
การใช ้ปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่โพ ล ีเม อเรสเพ ิ่มจำน วน ย ีน  major outer membrane protein 
และ 16S rRNA เพอ ตรวจหา C hlam ydia p n eu m on iae

นางสาว ขว ัญใจ เกต ุวงษ ์

วิทยานิพนธ์น ี้เป ็นส่วนหนึ่งของการสืกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต
สหสาขาวิชาจุลยีววิทยาทางการแพทย  ์

บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ปีการส ืกษา 2544 

ISBN 974-03-0615-2 
ลิฃสิทธิ่ฃองจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

T^LC t o  ‘า O 2)6 15 ทข. รพ



POLYM ERASE CHAIN REACTION AM PLIFICATION OF
M AJOR OUTER MEMBRANE PROTEIN AND 16S r RNA GENES 

FOR DETECTION OF C H L A M Y D IA  P N E U M O N IA E

Miss Khuanjai Ketwong

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science in Medical M icrobiology 

Inter-Department of Medical Microbiology 
Graduate school 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2001
ISBN 974-03-0615-2



Thesis Title

By
Inter-Department 
Thesis Advisor 
Thesis Co-advisor

Polymerase Chain Reaction Amplification of Major 
Outer Membrane Protein and 16S rRNA Genes for 
Detection of C h la m y d ia  p n e u m o n ia e  

Miss Khuanjai Ketwong 
Medical Microbiology
Associate Professor Somying Tumwasom, Ph.D. 
Associate Professor Pongpun Nunthapisud, M.Sc.

Accepted by the Graduate School, Chulalongkom University in Partial 
Fulfillment o f the Requirements for the Master' ร Degree

.......................................................Dean of Graduate School
(Professor Suchada Kiranandana, Ph.D.)

Thesis Committee
Chairman

(Associate Professor Pintip Pongpech, Ph.D.)

(̂ ??.?เ^?..T S ^ .^ .^ .T h e s is  Advisor 
(Associate Professor Somying Tumwasom, Ph.D.)

.(?.G U :  " ... . . .̂:R  Co-advisor 
(Associate Professor Pongpun Nunthapisud, M.Sc.)

4 *77าjO. Member
(Mrs. Siripan Wongwanich, M.Sc.)



นางสาวขวัญใจ เกตุวงษ์ : การใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสเพ่ิมจำนวนยีน (major outer membrane 
protein และ 1 ธร rRNA เพ่ือตรวจหา C h lam yd ia  p n e u m o n ia e )^ 1จารย์ท่ีปรกษ,า : รศ.ดร. สมหญิง 
ธัมวาสร, อาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม : รศ. ผ่องพรรณ นันทาภิสุทธ้ิ,
92 หน้า. ISBN 974-03-0615-2

C h la m yd ia  p n e u m o n ia e  เป็นเชื้อสาเหตุของโรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจที่พบได้บ่อย โดยเฉพาะ 
เป็นสาเหตุสำคัญของโรคปอดบวมที่เกิดภายนอกโรงพยาบาล การวินิจฉัยสาเหตุของการติดเชื้อจากอาการแสดง
ทางคลินิกไม,สามารถใช้แยกออกจากสาเหตุการติดเชื้อที่เกิดจากแบคทีเรียชนิดอื่นหรือการติดเชื้อไวรัลได้ การ
วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่รวดเร็วเพื่อวินิจฉัยสาเหตุการติดเชื้อ c. p n e u m o n ia e  จึงมีความสำคัญเพ่ือให้การ
รักษาที่มีประสิทธิภาพและป้องกันการเกิดการติดเชื้อเรื้อรังในภายหลัง การดีกษ'านี้เป็นการประเมิน'วิธี
polymerase chain reaction (PCR) เฟือตรวจหา DNA ของเชือ c. p n e u m o n ia e  จากสิงส่งตรวจ เฟือวินิจฉัย 
การติดเช้ือ c. p n e u m o n ia e  โดยใช้ primer ที่จำเพาะต่อยีนท่ีจำเพาะต่อสปีซีส์ของเชื้อได้แก่ major outer 
membrane protein (o m p 1 ) และ 1 ธร rRNA โดยการวิเคราะห์ PCR product ด้วยวิธี dot blot hybridization และ 
ทำด้วยวิธี nested PCR ได้มีการนำเอนไซม์ uracil-N-glycosylase (UNG) มาใช้ในการป้องกันการเกิดผลบวก 
ปลอมที่อาจเกิดชื้นจากการปนเปีอนจาก PCR product ในการเพิ่มจำนวนยีนรอบแรก นอกจากน้ีได้สร้าง
recombinant plasmid control ฃึนมาเฟือใช้ตรวจหา inhibitors ในสิงส่งตรวจ ผลการทดลองพบว่า o m p 1-

based PCR สามารถตรวจพบ DNA ของ C. p n e u m o n ia e  ได้ในปริมาณต่ําสุด 1 IFU และ 1ธร rDNA-based 
PCR สามารถตรวจพบ DNA ของ C. p n e u m o n ia e  ได้ในปริมาณตำสุด 0.1 IFU ได้ทำการเปรียบเทียบวิธี 
PCR กับการย้อมหาเชือด้วยวิธี Indirect fluorescent antibody (IFA) stain จากสิงส่งตรวจทีป้ายจากคอ (throat 
swab) และการตรวจหาแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อด้วยวิธี Microimmunofluorescence (MIF) test จากชีร่ัมจำนวน 
115 ตัวอย่างจากผู้ป่วยที่มีอาการปอดบวมที่เกิดภายนอกโรงพยาบาลจำนวน 114 ราย พบว่าวิธี PCR สามารถ 
ตรวจพบ DNA ของเช้ือ c. p n e u m o n ia e  จาก throat swab จำนวน 15 (13.0 %) ตัวอย่าง จากผู้ปวย 14 
(12.3%) ราย การตรวจ throat swab ด้วยวิธี IFA ได้ผลลบท้ังหมด สิงส่งตรวจที่ป้ายจากคอ 12 ตัวอย่างให้ 
ผลบวกด้วยวิธี PCR เก็บมาจากผู้ปวย 11 รายซึ่งมีผลการตรวจ MIF ให้ผลบวก อีก 3 ตัวอย่างมีผล PCR บวกแต่ 
ผลการตรวจทางนํ้าเหลืองให้ผลลบดังนั้นจึงจัดให้เป็นตัวอย่างที่มีผลบวกปลอม เม่ือตรวจด้วยวิธี nested PCR ต่อ 
ยีน 1ธร rRNA สามารถตรวจพบ DNA ของเช้ือ c. p n e u m o n ia e  ได้จากสิงส่งตรวจทั้ง 15 ตัวอย่าง ส่วนวิธี PCR 
ต่อยีน om p1 เม่ือตรวจ PCR product ท่ีได้ด้วย dot blot hybridization สามารถตรวจพบ DNA ของเชือ C. 
p n e u m o n ia e  ได้'จากสิงส่งตรวจ,จำนวน 10 ตัวอย่าง และเม่ือตรวจด้วยวิธี om p1 nested PCR ตัวอย่างท้ังหมด 
ให้ผลลบ นอกจากนี้ยังพบว่าสิงส่งตรวจของผู้ปวยมี inhibitor ประมาณ 3.5 เปอร์เซ็นต์ และได้ทำการแก้ไขโดย 
การเจือจางตัวอย่างพบว่าให้ผลลบทั้งหมด ผลการดีกษาท่ีได้แสดงว่าวิธี nested PCR ต่อยีน 1ธร rRNA เป็นวิธี 
การตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการท่ีรวดเร็ว และเชื่อถือได้ เหมาะที่จะนำมาใช้ในการตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ C.
p n e u m o n ia e
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Chlamydia pneumoniae is a common cause of respiratory tract infection and community-acquired 
pneumonia. Diagnosis from clinical presentation cannot differentiate from infection caused by other bacteria 
or viruses. The rapid laboratory method for diagnosis of c. pneumoniae infection is important for effective 
treatment and prevention of chronic infection. To assess the utility of polymerase chain reaction (PCR) in 
detection of c. pneumoniae DNA from clinical specimens for diagnosis of acute infection with c. 
pneumoniae, two sets of primers were used for the direct species-specific detection of the major outer 
membrane protein (omp1) and 16S rRNA genes of c. pneumoniae. Two PCR protocols were employed; 
nested PCR and single-step PCR accompanied by dot blot hybridization. The false positive result due to 
amplicon carryover was prevented by the enzymatic degradation procedure with the use of uracil-N- 
glycosylase (UNG) in the first amplification. The recombinant plasmid controls were constructed and used 
for the detection of inhibitors in the samples. The sensitivity in the detection of purified c. pneumoniae DNA 
for omp1-based PCR and 16S rDNA-based PCR was 1 IFU and 0.1 IFU, respectively. We compared omp1- 
based PCR and 16S rDNA based PCR with indirect fluorescent-antibody (IFA) stain, and serology by 
Microimmunofluorescence (MIF) test. These tests were applied to 115 throat swab specimens and sera 
collected from 114 patients with community-acquired pneumonia. Fifteen specimens (13.0 %) from 14 
patients (12.3 %) gave the positive results. None of the throat swabs samples was c. pneumoniae positive 
by IFA stain. Twelve throat swab samples that PCR positive obtained from 11 patients who had positive 
results in MIF test. Three specimens had PCR positive results without serologic evidence of acute infection 
and were considered to be false positive. When using 16S rDNA nested PCR, we could detect c. 
pneumoniae DNA from all of 15 positive samples. Of these 15 throat swab samples, 10 were positive by 
ompl-based PCR when analyzed with dot blot hybridization and all of them were negative by omp1 nested 
PCR. PCR inhibitors were detected in 3.5% of all samples and after dilution, all of them gave negative 
result. This data indicates that 16S rDNA-nested PCR can be established as a rapid and reliable method for 
the diagnosis of acute infection with c. pneumoniae.
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A B B R E V IA T IO N S

Bp base pair

° c degree Celsius

dATP deoxyadenosine 5'-triphosphate
dCTP deoxycytidine 5'-triphosphate
DDW deionized distilled water
dGTP deoxyguanosine 5'-triphosphate
DNA deoxyribonucleic acid
dNTP deoxynucleotide 5'-triphosphate
dTTP deoxythymidine 5'-triphossphate
dUTP deoxyuridine 5'-triphosphate
EB elementary body

EIA Enzyme immunoassay

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

et al. et alii

g gram

hr hour

IFA indirect fluorescent antibody test

EFU inclusion forming unit

Ig A immunoglobulin A

IgG immunoglobulin G

IgM immunoglobulin M

LPS lipopolysaccharide

M molar



MIF microimmunofluorescence test
min minute
mg milligram
ml m illilite r
mM millimolar
MOMP major outer membrane protein
PCR polymerase chain reaction
RB reticulate body

RNA ribonucleic acid
SDS sodium dodecyl sulfate

2SP 0.2 M sucrose phosphate buffer
TE Tris-EDTA buffer

pS microgram

p1 microliter

pM micromolar

w/v weight/volume
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