
SIMULTANEOUS MOLECULAR DETECTIONS OF  
NEISSERIA GONORRHOEAE AND  

MULTIPLE ANTIMICROBIAL RESISTANCE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RUNGROT  CHERDTRAKULKIAT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT 
OF THE REQUIREMENTS FOR 

THE DEGREE OF DOCTOR OF PHILOSOPHY 
(MEDICAL TECHNOLOGY) 

FACULTY OF GRADUATE STUDIES 
MAHIDOL UNIVERSITY 

2009 
 

COPYRIGHT OF MAHIDOL UNIVERSITY 



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

iv

SIMULTANEOUS MOLECULAR DETECTIONS OF NEISSERIA GONORRHOEAE 
AND MULTIPLE ANTIMICROBIAL RESISTANCE 
 
RUNGROT CHERDTRAKULKIAT   4638489 MTMT/D  
 
Ph.D. (MEDICAL TECHNOLOGY) 
 
THESIS ADVISORY COMMITTEE: VIRAPONG PRACHAYASITTIKUL, Ph.D., 
CHARTCHALERM ISARANKURA-NA-AYUDHYA, Ph.D., RATANA LAWUNG, 
Ph.D., TANAWUT TANTIMONGCOLWAT, Ph.D. 
 

ABSTRACT 

 Gonorrhea has been recognized as a public health problem because of the large 

numbers of asymptomatic patients and the global spread of multiple-antimicrobial 

resistance isolates.  Herein, we have successfully developed a one-step multiplex 

Polymerase Chain Reaction (PCR) for simultaneous detection of N. gonorrhoeae and 

the multiple resistance to penicillin, tetracycline and fluoroquinolones.  The one-step 

PCR method demonstrates 100% sensitivity and specificity for N. gonorrhoeae 

detection with a detection limit of 500 CFU/PCR reaction.  Moreover, this method can 

be used to identify the types of β-lactamase producing plasmid and tetM carrying 

plasmid in PPNG and TRNG isolates, respectively.  In this study, RAPD method has 

also been used for detection of the clonal spread of N. gonorrhoeae isolates.  Using 

RAPD method, we were able to classify the N. gonorrhoeae isolates into 4 and 5 

groups by primers D11344 (5'-AGT GAA TTC GCG GTG AGA TGC CA-3') and 

D8635 (5'-GAG CGG CCA AAG GGA GCA GAC-3'), respectively.  A combination 

of the data obtained from these two primers produced 11 fingerprint groups.  Our 

findings conclude that a monitoring of gonorrhea’s spread by the one-step PCR and 

the RAPD methods are practical for the epidemiological study of N. gonorrhoeae.  

Our multiplex PCR approach may possibly be beneficial for identification of N. 

gonorrhoeae directly from the clinical samples.  As a result, it could have great 

benefits either for the effective control of the gonorrhea spread or the surveillance 

system of N. gonorrhoeae infection. 
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บทคัดยอ 
 โรคหนองในเปนโรคสําคัญที่เปนปญหาทางดานสาธารณสุข เนื่องจากมีผูปวยจํานวนมากทั้งท่ี
แสดงอาการและไมแสดงอาการทางคลินิก ประกอบกับปญหาการดื้อสารตานจุลชีพหลายชนิดของเชื้อกอ
โรค ดังนั้นการตรวจวินิจฉยัการติดเชื้อ การดื้อยา และการระบาดจึงเปนสิ่งจําเปน โดยผูวิจัยไดพัฒนาวิธี 
Multiplex PCR ในการตรวจหาเชื้อ Neisseria gonorrhoeae รวมถึงรูปแบบของการดื้อตอยา Penicillin 
Tetracycline และยากลุม Fluoroquinolone ไดในขั้นตอนเดียว ซึ่งวิธีการดงักลาวมีความไวและ
ความจําเพาะในการตรวจหาเชื้อ N. gonorrhoeae เปน 100 เปอรเซ็นต โดยตรวจไดในปริมาณเชื้อต่ําท่ีสุด
คือ 500 CFU/PCR Reaction  นอกจากนี้ วิธีการดังกลาวสามารถจําแนกชนิดของพลาสมิดที่ควบคุมการดื้อ
ตอ Penicillin และ Tetracycline ไดอีกดวย  ในการศึกษาการระบาดของเชื้อในชวงเวลาตางกันโดยวธิี 
RAPD ซึ่งเปนวิธีทางอณูชีววทิยาที่มีความสะดวกและรวดเร็ว พบวา เมือ่ใช D11344 Primer (5'-AGT GAA 
TTC GCG GTG AGA TGC CA-3') สามารถแยกความแตกตางของเชื้อได 4 กลุม ในขณะที่ การใช D8635 
Primer (5'-GAG CGG CCA AAG GGA GCA GAC-3') สามารถแยกความแตกตางของเชื้อได 5 กลุม และ
เมื่อนําผลท่ีไดจากทั้งสอง Primer มาวิเคราะหรวมกัน พบวาสามารถแยกเชื้อได 11 กลุม  ซึ่งการดื้อสารตาน
จุลชีพของเชื้อในรูปแบบเดียวกัน พบวามีรูปแบบ RAPD ท่ีแตกตางกันได แมวาจะพบอุบัติการณของเชื้อ
ในรูปแบบบางชนิดในปริมาณที่สูงมาก  ดังนั้น การพัฒนาวิธี Multiplex PCR และการใช RAPD pattern 
ในการตรวจติดตามเชื้อ จึงเปนประโยชน ซึ่งอาจนําไปสูการใชวิธีการเหลานี้ในการตรวจติดตามและ
นําไปสูการเฝาระวังและควบคุมโรคตอไปในอนาคตได 
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