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Ica (intersellüler adezyon) operonunu kodlayan enzimler tarafından polisakkarit inter-
sellüler adezin (PIA) üretimi, stafilokoklardaki biofilm gelişiminin şu ana kadar en iyi anlaşılmış 
mekanizmasıdır. IS256, ica operonuna geri dönüşümlü olarak eklenmek suretiyle ica operonu 
ekspresyonunu ve sonrasında da biyofilm oluşumunu etkileme kapasitesine sahip mobil bir 
elemandır. Bu çalışmanın amacı 1998-2004 yılları arasında çeşitli klinik örneklerden elde edilen 
207 Staphylococcus aureus izolatında insersiyon sekansı IS256’nın biofilm oluşumu üzerine etkisini 
araştırmaktır. 1998-2004 yılları arasında Ankara ve Hacettepe Üniversitelerinde yatan hastalara ait 
çeşitli klinik örneklerden elde edilen 207 S. aureus izolatı (kan, kateter, solunum yolu örnekleri, 
steril vucut sıvıları, yara, balgam, idrar, püy) çalışmaya dahil edildi. Çalışılan suşların 28’i (%13.5) 
metisilin duyarlı (MSSA),133’ü (%64.2) metisilin dirençli (MRSA), 46’sı (%22.2) ise hetero-VISA 
(vankomisine heterojen olarak orta duyarlı S. aureus) suşlarını içeren izolatlar idi. Stafilokok kültür-
lerinden genomik DNA ekstrakte edildikten sonra amplifikasyon kalıbı olarak kullanıldı. Biyofilm 
genleri (icaA, icaD) ve IS256 yı saptamak amacıyla simpleks PCR lar yapıldı. 207 suş içinde icaA 
pozitifliği %89.4 (185 izolat), icaD pozitifliği %97.1 (201 izolat), biofilm genlerinin her ikisinin de 
pozitifliği: %88.9 (184 izolat), sadece birinin pozitifliği %8.7 (18 izolat) oranında bulundu.Biyofilm 
genleri (ica) MRSA ve hVISA izolatlarında, MSSA izolatlarına göre daha yüksek oranda saptandı(p< 
0.001). IS256 pozitifliği hVISA suşlarında MRSA’dan, MRSA suşlarında ise MSSA’dan daha yüksek 
oranda tesbit edildi (p<0.001) Biyofilm pozitiflik prevalansı IS256 içeren suşlarda anlamlı derecede 
yüksek bulundu (p < 0.001), bu da S. aureus’un klinik izolatlarında IS256’nın ica operonu ekspres-
yonunu etkileyerek biyofilm oluşumuna yol açtığını düşündürdü.

Anahtar Sözcükler: Biyofilm, S. aureus, İcaA, İcaD, IS256

Biofilms consist of a cell-multilayer embedded in a slime matrix and they are the basis for produc-
tion of polysaccharide adhesion by ica-operon-encoded enzymes is currently the best understood 
mechanism of biofilm development in staphylococci. The insertion sequence IS256, a mobile ele-
ment frequently associated to transposons has the capacity to influence expression of the ica 
operon and subsequent biofilm formation by reversible insertion into the ica operon. We aimed to 
elucidate the role of insertion sequence IS256 in biofilm formation among various Staphylococcus 
aureus isolates from clinical specimens of hospitalized patients at Ankara and Hacettepe Universi-
ties. A total of 207 S. aureus strains isolated between 1998 and 2004 from clinical specimens were 
included in the study. A total of 28 of the S. aureus isolates studied were methicillin-susceptible S. 
aureus (MSSA), 133 were methicillin-resistant S. aureus (MRSA), and 46 were vancomycin-interme-
diate S. aureus (hetero-VISA) isolates. Genomic DNA was extracted from staphylococcal cultures 
and used as an amplification template with the primers in simplex PCRs for detection of biofilm 
genes (icaA, icaD), IS256. Of all S. aureus isolates studied 185 (89.4%) were positive for icaA, 201 
(97.1%) were positive for icaD, 184 (88.9%) were positive for both whereas 18 (8.7%) strains were 
positive for only one of them. We found the positivity rates of biofilm genes (ica genes) among 
MRSA and hetero-VISA isolates were significantly higher than those among MSSA isolates (p< 
0.001). IS256 positivity among MRSA and hetero-VISA isolates were also significantly higher than 
those among MSSA isolates (p<0.001). Biofilm genes among IS256 positive S. aureus isolates were 
found significantly higher than those among IS256 negative S. aureus isolates (p<0.001). IS256 
have the capacity to influence expression of the ica operon and subsequent biofilm formation.
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Slime matriks içine gömülü hücre taba-
kalarından oluşan biyofilmler, inat-
çı ve kronik enfeksiyonların temeli-
ni oluştururlar. Ica (intersellüler adez-

yon) operonunu kodlayan enzimler ta-
rafından polisakkarit intersellüler ade-
zin (PIA) üretimi, stafilokoklardaki bi-
ofilm gelişiminin şu ana kadar en iyi 
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anlaşılmış mekanizmasıdır. PIA, ica-
ADBC gen grubunun ürünüdür ve bi-
ofilm oluşumu sırasında hücreler ara-
sı iletişimi sağlar (1). Ica ADBC hem 
Staphylococcus aureus, hem Staphylococ-
cus epidermidis’te bulunan bir operon-
dur(2).Özellikle icaA ve icaD S. aure-
us ve S. epidermidis ’deki slime üretimi 
açısından  önemli role sahiptir (3). S. 
aureus ilişkili enfeksiyonlar KNS (Ka-
ogulaz Negatif Stafilokok)’ler ile iliş-
kililerden daha yüksek morbidite ve 
mortaliteye sahiptir. S. aureus’un biyo-
film oluşturması nosokomiyal enfeksi-
yonlara katkı sağlayan primer faktör-
dür(4).  

IS256, ica operonuna geri dönüşümlü ola-
rak eklenmek suretiyle ica operonu 
ekspresyonunu ve sonrasında da biyo-
film oluşumunu etkileme kapasitesine 
sahip mobil bir elemandır. Slime üre-
timinin ve biyofilm oluşumunun dü-
zenlenmesinde rol oynar (5,6)  IS256 
tarafından gerçekleştirilen kromozo-
mal rearanjmanın S. epidermidis’deki 
biyofilm oluşumunu değiştirdiği gös-
terildi (7); ica gen grubuna IS256’nın 
insersiyon ve eksizyonu  S. aureus’un 
biyofilm fazlarında değişme ile so-
nuçlanır (8) ve  IS256’nın varlığı  S.  
epidermidis’deki biyofilm oluşumu ile 
olduğu kadar aminoglikozid (AG) di-
renci ile de  ilişkili bulunmuştur (9). 
Muhtemelen AG direnç geni ile IS256 
genellikle aynı stafilokokkal transpo-
zonda bulunmaktadır (10,11)  

SCCmec ve IS256, ica operonunu içeren 
spesifik S. epidermidis klonlarında be-
raber bulunur ve hastane ortamını ter-
cih eder (11). IS256 aynı zamanda pa-
tojenite ile ilişkili genlerin ekspres-
yonunu etkiler ve IS256’nın multipl 
kopyaları  S. epidermidis genomunu 

değişen çevre koşullarına daha uyum-
lu ve adapte hale getirir (12). Bu ne-
denle IS256 invaziv suşlarda bulunan 
virulans ilişkili bir gen gibi görünmek-
tedir (9,12).  

Örnek olarak IS256’nın eklenmesiyle tcaA 
geni inaktive olarak S. aureus’daki gli-
kopeptid direncini arttırır (13). Bunun 
yanısıra IS256’nın transpozisyonu S. 
aureus’daki mutant llm geninin trans-
kripsiyonunu arttıran yeni bir hibrid 
protomerin oluşmasını sağlar (14).

Bu çalışmanın amacı 1998-2004 yılları 
arasında çeşitli klinik örneklerden elde 
edilen 207 S. aureus izolatında insersi-
yon sekansı IS256’nın biofilm oluşu-
mu üzerine etkisini araştırmaktır.

Materyal, Metod

1998-2004 yılları arasında Ankara ve Ha-
cettepe Üniversitelerinde yatan hasta-
lara ait çeşitli klinik örneklerden elde 
edilen 207 S. aureus izolatı (kan, kate-
ter, solunum yolu örnekleri, steril vu-
cut sıvıları, yara, balgam,  idrar, püy) 
çalışmaya dahil edildi. Çalışılan suş-
ların 28’i (%13.5) metisilin duyar-
lı (MSSA),133’ü (%64.2) metisilin 
dirençli (MRSA), 46’sı (%22.2) ise 
hetero-VISA (vankomisine heterojen 
olarak orta duyarlı S. aureus) suşlarını 
içeren izolatlar idi.

Stafilokok kültürlerinden genomik DNA 
ekstrakte edildikten sonra amplifikas-
yon kalıbı olarak kullanıldı. Biyofilm 
genleri (icaA, icaD) ve IS256 yı sap-
tamak amacıyla Tablo 1’de tanımla-
nan primerler kullanılarak simpleks 
PCR lar yapıldı. Son hacim 50 µl ola-
cak şekilde hazırlanan PCR reaksiyon 
karışımı 3 mM MgCI2, 50 pmol ile-

ri primer, 50 pmol geri primer her bir 
dNTP’den 200’er mM ve 1.5 U Taq 
DNA polimeraz ve 5 µl genomik DNA 
örneği içermekteydi. DNA amplifikas-
yonu DNA termal döngü cihazında 
(Techne, UK) gerçekleştirildi. Termal 
döngü şartları: icaA ve icaD için; 92°C 
de 3 dk lık ilk denaturasyonunun ar-
dından, 30 siklusluk amplifikasyon ba-
samağı (92°C de 45 sn denaturasyon, 
49°Cde 45 sn annealing ve 72°C de 1 
dk uzama) ve 72°C de 7 dk inkubasyon 
olacak şekilde ayarlandı (15).

IS256 için; 94°C de 3 dk ilk denaturas-
yonun ardından, 30 siklusluk amplifi-
kasyon basamağı (94°C de 45 sn de-
naturasyon, 55°Cde 45 sn annealing 
ve 72°C de 1 dk uzama) ve 72°C de 7 
dk inkubasyon olacak şekilde ayarlandı 
(15 nolu kaynağın modifikasyonu ile).

PCR ürünleri elektroforez ile  %2’lik aga-
roz jelde (Serva, Germany) UV ışığı al-
tında incelendi.

DNA büyüklük belirteci olarak icaA ve 
IS256 için O’GeneRuler™ 100 bp 
DNA Ladder (Fermentas, Lithuania),  
icaD için ise O’GeneRuler™ 50bp 
DNA Ladder (Fermentas, Lithuania) 
kullanıldı.

Bulgular

207 suş içinde icaA pozitifliği %89.4 (185 
izolat), icaD pozitifliği %97.1 (201 
izolat),  biofilm genlerinin her ikisinin 
de pozitifliği: %88.9 (184 izolat), sa-
dece birinin pozitifliği %8.7 (18 izo-
lat) oranında bulundu (Şekil 1, 2).

Biyofilm genleri MRSA ve hVISA izolat-
larında, MSSA izolatlarına göre daha 
yüksek oranda saptandı (Tablo 2).

Tablo 1. Kullanılan primerler ve annealing ısıları

Hedef 
gen 

Primer dizisi PCR annealing 
ısısı (C°) 

Amplikon 
büyüklüğü (bp) 

Referans 

icaA 5’-CCTAACTAACGAAAGGTAG-3’ 
49 1315 Vasudevan ve ark (15)

5’-AAGATATAGCGATAAGTGC-3’ 
icaD 5’-AAACGTAAGAGAGGTGG-3’ 

5’-GGCAATATGATCAAGATAC-3’ 49 381 Vasudevan ve ark. (15) 

IS256 5’-TGA AAA GCGAAG AGA TTC AAAGC-3’ 
5’-ATG TAG GTC CAT AAG AAC GGC-3’ 55 1102 Montanaro ve ark. (10)
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207 suşun 154’ünde (%74.4) IS256 pozi-
tifliği tesbit edildi (Şekil 3).

IS256 pozitifliği hVISA suşların-
da  MRSA’dan, MRSA suşlarında ise 
MSSA’dan daha yüksek oranda tesbit 
edildi (p<0.001) (Tablo 3). 

IS256(+)/icaA,D(+) suş sayısı 148 (%71.5), 
IS256(-)/icaA,D(-) suş sayısı 3 (%1.4), 
icaA,D(+)/ IS256(-)suş sayısı 36 (%17.4), 
icaA,D(-)/ IS256(+)suş sayısı 2 (%1) ola-
rak tespit edildi.

IS256 pozitifliği, biofilm genleri pozitifliği 
ile doğru orantılı bulundu (Tablo 4). 

Istatistiksel İncelemeler

Istatistiksel değerler Pearson Chi-Square 
testiyle yorumlandı, p<0.05 istatistik-
sel olarak anlamlı kabul edildi.

Tartışma

Biyofilm pozitif S. aureus suşları, biyofilm 
negatiflere göre daha çeşitli klinik or-
tamlardan izole edilir(16). Biyofilmler 
inatçı enfeksiyonlarla ilişkilidir (4) ve 
planktonik hücrelere göre antibiyotik-

lere daha az duyarlıdır. Bu azalmış di-
renç: (i)  antibiyotiğin biyofilm içine 
yetersiz girişi; (ii) biyofilm içinde gö-
mülü olan bakterilerin üreme oranının 
azalması; ve (iii) düşman bir çevrede-
ki hücrelerin hayatta kalabilmesi için 
gerekli olan metabolik durumların bi-
yofilm içindeki değişiminin çok çeşit-
li olması ile ilişkilidir. Bu faktörlerin 
kombinasyonu biyofilm ilişkili bakte-
rilerin antimikrobiyal direnç kapasite-
sini arttırır(17). 

Önceki çalışmalarla uyumlu olarak izolat-
larımızın çoğunda (184/207  %88.9), 
ica lokusunun varlığı tesbit edildi. ica 
gen lokusunun araştırılması virulan 
ve nonvirulan suşların ayrılmasında 
en güvenilir yöntemdir. İnvaziv suşla-
rın çoğunda mecA varlığı ile ica lokusu 
varlığı bir arada bulunmaktadır(18). 

IS256, stafilokokların genetik uyumun-
da, çevresel adaptasyonlarında ve glo-
bal düzenleyici gen ekspresyonunda 
rol oynamaktadır. Muhtemelen suşla-
rın genotipik ve fenotipik adaptasyo-
nunu arttırmaktadır ve virulansla iliş-
kilidir (10). S.epidermidis’lerde yapılan 

çalışmalarda IS256, kommensal izolat-
larda nadirken, invaziv suşlarda tipik 
olarak bulunmaktadır (9, 19)

Koskela ve ark.nın (20) çalışmasında PCR 
ile tesbit edilen IS256 insersiyon se-
kansı prostetik eklem enfeksiyonu 
(PEE) izolatlarının çoğunda gösteril-
di (%81). IS256 taşıyan PEE izolat-
larının %58’inin (15/26) aynı zaman-
da ica operonunu da taşıdığı, yani ica 
operonu ve IS256’nın birarada bulun-
ma oranının %94 (15/16) olduğu be-
lirlendi. İlaveten kan kültürlerinden 
(13), KIT (Kemik İliği Transplantas-
yonu) hastalarından (19), düşük do-
ğum ağırlıklı yenidoğanlardan (21) 
izole edilen S. epidermidis’lerin sıra-
sıyla %87, %94, ve %67 oranlarında 
IS256 taşıdığının gösterildiği çalışma-
lar vardır. Bizim suşlarımızda ise 207 
suşun 154’ünde (%74.4) IS256 pozi-
tifliği tesbit edildi ve diğer çalışmalar-
la uyumlu bulundu. Biyofilm genleri 
MRSA ve hVISA izolatlarında, MSSA 
izolatlarına göre daha yüksek oranda 
saptandı.

IS256, MSSA larda daha düşük, MRSA 
ve hVISA suşlarında istatistiksel ola-
rak anlamlı olacak şekilde daha yük-
sek oranda bulundu. Bu verilerin ışığı 
altında IS256 antibiyotik direncinde 
rol oynuyor diyebiliriz. Bizim sonuç-
larımızla uyumlu olacak şekilde Kwon 
ve ark.nın (6) çalışmasında 66 MRSA 
izolatının 54’ü (%81.8), 35 MSSA su-
şunun 14’ü (%40) IS256 pozitif bu-
lundu (p < 0.001). 

Montanaro ve ark. (10) bizim bulguları-
mızla uyumlu olarak  klinik izolatlar-
da biofilm oluşumu ile IS256 varlığı 
arasında (doğru orantılı) kuvvetli iliş-
ki buldu. 70 izolatın içinde 31 IS256-
pozitif/ica- pozitif, 3 IS256- pozitif /
ica-negatif, 6 IS256- negatif /ica- pozi-
tif, 30 IS256- negatif /ica- negatif suş 
saptadı. Bizim çalışmamızda IS256(+)/
icaA,D(+) suş sayısı 148 (%71.5), 
IS256(-)/icaA,D(-) suş sayısı 3 (%1.4), 
icaA,D(+)/ IS256-)suş sayısı 36 
(%17.4), icaA,D(-)/ IS256(+)suş sayı-
sı 2 (%1) olarak tesbit edildi. İtalya’da 
Petrelli ve ark. nın (1) yaptığı kateter 
ilişkili enfeksiyonlardan izole edilen 

Tablo 2. Biofilm genlerinin gruplara göre dağılımı

gruplar icaA 
pozitifliği
(%,no) 

P 
değeri 

icaD 
pozitifliği
(%,no) 

P 
değeri 

icaAD 
pozitifliği
(%,no) 

P değeri 

MSSA 64.3 (18) 
<0.001

89.3 (25)
=0.029 

60.7 (17)
<0.001MRSA 91.7 (122) 98.5 (131) 91,7 (122) 

hVISA 97.8 (45) 97.8 (45) 97.8 (45) 
toplam 89.4  (185)  97.1 (201)  88.9 (184)  

 Tablo 3. IS256 pozitifliğinin MSSA, MRSA ve hVISA suşlarındaki dağılımı 

gruplar IS256 pozitifliği (%) P değeri

MSSA 3.6 

<0.001 MRSA 80.5 

hVISA 100.0 

toplam 74.4 (154) 

Tablo 4. IS256 ile biofilm genlerinin ilişkisi

gruplar IcaA 
pozitif(%) 

P değeri IcaD 
pozitif(%) 

P değeri IcaA,D 
pozitif(%) 

P değeri 

IS256  
negatif 

69.8 

<0.001

92.5

=0.039 

17.4 (36)

<0.001
IS256  
pozitif 

96.1 98.7 71.5 (148) 
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S.epidermidis suşlarında yapılan bir 
çalışmaya göre ica operonunu taşıyan 
suşların çoğu aynı zamanda genomla-
rında mecA ve IS256 yı da bulundu-
ruyordu. IS256, icaADBC+suşlarda 
daha çok bulunuyordu. icaADBC+ 
izolatların % 79’u IS256 yı da taşıyor, 
icaADBC−lerin de % 40’ı IS taşıyordu 
(anlamlı fark var). Bu veriler IS256’nın 
varlığının icaADBC operon ekspresyo-
nunu etkileyen faktörlerden biri oldu-

ğunu doğrulamaktadır (1). 

Bizim çalışmamızda biyofilm genleri (icaA, 
icaD)pozitif, IS256 negatif suşlar tüm 
suşların  %17.4 ünü (36 suş), biyofilm 
genleri (icaA, icaD)pozitif ,IS256 po-
zitif suşlar tüm  suşların  %71.5 unu 
(148) oluşturuyordu. Biyofilm pozi-
tiflik prevalansı IS256 içeren suşlarda 
anlamlı derecede yüksek bulundu (p < 
0.001), bu da S. aureus’un klinik izo-

latlarında biyofilm gelişiminin IS256 
varlığına bağlı olduğunu düşündürdü.

Çalışmamızda biyofilm genleri MRSA 
izolatlarında, MSSA izolatlarına göre 
daha yüksek oranda saptandı. Kwon 
ve ark.nın (6) çalışmasında da ben-
zer şekilde  MRSA suşları, MSSA’lara 
göre polistiren kültür plaklarındaki 
biyofilm pozitifliği ile anlamlı dere-
cede ilişkili bulundu. Bu sonuçlar da 
MRSA biyofilminin MSSA biyofil-
minden daha kalın olduğunu tanımla-
yan Jones ve ark. nın (22) morfolojik 
çalışmasıyla uyumlu bulundu. Her iki 
çalışmada da test edilen MRSA suşları 
ile IS256 varlığı arasında anlamlı ilişki 
tesbit edildi. Bu sonuç, MRSA suşuna 
IS256’nın transpozisyonu ile mutant 
llm geninin transkripsiyonunu arttıran 
yeni bir hibrid protomerin oluştuğunu 
düşündüren önceki çalışmalara daya-
narak (14) IS256’nın kromozom içine 
transpozisyonu veya rearanjmanının 
S. aureus’un metisilin direncine katkı 
sağlaması ile açıklanabilir (6).

Sonuç olarak çalışmamızda IS256 pozitif-
liği, biofilm genleri pozitifliği ile doğ-
ru orantılı bulundu. IS256 geni, dü-
zenleyici rolü göz önüne alındığında 
biofilm oluşumunu arttırıyor denebi-
lir. Eğer bir kere stafilokokkal biyofilm 
oluşursa; hücreler neredeyse hasarlan-
maz hale gelirler, immun sistem tara-
fından kaplanarak antibiyotik tedavisi-
ne direnç gösterirler. Bu nedenle biyo-
film oluşumunun çeşitli yönlerini an-
lamak çok önemlidir. Ancak ondan 
sonra kronik enfeksiyonlardaki stafi-
lokokkal dirençle başetmek için daha 
spesifik yollar geliştirilebilir (23).
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