
Fac. of Grad. Studies, Mahidol Univ.  Thesis / iv 

RESISTANCE PLASMID METAGENOMICS IN HOSPITALIZED PATIENTS’ GUT MICROBIOMES 

 

TOSSAWAN  JITWASINKUL  5136624  SIMM/D 

 

Ph.D. (MEDICAL MICROBIOLOGY) 

 

THESIS ADVISORY COMMITTEE: CHANWIT TRIBUDDHARAT, M.D., Ph.D., PRAPAT 

SURIYAPHOL, Ph.D., SITHICHOKE TANGPHATSORNRUANG, Ph.D. 

 

ABSTRACT 

Nosocomial infections with multidrug-resistant pathogens cause colossal problems for a 

healthcare system. In theory, pathogens, environmental bacteria, and normal flora can regularly exchange 

their resistance genes among themselves. Resistance genes spread among these bacteria are the result of 

antibiotic usage in hospitals, gene transfer by plasmids and mobile genetic elements, and the presence of 

reservoirs of resistance genes, such as gut microbiome in patients. This study collected stool specimens from 

7 patients from two different wards that had been hospitalized for longer than 7 days with more than two 

different classes of antibiotic use within 1 month. Extracted gut microbiomes’ plasmids from patients and one 

healthy volunteer, with no history of hospitalization and no antimicrobial use for three years, were used for 

the study. Plasmids were extracted by alkaline lysis method, and were purified by CsCl-EtBr gradient 

centrifugation or enzyme treatment with lambda exonuclease, exonuclease I and Phi29 DNA polymerase. The 

454 high-throughput sequencing (GS Junior) revealed DNA outputs from approximately 9 to 81 Mega base-

pairs. By an integration of NCBI BLAST and Pfam, most predicted resistance proteins conferred the 

resistance to most antimicrobial drug groups, and some belonged to unknown DNA. In addition, by using 

ResFinder and BioEdit for analysis, highly similar aph(3ʹ)-III gene variants together with flanking regions 

were found in both patients and a healthy control indicating that these resistance genes have been transferred 

between a community and hospitals. Several nosocomial resistance genes, namely ant(6)-Ia, ermB, lnuB, tetL 

and tetU, conferring resistance to aminoglycosides, lincosamide, macrolides, streptogramin B and 

tetracycline, spread among different patients within the same ward and between different wards. Several 

other resistance genes responsible for resistance to beta-lactam, rifampin, chloramphenicol, trimethoprim, 

sulfonamide, and fosfomycin were also detected in one patient. However, discovered resistance genes from 

both Pfam and Resfinder have not been related to antimicrobial drug treatment. It may be the result of linkage 

disequilibrium of genes and some resistance mechanisms on chromosome.  Moreover, some present plasmid 

types were reported that linked with the discovered resistance genes, though resistance genes and plasmid 

replicons were not on the same sequences. From our findings, there were limitations on resistance gene 

sequencing coverage, because the tremendous size of DNA from gut microbiomes is about 108 times of 

sequencing output for each individual patient. Future study needs better plasmid extraction methods and 

higher outputs of DNA for sequencing to disclose enormous gut microbiome plasmids.  
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บทคดัยอ่ 
การติดเช้ือด้ือยาในโรงพยาบาลเป็นปัญหาท่ีสาํคญัมากในระบบสาธารณสุข เช้ือก่อโรค, เช้ือในส่ิงแวดลอ้ม

และเช้ือประจาํถ่ินสามารถแลกเปล่ียนยนีด้ือยาซ่ึงกนัและกนัและเกิดการแพร่กระจายยนีด้ือยาได ้ การแพร่กระจายยนีด้ือยา
มาจากปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่ การใชย้าตา้นจุลชีพ, กลไกการส่งต่อยนีด้ือยาโดยพลาสมิดและ mobile genetic elements, และเช้ือ
ท่ีเป็นแหล่งกกัเกบ็ยนีด้ือยา การศึกษาคร้ังน้ีไดเ้กบ็อุจจาระจากผูป่้วย 7 คนจากหอผูป่้วยอายรุกรรมและหอผูป่้วยอายรุกรรม
วกิฤติ โดยผูป่้วยอยูโ่รงพยาบาลมากกวา่ 7 วนั และไดรั้บยาตา้นจุลชีพมากกวา่ 2 กลุ่มภายใน 1 เดือน อุจจาระควบคุมเกบ็
มากจากคนสุขภาพดี 1 คนท่ีไม่ไดน้อนโรงพยาบาลและไม่ไดรั้บประทานยาตา้นจุลชีพมาเป็นเวลา 3 ปี พลาสมิดถูกนาํมา
สกดัจากอุจจาระดว้ยวธีิ plasmid alkaline lysis และถูกนาํไปทาํใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย CsCl-EtBr gradient centrifugation หรือ 
enzyme treatment with lambda exonuclease, exonuclease I และ Phi29 DNA polymerase พลาสมิดท่ีไดถู้กนาํมาอ่านลาํดบั
เบสดว้ย 454 High-throughput sequencing (GS Junior) และถูกอ่านความยาวได ้9 ถึง 81 ความยาวเบส การใชเ้คร่ืองมือทาง
ชีวสารสนเทศ NCBI BLAST และ Pfam, แสดงถึงโปรตีนท่ีถูกสร้างใหมี้ความสามารถในการด้ือต่อยาตา้นจุลชีพเกือบทุก
ชนิดซ่ึงเคยถูกคน้พบบนโครโมโซม พลาสมิด และบนตาํแหน่งซ่ึงไม่สามารถระบุได ้ นอกจากน้ีการใชเ้คร่ืองมือทางชีวสา
รสนเทศ ResFinder และ BioEdit ยงัช้ีใหเ้ห็นลาํดบัเบสของยนี aph(3ʹ)-III  และลาํดบัเบสขา้งเคียงวา่มีความใกลเ้คียงกนัทั้ง
เช้ือในลาํไส้ผูป่้วยและและในลาํไส้กลุ่มควบคุม แสดงวา่ยนีด้ือยาน้ีมีการส่งต่อกนัระหวา่งเช้ือท่ีพบในชุมชนและ
โรงพยาบาล นอกจากน้ียงัพบยนีด้ือยาท่ีเคยพบระบาดในโรงพยาบาล ไดแ้ก่ ant(6)-Ia, ermB, lnuB, tetL และ tetU  ท่ีด้ือต่อ
ยาในกลุ่ม aminoglycosides, lincosamide, macrolides, streptogramin B และ tetracycline แพร่กระจายระหวา่งผูป่้วยในหอ
ผูป่้วยเดียวกนัและหอผูป่้วยท่ีต่างกนั อีกทั้งในผูป่้วย 1 คนจากหอผูป่้วยอายรุกรรมยงัมียนีด้ือยาต่อยาในกลุ่ม beta-lactam, 
rifampin, chloramphenicol, trimethoprim, sulfonamide และ fosfomycin อยา่งไรกต็ามยนีด้ือยาท่ีพบไม่สมัพนัธ์กบัยาตา้น
จุลชีพท่ีผูป่้วยไดรั้บ ปรากฏการณ์ท่ีเกิดข้ึนอาจมาจาก linkage disequilibrium ของยนี และ กลไกการด้ือยาอาจเกิดข้ึนบน
โครโมโซมท่ีปะปนมาได ้ นอกจากน้ีไม่มีดีเอน็เอเส้นใดท่ีบรรจุทั้งยนีด้ือยาและลาํดบัเบสท่ีบอกชนิดของพลาสมิด แต่พ
ลาสมิดบางชนิดท่ีพบเคยมีรายงานวา่สมัพนัธ์กบัยนีด้ือยา ในการศึกษาคร้ังน้ีมีขอ้จาํกดับางประการคือ ดีเอน็เอจากเช้ือใน
ลาํไส้มีความหลากหลายและมีปริมาณมากวา่ประสิทธิภาพของเคร่ืองมือ high-throughput sequencing ท่ีจะเผยใหเ้ห็นลาํดบั
เบสของดีเอน็เอ ไดถึ้ง 108 เท่า รวมทั้งงบประมาณท่ีจาํกดั การศึกษาในอนาคตจึงตอ้งการวธีิสกดัพลาสมิดและเคร่ือง high-
throughput sequencing ท่ีดีข้ึนในการศึกษาเมตาจีโนมิกส์ของพลาสมิดด้ือยาจากเช้ือในลาํไส้ต่อไป  
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