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Ica (interselliler adezyon) operonunu kodlayan enzimler tarafindan polisakkarit inter-
selluler adezin (PIA) tretimi, stafilokoklardaki biofilm gelisiminin su ana kadar en iyi anlasiimis
mekanizmasidir. 1S256, ica operonuna geri dontisimlu olarak eklenmek suretiyle ica operonu
ekspresyonunu ve sonrasinda da biyofilm olusumunu etkileme kapasitesine sahip mobil bir
elemandir. Bu calismanin amaci 1998-2004 yillar arasinda cesitli klinik 6rneklerden elde edilen
207 Staphylococcus aureus izolatinda insersiyon sekansi 1S256'nin biofilm olusumu lzerine etkisini
arastirmaktir. 1998-2004 yillari arasinda Ankara ve Hacettepe Universitelerinde yatan hastalara ait
cesitli klinik 6rneklerden elde edilen 207 S. aureus izolati (kan, kateter, solunum yolu 6rnekleri,
steril vucut sivilari, yara, balgam, idrar, ply) calismaya dahil edildi. Calisilan suslarin 28'i (%13.5)
metisilin duyarli (MSSA),133'0 (%64.2) metisilin direncli (MRSA), 46's1 (%22.2) ise hetero-VISA
(vankomisine heterojen olarak orta duyarl S. aureus) suslarini iceren izolatlar idi. Stafilokok kulttr-
lerinden genomik DNA ekstrakte edildikten sonra amplifikasyon kalibi olarak kullanildi. Biyofilm
genleri (icaA, icaD) ve 1S256 yi saptamak amaciyla simpleks PCR lar yapildi. 207 sus icinde icaA
pozitifligi %89.4 (185 izolat), icaD pozitifligi %97.1 (201 izolat), biofilm genlerinin her ikisinin de
pozitifligi: %88.9 (184 izolat), sadece birinin pozitifligi %8.7 (18 izolat) oraninda bulundu.Biyofilm
genleri (ica) MRSA ve hVISA izolatlarinda, MSSA izolatlarina gore daha yiiksek oranda saptandi(p<
0.001). 1S256 pozitifligi hVISA suslarinda MRSA'dan, MRSA suslarinda ise MSSAdan daha yuksek
oranda tesbit edildi (p<0.001) Biyofilm pozitiflik prevalansi 1S256 iceren suslarda anlamli derecede
yuksek bulundu (p < 0.001), bu da S. aureus’un klinik izolatlarinda 1S256'nin ica operonu ekspres-
yonunu etkileyerek biyofilm olusumuna yol actigini distinduirdi.

Anahtar Sézciikler: Biyofilm, S. aureus, icaA, icaD, 15256

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 15256, 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 1S256 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), 1S256. 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). 1S256 positivity among MRSA and hetero-VISA isolates were also significantly higher than
those among MSSA isolates (p<0.001). Biofilm genes among 1S256 positive S. aureus isolates were
found significantly higher than those among 1S256 negative S. aureus isolates (p<0.001). 1S256
have the capacity to influence expression of the ica operon and subsequent biofilm formation.

Key Words : Biofilm, S. aureus, icaA, icaD, 15256

Slime matriks icine gémiilii hiicre taba- yon) operonunu kodlayan enzimler ta-
kalarindan olusan biyofilmler, inat- rafindan polisakkarit interselliiler ade-
¢t ve kronik enfeksiyonlarin temeli- zin (PIA) {iretimi, stafilokoklardaki bi-
ni olustururlar. /ca (interselliiler adez- ofilm gelisiminin su ana kadar en iyi

53



Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mecmuasi 2009, 62(2)

anlagilmis mekanizmasidir. PIA, ica-
ADBC gen grubunun tiriintdir ve bi-
ofilm olusumu sirasinda hiicreler ara-
st iletisimi saglar (1). Jca ADBC hem
Staphylococcus aureus, hem Staphylococ-
cus epidermidiste bulunan bir operon-
dur(2).Ozellikle icaA ve icaD S. aure-
us ve S. epidermidis deki slime {iretimi
agisindan  énemli role sahiptir (3). S.
aureus iliskili enfeksiyonlar KNS (Ka-
ogulaz Negatif Stafilokok)’ler ile ilis-
kililerden daha yiiksek morbidite ve
mortaliteye sahiptir. S. aureus’un biyo-
film olusturmasi nosokomiyal enfeksi-
yonlara katki saglayan primer faktor-

diir(4).

1S256, ica operonuna geri doniisiimlii ola-
rak eklenmek suretiyle icz operonu
ekspresyonunu ve sonrasinda da biyo-
film olusumunu etkileme kapasitesine
sahip mobil bir elemandir. Slime iire-
timinin ve biyofilm olusumunun dii-
zenlenmesinde rol oynar (5,6) 1S256
tarafindan  gerceklestirilen kromozo-
mal rearanjmanin S. epidermidisdeki
biyofilm olusumunu degistirdigi gos-
terildi (7); #ca gen grubuna 1S256' nin
insersiyon ve eksizyonu S. aureusun
biyofilm fazlarinda degisme ile so-
nuclanir (8) ve 1S256'nin varhigt S.
epidermidisdeki biyofilm olusumu ile
oldugu kadar aminoglikozid (AG) di-
renci ile de iliskili bulunmustur (9).
Muhtemelen AG direng geni ile IS256
genellikle ayni stafilokokkal transpo-
zonda bulunmaktadir (10,11)

SCCrmec ve 1S256, ica operonunu igeren
spesifik S. epidermidis klonlarinda be-
raber bulunur ve hastane ortamini ter-
cih eder (11). IS256 ayni zamanda pa-
tojenite ile iligkili genlerin ekspres-
yonunu etkiler ve 1S256'nin multipl

degisen cevre kosullarina daha uyum-
lu ve adapte hale getirir (12). Bu ne-
denle IS256 invaziv suglarda bulunan
virulans iligkili bir gen gibi goriinmek-

tedir (9,12).
Ornek olarak IS256’nin eklenmesiyle tcaA

geni inaktive olarak S. aureusdaki gli-
kopeptid direncini arturir (13). Bunun
yamsira 1S256’nin transpozisyonu S.
aureusdaki mutant //m geninin trans-
kripsiyonunu arttiran yeni bir hibrid
protomerin olusmasini saglar (14).

Bu caligmanin amact 1998-2004 yillart
arasinda cesitli klinik 6rneklerden elde
edilen 207 S. aureus izolatinda insersi-
yon sekanst IS256'nin biofilm olusu-
mu lizerine etkisini aragtirmaktir.

Materyal, Metod

1998-2004 yillari arasinda Ankara ve Ha-
cettepe Universitelerinde yatan hasta-
lara ait cesitli klinik 6rneklerden elde
edilen 207 S. aureus izolat1 (kan, kate-
ter, solunum yolu 6rnekleri, steril vu-
cut sivilari, yara, balgam, idrar, piiy)
caligmaya dahil edildi. Calisilan sus-
larin 28’1 (%13.5) metisilin duyar-
Ii (MSSA),133’ii (%64.2) metisilin
direncli (MRSA), 46’st (%22.2) ise
hetero-VISA (vankomisine heterojen
olarak orta duyarli S. aureus) suslarint
iceren izolatlar idi.

Stafilokok kiiltiirlerinden genomik DNA
ekstrakee edildikten sonra amplifikas-
yon kalibt olarak kullanildi. Biyofilm
genleri (icad, icaD) ve 1S256 y1 sap-
tamak amaciyla Tablo 1'de tanimla-
nan primerler kullanilarak simpleks
PCR lar yapildi. Son hacim 50 pl ola-
cak sekilde hazirlanan PCR reaksiyon

ri primer, 50 pmol geri primer her bir
dNTPden 200’er mM ve 1.5 U Taq
DNA polimeraz ve 5 pl genomik DNA
ornegi icermekteydi. DNA amplifikas-
yonu DNA termal dongii cihazinda
(Techne, UK) gerceklestirildi. Termal
déngti sartlari: icaA ve icaD icin; 92°C
de 3 dk lik ilk denaturasyonunun ar-
dindan, 30 siklusluk amplifikasyon ba-
samagt (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 sekilde ayarlandi (15).

1S256 i¢in; 94°C de 3 dk ilk denaturas-
yonun ardindan, 30 siklusluk amplifi-
kasyon basamagi (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 sekilde ayarland:
(15 nolu kaynagin modifikasyonu ile).

PCR drtinleri elektroforez ile %2’lik aga-
roz jelde (Serva, Germany) UV 1181 al-
tinda incelendi.

DNA biiyiikliik belirteci olarak icaA ve
IS256 icin O’GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder (Fermentas, Lithuania),
icaD i¢in ise O’GeneRuler™ 50bp
DNA Ladder (Fermentas, Lithuania)
kullanild:.

Bulgular

207 sus icinde icaA pozitifligi %89.4 (185
izolat), icaD pozitifligi %97.1 (201
izolat), biofilm genlerinin her ikisinin
de pozitifligi: %88.9 (184 izolat), sa-
dece birinin pozitifligi %8.7 (18 izo-
lat) oraninda bulundu (Sekil 1, 2).

Biyofilm genleri MRSA ve hVISA izolat-
larinda, MSSA izolatlarina gore daha
yiiksek oranda saptand: (Tablo 2).

kopyalart  S. epidermidis genomunu karigimi 3 mM MgCI2, 50 pmol ile-
Tablo 1. Kullanilan primerler ve annealing isilari

Hedef Primer dizisi PCR annealing Amplikon Referans

gen Isisi (C°) bUyUklaga (bp)

icaA 5’-CCTAACTAACGAAAGGTAG-3

49 1315 Vasudevan ve ark (15)

5-AAGATATAGCGATAAGTGC-3’

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

IS256  5-TGA AAA GCGAAG AGA TTC AAAGC-3’ 55 1102 Montanaro ve ark. (10)

5’-ATG TAG GTC CAT AAG AAC GGC-3
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207 susun 154’tinde (%74.4) 1S256 pozi-
tifligi tesbit edildi (Sekil 3).

IS256  pozitifligi  hVISA  suglarin-
da MRSAdan, MRSA suslarinda ise
MSSAdan daha yiiksek oranda tesbit
edildi (p<0.001) (Tablo 3).

1S256(+)/icaA,D(+) sus sayist 148 (%71.5),
1S256(-)/icaA,D(-) sus sayist 3 (%1.4),
icaA,D(+)/ 1S256(-)sus say1s1 36 (%17.4),
icaA,D(-)] 1S256(+)sus say1st 2 (%1) ola-
rak tespit edildi.

1S256 pozitifligi, biofilm genleri pozitifligi
ile dogru orantli bulundu (Tablo 4).

Istatistiksel incelemeler

Istatistiksel degerler Pearson Chi-Square
testiyle yorumlandi, p<0.05 istatistik-
sel olarak anlamli kabul edildi.

Tartisma

Biyofilm pozitif S. aureus suslari, biyofilm
negatiflere gore daha cesitli klinik or-
tamlardan izole edilir(16). Biyofilmler
inatct enfeksiyonlarla iliskilidir (4) ve
planktonik hiicrelere gore antibiyotik-

Tablo 2. Biofilm genlerinin gruplara gére dagilimi

lere daha az duyarlidir. Bu azalmis di-
reng: (i) antibiyotigin biyofilm i¢ine
yetersiz girisi; (ii) biyofilm icinde go-
miilii olan bakterilerin iireme oraninin
azalmast; ve (iii) diigman bir cevrede-
ki hiicrelerin hayatta kalabilmesi icin
gerekli olan metabolik durumlarin bi-
yofilm icindeki degisiminin ¢ok cesit-
li olmasi ile iligkilidir. Bu faktorlerin
kombinasyonu biyofilm iliskili bakte-
rilerin antimikrobiyal direng kapasite-
sini arttirir(17).

Onceki calismalarla uyumlu olarak izolat-
larimizin ¢ogunda (184/207 %88.9),
ica lokusunun varligi tesbit edildi. ica
gen lokusunun aragturilmast virulan
ve nonvirulan suglarin ayrilmasinda
en giivenilir yontemdir. Invaziv susla-
rin ¢ogunda mecA varligy ile ica lokusu
varlig1 bir arada bulunmaktadir(18).

1S256, stafilokoklarin genetik uyumun-
da, ¢evresel adaptasyonlarinda ve glo-
bal diizenleyici gen ekspresyonunda
rol oynamaktadir. Muhtemelen susla-
rin genotipik ve fenotipik adaptasyo-
nunu arttirmaktadir ve virulansla ilis-
kilidir (10). S.epidermidislerde yapilan

gruplar icaA P icaD P icaAD P degeri
pozitifligi degeri  pozitifligi  degeri  pozitifligi
(%,no) (%,no) (%,n0)
MSSA 64.3(18) 89.3 (25) 60.7 (17)
MRSA 91.7 (122) <0.001 98.5(131) =0.029 91,7 (122) <0.001
hVISA  97.8 (45) 97.8 (45) 97.8 (45)
toplam 89.4 (185) 97.1 (201) 88.9 (184)
Tablo 3. 1IS256 pozitifliginin MSSA, MRSA ve hVISA suslarindaki dagiimi
gruplar 1S256 pozitifligi (%) P degeri
MSSA 3.6
MRSA 80.5 <0.001
hVISA 100.0
toplam 74.4 (154)
Tablo 4. 1S256 ile biofilm genlerinin iligkisi
gruplar IcaA P degeri IcaD P degeri IcaA,D P degeri
pozitif(%) pozitif(%) pozitif(%)
IS256 69.8 92.5 17.4 (36)
negatif
<0.001 =0.039 <0.001
IS256 96.1 98.7 71.5 (148)
pozitif

caligmalarda IS256, kommensal izolat-
larda nadirken, invaziv suglarda tipik

olarak bulunmakreadir (9, 19)

Koskela ve ark.nin (20) caligmasinda PCR
ile tesbit edilen 1S256 insersiyon se-
kansi prostetik eklem enfeksiyonu
(PEE) izolatlarinin ¢ogunda gdsteril-
di (%81). IS256 tasiyan PEE izolat-
larinin %58’inin (15/26) ayni zaman-
da ica operonunu da tagidig, yani ica
operonu ve 1S256'n1n birarada bulun-
ma oraninin %94 (15/16) oldugu be-
lirlendi. Ilaveten kan kiiltiirlerinden
(13), KIT (Kemik 1ligi Transplantas-
yonu) hastalarindan (19), diisitk do-
gum agurlikli yenidoganlardan (21)
izole edilen S. epidermidislerin sira-
styla %87, %94, ve %67 oranlarinda
1S256 tasidiginin gosterildigi calisma-
lar vardir. Bizim suslarimizda ise 207
susun 154’tinde (%74.4) 1S256 pozi-
tifligi tesbit edildi ve diger caligmalar-
la uyumlu bulundu. Biyofilm genleri
MRSA ve hVISA izolatlarinda, MSSA
izolatlarina gore daha yiiksek oranda
saptandi.

1S256, MSSA larda daha diisiik, MRSA
ve hVISA suslarinda istatistiksel ola-
rak anlamli olacak sekilde daha yiik-
sek oranda bulundu. Bu verilerin 15181
alunda IS256 antibiyotik direncinde
rol oynuyor diyebiliriz. Bizim sonug-
larimizla uyumlu olacak sekilde Kwon
ve ark.nin (6) calismasinda 66 MRSA
izolatinin 54’{i (%81.8), 35 MSSA su-
sunun 14’04 (%40) 1S256 pozitif bu-
lundu (p < 0.001).

Montanaro ve ark. (10) bizim bulgulari-
miuzla uyumlu olarak klinik izolatlar-
da biofilm olusumu ile IS256 varlig
arasinda (dogru orantili) kuvvetli ilis-
ki buldu. 70 izolatin icinde 31 1S256-
pozitif/ica- pozitif, 3 1S256- pozitif /
ica-negatif, 6 IS256- negatif /ica- pozi-
tif, 30 IS256- negatif /ica- negatif sus
saptadi. Bizim ¢alismamizda IS256(+)/
icaA,D(+) sus sayist 148 (%71.5),
1S256(-)/icaA,D(-) sus sayist 3 (%1.4),
icaA,D(+)]  1S256-)sus sayist 36
(%17.4), icaA,D(-)/ 1S256(+)sus say1-
s1 2 (%1) olarak tesbit edildi. Italyada
Petrelli ve ark. nin (1) yapug: kateter
iligkili enfeksiyonlardan izole edilen
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1315 bpdcaa

Sekil 1. icaA lokusuna ait PCR amplifikasyon Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi

381 bp-ical

Sekil 2. icaD lokusuna ait PCR amplifikasyon Grlnlerinin agaroz jel elektroforezi

102bp-IS

Sekil 3. 1S256’ya ait PCR amplifikasyon Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi

S.epidermidis suslarinda yapilan bir
calismaya gore ica operonunu tastyan
suglarin ¢ogu ayni zamanda genomla-
rinda mecA ve 1S256 y1 da bulundu-
ruyordu. 18256, icaADBCi+suslarda
daha ¢ok bulunuyordu. icaADBC+
izolatlarin % 79’u IS256 y1 da tagtyor,
icaADBC-lerin de % 40’1 IS tagtyordu
(anlamli fark var). Bu veriler IS256 nin
varhiginin icaADBC operon ekspresyo-
nunu etkileyen faktdrlerden biri oldu-
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