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Analysis of Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Enteritidis Strains Isolated 
from Chickens and Chicken Meat by Pulsed-Field Gel Electrophoresis and Phage 

Typing 

Abstract: The aim of this study was to analyse S. Enteritidis strains isolated from chickens and 
chicken meat by Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) and phage typing. A total of 38 S. Enteritidis 
strains were analysed by PFGE after digestion of DNA with Xbal restriction enzyme. Seven different PFGE 
profiles were observed. A predominant type (X1) was found in 27 (71 %) of 38 S. Enteritidis strains. For all 
the strains, the genetic similarity was 85 %. The most common phage type was PT4, which was found in 15 
(39.4 %) of the strains. Other phage types were PT7 (18.4 % ) , PT16 (13.1 % ) , PT1(10.5 % ) , PT6 (7.8 %) and 
PT35 (2.6 % ) . Three strains were RDNC (reacted but did not conform). Different phage types such as PT1, 4, 
6 and 7 belonged to the same PFGE pattern (X1). 

The results of this study shows that S. Enteritidis strains originated from chickens in Turkey are 
genetically related. Further studies should be performed to determine genetic relationships among animal and 
human isolates. 
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Özet : Bu çalışma tavuk ve tavuk etlerinden izole edilen Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Enteritidis (S. Enteritidis) suşlarının Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ve Faj tiplendirme 
yöntemleriyle tiplendirilmesi amacıyla yapıldı. Toplam 38 S. Enteritidis suşu Xbal restriksiyon enzimi 
kullanılarak PFGE yöntemiyle tiplendirildi. Tiplendirme sonucunda 7 farklı bant profili elde edildi. Analiz 
edilen 38 S. Enteritidis suşunun 27 sinde (%71) aynı PFGE bant profili (XI) saptandı. Tüm suşlar arasındaki 
genetik benzerlik % 85 bulundu. Faj tiplendirme sonucunda 38 suşun 15'i (% 39.4) S. Enteritidis PT4 (Faj Tip 
4) olarak tiplendirildi. Suşların % 18.4'i PT7, % 13.1'i PT16, % 10.5'i PT1, % 7.8'i PT6 ve % 2.6'sı PT35 faj 
tipinde bulundu. Suşların 3'ünün faj tipi belirlenemedi. Farklı faj tipindeki (PT1, 4, 6 ve 7) suşlarda aynı 
PFGE profili (X1) saptandı. Bu çalışmanın sonuçları Türkiye'de tavuk orijinli S. Enteritidis suşları arasında 
bir genetik ilişkinin olduğunu göstermektedir. İnsan ve hayvan izolatları arasındaki genetik ilişkiyi ortaya 
koymak için ilave çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Tavuk, tavuk eti, S. Enteritidis, PFGE, faj tiplendirme 

G i r i ş 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) insanlarda 
gıda kaynaklı enfeksiyonlara neden olan ve son yıllarda tüm dünyada giderek önemi 
artan bir Salmonella türüdür. Enfeksiyonun insanlara bulaşmasında S. Enteritidis ile 
kontamine tavuk et ve yumurtaları önemli bir rol oynamaktadır (2, 10, 29). 

Türkiye'de 2000 ve 2002 yılları arasında insanlardan izole edilen Salmonella 
suşlarının % 47'sinin S. Enteritidis olduğu bildirilmiştir (13). Yine Türkiye'de son 
yıllarda farklı bölgelerde yapılan çalışmalarda tavuk etleri ve tavuklardan en fazla izole 
edilen Salmonella türü S. Enteritidis'dir (3, 9, 17, 18). 

Epidemiyolojik çalışmalarda S. Enteritidis suşlarının tiplendirilmesi amacıyla 
klasik yöntem olan faj tiplendirmenin (16, 31) yanında, Pulsed-Field Gel 
Electrophoresis (PFGE) (6, 7, 26, 32), Plazmid Profil Analizi (1, 23), Ribotipleme (28), 
Random Amplified Polymorphic DNA (5) ve Restriction Fragment Length 
Polymorphism (24) gibi moleküler yöntemler de kullanılmaktadır. Moleküler 
tiplendirme yöntemleri suşlar arasında klonal ilişkiyi ortaya koyarak salgınların 
kaynağı, bulaşma yolları ve bulaşma dereceleri hakkında bilgiler sunmaktadır. 
Moleküler yöntemler arasında PFGE yönteminin ayrım gücünün oldukça yüksek olduğu 
ve altın standart yöntem olarak kabul edildiği bildirilmektedir (12, 33). 

Bu çalışma tavuk ve tavuk etlerinden izole edilen S. Enteritidis suşlarını faj 
tiplendirme ve PFGE yöntemleriyle tiplendirmek amacıyla yapılmıştır. 

M a t e r y a l v e M e t o t 

S. Enteritidis Suşları 

Çalışmada tavuk bağırsağından izole edilen 17 ve tavuk etinden izole edilen 21 
olmak üzere toplam 38 suş kullanıldı. Bu suşların 22'si (17 bağırsak izolatı ve 5 tavuk 
eti izolatı) Doğu Anadolu Bölgesine aitti. Kullanılan diğer 16 suş Etlik Merkez 
Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsünden temin edildi. Bu suşlar ise Türkiye'nin 
farklı bölgelerinden izole edildi. İzolatların her biri farklı kümeslere ait olup, izolasyon 
işlemi farklı tarihlerde gerçekleştirildi. 

P F G E Analizi 

Suşların PFGE ile analizi XbaI (Promega, United Kingdom) restriksiyon enzimi 
kullanılarak CDC PulseNet protokolüne göre yapıldı (27). Kısaca; izolatlar kanlı agarda 
37 0C'de 18 saat inkubasyona bırakıldıktan sonra bir öze dolusu alınarak 5 ml CSB 
buffer (100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) içeren tüp içinde süspanse edildi. Bakteri 
yoğunluğu spektrofotometre (Dynex) kullanılarak 620 nm'de 0.12 absorbans olacak 
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şekilde ayarlandı. Tüpler 3600 rpm'de 10 dakika santrifüj edildi. Üst sıvı döküldükten 
sonra pelet üzerine 300 ul CSB ve 25 ul proteinaz K(sigma) ilave edildi. Düşük erime 
ısılı % 1'lik agarozdan 700 ul alındı ve tüp içerisine katıldı. Birkaç kez karıştırıldıktan 
sonra karışım agaroz kalıplarına dağıtıldı. Agaroz kalıpları + 4 0C'de 10 dakika 
bekletildi. Daha sonra agaroz blokları 5 ml lizis buffer (50 nm Tris pH 8.0, 50 nm 
EDTA pH 8.0, %1 Sarcosyl) ve 25 ul proteinaz K içeren tüpe aktarıldı. Bu tüpler 
çalkalamalı su banyosunda 2 saat bekletildi. Lizis buffer atıldıktan sonra agaroz blokları 
54 0C'de çalkalamalı su banyosunda 2 kez steril distile suyla ve 6 kez TE buffer (10:1) 
ile yıkandı. Agaroz blokları kullanılıncaya dek TE buffer içinde muhafaza edildi. Daha 
sonra agaroz blokları lam üzerine alındı ve bisturi ile 1-2 mm kalınlığında parça kesildi. 
Kesilen bu parça buffer içeren ependorf tüpe kondu ve 37 0C'de 10 dakika ön 
inkubasyona bırakıldı. Ependorf tüpte bulunan sıvı atıldıktan sonra üzerine 150 ul 
restriksiyon enzim karışımından (15 ul enzim buffer 10X, 20 U XbaI enzimi, 133 ul 
distile su) ilave edildi. Agar blokları 37 0C'de 2 saat inkubasyona bırakıldı. Enzim ile 
kesilen agaroz kalıpları dişli tarakların uç kısmına kondu. Taraklar kaset içerisine 
yerleştirildi. Daha sonra kaset 0.5X Tris-Borate-EDTA solüsyonu ile hazırlanan PFGE 
agaroz (Sea Kem Gold Agarose) ile dolduruldu. Yaklaşık yarım saat sonra taraklar 
çıkarıldı ve tabla üzerindeki agaroz PFGE tankına kondu. CHEF DR-II (Bio-Rad) 
sisteminde 14 0C'de başlangıç vuruş süresi 2.2 saniye, bitiş vuruş süresi 63.8 saniye, 
vuruş açısı 1200C ve 6 V/cm akım ortamında 20 saat elektroforez işlemi uygulandı. 
Elektroforez işleminden sonra je l ethidium bromid ile boyandı ve U V ışığında 
görüntülendi. Çekilen resimler TIFF dosyası şeklinde kaydedildi. TIFF dosyaları 
BioNumerics software (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) programı ile 
analiz edildi. Farklı suşlar arasındaki ilişkiyi tanımlamak için profillerin dendogramı 
oluşturuldu ve küme analizi yapıldı. 

Faj Tiplendirme 

Ward ve ark. (31) tarafından bildirilen yöntem kullanıldı. Faj tipi 
belirlenemeyen suşlar RDNC (reacted but did not conform) olarak adlandırıldı. 

B u 1 g u 1 a r 

S. Enteritidis suşlarının faj tipleri ve PFGE profilleri Tablo 1'de gösterilmiştir. 
İncelenen 38 S. Enteritidis suşunun PFGE analizi sonucunda 7 farklı profil elde edildi 
(Şekil 1). Suşların 27'sinde (% 71) X 1 , 4'ünde (% 10.5) X3, 3'ünde (% 7.9) X2, 1'inde 
(% 2.6) X4, 1'inde (% 2.6) X5, 1'inde (% 2.6) X6 ve 1'inde (% 2.6) X7 profili tespit 
edildi. X1 profili hem tavuk eti hem bağırsak içeriği izolatlarında, X2 profili sadece 
bağırsak içeriği izolatlarında, X3, X4, X5, X6 ve X7 profilleri de sadece tavuk eti 
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izolatlarında saptandı. Bant profillerinin analizi sonucunda suşlar % 85 oranında genetik 
olarak benzer bulundu (Şekil 1). Faj tiplendirme sonucunda 38 suşun 15'i (% 39.4) S. 
Enteritidis PT4 (Faj Tip 4), 7'si (% 18.4) PT7, 5'i (% 13.1) PT16, 4'ü (% 10.5'i) PT1, 
3'ü (% 7.8) PT6 ve 1'i (% 2.6) PT35 faj tipinde bulundu. Suşların 3'ünün faj tipi 
belirlenemedi. Farklı faj tipindeki (PT1, 4, 6 ve 7) suşlarda aynı PFGE profili (X1) 
saptandı. 

T a r t ı ş m a v e S o n u ç 

Son yıllarda gerek insanlardan ve gerekse hayvanlardan S. Enteritidis'in 
izolasyon oranının artmasına paralel olarak bu etkenin alt tiplerinin belirlenmesi ve 
moleküler karakterizasyonu ile ilgili çalışmalar önem kazanmıştır. 1950 yılından 
itibaren faj tiplendirme yöntemi epidemiyolojik çalışmalarda kullanılmıştır (16, 26, 30, 
31). Son yıllarda birçok araştırıcı S. Enteritidis'in tiplendirilmesi amacıyla moleküler 
yöntemleri kullanmışlardır (4, 7, 14, 22, 32). S. Enteritidis suşlarının ayırımında tek bir 
yöntemin güvenilir olmadığı bu nedenle birkaç yöntemin birlikte kullanılmasının daha 
güvenilir olduğu bildirilmiştir (20, 21, 26). PFGE yöntemi moleküler yöntemler 
içerisinde ayırma gücü oldukça yüksek bir testtir (7, 11, 12) 

Diğer ülkelerde PFGE yöntemiyle insan ve hayvan S. Enteritidis izolatlarının 
analizi yapılmıştır. Tayland'da tavuk etleri, tavuk ve insanlardan izole edilen 53 S. 
Enteritidis suşunun 45'i aynı PFGE profili göstermiş, insan ve tavuk orijinli izolatlar 
arasında yüksek oranda benzerlik bulunmuştur (6). Cardinale ve ark. (7) Senegal'de 
insan ve kanatlılardan izole edilen 75 S. Enteritidis suşunun 22 PFGE profili 
gösterdiğini, insan ve kanatlı suşları arasında genetik ilişkinin olduğunu bildirmişlerdir. 
Liebana ve ark. (21), İngiltere, Kuzey İrlanda, İspanya, Hong Kong ve Amerika Birleşik 
Devletlerin'den izole edilen ve çoğu kanatlı orijinli olan 233 S. Enteritidis izolatının 14 
PFGE profili gösterdiğini bildirmişlerdir. Aynı araştırıcılar ribotipleme ile 53 farklı 
profil elde ettiklerini ve XbaI-PFGE yöntemi ile kombine olarak kullanıldığında 
ribotiplemenin suşlar arasındaki polimorfizmi saptamada duyarlı bir yöntem olduğunu 
bildirmişlerdir. Kore'de tavuklardan ve insanlardan izole edilen S. Enteritidis suşlarında 
3 farklı PFGE profili saptanmış ve suşlar % 94 oranında benzer bulunmuştur (8). 
Şili'de 57 kanatlı S. Enteritidis izolatının 5 profil gösterdiği ve izolatların % 37'sinin 
aynı profile sahip olduğu bildirilmiştir (14). 

PFGE yöntemiyle S. Enteritidis suşlarının analizinde restriksiyon enzimi olarak 
Xbal, Blnl, Spel ve NotI enzimleri kullanılmaktadır (6, 19, 26, 30). Bazı çalışmalarda 
değişik enzimler kombine olarak kullanılmıştır (19, 26). Bununla birlikte birçok 
araştırıcı sadece XbaI enzimi kullanarak genotiplendirme yapmışlardır (4, 7, 20, 22, 32). 

Bu çalışmada XbaI restriksiyon enzimi kullanılarak yapılan PFGE testinde 38 S. 
Enteritidis suşu 7 farklı profil göstermiştir. Suşların % 71'inde aynı PFGE profili 
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saptanmış ve suşlar % 85 oranında genetik olarak benzer bulunmuştur. PFGE testinde 
daha az bant farkı olan izolatların genetik olarak yakın ilişkili izolatlar olarak 
değerlendirildiği bildirilmektedir (11, 12). Bu çalışmada bazı suşlara ait bant sayısının 
ve boyutunun farklılığından dolayı değişik PFGE profilleri elde edilmekle birlikte 
suşlar arasında çok fazla bir genetik farklılık saptanmamıştır. Bazı suşlarda görülen bu 
bant sayısı ve boyutlarındaki farklılık mutasyondan kaynaklanabilir. 

Tavuk orijinli S. Enteritidis suşlarının faj tiplendirilmesi sonucunda Avrupa 
ülkelerinde PT4'ün, Kanada ve ABD'de PT8, PT13 ve PT13a'nın, Rusya ve 
Macaristan'da PT1'in baskın faj tipi olduğu bildirilmiştir (15, 29). Türkiye'de S. 
Enteritidis'in faj tiplendirilmesi ile i lgi l i çalışmalar oldukça sınırlıdır. Yapılan birkaç 
çalışmada insanlardan (1), tavuklardan (17) ve tavuk etlerinden (25) en fazla izole 
edilen faj tipi PT4'dür. Bu çalışmada suşların % 39.4'ü PT4 faj tipinde bulunmuş bunu 
sırasıyla PT7, PT16, PT1, PT6 ve PT35 faj tipleri izlemiştir. Bu çalışmada en fazla 
PT4'ün saptanması Türkiye'de yapılan diğer çalışmalardan (17, 25) elde edilen 
sonuçlara benzerlik göstermektedir. 

PFGE ve faj tiplendirmenin birlikte kullanıldığı çalışmalarda farklı faj tiplerinin 
aynı PFGE profilini gösterebileceği bildirilmektedir (20, 21, 22, 26). Bu çalışmada X1 
PFGE profilini PT1, PT4, PT6 ve PT7 suşları göstermiştir. Bu sonuç bu 4 faj tipi 
arasında genetik bir ilişkinin olduğunu göstermektedir. 

Sonuç olarak, PFGE yöntemi zaman alıcı, zor, pahalı ve özel ekipman gerektiren 
bir yöntem olmakla birlikte epidemiyolojik çalışmalarda kullanılabilecek faydalı bir 
yöntemdir. Türkiye'de S. Enteritidis suşlarının moleküler karakterizasyonu ile i lgi l i 
çalışmalar oldukça azdır. Bu nedenle insan ve hayvan izolatları arasındaki ilişkiyi daha 
iyi anlamak için geniş kapsamlı epidemiyolojik çalışmalara gereksinim vardır. 

Teşekkür 

PFGE ve faj tiplendirmenin yapılması için laboratuar imkanlarını kullandıran 
Danimarka Gıda ve Veteriner Araştırma Enstitüsünde görevli Prof.Dr.Frank 
Aerestrup'a ve yurtdışı doktora sonrası araştırma bursu kapsamında destek veren 
TÜBİTAK'a teşekkür ederiz. 

Tab1o 1. S. Enteritidis suşlarının faj tipleri ve PFGE profilleri 
Tab1e 1. Phage types and PFGE Patterns of S. Enteritidis strains 

Suş No İzolasyon Kaynağ ı P F G E Profili Faj Tipi 

1 Bağırsak X 2 PT1 

2 Bağırsak X 2 PT1 

3 Bağırsak X 2 PT1 

4 Tavuk eti X3 PT16 

5 Tavuk eti X3 PT16 

6 Tavuk eti X3 PT16 

7 Tavuk eti X3 PT16 

8 Tavuk eti X 1 PT7 

9 Bağırsak X 1 PT4 

10 Tavuk eti X 1 PT7 

11 Tavuk eti X 1 PT7 

12 Bağırsak X 1 PT4 

13 Tavuk eti X 1 PT7 

14 Tavuk eti X 1 PT4 

15 Bağırsak X 1 PT4 

16 Bağırsak X 1 PT4 

17 Tavuk eti X 1 PT7 

18 Bağırsak X 1 PT4 

19 Bağırsak X 1 PT4 

20 Bağırsak X 1 PT4 

21 Bağırsak X 1 PT1 

22 Tavuk eti X 1 PT4 

23 Bağırsak X 1 PT4 

24 Bağırsak X 1 PT4 

25 Tavuk eti X 1 PT6 

26 Tavuk eti X 1 PT6 

27 Bağırsak X 1 PT4 

28 Bağırsak X 1 PT4 

29 Bağırsak X 1 PT4 

30 Tavuk eti X 1 PT7 

31 Tavuk eti X 1 PT7 

32 Bağırsak X 1 PT4 
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33 Tavuk eti X 1 RDNC* 

34 Tavuk eti X 1 RDNC* 

35 Tavuk eti X 4 PT16 

36 Tavuk eti X5 PT6 

37 Tavuk eti X 6 PT35 

38 Tavuk eti X 7 RDNC* 

* Faj tipi belirlenemeyen suş (RDNC) 

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%] 
PFGE-Xbal P F G E - X b a l 

0 5 00 
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Şekil 1. S. Enteritidis suşlarının PFGE profillerinin dendogramı 
Figure 1. : Dendogram of PFGE patterns of S. Enteritidis strains 
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