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ABSTRACT 

Background: Neisseria gonorrhoeae and Chlamydia trachomatis are the 

most common species of bacteria that cause sexually transmitted diseases 

worldwide. Clinical symptoms range from asymptomatic to severe disease, 

with various complications. Detection of infections caused by these two 

organisms is largely dependent on conventional assays, such as direct 

staining and cultural methods, which may be time consuming and which 

often have problems in regard to sensitivity and specificity.  

Objectives: To establish and compare the diagnostic performance of In-

house Taqman-base multiplex real time PCR for detection of N. 

gonorrhoeae and C. trachomatis. 

Methods: In-house Taqman-base multiplex real time PCR for detection of 

N. gonorrhoeae and C. trachomatis was performed by using 2 pairs of 

primers specific to each organism’s cryptic plasmid DNA sequence; these 

produced N. gonorrhoeae and C. trachomatis PCR products of 147 and 

118 base pairs, respectively. Two Taqman labled probes were used 

simultaneously Confirmation of N. gonorrhoeae infection was done using 

In-house Taqman- based Real Time PCR for the N. gonorrhoeae porin A 

pseudogene. The ß-globin gene control assay was performed by using 

conventional PCR and employed human leukocyte extracted DNA as the 



target Diagnostic performance of the assay was compared with Roche 

Multiplex AMPLICOR CT/NG PCR.  

Results: Sensitivity of In-house Taqman-base multiplex real time PCR for 

detection of N. gonorrhoeae and C. trachomatis was 5 fg. For In-house 

Taqman-based Real Time PCR detection of N. gonorrhoeae porin A 

pseudogene the sensitivity was 50 fg. When compared with commercial 

test kit, In-house Taqman-base multiplex real time PCR for detecting N. 

gonorrhoeae had concordant result of 2 positive samples and 179 negative 

samples while 9 positive samples and 1 negative sample were discordant. 

For detecting C. trachomatis, the assay had concordant results as all 

positive samples and 165 negative samples while 4 positive samples were 

discordant. This study demonstrated the prevalence of N. gonorrhoeae 

cppB plasmid less strain at 2.84 %. 

Conclusion: We establish a rapid In-house Taqman-base multiplex real 

time PCR had sensitivity, specificity comparable to those obtained from 

Roche Multiplex AMPLICOR CT/NG PCR. When the infection was to be 

diagnosed, urine sample was benefit in both sensitivity and less 

invasiveness compared to the standard urethral swab, despite the slightly 

lower sensitivity and specificity. For Porin A pseudogene confirmation 

assay, the assay demonstrated the well specificity and remarkable 

sensitivity.   
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บทคัดยอ 

 

ที่มาและปญหา: เชื้อ Neisseria gonorrhoeae และ Chlamydia trachomatis เปน
แบคทีเรีย ท่ีเปนสาเหตุของโรคติดตอทางเพศสัมพันธท่ีพบไดบอยท่ัวโลก อาการ
ของโรคพบต้ังแตไมแสดงอาการจนถึงอาการรุนแรงรวมกับมีภาวะโรคแทรก
ซอนตางๆ การตรวจการติดเชื้อโดยมากใชวิธีด้ังเดิม คือการยอมสี และการ
เพาะเล้ียงเชื้อ ซึ่งมีความจําเพาะและความไวต่ํา ใชเวลานาน  
วัตถุประสงค: เพ่ือพัฒนาและประเมินประสิทธิภาพวิธี Taqman-base multiplex 
real time PCR ท่ีพัฒนาขึ้นเอง ในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae และ C. 
trachomatis  
วิธีการ: Taqman-base multiplex real time PCR ท่ีพัฒนาขึ้นเองน้ีใช primer 2 คู ท่ี
จําเพาะตอ cryptic plasmid ของแตละเชื้อแบคทีเรีย เพ่ือใหสรางดีเอ็นเอผลผลติ 
ขนาด147 และ 108 คูเบส ของเชือ้ N. gonorrhoeae และ C. trachomatis 
ตามลําดับ จากน้ันใช probe 2 เสน ท่ีติดฉลากแบบแทกแมน เพ่ือตรวจหาดีเอ็นเอ
ผลผลิตไปพรอมๆกัน ดานการตรวจยืนยันผลบวกของการติดเชื้อ N. 
gonorrhoeae ดวยวิธี Taqman-based Real Time Pพัฒนาขึ้นเอง เพ่ือตรวจหา N. 
gonorrhoeae porin A pseudogene นอกจากน้ีการตรวจหา ß–globin gene โดยวิธี 
PCR ปกติเปนการทดลองควบคุมน้ัน ใชดีเอนเอท่ีสกัดจากเม็ดเลือดขาวของ
มนุษย เปนเปาหมายการสรางดีเอนเอผลผลิต จากน้ันประเมินประสิทธิภาพของ



วิธีทดสอบโดยเปรียบเทียบกับชุดน้ํายาสําเร็จรูป Roche Multiplex AMPLICOR 
CT/NG PCR  
ผลการทดลอง: วิธี Taqman-base multiplex   real time PCR ท่ีพัฒนาขึ้นเองมี
ความไวในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae และ C. trachomatis ท่ีความเขมขน 5 
fg และวิธี Taqman-based Real Time PCR พัฒนาขึ้นเอง เพ่ือตรวจหา N. 
gonorrhoeae porin A pseudogene มีคาความไวเทากับ 50 fg เมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดน้ํายาสําเรจ็รูปพบวา วิธี Taqman-base multiplex real time PCR ท่ีพัฒนาขึ้น
เองนี้ เมื่อตรวจหา N. gonorrhoeae มีผลการตรวจท่ีเปนบวกตรงกันกับวิธีอางอิง 

2 ราย และมผีลการตรวจท่ีเปนลบตรงกัน 179 ราย ในขณะที่ผลการตรวจที่เปน
บวก 9 ราย และใหผลลบ 1  ราย มีผลขดัแยงกันกับวิธีอางอิง และในการตรวจหา 
C. trachomatis พบวา ใหผลท่ีเปนบวกตรงกันกับ วิธีอางอิงทุกราย และผลท่ีเปน

ลบท่ีตรงกัน 165 ราย ในขณะที่ผลการตรวจที่เปนบวกอีก 4 รายท่ีใหผลไมตรง
กับวิธีอางอิง ในการศึกษาน้ียัง ได แสดงใหเห็นอุบัติการณของ เชื้อ N. 
gonorrhoeae ท่ีไมมี cppB plasmid ท่ีรอยละ 2.84     
สรุปผลการทดลอง: วิธี Taqman-base multiplex real time PCR ท่ีพัฒนาขึ้นเองมี
ความรวดเร็ว ความไว ความจําเพาะ ในการตรวจหา N. gonorrhoeae และ C. 
trachomatis เทียบเทาไดกับชุดน้ํายาสําเร็จรูป การใชสิ่งสงตรวจท่ีเปนปสสาวะมี
ขอดีท้ังในดานความไวในการตรวจและไมทําใหเกิดความเจ็บปวดขณะทําการ
เก็บสิ่งสงตรวจเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีเก็บดวยไมปายทอปสสาวะ สําหรับ วิธีการ
ตรวจยืนยันผลการติดเชื้อ N. gonorrhoeae ดวยการตรวจหา porin A pseudogene 
น้ัน แสดงใหเห็นถึงคาความไวและความจําเพาะท่ีนาพอใจในการนําไปตรวจหา
เชื้อ N. gonorrhoeae ตอไป  
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