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ABSTRACT 

Group A streptococcal (GAS) infections can lead to the development of severe 

post-infection sequelae, such as rheumatic fever and rheumatic heart disease. The 

majority of GAS isolates are M protein-nontypeable by standard serotyping. However, 

GAS typing is a necessary tool in the epidemiologic study and provides useful 

information for vaccine development. Most GAS vaccine strategies have focused on the 

surface M protein. A chimeric peptide of 14 amino acids long, J14, at the conserved C-

region of M protein offers a possibility for the development of a vaccine that elicits 

protective opsonic antibodies against different GAS strains.  

In this study, the PCR-RFLP and PCR-ELISA methods were developed and used 

for M typing of the GAS strains isolated from the Northern Thai population in 

comparison with the gold standard DNA sequencing method. By PCR-RFLP method, 38 

M types were identified in 116 out of 127 GAS strains tested, while the remaining 11 

strains exhibited the PCR-RFLP patterns that were not corresponded to 38 reference M 

types available in our laboratory. However, by DNA sequence analysis of emm gene, 

these isolates were identified as the ST6735, STBSA29, TR2612, U92492.1, and 
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U74320.1 M types, respectively. Among these 43 M types, the M93 was the most 

predominant M type identified in this study. 

By PCR-ELISA method, when the PCR products coated on the plate and the 

tested biotinylated PCR products were homologous, the M types of GAS could be 

correctly identified in 22 out of 26 (84.6%) M types compared to DNA sequencing 

method, while the remaining 4 (15.4%) M types were considered as false negative. In 

contrast, PCR products of 39 heterologous M types GAS were cross-hybridized with 

M11 biotinylated PCR products. The PCR-ELISA method correctly identified 36 of 39 

(92.3%) M types, whereas the remaining 3 (7.7%) M types were considered as false 

positive. The results indicated that the sensitivity and specificity of PCR-ELISA method 

need to be further improved and evaluated in the larger populations of GAS before being 

used as a routine M typing method. 

Analysis of the J14 and J14-like amino acid sequences in the C-repeat regions of 

these 43 M types revealed 16 different patterns of J14 and J14-like sequences. It was 

interesting to point out that the J14 sequence was found only in a C3-repeat, whereas the 

J14.1 was found in both the C2- and C3-repeats. In contrast, most of other J14-like 

sequences were found in the C1-repeat region. 

A bactericidal assay of antisera against the J14 and J14-like peptides revealed that 

each of the antibodies specific for J14, J14.1, J14-R1, and J14-R2 peptides was found to 

enhance a phagocytic activity of human white blood cells. Furthermore, the GAS isolates 

that possessed double or triple C-repeats were killed more readily than those contained a 

single C-repeat. Nevertheless, there was no correlation between the bactericidal activity 

and the J14 or J14-like amino acid sequence patterns in the C-repeat regions. 

In conclusion, this study revealed a potential use of PCR-RFLP as a rapid 

screening method for M typing of GAS.  In addition, antisera against the J14, J14.1,   

J14-R1 and J14-R2 peptides were shown to enhance the phagocytic activity of human 

white blood cells. The results implied that each of these peptides is potentially a 

candidate for the GAS vaccine development. 
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ชื่อเร่ืองวิทยานพินธ       การพัฒนาการทํา M Typing ของเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ และ 
         ฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียของแอนติซีรัมชนิด J14, J14.1, J14-R1 และ   
         J14-R2  ตอเช้ือสเตรปโตคอกคัสกลุมเอที่คัดแยกไดจากประชากรไทย 
         ในภาคเหนือ 
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บทคัดยอ 
 การติดเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ สามารถทําใหเกิดอาการหลังการติดเชื้อท่ีมีความรุนแรงเชน      
ไขรูมาติกและโรคหัวใจรูมาติก เชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ ท่ีพบสวนใหญจะเปนชนิดท่ีไมสามารถจัดจําแนก
ชนิดโดยอาศัยโปรตีนเอ็ม (M protein-nontypable)  ดวยวิธี  Serotyping  มาตรฐานได  อยางไรก็ตามการจัด
จําแนกชนิดของเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ เปนสิ่งสําคัญในการศึกษาทางระบาดวิทยา  และนํามาซึ่งขอมูลท่ี
มีประโยชนเพื่อการพัฒนาวัคซีน โดยแนวทางในการพัฒนาวัคซีนสําหรับเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ       
สวนใหญมุงศึกษาในสวนของโปรตีนเอ็มท่ีอยูบนผิวเซลล  โดย  J14  ซึ่งเปนเปปไทดแบบ  chimeric                 
ท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน 14 ตัว ซึ่งอยูในสวน conserved C-region ของโปรตีนเอ็ม ท่ีพบวามีความเปนไปได
ท่ีจะนําไปพัฒนาเปนวัคซีนเพื่อกระตุนการสรางแอนติบอดีท่ีชวยในการฆาเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอได
หลายสายพันธุ  
 ในการศึกษาครั้งนี้ ไดพัฒนาวิธี PCR-RFLP และ PCR-ELISA ข้ึน เพื่อใชในการจัดจําแนกชนิดของ
เชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอที่คัดแยกไดจากประชากรไทยในภาคเหนือโดยอาศัยโปรตีนเอ็มโดยเปรียบเทียบ
กับวิธี  DNA  sequencing  ซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน พบวาการตรวจดวยวิธี PCR-RFLP สามารถจําแนก M type 
ของเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอที่ทําการศึกษาได 38 M type ในตัวอยางตรวจจํานวน 116 สายพันธุ จาก 127 
สายพันธุ ในขณะที่อีก 11 สายพันธุท่ีเหลือ แสดงรูปแบบของ PCR-RFLP ท่ีไมสอดคลองกับ M type อางอิง 
38 M types ท่ีมีอยูในหองปฏิบัติการของเรา อยางไรก็ตาม เมื่อนําเชื้อเหลานี้มาหาลําดับของนิวคลีโอไทดของ
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ยีน emm  สามารถระบุ M type ไดตามลําดับ ดังนี้  ST6735, STBSA29, TR2612, U92492.1, และ U74320.1 
ในการศึกษาครั้งนี้พบวาในเชื้อจํานวน 43 M types นั้น  M93  เปน M type ท่ีพบไดบอยท่ีสุด 
 การตรวจโดยวิธี PCR-ELISA เมื่อ PCR product ท่ีเคลือบอยูบน plate มีลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
เหมือนกันกับ PCR product ท่ีทําการทดสอบที่มี biotin ติดอยู ก็จะใหผลท่ีทําใหสามารถระบุ M type ของ
เชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ จํานวน 22 M types จากทั้งหมด 26 M types คิดเปน 84.6 % ไดถูกตองเมื่อ
เปรียบเทียบกับการตรวจโดยวิธี DNA sequencing ในขณะที่อีก 4 M types ท่ีเหลือ คิดเปน 15.4 % ถูกพิจารณา
ใหเปนผลลบเท็จ ในทางตรงกันขาม PCR product ของเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอที่มี M type ตางกันจํานวน 
39 M types ไดนํามาทํา  cross-hybridized  กับ PCR product ของเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ M11ท่ีมี biotin 
ติดอยู พบวาวิธี  PCR-ELISA  สามารถระบุผลท่ีถูกตอง จํานวน 36 M types จากทั้งหมด 39 M types คิดเปน 
92.3 %  ขณะที่อีก 3 M types ท่ีเหลือ คิดเปน 7.7 % ถูกพิจารณาใหเปนผลบวกเท็จ ผลการทดลองชี้ใหเห็นวา
ความไวและความจําเพาะของวิธี  PCR-ELISA  ยังมีความจําเปนที่จะตองไดรับการพัฒนาใหดียิ่งข้ึนและมีการ
ประเมินโดยการตรวจสอบยืนยันกับเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอจํานวนมากขึ้น กอนที่จะนํามาใชในงาน
ประจําในการทํา M typing 
 ผลจากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของ J14 และลําดับท่ีคลายคลึงกับ J14 ในสวน C-repeat ของ
เชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอทั้ง 43 M types สามารถที่จะแยกรูปแบบที่แตกตางกันของลําดับกรดอะมิโนของ 
J14 และลําดับที่คลายคลึงกับ J14 ไดเปน 16 แบบ สิ่งท่ีนาสนใจที่ควรกลาวถึงก็คือการพบวาลําดับกรดอะมิโน
แบบ J14 จะพบเฉพาะใน C3-repeat เทานั้น ในขณะที่ J14.1 จะพบทั้งใน C2- และ C3-repeats สวนลําดับ
กรดอะมิโนรูปแบบที่คลายคลึงกับ J14 ตัวอื่นๆ จะพบอยูในสวนของ C1-repeat  
 การทดสอบฤทธิ์ฆาเชื้อแบคทีเรียของแอนติซีรัมตอเปปไทด J14 และเปปไทดท่ีคลายกับ J14 พบวา
แอนติบอดีแตละชนิดท่ีจําเพาะกับเปปไทด J14, J14.1, J14-R1 และ J14-R2 ชวยเพิ่มความสามารถของ        
เม็ดเลือดขาวของคนในการจับกินเชื้อไดดี  นอกจากนี้ยังพบวาเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอสายพันธุท่ีมี         
C-repeat จํานวน 2 หรือ 3 ตําแหนง จะถูกฆาไดงายมากกวาเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอสายพันธุท่ีมี C-repeat 
เพียงตําแหนงเดียว อยางไรก็ตาม ไมมีความสัมพันธระหวางความสามารถในการฆาเชื้อกับรูปแบบของลําดับ
กรดอะมิโนของ J14 และที่คลายคลึงกับ J14 ในสวน C-repeat 
 โดยสรุป การศึกษานี้แสดงใหเห็นวา วิธี PCR-RFLP มีประสิทธิภาพในการนําไปใชตรวจคัดกรอง
ชนิดของ  M  type  ไดอยางรวดเร็วสําหรับเชื้อสเตรปโตคอกคัสกลุมเอ   นอกจากนี้ยังพบวาแอนติซีรัมตอ  
เปปไทด J14, J14.1, J14-R1 และ J14-R2 ชวยเพิ่มความสามารถของเม็ดเลือดขาวของคนในการจับกินเชื้อไดดี 
จากผลการทดลองนี้บงช้ีวาเปปไทดเหลานี้  เปนเปปไทดท่ีมีศักยภาพที่จะนําไปพัฒนาเปนวัคซีนตอเชื้อสเตรป
โตคอคคัสกลุมเอได 
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