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ABSTRACT 
Multidrug resistant (MDR) diarrheagenic Escherichia coli (DEC) is a dangerous 

causative agent of diarrhea in children and travelers. Nevertheless, little is known about the 
molecular characteristics of these bacteria in a community setting. This study assessed the 
prevalence and molecular characterization of class 1 integrons and epidemiology of 200 MDR 
diarrheagenic E. coli: enteroaggregative E. coli (EAEC); enteropathogenic E. coli (EPEC); 
enterotoxigenic E. coli (ETEC); enteroinvasive E. coli (EIEC); and shiga-like toxin producing E. 
coli (STEC) isolates from indigenous children, native adults and travelers in Thailand, Cambodia, 
Maldives, Nepal, and Vietnam in 2001-2010. Using PCR specific primers to a class 1 integrase 
(intI1) gene, 5′-3′ conserved sequence (5′CS-3′CS), and dot-blot hybridization, class 1 integrons 
were found in 70.5% (62/88) and 76.4% (84/110) in adults and children, respectively. Resistance 
gene cassettes identified in this study were aadA1, aadA2, and aadA5 (for streptomycin 
resistance); dfrA12 and dfrA17 (for trimethoprim resistance); and linF (for lincosamide resistance). 
Epidemiological study was performed to understand genetic relatedness and investigate the 
possible clonal spread among these bacteria by using plasmid profiling, Enterobacterial Repetitive 
Intergenic Consensus (ERIC-PCR), and high throughput multi-locus sequence typing (HiMLST) 
incorporated with space-time disease surveillance. Using Achtman MLST typing scheme, this 
study have designed the specific PCR primers to 7 housekeeping genes, excepting adk to obtain 
optimal amplicon sizes for 454 sequencing system. Among three typing techniques, plasmid 
profiling gave the lowest discriminatory power (DI, 0.956) whereas DI of ERIC PCR is very 
similar to HiMLST (0.973 vs 0.979). The results showed high diversity in each group of E. coli 
pathotypes, whereas ST182 was predominant as the ETEC, suggesting some ETEC strains were 
clonal expansion. The clonal spread included the possible outbreaks, the persistence clones, and 
the international spread clones. Moreover, many STs were matched with strains from food-
producing animals in E. coli MLST database. These findings highlight the role of clonal expansion 
among these bacteria in human and animals. In conclusion, this study revealed the long-term 
genetic relatedness among community-acquired MDR diarrheagenic E. coli isolates harboring class 
1 integrons, and suggested the circulation of these resistance elements in the community. These 
results provide crucial public health information for surveillance and control of antibiotic 
resistance pathogens in this part of Asia. A cost-effective high-throughput MLST (HiMLST) 
absolutely generates the robust MLST on a large-scale sequencing, which can be applied for new 
strategies in MLST studies using next-generation sequencing (NGS) or new affordable 
applications. 

 

KEY WORDS: ESCHERICHIA COLI/ INTEGRON/ HIGH THROUGHPUT 
MULTI-LOCUS SEQUENCE TYPING/ CLONAL SPREAD/ 
NEXT-GENERATION SEQUENCING 

 
140 pages 
 



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

การตรวจระดบัอณูชีวโมเลกุลและการศึกษาระบาดวทิยาของเชื�อ Escherichia coli ชนิดก่อโรคที�ดื�อ

ต่อยาตา้นจุลชีพหลายขนานจากคนในช่วงปี 2001-2010 

MOLECULAR CHARACTERIZATION AND EPIDEMIOLOGICAL STUDY OF 

MULTIDRUG RESISTANT PATHOGENIC ESCHERICHIA COLI HUMAN ISOLATES FROM 

2001-2010 

 

สุภาพร รักษาสิริ 5437663 SIMI/M 

 

วท.ม. (จุลชีววทิยา) 

 

คณะกรรมการที�ปรึกษาวทิยานิพนธ์: ชาญวทิย ์ตรีพุทธรัตน์, M.D., Ph.D., เชิดศกัดิ�  ธีระบุตร, M.D., 

M.Sc., ไอยฤทธิ�  ไทยพิสุทธิกลุ, M.D., Ph.D., กนกวรรณ กิตตินิยม, Ph.D. 
 

บทคดัยอ่ 
เชื�อ Escherichia coli (E. coli) ชนิดก่อโรคทอ้งเสียที�ดื�อยาหลายขนานเป็นสาเหตุสาํคญัของโรคอุจจาระร่วงในเด็กและนกัท่องเที�ยว 

อยา่งไรก็ตามขอ้มูลดา้นลกัษณะทางอณูชีวโมเลกุลของเชื�อเหล่านี� ในชุมชนยงัมีนอ้ย การศึกษาครั� งนี� ไดป้ระเมินความชุกและลกัษณะทางอณูชีวโมเลกุลของ 

class 1 integrons และระบาดวทิยาของเชื�อ E. coli ชนิดก่อโรคทอ้งเสียที�ดื�อยาหลายขนาน จาํนวน 200 ตวัอยา่งที�แยกไดจ้ากเด็กชนพื�นเมืองและผูใ้หญ่รวมทั�ง

ชาวบา้นและนกัท่องเที�ยวในประเทศไทย กมัพูชา มลัดีฟส์ เนปาล และเวยีดนามช่วงปี ค.ศ. 2001-2010 ซึ� งไดแ้ก่ enteroaggregative E. coli (EAEC), 

enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) และ shiga-like toxin producing E. coli (STEC) โดยวธีิเพิ�ม

สารพนัธุกรรมแบบลูกโซ่ (PCR) ซึ� งใชไ้พรเมอร์ที�จาํเพาะต่อยนี intI1, 5'CS-3'CS และวธีิ dot-blot hybridization โดยยนีเป้าหมายคือ intI1 ตรวจพบ class 1 

integrons 70.5% (62/88) และ 76.4% (84/110) ในผูใ้หญ่และเด็กตามลาํดบั ยนีดื�อยาที�พบในการศึกษาครั� งนี� ไดแ้ก่ aadA1, aadA2 และ aadA5 (ดื�อต่อยาสเตร๊ปโต

มยัซิน) dfrA12 และ dfrA17 (ดื�อต่อยาไตรเมโทพริม) และ linF (ดื�อต่อยาในกลุ่มลินโคซาไมด)์ การศึกษาทางระบาดวิทยาเพื�อเขา้ใจความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม

และสืบสวนการแพร่กระจายตามชนิดของสายพนัธุ์ (clonal spread) ในแบคทีเรียเหล่านี� โดยใช ้ plasmid profiling, Enterobacterial Repetitive Intergenic 

Consensus PCR (ERIC PCR) และ high throughput multi-locus sequence typing (HiMLST) ร่วมกบัการเฝ้าระวงัโรคโดยอาศยัพื�นที�สัมพนัธ์กบัเวลา (space-

time disease surveillance) ไพรเมอร์จาํเพาะต่อ 7 ยนีที�มีความจาํเป็นต่อการดาํรงชีพของเชื�อ (housekeeping genes) ไดถู้กออกแบบสาํหรับเพิ�มสารพนัธุกรรม

แบบลูกโซ่ (PCR) ยกเวน้ยนี adk โดยใชแ้บบแผนการแยกชนิด MLST ตาม Achtman (Achtman MLST typing) เพื�อให้ไดข้นาดของ DNA (amplicons) ที�เหมาะ

สาํหรับระบบ 454 sequencing ในบรรดา 3 เทคนิคการแบ่งชนิด plasmid profiling มีอาํนาจการจาํแนกสายพนัธุ์ (discriminatory power) ตํ�าสุด (DI, 0.956) 

ในขณะที�อาํนาจการจาํแนกของวธีิ ERIC PCR คลา้ยกบัวธีิ HiMLST มาก (0.973 vs 0.979) ผลการศึกษาแสดงให้เห็นถึงความหลากหลายในแต่ละกลุ่มของเชื�อ 

E. coli ชนิดก่อโรค ยกเวน้ ST182 ทุกตวัอยา่งเป็น ETEC จึงกล่าวไดว้า่ ETEC บางสายพนัธุ์มีการแพร่กระจายตามชนิดของสายพนัธุ์นั�น (clonal spread) ใน

การศึกษานี�พบการแพร่กระจายตามชนิดของสายพนัธุ์ไดแ้ก่ สายพนัธุ์ที�น่าจะระบาด (possible outbreaks) สายพนัธุ์ที�คงอยู ่ (persistence clones) และสายพนัธุ์

ขา้มประเทศ (international spread clones) นอกจากนี�หลาย STs ยงัจบัคู่กบัสายพนัธุ์จากสัตวเ์พื�อผลิตเป็นอาหารที�มีในฐานขอ้มูล E. coli MLST การคน้พบนี�ได้

เนน้บทบาทของการแพร่กระจายตามสายพนัธุ์ในแบคทีเรียเหล่านี� ทั�งในมนุษยแ์ละสัตว ์ โดยสรุปการศึกษาครั� งนี� แสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมใน

ระยะยาวของเชื�อ E. coli ชนิดก่อโรคทอ้งเสียที�ดื�อยาหลายขนานแบบมี class 1 integrons และชี� ให้เห็นถึงการหมุนเวยีนของ class 1 integrons ในชุมชน ผล

การศึกษาเหล่านี� เป็นขอ้มูลสาํคญัทางสาธารณสุขสาํหรับการเฝ้าระวงัและการควบคุมเชื�อโรคดื�อยาปฏิชีวนะในเอเชียภูมิภาค ดว้ยราคาที�มีประสิทธิภาพของ

เทคนิค HiMLST ทาํให้การแบ่งชนิดแบบ MLST สาํหรับโครงการหาลาํดบัทางพนัธุกรรมขนาดใหญ่แขง็แกร่งขึ�นอยา่งแทจ้ริง ซึ� งสามารถปรับใชส้าํหรับกล

ยทุธ์ใหม่ในการศึกษา MLST โดยใช ้next-generation sequencing (NGS) หรืองานประยกุตใ์หม่ในราคาที�สามารถจ่ายได ้
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