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เพาพงา มณฑนะพิคุ[ทธิ คุtu ลักษณะของยีน e rm  ( B ) , m e f  และ m e l  ในเช้ือ
Streptococcus pneumoniae ทีดือต่อยากลุ่ม macrolides ซึ่งแยกไค้จากผู้ป่วยในโรงพยาบาลจุพาลงกรณ 
(CHARACTERIZATION OF ermB, mef AND mel GENES IN MACROLIDE-RESISTANT 
Streptococcus pneumoniae ISOLATED FROM PATIENTS AT KING CHULALONGKORN 
MEMORIAL HOSPITAL). อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ดร.ธนิษฐา ฉัตรสุวรรณ, 149 หน้า.

การด้ือยา Macrolides ในเชื้อ Streptococcus pneum oniae  เป็นปิญหาเพิ่มสุงช้ืนในหลายประเทศทั่วโลก 
รวมทั้งประเทศไทย กลไกหลักที่เชื้อ ร . pneum oniae  ใช้ในการดื้อต่อยากลุ่ม macrolides มี 2 กลไกดือการ 
เปลี่ยนแปลงเป๋าหมายของยาโดยการ méthylation ท่ี 23S rRNAซ่ึงถูกกำหนดโดยยีน erm  (B) และการขับยาออก 
จากเชลล์ (efflux pump) ซ่ึงถูกกำหนดโดยยีน m e f  วัตถุประสงล์ในการศึกษาครั้งน้ีเพ๋ึอตรวจหาดวามชุกของ 
การคือยา macrolides และคุณลักษณะของยีนดื้อยาไค้แก,ยีน erm  (B) ยีน m e f  และยีน m el ใน เช ื้อ  ร . pneumoniae 
จำนวน 385 สายพันธุ ซ่ึงแยกไค้จากส่ิงส่งตรวจของผู้ป่วยท่ีเช้ารับการรักษาในโรงพยาบาลจุพาลงกรฌ์ระหว่างปี 
พ.ศ. 2546-2550 การทดสอบความไวรับต่อยา erythromycin, clarithromycin และ clindamycin ทำโดยวธ Agar 
dilu ion ผลการศึกษาพบว่าความชุกของการดื้อยากลุ่ม macrolides ไค้แก่ erythromycin เป็น 54.02% และ 
clarithromycin 53.76% ความชุกของการดื้อยา clindamycin 25.20% การตรวจหา phenotype ของการด ื้อ ยากลุ่ม 
macrolides ทำโดยวิธี double disc diffusion ในเชือ ร. pneum oniae  208 สายพันธทุ ีดือยา erythromycin พบว่าเชือ 
จำนวน 96 สายพันธุ (46.15%) ดือยา erythromycin และ clindamycin แสะ มีลักษณะเป็น cMLSg phenotype 
ในขณะที่เชื้อจำนวน 112 สายพันธุ (53.85%) ด้ือยา erythromycin แต่ไวต่อยา clindamycin และมีลักษณะเป็น 
M phenotype การศึกษาครั้งนี้ไม,พบลักษณะ i M LS„ phenotype เม๋ือทำการตรวจสอบหายีนดื้อยา macrolides 
ค้วยวิธี multiplex PCR พบยีน erm  (B) จำนวน 95 สายพันธุ (45.67%)ยีน me/จำนวน 112 สายพันธุ (53.85%) 
และพบยีน erm  (B) ร่วมกับยีน m e f  จำนวน 1 สายพันธุ (0.48%) เบ๋ึ''ตรวจสอบชนิดของยีน m e f  (A/E) โดยวิธี 
PCR-RFLP พบว่าเช้ือ ร . pneum oniae  ท่ีมีลักษณะ M phenotype ท้ังหมดเป็นยีน m e f  (E) ค่า MIC ของยา 
erythromycin ในเชื้อ ร . pneum oniae  112 สายพันธุช๋ึงมีลักษณะ M phenotype มีค่าลดลง 6-9 เท่าเมึ๋อใส่ CCCP 
ซ่ึงเป็นตัวยับย้ัง efflux pump ผลการทดสอบนิเป็นการยนยันการมโ',̂ ถกการขับยาออกเชลลในเชอเหล่าน เมอ 
ทำการวิเคราะห์ลำตับนิวคลีโอไทค์ของยีน m e f  (E) และยีน m el ในเชื้อ Streptococcus pneum oniae  จำนวน 10 
สายพันธุที่มีลักษณะ M phenotype ซ่ึงมีค่า MIC ต่อยา erythromycin ในช่วง 1-16 pg/ml พบว่ายีน m e f  (E) มี 
นิวคลีโอไทด 1,218 bp (405 กรคอะมิโน) และยีน m e l  มีนิวคลีโอไทค์ 1,464 bp (487 กรดอะมิโน) และพบว่า มี 
ความเหมือนกันในระตับของนิวคลีโอไทล์และกรดอะมีโนของยีน m e f  และยีน m el ในเชื้อทั้ง 10 สายพันธุ 
รวมถึงเหมือนกับยีน m e f  (E) ท่ีมีอย่ในฐานขอมูล GenBank การศึกษาลำตับนิวคลีโอไทค้ 630 bp บริเวณ 
upstream ของยีน m e f  พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงนิวคลิโอไทล์จำนวน 23 นิวคลีโอไทค้ ไค้แก่ การแทนท่ีของ 
นิวคลีโอไทค้ที่ตำแหน่ง T-31C, T-54G, A-78T, T-81G, A-82G, T-345A และการหายไปของนิวคลีโอไทค์ T ท่ี 
ตำแหน่ง -63 และ 16 bp ที่ตำแหน่ง -155 โดยเช้ือท้ัง 10 สายพันธุรการเปลี่ยนแปลง 22 นิวคลีโอไทด โดยเชือ 4 
สายพันธุซ่ึงมีค่า MIC ในช่วง 2-16 pg/ml มีการกลายพันธุเพ่ิมชื้นอีก 1 ตำแหน่งดือการแทนที่นิวคลีโอไทคที ่
ตำแหน่ง T-345A ในขณะที่เชื้ออีก 6 สายพันธุไม่มีการกลายพันธุในตำแหน่งนี้ ผลการศึกษาแสดงให์เห็นว่าการ 
กลายพันธุที่ตำแหน่ง T-345A อาจจะมีความสัมพันธ์กับการเพ่ิมชื้นของค่า M IC  ในเชื้อ ร . pneum oniae  ท่ีมี 
ลักษณะ M phenotype

ส าข าว ิช า  จ ุล ช ีว ว ิท ย าท าง โท ร แ พ ท ย  ์
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Macrolide resistance in Streptococcus pneumoniae is an increasingly recognized problem in 
many parts o f the world including Thailand. Two main mechanisms o f  macrolide resistance in 
ร. pneumoniae were due to alteration of drug target by méthylation of 23S rRNA encoded by erm (B) 
and macrolide efflux encoded by m ef gene. The purpose of this รณdy was to investigate the prevalence 
of macrolide resistance and characterize the resistance gene including erm (B), m ef and mel genes in 
ร. pneum oniae. A total o f  385 ร. pneum oniae  isolates were collected from patients at King 
Chulalongkom Memorial Hospital between 2003-2007. Erythromycin, clarithromycin and clindamycin 
susceptibility were determined by agar dilution method. Prevalence o f macrolide resistance was 54.02% 
for erythromycin and 53.76% for clarithromycin. Prevalencé o f clindamycin resistance was 25.20%. 
Macrolide resistance phenotypes were identified by double disc diffusion. Among the 208 
erythromycin-resistant isolates, 96(46.15%) were resistant to both erythromycin and clindamycin and 
showed cMLSb phenotype, whereas 112(53.85%) were resistant to erythromycin but susceptible to 
clindamycin and exhibited the M phenotype. The iMLSB phenotype were not detected. Detection of 
macrolide resistance genes by multiplex PCR revealed that the erm (B) gene was found in 95 isolates 
(45.67%) and the m ef gene was identified in 112 isolates (53.85%). One isolate (0.48%) carried both m ef 
and erm (B) genes. Detection o f m ef (A/E) type genes was investigated by PCR-RFLP. The m ef (E) 
gene was detected in all M phenotype isolates. The erythromycin MIC o f 112 M-phenotype 
ร. pneu:;:ร::iae were decreased 6-9 fold in the presence of CCCP, an efflux pump inhibitor, confirming 
the presence o f an efflux mechanism in these isolates. DNA sequence analysis of m ef (E) and mel genes 
in 10 M-phenotype ร. pneumoniae (MIC range 1-16 pg/ml) revealed a 1,218-bp ORF of entire mef(E) 
gene, encoding 405 amino acids and 1,464-bp ORF of entire mel gene, encoding 487 amino acids. All 
10 sequences of entire m ef and mel genes were identical to each other at the DNA and amino acid levels 
and also identical with the m ef (E) published sequences in GenBank. Analysis of a 630 bp upstream 
region of m ef{E) gene showed 23 nucleotide changes ; T-31C, T-54G, T deletion at position -63, A-78T, 
T-81G, A-82G, T-345A and 16 bp deletion at position -155 upstream o f m ef (E) gene in 10 M- 
phenotype ร. pneumoniae. All ten isolates had 22 nucleotide changes. Four isolates with the MIC range 
of 2-16 pg/ml carried an additional mutation at T-345A whereas the other six isolates with the MIC 
range of 1-4 pg/ml had no substitution at this position. The results demonstrated that mutation at 
T-345A may be associated with increased erythromycin MIC in M-phenotype ร. pneumoniae.

Field of study : Medical Microbiology Student’s signature. ... . .̂??. p???.?.f.
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