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ABSTRACT

Background: Chlamydia trachomatis and Neisseria gonorrhoeae are the most frequently

bacteria encountered sexually transmitted infections worldwide. Clinical symptoms are

ranging from subclinical to severe diseases with complications. Diagnosis of infections

cause by these two organisms is largely dependent to the traditional assays; direct

staining and cultivation which have been limited in their sensitivity, specificity and time

consuming in some assays.

Objectives: To evaluate the diagnostic performance of in-house multiplex single-tube

nested PCR (M-SN PCR) and specimen sources for detection of C. trachomatis and N.

gonorrhoeae.

Methods: In-house M-SN PCR employed 3 C. trachomatis and 3 N. gonorrhoeae

specific outer and inner primers to produced products of 108 and 152 bp respectively.

The ß-globin gene primer was added as an internal control of amplification. Diagnostic

performance of the assay was evaluated by comparing with Roche Multiplex

AMPLICOR CT/NG PCR using urine samples. The sensitivity of using non-invasive

collected urine and self-collected dry vaginal swab for diagnosis of infections was

evaluated by comparing with standard urethral and endocervical swabs.

Results: The sensitivity of M-SN PCR for C. trachomatis and N. gonorrhoeae with the

background of cellular DNA was 10 pg and 1 ng respectively. When compared with
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commercial test kit, M-SN PCR had sensitivity at 97% and 94% for C. trachomatis and

N. gonorrhoeae respectively, while specificity was 100% for both organisms. For

diagnosis of infections, in men, sensitivity of using urine sample for C. trachomatis and

N. gonorrhoeae infections was higher than those using standard urethral swab (89% vs.

83% and 98% vs.93% respectively) but specificity was 100% for both. However, in

women, using self-collected dry vaginal swab had lower sensitivity than standard

endocervical swab (89% vs. 100% and 92% vs.100% respectively) while specificity was

100% for both. When the assay cost was analyzed, it was at least 8 times less than the

commercial test kit.

Conclusion: Our cost saving in-house M-SN PCR had sensitivity, specificity, positive

and negative predictive values 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, self-collected dry vaginal swab should be

considered alternative to standard swab as it has collection and transportation advantages.
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ชือ่เร่ืองวิทยานิพนธ การตรวจหาเชื้อ คลาไมเดีย ทราโคมาติส และ ไนซีเรีย โกโนเรีย โดยวิธี
มัลติเพลก ซิงเกิล-ทิ้ว เนสเต็ด โพลีเมอรเรสเชน รีแอ็คชนั ที่พัฒนาขึ้นเอง
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บทคัดยอ

ท่ีมาและปญหา: เชื้อ Chlamydia trachomatis และ Neisseria gonorrhoeae เปนสาเหตุโรคติดตอทาง
เพศสมัพันธที่พบไดบอยทั่วโลก อาการของโรคพบไดตั้งแตไมแสดงอาการถึงอาการที่รุนแรงรวมกับ
โรคแทรกซอน การตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อสวนใหญใชการยอมสี และการเพาะเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงมีความไว
และความจํ าเพาะตํ่ า และใชเวลานาน
วัตถุประสงค: เพือ่ประเมินประสิทธิภาพวิธี Multiplex single-tube nested PCR (M-SN PCR) ที่พัฒนา
ขึน้เอง และชนิดสิ่งสงตรวจในการตรวจหาเชื้อ C. trachomatis และ N. gonorrhoeae
วิธีการ:  Multiplex Single-tube nested PCR (M-SN PCR) ทีพ่ฒันาขึ้นเองใช primer ทีจ่ํ าเพาะตอ C.
trachomatis 3 ต ําแหนง และ จํ าเพาะตอ N. gonorrhoeae 3 ต ําแหนง โดยจะได ดีเอ็นเอผลผลิต ขนาด
108 และ 152 bp ตามลํ าดับ และใช primer ทีจ่ํ าเพาะตอ ß–globin gene เปนตัวควบคุมภายใน และ
ประเมินประสิทธิภาพของวิธีทดสอบโดยเปรียบเทียบกับชุดนํ้ ายาสํ าเร็จรูป Roche Multiplex
AMPLICOR CT/NG PCR พรอมกับประเมินความไวของ ส่ิงสงตรวจที่เก็บโดยไมทํ าใหเจ็บปวดไดแก
ปสสาวะและ ไมปายชองคลอดที่เก็บเอง เปรียบเทียบกับสิ่งสงตรวจมาตรฐานที่ใชทั่วไปเชน ไมปายทอ
ปสสาวะ และไมปายปากชองคลอด
ผลการทดลอง: วิธี M-SN PCR ทีพ่ฒันาขึ้นเองมีความไวในการตรวจหาเชื้อ C. trachomatis และ N.
gonorrhoeae 10 pg และ 1 ng ตามลํ าดับ เมือ่เปรียบเทียบกับชุดนํ้ ายาสํ าเร็จรูปพบวา วิธี M-SN PCRที่
พฒันาขึ้นเองมีความไวในการตรวจหา C. trachomatis และ N. gonorrhoeae เทากับ  97% และ 94%

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



vii

ตามลํ าดับ ขณะที่มีความจํ าเพาะตอเชื้อทั้งสอง 100% ในการประเมินความไวการใชส่ิงสงตรวจชนิด
ตางๆ เพือ่ตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ พบวาปสสาวะมีความไวในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อทั้งสองชนิดดี
กวาการใชไมปายทอปสสาวะ (89% เทียบกับ 83% และ 98% เทยีบกับ 93% ตามลํ าดับ) และทีความ
จ ําเพาะเทากับ 100% อยางไรกต็ามพบวาการใชไมปายชองคลอดมีความไวตํ่ ากวาการใชไมปายปาก
มดลูก (89% เทียบกับ 100% และ 92% เทียบกับ 100% ตามลํ าดับ) ความจํ าเพาะเทากับ 100% เชนกัน
ในการวิเคราะหคาใชจายของวิธีทดสอบจากราคาวัสดุวิทยาศาสตรพบวามีคาใชจายตํ่ ากวาชุดนํ้ ายา
สํ าเร็จรูปอยางนอย 8 เทา
สรุปผลการทดลอง: วิธี M-SN PCR ทีพ่ฒันาขึ้นเองมีราคาประหยัด ความไว ความจํ าเพาะ คาทํ านายผล
บวกและคาทํ านายผลลบในการตรวจหา C. trachomatis และ N. gonorrhoeae เทยีบเทาไดกับชุดนํ้ ายา
สํ าเรจ็รูป การใชปสสาวะมีขอดีทั้งในเรื่องความไวในการตรวจและไมทํ าใหเกิดความเจ็บปวดขณะเก็บ
เมือ่เทยีบกบัไมปายทอปสสาวะ และเนื่องจากไมปายชองคลอดดวยตัวเองมีความไวตํ่ ากวาไมปายปาก
มดลกู เพยีงเลก็นอยแตมีขอดีที่สามารถเก็บตัวอยางไดเองและสะดวกในการนํ าสงตรวจ จึงนาจะใชเปน
ทาง เลือกหนึ่งในการตรวจคัดกรองการติดเชื้อทั้งสองชนิดไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d


