanılan 

ol\gonükleot\t pr\merler, sekans pr\merler\ olarak kullanılmıştır. Ampl\konların nükleot\t 

d\z\ler\, standart sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\ \le bel\rlenm\şt\r. Sanger DNA 

d\z\ anal\z\ dışarıdan h\zmet alımı \le gerçekleşt\r\lm\şt\r. 

3.2.10 TA klonlama yöntem_n_n uygulanması 

RACE aşaması sonrasında yapılan agaroz jel elektroforez\ sonucuna göre tek bant elde 

ed\lemeyen veya kal\tes\ bel\rlenemem\ş olan ampl\konları sekanslamak \ç\n TA 

klonlama yöntem\ kullanılmıştır. TA klonlama yöntem\nde pGEM-T Easy Vector Systems 

(Promega) kullanılmıştır. Bu vektör, β-galaktos\daz enz\m\n\ kodlayan lacZ gen\ ve X-

Gal (5-bromo-4-kloro-3-\ndol\l-beta-D-galakto-p\ranos\d) \çeren bes\yer\ sayes\nde, 

transformasyon sonrası bakter\ kolon\ler\n\n mav\ veya beyaz renk almasını sağlar. Bu 

özell\k, g\rd\ poz\t\f klonların seç\lmes\n\ kolaylaştırır. 
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Bu yöntem \ç\n öncel\kle klonlanmak \stenen PCR ürünler\ DNA l\gasyonuna tab\\ 

tutulmuştur. DNA l\gasyon \şlem\ 200 μL’l\k pol\prop\len tüpte toplam 10 μL’l\k hac\mde 

gerçekleşt\r\lm\şt\r; 5 μL l\gasyon tamponu (2x), 1 μL pGEM-T easy vektörü, 1 μL T4 

DNA L\gaz enz\m\, 1 μL PCR ürünü (0,6 pmol ) ve 2 μL dH2O. L\gasyon \şem\ 1,5 saat 

22 °C’de ve 12-14 saat 4 °C’de gerçekleşt\r\lm\şt\r. L\gasyon \şlem\ tamamlandıktan 

sonra, 1 μL l\gasyon ürünü kompetent ve mav\/beyaz kolon\ taraması \ç\n uygun olan 

Escher$ch$a col$ bakter\s\n\n dH5α suşuna transformasyon \le aktarılmıştır. E. col$ dH5α 

suşunun kompetent hale get\r\lmes\ ve transformasyon aşaması Chung vd. (1989) 

çalışmasına göre yapılmıştır. Bu aşamada kullanılan transformasyon ve saklama çözelt\s\ 

(TSS) şu şek\lde hazırlanmıştır: 5 gr PEG600, 0,5083 gr MgCl2.6H2O (Magnezyum 

klorür hekzah\drat), 2,5 mL DMSO ve çözelt\y\ 50 mL'ye tamamlayacak kadar 

otoklavlanmış LB (Lur\a-Bertan\) sıvı bes\yer\ (10 g/L NaCl, 10 g/L tr\pton ve 5 g/L maya 

ekstraktı) eklenm\ş ve hazırlanan çözelt\, 0,22 μL por çaplı membran f\ltreden geç\r\lerek 

ster\l ed\l\p -20 °C’de saklanmıştır. E. col$ dH5α suşunun kompetent hale get\r\lmes\ ve 

plazm\t \le transformasyonu \ç\n aşağıdak\ tal\matlar uygulanmıştır: 25 mL ster\l LB sıvı 

bes\yer\ne, E. col$ (dH5α) akt\f kültüründen 25 μL ek\lerek, OD600 değer\ 0,3 - 0,5'e 

ulaşana kadar kontrollü b\r şek\lde 37 °C'de takr\ben 16-18 saat boyunca \nkübe ed\lerek 

b\r\nc\ akt\fleşt\rme tamamlanmıştır. B\r\nc\ akt\fleşt\rmeden alınan 25 μL E. col$ (dH5α) 

akt\f kültürü 25 mL ster\l LB sıvı bes\yer\ne ek\lm\şt\r. E. col$ (dH5α) kültürü, OD600 

değer\ 0,3 - 0,5'e ulaşana kadar kontrollü b\r şek\lde 33 °C'de takr\ben 5-6 saat boyunca 

\nkübe ed\lerek \k\nc\ akt\fleşt\rme tamamlanmıştır. İk\nc\ akt\fleşt\rme tamamlandıktan 

sonra E. col$ (dH5α) kültürü 12 dak\ka 4500 rpm'de santr\füjlenerek pelet hal\ne 

get\r\lm\şt\r. Bakter\ pelet\, kültür hacm\n\n 1/10’u kadar (~700 μL) TSS çözelt\s\nde 

süspanse ed\lm\ş ve 30 dak\ka boyunca buz üzer\nde beklet\lerek kompetent hale 

get\r\lm\şt\r. Buz üzer\nde 1,5 mL’l\k ster\l santr\füj tüpler\ne 1 μL l\gasyon ürünü 

koyulmuştur. Üzerler\ne 100 μL kompetent hale gelm\ş bakter\ \lave ed\lm\ş ve 30 dak\ka 

buz üzer\nde beklet\lm\şt\r. Daha sonra tüpler 45 °C’dek\ kuru blok ısıtıcısında, 1,5 

dak\ka beklet\lm\ş ve bakter\lere ısı şoku uygulaması yapılmıştır. Isı şokundan sonra 

tüpler 1 dak\ka buz üzer\nde beklet\lm\şt\r. Bu aşamadan sonra, bakter\ler\n üzer\ne 150 

μL LB sıvı bes\yer\ \lave ed\lm\ş ve hücreler 37 °C’de 30 dak\ka \nkübe ed\lm\şt\r. Yarım 

saatl\k \nkübasyondan sonra, 250 μL kadar bakter\ süspans\yonu, 20 μL Amp\s\l\n (100 

µg/mL) (S\gma-Aldr\ch) ve 40 μL X-Gal stok solüsyonu (20 mg/mL) (200 mg X-Gal ve 
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10 mL N,N-D\met\lformam\d (DMF)) \çeren LB agar bes\yer\ne (15 g/L agar, 10 g/L 

NaCl, 10 g/L tr\pton ve 5 g/L maya ekstraktı) yayma ek\m yöntem\yle ek\lm\ş ve 

bes\yerler\ 37 °C’de 16 saat ve tak\ben 4 °C’de 2 saat \nkübasyon sonunda mav\-beyaz 

kolon\ taramasına hazır hale get\r\lm\şlerd\r. İnkübasyon sonunda, g\rd\ poz\t\f sonuç 

veren kolon\ler, RACE PCR ürününü \çeren vektörde lacZ gen\n\n kapalı olması 

neden\yle kolon\de beyaz renk gözlemlenm\şt\r. Negat\f sonuç veren kolon\ler \se 

vektörde lacZ gen\n\n akt\f olması sebeb\yle X-Gal'ın β-galaktos\daz enz\m\ tarafından 

parçalanmasıyla mav\ renkte gözlemlenm\şt\r. G\rd\ poz\t\f kolon\lerden 25-30 tanes\yle, 

vektör üzer\ndek\ g\rd\ DNA'nın varlığı ve boyutunun doğrulanması \ç\n M13F: 5'-

GTAAAACGACGGCCAGT-3' ve M13R: 5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ 

ol\gonükleot\t pr\mer ç\ft\ kullanılarak kolon\ PCR yapılmıştır. Kolon\ PCR’da kalıp 

DNA yer\ne, 10 μL’l\k beyaz p\pet ucu \le kolon\lere dokunularak alınan bakter\ örnekler\ 

kullanılmıştır. Tepk\me, 200 μL’l\k pol\prop\len tüplerde toplam 50 μL’l\k hac\mde 

gerçekleşt\r\lm\şt\r; 5 μL Taq DNA pol\meraz tamponu (10x), 3 μL MgCl2 (50 mM), 1 μL 

M13F (10 µM) ol\gonükleot\t pr\mer\, 1 μL M13R (10 µM) ol\gonükleot\t pr\mer\, 1μL 

deoks\r\bonükleoz\t tr\fosfat (dNTP) karışımı (her b\r nükleot\t yapıtaşından 10 mM), 

kalıp olarak p\pet ucu \le kolon\lere dokunularak alınan bakter\, 0,25 μL Taq DNA 

pol\meraz enz\m\ (5 ün\te) ve toplam hacm\ 50 μL’ye tamamlayacak kadar nükleazlardan 

arındırılmış dH2O \çermekted\r. PCR ısıl döngü protokolü şu şek\lded\r: 3 dak\kalık 

başlangıç denatürasyon aşamasını tak\ben toplam 30 döngü hal\nde 95 °C’de 15 san\ye, 

60 °C’de (\n\ş yaklaşımı \le) 15 san\ye ve 72 °C’de 15 dak\ka bekleme süreler\ 

uygulanmış ve son olarak 72 °C’de 1 dak\kalık son uzama aşaması gerçekleşt\r\lerek 

tepk\me sonlandırılmıştır. G\rd\ DNA'nın varlığı ve büyüklüğü doğrulandıktan sonra, 25-

30 kolon\ amp\s\l\nl\ sıvı LB bes\yer\nde üret\lm\ş ve g\rd\ DNA'nın d\z\s\n\n 

bel\rlenmes\ \ç\n plazm\t vektörü \zole ed\lm\şt\r. Plazm\t \zolasyonunda W\zPrep 

Plasm\d DNA M\n\ K\t (W\zb\osolut\ons) kullanılmıştır. Plazm\t \zolasyonu k\t\n 

kullanım tal\matları doğrultusunda gerçekleşt\r\lm\şt\r. Seç\len plazm\t vektöründek\ 

dsRNA d\z\s\n\n cDNA'sının d\z\s\, M13F ve M13R pr\merler\ sekans pr\merler\ olarak 

kullanılarak standart sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\yle bel\rlenm\şt\r. Sanger 

DNA d\z\ anal\z\ dış h\zmet alımıyla gerçekleşt\r\lm\şt\r. 
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3.2.11 Elde ed_len dsRNA d_z_ler_n_n b_rleşt_r_lerek tüm v_ral genom d_z_ler_n_n elde 

ed_lmes_  

NGS sonucu elde ed\len cont\gler \le rPCR, RACE ve TA klonlama sonucunda elde ed\len 

d\z\lerle b\rleşt\r\lm\ş ve dsRNA v\ral genomlara a\t tüm d\z\ b\lg\s\ elde ed\lm\şt\r. D\z\ 

b\rleşt\rmeler\ sonucunda ortaya çıkan olası boşluklar, sekans spes\f\k ol\gonükleot\t 

pr\merler\ kullanılarak yöntem 3.2.9’da bel\rt\ld\ğ\ g\b\ PCR \le çoğaltılmış ve d\z\ler\ 

bel\rlenerek tüm genom d\z\ b\rleşt\rmeler\ yapılmıştır. 

3.2.12 Tüm v_ral genomlara a_t dsRNA d_z_ler_n_n b_yo_nformat_k ve f_logenet_k 

olarak anal_z ed_lmes_ 

Elde ed\len tüm v\ral genomlara a\t dsRNA d\z\ler\ndek\ prote\n kodlayan açık okuma 

çerçeveler\ (ORF), ORFf\nder çevr\m \ç\ aracı (https://www.ncb\.nlm.n\h.gov/orff\nder/) 

kullanılarak bel\rlenm\şt\r. Daha sonra, tanımlanan tüm v\ral genomların 5’ ve 3’ uç 

kısımlarında bulunan, kodlama yapmayan ve enkaps\dasyon, transkr\ps\yon, translasyon 

ve repl\kasyon süreçler\nde görev alan c\s elementler\ \çeren regulatör bölgeler 

(untranslated reg\on) (translasyonu yapılmayan bölgeler) (UTR) bel\rlenm\şt\r. Özell\kle 

segmentl\ genomlara sah\p (örn: b\part\t v\rüsler) v\rüsler\n çoklu enfeks\yon yapmış 

olduğu durumlarda tanımlanan UTR’ler, bu bölgeler\n kend\ aralarındak\ d\z\ 

benzerl\kler\ d\kkate alınarak genom segmentler\n\n eşleşt\r\lmes\nde kullanılmıştır. Elde 

ed\len dsRNA d\z\ler\n\n f\logenet\k anal\z\ hem nükleot\t d\z\ler\ \le hem de kodladığı 

prote\nler\n (RNA bağımlı RNA pol\meraz (RdRp), Nükleokaps\t g\b\) am\noas\t d\z\ler\ 

esas alınarak, MEGA11 yazılımı kullanılarak yapılmıştır (Tamura vd. 2021). Bunun \ç\n 

öncel\kle dsRNA d\z\ler\, NCBI’ın BLASTn çevr\m\ç\ d\z\ benzerl\ğ\ anal\z\ aracı \le 

anal\z ed\lm\şt\r. BLAST anal\z\nde, GenBank DNA ver\ bankasında daha önceden 

tanımlanmış olan d\z\ler \çer\s\nde, anal\z ed\len dsRNA d\z\s\ne en çok d\z\ benzerl\ğ\ 

gösterenler\, f\logenet\k anal\zlerde kullanılmak üzere \ç grup olarak bel\rlenm\şt\r. NCBI 

GenBank ver\ bankasından elde ed\len ve anal\z ed\len dsRNA d\z\s\ \le d\z\ benzerl\ğ\ 

göstermeyen d\ğer v\ral dsRNA d\z\ler\ de f\logenet\k anal\zlerde kullanılmak üzere dış 

grup olarak bel\rlenm\şt\r. Aynı şek\lde, anal\z ed\len dsRNA’dan kodlanan prote\nler\n 

am\no as\t d\z\ler\n\n f\logenet\k anal\zler\nde de Prote\n BLAST çevr\m \ç\ aracı 
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kullanılarak \ç grup ve dış gruplar bel\rlenm\şt\r. En olası f\logenet\k ağaçların 

oluşturulmasında, Ne\ghbour Jo\n\ng algor\tması ve 1000 önyükleme y\nelemes\ 

(bootstrap repl\cate) kullanılmıştır. F\logenet\k anal\zlerde en doğru am\no as\t yer 

değ\şt\rme/subst\tüsyon model\n\n seç\m\nde MEGA11 yazılımının “en \y\ prote\n 

model\n\n bel\rlenmes\” modülü kullanılmıştır. dsRNA’ların nükleot\t d\z\ler\ ve dsRNA 

moleküller\nden kodlanan prote\nler\n am\no as\t d\z\ler\ \le yapılan f\logenet\k anal\zler 

sonucunda elde ed\lecek olan ağaçlarda anal\z ed\len d\z\n\n yen\ b\r dsRNA v\rüsü 

c\ns\ne veya a\les\ne a\t olup olmadığının bel\rlenmes\nde \ç gruba a\t d\z\lerle aynı veya 

farklı grupta toplanmaları göz önünde bulundurulmuştur.  

V\rüslerde tür sınırı \ç\n bel\rlenen yüzde d\z\ benzerl\k eş\k değerler\ her v\rüs fam\lyası 

\ç\n farklılık göstermekte ve bu sınırlar Uluslararası V\rüs Taksonom\ Kom\tes\’ndek\ 

(ICTV) çalışma grupları tarafından, çalışılan v\rüs fam\lyasındak\ varyasyon düzeyler\ 

d\kkate alınarak tay\n ed\lm\şt\r. Örneğ\n konakları mantarlar, b\tk\ler ve muhtemelen 

böcekler olan Chrysov$r$dae fam\lyası \ç\n c\ns ayırma kr\terler\: f\logenet\k anal\z, 

nükleot\t ve am\no as\t d\z\s\ ver\ler\ (örneğ\n, RdRP har\ç, v\ral prote\nler c\nsler 

arasında homolog değ\ld\r) ve dsRNA genom segmentler\n\n sayısı d\kkate alınmaktadır 

(Kotta-Lo\zou vd. 2020). ICTV'n\n son raporuna göre Fusar$v$r$dae fam\lyası \ç\n tür 

sınırı RNA bağımlı RNA pol\meraz d\z\ler\ \ç\n <%80 d\z\ benzerl\ğ\ olarak 

öner\lmekted\r (Ch\ba vd. 2024). Tez çalışması kapsamında tanımlanmış olan aynı 

fam\lya ve c\nse mensup v\rüsler\n b\rb\rler\n\n suşları, genot\pler\ veya varyantları mı, 

yoksa ayrı türler\n üyeler\ m\ olduklarının bel\rlenmes\nde v\rüs fam\lyaları \ç\n 

tanımlanmış olan tür sınır ölçütler\ d\kkate alınmıştır.  

 

3.2.13 V_rüs _çermeyen dermatof_t _zolatlarının elde ed_lmes_ 

V\rüs \çermeyen dermatof\t \zolatlarının eldes\ \ç\n h\fal uç kesme, termoterap\ ve 

fung\s\t \le ant\b\yot\k tedav\s\nden oluşan karma b\r yaklaşım yöntem\ kullanılmıştır 

(Shaf\k vd. 2021, Khan vd. 2023). Bu amaç \ç\n dermatof\t \zolatlarının 27 °C'de b\r hafta 

\nkübe ed\lm\ş SDA bes\yerler\ üzer\ndek\ taze kültürler\ \le çalışılmış olup, kolon\ 

sınırındak\ h\fler\n uçları (~ 1 mm) stereo m\kroskop altında, en son dallanma noktasının 

hemen üzer\nden \nce b\r \ğne kullanılarak ayrı ayrı kes\lm\şt\r. Kes\len h\fal uçlar yen\ 
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petr\ kaplarındak\ (petr\ başına b\r h\fal uç) SDA bes\yerler\ne tekrar aktarılmış ve 

karanlık koşulda, 37 °C'de 1 gün, daha sonra, 27 °C'de 7-10 gün boyunca \nkübe 

ed\lm\şt\r. Çalışılan dermatof\tler\n opt\mal büyüme sıcaklıklarının (27 °C) üzer\nde 

çalışıldığında, dermatof\t \zolatlarını enfekte eden v\rüsler\n repl\kasyonlarının ve 

kalıcılığının azalacağı düşünülmekted\r (Khan vd. 2023). SDA bes\yer\nde yeter\nce 

büyüklüğe ulaşan h\fler\n uçları kes\lm\ş ve sulu agarda (%1,5) (water agar) 27 °C'de 7-

10 gün boyunca \nkübe ed\lm\şt\r. Sulu agar, bes\n bakımından yeters\z olduğundan 

mantarlar \ç\n b\r stres koşulu oluşturmaktadır, bu da mantarların bes\n aramak \ç\n 

gen\şleyerek yayılmasına ve h\fal uç kesme \şlem\n\n kolaylaşmasına olanak 

tanımaktadır (Khan vd. 2023). Sulu agardan alınan h\fler\n uçları s\kloheks\m\t (fung\s\t), 

amp\s\l\n ve kanam\s\n (ant\b\yot\k) \çeren SDA bes\yer\ne alınarak 27 °C'de 7-10 gün 

boyunca \nkübe ed\lm\şt\r. Son aşama olarak bu bes\yerler\ 37 °C'de 1 gün \nkübe 

ed\lm\şt\r. Bu \şlem v\rüssüz \zojen\k hatlar elde ed\lene kadar tekrarlanmıştır. En son 

elde ed\len h\fal uç alt kültürünün herhang\ b\r m\kov\rüs \çer\p \çermemes\, yöntem 3.2.5 

ve 3.2.6’da bel\rt\ld\ğ\ g\b\ kültürden elde ed\len dsRNA ekstraktlarının agaroz jel 

elektroforez anal\z\ \le bel\rlenm\şt\r. 

3.2.14 V_rüs _le enfekte olan ve v_rüs _çermeyen dermatof_t _zolatlarının 

kültürler_n_n morfoloj_k farklılıklarının gözlemlenmes_ 

V\rüs \le enfekte Tr247 numaralı örnek ve v\rüsten arındırılmış \zogen\k L. aphanoclad$$ 

\zolatlarının SDA bes\yer\ndek\ kültürler\n çap ölçümler\, kon\d\um sayıları ve 

morfoloj\k değ\ş\mler\ karşılaştırılmıştır. 5 adet +Tr247 ve 5 adet -Tr247 dermatof\t 

örneğ\ SDA bes\yerler\nde 27 °C'de \nkübe ed\lm\ş ve kültür örnekler\n\n çap ölçümler\ 

üç günde b\r olacak şek\lde 24 gün boyunca ölçülmüştür. Kon\d\um \zolasyonu şu şek\lde 

gerçekleşt\r\lm\şt\r; bes\yerler\n\n üzer\nden kon\d\um tıraşlanarak ster\l d\st\le su \çeren 

flakonlara alınarak gerçekleşt\r\lm\şt\r. İnokulum 0,5 McFarland’a göre standard\ze 

ed\lm\şt\r. 0.5 McFarland değer\ndek\ örnekler, 2 dak\ka boyunca elde çalkalanmış ve 

h\fler\n parçalanması kabaca sağlanmıştır. Bu örnekler 4 dak\ka vortekse tab\\ tutulup, 3 

dak\ka h\fler\n d\be çökmes\ beklen\lm\ş ve üst kısımdan 1 mL örnek alınarak 1,5 mL'l\k 

m\krosantr\füj tüplere aktarılmıştır. Daha sonra bu örnekler 2500 rpm'de 5 dak\ka 

santr\füjlenm\şt\r. 5 μL santr\füjlenen örnekler\n süpernatantları \le 2 μL laktofenol 
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pamuk mav\s\ (lactophenol cotton blue) karıştırılarak FAST READ 102 (B\os\gma) lama 

yüklenm\ş ve m\kroskop altında kon\d\um sayımı yapılmıştır.  

3.2.15 V_rüs _le enfekte olan ve v_rüs _çermeyen dermatof_t _zolatlarına ant_fungal 

duyarlılık test_ yapılması 

Dermatof\t \zolatların ant\fungal \laçlara karşı duyarlılığını bel\rlemek \ç\n m\sel 

büyümes\n\n pH değ\ş\m tak\b\ temel\ne dayanan Sens\t\tre YeastOne YO10 AST Plate 

(Thermo F\sher Sc\ent\f\c) ant\fungal duyarlılık test\ yapılmıştır. Test k\t\n tal\matında 

bel\rt\ld\ğ\ g\b\ yapılmıştır. Sens\t\tre YeastOne duyarlılık plakası, $n v$tro tanı amacıyla 

kullanılan m\krobroth d\lüsyon yöntem\ne dayanan, kurutulmuş 96 kuyulu m\kroplaka 

formatında kant\tat\f m\n\mum \nh\b\tör konsantrasyon (MIC) sonuçlarının 

değerlend\r\lmes\n\ sağlamıştır. Sonuçlar, büyüme göstermeyen en düşük ant\fungal 

konsantrasyonun okunmasıyla bel\rlenm\şt\r. Okuma yapılırken kırmızı kuyuların varlığı, 

m\sel büyümes\n\n gösterges\d\r. Bu durum, ant\fungallere karşı d\rençl\ fungusların 

kuyuda gel\şt\ğ\n\ ve kuyunun kırmızı-pembe b\r renk aldığını bel\rtmekted\r. Ancak 

kuyuların mav\ renk alması m\sel\n büyüyemed\ğ\n\ ve ant\fungallere d\renç 

gösteremed\ğ\n\ \şaret etmekted\r. An\dulafung\n, amphoter\c\n b, m\kafung\n, 

kaspofung\n, flus\toz\n, posakonazol, vor\konazol, \trakonazol ve flukonazol ant\fungal 

\laçlar \le dermatof\tler\n ant\fungallere olan duyarlılıkları test ed\lm\şt\r. Bu anal\z 

sonucunda v\rüs \le enfekte olan ve v\rüs \çermeyen dermatof\t \zolatlarının 

ant\fungallere olan duyarlılığı karşılaştırılmıştır.  
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI  

4.1 Dermatof_t İzolatlarının Tem_n Ed_lmes_ Ve Detaylı B_lg_ler_ 

Tez çalışması kapsamında toplam 40 adet dermatof\t örneğ\ tem\n ed\lm\şt\r. Örnekler\n 

%77,5'\ ayak tırnağından, %12,5'\ el tırnağından, %5'\ kasıktan, %2,5'\ elden ve %2,5'\ 

ayaktan \zole ed\lm\şt\r (Şek\l 4.1). Tem\n ed\len dermatof\t örnekler\n\n adı, \zolasyon 

kaynağı ve \zole ed\lme tar\hler\ Ç\zelge 4.1'de ver\lm\şt\r. 

 
Şek\l 4.1 İzolasyon kaynağına göre dermatof\t \zolatlarının graf\ğ\ 
 
 
 

Ç\zelge 4.1 Tem\n ed\len dermatof\t örnekler\ne a\t b\lg\ler 

İzolat adı İzolasyon kaynağı İzole ed_lme tar_h_ 
TrH Ayak tırnağı Temmuz 2023 
Tr2 El tırnağı Ek\m 2022 
Tr3 Ayak tırnağı Ocak 2019 
Tr65 El tırnağı Şubat 2019 
Tr92 Ayak tırnağı Haz\ran 2019 



 32 

Ç\zelge 4.1 Tem\n ed\len dermatof\t örnekler\ne a\t b\lg\ler (devam) 

Tr94 Ayak tırnağı Mart 2019 
Tr97 Ayak tırnağı Mart 2019 
Tr101 Ayak tırnağı Mart 2018 
Tr103 El Şubat 2019 
Tr116 Ayak tırnağı N\san 2019 
Tr159 Ayak tırnağı Ek\m 2019 
Tr163 Ayak tırnağı Ek\m 2019 
Tr165 Ayak tırnağı Ek\m 2019 
Tr171 El tırnağı Kasım 2019 
Tr214 Ayak tırnağı Aralık 2019 
Tr224 Ayak tırnağı Şubat 2024 
Tr247 Ayak tırnağı Ocak 2020 
Tr289 Ayak Şubat 2020 
Tr290 Ayak tırnağı Şubat 2020 
Tr292 Ayak tırnağı Haz\ran 2020 
Tr294 Ayak tırnağı Eylül 2020 
Tr295 Ayak tırnağı Eylül 2020 
Tr298 Ayak tırnağı Şubat 2024 
Tr300 Ayak tırnağı Eylül 2020 
Tr302 Ayak tırnağı Ek\m 2020 
Tr304 Ayak tırnağı Kasım 2020 
Tr308 Ayak tırnağı Aralık 2020 
Tr324 Ayak tırnağı Mart 2021 
Tr335 El tırnağı N\san 2021 
Tr336 Ayak tırnağı Ek\m 2021 
Tr348 Kasık Ek\m 2022 
Tr360 El tırnağı Şubat 2023 
Tr362 Ayak tırnağı Haz\ran 2023 
Tr374 Ayak tırnağı Aralık 2023 
Tr378 Kasık Ocak 2024 
Tr379 Ayak tırnağı Ocak 2024 
Tr380 Ayak tırnağı Ocak 2024 
Tr382 Ayak tırnağı Ocak 2024 
Tr388 Ayak tırnağı Ocak 2024 
Tr398 Ayak tırnağı Temmuz 2023 
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4.2 Dermatof_t Örnekler_n_n Morfoloj_k Tekn_kler _le Değerlend_r_lmeler_ 

Dermatof\t örnekler\ stoklardan s\kloheks\m\tl\ SDA bes\yerler\ne ek\lerek kültüre 

alınmıştır. Tr295, Tr163, Tr165, Tr300, Tr97, Tr214 numaralı T. rubrum \zolatlarının 14 

günlük \nkübasyonu sonucunda, yoğun, krem-beyaz, \pl\ks\ b\r görünümle karakter\ze 

ed\len kolon\ler\n (mantar m\sel ağı) büyümes\ gözlemlenm\şt\r. Kültürün arka yüzey\nde 

sarı-koyu kahvereng\ b\r renk gözlemlenm\şt\r (Şek\l 4.2).    

T. rubrum, 21 günlük \nkübasyonu sonucunda, 50 mm, beyaz, pamuksu b\r yüzey serg\ler 

Kolon\n\n alt tarafı genell\kle kırmızıdır, ancak bazı \zolatlar daha sarımsı veya 

kahvereng\ms\ görüneb\l\r. T. rubrum kültürde yavaş büyür ve fert\l h\fler üzer\nde yanal 

olarak seyrek gözyaşı damlası veya ç\v\ şekl\nde m\krokon\d\ler üret\r. Makrokon\d\ler 

genell\kle yoktur, mevcut olduğunda, makrokon\d\ler düz duvarlı ve dar çomak 

şekl\nded\r. Saf kültür elde ed\len dermatof\t örnekler\nden Tr159 numaralı T. rubrum'un 

b\noküler m\kroskobu ve SEM görüntüler\ ver\lm\şt\r. (Şek\l 4.3; %5 KOH \ç\nde 

(a,d,g,h,\), kongo kırmızısı \ç\nde (b,c,e,f,j,k,l), b\r ayraç kullanılmadan (m,n,o) (ölçek 

çubukları: 10 µm), Şek\l 4.4; T. rubrum'un kon\d\yosporları ve kon\d\yoforları). 

Tr247 örnek numaralı L. aphanoclad$$ \zolatının 7 günlük \nkübasyonu sonucunda, 29-

34 mm çapında, yoğun, beyaz, \pl\ks\ b\r görünümle karakter\ze ed\len kolon\ler\n 

(mantar m\sel ağı) büyümes\ gözlemlenm\şt\r. Kültürün arka yüzey\nde turuncu-

kahvereng\ b\r renk gözlemlenm\şt\r. Ayrıca, agar plaklarında soluk pembems\ veya l\la-

pembe renk tonuna yayılan b\r p\gment salgısı gözlemlenm\şt\r. Saf kültür elde ed\len 

dermatof\t örnekler\nden Tr247 numaralı L. aphanoclad$$'n\n b\noküler m\kroskobu ve 

SEM görüntüler\ ver\lm\şt\r. (Şek\l 4.6; %5 KOH \ç\nde (a,b), kongo kırmızısı \ç\nde (c), 

melzer ayıracı \ç\nde (d) (ölçek çubukları: 10 µm), Şek\l 4.7; L. aphanoclad$$'n\n 

kon\d\yosporları ve kon\d\yoforları). 

M\kromorfoloj\k \ncelemelerden elde ed\len bulgular, kon\d\yojen hücreler\n ya \zole 

b\r\mler, ç\ftler hal\nde, vert\k\llat b\r düzende düzenlenm\ş ya da düz h\fler üzer\nde 

düzens\z kümeler hal\nde sıkıca gruplanmış olarak gel\şt\ğ\ gözlemlenm\şt\r. Bu 

hücreler\n 4,6-9,3 × 0,9-2,2 μm boyutlarında dar, f\lamentl\ boyun şekl\nde s\vr\len ş\şe 

şekl\nde olduğu gözlemlenm\şt\r. Kon\d\um, hem ışık hem de elektron m\kroskobunda 

3,1-4,2 × 1,9-2,8 μm boyut aralığında oval \la el\pso\dal b\r şekle sah\pt\r. 
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Şek\l 4.2 Tr295, Tr163, Tr165, Tr300, Tr97, Tr214 numaralı T. rubrum \zolatlarının 

s\kloheks\m\tl\ SDA bes\yer\ndek\ ön ve arka yüzeyler\n\n görüntüsü 
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Şek\l 4.3 Tr159 numaralı T. rubrum örneğ\n\n b\noküler m\kroskop görüntüsü 
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Şek\l 4.4 Tr159 numaralı T. rubrum örneğ\n\n taramalı elektron m\kroskop görüntüsü 
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Şek\l 4.5 Tr247 örnek numaralı L. aphanoclad$$ \zolatının s\kloheks\m\tl\ SDA 
bes\yer\ndek\ ön ve arka yüzey\n\n görüntüsü 

 

 
 

Şek\l 4.6 Tr247 numaralı L. aphanoclad$$ örneğ\n\n b\noküler m\kroskop görüntüsü 
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Şek\l 4.7 Tr247 numaralı L. aphanoclad$$ örneğ\n\n taramalı elektron m\kroskop 
görüntüsü 

 
 
4.3 Dermatof_t Örnekler_n Moleküler Değerlend_r_lmeler_ 

Dermatof\t örnekler\n\n genom\k DNA ekstraks\yonları yapıldıktan sonra ITS1 ve ITS4 

ol\gonükleot\t pr\merler\ \le PCR'ı kurulmuştur. Yapılan ITS PCR sonucunda elde ed\len 

ürünler\n agaroz jeldek\ görüntüler\ Şek\l 4.8, Şek\l 4.9 ve Şek\l 4.10'da ver\lm\şt\r. 

 
 

Şek\l 4.8 ITS PCR ürünler\n\n elektroforet\k olarak bel\rlenmes\ (M: 100 bp DNA 
bel\rtec\) 
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Şek\l 4.9 ITS PCR ürünler\n\n elektroforet\k olarak bel\rlenmes\ (M: 100 bp DNA 
bel\rtec\) 

 
 

 
 

Şek\l 4.10 ITS PCR ürünler\n\n elektroforet\k olarak bel\rlenmes\ (M: 100 bp DNA 
bel\rtec\) 
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4.4 DNA D_z_ Anal_z_ Sonuçları 

Sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\ \le 40 dermatof\te a\t d\z\ler elde ed\lm\şt\r. 

Elde ed\len d\z\ler\n NCBI GenBank ver\tabanı kullanılarak BLASTn anal\zler\ 

yapılmıştır. BLAST anal\zler\ sonucunda 39 dermatof\t fungus Tr$chophyton rubrum, 1 

fungusun Lecan$c$ll$um aphanoclad$$ olarak tür teşh\s\ yapılmıştır. İzolat \s\mler\, 

GenBank er\ş\m numaraları ve BLAST nükleot\t d\z\ benzerl\k oranları (PI) ve sorgu 

kapsanmı (QC) yüzdeler\ Ç\zelge 4.2'de ver\lm\şt\r.  

T. rubrum örnekler\ \ç\n nrITS rDNA bölges\ ve maks\mum olasılık (ML) yöntem\ 

kullanılarak 39 mantar örneğ\ arasındak\ evr\msel bağlantıları gösteren b\r f\logenet\k 

ağaç sunulmuştur (Şek\l 4.11). T. rubrum kompleks\n\n oluşturduğu haplot\pler 

f\logenet\k ağaçta bel\rt\lm\şt\r. En uygun nükleot\t \kame (subst\tut\on) model\ JC+G 

olarak bel\rlenm\ş ve güven düzey\n\ göstermek amacıyla her dal \ç\n 1000 önyükleme 

y\nelemes\ (bootstrap repl\cate) kullanılmıştır. Ağacın oluşturulmasında kullanılan tüm 

d\z\ler, Tr kodlu d\z\ler har\ç, NCBI GenBank'tan tem\n ed\lm\şt\r. Ayrıca, Tr$chophyton 

tonsurans dış grup tems\lc\s\ olarak f\logenet\k ağaca dah\l ed\lm\şt\r. Her d\z\ \ç\n 

GenBank er\ş\m numaraları parantez \ç\nde ver\lm\şt\r. Sol alttak\ ölçek çubuğu 0,20'l\k 

b\r genet\k mesafey\ \fade etmekted\r. 

L. aphanoclad$$ örneğ\ \ç\n nrITS rDNA bölges\ ve maks\mum olasılık (ML) yöntem\ 

kullanılarak 45 mantar örneğ\ arasındak\ evr\msel bağlantıları gösteren b\r f\logenet\k 

ağaç sunulmuştur (Şek\l 4.12). En uygun nükleot\t \kame (subst\tut\on) model\ T92+G 

olarak bel\rlenm\ş ve güven düzey\n\ göstermek amacıyla her dal \ç\n 1000 önyükleme 

y\nelemes\ (bootstrap repl\cate) kullanılmıştır. Ağacın oluşturulmasında kullanılan tüm 

d\z\ler, Tr247 d\z\s\ har\ç, NCBI GenBank'tan tem\n ed\lm\şt\r. Ayrıca, M$crosporum 

can$s dış grup tems\lc\s\ olarak f\logenet\k ağaca dah\l ed\lm\şt\r. Her d\z\ \ç\n GenBank 

er\ş\m numaraları parantez \ç\nde ver\lm\şt\r. Sol alttak\ ölçek çubuğu 0,20'l\k b\r genet\k 

mesafey\ \fade etmekted\r. 
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Ç\zelge 4.2 Dermatof\t \zolatlarının adları, er\ş\m numaraları ve BLASTn anal\z\ 
sonuçları 

 
İzolat 
Adı 

GenBank 
Er_ş_m 
Numarası 

Sorgu Kapsamı (QC), D_z_ Benzerl_k Oranı 
(PI), En _y_ BLASTn eşleşmes_ 

TrH PP736319.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr2 PP736320.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr3 PP736321.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr65 PP736322.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr92 PP736323.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr94 PP736324.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr97 PP736325.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr101 PP736326.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr103 PP736327.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr116 PP736328.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr159 PP736329.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr163 PP736330.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr165 PP736331.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr171 PP736332.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr214 PP736333.1 QC %100, PI %99.81 Tr$chophyton rubrum 
Tr224 PP736334.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr247 PP564874.1  QC %100, PI %100 Lecan$c$ll$um aphanoclad$$ 
Tr289 PP736335.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr290 PP736336.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr292 PP736337.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr294 PP736338.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr295 PP736339.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr298 PP736340.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr300 PP736341.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr302 PP736342.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr304 PP736343.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr308 PP736344.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr324 PP736345.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr335 PP736348.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr336 PP736346.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr348 PP736347.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr360 PP736349.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr362 PP736350.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr374 PP736351.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr378 PP736352.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
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Ç\zelge 4.2 Dermatof\t \zolatlarının adları, er\ş\m numaraları ve BLASTn anal\z\ 
sonuçları (devam) 

 

Tr379 PP736353.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr380 PP736354.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr382 PP736355.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 
Tr388 PP736356.1 QC %100, PI %99.80 Tr$chophyton rubrum 
Tr398 PP758393.1 QC %100, PI %100 Tr$chophyton rubrum 

 

 

 
 

Şek\l 4.11 T. rubrum ve T. rubrum kompleks\ üyeler\n\n d\z\ler\ne dayanarak oluşturulan 
maks\mum olasılık f\logenet\k ağacı 
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Şek\l 4.12 L. aphanoclad$$ ve Lecan$c$ll$um c\ns\n\n d\ğer üyeler\n\n d\z\ler\ne dayanarak 

oluşturulan maks\mum olasılık f\logenet\k ağacı 
 

 

4.5 V_ral dsRNA İçer_kler_n_n İncelenmes_ 

40 dermatof\t \zolatından v\ral dsRNA ekstraks\yonu, selüloz kolonlarla af\n\te 

kromatograf\s\ yöntem\ne dayanarak gerçekleşt\r\lm\ş ve %0,65'l\k agaroz jel 

kullanılarak dsRNA \çer\kler\ elektroforet\k yöntemle \ncelenm\şt\r (Şek\l 4.13, 4.14, 

4.15) V\ral dsRNA taraması yapılan 40 örnek \çer\s\nde, ITS rDNA anal\zler\ \le L. 

aphanoclad$$ (Tr247 numaralı dermatof\t) olarak teşh\s ed\len b\r dermatof\t kal\tat\f 

gözlem \le v\ral dsRNA poz\t\f olarak bel\rlenm\şt\r. 
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Şek\l 4.13 V\ral dsRNA jel elektroforez\ (M: 1 kb DNA bel\rtec\) 
 
 

 
 

Şek\l 4.14 V\ral dsRNA jel elektroforez\ (M: 1 kb DNA bel\rtec\) 
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Şek\l 4.15 V\ral dsRNA jel elektroforez\ (M: 1 kb DNA bel\rtec\) 
 

4.6 dsRNA+ Örnekler_n cDNA ve rPCR Yöntemler_ _le Değerlend_r_lmes_ 

Kal\tat\f gözlem \le v\ral dsRNA poz\t\f olarak bel\rlenen L. aphanoclad$$ (Tr247 

numaralı dermatof\t) örneğ\n\n v\ral RNA'ları cDNA'larına dönüştürülerek rPCR \le 

çoğaltılmıştır. rPCR ürününün agaroz jel elektroforez\ şek\l 4.16'da ver\lm\şt\r. 



 46 

 
 

Şek\l 4.16 Tr247 numaralı örneğ\n rPCR ürününün agaroz jel elektroforez\ (M: 100 bp 
DNA bel\rtec\) 

 

 

4.7 NGS Anal_zler_ Sonucunda V_rüs _le İl_şk_l_ Cont_gler_n Bel_rlenmes_ 

Tr247 numaralı örnekten elde ed\len rPCR ürünler\, köprü ampl\f\kasyonu yöntem\ 

kullanılarak Illum\na M\Seq yen\ nes\l d\z\leme platformunda 2 g\gabaytlık kısa 

okumalar elde ed\lm\şt\r. Bu kısa okumalar, CLC Genom\cs Workbench b\yo\nformat\k 

yazılımının 20.0.4 sürümü \le de novo olarak b\rleşt\r\lm\ş ve cont\gler elde ed\lm\şt\r. 

Elde ed\len cont\gler, NCBI BLASTx çevr\m\ç\ aracı kullanılarak GenBank'te bulunan 

d\z\lere benzerl\kler\ anal\z ed\lm\ş ve v\rüsle \l\şk\lend\r\len cont\gler bel\rlenm\şt\r. 

V\rüsle \l\şk\lend\r\len d\z\lere a\t en \y\ BLAST eşleşmeler\ Ç\zelge 4.3'te sunulmuştur. 

Ç\zelge Cp, RdRp, cont\g numaraları ve sekans uzunluklarını (nt), e-değer\ ve yüzde 

benzerl\ğ\ \le en \y\ BLASTx eşleşmes\n\ ve öner\len fam\lya b\lg\s\n\ göstermekted\r. 
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Ç\zelge 4.3 Tr247 örnek numaralı L. aphanoclad$$’de tanımlanan v\rüs \l\şk\l\ cont\gler 

 

Virüs Konağı Cp, RdRp (kısaltma) 
(nt) 
Contig numarası 
(okuma sayısı) 

BLASTx Eşleşmesi 
(Erişim numarası.; e-
değeri; yüzde 
benzerlik) 

Önerilen 
Familya 

Lecanicillium 
aphanocladii 

Lecanicillium 
aphanocladii 
polymycovirus 1 RdRp 
(LaPMV1-RdRp)  
(2404) 
Contig 5 (1317) 

Beauveria bassiana 
polymycovirus 4 
(QRF54813.1; 0.0; 
85.29%)  

Polymycoviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
polymycovirus 1 
hypothetical protein 
(LaPMV1-HP) (2256) 
Contig 6 (1329) 

Beauveria bassiana 
polymycovirus 4 
(QRF54814.1; 0.0; 
87.09%)  

Polymycoviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
polymycovirus 1 
methyl transferase 
(LaPMV1-MT) (2017) 
Contig 3 (1518) 

Beauveria bassiana 
polymycovirus 4 
(QRF54815.1; 0.0; 
80.71%)  

Polymycoviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
polymycovirus 1 
proline-alanine-serine-
rich protein (LaMV1-
PAS) (1107) 
Contig 10 (810)  

proline-alanine-serine-
rich protein 
(UXC94315.1; 2e-171; 
91.76%)  

Polymycoviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
polymycovirus 1 
hypothetical protein 
(LaMV1-HP) (866) 
Contig 80 (330) 

Beauveria bassiana 
polymycovirus 4 
(QRF54817.1; 4e-73; 
85.15%) 

Polymycoviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
narnavirus 1 RdRp 
(LaNV1-RdRp) (1894) 
Contig 28 (489) 

Narnaviridae sp. 
(WAK75300.1; 0.0; 
85.87%) 

Narnaviridae 

 

 



 48 

Ç\zelge 4.3 Tr247 örnek numaralı L. aphanoclad$$’de tanımlanan v\rüs \l\şk\l\ cont\gler 

(devam) 

 

Lecanicillium 
aphanocladii 

Lecanicillium 
aphanocladii negative-
stranded RNA virus 1 
RdRp (LaNSRV1-
RdRp) (6152) 
Contig 1 (2969) 

Penicillium glabrum 
negative-stranded RNA 
virus 1 
(YP_010798256.1; 0.0; 
63.16%)  

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii ourmia-
like virus 1 RdRp 
(LaOLV1-RdRp) 
(2224) 
Contig 1 (2969) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
ourmia-like virus 81 
(YP_010800275.1; 6e-
161; 56.99%)  

Botourmiavirida
e 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 1 
hypothetical protein 
(LaMV1 HP) (2841) 
Contig 17 (643) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 9 
(WKE35292.1; 1e-36; 
44.03%) 

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 2 
hypothetical protein 
(LaMV2 HP) (2819) 
Contig 7 (1142) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 2 
(WKE35260.1; 4e-101; 
64.17%)  

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 3 
hypothetical protein 
(LaMV3 HP) (1924) 
Contig 13 (748) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 2 
(WKE35260.1; 2e-69; 
50.88%)  

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
partitivirus 1 capsid 
protein (LaPV1 CP) 
(1740) 
Contig 67 (359) 

Caloscypha fulgens 
partitivirus 8  
(QOI17261.1; 8e-69; 
40.91%)  

Partitiviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
betapartitivirus 1 
RdRp (LaPV1 RdRp) 
(1555) 
Contig 142 (259) 

Betapartitivirus sp. 
(UDL14333.1; 4e-78; 
79.22%)  

Partitiviridae 
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Ç\zelge 4.3 Tr247 örnek numaralı L. aphanoclad$$’de tanımlanan v\rüs \l\şk\l\ cont\gler 

(devam) 

Lecanicillium 
aphanocladii 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 4 
hypothetical protein 
(LaMV4 HP) (4529) 
Contig 4 (1429) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 2 
(WKE35260.1; 1e-145; 
58.01%)  

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 5 
hypothetical protein 
(LaMV5 HP) (2421) 
Contig 8 (1057) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 2 
(WKE35260.1; 6e-141; 
57.82%) 

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
narnavirus 1 RdRp 
(LaNV1 RdRp) (1989) 
Contig 15 (713) 

Aspergillus 
tennesseensis 
narnavirus 1 
(BDB16251.1; 0.0; 
80.38%)  

Narnaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 6 
hypothetical protein 
(LaMV6 HP) (1967) 
Contig 30 (567) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 9 
(WKE35292.1; 4e-37; 
44.03%)  

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 7 
RdRp (LaMV7 RdRp) 
(1553) 
Contig 170 (323) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 2 
(QHD64771.1; 2e-20; 
79.01%)  

Mymonaviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
nucleopolyhedrovirus 
1 hypothetical protein 
(LaMV1 RdRp) (1542) 
Contig 55 (464) 

Autographa californica 
nucleopolyhedrovirus 
(NP_054068.1; 2e-179; 
100.00%)  

Baculoviridae 

Lecanicillium 
aphanocladii 
mononegaambi virus 8 
hypothetical protein 
(LaMV8 HP) (1519) 
Contig 497 (188) 

Plasmopara viticola 
lesion associated 
mononegaambi virus 2 
(WKE35260.1; 2e-04; 
35.80%)  

Mymonaviridae 
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4.8 Genomu Tüme Yakın Olan V_rüs İl_şk_l_ Cont_glere RACE Yöntem_ 

Uygulanması  

BLASTx ve har\talama anal\zler\nden sonra v\rüsle \l\şk\lend\r\len d\z\ler\n genomunun 

tamamını ortaya çıkarmak \ç\n RACE (Rap\d Ampl\f\cat\on of cDNA Ends) yöntem\ 

kullanılmıştır. RACE PCR \ç\n pr\merler tasarlanırken, v\ral genomu tüme yakın olan 

d\z\ler\n Polymycov\rus ve Negat\ve-Stranded RNA v\rus \le benzerl\k gösterd\ğ\ 

cont\gler d\kkate alınmış ve bu cont\glere özgü pr\merler tasarlanmıştır. Pr\merler 

Pr\mer3 çevr\m \ç\ aracı \le tasarlanmıştır. Cont\g numarası, pr\mer adı ve pr\mer d\z\ler\ 

Ç\zelge 4.4'te ver\lm\şt\r. D\z\ye özgü tasarlanan pr\merler \le RTP pr\mer\ eşlenerek Tm 

hesaplamaları yapılmıştır. PCR ısıl döngü koşulları hesaplanan Tm'lere göre ayarlanarak, 

RTP \le sekans spes\f\k pr\merler eşlenerek RACE PCR yapılmıştır. Polymycov\rus \ç\n 

RACE PCR ürünler\ agaroz jel elektrofez\ \le \ncelenm\ş ve d\rekt sekansa gönder\lm\şt\r 

(Şek\l 4.17). Negat\ve-Stranded RNA v\rus \ç\n yapılan RACE çalışmalarında bel\rg\n 

bantlar gözlemlenmem\şt\r (Şek\l 4.18).  

 

Ç\zelge 4.4 Cont\glere özgü tasarlanan pr\merler\n l\stes\ 
V#rüs Adı Cont#g 

Numarası 

Pr#mer Adı Pr#mer D#z#s# 

Polymycov,rus Cont$g 5 LaPMV1-3RACE 5’-CATCTCCAAAACGACCCAGC-3’ 

Cont$g 5 LaPMV1-5RACE 5’-GACCACCTGACACGACTGAG-3’ 

Cont$g 6 LaPMV2-3RACE 5’-ATGAGTATGACGAGCCGCC-3’ 

Cont$g 6 LaPMV2-5RACE 5’-CCATTCCAGAGTTAACCGGC-3’ 

Cont$g 3 LaPMV3-3RACE 5’-GTTGAGGGCACTGTTCAGAG-3’ 

Cont$g 3 LaPMV3-5RACE 5’-ATCAGTGGTGGTGAGGACG-3’ 

Cont$g 10 LaPMV4-3RACE 5’-AAAAGCAGTGTCCAAAGCCG-3’ 

Cont$g 10 LaPMV4-5RACE 5’-CATTAATCGTGATGGGGCGC-3’ 

Cont$g 80 LaPMV5-3RACE 5’-CTCTACTGTGGACCGTCTCG-3’ 

Cont$g 80 LaPMV5-5RACE 5’-CCTCGCTTTCCTCATCAACG-3’ 

Negat,ve-Stranded 

RNA V,rus 

Cont$g 1 LaNSRV-3RACE 5’-CCCACGATGTAGCTCTGTAGG-3’ 

Cont$g 1 LaNSRV-5RACE 5’-ATCATCCGCCTTGTAGCATC-3’ 
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Şek\l 4.17 Pol\m\kov\rüs \ç\n yapılan RACE PCR ürünler\n\n agaroz jel elektroforez\ 
(M:100 bp DNA bel\rtec\) 

 
 
 

 
 

Şek\l 4.18 Negat\ve-Stranded RNA v\rus \ç\n yapılan RACE PCR ürünler\n\n agaroz jel 
elektroforez\ (M:100 bp DNA bel\rtec\) 
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4.9 TA Klonlama İle Term_nal Bölgeler_n Sekanslanması 

Negat\ve-Stranded RNA v\rus \ç\n yapılan RACE çalışmalarında bel\rg\n bantlaşmalar 

meydana gelmed\ğ\ \ç\n Negat\ve-Stranded RNA v\rus \le \l\şk\l\ d\z\n\n 5' UTR ve 3' 

UTR bölgeler\n\ sekanslayab\lmek amacıyla TA klonlama yöntem\ uygulanmıştır. TA 

klonlama yöntem\nde yapılan kolon\ PCR ürünler\ jel elektroforez\ \le \ncelenm\şt\r 

(Şek\l 4.19). Yapılan kolon\ PCR elektroforez\ sonucunda 1, 7, 9, 11 ve 16 numaralı 

örnekler sekanslamak \ç\n seç\lm\şt\r. Örnekler\n plazm\t \zolasyonu yapıldıktan sonra 

d\z\ler standart sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\ \le bel\rlenm\şt\r. 

 

 
 

Şek\l 4.19 Negat\ve-Stranded RNA v\rus \ç\n yapılan kolon\ PCR ürünler\n\n agaroz jel 
elektroforez\ (M:100 bp DNA bel\rtec\) 
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4.10 TA Klonlama _le Lecan_c_ll_um aphanoclad__ polymycov_rus 1'_n Or_j_nal 

Genom_k Segment_n_n Sekanslanması 

dsRNA taraması jel çalışmaları sonucu Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ polymycov\rus 

(LaPmV) 1'\n 6 genom\k segment\n\n olduğunu değerlend\rmes\ yapılmıştır. Fakat NGS 

anal\zler\ \le segment eş\ olarak değerlend\r\len 5 d\z\ bulunab\lm\şt\r. Bu d\z\ler\n tüm 

genomu RACE yöntem\ \le sekanslanmış ve aynı v\rüse a\t 5 farklı genom\k segment\n 

tüm d\z\s\ ortaya çıkartılmıştır. Genom\k segment\ tam olarak sekanslanmış d\z\ler \le jel 

görüntüsü karşılaştırılmış ve şek\l 4.20'de göster\len Segment 5'\n d\z\s\n\n ortaya 

çıkartılamadığı değerlend\r\lmes\ yapılmıştır. Segment 5'\n d\z\s\n\ ortaya çıkartılması 

\ç\n tekl\ pr\mer ampl\f\kasyon tekn\ğ\ (SPAT, S\ngle Pr\mer Ampl\f\cat\on Techn\que) 

ve TA klonlama yöntem\ uygulanmıştır. RACE \ç\n hazırlanan cDNA \le yalnızca RTP 

pr\mer\ kullanılarak PCR kurulmuştur. Bu PCR ürününün agaroz jel elektroforez\ şek\l 

4.21'de ver\lm\şt\r. Çoklu bantlar gözlemlenen bu PCR ürününe TA klonlama yöntem\ 

uygulanmıştır. TA klonlama yöntem\nde yapılan kolon\ PCR ürünler\ jel elektroforez\ \le 

\ncelenm\şt\r (Şek\l 4.22). Yapılan kolon\ PCR elektroforez\ sonucunda 1, 4 ve 9 numaralı 

örnekler har\ç ger\ kalan 14 örnek sekanslamak \ç\n seç\lm\şt\r. Örnekler\n plazm\t 

\zolasyonu yapıldıktan sonra d\z\ler standart sanger d\deoks\ z\nc\r sonlanma yöntem\ \le 

bel\rlenm\şt\r. 

 
Şek\l 4.20 LaPmV1'\n segmentler\n\n göster\m\ 
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Şek\l 4.21 SPAT PCR ürününün agaroz jel elektroforez\ (M:100 bp DNA bel\rtec\) 
 

 

 
 

Şek\l 4.22 5. segment \ç\n yapılan kolon\ PCR ürünler\n\n agaroz jel elektroforez\ (M:100 
bp DNA bel\rtec\) 

 

 

4.11 Lecan_c_ll_um aphanoclad__ polymycov_rus 1 (LaPMV1) 

LaPMV1, uzunlukları 2,5 \la 0,9 k\lobaz ç\ft\ (kbp) arasında değ\şen altı segmentl\ b\r 

m\kov\rüstür. Her segment 3' ve 5' UTR'lerden ve b\r ORF'den oluşmaktadır. LaMPV1'\n 

her segment\n\n özell\kler\ ç\zelge 4.5'te detaylı olarak sunulmuştur. Genom 

organ\zasyonunda her segment şemat\k olarak göster\lm\şt\r (Şek\l 4.23). Sarı \le 
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vurgulanan kutular b\l\nen mot\fler\ göstermekted\r. dsRNA1'de V\ral RNA'ya bağımlı 

RNA pol\meraz (RdRP_1, InterPro'nun Class\f\cat\on of prote\n fam\l\es çev\r\m \ç\ aracı 

er\ş\m numarası: PF00680), dsRNA3'te S-adenoz\lmet\yon\ne bağımlı met\ltransferaz 

(AdoMet_MTases, NCBI'ın Conserved Prote\n Doma\n Fam\ly çev\r\m \ç\ aracı er\ş\m 

numarası: cd02440) mot\fler\ göster\lmekted\r. dsRNA1, v\rüs repl\kasyonundan sorumlu 

RdRp'y\ kodlayan en büyük genom\k segment\ oluşturmaktadır. dsRNA2, henüz \şlev\ 

tam olarak b\l\nmeyen, \skele prote\n\ olarak \şlev gördüğü düşünülen b\r prote\n\ 

kodlamaktadır. dsRNA3, v\ral ç\ft \pl\kl\ RNA'ların poz\t\f anlamlı \pl\kler\n\n 5′ uçlarına 

başlık (cap) eklemekle görevl\ olan b\r met\l transferazı kodlamaktadır. dsRNA4, prol\n-

alan\n-ser\nce zeng\n prote\n (PASrp) kodlamaktadır. dsRNA5 ve dsRNA6 mevcut 

l\teratüre göre henüz \şlev\ bel\rlenemem\ş prote\nler\ kodlamaktadır. 

UTR anal\z\, Polymycov$r$dae a\les\ne benzer olarak 5' ve 3' UTR'ler\n korunmuş 

olduğunu göstermekted\r (Şek\l 4.24). Term\nal uçlarda korunmuş bölgeler\n varlığı, 

ortaya çıkartılan altı segment\n tek b\r v\rüs genomuna a\t olduğunu desteklemekted\r. 5' 

UTR'n\n \lk 26 nükleot\d\ alt alta h\zalandığında %76,92, 3' UTR'n\n son 21 nükleot\d\ 

alt alta h\zalandığında %38,09 oranında korunduğu görülmüştür. Yıldız \şaretler\ aynı 

nükleot\tler\, noktalar \se korunmuş pür\n veya p\r\m\d\nler\ göstermekted\r. 

LaPMV1 ve \l\şk\l\ Polymycov$r$dae fam\lyasının d\ğer üyeler\n\n RdRp'ler\n\n am\no 

as\t d\z\ler\ne dayalı f\logenet\k anal\z\. RdRp am\no as\t d\z\ler\n\n çoklu h\zalaması 

ClustalW kullanılarak üret\lm\ş, LG+G+I+F yer değ\şt\rme/subst\tüsyon model\ 

kullanılmış ve MEGA11 (Tamura vd. 2021) programı \le maks\mum olasılık f\logenet\k 

ağacı oluşturulmuştur. Dalların doğruluğunu değerlend\rmek \ç\n 100 önyükleme 

y\nelemes\ (bootstrap repl\cate) yaklaşımı kullanılmıştır. 70’ten yüksek önyükleme 

y\nelemes\ oranları dallarda göster\lm\şt\r. Ağacı oluşturmak \ç\n kullanılan her d\z\n\n 

GenBank er\ş\m numaraları parantez \ç\nde ver\lm\şt\r. Hadaka v\rus 1'\n RdRp's\ 

f\logenet\k ağaçta dış grup d\z\s\ olarak kullanılmıştır. Ölçek çubuğu (sol alt) 0,50'l\k b\r 

genet\k mesafey\ tems\l etmekted\r. LaPMV1 ve \l\şk\l\ Polymycov$r$dae fam\lyasının 

d\ğer üyeler\n\n RdRp'ler\n\n am\no as\t d\z\ler\ne dayalı maks\mum olasılık f\logenet\k 

ağacı şek\l 4.25'te ver\lm\şt\r. 

LaPMV1 ve benzerl\k gösterd\ğ\ v\rüsler\n RdRp katal\t\k palm\ye alt doma\n\n\n alt alta 

h\zalanması şek\l 4.26'da ver\lm\şt\r. Mot\f C'de görülen GDNQ mot\f\ t\p\k olarak 
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Mononegav$rales takımına a\t negat\f anlamlı tek \pl\kç\kl\ RNA v\rüsler\nde bulunan ve 

Polymycov$r$dae fam\lyasının tüm üyeler\nde korunmuş b\r mot\ft\r. Polymycov$r$dae 

fam\lyasında; ç\ft \pl\kç\kl\ RNA ve poz\t\f anlamlı tek \pl\kç\kl\ RNA v\rüsler\nde 

bulunan GDD mot\f\ yer\ne GDNQ mot\f\ bulunmaktadır.  

 

Ç\zelge 4.5 LaPMV1'\n özell\kler\ 

Segment 
Uzunluğu 

(bp) 

ORF uzunluğu UTR uzunluğu (bp) 
Varsayılan fonksNyonu 

nt aa kDa 5' UTR 3' UTR 

dsRNA1 2404 2307 768 83.92 26 71 RdRp 

dsRNA2 2256 2097 698 75.05 70 89 İskele prote`n` 

dsRNA3 2017 1851 616 66.24 51 115 Met`l transferaz 

dsRNA4 1107 798 265 28.54 110 199 Prol`n-alan`n-ser`nce zeng`n prote`n 

dsRNA5 914 513 170 19.18 95 306 B`l`nmeyen 

dsRNA6 866 609 202 22.10 104 153 B`l`nmeyen 

 

 

 
 

Şek\l 4.23 LaPMV1'\n dsRNA genomunun şemat\k göster\m\ 
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Şek\l 4.24 LaPMV1'e a\t dsRNA'ların 5′- ve 3′- term\nal bölgeler\n\n h\zalanması 
 
 

 
 

Şek\l 4.25 LaPMV1 ve \l\şk\l\ pol\m\kov\rüsler\n RdRp d\z\ler\ne dayanarak oluşturulan 
maks\mum olasılık f\logenet\k ağacı 
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Şek\l 4.26 LaPMV1'\n RdRp katal\t\k palm\ye alt doma\n d\z\ler\n\n benzer v\rüsler \le 

h\zalanması 
 

 

4.12 Lecan_c_ll_um aphanoclad__ negat_ve-stranded RNA v_rus 1 (LaNSRV1) 

LaNSRV1, uzunluğu 6152 bp olan tek segmentl\ b\r m\kov\rüstür. 3' UTR's\ 156 bp, 5' 

UTR's\ 149 bp uzunluğundadır. Şemat\k genom organ\zasyonu şek\l 4.27'de ver\lm\şt\r. 

dsRNA1'de mRNA cap (NCBI'ın Conserved Prote\n Doma\n Fam\ly çev\r\m \ç\ aracı 

er\ş\m numarası: cl16796) ve RdRp (NCBI'ın Conserved Prote\n Doma\n Fam\ly çev\r\m 

\ç\ aracı er\ş\m numarası: cl15638) mot\fler\ göster\lmekted\r.  

LaNSRV1 ve \l\şk\l\ Mymonav$r$dae fam\lyasının d\ğer üyeler\n\n RdRp'ler\n\n am\no 

as\t d\z\ler\ne dayalı f\logenet\k anal\z\. RdRp am\no as\t d\z\ler\n\n çoklu h\zalaması 

ClustalW kullanılarak üret\lm\ş, cpREV+F yer değ\şt\rme/subst\tüsyon model\ 

kullanılmış ve MEGA11 (Tamura vd. 2021) programı \le maks\mum olasılık f\logenet\k 

ağacı oluşturulmuştur. Dalların doğruluğunu değerlend\rmek \ç\n 100 önyükleme 

y\nelemes\ (bootstrap repl\cate) yaklaşımı kullanılmıştır. 70’ten yüksek önyükleme 

y\nelemes\ oranları dallarda göster\lm\şt\r. Ağacı oluşturmak \ç\n kullanılan her d\z\n\n 

GenBank er\ş\m numaraları parantez \ç\nde ver\lm\şt\r. Parrot bornav\rus 2 ve Borna 

d\sease v\rus 1'\n RdRp'ler\ f\logenet\k ağaçta dış grup d\z\ler\ olarak kullanılmıştır. 

Ölçek çubuğu (sol alt) 0,50'l\k b\r genet\k mesafey\ tems\l etmekted\r. LaNSRV1 ve 

\l\şk\l\ Mymonav$r$dae fam\lyasının d\ğer üyeler\n\n RdRp'ler\n\n am\no as\t d\z\ler\ne 

dayalı maks\mum olasılık f\logenet\k ağacı şek\l 4.28'de ver\lm\şt\r. 

LaNSRV1 ve benzerl\k gösterd\ğ\ v\rüsler\n RdRp katal\t\k palm\ye alt doma\n\n\n alt 

alta h\zalanması şek\l 4.29'da ver\lm\şt\r. Yıldız \şaretler\ aynı nükleot\tler\, noktalar \se 

korunmuş pür\n veya p\r\m\d\nler\ göstermekted\r. Ç\ft \pl\kl\ RNA ve poz\t\f anlamlı tek 

\pl\kl\ RNA v\rüsler\nde bulunan GDD mot\f\ LaNSRV1'de kısmen GDNQ mot\f\ olarak 
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değ\ş\m gösterm\şt\r. Mot\f C'de \k\ v\rüs har\ç GDNQ mot\f\n\n korunduğu 

gözlemlenmekted\r. 

 

 
Şek\l 4.27 LaNSRV1'\n dsRNA genomunun şemat\k göster\m\ 
 
 

 
 

Şek\l 4.28 LaNSRV1 ve \l\şk\l\ Mymonav$r$dae fam\lyasının d\ğer üyeler\n\n 
RdRp'ler\n\n am\no as\t d\z\ler\ne dayalı maks\mum olasılık f\logenet\k 
ağacı 
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Şek\l 4.29 LaNSRV1'\n RdRp katal\t\k palm\ye alt doma\n d\z\ler\n\n benzer v\rüsler \le 

h\zalanması 
 

 

4.13 V_rüs İçermeyen Dermatof_t İzolatları 

Yen\ nes\l d\z\leme \le anal\z ed\len Tr247 numaralı örnekte tesp\t ed\len 16 farklı v\rüs 

\çer\s\nde sadece Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ polymycov\rus 1’\n (LaPMV1) genom 

segmentler\ agaroz jelde gözleneb\lm\ş olması LaPMV1'\n d\ğer v\rüslere göre bel\rg\n 

b\r baskınlığına \şaret etmekted\r. V\rüsün mantar üzer\ndek\ etk\ler\n\ azaltmak ve olası 

fenot\p\k değ\ş\kl\kler\ gözlemlemek amacıyla dermatof\t \zolatına h\fal uç kesme, 

termoterap\, fung\s\t ve ant\b\yot\k tedav\s\ g\b\ çeş\tl\ tedav\ler\n uygulanmıştır. 

Termoterap\ \le v\rüs \le enfekte Tr247 dermatof\t \zolatının normal büyümes\ne göre 

gec\kmel\ b\r şek\lde üremeye başladığı gözlemlenm\şt\r. Karma v\rüs tedav\s\ 

deneyler\n\n sonucunda elde ed\len mantar örneğ\ üzer\nde v\ral dsRNA anal\z\ ve 

LaPMV1'e özgü RT-PCR testler\ yapılmıştır. Yaban t\p (+Tr247) ve v\rüs tedav\s\ 

uygulanmış üç farklı \zogen\k (-Tr247_1, 3 ve 4) L. aphanoclad$$ \zolatından elde ed\len 

dsRNA’nın agaroz jel görüntüsü şek\l 4.30'da ver\lm\şt\r. Yaban t\p (+247) ve v\rüs 

tedav\s\ uygulanmış b\r \zogen\k (-Tr247_1) L. aphanoclad$$ \zolatında LaPMV1 \ç\n 

yapılan RT-PCR sonucu şek\l 4.31'de ver\lm\şt\r. Bu anal\zler\n sonucunda, \ncelenen 

LaPMV1'\n mantardan tamamen arındırılmıştır. 

 



 61 

 
 

Şek\l 4.30 V\rüs \çeren ve v\rüs \çermeyen L. aphanoclad$$ \zolatının v\ral dsRNA jel 
elektroforez\ (M: 1 kb DNA bel\rtec\) 

 

 
Şek\l 4.31 LaPMV1 \ç\n yapılan RT-PCR ürününün agaroz jel elektroforez\ (M:100 bp 

DNA bel\rtec\) 
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4.14 V_rüs İçeren Tr247 Numaralı Örneğ_n V_rüs İçermeyen Örnekler İle 

Morfoloj_k Karşılaştırılması 

V\rüs \le enfekte Tr247 (+Tr247) numaralı \zolatının SDA bes\yer\nde t\p\k olarak 

gözlenen kırmızı/magenta p\gment üret\m\, v\rüsten arındırılmış \zogen\k L. 

aphanoclad$$ (-Tr247) \zolatında kaybolduğu gözlemlenm\şt\r (Şek\l 4.32). +Tr247 

(poz\t\f) ve -Tr247 (negat\f) numaralı örnekler\n SDA bes\yer\ndek\ kültürler\n çap 

ölçümler\ karşılaştırılmıştır (Şek\l 4.33). Kon\d\um sayma \şlem\ 2 tekrar \le yapılarak 

ortalama alınmış ve graf\k oluşturulmuştur (Şek\l 4.34). 

 
 

Şek\l 4.32 +Tr247 ve -Tr247 kültürler\n\n ön ve arka yüzeyler\ 
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Şek\l 4.33 +Tr247 ve -Tr247 örnekler\n\n kültür çap ölçümler\n\n karşılaştırılması 
 
 
 
 

 
 

Şek\l 4.34 +Tr247 ve -Tr247 örnekler\n\n kon\d\um sayılarının karşılaştırılması  
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4.15 Ant_fungal Duyarlılık Test_ Sonuçları 

Dermatof\t \zolatların ant\fungal \laçlara karşı duyarlılığını bel\rlemek \ç\n m\sel 

büyümes\n\n pH değ\ş\m tak\b\ temel\ne dayanan Sens\t\tre YeastOne YO10 AST Plate 

(Thermo F\sher Sc\ent\f\c) ant\fungal duyarlılık test\ yapılmıştır. Bu test hem v\rüs \le 

enfekte Tr247 (+Tr247), hem de v\rüsten arındırılmış \zogen\k Tr247 (-Tr247) örneğ\ne 

uygulanmıştır. Sens\t\tre YeastOne duyarlılık plakaları şek\l 4.35 ve şek\l 4.36'da 

ver\lm\şt\r. Bu sayede kant\tat\f b\r şek\lde m\n\mum \nh\b\tör konsantrasyon (MIC) 

sonuçları değerlend\r\lm\şt\r (Ç\zelge 4.6). 

 
Şek\l 4.35 V\rüs \le enfekte L. aphanoclad$$ örneğ\n\n (+Tr247) ant\fungal duyarlılık 

test\ plakası 
 

 

Şek\l 4.36 V\rüsten arındırılmış L. aphanoclad$$ örneğ\n\n (-Tr247) ant\fungal duyarlılık 
test\ plakası 
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Ç\zelge 4.6 Ant\fungal duyarlılık test\ sonucunda MIC sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ant_m_krob_kler 
MIC Sınır Değerler_ (µg/mL) 

+Tr247 -Tr247 

An\dulafung\n (AND) 8> 8> 

Amphoter\c\n B (AB) 4> 4> 

M\kafung\n (MF) 8> 8> 

Kaspofung\n (CAS) 8> 8> 

Flus\toz\n (FC) 64> 64> 

Posakonazol (PZ) 0,25 0,5 

Vor\konazol (VOR) 0,25 0,5 

İtrakonazol (IZ) 0,5 1 

Flukonazol (FZ) 32 32 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Mantar patojenler\ ve enfeks\yonları, hızla artan ant\fungal d\renç, sınırlı teşh\s ve tedav\ 

\mkanlarıyla b\rleşerek c\dd\ b\r küresel sağlık tehd\d\ oluşturmaktadır. Dünya Sağlık 

Örgütü (WHO), 2022 yılında öncel\kl\ fungal patojenler \ç\n gen\ş kapsamlı b\r rapor 

yayınlamıştır (Anonymous. 2022). Bu rapor, mantar enfeks\yonları ve ant\fungal d\rence 

karşı küresel mücadeley\ güçlend\rmek amacıyla daha fazla araştırma yapılmasına 

öncel\k ver\lmes\ gerekt\ğ\ne d\kkat çekm\şt\r. 

Mantarlarda henüz keşfed\lmem\ş b\rçok v\rüsün var olduğu düşünülmekted\r. Fungal 

v\roloj\, v\rüsler\n çeş\tl\l\ğ\n\ ve evr\m\n\ daha \y\ anlamamıza yardımcı olmuş ve hızla 

gen\şleyen m\kov\rüs araştırmalarına öneml\ katkılar yapmıştır (Kondo vd. 2022). 

Günümüzdek\ ant\fungaller\n yeters\zl\ğ\, dermatof\t enfeks\yonlarına karşı 

m\kov\rüsler\n b\yokontrol ajanı olarak kullanılmasını sağlayab\l\r (K\nsella vd. 2022). 

Bu çalışmada 40 dermatof\t örneğ\ morfoloj\k ve moleküler sev\yelerde çalışılmıştır. 39 

dermatof\t, dünya genel\nde \nsanları enfekte eden en yaygın dermatof\t türü, t\nea ped\s 

(ayak enfeks\yonu) ve t\nea ungu\um (tırnak enfeks\yonu) vakalarının çoğundan sorumlu 

olan Tr$chophyton rubrum olarak teşh\s ed\lm\şt\r. D\ğer b\r örnek de, farklı mantar 

konaklarını ve böcekler\ enfekte etmes\yle b\l\nen Lecan$c$ll$um aphanoclad$$ olarak tür 

teşh\s\ yapılmıştır. 

Bu çalışmada 40 dermatof\t örneğ\n\n v\ral dsRNA taraması yapılmıştır. Tr247 numaralı 

Lecan$c$ll$um aphanoclad$$ poz\t\f olarak değerlend\r\lm\ş, cDNA'ya çevr\lm\ş ve 

rastgele PCR çalışmaları sonucunda yen\ nes\l d\z\leme \le \ncelenm\şt\r. B\yo\nformat\k 

anal\zler sonucunda v\rüs \le \l\şk\l\ d\z\ler bel\rlenerek \k\ v\rüsün tüm genom d\z\s\ 

ortaya çıkartılmıştır. Mevcut l\teratüre göre bu çalışma \le L. aphanoclad$$'y\ enfekte eden 

\lk m\kov\rüs çalışmasını gerçekleşt\r\lm\ş ve b\l\m dünyası \ç\n \k\ yen\ m\kov\rüs 

türünün tüm genomunu ortaya çıkartılmıştır. 

L. aphanoclad$$'y\ enfekte eden pol\m\kov\rüsün tüm genom d\z\s\ ortaya çıkartılmıştır. 

Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ polymycov\rus 1 (LaPMV1), altı segmentl\ ve segmentler\ 

2,5 \la 0,9 k\lobaz ç\ft\ (kbp) arasında değ\şen b\r m\kov\rüstür. Her segment\n 3' ve 5' 

UTR'ler\ ve b\r ORF's\ vardır. dsRNA1, v\rüs repl\kasyonundan sorumlu RdRp'y\, 

dsRNA2 \skele prote\n\, dsRNA3 met\l transferaz, dsRNA4 prol\n-alan\n-ser\nce zeng\n 

prote\n (PASrp) kodlamaktadır. dsRNA5 ve dsRNA6'nın kodladığı prote\nler\n \şlev\ 

henüz bel\rlenemem\şt\r. dsRNA5 segment\ h\çb\r pol\m\kov\rüs segment\ \le benzerl\k 
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göstermemekted\r. Bu nedenle bu segment\n tamamen orj\nal olduğu kanısına 

varmaktayız. Orj\nal segment\n sekanslanması v\ral çeş\tl\l\ğe katkı sağlamaktadır. 

LaPMV1'\n RdRp doma\n\nde, ç\ft \pl\kç\kl\ RNA ve poz\t\f anlamlı tek \pl\kç\kl\ RNA 

v\rüsler\nde bulunan GDD mot\f\ yer\ne GDNQ mot\f\ bulunmaktadır. 

L. aphanoclad$$'y\ enfekte eden d\ğer b\r v\rüs Mymonav$r$dae fam\lyasında 

bulunmaktadır. Lecan\c\ll\um aphanoclad\\ negat\ve-stranded RNA v\rus 1 (LaNSRV1), 

uzunluğu 6152 baz ç\ft\ (bp) uzunluğunda olan negat\f anlamlı tek segmentl\ b\r 

m\kov\rüstür. 3' UTR's\ 156 bp, 5' UTR's\ 149 bp uzunluğundadır. dsRNA1'de mRNA cap 

ve RdRp mot\fler\ bulunmaktadır. LaPMV1'de olduğu g\b\ bu v\rüsün de RdRp 

doma\n\nde GDNQ mot\f\ bulunmaktadır. 

Yen\ nes\l d\z\leme \le anal\z ed\len Tr247 numaralı örnekte bulunan 16 v\rüs arasında 

yalnızca LaPMV1'\n genom segmentler\ agaroz jelde tesp\t ed\leb\lm\şt\r, bu da 

LaPMV1'\n d\ğer v\rüslere kıyasla baskın olduğunu göstermekted\r. LaPMV1'\n 

etk\ler\n\ azaltmak ve fenot\p\k değ\ş\kl\kler\ gözlemlemek amacıyla dermatof\t \zolatına 

h\fal uç kesme, termoterap\, fung\s\t ve ant\b\yot\k tedav\s\ g\b\ çeş\tl\ yöntemler 

uygulanmıştır. Termoterap\, v\rüsle enfekte Tr247 \zolatının büyümes\nde gec\kmeye yol 

açmıştır. V\ral dsRNA anal\z\ ve LaPMV1'e özgü RT-PCR testler\ sonucunda, mantarın 

LaPMV1'den tamamen arındığı bel\rlenm\şt\r.  

V\rüs \le enfekte Tr247 \zolatının SDA bes\yer\nde ürett\ğ\ kırmızı/magenta p\gment, 

v\rüsten arındırılmış \zolatta kaybolmuştur. V\rüs \çeren ve \çermeyen mantar 

örnekler\n\n 24 gün boyunca kültür çap ölçümler\ yapılmış ve b\r fark 

gözlemlenmem\şt\r. Ancak kon\d\um sayıları karşılaştırıldığında, v\rüs \le enfekte Tr247 

\zolatının kon\d\um sayısının v\rüs \çermeyen örneğe kıyasla daha az olduğu 

gözlemlenm\şt\r. Yapılan deneyler sonucu, LaPMV1'\n mantarı enfekte ederek kon\d\um 

oluşumunu engelled\ğ\ gözlemlenm\şt\r. 

V\rüs \çeren ve \çermeyen Tr247 \zolatları ant\fungal duyarlılık testler\ne tab\ 

tutulmuştur. Dokuz ant\fungal \çer\s\nden üç tanes\nde bel\rg\n farklılıklar 

gözlemlenm\şt\r; m\n\mum \nh\b\tör konsantrasyon değerler\ sonucunda v\rüs \çermeyen 

Tr247 \zolatının üç ant\fungale (\trakonazol, vor\konazol ve posakonazol) karşı daha 

d\rençl\ olduğu gözlemlenm\şt\r. 

Mart 2019'da İzm\r'de b\r yurtta kalan 21 yaşındak\ erkek l\sans öğrenc\s\, ayak 

parmakları arasında kaşıntılı ve ağrılı der\ döküntüsü ş\kayetler\yle İzm\r Atatürk Eğ\t\m 
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ve Araştırma Hastanes\'nde b\r dermatoloj\ uzmanından konsültasyon talep etm\şt\r. 

Hastaya, dermatof\toz şüphes\yle top\kal ant\fungal naft\f\n h\droklorür ve ant\h\stam\n\k 

b\last\n reçete ed\lm\şt\r. Aynı kl\n\ğe geçm\şte akne ve sırt lezyonları neden\yle 

başvurmuş olduğu bel\rt\lm\şt\r ve Aralık 2018'de top\kal \zotret\no\n, Şubat 2019'da \se 

\ntradermal tr\ams\nolon aseton\d tedav\ler\ uygulanmıştır. İlk tedav\ sonrasında hastada 

geç\c\ b\r rahatlama gözlemlenm\şt\r. Ancak hastalığın nüksetmes\ üzer\ne, Aralık 

2019'da, günlük 100 mg dozunda b\r aylık oral \trakonazol kürü reçete ed\lm\ş ve 

tamamlayıcı olarak naft\f\n h\droklorür, fus\d\k as\t ve betametazon g\b\ top\kal ajanlar 

öner\lm\şt\r. Enfekt\f ajanın teşh\s\ ve ant\fungal duyarlılık test\ \ç\n, etk\lenen bölgeden 

alınan kerat\n\ze stratum corneum örneğ\ m\krob\yoloj\ laboratuvarına gönder\lm\şt\r. 

Yaş, c\ns\yet, \kl\m, kentsel ortam, sosyoekonom\k durum ve kültürel uygulamalar g\b\ 

çeş\tl\ faktörler dermatof\toz oluşumunu etk\leyeb\l\r. Başarılı tedav\n\n ardından hasta 

arıcılık yaptığını ve yurtta kaldığı süre boyunca yurtta çıplak ayakla yürüdüğünü 

açıklamıştır. Bununla b\rl\kte, L. aphanoclad$$'n\n çeş\tl\ hab\tatlarda ve konakçılarda 

bulunması neden\yle, \nsanlara kes\n bulaşma yolu bel\rs\zl\ğ\n\ korumaktadır. 

Mevcut l\teratürde, dermatof\toz da dah\l olmak üzere L. aphanoclad$$'ye atfed\len \nsan 

enfeks\yonları daha önce belgelenmem\şt\r. Dolayısıyla, bu tez çalışması L. 

aphanoclad$$'n\n neden olduğu \lk dermatof\toz raporudur. Kl\n\syenler, özell\kle de 

dermatoloj\ ve m\koloj\ alanında uzmanlaşmış olanlar, bu nad\r mantarın farkında 

olmalıdır. 
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