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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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Ozet : Bu galisma tavuk ve tavuk etlerinden izole edilen Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis (S. Enteritidis) suslarinin  Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ve Faj tiplendirme
yontemleriyle tiplendirilmesi amaciyla yapildi. Toplam 38 S. Enteritidis susu Xbal restriksiyon enzimi
kullamlarak PFGE yontemiyle tiplendirildi. Tiplendirme sonucunda 7 farkli bant profili elde edildi. Analiz
edilen 38 S. Enteritidis sugunun 27 sinde (%71) ayn1 PFGE bant profili (X]) saptandi. Tam suglar arasindaki
genetik benzerlik % 85 bulundu. Faj tiplendirme sonucunda 38 sugun 15°i (% 39.4) S. Enteritidis PT4 (Faj Tip
4) olarak tiplendirildi. Suglarin % 18.4’1 PT7, % 13.1°1 PT16, % 10.5%1 PT1, % 7.8’i PT6 ve % 2.6’s1 PT35 faj
tipinde bulundu. Suglarin 3’Uniin faj tipi belirlenemedi. Farkli faj tipindeki (PT1, 4, 6 ve 7) suglarda aym
PFGE profili (X1) saptandi. Bu galigmanin sonuglan Tirkiye’de tavuk orijinli S. Enteritidis suglari arasinda
bir genetik iliskinin oldugunu géstermektedir. Insan ve hayvan izolatlar1 arasmdaki genetik iligkiyi ortaya
koymak igin ilave galigmalara ihtiyag duyulmaktadir.

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

Firat Universitesi Stileyman Demirel Keban Meslek Yiiksekokulu, 23119, Elazig
2 Etlik Merkez Veteriner Kontrol ve Aragtirma Enstitiisti, 06020, Ankara

16 Hakan KALENDER- Selahattin SEN

Giris
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) insanlarda
gida kaynakli enfeksiyonlara neden olan ve son yillarda tiim diinyada giderck 6nemi

artan bir Salmonella tiriidiir. Enfeksiyonun insanlara bulagmasinda S. Enteritidis ile
kontamine tavuk et ve yumurtalarn énemli bir rol oynamaktadir (2, 10, 29).

Tiirkiye’de 2000 ve 2002 yillarni arasinda insanlardan izole edilen Salmonella
suslarimin % 47°sinin S. Enteritidis oldugu bildirilmistir (13). Yine Tiirkiye’de son
villarda farkli bolgelerde yapilan ¢calismalarda tavuk etleri ve tavuklardan en fazla izole
edilen Salmonella tiirii S. Enteritidis’dir (3,9, 17, 18).

Epidemiyolojik calismalarda S. Enteritidis suslarimn tiplendirilmesi amaciyla
klasik yontem olan faj tiplendirmenin (16, 31) vamnda,  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 molekiiller yontemler de kullamlmaktadir. Molekiiler
tiplendirme yontemleri suslar arasinda klonal iliskiyi ortaya koyarak salginlarin
kaynagi, bulasma yollann ve bulasma dereceleri hakkinda bilgiler sunmaktadir.
Molekiiler yontemler arasinda PFGE y6nteminin ayrim giiciiniin oldukga yiiksek oldugu
ve altin standart yontem olarak kabul edildigi bildirilmektedir (12, 33).

Bu ¢alisma tavuk ve tavuk etlerinden izole edilen S. Enteritidis suslarim faj
tiplendirme ve PFGE yontemleriyle tiplendirmek amaciyla yapilmistir.

Materyal ve Metot
S. Enteritidis Suslan

Calismada tavuk bagirsagindan izole edilen 17 ve tavuk etinden izole edilen 21
olmak tiizere toplam 38 sus kullanildi. Bu suslarin 22°si (17 bagirsak izolat1 ve 5 tavuk
eti izolat1) Dogu Anadolu Bélgesine aitti. Kullamlan diger 16 sus Etlik Merkez
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinden temin edildi. Bu suslar ise Tiirkiye nin
farkli bolgelerinden izole edildi. Izolatlarin her biri farkli kiimeslere ait olup, izolasyon
iglemi farkl: tarihlerde gergeklestirildi.

PFGE Analizi

Suslarin PFGE ile analizi Xbal (Promega, United Kingdom) restriksiyon enzimi
kullanilarak CDC PulseNet protokoliine gore yapildi (27). Kisaca; izolatlar kanli agarda
37 °C’de 18 saat inkubasyona birakildiktan sonra bir 6ze dolusu almarak 5 ml CSB
buffer (100 mM Tris, 100 mM EDTA, pH 8.0) iceren tiip icinde siispanse edildi. Bakteri
yogunlugu spektrofotometre (Dynex) kullanilarak 620 nm’de 0.12 absorbans olacak
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sekilde ayarlandi. Tiipler 3600 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ust stv1 dokiildiikten
sonra pelet iizerine 300 ul CSB ve 25 ul proteinaz K(sigma) ilave edildi. Diisiik erime
1s1l1 % 1°1ik agarozdan 700 ul alind1 ve tiip icerisine katildi. Birka¢ kez kanstirildiktan
sonra karisim agaroz kahplarna dagitildi. Agaroz kaliplart + 4 °C’de 10 dakika
bekletildi. Daha sonra agaroz bloklarn 5 ml lizis buffer (50 nm Tris pH 8.0, 50 nm
EDTA pH 8.0, %1 Sarcosyl) ve 25 pl proteinaz K igeren tiipe aktarildi. Bu tiipler
calkalamali su banyosunda 2 saat bekletildi. Lizis buffer atildiktan sonra agaroz bloklan
54 °C’de galkalamali su banyosunda 2 kez steril distile suyla ve 6 kez TE buffer (10:1)
ile yikand1. Agaroz bloklar1 kullanilincaya dek TE buffer icinde muhafaza edildi. Daha
sonra agaroz bloklar lam tizerine alind1 ve bisturi ile 1-2 mm kalinliginda parga kesildi.
Kesilen bu parca buffer igeren ependorf tipe kondu ve 37 °C’de 10 dakika 6n
inkubasyona birakildi. Ependorf tiipte bulunan sivi atiddiktan sonra iizerine 150 ul
restriksiyon enzim karnisimidan (15 pl enzim buffer 10X, 20 U Xbal enzimi, 133 ul
distile su) ilave edildi. Agar bloklar1 37 °C’de 2 saat inkubasyona birakildi. Enzim ile
kesilen agaroz kaliplart disli taraklarmm u¢ kismina kondu. Taraklar kaset igerisine
verlestirildi. Daha sonra kaset 0.5X Tris-Borate-EDTA soliisyonu ile hazirlanan PFGE
agaroz (Sea Kem Gold Agarose) ile dolduruldu. Yaklasik yarim saat sonra taraklar
¢ikarildr ve tabla iizerindeki agaroz PFGE tankina kondu. CHEF DR-II (Bio-Rad)
sisteminde 14 °C’de baslangic vurus siiresi 2.2 saniye, bitis vurus siiresi 63.8 saniye,
vurus agist 120°C ve 6 V/em akim ortaminda 20 saat elektroforez islemi uygulandi.
Elektroforez isleminden sonra jel ethidium bromid ile boyandi ve UV i1siginda
goriintilendi. Cekilen resimler TIFF dosyast seklinde kaydedildi. TIFF dosyalari
BioNumerics software (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) programi ile
analiz edildi. Farkli suslar arasindaki iliskiyi tammlamak igin profillerin dendogrami
olusturuldu ve kiime analizi yapild1.

Faj Tiplendirme

Ward ve ark. (31) tarafindan bildirilen  yontem kullamldi. Faj tipi
belirlenemeyen suglar RDNC (reacted but did not conform) olarak adlandirilda.

Bulgular

S. Enteritidis suslarimn faj tipleri ve PFGE profilleri Tablo 1°de gosterilmistir.
Incelenen 38 S. Enteritidis susunun PFGE analizi sonucunda 7 farkh profil elde edildi
(Sekil 1). Suslarin 27’sinde (% 71) X1, 4™ tinde (% 10.5) X3, 3’inde (% 7.9) X2, 1’inde
(% 2.6) X4, I'inde (% 2.6) X5, 1’inde (% 2.6) X6 ve 1’inde (% 2.6) X7 profili tespit
edildi. X1 profili hem tavuk eti hem bagirsak icerigi izolatlarinda, X2 profili sadece
bagirsak igerigi izolatlarinda, X3, X4, X5, X6 ve X7 profilleri de sadece tavuk eti
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izolatlarinda saptandi. Bant profillerinin analizi sonucunda suslar % 85 oraninda genetik
olarak benzer bulundu (Sekil 1). Faj tiplendirme sonucunda 38 susun 15’1 (% 39.4) S.
Enteritidis PT4 (Faj Tip 4), 7°si (% 18.4) PT7, 5’i (% 13.1) PT16, 4’1 (% 10.5°1) PT1,
31 (% 7.8) PT6 ve 1’1 (% 2.6) PT35 faj tipinde bulundu. Suslarin 3’iiniin faj tipi
belirlenemedi. Farkli faj tipindeki (PT1, 4, 6 ve 7) suslarda aym PFGE profili (X1)
saptandi.

Tartismave Sonucg

Son yillarda gerck insanlardan ve gerckse hayvanlardan S. Enteritidis’in
izolasyon orammn artmasina paralel olarak bu etkenin alt tiplerinin belirlenmesi ve
molekiiler karakterizasyonu ile ilgili calismalar dénem kazanmugtir. 1950 yilindan
itibaren faj tiplendirme yontemi epidemiyolojik ¢alismalarda kullanilmistir (16, 26, 30,
31). Son yillarda birgok aragtiric1 S. Enteritidis’in tiplendirilmesi amaciyla molekiiler
yontemleri kullanmiglardir (4, 7, 14, 22, 32). S. Enteritidis suslarnin ayirmminda tek bir
yontemin giivenilir olmadig1 bu nedenle birkag yontemin birlikte kullanilmasinin daha
giivenilir oldugu bildirilmigtir (20, 21, 26). PFGE yontemi molekiiler yontemler
igerisinde ayirma giicii oldukga yiiksek bir testtir (7, 11, 12)

Diger iilkelerde PFGE yontemiyle insan ve hayvan S. Enteritidis izolatlarinin
analizi yapimustir. Tayland’da tavuk etleri, tavuk ve insanlardan izole edilen 53 S
Enteritidis susunun 45°i aym PFGE profili gostermis, insan ve tavuk orijinli izolatlar
arasinda yiiksek oranda benzerlik bulunmustur (6). Cardinale ve ark. (7) Senegal’de
insan ve kanathlardan izole edilen 75 S. Enteritidis susunun 22 PFGE profili
gosterdigini, insan ve kanatl suglart arasinda genetik iligkinin oldugunu bildirmislerdir.
Liebana ve ark. (21), Ingiltere, Kuzey Irlanda, Ispanya, Hong Kong ve Amerika Birlesik
Devletlerin’den izole edilen ve ¢ogu kanatlt orijinli olan 233 S. Enteritidis izolatimin 14
PFGE profili gosterdigini bildirmiglerdir. Aym arastiricilar ribotipleme ile 53 farkl
profil elde ettiklerini ve Xbal-PFGE yontemi ile kombine olarak kullanildiginda
ribotiplemenin suglar arasindaki polimorfizmi saptamada duyarlt bir yéntem oldugunu
bildirmislerdir. Kore’de tavuklardan ve insanlardan izole edilen S. Enteritidis suslarinda
3 farkli PFGE profili saptanmis ve suslar % 94 oraminda benzer bulunmustur (8).
Sili’de 57 kanathi S. Enteritidis izolatimin 5 profil gosterdigi ve izolatlarin % 37’sinin
aymn profile sahip oldugu bildirilmistir (14).

PFGE yontemiyle S. Enteritidis suslarinin analizinde restriksiyon enzimi olarak
Xbal, Binl, Spel ve Nofl enzimleri kullamlmaktadir (6, 19, 26, 30). Baz1 ¢caligmalarda
degisik enzimler kombine olarak kullamlmustir (19, 26). Bununla birlikte birgok
arastirict sadece Xhal enzimi kullanarak genotiplendirme yapnugslardir (4, 7, 20, 22, 32).

Bu ¢aligmada Xbal restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan PFGE testinde 38 S.
Enteritidis susu 7 farkli profil gostermistir. Suslarin % 71°inde aym PFGE profili
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saptanmus ve suslar % 85 oraminda genetik olarak benzer bulunmustur. PFGE testinde Sus No Lzolasyon Kaynag PFGE Profili Faj Tipi
daha az bant farki olan izolatlarin genetik olarak yakin iliskili izolatlar olarak 1 Bagirsak X2 Pr1
degerlendirildigi bildirilmektedir (11, 12). Bu ¢alismada baz1 suslara ait bant sayisimn 2 Bagirsak X2 PI1
ve boyutunun farkliligindan dolay1 degisik PFGE profilleri elde edilmekle birlikte 3 Bagrsak 2 Pr1
suslar arasinda ¢ok fazla bir genetik farklilik saptanmamustir. Bazi suglarda gériilen bu o . B
bant sayis1 ve boyutlarindaki farklilik mutasyondan kaynaklanabilir. 4 lavuk eti X3 Prie
- o o o 5 Tavuk eti X3 PI16
Tavuk orijinli S. Enteritidis suslanmn faj tiplendirilmesi sonucunda Avrupa 6 avuk efi 3 PT16
iilkelerinde PT4%iin, Kanada ve ABD’de PT8, PT13 ve PT13a'mmn, Rusya ve SR
Macaristan’da PT1’in baskin faj tipi oldugu bildirilmistir (15, 29). Tiirkiye’de S. 7 lavuk eti X3 PT16
Enteritidis’in faj tiplendirilmesi ile ilgili calismalar oldukg¢a simirhidir. Yapilan birkag 8 Tavuk eti X1 PT7
c¢alismada insanlardan (1), tavuklardan (17) ve tavuk etlerinden (25) en fazla izole 9 Bagirsak X1 PT4
edilen faj tipi PT4°diir. Bu calismada suslanin % 39.4°ii PT4 faj tipinde bulunmus bunu 10 Lavuk fi X1 PT7
sirastyla PT7, PT16, PT1, PT6 ve PT35 faj tipleri izlemistir. Bu ¢alismada en fazla B )
PT4’tin saptanmas1 Tirkiye’de yapilan diger calismalardan (17, 25) elde edilen i lavukeeti X1 PT7
sonuglara benzerlik gostermektedir. 12 Bagirsak X1 PT4
.. . s . .. .. 13 Tavuk eti X1 PT7
PFGE ve faj tiplendirmenin birlikte kullamldig1 ¢alismalarda farkli faj tiplerinin N _
aym PFGE profilini gosterebilecegi bildirilmektedir (20, 21, 22, 26). Bu calismada X1 14 lavuk eti X1 PT4
PFGE profilini PT1, PT4, PT6 ve PT7 suslant gostermistir. Bu sonu¢ bu 4 faj tipi 15 Bagirsak X1 PT4
arasinda genetik bir iliskinin oldugunu gostermektedir. 16 Bagirsak X1 PT4
Sonug olarak, PFGE yéntemi zaman alici, zor, pahali ve 6zel ekipman gerektiren 17 Tavuk eti X1 PT7
bir yontem olmakla birlikte epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanilabilecek faydalr bir 18 Bagirsak X1 PT4
vontemdir. Tirkiye’de S. Enten'tidis.suslanmn molelg'iler karakteﬁzasy.o.n}l i.le. ilgili 19 Bagirsak X1 PT4
¢alismalar oldukca azdir. Bu nedenle insan ve hayvan izolatlan arasindaki iligkiyi daha 2 Basirsak X1 PT4
iyi anlamak icin genis kapsamli epidemiyolajik calismalara gereksinim vardir. sir
21 Bagirsak X1 PT1
Tesekkiir 22 Tavuk eti X1 PT4
PFGE ve faj tiplendirmenin yapilmasi i¢in laboratuar imkanlarim kullandiran 23 Bagirsak X1 PT4
Danimarka Gida ve Veteriner Arastirma Enstitiisinde gorevli  ProfiDr.Frank o Bagirsak X1 PT4
Acrestrup’a ve yurtdisi  doktora sonrasi arastirma bursu kapsaminda destek veren 55 Tavuk efi X1 PT6
TUBITAK ’a tesekkiir ederiz. e
26 Tavuk eti X1 PT6
27 Bagirsak X1 PT4
28 Bagirsak X1 PT4
29 Bagirsak X1 PT4
Tablo 1. S. Enteritidis suglarmin faj tipleri ve PFGE profilleri 30 vlvaVUk et? X 7
Table 1. Phage types and PFGE Patterns of S. Enteritidis strains 31 lavuk eti X1 PT7
32 Bagirsak X1 PT4
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33 Tavuk eti X1 RDNC*
34 Tavuk eti X1 RDNC*
35 Tavuk eti X4 PT16
36 Tavuk eti X5 PT6
37 Tavuk eti X6 PT35
38 Tavuk eti X7 RDNC*

* Faj tipi belirlenemeyen sug (RDNC)

Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

EEE 1

el ¥

. X2
. X1
. X4
. X3
. X5
. X6
. X7

Sekil 1. S. Enteritidis susglarmin PFGE profillerinin dendogrami1
Figure 1. : Dendogram of PFGE patterns of S. Enteritidis strains
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